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OCORRENCIA DE Ehrlichia E Anaplasma EM ROEDORES NO BRASIL

RESUMO - Embora novos genoétipos de agentes Anaplasmataceae vém
sendo detectados em carnivoros selvagens, aves selvagens e cervideos no Brasil,
poucos sdo o0s estudos acerca da circulacdo destes patdgenos em pequenos
mamiferos em nosso territorio. O presente trabalho teve como objetivo investigar a
presenca de DNA de Ehrlichia e Anaplasma em roedores amostrados no Brasil. Entre
2000 e 2011, diferentes espécies de roedores [n = 60] foram capturadas em cinco
biomas brasileiros. As amostras de baco de roedores foram submetidas a extracéo
de DNA utilizando um kit comercial. A presenca de DNA de Ehrlichia e Anaplasma foi
investigada utilizando ensaios de PCR em tempo real e convencionais dirigidos a
varios genes. Dentre as 458 amostras de baco de roedores testadas, 0,44% (2/458)
mostraram-se positivas para Ehrlichia spp. e 2,40% (11/458) para Anaplasma spp.,
pelos ensaios de PCR em Tempo Real multiplex baseados no gene groESL. A
guantificacdo média do numero de copias de um fragmento do gene groESL por
microlitro variou de 1,071 x 10%a 2,808 x 10% cépias para Ehrlichia spp. e 1,123 x 10°
a 1,310 x 10? para Anaplasma spp. Pelos ensaios de PCR convencional baseados no
gene 16S rRNA, 1,09% (5/458) das amostras mostraram-se positivas para Ehrlichia
sp. e 1,97% (9/458) para Anaplasma sp. Andlises filogenéticas de maxima
verossimilhanca baseada em um fragmento de 546 pb do gene 16S rRNA
posicionaram o0s genoétipos de Anaplasma detectados em roedores préoximos a A.
phagocytophilum ou isolados de A. marginale e A. odocoilei. Por outro lado, os
gendtipos de Ehrlichia detectados em roedores amostrados mostraram-se
intimamente relacionados com E. canis com base na analises filogenéticas de um
fragmento de 358 pb do gene 16S rRNA. O presente estudo mostrou baixa

ocorréncia de Anaplasma e Ehrlichia em roedores no Brasil.

Palavras-Chave: Analise filogenética, Anaplasmataceae, Brasil,
caracterizacdo molecular, PCR em Tempo Real Quantitativa, roedores.



OCCURRENCE OF Ehrlichia AND Anaplasma IN RODENTS IN BRAZIL

ABSTRACT - Although new genotypes of Anaplasmataceae agents have
been detected in wild carnivores, wild birds and deer in Brazil, few reports have been
done in order to assess the circulation of these pathogens in small mammals in our
territory. The present work aimed to investigate the presence of Ehrlichia and
Anaplasma in rodents sampled in Brazil. Between 2000 and 2011, different rodent
species [n=60] were trapped in five Brazilian biomes. Rodents' spleen samples were
submitted to DNA extraction using a commercial kit. The presence of Ehrlichia and
Anaplasma DNA was investigated using real time and conventional PCR assays
targeting several genes. Among 458 rodent tested spleen samples, 0.44% (2/458)
were positive for Ehrlichia spp. and 2.40% (11/458) for Anaplasma spp., by a
multiplex gPCR assay based on groESL gene. The mean quantification of the number
of copies of 83pb groESL gene fragment per microliter ranged from 1,071 x 107 to
2,808 x 10? copies for Ehrlichia spp., and 1,123 x 10° to 1,310 x 10? for Anaplasma
spp. Out of 458 samples tested, 1.09% (5/458) were positive for Ehrlichia sp. and
1.97% (9/458) for Anaplasma sp. by cPCR assays based on 16S rRNA gene.
Maximum Likelihood phylogenetic analyse based on 546pb fragment of 16S rRNA
gene positioned the Anaplasma genotypes detected in rodents near to A.
phagocytophilum or A. marginale and A. odocoilei isolates. On the other hand, the
Ehrlichia genotypes detected in sampled rodents were closely related to E. canis,
according to the phylogenetic analyses based on 358pb 16S rRNA gene fragment.
The present study showed a low occurrence of Anaplasma and Ehrlichia in rodents in

Brazil.

Keywords: Anaplasmataceae, Brazil, molecular characterization, Phylogenetic

analysis, quantitative Real Time PCR, rodents.
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1. INTRODUCAO

Estudos recentes tém sido desenvolvidos objetivando uma maior
compreensdo dos fatores relacionados a ocorréncia de enfermidades transmitidas
por artropodes. Neste sentido, a interacdo entre carrapatos vetores com hospedeiros
mamiferos desempenha papel fundamental na dindmica que mantém tais agentes no
ambiente (RIZZOLI et al., 2014). Neste ambito, a avaliagdo do papel de roedores nos
ciclos de transmissao das bactérias da familia Anaplasmataceae tem contribuido
para a determinacdo de aspectos relevantes na epidemiologia das doencas
causadas por esses agentes em diversas regides do mundo.

No Brasil, os primeiros casos suspeitos de erliquiose humana, possivelmente
associados a Ehrlichia chaffeensis, foram observados por Calic et al. (2004) em duas
pessoas no estado de Minas Gerais. Os pacientes em questao apresentaram sinais
clinicos (febre, mialgia, vomitos, nausea e dores de cabeca) e laboratoriais
(leucopenia, trombocitopenia, alterac6es dos valores de transaminases hepéticas e
bilirrubina) sugestivos da enfermidade, além de mostraram-se sorologicamente
positivos para E. chaffeensis pela Reacao de Imunofluorescéncia Indireta.

Em areas rurais no estado de Minas Gerais, Costa et al. (2005; 2006)
relataram soroprevaléncia de 10,5% (46/437) para E. chaffeensis em uma populagéo
humana aparentemente saudavel; adicionalmente, anticorpos anti-E. chaffeensis
foram detectados em sete pacientes com sinais clinicos sugestivos e fatores
epidemiologicos predisponentes (contato com animais e carrapatos) para erliquiose,

com destaque para ocorréncia de febre com duracdo média de 6 dias. Tais trabalhos



demonstram a possivel exposicdo de seres humanos no Brasil a agentes
Anaplasmataceae, embora ndo possa ser descartada a ocorréncia de reacao
sorologica cruzada entre Anaplasma phagocytophilum e E. chaffeensis e entre E.
chaffeensis e Bartonella quintana (COSTA et al., 2005).

