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Impacto potencial desta pesquisa

Tatus e tamanduas sdo mamiferos pertencentes a superordem Xenarthra, um
grupo monofilético, originado na Ameérica do Sul. No total, sdo reconhecidas dez
espécies de tamanduds e 22 de tatus, distribuidas do centro-sul da América do Norte
ao Sul da América do Sul. Este grupo de mamiferos tem sofrido bastante em relacéo
areducdao de seu numero de espécimes e, de acordo com a lista vermelha de espécies
ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of Nature), algumas
espécies sao classificadas como ameacadas a extingdo e outras como espécies
vulneraveis. Tais ameacas de extin¢cdo e vulnerabilidade deste grupo de animais estédo
relacionadas a acdo humana, como caca, atropelamento nas rodovias, ataque por
céaes, incéndios florestais e perda de habitat. Essa constatagao esta provavelmente
relacionada as mudancgas antropogénicas que levam a perda do habitat natural dos
tatus e tamanduas, forcando-os a utilizar ambientes associados a animais domésticos,
como pastagens. Isso pode resultar na troca de vetores artrépodes e microrganismos
relacionados entre os hospedeiros. Embora tais animais possam atuar como
reservatérios de inimeros agentes zoonoticos, raros estudos buscaram investigar a
ocorréncia e diversidade de agentes transmitidos por vetores artrépodes neste grupo
de animais, tais como agentes Anaplasmataceae, Bartonella spp. e micoplasmas
hemotropicos (hemoplasmas). O presente trabalho mostrou a ocorréncia de
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Bartonella sp. e hemoplasmas em amostras de
sangue e baco de tatus e tamanduds de vida-livre amostrados nas regifes sudeste e
centro-oeste do Brasil. O potencial zoondtico de tais agentes é ainda desconhecido.

Potential Impact of this research

Armadillos and anteaters are mammals belonging to the superorder Xenarthra,
a monophyletic group that originated in South America. A total of ten species of
anteaters and 22 species of armadillos are recognized and distributed from the central-
southern United States to southern South America. This group of mammals has
experienced significant population declines, and according to the IUCN (International
Union for Conservation of Nature), some species are classified as endangered while
others are considered vulnerable. These threats to extinction and vulnerability are
largely related to human activities, including hunting, roadkills, dog attacks, wildfires,
and habitat loss. This situation is likely associated to anthropogenic changes that lead
to the loss of the natural habitats of armadillos and anteaters, forcing them to utilize
environments associated with domestic animals, such as pastures. This can result in
the exchange of arthropod vectors and microorganisms between hosts. While these
animals may serve as reservoirs for several zoonotic agents, few studies have
investigated the occurrence and diversity of arthropod-borne agents within this group,
such as Anaplasmataceae, Bartonella spp., and hemotropic mycoplasmas
(hemoplasmas). The present study demonstrated the presence of Anaplasma spp.,
Ehrlichia spp., Bartonella sp., and hemoplasmas in blood and spleen samples from
wild armadillos and anteaters sampled in the southeastern and central-western regions
of Brazil. The zoonotic potential of these agents remains unknown.
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DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE  AGENTES
ANAPLASMATACEAE, Bartonella spp. e MICOPLASMAS HEMOTROPICOS EM
TATUS E TAMANDUAS NO SUDESTE E CENTRO-OESTE DO BRASIL

RESUMO

Os tatus e tamanduas apresentam uma ampla variedade de interacdes com
diversos agentes patogénicos e ectoparasitos que, aliadas as suas caracteristicas
fisioldgicas e ecologicas, contribuem para que se tornem potenciais hospedeiros para
uma ampla variedade de agentes patogénicos. Entretanto, poucos estudos
investigaram a ocorréncia e diversidade de agentes transmitidos por vetores neste
grupo de animais. O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia e identidade
molecular de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp. e micoplasmas
hemotropicos (hemoplasmas) em tatus e tamanduas de vida-livre amostrados nas
regides sudeste e centro-oeste do Brasil. Para tal, foram analisadas 167 amostras
bioldgicas (139 de sangue e 28 de baco) de mamiferos Xenarthra amostrados nos
estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul: 48 de tatu-peba (Euphractus sexcinctus),
29 de tatu-canastra (Priodontes maximus), 4 de tatu-galinha (Dasypus novemcinctus),
1 de tatu-de-rabo-mole (Cabassous unicinctus), 79 de tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) e 6 de tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla). Foram
realizados ensaios de PCR de triagem para Ehrlichia spp. com base no gene dsb,
nested PCR para Anaplasma spp. e PCR para micoplasmas hemotrdpicos com base
no gene 16S rRNA, e de qPCR para Bartonella spp. com base na regido intergénica
16-23S rRNA (ITS). As amostras positivas foram adicionalmente submetidas a ensaios
de PCR direcionados a diferentes marcadores moleculares para caracterizagao
molecular. 1/48 (0,59%) amostra de sangue de E. sexcintus foi positiva para
Anaplasma spp. e 1/79 (0,59%) amostra de sangue de M. tridactyla para Ehrlichia spp.
A sequéncia 16S rRNA de Anaplasma sp. detectada em E. sexcintus posicionou-se
no mesmo clado de ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’, previamente detectado em
T. tetradactyla. A sequéncia dsb de Ehrlichia sp. detectada em M. ftridactyla
posicionou-se no mesmo clado de Ehrlichia minasensis. Na PCR para hemoplasmas,
31/46 (64,5%) E. sexcinctus, 9/29 (65,5%) P. maximus, 2/4 (50%) D. novemcinctus,
33/79 (41,7%) M. tridactyla e 2/6 (33,3%) T. tetradactyla mostraram-se positivos. As
sequéncias 16S rRNA e 23S rRNA de hemoplasmas detectadas em E. sexcintus foram
posicionadas no mesmo clado que ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’
previamente detectado em P. maximus no Brasil. Alta positividade foi também
verificada para Bartonella spp. 23/48 (47,9%) E. sexcinctus, 1/4 (25%) D.
novemcinctus, 9/29 (31%) P. maximus, 21/79 (26,5%) M. tridactyla, e 3/6 (50%) T.
tetradactyla. As sequéncias ftsZ de Bartonella sp. detectadas em E. sexcintus
posicionaram-se juntamente com ‘Candidatus Bartonella washoensis subsp.
brasiliensis’ previamente detectada em tatus-peba no Brasil. Os achados do presente
estudo reforcam a ocorréncia de ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’ e
‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis’ em tatus, e E. minasensis em
tamanduas. Trata-se do primeiro relato de ‘Candidatus Mycoplasma
haematomaximus’, hemoplasma anteriormente descrito em tatus-canastra, em tatus-
peba.

Palavras-chave: Anaplasma spp.; Ehrlichia spp.; Bartonellaceae;
hemoplasmas; diagndstico molecular; Xenarthra



MOLECULAR DETECTION AND CHARACTERIZATION OF ANAPLASMATACEAE
AGENTS, Bartonella spp. AND HEMOTROPIC MYCOPLASMAS IN ARMADILLOS
AND ANTEATERS IN SOUTHEASTERN AND CENTRAL-WESTERN BRAZIL

ABSTRACT

Armadillos and anteaters exhibit a wide range of interactions with various
pathogens and ectoparasites, which, combined with their physiological and ecological
characteristics, contribute to their potential as hosts for a broad array of pathogens.
However, there has been limited research into the occurrence and diversity of vector-
borne agents within this group of animals. The present study aimed to investigate the
occurrence and molecular identity of Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp.
and hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) in free-ranging armadillos and
anteaters sampled in the southeast and central-west regions of Brazil. To this purpose,
167 biological samples (139 blood and 28 spleen) from Xenarthra mammals sampled
in the states of Sdo Paulo and Mato Grosso do Sul were analyzed: 48 from six-banded
armadillos (Euphractus sexcinctus), 29 from giant armadillos (Priodontes maximus), 4
from nine-banded armadillos (Dasypus novemcinctus), 1 from naked-tailed armadillo
(Cabassous unicinctus), 79 from giant anteaters (Myrmecophaga tridactyla) and 6 from
southern tamanduas (Tamandua tetradactyla). Screening PCR assays were
performed for Ehrlichia spp. based on the dsb gene, nested PCR for Anaplasma spp.
and PCR for hemotropic mycoplasmas based on the 16S rRNA gene, and qPCR for
Bartonella spp. based on the 16-23S rRNA intergenic region (ITS). The positive
samples were additionally subjected to PCR assays targeting different molecular
markers for molecular characterization. As a result, 1/48 (0.59%) blood sample from
E. sexcintus was positive for Anaplasma spp., and 1/79 (0.59%) blood sample from M.
tridactyla was positive for Ehrlichia spp. The 16S rRNA sequence of Anaplasma sp.
detected in E. sexcintus clustered within the same clade as 'Candidatus Anaplasma
brasiliensis', previously detected in T. tetradactyla. The dsb sequence of Ehrlichia sp.
detected in M. tridactyla clustered within the same clade as Ehrlichia minasensis. In
the PCR tests for hemoplasmas, 31/46 (64.5%) E. sexcinctus, 9/29 (65.5%) P.
maximus, 2/4 (50%) D. novemcinctus, 33/79 (41.7%) M. tridactyla, and 2/6 (33.3%) T.
tetradactyla tested positive. The 16S rRNA and 23S rRNA sequences of hemoplasmas
found in E. sexcinctus clustered within the same clade as 'Candidatus Mycoplasma
haematomaximus', which was previously detected in P. maximus in Brazil. High
positivity rates were also observed for Bartonella spp., with 23/48 (47.9%) E.
sexcinctus, 1/4 (25%) D. novemcinctus, 9/29 (31%) P. maximus, 21/79 (26.5%) M.
tridactyla, and 3/6 (50%) T. tetradactyla showing positive results. The ftsZ sequences
of Bartonella sp. detected in E. sexcinctus clustered with '‘Candidatus Bartonella
washoensis subsp. brasiliensis', previously identified in Tatus peba in Brazil. These
findings reinforce the presence of 'Candidatus Anaplasma brasiliensis’ and
'‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis' in armadillos, and Ehrlichia
minasensis in anteaters. This is the first report of ‘Candidatus Mycoplasma
haematomaximus’, a hemoplasma previously described in giant armadillos, in six-
banded armadillos.

KeyWords: Anaplasma spp.; Ehrlichia spp.; Bartonellaceae; hemoplasmas;

molecular diagnosis; Xenarthra.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS
1. Introducéo

Tatus e tamanduas sdo mamiferos pertencentes a superordem Xenarthra, um
grupo monofilético, originado na América do Sul, que tem como caracteristicas a
existéncia de articulagdes atipicas entre as vértebras, das quais o0 nome Xenarthra foi
derivado (em grego, xenos = estranho e arthros = articulagdo). No total, sédo
reconhecidas 32 espécies, sendo dez de tamanduas e 22 de tatus, distribuidas do
centro-sul da América do Norte ao Sul da América do Sul. Este grupo de mamiferos
tem sofrido bastante em relacédo a reducéo de seu numero de espécimes e, de acordo
com a lista vermelha de espécies ameacadas da IUCN (International Union for
Conservation of Nature), as espécies Cabassous chacoensis (tatu-de-rabo-mole-do-
Chaco), Dasypus hybridus (tatuira), Dasypus sabanicola (tatu-das savanas),
Tolypeutes matacus (tatu-bola) e Zaedyus pichiy (piche) sdo consideradas como
quase ameacadas a extincdo. Por outro lado, Myrmecophaga tridactyla (tamandué-
bandeira), Priodontes maximus (tatu-canastra) e Tolypeutes tricinctus (tatu-bola)
estdo classificadas como espécies vulneraveis (IUCN, 2023). Tais ameacas de
extincdo e vulnerabilidade deste grupo de animais estao relacionadas a acdo humana,
como caca, atropelamento nas rodovias, ataque por caes, incéndios florestais e além
da perda de habitat (Klink e Machado, 2005; Martins et al., 2015; De Medeiros, 2018;
Silva et al., 2020).

Estes mamiferos atuam como reservatérios para diversos agentes
potencialmente patogénicos, tais como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi e
Toxoplasma gondii, sendo que estes dois Ultimos agentes ja foram detectados em
tatus de vida livre no estado do Mato-Grosso-do-Sul, centro-oeste do Brasil. Porém,
raros sao o0s estudos que buscaram investigar a ocorréncia de agentes transmitidos
por vetores artropodes neste grupo de animais, tais como agentes Anaplasmataceae,
Bartonella spp. e micoplasmas hemotropicos (hemoplasmas).

No Brasil, ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’ foi detectado em tamanduas
(Tamandua tetradactyla) no estado de Sao Paulo. Mais recentemente, Anaplasma
spp. e Ehrlichia spp. foram molecularmente detectados em tatus-galinha (Dasypus
novemcinctus) no bioma Amazonico da Guiana Francesa. Em relagcdo a Bartonella

spp., um possivel novo agente, denominado ‘Candidatus Bartonella washoensis



subsp. brasiliensis’, foi detectado em tatus (Euphractus sexcinctus) e tamanduas

(Tamandua tetradactyla) nos estados do Mato Grosso do Sul e Pard, respectivamente.

Similarmente, novos micoplasmas hemotropicos foram descritos em tatus e

tamanduas no Brasil, a saber: “Candidatus Mycoplasma haematotetradactyla’,

detectado em Tamandua tetradactyla nos estados de Mato Grosso do Sul, Pard, e Rio

Grande do Sul, e ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’, detectado em

Priodontes maximus no estado de Mato Grosso do Sul. Em vista disso, o presente

estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia e identidade molecular de agentes

Anaplasmataceae, Bartonella spp. e micoplasmas hemotrépicos em tatus e

tamanduds nos estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul.

1.1.

OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia e identidade molecular de

agentes Anaplasmataceae, Bartonella spp. e hemoplasmas em tatus e tamanduas

amostrados nos estados de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo.

1.1.2. Objetivos Especificos

Investigar a ocorréncia molecular de agentes Anaplasmataceae
(Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.), Bartonella spp. e hemoplasmas em
amostras de sangue e baco de tatus e tamanduas amostrados nos
estados de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo;

Tracar inferéncias filogenéticas com as sequéncias obtidas,
posicionando-as, dentro de um parentesco evolutivo, com espécies e
genaotipos de agentes Anaplasmataceae (Ehrlichia spp. e Anaplasma

spp.), Bartonella spp. e Mycoplasma spp.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Superordem Xenarthra

A Superordem Xenarthra engloba tatus, preguicas e tamanduds. Trata-se de
um grupo monofilético, originado na América do Sul. Anteriormente, alguns autores
posicionavam Xenarthra e Pholidota em Edentata (Novacek, 1992; Gaudin e Wible,
1999), termo que se refere a reducdo ou completa perda dos dentes. Entretanto,
estudos posteriores (Mckenna e Bell, 1997), incluindo analises filogenéticas (Delsuc
et al., 2001; Madsen et al., 2001), rejeitaram a existéncia de Edentata e posicionaram
Pholidota proximo a Carnivora, atribuindo a perda de dentes nos pangolins a uma
convergéncia adaptativa relacionada a mimercofagia. O termo ‘xenarthra’ (em grego,
xenos = estranho; arthros = articulacdo) agrupa as espécies que apresentam em
comum uma articulacéo diferenciada conhecida como ‘processo xenarthro’. Trata-se
de uma articulacdo secundaria entre as vértebras lombares e entre o0 isquio e a coluna
vertebral (Gaudin, 1999). Essas articula¢des adicionais s6 podem ser encontradas em
tatus, preguicas e tamanduas, e conferem maior resisténcia e flexibilidade ao
esqueleto axial. Em conjunto com membros terminados em garras fortes e robustas,
tais articulagdes facilitam a realizacdo de tarefas que exigem grande desgaste do
esqueleto, como a escavagao para os tatus, quebra de cupinzeiros para os tamanduas
e a rotacao do corpo em até 180° para as preguigas arboricolas. Trata-se da Unica
sinapomorfia amplamente reconhecida do ponto de vista morfolégico e compartilhada
entre este grupo de animais (Mendel, 1985; Gaudin, 1999). Todos os mamiferos
Xenarthra também tém uma denticdo reduzida, que é levada ao extremo em
tamanduas, que ndo tém dentes. Preguicas e tatus tém um nimero variavel de dentes
simples, sempre crescentes e sem esmalte. Outras caracteristicas incomuns
compartilhadas entre os Xenarthra sdo uma baixa taxa metabdlica (o que significa que
utilizam menos energia que outros mamiferos do mesmo tamanho) e uma temperatura
corporal baixa e variavel (ASASG, 2024).

Atualmente, a Superordem Xenarthra é dividida em duas ordens: Cingulata e
Pilosa. A primeira é caracterizada pela presenca de osteodermos e composta pelas
familias Dasypodidae e Chlamyphoridae, que compreende tatus. J4& a segunda

engloba animais com pelagem densa e auséncia ou pouco desenvolvimento dos



dentes, sendo composta por quatro familias, a saber: Bradypodidae (preguicas-de-
trés-dedos), Megalonychidae (preguicas-de-dois-dedos), Cyclopedidae (tamanduai) e

Myrmecophagidae (tamanduds) (Gardner, 2005).

2.1.1. Ordem Cingulata

A ordem Cingulata é composta por duas familias viventes, Dasypodidae e
Chlamyphoridae, representadas por tatus. Tais animais tém o corpo coberto por
estruturas méveis denominadas bandas ou cintas méveis, formadas por estruturas
o0sseas de origem dérmica, chamados de osteodermos. A carapacga esta dividida trés
regides: bandas cefalicas e escapulares que cobrem a cabeca e a cintura escapular
(ombros) ndo-moveis; bandas lombares, que cobrem a regido mediana do corpo,
geralmente moveis e utilizadas para reconhecimento das espécies; bandas
pélvicas/caudais, que recobrem a cintura pélvica e cauda (exceto em tatus do género
Cabassous, que tém uma cauda nua), mostrando mobilidade na regido de ligagcédo do
corpo com a cauda. Essas estruturas tém como fungdo protegé-los de predadores
(Emmons e Feer,1990; Mcdonough e Lougry, 2001).

Os tatus atuais sao animais exclusivos da fauna neotropical (parte da América
Central e do Sul), exceto o tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus) que foi
introduzido na América do Norte entre os séculos XIX e XX. Hoje sua distribuicao
geografica vai desde o Estreito de Magalhaes (Sul da Patagénia) até o Centro-Sul dos
Estados Unidos (Wetzel, 1985a; Nowak, 1999). Os tatus s&o animais de habito
fossorial-terrestre e passam a vida construindo tocas, geralmente subterraneas e
cavoucando o solo a procura de alimentos (Feldhammer et al., 1999).

Sa0 animais solitarios durante a maior parte da vida, somente se encontrando
com outros da mesma espécie na época do acasalamento (Benirschke, 1968), e
territorialistas, protegendo sua area de vida intensamente contra a invasao de outros
tatus e animais de pequeno porte. Tém seu periodo de maior atividade entre o final
da tarde até o comeg¢o da manha (crepuscular/noturno), mas algumas espécies
também tém atividades durante o dia, como o tatu-canastra (Priodontes maximus), o
tatu-de-nove-bandas (Dasypus novemcinctus), o tatu-bola (Tolypeutes spp.) e o tatu-
peba (Euphractus sexcinctus). Embora ocasionalmente possam morder ou utilizar as

unhas como defesa, preferem correr ou esconder-se em buracos quando se sentem
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ameacados. Em casos nos quais nao seja possivel fugir, algumas espécies encostam
as margens do casco no chao, enquanto outros rolam em formato de bola protegidas
por sua cobertura cornea (Cubas et al., 2007).

Em relagdo aos habitos alimentares, estes animais sao classificados em trés
categorias: carnivoro-onivoros, que se alimentam preferencialmente de pequenos
vertebrados e invertebrados e algumas vezes de raizes (Zaedyus, Euphractus e
Chaetophractus); insetivoros generalistas fossoriais, que se alimentam-se de
invertebrados que vivem no interior do solo, como minhocas, lesmas e raramente
raizes (Chlamyphorus); insetivoros generalistas terrestres, que se alimentam de
besouros, formigas, caracéis, entre outros, vivendo na superficie do solo, e raramente

comendo carniga, raizes e frutas (Dasypus) (Redford e Wetzel, 1985).

