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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.
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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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