Recentemente, Vieira et al. (2013) demonstraram soroprevaléncia de 5%
(5/100) tanto para Ehrlichia canis como E. chaffeensis, por meio da Reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta, com titulos variando de 64 a 512 e 64 a 256,
respectivamente,em seres humanos amostrados em areas rurais no estado do
Parana.

Embora roedores sejam incriminados como reservatérios de A.
phagocytophilum nos Estados Unidos (FOLEY et al., 2002) e Europa (OBIEGALA et
al., 2014), poucos séo os estudos conduzidos a respeito da ocorréncia de agentes
Anaplasmataceae em pequenos mamiferos de vida livre no Brasil. Em estudo
realizado por Wolf et al. (2016), no qual houve a investigacdo da ocorréncia de
Ehrlichia e Anaplasma spp. em pequenos mamiferos capturados no Pantanal do
Mato Grosso, no qual detectou-se a presenca de um genétipo 99% similar a
Anaplasma spp. em uma das amostras (0,01%) de roedor da espécie Hylaeamys
megacephalus.

Aindam em nosso pais, novos genotipos de agentes Anaplasmataceae vém
sendo detectados em carnivoros, aves e cervideos selvagens (MACHADO et al.,
2012; SACCHI et al., 2012, ANDRE et al., 2010; 2012; SILVEIRA et al., 2012; 2015).
Desta forma, o presente trabalho objetiva investigar a ocorréncia de Ehrlichia e

Anaplasma em roedores de vida livre em diversas regibes do Brasil. O



sequenciamento das amostras positivas a partir de tecidos de roedores permitira
situd-las em um contexto de parentesco evolutivo com sequéncias previamente
depositadas no GenBank. No futuro, o presente trabalho podera contribuir para a
delimitacdo de &reas nas quais ocorra a possibilidade de transmissdo destes
patdégenos para animais domésticos e seres humanos, auxiliando na elaboragéo de

medidas de controle eficientes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Infecg@o por agentes da familia Anaplasmataceae
2.1.1. Taxonomia

A familia Anaplasmataceae, pertencente a ordem Rickettsiales, é composta
por alfa-proteobactérias gram-negativas, compreendendo os géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia (DUMLER et al., 2001).

Parasitas intracelulares obrigatorios, as bactérias pertencentes aos géneros
Anaplasma e Ehrlichia replicam-se em vacuolos intracitoplasmaticos de neutrofilos,
mondcitos, macrofagos e eritrécitos (DUMLER et al., 2001; RAR et al.,, 2011),
formando microcoldnias chamadas de moérulas e causando infecces em humanos e
varias espécies de animais domeésticos e selvagens. Grande parte das erliquioses e
anaplasmoses descritas em humanos sdo zoonoses transmitidas por carrapatos
(DOUDIER et al., 2010; ISMAIL et al., 2010; WOLDEHIWET, 2010).

Desta forma, tais enfermidades representam um risco crescente a saude

publica e animal, principalmente devido as mudancas ecologicas e climéaticas que



ocorrem no planeta. Visto que a dinamica que mantém essas bactérias no ambiente
€ determinada principalmente pela interagdo entre carrapatos vetores com
hospedeiros mamiferos, a mesma pode ser influenciada por fatores climaticos como
temperatura, precipitacdo e umidade relativa (HARRUS e BANETH, 2005; RIZZOLI

et al., 2014).

2.1.2. Agentes etioldgicos e principais formas de transmisséo

A. phagocytophilum é o agente causador da Anaplasmose Granulocitica
Humana, Febre dos Carrapatos em Ruminantes, Anaplasmose Granulocitica Equina
e Anaplasmose Granulocitica dos caes e gatos (WOLDEHIWET et al., 2010; RAR et
al., 2011). Carrapatos pertencentes ao género Ixodes atuam como vetores
competentes desta bactéria, a qual pode sobreviver ao processo de muda e infectar
um novo hospedeiro durante a proxima alimentacdo destes artropodes, embora a
transmissao transovariana nao ocorra (RIZZOLI et al., 2014; BACKKEN e DUMLER,
2000). Os carrapatos do complexo Ixodes persulcatus estdo associados a
transmissdo do agente no Hemisfério Norte (RIZZOLI et al., 2014; WOLDEHIWET et
al.,, 2010). Na Europa, os carrapatos Ixodes ricinus e Ixodes trianguliceps sao
considerados os principais vetores do A. phagocytophilum (DOUDIER et al., 2010;
BLANAROVA et al., 2014). Ainda, Paulauskas et al. (2012) detectaram DNA de A.
phagocytophilum em Dermacentor reticulatus na Lituania. Ja nos Estados Unidos, a
espécie Ixodes scapularis atua como vetor competente nas regides Nordeste,
Centro-Oeste e Norte; na regido oeste, Ixodes pacificus apresenta maior

competéncia vetorial, qguando comparado a outras espécies de carrapatos (RAR et



al., 2011; RUSSART et al., 2014). Quando infectados, animais e humanos podem
apresentar desde infeccdo assintomatica a doenca fatal. O que pode variar
dependendo de fatores relacionados ao hospedeiro, e isolado do agente em questao.
A febre é o sinal clinico mais comumente observado. Achados laboratoriais como
anemia, trombocitopenia e leucopenia, que ocorrem devido a multiplicacdo
bacteriana, sdo paradmetros importantes no diagnéstico (ISMAIL et al., 2010;
WOLDEHIWET et al., 2010). No Brasil, Anaplasma spp. filogeneticamente
relacionado ao A. phagocytophilum foi detectado em carnivoros selvagens (ANDRE
et al., 2012), aves selvagens (MACHADO et al., 2012) e gatos domésticos (ANDRE
et al.,, 2014). O agente também foi detectado, por meio da PCR em tempo real, em
caes e carrapatos das espécies Rhipicephalus sanguineus sensu lato e Amblyomma
sculptum (citado como A. cajennense) no Rio de Janeiro (SANTOS et al., 2013) e,
por meio da PCR convencional, em veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) e em
um céo no estado de Minas Gerais (SILVEIRA et al., 2012; 2015).