2.1.2. Ordem Pilosa
A ordem Pilosa engloba animais com pelagem densa e auséncia ou pouco

desenvolvimento dos dentes e composta por subordem Folivora e Vermiligua.

2.1.2.1. Subordem Folivora

A subordem Folivora €& representada pelas preguicas das familias
Bradypodidae e Megalonichidae (Nowak, 1999). A famila Bradypodidae inclui apenas
preguicas-de-trés dedos, pertencentes ao género Bradypu, com quatro espécies:
Bradypus torquatus (preguiga-de-coleira), Bradypus ftridactylus (preguica-de-
bentinho), Bradypus variegatus (preguica-comum) e Bradypus pygmaeus (preguica-
ana-de-trés-dedos) (Wetzel, 1985b). A familia Megalonychidae inclui atualmente
somente preguicas-de-dois-dedos, pertencentes ao género Choloepus, com duas
espécies: Choloepus didactylus (preguiga-real) e Choloepus hoffmanni (preguica-de-
dois-dedos); Estes géneros estdo distribuidos por toda a América Central e do Sul
(Wetzel, 1985b)

As preguigas possuem habitos solitarios, exceto no periodo de acasalamento e
cuidados com os filhotes (Queiroz, 1995). Sao folivoras e arboricolas, passam a maior
parte do tempo em repouso na copa das arvores, onde se deslocam com movimentos
lentos, utilizando a extremidade dos galhos na sua travessia entre as arvores

(Montgomery e Sunquist, 1975; Cassano, 2006; Cubas et al., 2007). Descem ao solo
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em poucas ocasides, quando estdo em areas abertas com auséncia de conexao entre
as arvores ou em casos em que sintam a necessidade de defecar e urinar, 0 que em

geral pode ocorrer a cada dois ou quatro dias (Cassano, 2006; Superina et al., 2008).

2.1.2.2. Subordem Vermilingua

A subordem vermilingua & representado por duas familias: Cyclopedidae
(tamanduai) e Myrmecophagidae (tamandudés) (Gardner, 2005). Sdo os unicos
membros da superordem Xenarthra desprovidos de dentes, apresentando um focinho
longo e cbdnico que acomoda uma lingua vermiforme, responsavel pela captura dos
alimentos (Shaw e Carter, 1980; Cubas, 2014). Estes animais possuem cinco dedos
nos membros, sendo que destes, trés possuem grandes garras utilizadas tanto para
a escavagao de cupinzeiros/termiteiros, como para escalada, nos grupos de habito
arboreo (Bloch, et al., 1976).

O tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) ocorre por todo o territorio
nacional, mais predominantemente no Cerrado (Miranda et al., 2014). E o maior de
todos os tamanduas e pode chegar a um peso de aproximadamente 40 kg, com
habitos exclusivamente terrestres (Miranda, et al., 2004; Rodrigues et al., 2008).
Possui habitos terrestres e apenas um periodo de atividade durante o dia, o qual
juntamente com a escolha do habitat, variam de acordo com a temperatura do
ambiente e estacdo. Em temperaturas de 17 a 27°C ha maior preferéncia por areas
de baixa cobertura vegetal (savanas e campos) e em frio ou calor extremo ha
preferéncia por areas florestais. Ainda, em estagdes mais quentes, a atividade é mais
noturna e no inverno é diurna (Alves e Mourao, 2006; Braga, 2010; Bertassoni, 2017).
Tem pelagem densa que atua como isolante térmico, impedindo o ganho e a perda
excessiva de calor. A longa cauda é utilizada para camuflagem, tanto que ao dormir a
colocam sobre o corpo (Fernandes e Young, 2008).

Tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) tem um comprimento de
aproximadamente 77 cm (Nowak, 1999) e peso corporal de aproximadamente 7 kg
(Wetzel, 1985), possui habito diurno, crepuscular ou noturno, a depender do local. Seu
habitat natural abrange savanas, florestas tropicais e espinheiras (Medri et al., 2011).
Os tamanduas-mirins sao encontrados ao leste dos Andes, no norte do Uruguai e

Argentina e no Brasil (Superina et al., 2010; Medri et al., 2011). Essa espécie de
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tamandua possui habitos preferencialmente arboricolas e descem ao solo somente

para se alimentar, defecar e urinar (Rodrigues et al., 2008).

2.2. Agentes bacterianos transmitidos por vetores

2.2.1. Agentes Anaplasmataceae

A familia Anaplasmataceae compreende alfa-proteobactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatérias da ordem Rickettsiales, formada pelos géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia (Dumler et al., 2001) e quatro supostos
Candidatus (Candidatus Neoerhlichia, Candidatus Allocryptoplasma, Candidatus
Xenohaliotis e Candidatus Xenolissoclinum) (Friedman et al., 2000; Tabara et al.,
2007; Kwan e Schmidt, 2013; Eshoo et al., 2015; Nicholson, 2018; Ouass et al., 2023).
Representantes do género Ehrlichia infectam principalmente leucécitos (mondcitos,
macrofagos, granuldcitos) e células endoteliais de mamiferos, e glandulas salivares,
epitélio intestinal e células hemolinfa de carrapatos (Groves et al., 1975; Cohn, 2003;
Allsopp, 2010). O género Anaplasma engloba bactérias pleomdérficas localizadas em
vacuolos ligados a membrana (morulas) dentro do citoplasma de eritrocitos,
granulécitos, mondcitos ou plaquetas, a depender da espécie (Atif, 2016; Dumler et
al., 2001).

2.2.1.1. Ciclo de vida e transmisséao

A manutencao dos agentes dos géneros Ehrlichia e Anaplasma ocorre por meio
da interacdo entre carrapatos vetores com o0s hospedeiros vertebrados no
ecossistema. O ciclo de vida envolve vertebrados e carrapatos ixodideos, sendo que
em ambos ocorre a reproducdo de bactérias (Rikihisa, 1991). Os hospedeiros
vertebrados sdo considerados reservatorios dessas bactérias, podendo desenvolver
infeccdes persistentes, e atuando como fontes de infec¢ao para os carrapatos vetores
(Kieser et al., 1990; Kocan et al., 1992; Villar et al ., 2016; Dumler et al., 2001; Parola
et al., 2003).

Quando os carrapatos se alimentarem de um hospedeiro infectado, ingerem as

bactérias. Estas, por sua vez, penetram no epitélio do intestino médio do invertebrado,


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/life-cycle
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/ixodidae
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134817300217?casa_token=U-OpURmkj6AAAAAA:rD5jFJP5ihA25sPXG1lTE-cNzYDdDj4eRR9Av4pbo_uvxG6Ni7u457n42jxNU_MOZ7yt3_Nblps#bb0940
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134817300217?casa_token=U-OpURmkj6AAAAAA:rD5jFJP5ihA25sPXG1lTE-cNzYDdDj4eRR9Av4pbo_uvxG6Ni7u457n42jxNU_MOZ7yt3_Nblps#bb0590
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134817300217?casa_token=U-OpURmkj6AAAAAA:rD5jFJP5ihA25sPXG1lTE-cNzYDdDj4eRR9Av4pbo_uvxG6Ni7u457n42jxNU_MOZ7yt3_Nblps#bb0610
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567134817300217?casa_token=U-OpURmkj6AAAAAA:rD5jFJP5ihA25sPXG1lTE-cNzYDdDj4eRR9Av4pbo_uvxG6Ni7u457n42jxNU_MOZ7yt3_Nblps#bb1145
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onde ocorre a primeira replicacdo. Em seguida, as bactérias migram para o epitélio
das glandulas salivares do carrapato, onde passam pelo segundo ciclo de replicacao.
S&o entéo liberadas na secrec¢éo salivar e transmitidas a outro hospedeiro vertebrado
durante o repasto sanguineo do carrapato (Ueti et al., 2009; Rar e Golovljova, 2011).
Alguns agentes podem ser mecanicamente transmitidos atraves
de fémites contaminados, dipteros hematéfagos e a transfusdo sanguinea (Dikmans,
1950; Couto, 1998). Alguns estudos comprovaram que 0s carrapatos ixodideos sédo
capazes de transmitir Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. transestadialmente (de larvas
para ninfas e de ninfas para adultos) (Macleod e Gordon, 1933; Rar e Golovljova,
2011).

Dumler et al. (2001) reorganizaram o0 género Anaplasmacom base nas
andlises da sequéncia 16S rRNA e groEL, propondo a classificacdo compreendida em
seis espécies: A. bovis, A. centrale, A. marginale, A. ovis, A. phagocytophilum, e A.
platys. Atualmente, existem nove espécies formalmente reconhecidas que séo
transmitidas por vetores: Anaplasma bovis, Anaplasma capra, Anaplasma caudatum,
Anaplasma centrale, Anaplasma marginale, Anaplasma odocoilei, Anaplasma ovis,
Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys, bem como diversas espécies
candidatas e numerosas espécies ndo-classificadas (Vanstreels et al., 2018) (Tabela
1).

Anaplasma bovis

Anaplasma bovis foi descrito pela primeira vez em bovinos em 1936 e
inicialmente denominado Ehrlichia bovis. Infecta mondcitos e macréfagos teciduais
(Donatien e Lestoquardm 1936; Dumler et al., 2001; Liu et al., 2012). Este agente esta
distribuido principalmente na Africa, Asia e América do Sul, mas também foi descrito
nos EUA e no sul da Europa (Uilenberg, 1993; Ceci et al., 2014; Garcia-Pérez et al. ,
2016; Battilani et al., 2017).

Anaplasma bovis tem como principais reservatérios bovinos (Bos taurus) e
bufalo africanos (Ooshiro et al., 2008) e é transmitido por carrapatos Rhipicephalus
appendiculatus, Amblyomma variegatum, Hyalomma spp., Rhipicephalus sanguineus
e Haemaphysalis spp. (Nair et al., 2013; Battilani, 2017). A infec¢ao por este agente

também foi detectada em cervideos (Cervus elaphus, Cervus nippon, Mazama
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goazoubira, Blastocerus dichotomus e Hydropotes inermis) (Silveira et al., 2012; Lee
et al., 2018), guaxinim (Procyon lotor) e cao-guaxinim (Nyctereutes procyonoides)
(Sashika et al., 2001), caes (Nyctereutes procyonoides) (Kang et al., 2018), gato-
leopardo (Prionailurus bengalensis) (Hwang et al. 2015) e musaranho (Elephantulus
myurus) ( Atif, 2016).

Anaplasma centrale

Anaplasma centrale foi descrito em 1911 por Sir Arnold Theiler, (Theiler, 1911;
Potgieter e Van-Rensburg, 1987) e tem essa designagao por formar inclusdes na area
central de eritrécitos. E uma espécie menos patogénico para ruminantes e tem sido
utilizada como vacina viva em diferentes regides geograficas do mundo (Kocan, 2010;
Rar e GolovljovA, 2011; Kocan, 2015). Este patégeno esta distribuido em regides
tropicais e subtropicais (Rar e Golovljova, 2011). E transmitido por Rhipicephalus
simus, mas ja foi detectado em Amblyomma sp. e Haemaphysalis punctata, sem
comprovagao da competéncia vetorial (Potgieter e Van-Rensburg, 1987; Palomar et
al., 2015; Teshale et al., 2015).

Durante muito tempo, os bovinos foram considerados o0s Unicos hospedeiros
de A. centrale, mas nos ultimos anos a infeccao foi detectada em ovinos, veados
sika, gnus pretos (Connochaetes gnou), gnus azuis (Connochaetes taurinus),
antilopes  (Kobus ellipsipyrymnus) e elandes (Taurotragus oryx)  (Hosseini -
Vasoukolaei et al., 2014; Wu et al., 2015; Khumalo et al., 2016).

Anaplasma marginale

Anaplasma marginale foi descrita pela primeira vez em Johannesburg, na Africa
do sul por Sir Arnold Theiler, o qual encontrou inclusées localizadas na superficie dos
eritrocitos ao examinar esfregaco de sangue de bovinos importados da Inglaterra
(Theiler, 1910). Este organismo infecta principalmente bovinos, causando uma doenca
potencialmente fatal e com importante impacto econdémico, mas ja foi detectado em
uma gama de ruminantes selvagens, incluindo bufalos africanos (Syncerus caffer),
bisbes americanos (Bison bison), veados-de-cauda-branca , veados-
mula (Odocoileus hemionus), veados-de cauda-negra (Odocoileus

hemionus culumbianus), antilope pronghorn (Antelocapra americana), cervo-do-
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Pantanal (Blastocerus dichotomus), veado-catingueiro (Mazama gouazoubira),
carneiro selvagem ( Ovis canadensis ) e girafa (Giraffa camelopardalis) (Machado et
al., 2006; Kocan et al., 2010; Rar e Golovljova, 2011; Aubry e Geale, 2011; Silveira et
al., 2012; Machado et al., 2016; Silaghi et al., 2017). E transmitido biologicamente por
carrapatos dos géneros Dermacentor em regides temperadas e Rhipicephalus em
regides tropicais (Kocan et al., 2010; Rar e Golovljova, 2011; SILAGHI et al., 2017),
mecanicamente por insetos hematodfagos (Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans e
dipteros tabanomorphos), por fémites contaminados com sangue (Ewing, 1981; Kocan
et al., 2010; Da Silva et al., 2013; Battilani et al., 2017) e transmissao transplacentaria
(Kocan et al., 2015).

A. marginale esta amplamente distribuido em todo o mundo, especialmente em
regides tropicais e subtropicais. Sua ocorréncia estd em expansado, provavelmente
devido ao transporte de gado de areas endémicas para areas nao-endémicas, e ao
aguecimento global que influencia 0 movimento das populacfes de vetores (Kocan et
al., 2010).

Anaplasma ovis

Anaplasma ovis foi descrito pela primeira vez em ovelhas por Bevan em 1912
(Bevan, 1912). Além de ovinos, esta bactéria também foi detectada em caprinos e
ruminantes selvagens como renas (Rangifer tarandus), veado-europeu (Capreolus
capreolus) e camelos (Camelus dromedarius) (De La Fuente et al., 2008; Renneker et
al., 2013; Ybaries et al., 2014; Li et al., 2015; Selmi et al., 2019). Uma variante de A.
ovis foi detectada em um paciente humano, sugerindo um potencial zoonético deste
organismo (Chochlakis et al., 2010).

Este organismo esté distribuido pelos continentes Africano, Asiatico, Europeu
e Estados Unidos de América (Renneker et al., 2013), sendo transmitido por
carrapatos das espécies Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus turanicus, Rhipicephalus
sanguineus, Dermacentor andersoni e o diptero Melophagus ovinus (De La Fuente et
al., 2008; Aktas et al., 2009; Belkahia et al., 2019; Cabezas-Cruz et al., 2019; Hosseini-
Chegeni et al., 2020).
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Anaplasma phagocytophilum

O prototipo de A. phagocytophilum foi descrito pela primeira vez em 1940,
como o0 agente causador de uma doenga desconhecida transmitida por carrapatos,
diagnostica em 1932 em ovelhas na Escocia. A doenga foi chamada de “febre
transmitida por carrapatos” (Gordon et al., 1932; Gordon et al., 1940 ) e em 1974 esta
bactéria foi incluida no género Ehrlichia como Ehrlichia phagocytophila (Philip, 1974 ).
Posteriorimente, bactérias semelhantes a Ehrlichia também foram detectadas em
cavalos enfermos e em humanos, e foram inicialmente consideradas como espécies
distintas, estritamente especificas do hospedeiro, respectivamente
denominadas Ehrlichia equi e agente da erliquiose granulocitica humana (HGE)
(Gribble, 1969; Chen et al., 1994 ). Somente em 2001, Dumler e colaboradores, a
partir de analises moleculares dos genes 16S RNA ribossomal (16S rRNA), “heat
shock operon” (groEL), e genes de proteinas de superficie, verificaram que essas
bactérias compreendiam mesma espécie, unificando-as sob o taxon Anaplasma
phagocytophilum (Dumler et al., 2001).

Este organismo infecta uma gama de hospedeiros vertebrados como
carnivoros, ruminantes, roedores, aves, répteis e seres humanos (Stuen et al., 2013;
Dugat et al, 2015; Kocan et al., 2015). Em humanos, A. phagocytophilum ¢
responsavel por causar uma zoonose emergente, conhecida como anaplasmose
granulocitica humana (HGA), descrita pela primeira vez nos Estados Unidos em 1994
(Chen et al., 1994).

Anaplasma phagocytophilum estd distribuida principalmente nos Estados
Unidos, Europa e Asia, mas ja foi descrita na América do Sul e Africa (Bakken e
Dumler, 2000; Stuen et al., 2013). E transmitida por carrapatos pertencentes ao
género Ixodes : I. ricinus na Europa, I. scapularis no leste dos EUA, I. pacificus e I.
spinipalpis no oeste dos EUA e |. persulcatus na Asia e na Russia (Des Vignes e Fish,
1997; Burkot et al., 2001; Woldehiwet, 2010). Também j& foi detectado de DNA de A.
phagocytophilum em outras especies de carrapatos
(Dermacentor reticulatus, Dermacentor variabilis, Dermacentor
occidentalis, Haemaphysalis concinna, Amblyomma americanum e Ixodes ventalloi)
mas sem comprovacao de capacidade vetorial (Holden et al., 2003; Santos et al.,
2004; Clark, 2012; Paulauskas et al., 2012; Tomanovic et al., 2013). Foi relatada a
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transmissao por exposicdo ao sangue e tecidos de animais infectados em humanos
(Bakken et al., 1996).

Anaplasma platys

Anteriormente designado por Ehrlichia platys, A. platys foi descrito pela primeira
vez infectando plaguetas de um cédo na Florida (Harvey et al., 1978). Anaplasma
platys é conhecido como patdgeno canino, mas ja foi relatada em gatos, raposas
(Vulpes vulpes), camelos bactrianos (Camelus bactrianus), veados-vermelhos
(Cervus elaphus), veados sika, ruminantes domésticos, bubalinos e humanos
(Harvey et al., 1978; Quirollo et al., 2014; Cardoso et al., 2015; Li et al., 2015; Dahmani
et al., 2015; Machado et al., 2016; Fernandes et al., 2019; Alanazi et al., 2020; André
et al., 2020). Embora Rhipicephalus sanguineus seja o principal vetor na transmisséo
do Anaplasma platys (Snellgrove et al., 2020), DNA do agente também ja foi detectado
em Dermacentor auratus, Ixodes persulcatus, Haemaphysalis
longicornis , Rhipicephalus  turanicus e em piolho  mastigador de
cées Heterodoxus spiniger (Simpson et al.,, 1991; Parola et al., 2003; Brown et al.,
2005; Kim et al., 2006; Harrus et al., 2010). Foi descrita a transmissao de A. platys
através da inoculacdo de sangue infectado (Harvey et al., 1978). E Snellgrove et al.
(2020) comprovaram a transmissao transestadial e transovariana deste organismo em

R. sanguineus sensu stricto nos EUA.

Anaplasma capra

A. capra foi primeiramente detectada em cabras na China (Zhou et al., 2010) e
incriminado como um novo patégeno zoonético do género Anaplasma transmitido por
carrapatos, apos seu isolamento a partir de sangue humano (Li et al., 2015). Este
agente, foi também descrito em ovelhas (Peng et al., 2018; Shi et al., 2020), bovinos
(Seo et al., 2018), cervideos (Amer et al., 2019; Jouglin et al., 2019), caes (SHI et al.,
2019) e ruminantes selvagens (Yang et al., 2018). Anaplasma capra foi detectado em
carrapatos da espécie Ixodes persulcatus, Haemaphysalis longicornis,
Haemaphysalis qinghaiensis, R. microplus, mas sem comprovagao de capacidade
vetorial (Li et al., 2015; Sun et al., 2015; Yang et al., 2016; Guo et al., 2019).
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Anaplasma odocoilei

Anaplasma odocoilei € a mais recente bactéria descrita dentro do genero
Anaplasma, sendo descrito pela primeira vez em 2013, infectando plaquetas de
cervideos (Tate et al., 2013). Ainda, foi detectado em cervos-da-cauda-branca (O.
virginianus yucatanensis) no México (Ojeda-Chi et al., 2019). Embora tenha sido
detectado em Amblyomma americanum, nao ha comprovagao da capacidade vetorial

desta espécie para o agente em questao (Trout et al., 2017).