Também pertencente a familia Anaplasmataceae, E. chaffeensis € o agente
zoonotico causador da Erliqguiose Monocitica Humana, que ocorre principalmente em
pacientes com histérico de imunodeficiéncia (RAR et al., 2011). O agente em questdo
esta associado também a infeccBes em outras espécies de mamiferos domésticos e
selvagens em territorio norte-americano, incluindo cées, bovinos, cabras, raposas e
coiotes (DE LOS SANTOS et al., 2007; DOUDIER et al., 2010). No Brasil, um agente
filogeneticamente préximo a E. chaffeensis foi detectado em cervos-do-pantanal e
aves carnivoras, por meio de técnicas moleculares e sorologicas (SACCHI et al.,

2012; MACHADO et al.,, 2012). Nos Estados Unidos, carrapatos da espécie



Amblyomma americanum e veados da espécie Odocoileus virginianus (veado-de-
cauda-branca) sdo considerados o0s principais vetores e reservatorios da E.
chaffeensis, respectivamente (RAR et al., 2011). Carrapatos das espécies
Dermacentor variabilis e |. pacificus também podem ser infectados com E.
chaffeensis, possivelmente atuando como vetores em outras regides (WALKER et al.,
2004). Os sinais clinicos mais comumente observados na infeccéo por E. chaffeensis
em humanos séo febre, dores de cabeca, mialgia e nduseas, 0s quais ocorrem
normalmente nove dias p0és-infeccdo, variando desde uma doenca febril leve a
enfermidade severa (RAR et al., 2011). Devido a inexisténcia de sinais clinicos
especificos, 0s achados laboratoriais tornam-se importantes no diagndéstico,
destacando-se leucopenia, neutrofilia, trombocitopenia e elevacdo dos niveis de
transaminases hepaticas (WALKER et al., 2004; DOUDIER et al., 2010; ISMAIL et
al., 2010).

O agente causador da Erliguiose Monocitica Canina, E. canis, tem como
hospedeiros principais caes domésticos e canideos selvagens, sendo transmitido por
carrapatos das espécies Rhipicephalus sp. e D. variabilis (LITTLE, 2010; RAR et al.,
2011). Trabalhos recentes propdem que o taxon R. sanguineus sensu lato é
possivelmente composto por pelo menos duas cepas, morfolégica e geneticamente
distintas na regido Neotropical. Aléem do tamanho dos carrapatos, que tende a ser
menor em regides proximas ao Equador em relacdo aos carrapatos encontrados em
latitudes superiores, existem diferencas na competéncia vetorial para E. canis entre
estas linhagens, na qual apenas a linhagem tropical apresentou-se como vetor

competente de E. canis (MORAES-FILHO et al. 2015; SANCHES et al., 2015).



O carrapato Amblyomma cajennense (Fabricius) pertence a um complexo de
espécies que atualmente compreende seis taxons (BEATI et al., 2013; NAVA et al.,
2014). No Brasil, A. cajennense s.s. Ocorre na regido amazoénica até o estado de
Mato Grosso (em parte), enquanto Amblyomma sculptum Berlese, o vetor real de
Rickettsia rickettsii, ocorre no resto do Brasil, no norte da Argentina, Bolivia e
Paraguai (MARTINS et al., 2016).

Novos gendtipos de Ehrlichia spp. filogeneticamente préximos a E. canis e E.
chaffeensis, foram detectados em canideos e felideos selvagens mantidos em
cativeiro no Brasil (ANDRE et al., 2010; 2012). Na Venezuela, dentre uma amostra
de pacientes humanos com sinais clinicos sugestivos de erliquiose (febre com 2 a 6
dias de duracédo, erupgOes cutaneas, dores de cabeca, mialgia, trombocitopenia e
leucopenia), 30% (6/20) mostraram-se positivos para E. canis por meio da PCR
baseada no gene 16S rRNA (PEREZ et al., 2006). Recentemente, foi relatada a
presenca de DNA de E. canis e anticorpos especificos contra este agente em
amostras de sangue provenientes de doadores na Costa Rica. Das 280 amostras de
humanos analisadas, 10 (3,6%) mostraram-se positivas aos ensaios de PCR
baseados no gene dsb (BOUZA-MORA et al., 2016).

Ehrlichia ewingii, por sua vez, apresenta como principais vetores carrapatos
da espécie A. americanum (responsavel pela manutencdo do agente nos Estados
Unidos) e estd associada a erliguiose granulocitica em caes e humanos.
Diferentemente das outras espécies pertencentes a esse género, E. ewingii infecta
granulécitos, embora os sinais clinicos observados sejam semelhantes aqueles

apresentados em outras erliquioses (RAR et al., 2011). Ainda, DNA deste agente foi



detectado em carrapatos da espécie R. sanguineus sensu lato em Oklahoma, nos
Estados Unidos, e em Camardes (MURPHY et al., 1998; NDIP et al., 2007).
Anaplasma platys, causador da trombocitopenia ciclica infecciosa canina,
parasita principalmente trombdcitos de cdes. Este agente apresenta como possiveis
vetores 0s carrapatos das espécies R. sanguineus, Rhipicephalus turanicus e
Rhipicephalus evertsi (DUMLER et al., 2001; SILAGHI et al., 2017). No Brasil, o
referido agente vem sendo detectado em cées de diversas regides (DAGNONE et al.,
2009; COSTA-JUNIOR et al.,, 2013; da SILVA et al., 2016; MELO et al., 2016).
Adicionalmente, um genatipo filogeneticamente relacionado a A. platys foi detectado

em cervideos da espécie Blastocerus dichotomus (SACCHI et al., 2012).

2.1.3. Epizootiologia dos agentes da familia Anaplasmataceae em roedores
Identificar tendéncias temporais na prevaléncia de doencgas infecciosas e seus
vetores é um passo importante parauma melhor compreensaoe gestao de surtos de
doencas no futuro (REJMANEK et al.,, 2011). Desta forma, estudos recentes tém
demonstrado a importancia de pequenos mamiferos no ciclo epidemiolégico dos
patdgenos transmitidos por carrapatos (SZEKERES et al., 2014). Estudos prévios
demonstram a importancia dos roedores selvagens na manutencdo de agentes
Anaplasmataceae na natureza, atuando como reservatorios para os patégenos em
guestdo e como hospedeiros para os estagios imaturos de carrapatos vetores, o que
consequentemente oferece riscos a saude humana e animal (FOLEY et al., 2002;

OBIEGALA et al., 2014).