Poucos sao os estudos acerca da ocorréncia e diversidade genética de
Anaplasma spp. em tatus e tamanduas. Guillemi et al. (2016) investigaram a presenca
de DNA de A. marginale por meio de nested PCR baseada no gene msp5 em uma
amostra de sangue de uma fémea de tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla)
gue estava num centro de reabilitacdo na provincia de Corrientes, Argentina. A
caracterizacdo molecular baseada no gene mspla mostrou a presenca de duas
repeticbes (13 e 27) que, embora previamente encontradas em outros genotipos de
A. marginale, ndo foram relatadas nesta combinagdo, resultando em um novo
gendtipo MSP1a. No entanto, embora diferente, o genétipo encontrado agrupou-se
com aqueles previamente detectados em bovinos, sugerindo que a transmisséo do
novo isolado de A. marginale de bovinos para hospedeiros acidentais poderia ter
ocorrido por meio de um isolado mais facilmente transmitido por carrapatos ou pelo
surgimento de uma variante com melhor aptiddo para infectar maior amplitude de
hospedeiros.

Calchi et a. (2020a) investigaram a ocorréncia e diversidade genética de
Anaplasma spp. em amostras de sangue e baco de Xenarthra de vida livre de quatro
diferentes estados do Brasil (S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Rondbnia e Para).
Positividade de 27,6% (91/330) foi encontrada na nested PCR para Anaplasma spp.
baseada no gene 16S rRNA. Dentre as espécies de animais positivas, encontravam-
se bichos-preguica (Bradypus variegatus 65/188, Bradypus sp. 2/3, Choloepus
didactylus 2/5 e Choloepus sp. 13/31), tamanduas (Tamandua tetradactyla 5/31) e
tatus (Cabassous unicinctus 2/3, Dasypus novemcinctus 1/8 e Euphractus sexcinctus
1/8). Das 91 amostras positivas para Anaplasma spp., 56,04% foram positivas em um

ensaio de PCR convencional visando a regido intergénica 23S-5S. Analises
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filogenéticas e de distancia baseadas no gene rrs alocaram sequéncias
de Anaplasma de preguicas em um unico clado, que estava intimamente relacionado
aos clados contendo A. marginale, A. ovis e A. capra encontrados em ruminantes. Por
outro lado, as sequéncias rrs detectadas em tamanduas-bandeira foram posicionadas
em um clado intimamente relacionado as sequéncias de Anaplasma spp. detectadas
previamente em Nasua nasua, Leopardus pardalis e Cerdocyon thous no Brasil e
posicionadas proximas as sequéncias de A. odocoilei. As anadlises filogenéticas
baseadas na regido intergénica 23S-5S demonstraram dois genoétipos distintos
de Anaplasma: um intimamente relacionado com A. marginale, A. ovis e A. capra e 0
outro posicionado proximamente a A. phagocytophilum detectado em ovino da
Noruega. Os autores propuseram a ocorréncia de dois novos ‘Candidatus Anaplasma
spp’: ‘Candidatus Anaplasma amazonensis’, detectado em Choloepus sp. e Bradypus
variegatus amostrados nos estados de Rondénia e Para e ‘Candidatus Anaplasma
brasiliensis’, detectado em Tamandua tetradactyla amostrado no estado de Sao
Paulo.

Mais recentemente, Buysse et al. (2024) detectaram Anaplasma spp. em
amostras de sangue e baco de tatus-galinha (Dasypus novemcinctus) do bioma
Amazonico da Guiana Francesa, por meio de ensaios de PCR baseados no gene 16S
rRNA (rrs).

O género Ehrlichia compreende seis espécies (Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, Ehrlichia minasensis, e Ehrlichia
ruminantium) (Dummler et al. 2001; Aguiar et al., 2019), e diversos outros Candidatus,
tais como ‘Candidatus Ehrlichia dumleri’ (Perles et al., 2022) e ‘Candidatus Ehrlichia
pampeana’ (Félix et al., 2021; Flores et al., 2023) (Tabela 1).

Ehrlichia canis

Ehrlichia canis trata-se do agente causador da erliquiose monocitica canina
(CME) (Rikihisa, 1991), uma doencga de caes transmitida por carrapatos R. sanguineus
sensu lato (linhagem tropical — atualmente nomeada como Rhipicephalus linnaei
(Slapeta et al., 2021) e Dermacentor variabilis (Groves et al., 1975; Johnson et al.,
1998; Moraes-Filho et al., 2015). Este patégeno foi descrito pela primeira vez na

Argélia, em 1935, por Donatien e Lestoquard, que observaram inclusdes
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intracitoplasmaticas em células mononucleares de caes infestados por carrapatos. A
doenca agora esta distribuida em todo o0 mundo e foi especialmente notado durante a
Guerra do Vietna, quando centenas de caes militares dos EUA morreram de infecgao
por E. canis (Rikihisa, 1991).

Canideos selvagens e domésticos sdo considerados reservatérios naturais de
E. canis (Groves et al., 1975). Ja foi detectada em seres humanos, associados com
sintomatologia clinica, bem como em pessoas assintométicas doadoras de sangue,
comprovando a sua capacidade zoonotica (Dawson et al., 1991; Perez et al., 2006;
Bolsa-Mora et al., 2017).

Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia chaffeensis é responsavel por causar uma zoonose conhecida por
erliquiose monocitica humana (HME) e foi reportado pela primeira vez 1986, por um
meédico estagiario que observou inclusdes intracitoplasmaticas peculiares em varios
mondcitos de esfregaco de sangue de um paciente que tinha sido picado com
carrapatos numa area rural no norte do Arkansas, nos EUA (Anderson et al., 1991;
Dawson et al., 1991).

Este agente, infecta igualmente uma variedade de hospedeiros, desde animais
domésticos e selvagens, como caes, bovinos, cabras, raposas (Vulpes vulpes),
coiotes (Canis latrans), cervos-sika-do-suldo-Japao (Cervus nippon) e roedores (Wen
et al., 2003; Kim et al., 2006; De Los Santos et al., 2007; Lee et al., 2009; Doudier et
al., 2010; André, 2018).

O principal vetor deste organismo € Amblyomma americanum nos Estados
Unidos (Rar e Golovljova, 2011). Embora ja tenha sido molecularmente detectado em
Dermacentor variabilis, I. pacificus, H. longicornis, I. persulcatus, R. sanguineus, A.
testudinarum, Haemaphysalis yeni, e A. parvum (Cao et al., 2000; Kim et al., 2003;
Walker et al., 2004; Lee et al., 2005; Tomassone et al., 2008; Ndip et al., 2010; Rar e
Golovljova, 2011), ndo existem estudos acerca da capacidade vetorial destes

artropodes na transmissao do referido agente.
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Ehrlichia ewingii

Ehrlichia ewingii foi descrita pela primeira vez em um céo infectado em 1971
(Ewing et al., 1971) e trabalhos subsequentes demonstraram seu potencial zoonotico
(Buller et al., 1999). Tanto veados-de-cauda-branca (O. virginianus) quanto caes sao
considerados reservatérios para o agente, o qual € transmitido através da picada do
carrapato Amblyomma americanum (Anizani et al., 1990; Anderson et al., 1992 ). Este
patdégeno, ja foi detectada em cabras (Yabsley et al., 2002; Thomas et al., 2009; Biggs
et al., 2016), carrapatos R. sanguineus em Camardes (Ndip et al., 2007), em roedores
e carrapatos da espécie H. longicornis na Coréia (Kim et al., 2006; Matsumoto et al.,
2011). Ehrlichia ewingii em caes causa uma enfermidade chamada Erliquiose
Granulocitica Canina (Anderson et al., 1992) e em humanos é responsavel por causar
uma zoonose denominada Erliquiose Granulocitica Humana (HGE) (Buller et al., 1999;
Pritt et al., 2011).

Ehrlichia muris

O primeiro relato de E. muris foi feito no Japao em 1983, sendo o agente isolado
em um roedor selvagem (Eothnomys kageus). Em 2009, uma nova amostra com
potencial zoondtico (E. muris —like, atualmente denominada E. muris subsp.
euaclairensis) foi detectada em humanos nos EUA, (Pritt et al., 2017; Xu et al., 2018).

E trasmitido por Haemaphysalis flava, I. persulcatus e I. ricinus (Pritt et al., 2017).

Ehrlichia minasensis

O primeiro relato da ocorréncia de E. minasensis foi reportado em 2016 em
Minas Gerais, Brazil, sendo este agente isolado a partir de carrapatos R. microplus
encontrados em bovinos (Cabezas-Cruz et al., 2016). O referido agente ja foi
detectado em cervideos (Gajadhar et al., 2010; LOBANOV et al., 2012), bovinos (De
Aguiar et al., 2019; Hailemariam et al., 2017; André et al., 2020), carrapatos R.
microplus, R. sanguineus (Cabezas-Cruz et al., 2016; Carvalho et al., 2016; Cicculli et
al., 2019), Hyalomma spp. (Cicculli et al., 2019; Rehman et al., 2019) e Haemaphysalis
hystricis (Li et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401710002852?casa_token=GpiP-EFRJT4AAAAA:fQlm54VyQt_7-ccpATzWG6gqxz1ANcsztMlFYgxYmx5tzlCEfmoeMOz8QyaNSqvhvzPxlnWV1Tk#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401710002852?casa_token=GpiP-EFRJT4AAAAA:fQlm54VyQt_7-ccpATzWG6gqxz1ANcsztMlFYgxYmx5tzlCEfmoeMOz8QyaNSqvhvzPxlnWV1Tk#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401710002852?casa_token=GpiP-EFRJT4AAAAA:fQlm54VyQt_7-ccpATzWG6gqxz1ANcsztMlFYgxYmx5tzlCEfmoeMOz8QyaNSqvhvzPxlnWV1Tk#bib1
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Ehrlichia ruminantium

Ehrlichia ruminantium foi descrita pela primeira vez em 1925, causa a doenca
conhecida como heartwater ou cowdriosis em bovinos, ovinos, caprinos e alguns
ruminantes selvagens (Cowdry, 2005; Allsopp, 2010). Este agente ocorre na Africa
Sub-Saariana e nas ilhas francesas de Guadalupe, Antigua e Marie Galante, no
Caribe, sendo transmitida por carrapatos do género Amblyomma, principalmente A.
variegatum e A. hebraeum (Mailard e Maillard, 1998). Ehrlichia ruminantium ja foi
detectada em cées sintomaticos e em humanos que vieram a obito por decorréncia
da doencga, o que demonstra seu potencial zoonético (Allsopp e Allsopp, 2001; Louw
et al., 2005; Allsopp, 2015).

No Brasil, uma preguica-de-trés-dedos (Bradypus tridactylus) que tinha sido
atropelada no estado do Para mostrou-se positiva no ensaio de nested PCR baseado
no gene dsb para Ehrlichia spp. Na analise filogenética inferida a partir de sequéncias
parciais do gene dsb, o gendtipo dectado na preguica posicionou-se separadamente
de gendtipos de Ehrlichia spp. previamente detectados em onca-pintada (Panthera
onca) e equinos (Equus caballus) do Brasil, sugerindo a ocorréncia de uma espécie
distinta (Soares et al., 2017).

Calchi et a. (2020a) investigaram a ocorréncia e diversidade genética de
Ehrlichia spp. em amostras de sangue e baco de Xenarthra de vida livre de quatro
diferentes estados do Brasil (S8o Paulo, Mato Grosso do Sul, Rondbdnia e Pard). Por
outro lado, positividade de 24,5% (81/330) foi encontrada na PCR para Ehrlichia spp.
baseada no gene dsb em bichos-preguica (Bradypus variegatus 56/188, Bradypus sp.
2/3, Choloepus didactylus 1/5, Choloepus sp. 5/31) e tamanduas (Tamandua
tetradactyla 10/31 e Myrmecophaga tridactyla 7/52). As analises filogenéticas
baseadas no gene dsb posicionaram as sequéncias de Ehrlichia spp. em dois clados:
aquelas detectadas em Dasypus novemcinctus, Myrmecophaga tridactyla, Tamandua
tetradactyla e Bradypus variegatus dos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul e
Para foram agrupadas com E. canis; por outro lado, sequéncias detectadas em
Tamandua tetradactyla, Choloepus didactylus e Bradypus variegatus dos estados de

Rondbénia e Para agruparam-se com E. minasensis.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401709005470?casa_token=ewrFhUhy68wAAAAA:YkZOocsas-RdkWF5TFfIyMHe4lwUQEfW5y-TO9QCMEamc5-oGvz_2WTBP6IJRq_cduAOdS3dd5U#bib77
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Mais recentemente, Buysse et al. (2024), detectaram Ehrlichia spp. em

amostras de sangue e baco tatus-galinha (Dasypus novemcinctus) do bioma

Amazdnico da Guiana Francesa, por meio de amplificacées de PCR independentes

usando primers especificos para espécies de 16S rRNA (rrs).

Tabela 1. Espécies de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. e respectivos

hospedeiros vertebrados e vetores.

ESPECIE

HOSPEDEIRO

VETOR

REFERENCIA

Anaplasma bovis

Bovinos, Bufalos

Rhipicephalus
appendiculatus,
R. sanguineus,

Ooshiro et al., 2008;
Battilani, 2017

Amblyomma
variegatum
Anaplasma capra Ruminantes - (Zhou et al., 2010; Seo
et al., 2018
Anaplasma centrale Ruminantes Palomar et al., 2015;
Rhipicephalus Teshale et al., 2015;
simus Khumalo et al., 2016
Anaplasma marginale Ruminantes Machado et al., 2016;
Dermacentor Kocan et al., 2010;
reticulatus Silaghi et al., 2017
Rhipicephalus
(Boophilus)
microplus
Anaplasma odocoilei Cervideos - Tate et al., 2013
Anaplasma ovis Ovinos, caprinos, Bevan, 1912; Li et al.,
ruminantes selvagenms | Rhipicephalus | 2015; Selmi et al., 2019
bursa, R.
turanicus, R.
sanguineus,
Dermacentor
andersoni e 0
diptero
Melophagus
ovinus

Anaplasma
phagocytophilum

Humano, ruminantes
carnivoro, aves

Ixodes ricinus,
l.
scapularis, 1.
pacificus, I.
spinipalpis e I.
persulcatus

Stuen et al., 2013;
Dugat et al, 2015;
Kocan et al., 2015

Anaplasma platys

Candes, felinos,
ruminantes, humanos

Rhipicephalus
sanguineus

Li et al., 2015;
Machado et al., 2016;
Fernandes et al., 2019;
Alanazi et al., 2020;
André et al., 2020
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‘Candidatus Anaplasma Pinguins - Vanstreels et al., 2018
sphenisci’
‘Candidatus Anaplasma Tatu - Calchi et a., 2020a
amazonensis’,
‘Candidatus Anaplasma Tamandua - Calchi et a., 2020a

brasiliensis’,

Ehrlichia canis

Canideos humanos

Rhipicephalus
linnaei,
Dermacentor
variabilis

Rikihisa, 1991; Groves
et al., 1975; Perez et
al., 2006

Ehrlichia chaffeensis

Humanos, bovinos,
caprinos

Amblyomma
americanum

Anderson et al., 1991;
Lee et al., 2009;
Doudier et al.,
2010; André, 2018

Ehrlichia ewingii

Caes, humanos

Amblyomma
americanum

Ewing et al., 1971,
Buller et al., 1999).

Ehrlichia muris

Roedores, humanos

Haemaphysalis

Pritt et al., 2017; Xu et
al., 2018

flava, I.
persulcatus e 1.
ricinus
Ehrlichia minasensis Bovinos, cervideos Rhipicephalus. Lobanov et al., 2012;
microplus, R. (De Aguiar et al., 2019
sanguineus
Ehrlichia ruminantium Ruminantes, humanos Cowdry, 2005; Allsopp,
Amblyomma 2010
variegatum, A.
hebraeum
‘Candidatus Ehrlichia Quiatis - Perles et al., 2022
dumleri’
‘Candidatus Ehrlichia Cervideos - Félix et al., 2021
pampeana’

Fonte: Autor

2.2.2. Bartonella spp.

O género Bartonella spp. engloba cocobacilos Gram-negativos intracelulares

facultativos, aerobios, que parasitam principalmente eritrécitos e células endoteliais

(Birtles, 1995; Okaro et al., 2017). Pertencente ao subgrupo alpha-2 da classe

Proteobacteria, ordem Hyphomicrobiales, familia Bartonellaceae (Brenner et al., 1993;

Rolain et al., 2004).
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O género foi assim nomeado em homenagem ao microbiologista peruano Dr.
Alberto Leonardo Barton Thompson, o qual em 1905 investigou pacientes que
apresentavam febre e anemia grave apds uma viagem a La Oroya, no Peru. Tal estudo
levou a identificacdo da bactéria Bartonella bacilliformis, agente etiolégico da Febre
de Oroya (fase aguda, caracterizada por bacteremia que cursa com anemia hemolitica
fatal) e verruga peruana (fase crénica, com a presenga de tumores vasculares)
(Gomes e Ruiz, 2017).

Atualmente o género Bartonella possui mais de 50 espécies e 6 subespécies
(Tabela 2) e ainda espécies a serem definidas sendo classificadas como
“‘Candidatus”. Isolados de Bartonella spp. tém sido descritos em uma grande
variedade de animais terrestres, marinhos e voadores, sendo que a maioria desses
reservatérios ndo apresenta sintomatologia ou doenca grave (Okaro et al., 2017) e
roedores, morcegos, felideos e canideos sdo considerados os principais reservatorios
(Staggemeier et al., 2010; Krugel et al., 2022).

Essas bactérias conseguem inibir a apoptose de células endoteliais
colonizadas, alterando componentes da membrana externa. Permanecem nos
eritrocitos sem causar a hemolise da célula, favorecendo sua permanéncia no
organismo do hospedeiro por meio de uma estratégia silenciosa, sem ser detectada
pela resposta imune, e sua relativa baixa susceptibilidade a tratamentos instituidos
(Pitassi et al., 2015; Diniz et al., 2016).

Segundo Breitschwerdt e Kordick (2000), a manifestacdo da bacteremia esta
relacionada a relacdo hospedeiro espécie-especifico para determinada espécie de
Bartonella, conforme descrito em canideos infectados experimentalmente por B.
henselae. Para Kitchell et al. (2000), os sinais clinicos em canideos e seres humanos
infectados por Bartonella spp. apresentam semelhangas, pois em ambos se
observaram endocardite multifocal, linfadenite granulomatosa, rinite granulomatosa e
hepatite. Felinos experimentalmente infectados geralmente nao apresentam
sintomatologia (Breitschwerdt e Kordick, 2000).

A principal forma de transmissao destes agentes ocorre por vetores artropodes,
tais como flebotomineos (Lutzomyia verrucarum, Lutzomyia peruensis) para

Bartonella bacilliformis, piolhos (Pediculus humanus corporis) para Bartonella
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quintana, pulgas (Ctenocephalides felis) e carrapatos (Ixodes ricinus) para Bartonella

henselae (Chomel et al.,1996;

Tabela 2. Espécies e subespécies de Bartonella spp. com seus respectivos

hospedeiros vertebrados e potenciais vetores.

ESPECIE HOSPEDEIRO VETOR REFERENCIA
Bartonella bacilliformis | Humano Strong et al., 1913
Lutzomyia
verrucarum,
Lutzomyia
peruensis
Bartonella quintana Humano Pediculus Schmincke, 1917
humanus
corporis
Bartonella rochalimae Canideos, guaxinins, | - Eremeeva et al., 201 2

raposa vermelha, ratos,
humano

Bartonella henselae

Gato, humano, cao

Ctenocephalides
felis

Regnery et al., 1992

Bartonella clarridgeiae

Gato, cao

Ctenocephalides
felis

Lawson e Collins

1996

Bartonella elizabethae

Ratos, gatos, caes

Ctenocephalides
felis

Daly et al., 1993

Bartonella arupensis Camundongos Welch et al., 2000
Ixodes ricinus

Bartonella vinsonii Caes Breitschwerdt et

subsp. berkoffii - al., 1995

Bartonella vinsonii | Camundongos Ixodes ricinus Weiss e Dasch

1982

Bartonella vinsonii | Roedores - Chulte Fischedick et

subsp. yucatanensis al., 2016

Bartonella koehlerae Gatos Droz et al., 2000

Ctenocephalides
felis

Bartonella koehlerae
subsp. bothieri

Lebes e guepardos

Ctenocephalides
felis

Chomel et al., 2016

Bartonella koehlerae
subsp. boulouisii

Ledes e linces

Ctenocephalides
felis

Chomel et al., 2016

Bartonella acomydis Roedores - Sato et al., 2013
Bartonella alsatica Coelho - Heller et al., 1999
Bartonella ancashensis | Humano - Mullins et al., 2015
Bartonella apis Abelhas - Kesnerova et al., 2016
Bartonella australis Canguru - Fournier et al., 2007

Bartonella birtlesii

Roedores, musaranhos

Bermond et al., 2000

Bartonella bovis

Bovinos, alce

Bermond et al., 2002
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Bartonella callosciuri Roedores - Sato et al., 2013
Bartonella capreoli Cervideos - Bermond et al., 2002
Bartonella chomelii Bovinos - Maillard et al., 2004
Bartonella Roedores - Gundi et al., 2009
coopersplainsensis
Bartonella doshiae Roedores - Birtles et al., 1995
Bartonella dromedarii Dromedario - Rasis et al., 2014
Bartonella florenciae Musaranho - Mediannikov et
al., 2014
Bartonella fuyuanensis | Roedores - Li et al., 2016
Bartonella gabonensis | Roedor - Mangombi et
al., 2020
Bartonella grahamii Roedor - Birtles et al., 1995
Bartonella heixiaziensis | Roedores - Li et al., 2016
Bartonella jaculi Roedores - Sato et al., 2013
Bartonella japonica Roedores - Inoue et al., 2010
Bartonella kosoyi Roedor - Gutiérrez et al., 2020
Bartonella krasnovii Roedor - Gutiérrez et al., 2020
Bartonella massiliensis | Roedores Ornithodoros Mediannikov et
sonrai al., 2014
Bartonella mastomydis | Roedores - Dahmani et al., 2018
Bartonella muris Roedores - Mayer, 1921
Bartonella Roedores - Sato et al., 2013
pachyuromydis
Bartonella peromysci Roedores - Birtles et al., 1995
Bartonella phoceensis Roedores - Gundi et al., 2004
Bartonella Roedores - Gundi et al., 2009
gueenslandensis
Bartonella Rato - Gundi et al., 2009
rattaustraliani
Bartonella Rato - Gundi et al., 2004
rattimassiliensis
Bartonella refiksaydamii | Musaranho - Celebi et al., 2022
Bartonella saheliensis Roedor - Dahmana et al., 2020
Bartonella Bovinos, alce, corga, | - Dehio et al., 2001
schoenbuchensis veado
Bartonella senegalensis | Roedores - Mediannikov et
al., 2014
Bartonella sylvatica Roedores - Inoue et al., 2010
Bartonella talpae Roedores - Birtles et al., 1995
Bartonella tamiae Roedores - Kosoy et al., 2008
Bartonella taylorii Roedor - Birtles et al., 1995
Bartonella tribocorum Rato - Heller et al. 1998
Bartonella weissii Gato, bovino - Breitschwerdt et
al., 2001
Bartonella rousetii Morcegos - Bai et al., 2018.
Bartonella machadoae | Roedores - Do Amaral et al., 20222




28

Bartonella harrusi Marsupiais - Do Amaral et al., 2022b
'Candidatus Bartonella | Tatus e tamanduas - Calchi et al., 2020b
washoensis subesp.

brasiliensis'

Fonte: Autor

Artropodes vetores como flebotomineos (Lutzomyia verrucarum, Lutzomyia
peruensis), piolhos (Pediculus humanus corporis), pulgas (Ctenocephalides felis),
carrapatos (Ixodes ricinus) estdo envolvidos na transmissao de diferentes espécies de
Bartonella aos animais (Diniz et al., 2016; Staggemeier et al., 2010). A transmisséo de
Bartonella henselae ao homem ocorre por mordedura, arranhadura ou lambedura de
gatos infectados, transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos (Lamas et al., 2008;
Maggi et al., 2021).

Sao varias as espécies de Bartonella que foram detectadas em humanos,
mostrando o potencial zoondtico deste grupo de agentes: B. henselae (Doenca da
Arranhadura do Gato) (Regnery et al.,, 1992); B. quintana (Febre das Trincheiras)
(Leibler et al., 2016); B. bacilliformis (Febre de Oroya/Verruga Peruana) (Huarcaya et
al., 2004); B. clarridgeiae (Margileth e Baehren, 1998); B. koehlerae (Avidor et al.,
2004); B. berkhoffii (Roux et al., 2000); B. alsatica (Raoult et al., 2006); B. ancashensis
(Mullins et al., 2015); B. elizabethae (Colton et al., 2012); B. grahamii (Kerkhoff et al.,
1999); B. mayotimonensis (Lin et al., 2010); B. rochalimae (Eremeeva et al., 2007); B.
tamiae (Kabeya et al., 2010); B. arupensis (FENOLLAR et al. 2005); B. rochalimae
(Eremeeva et al. 2007) e B. rousetii (Bai et al., 2018).

Diversos estudos no Brasil confirmaram a ocorréncia de diferentes
espécies/gendtipos de Bartonella spp. em carnivoros selvagens (Guimardes et
al., 2009; Filoni et al., 2012; Fleischman et al., 2014; Fontalvo et al., 2017 ;), roedores
(Favacho et al., 2015; Gongalves et al., 2016; De Sousa et al., 2018; Do Amaral et al.,
2022a), morcegos (André et al., 2019; Ferreira et al., 2018; Ikeda et al., 2017; 2020) e
marsupiais (Do Amaral et al., 2022b).

Em mamiferos da Superordem Xenarthra, Calchi et al. (2020b) investigaram a
ocorréncia e diversidade genética de Bartonella spp. em amostras de sangue e baco
de mamiferos Xenarthra de vida livre nos estados de Sao Paulo (SP), Mato Grosso
do Sul (MS), Ronddnia (RO) e Para (PA), por meio de uma PCR quantitativa em tempo

real (QPCR) baseada no gene nuoG. Como resultado, 1,5% (5/330) das amostras


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0029
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0022
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0023
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0024
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0027
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0003
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0021
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biolégicas mostraram-se positivas, as quais pertenciam a 4/8 tatus-galinhas
(Euphractus sexcinctus) do estado de Mato Grosso do Sul e 1/7 tamandua-mirim
(Tamandua tetradactyla) do estado de Pard. Para caracterizagdo molecular, as
amostras positivas foram submetidas a ensaios convencionais de PCR (cPCR)
baseados em cinco genes: 5 (100%) positivas para o gene ftsZ, 2 (40%) para o
gene gltA, 2 (40%) para o gene rpoB e 3 (60%) para o gene pap-31. A arvore
filogenética baseada no gene ftsZ posicionou as cinco sequéncias obtidas de tatus e
tamandua em um clado distinto, embora relacionado a Bartonella sp. detectada
em Martes melampus no Japéo e B. washoensis. A mesma topologia foi observada
na analise filogenética baseada no gene gltA, na qual duas sequéncias de
Bartonella obtidas de tatus foram alocadas préximas a B. washoensis. A Unica
sequéncia rpoB obtida de um tatu mostrou-se filogeneticamente préxima a
Bartonella sp. detectada em Jaculus orientalis no Japéo, alocando-se dentro de um
clado maior contendo B. washoensis e Bartonella sp. detectado em M.
melampus. Com base nos resultados obtidos nas analises filogenéticas, de distancia
e de genatipos, os autores propuseram um novo Candidatus a Bartonella, denominado
‘Candidatus Bartonella washoensis subesp. brasiliensis’ detectado em Euphractus

sexcinctus e Tamandua tetradactyla.

2.2.3. Hemoplasmas (Micoplasmas hemotrdpicos)

As bactérias do género Mycoplasma pertencem a classe Mollicutes (mollis,
mole; cutis, pele, em Latim), ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae
(Walker, 2003; Vidal, 2013). O género Mycoplasma é separado em dois grupos com
base nas caracteristicas filogenéticas e propriedades biolégicas: grupo pneumoniae
(micoplasmas de mucosa) e grupo dos hemoplasmas (micoplasmas hemotropicos)
(Tully et al., 1993). Possuem um tamanho diminuto, auséncia de parede celular, e sdo
considerados 0s menores organismos auto-replicaveis conhecidos, tendo um genoma
gue varia de 580 kb (Mycoplasma genitalium) até 1.358 kb (Mycoplasma penetrans)

(Fraser et al., 1995; Sasaki et al., 2002), com baixo contetdo de guanina+citosina.
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O primeiro hemoplasma identificado foi detectado na Africa do Sul e
considerado petencente ao género Eperithrozoon. Anos depois, nos Estados Unidos,
foi identificado organismo similar que causava anemia infecciosa em gatos, que foi
designado como petencente ao género Haemobartonella (Macieira et al., 2008; Sykes,
2010). Posteriormente, com auxilio de ferramentas moleculares aplicadas sobre a
sequéncia do gene 16S rRNA, os géneros Haemobartonella e Eperithrozoon foram
reclassificados e passaram a pertencer ao género Mycoplasma (Biondo et al., 2009;
Messick, 2004; Neimark et al., 2001).

Diversas espécies de hemoplasmas vém sendo identificadas e infectam uma
ampla variedade de hospedeiros mamiferos (Tabela 3). Algumas espécies recebem
status taxonémico “Candidatus” a sua nomenclatura por ndo terem sido cultivadas in
vitro e terem uma caracterizacado incompleta. Tais dificuldades de caracterizacdo se
devem principalmente a estrita dependéncia dessas bactérias pelos glébulos
vermelhos e fatores de crescimento do hospedeiro, sendo a maioria deles
desconhecidos (Messick, 2004; Volokhov et al., 2012; Citti e Blanchard, 2013;
Guimaraes et al., 2014; Oren et al., 2020).

Tabela 3. Espécies de hemoplasmas e respectivos hospedeiros vertebrados.

HOSPEDEIRO

HEMOPLASMA

REFERENCIA

Alpaca e Ihama

‘Candidatus Mycoplasma haemolamae’

McLaughlin et al.,
1990, Messick et al.,
2002

Bovinos Mycoplasma wenyonni, ‘Candidatus | Meli et al.,, 2010;
Mycoplasma haemobos’ Anziani et al.,, 1982,

Uilenberg, 1967
Camundongo e ratos | Mycoplasma coccoides, Mycoplasma | Bidwell e Voller, 1967;

haemomuris

Bartlett e Pease, 1975

Canideos Mycoplasma haemocanis e ‘Candidatus | Roura et al., 2010
Mycoplasma haematoparvum’

Capivaras '‘Candidatus Mycoplasma | Vieira et al., 2021
haematohydrochoerus'

Caprinos e ovinos

Mycoplasma ovis

Neimark et al., 2004;
Mason et al., 1989

Cervideos Mycoplasma ovis, ‘Candidatus | Stoffregen et al., 2006;
Mycoplasma erythrocervae’, | Watanabe et al., 2010
‘Candidatus Mycoplasma haemocervae’

Felideos Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus | Willi et al.,, 2007,

Mycoplasma haemominutum’,
Candidatus Mycoplasma turicensis’

Santos et al., 2009
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Gambas ‘Candidatus Mycoplasma | Pontarolo, et al., 2021
haemoalbiventris’

Ledo Marinho ‘Candidatus Mycoplasma | Volokhov et al., 2011
haemozalopht’

Macaco ‘Candidatus Mycoplasma kahanei’ Neimark et al., 2002

Suinos Mycoplasma suis, M. parvum Yuan et al, 2009;

Hoelzle et al., 2010;

Tatu-canastra ‘Candidatus Mycoplasma | De Oliveira et al. 2021
haematomaximus’

Preguica-de- ‘Candidatus De Oliveira et al., 2021

bentinho Mycoplasma haematotridactylus')

Tamandua-mirim ‘Candidatus Mycoplasma | De Oliveira et al., 2021
haematotetradactyla”

Anta Candidatus Mycoplasma | Mongruel et al., 2022
haematoterrestris' e ' Candidatus
Mycoplasma haematotapirus'

Fonte: Autor

Tais agentes podem ser potencialmente transmitidos através da picada de
vetores hematéfagos, tais como como carrapatos. DNA de ‘Candidatus Mycoplasma
haemominutum’ e ‘Candidatus Mycoplasma turicensis’ foi detectado em Rhipicephalus
sanguineus coletados em ledes (Panthera leo) da cratera de Ngorongoro, Tanzania
(Fyumagwa et. al, 2008); DNA de ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ em Ixodes
ovatus coletados da vegetagdo em Japéao (Taroura et. al, 2005). Hornok et al. (2019)
identificaram a presenga de DNA de hemoplasmas em carrapatos (/xodes simplex)
coletados de morcegos na Hungria. Gongalves et al. (2020) detectaram DNA de
hemoplasmas em Amblyomma sp. coletados em roedores sinantropicos
(Rattus rattus) capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) no estado de Mato Grosso de
Sul, Brasil. Vieira et al. (2021) detectaram DNA de ‘Candidatus Mycoplasma
haematohydrochoerus’ na glandula salivar de Amblyomma dubitatum coletados de
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris), Brasil. Embora sem comprovacdao da
capacidade vetorial (WOODS et al.,, 2006), DNA de Mycoplasma haemofelis e
‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’ foi detectado em pulgas Ctenocephalides
felis Coletadas de gatos experimentalmente infectados (Woods et al., 2005). Os
piolhos das espécies Polyplax serrata e Polyplax spinulosa sao incriminados na
transmissdo de Mpycoplasma coccoides (Berkenkamp e Wescott, 1988) entre

camundongos infestados e nao einfestados. Gongalves et al. (2020) detectaram DNA
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de hemoplasmas em piolhos (Polyplax spinulosa) de roedores no Brasil. Moscas
Stomoxys calcitrans e o mosquito Aedes aegypti (Prullage et al., 1993) e o piolho
Haematopinus suis sao incriminados como possiveis vetores de Mycoplasma suis
(Heinritzi, 1990; Messick, 2004). Descloux et al. (2020) detectaram molecularmente
tais agentes em moscas Hippoboscoidea (Cyclopodia horsfieldi) coletadas de
morcegos na Nova Caledbnia.

A transfusdo sanguinea pode ser considerada como uma forma adicional de
transmissdo de hemoplasmas (Gary et al., 2006). Neste sentido, M. haemofelis e
“Candidatus Mycoplasma haemominutum” foram armazenados em sangue contendo
anticoagulante CPDA-1por um periodo de uma hora, uma semana e um més a 4°C.
M. haemofelis sobreviveu por até uma hora de armazenamento. ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’sobreviveu por até uma semana. Segundo os autores, a
transmissdo de hemoplasmas para gatos nao infectados pode ocorrer apés a
administracdo de sangue felino infectado que foi armazenado em solucdo de CPDA-
1 por 1 hora (M. haemofelis) e 1 semana (‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’)
(GARY et al., 2006).

A transmissao transplacentaria tem sido incriminada como importante via
transmissao de hemoplasmas entre maes e filhotes em suinos e alpacas (Berrier e
Gouge, 1954; Aimy et al., 2006). Adicionalmente, interacBes agressivas entre animais,
com exposicao a sangue infectado pelos agentes em questao, por meio de conflitos
por fémeas, alimento e territério entre os animais, vém sendo elencadas como uma
das principais formas de transmissao destes agentes (Lopes, 2013).

Os sinais clinicos associados as hemoplasmoses variam conforme a espécie
envolvida, além da fase da doenca e das outras enfermidades concomitantes
(Messick, 2004; Millan et al., 2020). Os sinais clinicos tipicos de hemoplasmose na
maioria das espécies hospedeiras, com pequenas variagdes, incluem letargia,
anorexia, palidez de mucosas, pirexia, edema de membros, fraqueza e menor
rendimento nos animais de produgdo. Tais sinais clinicos geralmente estdo
associados a presenca de parasitemia obervada nos esfregagos sanguineos corados
(Henderson et al., 1997; Stoffregen et al. 2006; Aguirre et al., 2009). Na forma crdnica
da doencga, 0os animais apresentam-se imunocompetentes e aparentemente sadios
(Messick, 2004).
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Grande diversidade de espécies ou ‘Candidatus’ a espécies de hemoplasmas
vem sendo descrita em animais selvagens no Brasil, tais como em canideos e felideos
selvagens (André et al., 2011; De Sousa et al., 2017), roedores (Gongalves et al.,
2015; 2020; De Sousa et al., 2017), cervideos (Grazziotin et al., 2011; André et al.,
2020), quatis (De Sousa et al., 2017; Perles et al., 2023), marsupiais (Goncalves et
al., 2020; PONTAROLO et al., 2021), morcegos (Ikeda et al., 2017, 2023; De Mello et
al., 2023, 2024), javalis (DIAS et al., 2019), primatas ndo-humanos (Bonato et al.,
2015) e antas (Mongruel et al., 2022).

No que diz respeito a ocorréncia e diversidade de hemoplasmas em mamiferos
da Superordem Xenarthra, De Oliveira et al. (2022), por meio de ensaios moleculares
baseados no gene 16S rRNA de hemoplasmas, detectaram DNA desses agentes em
81/386 (20,98%) amostras de sangue de animais amostrados em cinco estados
brasileiros (Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Par4, Rondbnia e Rio Grande do Sul),
sendo 15,54% (60/386) das amostras positivas na PCR convencional e 5,44%
(21/386) na PCR em tempo real; trés amostras foram positivas em ambos o0s ensaios.
Destas, 39,74% (31/78) também foram positivas nha PCR para o gene 23S rRNA e
7,69% (6/78) para o gene RNAse P de hemoplasmas. Amostras positivas pertenciam
a bichos-preguica (Bradypus sp. 2/3, Bradypus tridactylus 27/192 e Choloepus sp.
5/31), tamanduas (Tamandua tetradactyla 8/40 e Myrmecophaga tridactyla 12/67) e
tatus (Dasypus novemcinctus 1/14, Euphractus sexcinctus 2/14 e Priodontes maximus
24/25). Com base na baixa identidade (96,09-96,57% para 16S rRNA e 88,45 -
90,58% para 23S rRNA) e no posicionamento filogenético de sequéncias 16S rRNA e
23S rRNA de hemoplasmas detectadas em tamanduds, tatus e preguicas, o estudo
mostrou, pela primeira vez, a ocorréncia de novos ‘Candidatus Mycoplasma spp.’
(‘Candidatus Mycoplasma haematotetradactyla’ detectado em Tamandua tetradactyla
dos estados de Mato Grosso do Sul, Para, e Rio Grande do Sul, ‘Candidatus
Mycoplasma haematomaximus’ detectado em Priodontes maximus do estado de Mato
Grosso do Sul e ‘Candidatus Mycoplasma haematotridactylus’ detectado em Bradypus

tridactylus do estado de Para).
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Resumo

Os tatus e tamanduas apresentam uma ampla variedade de interacbes com
diversos agentes patogénicos e ectoparasitos que, aliadas as suas caracteristicas
fisiologicas e ecoldgicas, contribuem para que se tornem potenciais hospedeiros para
uma ampla variedade de agentes patogénicos. Entretanto, poucos estudos
investigaram a ocorréncia e diversidade de agentes transmitidos por vetores neste
grupo de animais. O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia e identidade
molecular de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp. e micoplasmas
hemotropicos (hemoplasmas) em tatus e tamanduas de vida-livre amostrados nas
regides sudeste e centro-oeste do Brasil. Para tal, foram analisadas 167 amostras
biologicas (139 de sangue e 28 de baco) de mamiferos Xenarthra amostrados nos
estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul: 48 de tatu-peba (Euphractus sexcinctus),
29 de tatu-canastra (Priodontes maximus), 4 de tatu-galinha (Dasypus novemcinctus),
1 de tatu-de-rabo-mole (Cabassous unicinctus), 79 de tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) e 6 de tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla). Foram
realizados ensaios de PCR de triagem para Ehrlichia spp. com base no gene dsb,
nested PCR para Anaplasma spp. e PCR para micoplasmas hemotrdpicos com base
no gene 16S rRNA, e de qPCR para Bartonella spp. com base na regiao intergénica
16-23S (ITS). As amostras positivas foram adicionalmente submetidas a ensaios de
PCR direcionados a diferentes marcadores moleculares para caracterizagcao
molecular. 1/48 (0,59%) amostra de sangue de E. sexcintus foi positiva para
Anaplasma spp. e 1/79 (0,59%) amostra de sangue de M. tridactyla para Ehrlichia spp.
A sequéncia 16S rRNA de Anaplasma sp. detectada em E. sexcintus posicionou-se
no mesmo clado de ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’, previamente detectado em
T. tetradactyla. A sequéncia dsb de Ehrlichia sp. detectada em M. tridactyla
posicionou-se no mesmo clado de Ehrlichia minasensis. Na PCR para hemoplasmas,
31/46 (64,5%) E. sexcinctus, 9/29 (65,5%) P. maximus, 2/4 (50%) D. novemcinctus,
33/79 (41,7%) M. tridactyla e 2/6 (33,3%) T. tetradactyla mostraram-se positivos. As
sequéncias 16S rRNA e 23S rRNA de hemoplasmas detectadas em E. sexcintus foram
posicionadas no mesmo clado que ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’
previamente detectado em P. maximus no Brasil. Alta positividade foi também
verificada para Bartonella spp. 23/48 (47,9%) E. sexcinctus, 1/4 (25%) D.
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novemcinctus, 9/29 (31%) P. maximus, 21/79 (26,5%) M. tridactyla, e 3/6 (50%) T.
tetradactyla. As sequéncias ftsZ de Bartonella sp. detectadas em E. sexcintus
posicionaram-se juntamente com ‘Candidatus Bartonella washoensis subsp.
Brasiliensis’ previamente detectada em tatus-peba no Brasil. Os achados do presente
estudo reforcam a ocorréncia de ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’ e
‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis’ em tatus, e E. minasensis em
tamanduas. Trata-se do primeiro relato de ‘Candidatus Mycoplasma
haematomaximus’, hemoplasma anteriormente descrito em tatus-canastra, em tatus-
peba.