Nicholson et al. (1999), ao amostrarem roedores da espécie Neotoma fuscipes
no norte da Califérnia, Estados Unidos, encontraram soroprevaléncia de 68% (25/74)
frente a A. phagocytophilum. Das amostras soropositivas, 68% (17/25) mostraram-se
também positivas a PCR convencional baseada no gene groESL para o agente em
guestdo. Ainda, 10% (5/51) dos roedores da espécie Peromyscus truei amostrados
mostraram-se sorologicamente positivas, sendo que apenas uma dessas também se
mostrou positiva a PCR para A. phagocytophilum. Por outro lado, nenhuma das cinco
(9%) amostras soropositivas de Peromyscus maniculatus mostraram-se positivas na
PCR para o agente supracitado. Segundo Nicholson et al. (1999), tais resultados
sugerem a possibilidade de alta incidéncia de infeccdo por A. phagocytophilum ou
periodo prolongado de bacteremia neste grupo de animais.

Utilizando a técnica de PCR convencional baseada no gene msp-2, Foley et
al. (2008a) detectaram A. phagocytophilum em 3,8% (33/652) das amostras de
sangue total colhidas de roedores de 12 espécies nas regibes central e norte da
Califérnia. J& em outro estudo, uma soroprevaléncia de 14,5% (47/325) frente ao
antigeno de A. phagocytophilum foi encontrada dentre uma amostra de diferentes
espécies de roedores (Tamias senex, Glaucomys sabrinus, N. fuscipes, Tamiasciurus
douglasii, Sciurus griseus e Summary beecheyi), espacialmenteagrupados a oeste do
rio Trinity em um raio de 362,8metros no estado Califérnia (FOLEY et al., 2008b).

Em territério Sul Coreano, Chae et al. (2008) detectaram, por meio da PCR
convencional baseada no gene 16S rRNA, a presenca de A. phagocytophilum em
1,1% (7/570) dos carrapatos da espécie Haemaphysalis longicornis e em 1,4%

(10/742) de Ixodes nipponensis, coletados da vegetacdo e também de roedores
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selvagens da espécie Apodemus agrarius. A prevaléncia de E. chaffeensis nestas
duas espécies de carrapatos foi de 9,6% (55/570) e 0,3% (2/742), respectivamente.
Ainda, a prevaléncia de E. chaffeensis em carrapatos da espécie Haemaphysalis
flava foi de 2% (6/306), enquanto que nenhuma amostra mostrou-se positiva para A.
phagocytophilum. Porcentagens de positividade de 5,6% (20/358) e 35,2% (126/358)
para A. phagocytophilum e E. chaffeensis, respectivamente, foram encontradas em
amostras de baco coletadas de roedores da espécie A. agrarius pela técnica de
nested-PCR.

Por meio de infeccdo experimental, Nieto e Foley (2009) observaram que
esquilos da espécie T. ochrogenys mostraram-se como potenciais reservatorios para
A. phagocytophilum. Além disso, mostram certas caracteristicas demogréaficas que
contribuem para a transmissdo do agente, tais como alta densidade populacional,
longa vida util em relacdo a outras espécies de roedores e a capacidade de infectar-
se por longos periodos de tempo. Além disso, a movimentacdo destes animais
poderia resultar em disseminacdo dos carrapatos para outras espécies de
reservatérios vertebrados, o que facilitaria a propagacdo das infec¢cdes por este
agente.

Na regido norte da Califérnia, em estudo realizado para avaliacdo do papel de
pequenos roedores na manutencgao de A. phagocytophilum em ambiente silvestre, foi
observado soropositividade de 21,4% (35/158). Ja pela PCR em tempo real baseada
no gene msp-2, observou-se positividade em 10.6% (15/141) dos roedores da
espécie Tamias ochrogenys. Dos carrapatos das espécies |. pacificus (126), Ixodes

angustus (24), Ixodes ochotonae (2) e Ixodes spinipalpis (2) coletados desses
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roedores, apenas um espécime de |. pacificus mostrou-se positivo a PCR em tempo
real para A. phagocytophilum (FOLEY e NIETO, 2011).

Foley et al. (2011), em estudo realizado no estado da Califérnia, observaram
gue de um total de 628 carrapatos testados para A. phagocytophilumpela PCR em
tempo real, oito espécimes de I. pacificus e 2 adultos de I. ochotonae mostraram-se
positivos. Tais carrapatos foram coletados do ambiente e também de roedores das
espécies N. fuscipes e T. ochrogenys, sendo que 11,8% (4/42) e 8,9% (6,81) destes
animais mostraram-se positivos para A. phagocytophilum pela PCR em tempo real.

Rejmanek et al. (2012), ao infectarem experimentalmente roedores da espécie
N. fuscipes com as estirpes DU-1 e HZ de A. phagocytophilum, verificaram que os
parasitas podem se manter detectaveis em amostras de sangue pela PCR em tempo
real por pelo menos oito meses, confirmando seu papel como reservatorios
competentes para o referido patbgeno zoonético, como proposto anteriormente por
Nicholson et al. (1999). Ainda, roedores da espécie N. fuscipes sdo suscetiveis a
infeccdo por trés isolados de A. phagocytophilum (HZ, MRK e Dog CA),
responsaveis por causar doenca clinica em cavalos e caes (NIETO et al., 2010).

Na regido central da Finlandia, Kallio et al. (2014), por meio da PCR
convencional baseada no gene 16S rRNA, encontraram ocorréncia de 21,9%
(33/151) frente ao A. phagocytophilum em ratazanas da espécie Myodes glareolus.
Ja na regiao sul da Alemanha, Obiegala et al. (2014) observaram, por meio da PCR
em tempo real baseada no gene msp-2, positividade de 1,1% (7/631) para A.
phagocytophilum em amostras de bago e sangue de pequenos roedores das

espécies Apodemus sylvaticus, M. glareolus e Apodemus flavicollis; ainda,l1,7%
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(16/965) dos carrapatos da espécie I. ricinus (ninfas e larvas) colhidos destes animais
também mostraram-se positivos para o agente em questdo. Tal fato indica a
possibilidade de que estas espécies de roedores possam atuar como hospedeiros
acidentais ou reservatérios do patdbgeno em questao.