Palavras chaves: Anaplasma spp.; Ehrlichia spp.; Bartonellaceae; hemoplasmas;

diagndstico molecular; Xenarthra
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1. Introducéo

A Superordem Xenarthra engloba tatus, preguicas e tamanduas. Trata-se de
um grupo monofilético, originado na América do Sul. Este grupo de mamiferos tem
sofrido bastante em relacdo a reducdo de seu numero e, de acordo com a lista
vermelha de espécies ameacadas da IUCN (International Union for Conservation of
Nature), tém espécies consideradas quase ameacadas a extin¢cdo, algumas como
espécies vulneraveis e outras criticamente ameacada (IUCN, 2023).Tais ameacas de
extin¢ao e vulnerabilidade deste grupo de animais estéo relacionadas a acdo humana,
como cacga, atropelamento nas rodovias, ataque por caes, incéndios florestais e além
da perda de habitat (Klink e Machado, 2005; Martins et al., 2015; De Medeiros, 2018;
Silva et al., 2020).

Mamiferos da ordem Xenarthra sdo hospedeiros para diversos agentes
patogénicos, como bactérias e protozoarios (Shaw, 1985; Mcdonough, 1997; Kluyber,
2020). Suas caracteristicas fisiologicas (baixa temperatura corporal e fragil sistema
imunolégico) e ecoldgicas (habito de viver imerso no solo e matéria organica,
compartiihamento de tocas, particularmente para os tatus), associadas a sua
distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, favorecem a dinamica de interacdes
entre estas espécies e diversos vertebrados, artropodes e patdogenos (Taber, 1945;
Richini-Pareira et al., 2009). Neste sentido, podem atuar como reservatorios de
inUmeros agentes zoonGticos, tais como Trypanosoma cruzi, Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Mycobacterum leprae (Shaw, 1985; Kluyber, 2020). Porém, raros
sao os estudos que buscaram investigar a ocorréncia de agentes Anaplasmataceae,
Bartonellaceae e Mycoplasmataceae neste grupo de mamiferos.

A familia Anaplasmataceae compreende alfa-proteobactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatérias da ordem Rickettsiales, formada pelos géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia (Dumler et al.,, 2001) e quatro supostos
Candidatus (Candidatus Neoerhlichia, Candidatus Allocryptoplasma, Candidatus
Xenohaliotis e Candidatus Xenolissoclinum) (Friedman et al., 2000; Tabara et al.,
2007; Kwan e Schmidt, 2013; Eshoo et al., 2015; Nicholson, 2018; Ouass et al., 2023).

Tais agentes estdo associados a trés importantes doencas zoondticas:
erliquiose monocitica humana causada por Ehrlichia chaffeensis, erliquiose

granulocitica por Ehrlichia ewingii e anaplasmose granulocitica humana por
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Anaplasma phagocytophilum (Karbowiak et al., 2016), e neoerliquiose causada por
Neoehrlichia mikurensis (Welinder-Olsson et al., 2010; Gynthersen et al., 2023).

Embora no Brasil venham sendo detectados diferentes espécies/gendtipos de
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. em animais selvagens (André, 2018; 2022; Perles et
al., 2023a), poucos sao os estudos que investigaram a diversidade destes agentes em
mamiferos da Superordem Xenarthra. Neste sentido, um novo genétipo dsb de
Ehrlichia sp. relacionado a E. ruminantium foi encontrado em uma preguig¢a-de-trés-
dedos (Bradypus tridactylus) no estado do Para (Soares et al., 2017). ‘Candidatus
Anaplasma amazonensis’ foi descrito em preguicas (Choloepus sp. e Bradypus
variegatus) amostradas na regiao norte do Brasil, e ‘Candidatus Anaplasma
brasiliensis’ em tamanduas (Tamandua tetradactyla) no estado de S&o Paulo (Calchi
et al., 2020a). Mais recentemente, Buysse et al. (2024), detectaram Anaplasma spp.
e Ehrlichia spp. em tatus-galinha (Dasypus novemcinctus) do bioma Amazdnico da
Guiana Francesa.

O género Bartonella (Hyphomicrobiales: Bartonellaceae) engloba cocobacilos
Gram-negativos intracelulares facultativos, aerobios fastidiosos que parasitam
principalmente eritrocitos e células endoteliais de mamiferos (Birtles, 1995; Okaro et
al., 2017). Atualmente o género Bartonella possui mais de 50 espécies, 6 subespécies
e diversos Candidatus a espécies (Dos Santos, 2023). A principal forma de
transmissdo destes agentes ocorre por vetores artropodes, tais como flebotomineos
(Lutzomyia verrucarum, Lutzomyia peruensis) para Bartonella bacilliformis, piolhos
(Pediculus humanus corporis) para Bartonella quintana, pulgas (Ctenocephalides
felis) e carrapatos (Ixodes ricinus) para Bartonella henselae (Chomel et al.,1996;
Chang et al., 2001; Jacomo et al., 2002; Sanogo et al., 2003; Stevenson, et al., 2003;
Cotté et al., 2008; Bouhsira et al., 2013; Ruiz, 2022). Embora diversos estudos venham
identificando diferentes espécies/gendétipos de Bartonella spp. em animais selvagens
no Brasil (Do Amaral et al., 2022a,b; André et al., 2019; Ikeda et al., 2020), apenas um
estudo investigou a ocorréncia de tais agentes em xenarthras, com a descricdo de
uma possivel novo agente, denominado ‘Candidatus Bartonella washoensis subsp.
brasiliensis’ em tatus (Euphractus sexcinctus) e tamanduas (Tamandua tetradactyla)

nos estados do Mato Grosso do Sul e Para, respectivamente (Calchi et al. 2020b).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tbed.13545#tbed13545-bib-0003
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Hemoplasmas (micoplasmas hemotropicos) compreendem bactérias
epieritrociticas do género Mycoplasma (Mycoplasmatales: Mycoplasmataceae) que
podem causar diferentes graus de anemia hemolitica nos hospedeiros infectados.
Acredita-se que tais agentes possam ser transmitidos através da picada de vetores
hematofagos, via transplacentaria, transfusdo sanguinea, ou interacdes agressivas
entre animais, tais como durante disputas por fémeas, territério ou alimento (Millan et
al., 2020). Similarmente, apesar da grande diversidade de espécies ou Candidatus a
espécies de hemoplasmas descrita em animais selvagens no Brasil (André et al.,
2011; De Sousa et al., 2017; Gongalves et al., 2015; André et al., 2020; Perles et al.,
2023b; Goncalves et al., 2020; Ikeda et al., 2023; De Mello et al., 2024; Bonato et al.,
2015; Mongruel et al., 2022), apenas um estudo relatou a ocorréncia de tais agentes
em mamiferos da Superordem Xenarthra, com a descricdo de novos ‘Candidatus
Mycoplasma spp.” no Brasil: ‘Candidatus Mycoplasma haematotetradactyla’,
detectado em Tamandua tetradactyla nos estados de Mato Grosso do Sul, Pard, e Rio
Grande do Sul, ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’, detectado em Priodontes
maximus no estado de Mato Grosso do Sul, e ‘Candidatus Mycoplasma
haematotridactylus’ detectado em Bradypus tridactylus no estado do Para (De Oliveira
et al., 2022).

O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia e identidade molecular de
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Bartonella spp. e hemoplasmas em tatus e tamanduas
amostras nos estados de Mato Grosso do Sul e S&o Paulo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Comité de Etica

Os procedimentos e protocolos de manejo dos mamiferos Xenarthra foram
previamente aprovados pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (SISBIO n° 53798-18; n°27587-1) e pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP Campus
de Jaboticabal (protocolo n° 1467/2024). Todos os métodos e protocolos
experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos do Comité
de Etica pertinente da FCAV/UNESP.

2.2. [Espécies amostradas e area de estudo

Entre os anos de 2019 a 2023, foram coletadas 167 amostras bioldgicas (139
de sangue e 28 de baco) de mamiferos da Superordem Xenarthra (Ordens Pilosa e
Cingulata) nos estados de Sao Paulo (SP) e Mato Grosso do Sul (MS), sendo: 48 de
tatu-peba (Euphractus sexcinctus), 29 de tatu-canastra (Priodontes maximus), 4 de
tatu-galinha (Dasypus novemcinctus), 1 tatu-de-rabo-mole (Cabassous tatouay) de
MS, 79 de tamanduda-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) (77 de MS e 2 de SP), e 6
tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) (5 de MS e 1 de SP) (Figura 1).
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Figura 1. Numero e origem de espécies de tatus e tamanduas amostrados no

presente estudo.

Amostras de baco foram obtidas durante a necropsia de animais vitimas de
colisédo veicular em rodovias. No estado do Mato Grosso do Sul foram coletadas 25
amostras de baco (13 tamanduas-bandeira, 5 tamandués-mirim, 3 tatus-peba, 2 tatus-
galinha, 1 tatu-canastra e 1 tatu-de-rabo-mole) no bioma Cerrado pelo Projeto
Bandeiras e Rodovias do Instituto de Conservacao de Animais Silvestres (ICAS). Além
disso, foram coletadas 139 amostras de sangue de 28 tatus-canastra, 45 tatus-peba,
2 tatus-galinha e 64 tamandudas-bandeira. Estes animais foram capturados e depois
devolvidos ao mesmo local apds a coleta de sangue na regido de Nhecolandia, no
bioma Pantanal, pelo Programa de Conservagdo do Tatu-Canastra, também gerido
pelo ICAS, entre 2019 e 2023. Os procedimentos para captura fisica e imobilizagédo
quimica foram baseados em métodos descritos para tatus e tamanduéas por Kluyber
et al. (2020; 2021), respectivamente. No estado de Sao Paulo foram coletadas 3
amostras de baco (2 tamanduas-bandeira, 1 tamandu&-mirin) pelo Servico de

Patologia de Animais Selvagens (SEPAS) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
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Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP) entre os anos 2020 e
2023.

Fragmentos de bago e amostras de sangue foram armazenados em microtubos
KASVI ® RNAse e DNAse-free a -70 °C até a extragdo do DNA.

2.3. Extracdo de DNA

DNA foi extraido a partir de 10 mg de cada fragmento de baco e de 200 uL de
cada amostra de sangue, utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Valencia,
CA, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. Para avaliar a presenca de DNA
amplificavel e auséncia de inibidores da PCR, foi realizado um ensaio de PCR
convencional (cPCR) baseado no gene endbégeno de mamiferos gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase (gapdh) (Birkenheuer, et al., 2003). Igualmente quantificou-se
usando o aparelho Nanodrop para averguar qualidade e pureza do DNA. As amostras
positivas nesse ensaio foram submetidas a ensaios de PCR especificos para

Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Bartonella spp. e hemoplasmas.

2.4. Ensaios de PCR para deteccdo e caracterizagdo molecular de
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.

As amostras positivas nos ensaios de PCR para o gene gapdh foram
submetidas a ensaios de PCR de triagem para Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.
baseados nos genes 16S rRNA (Massung et al.,1998) e dsb (Almeida et al., 2013),
respectivamente. Para as reacfes foram utilizados 5 yL de DNA, 1,25U Taq DNA
Polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), Tampdo da PCR
(PCR buffer 10 X — 100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCI), 0,2 mM de
deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®, Carlsbad, California,
Estados Unidos), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (Invitrogen®, Carlsbad, California,
Estados Unidos), 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®, Carlsbad
California, Estados Unidos) e agua ultra-pura esterilizada (Invitrogen®, Carlsbad,
California, Estados Unidos) g.s.p. 25 pL. Nos ensaios de nested PCR, foi utilizado 1
ML do produto amplificado na primeira reacdo de PCR. Os oligonucleotideos
iniciadores e as sequéncias térmicas utilizados nos ensaios de PCR, bem como as
sequéncias térmicas utilizadas para cada agente estdo representados no Material

Suplementar Tabela SM1. As amostras positivas nos ensaios de PCR de triagem
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para Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. foram submetidas a ensaios de PCR baseados
na regiao intergénica 23-5S rRNA (Rejmanek et al., 2012) e nos genes gltA (Gofton et
al., 2016; Mdller et al., 2018), groEL (Sumner et al., 1997; Zhang et al., 2016), msp4
(De La Fuente et al., 2007), msp5 (Singh et al., 2012), omp-1 (Inayoshi et al., 2004),
sodB (O’nion etal., 2015) e 16SrRNA (Oh etal., 2014; Greiman et al., 2014) (Material
Suplementar Tabela SM1). DNA de Anaplasma marginale e da amostra Jaboticabal
de Ehrlichia canis (mantido em cultura de células DH82) foram utilizados como
controles positivos. Agua esterilizada ultrapura foi utilizada como controle negativo em

todos os ensaios de PCR.

2.5. Ensaios de PCR para deteccdo e caracterizagdo molecular de
Bartonella spp.

Foi realizada triagem das amostras por meio de PCR em tempo real quantitativa
(QPCR) para Bartonella spp. baseada na regidao intergénica 16-23S rRNA (ITS),
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores e sonda de hidrolise previamente descritos
(Oteo et al., 2017; Breitschwerdt e Maggi, 2019). Os ensaios de amplificagdo foram
realizados em duplicata utilizando 1,2 yM de cada primer, 1,2 yM de sonda de
hidrolise, 2x de Master Mix Buffer (GoTaqg ™ Probe qPCR Master Mix, Promega
Corporation, Madison, EUA), 1 uL de amostra de DNA amostra e agua esterilizada
ultra-pura (Nuclease-Free Water, Promega Corporation, Madison, EUA) q.s.p. 10 L.
Os primers, sonda de hidrélise e condi¢des térmicas utilizados estdo apresentados no
Material Suplementar Tabela SM2. As reagbes de amplificacdo foram conduzidas em
placas de PCR de padrao baixo do tipo “multiplate unskirted” (BioRad®, Hercules,
Califérnia, Estados Unidos) em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler
(BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos). A curva-padrao foi realizada
utilizando diluicdes em série de um G-Block (pIDTSMART, Integrated DNA
Technologies, Coralville, 1A, USA) que codifica fragmento (243 pb) da regido
intergénica ITS de Bartonella henselae strain Houston (BX897699.1). O numero de
copias por microlitro foi determinado de acordo com a formula (X g / mL de DNA /
[comprimento do G-Block em pb x 660]) x 6,022 x1023 copias de plasmideo/uL.

As amostras positivas nos ensaios de qPCR (ITS) foram submetidas a ensaios

de PCR convencional baseados nos seguintes marcadores moleculares: gltA (380 -


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2022.828082/full?utm_source=dlvr.it&utm_medium=twitter#B13
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400 pb) (Norman et al., 1995), ftsZ (515 pb) (Paziewska et al., 2011), groEL (752)
(Paziewska et al., 2011), nuoG (346) (Colborn et al., 2010), pap31 (664) (Maggi E
Breitschwerdt, 2005), rpoB (825 bp) (Renesto et al., 2001) e ribC (585 -588 pb)
(Johnson et al., 2003) (Material Suplementar Tabela SM2). Os ensaios de cPCR
foram realizados utilizando reagbdes de volume total final de 25 pL, contendo uma
mistura de 5 yL do DNA-amostra, 0,3 mM de cada deoxinucleotideo, 0,25 uL de 30
MM de cada oligonucleotideo iniciador (Integrated DNA Technologies®, Cedar Rapids,
EUA), 3,0 mM de cloreto de magnésio, 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase,
tampao da PCR 10X e agua ultrapura esterilizada q.s.p. (Thermofisher Scientific®,
Carlsbad, California, EUA). DNA de isolado de Bartonella henselae (Dias et al., 2023)
e agua ultrapura esterilizada (Invitrogen ®, Carlsbad, CA, EUA) foram utilizados como

controles positivo e negativo em todos os ensaios de PCR.

2.6. Ensaios de PCR para deteccdo e caracterizacdo molecular de
hemoplasmas

PCR convencional para hemoplasmas baseada no gene 16S rRNA (fragmento

de 620 pb) foi utilizada como triagem (Material Suplementar Tabela SM3) (Maggi et
al., 20132). As amostras positivas foram submetidas a ensaios de PCR convencional
adicionais para caracterizacdo molecular baseados nos genes 16S rRNA (Maggi et
al., 2013b; Di Cataldo et al., 2020) e 23S rRNA (Mongruel et al., 2020) (Material
Suplementar Tabela SM3). DNA de “Candidatus Mycoplasma haemominutum”
(André et al., 2014) e agua ultrapura esterilizada (Invitrogen ®, Carlsbad, CA, EUA)

foram utilizados como controles positivo e negativo em todos os ensaios de PCR.

2.7. Eletroforese em gel de agarose
Os produtos amplificados nos ensaios PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etideo (0,5uL/mL) em
tampao de corrida TEB pH 8,0 (44,58M Tris-base; 0,44M acido boérico; 12,49mM
EDTA). A eletroforese foi realizada a 90V/ 150 mA durante 60 minutos. Para a
determinacdo dos produtos amplificados foram utilizados marcadores de peso
molecular de 100 pares de base (Life Technologies®, Sao Paulo, SP). Os resultados

foram visualizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta
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acoplado a um programa computacional de analise de imagens (ChemiDoc, Bio-
Rad®).
2.8. Sequenciamento

Os produtos amplificados com alta intensidade de bandas nos ensaios de cPCR
foram purificados utilizando-se o kit ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup Reagent
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), de acordo com as recomendacfes do
fabricante. O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado pelo método da
terminac@o da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), conduzido no
sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems®) no Centro de
Recursos Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO -FCAV - UNESP).

2.9. Analise Filogenética

O programa Phred-Phrap versao 23 (Ewing e Green, 1998; Ewing et al., 1998)
foi utilizado para construcdo de sequéncias-consenso, analisando ambas as fitas
“forward” e “reverse” sequenciadas da mesma amostra, respeitando-se o valor minimo
de 20 de qualidade de cada nucleotideo para determinar a sequéncia de nucleotideos.
O programa BLAST (Altschul et al., 1990) foi utilizado afim de comparar as sequéncias
obtidas com aquelas depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
Posteriormente, as sequéncias salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras
sequéncias homélogas do mesmo gene sequenciado retiradas do banco de dados
(Genbank), utilizando o software Clustal/W (Thompson et al., 1994) via Bioedit v.
7.0.5.3 (Hall, 1999). Os alinhamentos salvos em modo “FASTA” foram transformados
em modo Nexus, Phylip e Mega pelo site Alignment Transformation Environment
(Glez-Pefia et al., 2010). Foram realizadas andlises de maxima verossimilhanca
utilizando o cluster blackbox RaxML (Stamatakis et al., 2008). O modelo evolutivo foi
encontrado utilizando o software jModelTest 2 (Darriba et al., 2012). Os suportes dos
clados para as analises de méxima verossimilhanca foram avaliados através de
analises de bootstrap (Felsenstein, 1985) de 1000 repeti¢cdes. A edicdo das arvores
filogenéticas assim como o enraizamento (via grupo externo) foi realizada utilizando o
software Treegraph 2.0.56- 381 beta (Stover e Muller, 2010).
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3. Resultados
Todas as 167 amostras de DNA de tatus e tamanduas mostraram-se positivas
na PCR para o gene enddgeno gapdh. Com valores médios de concentracdo de DNA
de 9,4 ng/uL e relacdo 260/280 de 1,91 e desvio padrdo de = 77,62 e 5,04,
respetivamente. A positividade para os agentes estudados de acordo com a espécies

de tatu e tamandua e localidade estao resumidas na figura 7.

3.1. Ocorréncia, resultados do BLASTn e andlises filogenéticas para
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.

Dentre as 167 amostras positivas na cPCR para o gene endogeno gapdh, 1
(0,59%) amostra de sangue de tatu-peba (E. sexcinctus) do estado do Mato Grosso
do Sul mostrou-se positiva na nPCR para Anaplasma spp. baseada no gene 16S
rRNA. Uma (0,59%) amostra de sangue de tamandua-bandeira (M. tridactyla) do
estado do Mato Grosso do Sul mostrou-se positiva na PCR para Ehrlichia spp.
baseada no gene dsb. A amostra positiva nos ensaios de triagem para Anaplasma
spp. foi positiva na PCR baseada no gene gItA, porém negativa nos ensaios de PCR
baseados nos genes msp4, msp5, groEL, 16S rRNA e na regido intergénica 23S-5S
(ITS). A unica amostra positiva na triagem para Ehrlichia spp. foi positiva na PCR
baseada no gene 16S rRNA, porém negativa nos ensaios de PCR baseados nos
genes gItA, groEL, sodB, omp-1 e a regiao intergénica 23S-5S (ITS). Os resultados
da analise do BLASTn das sequéncias 16S rRNA de Anaplasma sp. e dsb de Ehrlichia
sp. estdo mostradas na Tabela 1. A baixa intensidade das bandas referentes aos
amplicons gltA de Anaplasma spp. € 16S rRNA de Ehrlichia spp. na eletroforose em
gel impediu o sequenciamento de qualidade de tais amostras. As sequéncias de 16S
rRNA e dsb obtidas no presente estudo foi depositada na base de dados internacional
Genbank sob os seguintes numeros de acesso PP778302 (clone ES36) e PP932001

(clone TB39), respectivamente.
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Tabela 1. Resultados do BLASTn das sequéncias de Anaplasma spp. € Ehrlichia spp. obtidas em ensaios de PCR
baseados nos genes 16S rRNA e dsb.

ID/amostra Espécie Gene Tamanho Query E- Identidade Hospedeiro Resultado Pais/
biological [Estado da Cover value BLASTn Numero de
Numero sequéncia acesso

de acesso
no
Genbank
ES36-DC Euphractus 16S 516 100% 0.0 100% Tamandua Anaplasma sp. Brasil/
/Sangue/ sexcinctus/MS  rRNA tetradactyla MT199830.1
PP778302
TB 39 Myrmecophaga  dsb 100%  3e- 99.68% Basileuterus Ehrlichia sp. Brasil /
/Sangue/ tridactyla/ MS 314 159 flaveolus PP417933.1
PP932001
100% 1e- 99.36% Bradypus Ehrlichia Brasil/
157 variegatus minasensis MT212419.1

Na analise filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanca e modelo evolutivo GTR+1+G baseada
em um alinhamento de 549 pb do gene 16S rRNA, a sequéncia de Anaplasma sp. detectada em amostra de sangue de
tatu-peba (E. sexcintus) do presente estudo foi posicionada juntamente com sequéncias de ‘Candidatus Anaplasma
brasiliensis’ previamente detectadas em Tamandua tetradactyla no estado de S&o Paulo, Brasil (MT199815; MT199830),
com indice de suporte de clado de 89. Tais sequéncias posicionaram-se em um clado irm&o formado por sequéncias de
Anaplasma sp. previamente detectadas em quatis Nasua nasua (OP279731; OP279732; OM811669; OM811669) do Brasil,
Anaplasma odocoilei previamente detectadas em cervideos (KT870135; JX876644) e moscas Lipoptena sp. associadas
(KT870139) nos Estados Unidos (Figura 2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT212414.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XN2XX51U013
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Anaplasma phagocytophiium host: Sylvilagus fondanus - USA (DQC88129.1)

Anaplasma phagocytophilum host: Dog - USA (AY741099.1)
Anaplasma odocoilei host: Columbian black taded deer - USA (KT870135.1)

Anaplasma odocoied host: Lipoptena depressa - USA (KT870139.1)

Anaplasma odocoilel host: Odocodeus virginianus - USA (IX876644.1)

‘Candidatus Anapiasma brasiiensss' host: Tamandua tetradactyla - SP, Brazil (MT199815.1)

_:'Cammu brasibensss’ host Tamandua tetradactyla - SP. Brazil (MT199830.1)
Anaplasma sp. host: Euphractus sexcinctus -ES36, MS -Brazil (PP778302)

Anapilasma sp. host: Nasua nasua - MS, Brazil (OM811668.1)

Anaplasma sp. host: Nasua nasua - MS, Brazil (OM811667.1)

Anaplasma sp. host: Nasua nasua Parana, Braxil (OP279732.1)
Anaplasma sp. host: Nasua nasua - Parana, Brazil (OP279731.1)
[— Anaplasma platys host: Dog - Malaysia (KUS00914.1)

[ X]

L—— Anaplasma platys host: Dog - taly (EU439943 1)
—— Anaplasma bovis - Japan (AB211163 1)

e Anaplasma sp. host: cattle - india (MH244925.1)

Anaplasma sp. hast: Ratus ratus - Brazil (KY391803.1)

‘Candidatus Anaplasma sparounense’ host Humans - French Guiana (OR854269.1)
‘Candidatus Anapiasma amazonensis’ host: Bradypus variegatus - FA, Brazil (MT199822.1)

‘Candidatus Anapiasma amazonensis' host: Choloepus sp. - RO, Brazil (MT199823.1)
[ Anaplasma capra host: Rhipisephalus microplus - China (MG869582.1)

e Anaplasma capra host: Rhipisephalus microplus - China (MH762077.1)

Anaplasma marginale host. Bos taurus - Philippines (LC007100.1)
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Anaplasma marginde host. Cattle - Uganda (KU686774.1)

Anaplasma centrale host Cattle - Kyrgyzstan (MW672120.1)
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_W_‘:Amphsmloushos& Rhpicephalus sanguineus - Iran (MF979832.1)
Anaplasma ovis host: sheep - China (KX579073.1)
— Ehrlichia carvs (NR118741.1)

100

e Enviichia chaffeens’s (NR074500.2)

Figura 2. Arvore filogenética baseada em um alinhamento de 549 pb de sequéncias do gene 16S rRNA de agentes

Anaplasmataceae, gerada pelo método de Maxima Verossimilhanga (ML) e modelo evolutivo GTR+G. A sequéncia obtida

no presente estudo esti destacada em vermelho. Ehrlichia chaffeensis e Ehrlichia canis foram utilizadas como grupos

externos.
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Na analise filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanga e modelo evolutivo GTR+l baseada em um
alinhamento de 314 pb do gene dsb, a sequéncia de Ehrlichia sp. obtida detectada em amostra de sangue de tamandua-
bandeira (Myrmecophaga tridactyla) do presente estudo posicionou-se filogeneticamente préxima a uma sequéncia de
Ehrlichia sp. detectada em Bradypus variegatus, anteriormente identificada no estado de Rondénia, Brasil (MT212414),
com indice de suporte de clados de 77. Tais sequéncias foram alocados em um grande clado juntamente com Ehrlichia
minasensis e genoétipos de Ehrlichia spp. previamente detectadas em tamanduas e preguicas da regiao Norte do Brasil
(Figura 3).

Ehrichia chaffeensis host: Amblyomma inomatum - USA (KMJ358246.1)

w _r{:enmmmam Amblyomma amencanum - USA (KP861338.1)
Enrichia chaffeensis host: Homo sapiens - Mexico (MK370999.1)

Ehriichia ewinge host Amblyomma inormatum - USA (KM458249.1)

0 _'_:erncna ewinge host Amblyomma americanum - Brazil (AY428950.1)
Ehrichia ewings host dog - USA (DQ151999.1)

‘ ‘Candidatus Ehrfichia dumlen’ host: Nasua nasua - Brazil (OP819946.1)
™ ‘Candidatus Ehrfichia dumlen’ host: Nasua nasua - Brazil (OP819945. 1)
‘ ‘Candidatus Ehriichia dumien’ host: Nasua nasua - Brazil (OP819944.1)
Ehriichia sp. host: Myrmecophaga tridactyla - SP, Brazil (MT212408.1)
Ehrichia sp. host: Dasypus novemanctus -SP. Brazd (MT212409.1)

Ehrichia canis host dog - Brazil (DQ460715.1)
‘_{:Ervma canis host dog - United Kingdom (MHS09575.1)
- Ehriichia canis host Rhipicephalus sanguineus - Argentina (MF805005.1)
‘_{:Em:m canis host dog - Brazil (DQ460716.1)
Ehrichia minasensis host: Rhipicephalus microplus - Brazil (JX629808.1)
Enhrikchia minasensis host Rhipicephalus micropius - Colombia (KM015219.1)
i Enrichia minasensis host Bos taurus - Colombia (ON209405.1)
ENviichia sp. host: Tamandua tetradactyla -PA. Brazil (MT212412.1)
—— (e Evfichia sp. host: Choloepus sp. - RO, Brazil (MT212410.1)

ENviichia sp. host: Bradypus vaniegatus - RO, Brazil (MT212414.1)
‘T{:meha sp. host: Myrmecophaga tridactyla -TB39, MS -Brazil (PP832001)
——— Ehriichia muris subsp. eauclairensis host: Human - USA (KU672594.1)

bod L Enviichia muris - USA (AY2356484.1)
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Figura 3. Arvore filogenética baseada em um alinhamento de 314 pb de sequéncias do gene dsb de Ehrlichia spp.,
gerada pelo método de Maxima Verossimilhanca (ML) e modelo evolutivo GTR+I. A sequéncia obtida no presente estudo

esta destacada em vermelho. Ehrlichia muris foi utilizado como grupo externo.
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3.2. Ocorréncia, resultados do BLASTn e anédlises filogenéticas para
hemoplasmas

A PCR baseada no gene 16S rRNA (620 pb) revelou uma positividade de 52%
(87/167) para hemoplasmas, dos quais 31/48 tatus-peba (E. sexcinctus), 2/4 tatus-
galinha (D. novemcinctus), 19/29 tatus-canastra (Priodontes maximus), 32/77 tamanduas
bandeira (M. tridactyla), 2/6 tamanduas-mirim (7. tefradactyla) do estado de Mato Grosso
de Sul e 1/2 tamandua-bandeira estado de S&o Paulo.

Das 87 amostras positivas nos ensaios de triagem de PCR para o gene 16S rRNA,
16/87 (18,39%) foram positivas na cPCR para hemoplasmas baseada no gene 16S rRNA
(900 pb): 10/31 E. sexcinctus, 5/19 P. maximus e 1/6 M. tridactyla. Por outro lado, 32/87
(37,78 %) amostras foram positivas no ensaio de cPCR baseado no gene 23S rRNA,
dentre as quais: 14/31 E. sexcinctus, 5/19 P. maximus, 2/4 D. novemcinctus, 9/77 M.
tridactyla e 2/6 T. tetradactyla. No ensaio de semi-nested PCR baseado no gene 16S
rRNA (1107 pb), 8/87 (9,19%) foram positivas: 3/31 E. sexcinctus, 2/19 P. maximus, 1/9
D. novemcinctus, 1/77 M. tridactyla e 1/6 T. tetradactyla (Tabela 2). Restricdes financeiras
limitaram o nimero de amostras enviadas ao sequenciamento. A selecao foi baseada de
acordo com a espécie animal, de forma a sequenciar pelo menos um amplicon com alta
intensidade de banda na eletroforese em gel de agarose de cada espécie de tatu e

tamandua.

Tabela 2. Resultados obtidos em ensaios de PCR para hemoplasmas a partir de
167 amostras bioldgicas de tatus e tamanduas amostrados nas regides sudeste e centro-

oeste do Brasil.

Triagem Caracterizagao
Espécie/Estado 16SrRNA 16SrRNA 23S 16S rRNA
(620 pb) (900 pb) rRNA (1107 pb)
(800 pb)
Euphractus sexcinctus | MS 31/48 10/31 14/31 3/31
Priodontes maximus IMS 19/29 5/19 5/19 2/19
Dasypus novemcinctus/ MS 2/4 - 2/2 1/2

Myrmecophaga tridactylal MS  32/77 1/32 9/32 1/32
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Myrmecophaga tridactyla/SP Yo - - -
Tamandua tetradactyla/MS 2/6 - 2/2 1/2

Nota: SP: Séo Paulo; MS: Mato Grosso de Sul; -: Negativo.

A analise pelo BLASTn das sequéncias 16S rRNA e 23S rRNA detectadas no
presente estudo apresentaram valores de identidade variando de 94.63%-99.81% e
93.38%, respectivamente, com genotipos previamente detectados em mamiferos
Xenartra do Brasil. Apenas a sequéncia 16S rRNA detectada em espécime de P.
maximus (TC37) mostrou 93.05% de identidade para ‘Candidatus Mycoplasma

haemominutum’ previamente detectado em Panthera pardus saxicolor no Ira (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados do BLASTn das sequéncias de hemoplasmas obtidas nos ensaios de cPCR baseados nos
genes 16S rRNA e 23S rRNA.

ID/ Amostra Espécie /Estado Gene Tamanho Query E Identidade Hospedeiro Resultado no Pais/ Namero
biolégical da Cover value BLASTn de acesso
Numero de sequéncia
acesso no
Genbank
ES_02_DOC Euphractus 16S 534 99% 0.0 98.50% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue/ sexcinctus/MS rRNA OK236819.1
PQ195671
ES_03_DOC Euphractus 16S 594 100% 0.0 96.97% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue/ sexcinctus/MS rRNA OK236819.1
PQ195672
ES_19 _DOC Euphractus 16S 485 100% 0.0 98.35% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue/ sexcinctus/MS rRNA OK236819.1
PQ195673
ES_51_DOC/ Euphractus 16S 477 100% 0.0 98.32% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
Sanngue/ sexcinctus/MS rRNA OK236819.1
PQ195674
ES_38_DOC/ Euphractus 16S 464 100% 0.0 98.28% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
Sangue/ sexcinctus/MS rRNA OK236819.1
PQ195675
TC37 19/11/21 Priodontes 16S 489 99% 0.0 93.05% Panthera pardus ‘Candidatus Iréa/
/Sangue/ maximus/MS rRNA saxicolor Mycoplasma KU852586.1
PQ195676 haematominutum’
TC_36_DOC_50 Priodontes 16S 481 100% 0.0 99.58% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue/ maximus/MS rRNA 0OK093397.1
PQ195677
TC34 13/12/20 Priodontes 16S 512 100% 0.0 99.80% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue/ maximus/MS rRNA OK236819.1
PQ195678
NEC 91 Dasypus 16S 558 100% 0.0 94.63% Myrmecophaga Mycoplasma sp. Brasil/
/Bago/ novemcinctus/MS rRNA tridactyla OR469806.1
PQ195679
NEC 92 Myrmecophaga 16S 533 100% 0.0 99.81% Myrmecophaga Mycoplasma sp. Brasil/
/Bago/ tridactyla/MS rRNA tridactyla OR469806.1
PQ195680
NEC 108 Tamandua 16S 520 100% 0.0 95.96% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Bago/ tetradactyla/MS rRNA 0OK093397.1
PQ195681
ES 19 DOC Euphractus 238 422 100% 4e- 93.38% Priodontes maximus Mycoplasma sp. Brasil/
/Sangue sexcinctus/MS rRNA 174 OK569854.1

PP779065


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK093397.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9SD19ZA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069

ES_51_DOC
/Sangue/
PQ195682
ES_38 DOC/
Sangue/
PQ195683
ES_02_DOC
/Sangue/
PQ195684
TC34 13/12/20
/Sangue/
PQ195685
TC_36_DOC_50
/Sangue/
PQ195686

Euphractus
sexcinctus/MS

Euphractus
sexcinctus/MS

Euphractus
sexcinctus/MS

Priodontes
maximus/MS

Priodontes
maximus/MS

16S
rRNA

16S
rRNA

16S
rRNA

16S
rRNA

16S
rRNA

592

602

494

430

631

100%

100%

100%

100%

99%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

97.30%

97.67%

98.79%

99.77%

99.05%

Priodontes maximus

Priodontes maximus

Priodontes maximus

Priodontes maximus

Priodontes maximus

Mycoplasma sp.

Mycoplasma sp.

Mycoplasma sp.

Mycoplasma sp.

Mycoplasma sp.

Brasil/
OK236819.1

Brasil/
OK236819.1

Brasil/
OK236819.1

Brasil/
OK236819.1

Brasil/
OK093397.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK236819.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YA790UCR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2878069
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK093397.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Y9SD19ZA013
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Objetivando realizar inferéncias filogenéticas mais robustas, cinco sequéncias de
dois fragmentos que apresentaram overlap do gene 16S rRNA de hemoplasmas oriundas
de mesmo hospedeiro foram concatenadas (tamanho resultante de 606 — 693 pb). As
cinco sequéncias obtidas dos animais do presente estudo foram depositadas na base de
dados internacional Genbank sob os seguintes numeros de acesso: PP799049 (clone
ES02), PP799050 (clone ES51), PP799051 (clone ES38) PP799052 (clone TC36) e
PP799053 (clone TC34).

As demais sequéncias com tamanho variando de 458 a 594 pb ndo foram incluidas
na arvore filogenética e foram depositadas na base de dados internacional Genbank sob
0s seguintes numeros de acesso: PQ195671 (clone ES02), PQ195672 (clone ES03),
PQ195673 (clone ES19), PQ195674 (clone ES51), PQ195675 (clone ES38), PQ195676
(clone TC37), PQ195677 (clone TC36), PQ195678 (clone TC34), PQ195679 (clone
NEC91), PQ195680 (clone NEC92), PQ195681 (clone NEC108), PQ195682 (clone
ES51_DOC), PQ195683 (clone ES38_DOC), PQ195684 (clone ES02_DOC), PQ195685
(clone TC34_DOC) e PQ195686 (clone TC36_DOC).

Na analise filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanga e modelo
evolutivo SYM+|+G baseada em um alinhamento de 710 pb do gene 16S rRNA, as
sequéncias de hemoplasmas detectadas em amostras de sangue de Euphractus
sexcinctus e Priodontes maximus posicionaram-se no mesmo sub-clado que sequéncias
de ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’, previamente detectadas em tatus-
canastra (Priodontes maximus) do estado do Mato Grosso do sul, Brasil (OK584818;
OK584820; OK093397), com indice de suporte de clados de 99 (Figura 4).