Blanarova et al. (2014) detectaram, por meio da PCR em tempo real baseada
no gene msp-2, A. phagocytophilum em 1,6% (11/669) das amostras de cortes de
orelha e 2,2% (9/407) das amostras de baco de roedores das espécies A. agrarius,
A. flavicollis e M. glareolus capturados na regido central da Europa. Os autores
supracitados sugerem que |I|. trianguliceps possivelmente demonstre maior
competéncia vetorial para o referido agente quando comparado ao |I. ricinus, visto
gue em areas onde nédo foi observada a presenca de I. trianguliceps, também néao foi
detectada a presenca do A. phagocytophilum nas amostras de orelha e baco dos
roedores.

Szekeres et al. (2014), ao capturarem 525 roedores no sul da Hungria,
coletaram amostras de pele e baco para pesquisa de DNA de A. phagocytophilum. O
referido patdégeno foi detectado em 23 (4,38%) e 9 (1,71%) amostras de pele e baco
dos roedores, respectivamente, pela gPCR baseada no gene groESLL.

Bla'narova et al. (2014), por sua vez, detectaram a presenca de DNA de A.
phagocytophilum em roedores e carrapatos de duas regides na Eslovaquia. Das 407
amostras de baco de roedores testadas, 9 (2,21%) mostraram-se positivas na gPCR
para o referido patdbgeno baseada no gene msp-2. Adicionalmente, dos 1376
carrapatos da espécie I. ricinus coletados de quatro areas de amostragem, apenas

10 (0,7%) mostraram-se positivos na gPCR para A. phagocytophilum.
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Moustafa et al. (2015), ao coletaram 252 amostras de sangue de roedores em
Hokkaido, no Japéao, verificaram que seis (2,4%; 6/252) mostraram-se positivas para
Anaplasma spp. nos ensaios de PCR baseados nos genes gItA e 16S rRNA.

No sudoeste da Eslovaquia, Svitalkova et al. (2015), avaliaram a presenca de
A. phagocytophilum em 606 amostras de baco e pele de roedores capturados em
seis &reas urbanas e suburbanas e em habitats naturais. Apenas uma (0,2%)
amostra de baco e trés (0,5%) amostras de pele de roedores mostraram-se positivas
nos ensaios de gPCR para A. phagocytophilum, baseada no gene msp2.
Adicionalmente, 7984 carrapatos (ninfas e adultos) foram coletados durante o estudo,
em diferentes transectos, dos quais 4374 pertenciam a espécie I. ricinus. Pela gPCR,
também baseada no gene msp2, 224 (5,1%) espécimes de carrapatos da espécie I.
ricinus mostraram-se positivos para A. phagocytophilum. Segundo os autores,
embora A. phagocytophilum tenha sido detectado em carrapatos |I. ricinus colhidos
nos diferentes transectos no sudoeste da Eslovaquia, principalmente em &areas
urbanas, roedores parecem ndo atuarem como 0s principais reservatérios da bactéria
na area investigada.

Chastagner et al. (2016) avaliaram a ocorréncia de A. phagocytophilum em
1163 amostras de sangue de roedores das espécies A. sylvaticus, A. flavicollis e M.
glareolus, no leste e oeste da Franca. Os roedores foram capturados, marcados e
recapturados, durante a primavera e o outono. Amostras de sangue de 75 (22,8%)
roedores da regido leste mostraram-se positivas ha gPCR para A. phagocytophilum
baseada no gene msp2; destas, 13 mostraram-se negativas na primeira captura. Dez

individuos mostraram-se negativos na captura do més seguinte, e apenas trés
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mostraram-se positivos nas duas estacbes de captura. Na regido oeste, a
prevaléncia do patégeno foi menor (6,6%) quando comparada aquela verificada entre
roedores amostrados na regido leste, e significativamente maior no outono do que na
primavera.

Wolf et al. (2016) investigaram a ocorréncia de Ehrlichia e Anaplasma spp. em
pequenos mamiferos capturados no Pantanal do Mato Grosso, centro-oeste do
Brasil. Amostras de sangue e baco foram colhidas de 42 roedores. Nos ensaios de
PCR baseados no gene 16S rRNA, Devido a alta conservagdo deste gene entre as
espécies de Anaplasma spp., ndo foi possivel inferir & qual espécie a amostra era

filogeneticamente relacionada.

2.1.4. Epidemiologia dos agentes da familia Anaplasmataceae em humanos

Na América do Sul, Perez et al. (2006) detectaram, isolaram e caracterizaram
molecularmente, pela primeira vez, E. canis em seres humanos. Para tal, foram
colhidas amostras de soro de 43 adultos aparentemente saudaveis, 0s quais
conviviam com cdes que apresentavam sinais clinicos compativeis com erliquiose
canina causada por E. canis. Seis cdes mostraram-se soropositivos para E. canis
pela RIFI. Das 43 amostras de soro dos adultos, 2 amostras de soro de mulheres
assintomaticas mostraram-se positivas para E. chaffeensis, Ehrlichia muris, e E.
canis pela RIFI. O soro da primeira paciente, de 27 anos, apresentava titulo mais
elevado contra o antigeno de E. chaffeensis (160), enquanto o soro da paciente de
18 anos apresentava titulos mais elevados contra todos os antigenos do que a

primeira paciente, sendo que o maior titulo foi para E. muris (1:10000). Ap6s PCR
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baseada no gene 16S rRNA seguida de sequenciamento na amostra de sangue da
paciente 1, a espécie de Ehrlichia detectada diferiu de E. canis em duas bases
apenas, demonstrando uma identidade de 99,9%, indicando que o patégeno
encontrado provavelmente fosse uma nova subespécie ou amostra de E. canis capaz
de infectar os seres humanos.

Heo et al. (2002) investigaram a presenca de anticorpos para A.
phagocytophilum e E. chaffeensis pela Reacao de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) e
Western blot, e DNA dos agentes sob estudo pela PCR em tempo real baseada no
gene 16S rRNA, em amostras de soro de 491 pacientes coreanos que apresentavam
doencas febris agudas. Pela RIFI, 1,8%, e de 0,4% dos pacientes mostraram-se
soropositivos para A. phagocytophilum e E. chaffeensis, respectivamente. No ensaio
de gPCR baseada no gene 16S rRNA, uma Unica amostra mostrou-se positiva para
A. phagocytophilum (0,2%), porém, a mesma apresentou-se negativa pelo Western
blot.