Na analise filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhanga e modelo
evolutivo GTR+I+G baseada em um alinhamento de 428 pb do gene 23S rRNA, a
sequéncia de hemoplasma detectada em Euphractus sexcinctus posiciounou-se no
mesmo sub-clado que sequéncias de ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’
(KO569856; KO569855; KO569854; KO569853) previamente detectadas em tatus-
canastra (Priodontes maximus) detectadas no Mato Grosso do Sul, Brasil. A sequéncia
de 23S rRNA obtida no presente estudo foi depositada na base de dados internacional
Genbank sob o seguinte nimero de acesso: PP779065 (clone ES19) (Figura 5).
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Figura 4. Arvore filogenética baseada em um alinhamento de 710 pb de sequéncias do gene 16S rRNA de
Mycoplasma spp., gerada pelo método de Maxima Verossimilhanga (ML) e modelo evolutivo SYM+I+G. As sequéncias
obtidas no presente estudo estdo destacadas em vermelho. Mycoplasma pneumoniae e Mycoplasma haematohominis

foram utilizados como grupos externos.

haemofelis group

89 9

10
i Candidatus Mycoplasma erythrocervae Host Cervus nippon yesoensis - Japan (KF306254.1)
gqﬂ_d: Candidatus Mycoplasma haemocervae Host Cervus nippon yesoensis - Japan (KF306253.1)
g

Mycoplasma sp. Host Ovis aries - Brazil (MN169108.1)
Mycoplasma ovis (NR121969.1)
— sp. Host Euphractus sextincus - Brazil (
7000 { Candidatus Mycoplasma haematomaximus Host Priodontes maximus - Brazil (OK569856.1)
9 7 Candidatus Mycoplasma haematomaximus Host Priodontes maximus - Brazil (OK569855.1)
— 61 _BE Candidatus Mycoplasma haematomaximus Host Priodontes maximus - Brazil (OK569854.1)
Candidatus Mycoplasma haematomaximus Host Priodontes maximus - Brazil (OK569853.1)
8 ﬂ Mycoplasma sp. Sus scrofa domesticus - Brazil (MT530440.1)
Mycoplasma parvum (CP006771.1)
9 _93: Mycoplasma suis (CP002525.1)
Mycoplasma suis (NR103970.1)
Candidatus Mycoplasma haematotetradactyla Host Tamandua tetradactyla - Brazil (OK569852.1)
—54 : Mycoplasma haemominutum (HE613254.1)
Candidatus Mycoplasma haematoalbiventris Host Didelphis albiventris - Brazil (MN442084.1)
Candidatus Mycoplasma haematoalbiventris Host Didelphis albiventris - Brazil (MN442083.1)
Candidatus Mycoplasma haematoalbiventris Host Didelphis albiventris - Brazil (MN442082.1)
Candidatus Mycoplasma haematoalbiventris Host Didelphis albiventris - Brazil (MN442081.1)
Candidatus Mycoplasma haematoalbiventris Host Didelphis albiventris - Brazil (MN442085.1)
Mycoplasma pneumoniae (NR077056.1)

suis group
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Figura 5. Arvore filogenética baseada em um alinhamento de 428 pb de sequéncias do gene 23S rRNA de
Mycoplasma spp., gerada pelo método de Maxima Verossimilhanga (ML) e modelo evolutivo GTR+I+G. As sequencias

obtidas no presente estudo estdo destacadas em vermelho. Mycoplasma pneumoniae foi utilizado como grupo externo.
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3.3. Ocorréncia, resultados do BLASTn e andlises filogenéticas para
Bartonella spp.

Na triagem das amostras por meio de PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para
Bartonella spp. baseada na regido intergénica 16-23S (ITS), 58/167 amostras (34,7%)
foram positivas na qPCR baseada na regiao intergénica 16-23S (ITS) para Bartonella
spp., dos quais 23/48 tatus-peba (E. sexcinctus), 1/4 tatu-galinha (D. novemcinctus), 9/29
tatus-canastra (P. maximus), 21/75 tamandudés-bandeira (M. tridactyla), e 3/6 tamanduds-
mirim (T. tetradactyla) do estado de Mato Grosso de Sul, e 1/2 tamandua-bandeira do
estado de S&o Paulo. A eficiéncia variou de 94,1% a 107,9% (média=102,583%; SD =
4,747), r> de 0,804 a 0,991(média= 0,940; 0,0690), slope de -3,146 a -3,444 (média= -
3,26566; SD = 0,11031) e Y-intercepto de 34,786 a 36,954 (média= 35,6173; SD=
0,7969), segundo as recomendacdes de MIQE (“Minimum Information for Publication of
Quantitative real-time PCR Experiments”) (Bustin et al., 2009) (Material Suplementar
Tabela SM4). A quantificacdo do numero de copias de um fragmento da regido
intergénica do 16-23S rRNA por microlitro de DNA foi possivel de ser realizada em
apenas 14/58 (24,13 %) amostras positivas, com valores médios que variaram de 7,062
x 102 em amostra de baco de T. tetradactyla (NEC 94) a 6,6965 x 10 em amostra de
sangue de E. sexcinctus (ES_49 DOC) do estado de Mato Grosso de Sul. Por outro lado,
a quantificacdo nao foi possivel em 44/58 amostras positivas, possivelmente devido a
baixa quantidade de DNA inicial do agente na amostra testada (“efeito Monte Carlo”)
(Bustin et al., 2009) (Material suplementar Tabela SM4).

Das 58 amostras positivas na gPCR para Bartonella spp., 5 (8,62%) foram positivas
em ensaio de PCR baseado no gene gltA, 4 (6,89%) para ftsZ, 3 (5,17%) para rpoB, 3
(5,17%) para nuoG e 4 (6,89%) na PCR para o gene pap3l. Nenhuma amostra
previamente positiva na qPCR para Bartonella spp. mostrou-se positiva nos ensaios de
PCR de caracterizagdo molecular baseados nos genes ribC e groEL (Material
suplementar Tabela SM4).
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Foram obtidas 3 sequéncias nuoG de duas amostras de sangue de P. maximus
(TC36_DOC _50e TC 23) e uma amostra de bago de T. tetradactyla (NEC 108), e duas 2
sequéncias ftsZ de duas amostras de baco de E. sexcinctus (NEC 86 e NEC 80). Todas
as sequéncias de nuoG obtidas dos animais do presente estudo foram depositadas na
base de dados internacional Genbank sob os seguintes numeros de acesso: PP931998
(clone TC36), PP931999 (clone NEC108) e PP932000 (clone TC23). As sequéncias ftsZ
obtidas foram depositadas no Genbank sob numeros de acesso PP932002 (clone
NEC86) e PP932003 (clone NEC80). Os resultados da analise BLASTn para cada

sequéncia obtida esta mostrada na Tabela 4.
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Tabela 4. Resultados do BLASTn de sequéncias de Bartonella spp. obtidas nos ensaios de cPCR baseados nos

genes nuoG e ftsZ.

ID/ amostra Espécie Gene Tamanho Query E Identidade Hospedeiro Resultado Pais/ Numero de
biolégica/Nume /[Estado da Cover value no BLAST acesso
ro de acesso no sequéncia
Genbank
TC _36_DOC_50/ Priodontes nuoG 314 100% 6e- 100% Amblyomma  Bartonella Brasil/lON376905.1
Sangue/ maximus/MS 161 sculptum sp.
PP931998
NEC 108/ Bago Tamandua nuoG 310 100% 1e- 100% Bos indicus  Bartonella  Somalia/OR947418.
PP931999 tetradactyla/MS 158 sp. 1
100% 1e- 100% Bovino Bartonella Franca/KF218206.1
158 bovis
TC 23/ Sangue Priodontes nuoG 315 100% 8e- 99.68% Amblyomma  Bartonella Brasil/ON376905.1
PP932000 maximus/MS 160 sculptum sp.
100% 8e- 99.7% Thrichomys  Bartonella Brasil/CP087114 .1
160 fosteri machadoae
NEC 86/Bago Euphractus ftsZ 499 100% 0.0 99.2% Euphractus  Bartonella Brasil/MN165706.1
PP932002 sexcinctus/MS sextincus sp.
NEC 80/ Bago Euphractus ftsZ 500 100% 0.0 99.2% Euphractus  Bartonella Brasil/MN165709.1
PP932003 sexcinctus/MS sextincus sp.

Na analise filogenética pelo Método de Maxima Verossimilhan¢ca e modelo evolutivo GTR+I+G baseada em um
alinhamento de 506 pb do gene ftsZ, as sequéncias obtidas no presente estudo posicionaram-se no clado de sequéncias
de Bartonella washoensis, em sub-clados contendo sequéncias de ‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis’
previamente detectadas em tatus-peba (Euphractus sextincus) do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (MN165706;
MN165707; MN165708; MN165709) (Figura 6).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP087114.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=25DJ16TH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN165708.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=25EFMN4X013

Bartonella grahami host: Apodemus latronum - China (AB426645.1)
54 Bartonedla elzabethae - France (AF4567760.1)

Bartonella queensiandensis host. rat - Austraka (EUL11779.1)
Bartonelia tribocorum - France (AF467759.1)

Bartonelia vinsond subsp. arupensis - France (AF467758.1)
Bartonelia vinsons subsp. vinsonil - France (AF467757.1)
Baronelia vinsons subsp. berkhof - France (AF467764.1)
Bartonella sp. host rodent - Brazi (KX036245.1)

Bartonelia calosciuri host: Callosciurus notatus - Thaland (AB602541.1)
L3 Baronelia acomyds host ACOmys russalus - Egypt (ABS02545.1)
Bartonella alsatica - France (AF467763.1)

:m clarnidgedae host cat - China (EUS71942.1)
Baronella rochakmae host dog - USA (DQ676490.1)

[ e Bartonella bovis host: catlle - Malaysia (KR733181)
00 Bartonelia capreok - Japan (AB290192.1)
: Bartonella schoenbuchensis - France (AF467765.1)
Bartonella chomel host: cattie - Spain (KM215689.1)
[ Banonelia quintana host: monkey - China (HQO14623.)

119 ng_:ammeu koehlerae subsp. bothier! host: Lynx rutus - USA (KF246537.2)
Bartonella henselae host: dog -China (JQ009431.1)
Bartonella sp. host: Martes melampus - Japan (AB611851.1)

— Bartonella washoensis host Spermophilus dauncus - Japan (AB519073.1)
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%8 —— Candidatus Bartonella washoensis subsp. cynomysi’ host: Cynomys lucavana - USA (DQ825692.1)

Candidatus Bartonslla washoensis subsp. brasiiensis’ host: Euplvactus sexcincius
‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiensis’ host: Euplvactus sexcinctus
Bartonella sp. host: Euphractus sexcinctus NECS86 - MS, Brazil (PP932002)

5 Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasihensis’ host: Eupivactus Sexcincus

Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasilensis’ host: Euplvactus sexcinctus
Bartonella sp. host: Euphvactus sexcinctus NECS0 - MS, Brazi (PP932003)
Bar YA, host: Homo sapiens - Thaland (EF605281.1)

Ochrobactrum anthropl (CPO0B820.1)

100

L“_{:amm ovis (UFUD01000001. 1)
Brucella abormus (0Z022554.1)

= MS, Braxil (MN165709.1)
- MS, Braxl (MN165706.1)

- MS, Brazil (MN165708.1)
- MS, Brazil (MN165707.1)

Figura 6. Arvore filogenética baseada em um alinhamento de 506 pb do gene ftsZ de Bartonella spp., gerada pelo

método de Maxima Verossimilhanca (ML) e modelo evolutivo GTR+I+G. As sequencias obtidas no presente estdo

destacadas em vermelho. Brucella abortus, Brucella ovis e Ochrobactrum anthropi foram utilizados como grupos externos.

No que diz respeito a co-positividade para os diversos agentes sob estudo, 1 E. sexcinctus do MS mostrou-se positivo

para Anaplasma sp., Bartonella sp. e Mycoplasma sp., 1 M. tridactyla do MS mostrou-se positivo para Ehrlichia sp. e
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Mycoplasma sp.; 15 E. sexcinctus, 2 P. maximus, 2 T. tetradactyla e 8 M. tridactyla todos do MS foram positivos para
Mycoplasma sp. e Bartonella sp. A positividade para os agentes sob estudo de acordo com as espécies de tatus e

tamanduas amostrados no presente estudo de acordo com o estado de origem encontra-se na Figura 7.
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Mycoplasma sp. (31/48)
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Mycoplasma sp. (32/77) L & Mycoplasma sp. (1/2)
LY

Bartonelia sp. (21/77) Bartonelia sp. (1/2)

Figura 7. Positividade para Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Bartonella spp., e
hemoplasmas, de acordo com a espécies de tatus e tamanduas amostrados e estados

de origem.
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4. Discusséo

O presente estudo detectou molecularmente Ehrlichia spp., Anaplasma spp.,
Bartonella spp. e micoplasmas hemotrépicos em tatus e tamandués nas regifes Sudeste
e Centro-Oeste do Brasil.

Enquanto Anaplasma spp. foi molecularmente detectado em tatus-peba (1/48;
2,08%), DNA de Ebhrlichia spp. foi detectado em tamanduas-bandeira (1/79; 1,26%).
Calchi et al. (2020a) encontraram positividade de 12,5% (1/8) para Anaplasma spp.
baseado no gene 16S rRNA em tatu e 13,46% (7/52) para Ehrlichia spp. baseado no
gene dsb em tamanduas.

A sequéncia 16S rRNA de Anaplasma sp. detectada em tatu-peba (E. sexcintus) do
MS, centro-oeste do Brasil, posicionou-se em um clado com sequéncias de ‘Candidatus
Anaplasma brasiliensis’ detectadas em T. tetradactyla previamente amostrados no estado
de Sao Paulo, sudeste do Brasil. Os achados do presente estudo sugerem que
‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’ circule em tamanduas e tatus no Sudeste e centro-
oeste do Brasil, respectivamente. Por outro lado, até o momento, ‘Candidatus Anaplasma
amazonensis’ foi detectado somente em preguigas na regido Amazénica do Brasil (Calchi
et al., 2020a) e Guiana Francesa (Buysse et al., 2024). Recentemente, sequenciou-se 0
genoma completo de ‘Candidatus Anaplasma amazonensis’ detectado em uma preguica
(Bradypus tridactylus) amostrada na Amazoénia da Guiana Francesa (Buysse et al., 2024).
Embora todos os tamanduas amostrados no presente estudo tenham se mostrado
negativos para Anaplasma spp., Guillemi et al. (2016), detectaram mérulas em eritrécitos
e sequéncia msp-5 de A. marginale em uma amostra de sangue de M. tridactyla na
Argentina.

A sequéncia dsb de Ehrlichia sp. detectada em uma amostra de sangue de
tamandua-bandeira (M. tridactyla) do MS no presente estudo posicionou-se no mesmo
clado que sequéncias de Ehrlichia minasensis previamente detectada em bovinos e
carrapatos R. microplus do Brasil e Coldmbia, e com gendtipos de Ehrlichia sp.
previamente detectados em preguicas (Bradypus variegatus e Choloepus spp.) e
tamanduas (T. tetradactyla) amostrados na regiao norte do Brasil (Calchi et al., 2020a).

Estes achados sugerem que Ehrlichia minasensis apresente uma gama de hospedeiros
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maior que outrora imaginada. Recentemente, gendtipo filogeneticamente associado a E.
minasensis foi detectado em aves selvagens (Agelasticus cyanopus e Basileuterus
flaveolus) no Pantanal do estado do Mato Grosso (Cordova et al., 2024). Ainda no
Pantanal de Mato Grosso, (Melo et al., 2021) demonstrou evidéncia sorologica de
exposicao a E. minasensis em caes. Muraro et al. (2021), demonstraram evidéncia
sorologica e molecular de exposicdao de equinos a E. minasensis. O vetor de E.
minasensis, o carrapato Rhipicephalus microplus (Cabezas-Cruz et al., 2016), ja foi
encontrado parasitando T. tetradactyla no Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Szabo et
al., 2019; Martins et al 2023). Essa constatacdo esta provavelmente relacionada as
mudancgas antropogénicas que levam a perda do habitat natural dos tatus e tamanduas,
forgando-os a utilizar ambientes associados a animais domésticos, como pastagens. Isso
pode resultar na troca de carrapatos e microrganismos relacionados entre os
hospedeiros. Aléem disso, os tatus-canastra criam tocas de alimentagdo, buracos de
descanso e abrigos, desempenhando um papel como engenheiros de ecossistemas ao
alterar os ambientes fisicos (Desbiez e Kluyber, 2013). Essas tocas e abrigos podem
servir como locais para a troca de artrépodes e patdégenos entre os hospedeiros. Eles as
vezes fornecem abrigo para varios vertebrados e invertebrados, levando ao contato com
os tatus e, consequentemente, a transmissao de agentes patogénicos.

Infelizmente, nenhuma amostra positiva nos ensaios de triagem para Ehrlichia spp.
e Anaplasma spp. mostrou positividade nos ensaios de PCR com base nos genes msp4,
mspb, groEL, 16S rRNA e na regido intergénica 23S-5S (ITS) para Anaplsma spp. e gltA,
groEL, sodB, omp-1 e a regiao intergénica 23S-5S (ITS) para Ehrlichia spp. Este fato
pode ter sido devido a baixa bacteremia nestes animais, a qual se mostrou abaixo do
limiar de detecgdo dos ensaios moleculares utilizados. Alternativamente, os primers
utilizados mostraram-se incapazes de se anelar as respectivas regides génicas dos
novos genaotipos de Ehrlichia e Anaplasma detectados neste grupo de animais.

Em relacdo aos micoplasmas hemotropicos, o presente estudo demonstrou a
presenca de DNA de hemoplasmas em amostras de sangue/baco em mais da metade
dos tatus amostrados (64,5% E. sexcinctus; 65,5% P. maximus; 50% D. novemcinctus),

e em mais de 30% dos tamanduas amostrados (41,7% M. tridactyla e 33,3% T.
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tetradactyla). Na analise filogenética, as sequéncias de 16S rRNA e 23S de micoplasmas
hemotropicos detectadas em E. sexcinctus e P. maximus do presente estudo foram
posicionadas no mesmo clado com ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’
previamente detectado em P. maximuns do Mato Grosso de Sul. Estes achados sugerem
que ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’ pode parasitar outras espécies de tatus,
além de tatus-canastra. Além de transmissdo transplacentaria, sugere-se que tanto
vetores artropodes quanto o contato direto com o sangue através interacdes agressivas
entre os animais podem desempenhar um papel como vias de transmissao para
micoplasmas hemotrépicos (Millan et al., 2020; Neimark et al., 2005; Cohen et al., 2018).
Por exemplo, Kreutz et al. 2009 observaram dois tamanduas-bandeira em briga onde,
cada um tentando imobilizar os membros do oponente e ferir o térax, 0 abdémen ou a
extremidade diretamente.

O presente estudo demonstrou também a presenca de DNA de Bartonella spp. em
47,9% E. sexcinctus, 25% D. novemcinctus, 31% P. maximus, 28,6% M. tridactyla, e 50%
T. tetradactyla. Previamente, Calchi et al. (2020b), relataram taxas de positividade para
Bartonella spp. de 50% E. sexcinctus e 3,3% T. tetradactyla. Os genotipos ftsZ de
Bartonella spp. detectados em amostras de baco de tatus-peba (E. sexcintus)
amostrados no MS no presente estudo foram agrupados juntamente com
‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis’ previamente detectados em E.
sexcintus também amostrados no MS. Os achados do presente estudo reforcam aqueles
encontrados por Calchi et al. (2020b), indicando a ocorréncia de uma subespécie de
Bartonella washoensis em mamiferos Xenarthra no Brasil.

Os vetores, potencial zoonético e impacto na saude de tatus e tamanduas dos

agentes bacterianos aqui detectados sao desconhecidos.
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5. Concluséo
Baixa ocorréncia para Ehrlichia spp. € Anaplasma spp. foi verificada entre tatus e
tamanduas amostrados no presente estudo quando comparada aquela encontrada para
hemoplasmas e Bartonella spp. entre os tatus e tamanduas aqui amostrados. Os achados
do presente estudo reforcam a ocorréncia de ‘Candidatus Anaplasma brasiliensis’ e
‘Candidatus Bartonella washoensis subsp. brasiliensis’ em tatus e E. minasensis em
tamanduas. Trata-se do primeiro relato de ‘Candidatus Mycoplasma haematomaximus’,

hemoplasma anteriormente descrito em tatus-canastra, em tatus-peba.
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Material Suplementar Tabela SM1. Descri¢cdo dos oligonucleotideos iniciadores,

tamanhos dos amplicons e sequéncias térmicas utilizadas nos ensaios de PCR para

triagem e caracterizagao para Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.

Agente Sequéncias dos oligonucleotideos Tamanho Sequéncias Referéncias
(Gene) iniciadores do térmicas
amplicon
(pb)
Triagem 94°C por 5
Anaplasma 5-CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC-3 mi_nutos; 40
SPp.- 5-TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC-3’ ciclos: 30
(16S rRNA) 932 segundos a
- gE3a , , 94°C, 30
- gE10R 5-GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG-3 segundos a Massung et
5-AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT-3’ 55°C e 1 minuto al., 1998
- gE2 a72°C; 72°C
- gEOf 546 por 5 minutos
As condi¢Bes
da Nested
serdo as
mesmas, exceto
ndmero de ciclo
que serdo 30
Ehrlichia 94°C por 3
spp. minutos; 35
(dsb) 5'- ciclos: 30 Almeida et
-P300 GATGATGTCTGAAGATATSAAACAAAT-3' segundos a al., 2013
-P720 5'- 94°C, 30
CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC- 401 segundos a
3. 50°C e 30
segundos a
-P380 72°C; 72°C por
-P720 5'- 10 minutos;
ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG-3' 349
5'- 94°C por 3
CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC- minutos: 30
3" ciclos: 30
segundos a
94°C, 30
segundos a
50,4°C e30
segundos a
72°C; 72°C por
1 minuto
Caracteriza 94°C por 5
cao minutos; 35 Rejmanek et
Anaplasma ciclos: 30 al., 2012
spp./ segundos a
Ehrlichia 94°C, 30
spp. 5-AGGACTGACTCTAGTAA CGAG-3". 300 segundos a
(ITS - 23S- 58°C e 1 minuto

5S)

5'-CTCCCATGTCTTAAGACAAA G-3..
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-ITS 2F a72°C; 72°C
-ITS2R por 5 minutos
Anaplasma
spp./ 94°C por 5
Ehrlichia 5-CCAGGCTTTATGTCAACTGC-3' minutos; 40 Gofton et al.,
spp. 5-CGATGACCAAAACCCAT-3 800 ciclos: 30 2016
(gltA) segundos a
F4b 94°C, 30 Mdiller et al.,
R1b 5-TTYATGTCYACTGCTGCKTG-3' segundos a 2018
5-GCNCCMCCATGMGCTGG-3' 650 55°Cel
EHR- minutos a 72°C;
CS136F 72°C por 10
EHR- minutos;
CS778R
94°C por 5
minutos; 34
ciclos: 30
segundos a
94°C, 30
segundos a
55°C e 1 minuto
a72°C; 72°C
por 10 minutos
Anaplasma
spp./ HS1a (5'-AlIT GGG CTG GTAITG AAA T- 3 ciclos: 94°C
Ehrlichia 3) 1300 por 1 minuto
spp. 48°C por 2 Sumner et
(groEL) and HS6a (5-CCI CCI GGI ACI AIA CCT minutos e 72°C al., 1997
-HSla TC-3)) por 90
-HS6a segundos; 37
543 HS43 (5-AT[AIT] GCA/T] AA[G/A] GAA Cl'Crmiufgfseg
-HSVR GCATAG TC-3)) and 1297 por 2 minutos,
HSVR (5'-CTC AAC AGC AGC TCT AGT 72°C por 90
} segundos e
AGC-3') 72°C por 5
minutos.
Anaplasma 94°C por 3
spp./ minutos; 30
Ehrlichia 842 ciclos: 30 Zhang et al.,
spp. segundos a 2016
(groEL) 94°C, 30
groEL-1F | 5-TATAGCTAGCATAATTACCCAGAGC-3’ segundos a
groEL-1R 5-GGTTAGTTCTGCTTTCGATGC-3 55°C e 1he 30
minutos a 72°C;
72°C por 10
minutos;
groEL-2F 94°C por 3
groEL-2R minutos; 30
5-TTATGTCTATGCGCCGTG-3 ciclos: 30
5-CGGACCTTGCCACATTTT-3 339 segundos a
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94°C, 30
segundos a
55°C e 1 minuto
a72°C; 72°C
por 10 minutos
Anaplasma
spp. 94°C por 30
(msp4) 5- ~870 segundos; 34 De la Fuente
GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTG ciclos: 30 et al., 2007
MSP45 TTTAC-3 segundos a
MSP43 94°C, 30
5- segundos a
CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTG 60°C e 1 minuto
C-3 a72°C; 72°C
por 5 minutos
Anaplasma Singh et al.,
spp. 94°C por 5 2012
(mspb) minutos; 34
Amar msp5 GCATAG CCT CCG CGT CTTTC ciclos: 1 minuto
eF a94°C, 1
Amar msp5 TCC TCG CCT TGG CCC TCA GA 458 minuto a 58°C e
eR 1 minuto a
Amar msp5 TAC ACG TGC CCT ACC GAG TTA 72°C; 72°C por
iF: 10 minutos
Anaplasma 94°C por 3 Oh et al.,
spp. 5'-AAG CTT AAC ACA TGC AAG TCG AA- 1406 minutos; 35 2014
(16S rRNA) 3 ciclos: 94°C por
AEL1lF 30 segundos,
AE1R 5'- AGT CAC TGA CCC AAC CTT AAATG- 59°C por 30
3 segundos e
72°C por 30
segundos; 72°C
por 5 minutos
Ehrlichia
spp. 94°C por 3 Inayoshi et
(omp-1) minutos; 35 al., 2004
-Conp 28F1 5AT(C/T)AGT(G/C)AAA(A/G)TA ciclos: 94°C por
-Conp 28R1 (T/C)(AIG)T(G/A)CCAA-3’ 1 minuto, 50°C
5TTA(G/A)AA(A/G)G(CIT)AAA( por 1 minuto e
-Conp 28F2 C/T)CT(T/G)CCTCC-3 300 72°C por 2
-Conp 28R2 minutos; 72°C
5'CAATGG(A/G)(T/A)GG(T/C)C por 5 minutos
C(AIC)AGA(AG)TAG-3
5TTCC(T/C)TG(A/G)TA(A/G)G(
AIC)AA(TIG)TTTAGG-3
Ehrlichia
spp. 94°C por 3
(sodB) minutos; 55
- ciclos: 94°C por
sodbEhr160 5- ATGTTTACTTTACCTGAACTT 10 segundos, O’Nion et al.,
0-F CCATATC-3 600 58°C por 10 2015



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X18302383?via%3Dihub#bbib0250
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1877959X18302383?via%3Dihub#bbib0250
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sodbEhrl60 segundos e
0-R 5'- ATCTTTGAGCTGCAAAATCCC AATT- 72°C por 15
3 segundos; 72°C
por 30
segundos
Ehrlichia Greiman et
spp. 95°C por 5 al., 2014
(16S rRNA) 5-TCAGAACGAACGCTAGCGGT-3 minutos; 40
-n16S 25F 5'- 1470 ciclos: 30
-n16S AAAGGAGGTAATCCAGCCGCAGGTTCA segundos a
1500R C-3 95°C, 30
segundos a
-n16S 50F 5’- 56°C e 30
-N16S TAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACG-3 segundos a
1400R 72°C; 72°C por
5-CGGTTAGCTCACTAGCTTCGAGTAA- 7 minutos
3 As condi¢Bes
de nested firam
as mesmas
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Material Suplementar Tabela SM2. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores,

tamanhos dos amplicons e sequéncias térmicas utilizadas nos ensaios de PCR de

triagem e caracterizacdo molecular para Bartonella spp.

Marcador Sequéncias dos oligonucleotideos Tamanho Sequéncias Referéncias
Molecular iniciadores do térmicas
amplicon
(pb)
16S-23S BspplTS325S Forward 95°C por 3 Oteo et al.,
ITS (5 - minutos; 45 2017
CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGG 243 ciclos de 94°C
CG-3) por 10
543as Reverse segundos, 68°C
(5 - por 10
AATTGGTGGGCCTGGGAGGACTTG - 3’) segundos, 72°C
BsppITS500 por 10
(5 - segundos e
[6BFAM]GTTAGAGCGCGCGCTTGATAAG] leitura de placa;
BHQ1] - 3) 72°C por 30
segundos
gltA BhCS.781p (gltA F) 95°C por 5 Norman et
(5 GGGGACCAGCTCATGGTGG- 3) minutos; 35 al., 1995
BhCS.1137n (gltA R) 380-400 ciclos de 95°C
(5 AATGCAAAAAGAACAGTAAACA- 3) por 30
segundos, 51°C
por 30
segundos e
72°C por 2
minutos; 72°C
por 5 minutos
ftsz ftsZ F 94°C por 2 Paziewska et
(5 - minutos; 40 al., 2011
CATATGGTTTTCATTACTGCYGGTATGG- 515 ciclos de 94°C
3" por 2 minutos,
ftsZ R 61°C por 45
(5 - segundos e
TTCTTCGCGAATACGATTAGCAGCTTC- 72°C por 45
3" segundos; 72°C
por 7 minutos
groEL groEL F 94°C por 2 Paziewska et
(5' -GGAAAAAGTGGGCAATGAAG- 3') minutos; 40 al., 2011
groEL R 752 ciclos de 94°C
(5" -TCCTTTAACGGTCAACGCATT- 3" por 2 minutos
47°C por 45
segundos e
72°C por 45
segundos; 72°C
por 7minutos
nuoG nuoG F 94°C por 5 Colborn et
(5 -GGCGTGATTGTTCTCGTTA- 3)) minutos; 35 al., 2010)
nuoG R 346 ciclos de 94°C

(5 -CACGACCACGGCTATCAAT -3)

por 30




segundos, 53°C
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por 30
segundos e
72°C por 5
minutos; 72°C
por 5 minutos

pap-31 165s 95°C por 5 Maggi e
(5 -GACTTCTGTTATCGCTTTGATTT- 3) minutos; 45 Breitschwerd
688as 564 ciclos 94°C por t, 2005
(5" -CACCACCAGCAAMATAAGGCAT- 3" 30 segundos,
56°C por 30
segundos e
72°C por 45
segundos; 72°C
por 5 minutos
rpoB 1400F 94°C por 2 Renesto et
(5 -CGCATTGGCTTACTTCGTATG- 3) minutos; 35 al., 2001
2300R 825 ciclos de 94°C
(5" -GTAGACTGATTAGAACGCTG- 3) por 30
segundos, 53°C
por 30
segundos e
72°C por 1
minuto; 72°C
por 2 minutos
ribC Barton-1 95°C por 10 Johnson et
(5 -TAACCGATATTGGTTGTGTTGAAG- minutos; 37 al., 2003
3" 585-588 ciclos de 95°C
Barton-2 por 1 minutos,
(5’ - 51°C por 1
TAAAGCTAGAAAGTCTGGCAACATAACG minuto e 72°C
-3) por 1 minuto;
72°C por 3

minutos
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Material Suplementar Tabela SM3. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores,

tamanhos dos amplicons e sequéncias térmicas utilizadas nos ensaios de PCR para

triagem e caracterizagao molecular para hemoplasmas.

Gene Sequéncias dos oligonucleotideos Tamanho Sequéncias Referéncias
do térmicas
amplicon
(pb)

Triagem 5- 620 94°C por 2 Maggi et al.,
(16S rRNA) | GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT- minutos; 35 20132
-Myco16S- 3 ciclos: 15

322s segundos a
-Myco016S- | 5-CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC- 94°C, 10
938as 3. segundos a
68°C e 15
segundos a
72°C; 72°C por
30 segundos
Caracteriza 95°C por 2 Maggi et al.,
¢cao 5-GYA TGC MTA AYA CAT GCA AGT 900 minutos; 55 2013b
(16S rRNA) CGA RCG-3= ciclos: 15
- segundos a
HemMycop 94°C, 10
16S-41s 5-CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC- segundos a
3 68°C e 15
-Myco016S- segundos a
938as 72°C; 72°C por
30 segundos
(16S rRNA) 95°C por 5 Di Cataldo et
HemMycop minutos; 35 al., 2020
HemoF1 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3' ciclos: 30
1428 segundos a
HemoR2 5" TACCTTGTTACGACTTAACT 3' 95°C, 30
1107 segundos a
HemoF2 5' ATATTCCTACGGGAAGCAGC 3 57°C e 1 minuto
a72°C; 72°C
por 10 minuto
(23S rRNA) 94°C por 3 Mongruel et
23S_Haem 5-TGAGGGAAAGAGCCCAGAC-3' 800 minutos 35 al., 2020
o F ciclos: 30
23S_Haem 5-GGACAGAATTTACCTGACAAGG-3 segundos a
o R 94°C, 30
segundos a
54°C e 60
segundos a

72°C; 72°C por

10 minutos
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Material Suplementar Tabela SM4. Resultados obtidos em ensaios quantitativos de (qQ)PCR em tempo real e

(c)PCR convencional para Bartonella spp. em amostras de sangue e baco de tatus e tamanduas amostrados nos estados

de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo.

Estado Espécie/lID/Amostra biolégica Triagem gPCR (ITS) Caracterizagdao cPCR
E (%) R? Slope Y-intercept Cq Média Média de gltA ftsZ rpoB nuoG pap-
Cq Quantificagao 31
de cépias/uL

MS Euphractus sexcinctus/ 34,2/33, - - - -
ES _01_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 68 NQ NQ

MS Euphractus sexcinctus/ 34,74/34 - - - -
ES _02_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,84 34,79 4,8305 x 10

MS Euphractus sexcinctus/ 34,32/34 - - - -
ES 03 _DOC/ Sangue 103,1 0, 937 -3,251 35,471 ,32 34,32 6,603 x 10

MS Euphractus sexcinctus/ 34,9/36, NQ NQ - - - -
ES 08 _DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 58

MS Euphractus sexcinctus/ NQ NQ - - - -
ES_10_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 18,17 /N

MS Euphractus sexcinctus/ 20,98/36 NQ NQ - - - +
ES_12_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,76

MS Euphractus sexcinctus 36,22/36 - - - -
/ES_14_DOC/ Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 5 36,36 3,5045 x 10"

MS Euphractus sexcinctus 35,93/36 - - - -
/ES_16_DOC/ Sangue 103,1 0, 937 -3,251 35,471 ,24 36,085 6,506 x 10!

MS Euphractus sexcinctus 36,57/18 NQ NQ - - - -
/ES_17_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,03

MS Euphractus sexcinctus 36,67/35 NQ NQ - - - -
/ES_23 DOC/ Sangue 103,1 0, 937 -3,251 35,471 9

MS Euphractus sexcinctus 34,87/34 - - - -
/ES_25 DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,92 34,895 4,486 x 10

MS Euphractus sexcinctus 38,04/36 NQ NQ - - - -
/ES_29 DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,49

MS Euphractus sexcinctus 34,75/37 NQ NQ - - - -
/ES_31_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,63

MS Euphractus sexcinctus NQ NQ - - - -
/ES_35 DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 39,02/ N

MS Euphractus sexcinctus 38,73/34 NQ NQ - - - -
/ES_36 _DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,65

MS Euphractus sexcinctus 36,17/36 - - - -
/ES_37 _DOC/ Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,45 36,31 3,622 x 10

MS Euphractus sexcinctus NQ NQ - - - -
/ES_39 _DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 35,85/ N
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MS Euphractus sexcinctus NQ NQ - -
/ES_40_DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 38,04/ N
MS Euphractus sexcinctus 18,21/35 NQ NQ - -
/ES_43 DOC/ Sangue 103,1 0, 937 -3,251 35,471 42
MS Euphractus sexcinctus 34,33/34 - -
/ES_49 DOC/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 ,36 34,345 6,6965 x 10
MS Euphractus sexcinctus 35,74/35 NS -
/ES_51_DOC/ Sangue 99,8 0,969 -3,327 36,097 77 35,755 1,269 x 10
MS Euphractus sexcinctus /NEC 86/ 35,01/35 NS NS
Bacgo 99,8 0,969 -3,327 36,097 ,13 35,07 2,039 x 10
MS Euphractus sexcinctus /NEC 80/ 33,41/38 NS +
Bacgo 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,02 NQ NQ
MS Priodontes maximus/ 34,79/34 - -
TC 36 _DOC _50/ Sangue 107,1 0,991 -3,163 36,954 72 34,755 4,9605 x 10
MS Priodontes maximus/TC18 NQ NQ - -
Jessica/ Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 20,15/ N
MS Priodontes maximus/TC 22 36,16/28 NQ NQ - -
Mafalda/ Sangue 99,8 0,969 -3,327 36,097 ,36
MS Priodontes maximus/TC 33 NQ NQ - -
Sara/ Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 38,94/ N
MS Priodontes maximus/TC 32 19,28/34 NQ NQ - -
Gala/ Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,67
MS Priodontes maximus/ TC 11/ NQ NQ - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 36,5/ N
MS Priodontes maximus/ TC 23/ NQ NQ - -
Sangue 102,5 | 0, 941 -3,24 33,972 30,51/ N
MS Priodontes maximus/ TC 16/ NQ NQ - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 33,86/ N
MS Priodontes maximus/ TC 22/ 38,02/33 NQ NQ - -
Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,46
MS Dasypus novemcinctus /DN02/ NQ NQ - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 37,66/ N
MS Tamandua tetradactyla /NEC 99/ NQ NQ NS -
Bacgo 95,1 0,804 -3,444 34,786 37,42/ N
MS Tamandua tetradactyla /NEC 94/ 38,8/38, NS -
Bacgo 95,1 0,804 -3,444 34,786 7 38,75 7,062 x 102
MS Tamandua tetradactyla /NEC 30,78/35 NQ NQ - -
108/ Bago 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,38
SP Tamandua tetradactyla/B_53 NQ NQ - -
Unespl Bago 107,1 0,991 -3,163 36,954 34,46/ N
MS Myrmecophaga tridactyla/NEC 34,65/38 NQ NQ - -
103/ Bago 95,1 0,804 -3,444 34,786 7
MS Myrmecophaga tridactyla/NEC NQ NQ - -
90/ Bago 99,8 0,969 -3,327 36,097 35,96/ N
MS Myrmecophaga tridactyla/NEC 27,39/35 NQ NQ - -
92/ Bago 99,8 0,969 -3,327 36,097 ,32
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MS Myrmecophaga tridactyla/NEC NQ NQ - - - -
88/ Baco 95,1 0,804 -3,444 34,786 38,96/ N
MS Myrmecophaga tridactyla/NEC 42,73/36 NQ NQ - - - -
87/ Baco 99,8 0,969 -3,327 36,097 7
MS Myrmecophaga tridactyla//NEC NQ NQ - - - -
101/ Bago 95,1 0,804 -3,444 34,786 36,4/ N
MS Myrmecophaga tridactyla//TB27/ 37,62/38 NQ NQ - - - -
Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,58
MS Myrmecophaga tridactyla//TB10/ NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0, 941 -3,24 33,972 35,44/ N
MS Myrmecophaga tridactyla//TB31/ 32,66/32 - - - -
Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,45 32,555 4,449 x 10
MS Myrmecophaga tridactyla/TB53/ - - - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 35,68/ N NQ NQ
MS Myrmecophaga tridactyla//TB14/ 34,29/34 - - - -
Sangue 107,9 0,972 -3,146 35,416 ,22 34,255 2,337 x 10
MS Myrmecophaga tridactyla//TB72/ 34,37/32 - - - -
Sangue 95,1 0,804 -3,444 34,786 ,91 NQ NQ
MS Myrmecophaga tridactyla//TB25/ 37,36/37 - - - -
Sangue 107,9 0,972 -3,146 35,416 ,57 37,465 2,2435 x 10"
MS Myrmecophaga tridactyla//TB29/ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 26,28/ N NQ
MS Myrmecophaga tridactyla//TB03/ NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 34,73/ N
MS Myrmecophaga tridactyla//TB24/ 35,22/40 NQ NQ - - - -
Sangue 107,9 0,972 -3,146 35,416 ,27
MS Myrmecophaga tridactyla//TB02/ NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 36,4/ N
MS Myrmecophaga tridactyla//TB04/ NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0,941 -3,24 33,972 41,86/ N
MS Myrmecophaga tridactyla/TB54/ NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0,942 -3,24 33,973 25,05/ N
MS Myrmecophaga tridactyla//TB48/ 35,32/29 NQ NQ - - - -
Sangue 107,9 0,972 -3,146 35,416 ,65
MS Myrmecophaga tridactyla//TB59/ 39,86/35 NQ NQ - - - -
Sangue 102,5 | 0, 941 -3,264 33,972 ,95

Nota: MS: Mato Grosso de Sul; SP: Sdo Paulo; ID: identificacdo; E: eficiéncia; R%: coeficiente de determinacéo; NQ:

nao quantificavel; SQ: Média de Quantificacédo de cépias/uL; N: ndo amplificou; NS: amostra positiva, mas néo sequenciada

devido a baixa intensidade de produto de amplificacéo; +: amostra positiva e sequenciada; -: amostras negativas.
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