Calic et al. (2004), detectaram, pela RIFI, a presenca de anticorpos anti-E.
chaffeensis e A. phagocytophilum em dois pacientes no estado de Minas Gerais,
Brasil. Embora ambos o0s pacientes apresentassem sintomas semelhantes e
sugestivos de “Febre Maculosa” (febre, dores de cabega, vomito, mialgias,
conjutivites, insuficiéncia renal e respiratéria), o paciente de Monte Carmelo mostrou-
se sorologicamente negativo para R. rickettsii e soropositivo para E. chaffeensis. O
segundo paciente, residente na cidade de Ponta Nova, também em MG, além de
apresentar o0s mesmos sintomas do primeiro paciente, apresentou ainda ictericia,

insuficiéncia respiratéria e renal, diarréia, hepatomegalia, desnutricdo e confuséo
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mental. Embora sorologicamente negativo para o agente da febre maculosa, o
segundo paciente mostrou-se soropositivo para E. chaffeensis e A. phagocytophilum.

Dumler (2005) avaliou os pontos relevantes da infecccdo de humanos por
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. Dentre o0s agentes presentes na familia
Anaplasmataceae, sabe-se que pelo menos cinco sdo capazes de infectarem seres
humanos, sendo eles: E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis, A. phagocytophilum e
Neorickettia sennetsu. A espécie E. chaffeensis infecta monécitos do sangue, sendo
responsavel pela enfermidade denominada “erliquiose monocitica humana” (HME).
Ocorre ainda reacao sorologica cruzada entre esse patdbgeno com E. ewingii, embora
o ultimo agente infecte neutrdfilos. Em contraste, a “anaplasmose granulocitica
humana” (HGA), é causada pela bactéria A. phagocytophilum. Apesar de causadas
por diferentes patdégenos, essas doencas compartilham algumas manifestacfes
clinicas e laboratoriais, como febre e trombocitopenia, por exemplo.

Weil et al. (2012) investigaram a presenca de DNA de A. phagocytophilum em
amostras de sangue de 692 pacientes de um hospital suburbano de Boston,
Massachusetts, Estados Unidos. Os pacientes positivos para o patbgeno em questao
apresentavam sintomas compativeis com HGE: febre foi relatada em 85% dos casos
positivos, assim como mialgias (73%) e dores de cabeca (42%). Das 692 amostras,
33 (4,8%) mostraram-se positivas para A. phagocytophilum pela PCR baseada no
gene groESL, mais especificamente na regido de leitura aberta HSPD1, que detecta
e diferencia A. phagocytophilum de outros patdgenos transmitidos por carrapatos,

como E. ewingii e E. chaffeensis.



17

Welc-Faleciak et al. (2015) investigaram a presenca de DNA de A.
phagocytophilum em 28 pacientes hospitalizados com diagndstico precoce para
doenca de Lyme na provincia de Podlaskie, leste da Polénia, por meio de ensaios de
PCR convencional baseados nos genes groESL e 16S rRNA. Das 28 amostras de
sangue testadas, DNA de A. phagocytophilum foi detectado em uma Unica amostra
(3,6%). O paciente positivo para anaplasmose relatou mal-estar, fraqueza, e dores
musculares no corpo, que se iniciaram dez dias apés a remocao do carrapato de sua
perna.

Wissmann et al. (2015), por sua vez, avaliaram o risco de infec¢cdo por A.
phagocytophilum apds picadas de carrapatos na regido da Bavaria, na Alemanha.
Neste trabalho foram colhidas amostras de sangue em intervalos de duas semanas,
em pacientes que haviam relatado exposicao prévia a carrapatos. Enquanto apenas
um (0,9%][1/107]) individuo mostrou-se soropositivo para os testes com IgM, oito
(7,5%) mostraram presenca de anticorpos IgG para o referido agente. Em contraste,
nenhuma das amostras de sangue mostrou-se positiva para o referido agente nos
ensaios de PCR baseados no gene 16S rRNA. Tendo em vista que o Unico paciente
soropositivo mostrou-se assintomatico, 0os autores sugerem que a amostra de A.
phagocytophilum presente nos carrapatos da Bavaria apresenta baixos risco e
patogenicidade aos humanos.

Recentemente, em trabalho realizado por Bouza-Mora et al. (2016), utilizaram
280 amostras de sangue de doadores armazenadas em bancos de sangue, colhidas
durante 2007, na Costa Rica. Além disso, 100 amostras de soro foram seleccionadas

aleatoriamente a partir da mesma populacdo de doadores, as quais foram testadas
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por RIFI para a presenca de anticorpos reactivos a E. canis. Foram detectados
anticorpos anti-E. canis em 35 (35%) destas amostras de soro (35/100), sendo que
30 (30%) apresentaram baixa titulacdo (64 a 256) e cinco (5%) mostraram elevada
titulacdo de anticorpos (1024 a 8192) pela RIFI. Aos ensaios s de PCR baseado no
gene dsb, foi detecato DNA de E. canis em 2,8% (10/280) das amostras de sangue
testadas. As cinco amostras que apresentaram elevada titulagdo pela RIFI

mostraram-se positivas também na PCR.

3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo pesquisar, por meio de métodos
moleculares, a presenca de DNA de bactérias da familia Anaplasmataceae (E. canis,
E. chaffeensis, E. ewingii, A. platys e A. phagocytophilum) em amostra de baco de

roedores no Brasil.

3.1. Objetivos especificos

J Investigar a presenca e quantificar DNA de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.
em amostras de baco de roedores amostrados em diversas localidades no Brasil;

o Posicionar filogeneticamente as sequéncias de Ehrlichia spp. e Anaplasma

spp. obtidas a partir de fragmentos esplénicos de roedores.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Espécies amostradas e areas de estudo

No periodo de 1999 e 2013, roedores foram capturados utilizando armadilhas
do tipo “live-traps” (modelos Tomahawk e Shermann), dispostas em transectos com
estacBes de captura distribuidas a cada 10 metros, durante diferentes expedicbes
cientificas realizadas em diversas regides do Brasil pelo Laboratério de Biologia de
Tripanosomatideos (LabTrip, IOC-FIOCRUZ) e demais colaboradores (em especial o
Laboratorio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatorios —
LBPMSR também do I0C). A eutanasia dos animais capturados foi realizada quando
da necessidade de identificagdo taxondmica e/ou diagndstico de parasitas. Para este
procedimento, foi utilizada associacdo de Cetamina (100 mg/Kg) + acepromazina (10
mg/Kg), por via intramuscular, seguida por aplicacdo de Cloreto de Potassio (19,1%)
(2ml/Kg), por via intracardiaca. Apds eutanasia dos animais, fragmentos de bago
foram ent&do colhidos e acondicionados em microtubos livres de DNAse e RNAse,
adicionando-se etanol absoluto para preservacdo do material. Tais amostras foram
organizadas como uma cole¢cdo de fragmentos de bacos — BACOTECA, a qual foi
catalogada por numero de registro, espécie de mamifero, data e localidade.
Posteriormente, essas amostras foram armazenadas a -20° C no LabTrip.

A identificagdo taxondmica dos roedores amostrados foi baseada inicialmente
na morfologia externa e confirmada por analise cariotipica por técnicas citogenéticas
e, quando necessario, pela analise da morfologia craniana (BONVICINO et al.,2008).

A identificacdo dos roedores foi realizada pela equipe de mastozo6logos do LBPMSR
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(IOC-Fiocruz). Dentre um total de mais de 3300 fragmentos de tecidos armazenados
na colecdo, foram selecionados de modo aleatério 468 amostras, as quais foram
colhidas em 5 biomas brasileiros conforme demonstrado na Figura 1. Todas as
colheitas foram realizadas seguindo autorizagcéo do IBAMA e aprovadas pelo Comité
de Etica do Uso de Animais da FIOCRUZ (P0007-99; P0179-03; P0292/06; L0015-

07).

NuUmero de Animais Analisados

D Mata Atlantica
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Pantanal

1,000 2,000
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kilometers

Figura 1. Distribuicdo dos roedores capturados (n=468) em cinco biomas brasileiros.
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O georreferenciamento dos locais de captura dos roedores amostrados no presente

estudo foi realizado através do software Mapinfo 6.5.

4.2. Extragao de DNA das amostras de tecido esplénico de roedores

A extracdo de DNA de tecido esplénico de roedores (10 mg) foi realizada com
o DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen®), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Amostras de DNA extraidas foram identificadas e armazenadas a -20°C
para realizacdo da qPCR. Tais amostras tiveram a concentracdo de &cidos nucleicos

e relagdes 260/280 e 260/230 mensuradas pelo Nanodrop (Thermo Scientific).

4.3. Controle enddgeno da PCR

Com o objetivo de eliminar resultados falsos negativos, em virtude da
presenca de inibidores, as amostras de DNA foram submetidas a um ensaio de PCR
convencional objetivando a amplificacdo do gene IRBP de mamiferos
(“Interphotoreceptor Retinoid Binding Protein”) para o controle endégeno da reacéo. A
reacao de cPCR foi realizada utilizando-se 3 yL de DNA alvo, tampéo da PCR (PCR
Buffer 10X- 100nM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCI), 1,0mM Cloreto de Magnésio (Life
Technologies®), 0,6mM deoxinucleotideos (dNTPs), 1,5U Taq DNA Polymerase (Life
Technologies®), 1,25uL de Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich®), e 0,5uM de
cada oligonucleotideo iniciador: IRBPfwd: 5-
TCCAACACCACCACTGAGATCTGGAC-3’ e IRBPrev: 5'-
GTGAGGAAGAAATCGGACTGGCC-3, os quais flanqueiam uma regido de 22 pb do

gene supracitado.
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As condicbes da PCR para amplificacdo do gene IRBP foram de:
desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensao a 72°C por 1
minuto, seguidos por extensao final a 72°C por 5 minutos (FERREIRA et al., 2010).
Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,0% corado com Brometo de Etideo (0,5 pL/mL) em tamp&o de corrida
TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese
foi realizada a 90 V/ 150mA durante 60 minutos. Para a determinacdo dos produtos
amplificados utilizou-se um marcador de peso molecular de 100 pares de base (Life

Technologies®). Os resultados foram visibilizados e analisados por meio de um

transiluminador de luz ultravioleta (ChemiDocMP Imaging System, BIO RAD®).

4.4. PCR multiplex em tempo real quantitativa (QPCR) para Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp.

Nos ensaios de qPCR para os agentes Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.
baseados no gene groESL, foram utilizadas reac6es com volume total final de 10puL,
contendo uma mistura de 1uL do DNA-amostra, 0,2uM de cada oligonucleotideo
iniciador e sonda de hidrolise (Tabela 1), tampao da PCR (Go Taq Probe gPCR
Master Mix, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e &gua ultra-pura
esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos)
g.s.p. 10uL. As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em aparelho termociclador
CFX96 Thermal Cycler (BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos). As amostras

foram testadas em duplicatas, e a quantificacdo do numero de coépias de DNA-
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alvo/uL foi realizada com a utilizacdo de plasmideos (IDT psmart, Integrated DNA
Technologies®) contendo as sequéncias-alvo. Diluicdes seriadas foram feitas a fim de
construir padroes com diferentes concentracbes de DNA plasmidial contendo as
sequéncias-alvo (1,0 x 10’ copias/ pL a 1,0 x 10° cépias/ pL), a fim de se obter a
eficiéncia e coeficiente de correlagédo das reagdes. A eficiéncia de amplificagcéo (E) foi
calculada a partir do slope da curva padrdo de cada corrida utilizando a seguinte

formula: E = 107 Y/slope

. O numero de copias de plasmideos foi determinado de acordo
com a férmula (Xg/ uL DNA/ [tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6,022 x10% x

copias do plasmideo/pL.

Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, sondas de hidrdlise e
condicBes térmicas de ciclagem utilizadas nos ensaios de gPCR Multiplex para

Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., baseada no gene groESL.

Agentes Oligonucleotideos iniciadores Sonda de hidrolise and|_goes Referéncias
(TagMan) térmicas
TET- 5- - 95°C por 3
minutos;
Ehrlichia  5-GCGAGCATAATTACTCAGAG-3' CATTGCCTCTIBCTATICCTAA * g gicios: 95\ o oo
spp. 5-CAGTATGGAGCATGTAGTAG-3 3’[BHQéa-Q]3’ por 10 minutos e '
55°C por 30
segundos
Cy-5- 5'- - 95°C por 3
Anaplasma  5-TTATCGTTACATTGAGAAGC-3'  CCACCTTATCATTACACTGAGA minutos; ANDRE, 2012
spp. 5’ GATATAAAGTTATTAAAAGTATAA CG- 40 ciclos: 95°C
AGC-3 3'[BHQ2a-Q]3’ por 10 minutos e
55°C por 30
segundos

4.5. Reagdes de Amplificagcdo para agentes Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

baseadas no gene 16S rRNA

Nos ensaios de convencional(c) PCR para Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.

baseados no gene 16S rRNA foram utilizados 5uL de DNA de cada amostra. Os
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oligonucleotideos iniciadores utilizados nos ensaios de PCR, bem como as
sequéncias térmicas utilizadas para cada agente estdo representados nos Tabela 2.
Para as reacdes foram utilizados 1,25U Taq DNA Polimerase (Invitrogen®, Carlsbad,
California, Estados Unidos), Tampéao da PCR (PCR buffer 10 X — 100nM Tris-HCI, pH
9,0, 500 mM KCI), 0,6mM deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP)
(Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), 1,5mM de Cloreto de Magnésio
(Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), 0,5uM de cada oligonucleotideo
iniciador (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, USA) e &gua ultra-pura
esterilizada (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos) q.s.p. 25 pL. Nas
reacdes de nested-PCR, foi utilizado 1uL do produto amplificado na primeira reacao
de PCR para a realiza¢do do segundo ensaio.

As amostras de DNA utilizadas como controle-positivos de E. chaffeensis e A.
phagocytophilum pelo Prof. Dr. John Stephen Dumler (University of Maryland,
Baltimore, Maryland, Estados Unidos). DNA controle positivo de E. canis foi obtido a
partir de células DH82 infectadas com a amostra Jaboticabal de E. canis, isolada por
MACHADO em 1993 a partir de um cao atendido na rotina ambulatorial do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP Jaboticabal (AGUIAR et al., 2007) e o
DNA controle positivo de A. platys foi obtido a partir de cdes com anaplasmose
trombocitica atendidos na rotina ambulatorial do Hospital Veterinario “Governador

Laudo Natel”, UNESP Jaboticabal (DAGNONE et al., 2009).
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, tamanhos dos amplimeros e

condigdes térmicas utilizados nos ensaios de cPCR para Ehrlichia spp. e Anaplasma

spp.
Agente Sequéncias dos oligonucleotideos Tamanho CondicgOes térmicas Referéncias
do
amplimero
(pb)
Ehrlichia spp. 478 - 94°C por 5 minutos MURPHY et al.,
-ECC 5- GAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3 40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 1998
-ECB 5- CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA -3’ minuto a 60°C e 1 minuto a
72°C
72°C por 5 minutos
358 - 94°C por 5 minutos MURPHY et al.,
Nested E. canis 5'-CAA TTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA -3’ 40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 1998
- ECAN-5 5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3’ minuto a 55°C e 1 minuto a
-HE3 72°C
72°C por 5 minutos
Nested E. chaffeensis 410 - 94°C por 5 minutos KOCAN et al.,
- CHAFF 5- CAA TTGCTTATAACCTGGTTATAAAT-3" 40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1 2000b
-GAIUR 5"-GACTTTGCCGGGACTTCTTCT-3" minuto a 55°C e 1 minuto a
72°C
72°C por 5 minutos
- 94°C por 5 minutos
Nested E. ewingii 5- AGTTTGATCATGGCTCAG-3’ 1440 40 ciclos: 1 minuto a 94°C, 1
-18F 5- CCATGGCGTGACGGGCAGTGTG-3" minuto a 55°C e 1 minuto a PERSING, 1996
- 1448R 5"-CAATTCCTAAATAGTCTCTGACTATT-3" 412 72°C
- Ewingii 5 -GACTTTGCCGGGACTTCTTCT-3’ 72°C por 5 minutos
- GAIUR
504 - 94°C por 5 minutos INOKUMA et al.,
Anaplasma platys 5- AAGTGCAACGGATTTTTGTC-3" 40 ciclos: 30 segundos a 95°C, 2001
- Platys F 5- CTTTAACTTACCGAACC-3’ 30 segundos a 60°C e 90
- Platys-R segundos a
72°C
72°C por 5 minutos
A. phagocytophilum 5°- CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC-3 932 - 94°C por 5 minutos MASSUNG et
-gE3a 5- TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC -3’ 40 ciclos: 30 segundos a 94°C, al., 1998
- gE10R 5"- GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG-3 546 30 segundos a 55°C e 1 minuto
-gE2 5"-AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT-3" ar72°C
- gEof 72°C por 5 minutos
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4.6. Caracterizacdo molecular de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. baseada nos

genes dsb, omp-1, groESL e msp-4

As amostras positivas nos ensaios de qPCR e cPCR para Ehrlichia spp. e

Anaplasma spp. baseados nos genes groESL e 16S rRNA, respectivamente, foram

submetidas a ensaios de PCR convencional baseadas nos genes dsb, groESL, msp-

4 e omp-1(Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, tamanhos dos amplimeros e

condicdes térmicas de ciclagem utilizadas na caracterizacdo molecular de Ehrlichia

spp. € Anaplasma spp. pelos ensaios de cPCR baseadas nos genes dsb, groESL,

msp-4 e omp-1.

5-CAATGG(A/G)(T/A)GG(T/C)CC(A/C)AGA(AG)TAG-3’

5'-TTCC(T/C)TG(A/G)TA(A/G)G(A/C)AA(T/G) TTTAGG-3'

por 2 minutos.

Tamanho
. . L énci A
Agentes Oligonucleotideos iniciadores d,o Segue_ clas Referéncias
amplimero térmicas
(pb)
Ehrlichia spp. - 95°C por 2 minutos; DOYLE
(gene dsb) 5- GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3’ 409 50 ciclos: 95°C por 15 et al., 2005
segundos, 58°C por 30 e
5- CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3’ 72°C por 30 segundos e
72°C por 5 minutos
3 ciclos: 94°C por 1 SUMNER
5-AITGGGCTGGTAITGAAAT-3’ minuto 48°C por 2 etal., 1997;
minutos e 72°C por 90 NICHOLSON
Ehrlichia/ 5'- CCICCIGGIACIAIACCTTC-3’ segundos; 37 ciclos: 94°C etal., 1999;
Anaplasma spp. 1297 por 1 minuto, 48°C por 2 LOTRIC-FURLAN
(gene groESL) 5-AT(A/T)GC(A/T)AA(G/A)GAAGCATAGTC-3’ minutos, 72°C por 90 etal., 1998
segundos e 72°C por 5
5- CTCAACAGCAGCTCTAGTAGC-3 minutos.
A. phagocytophilum 5'-ATGAATTACAGAGAATTGCTTGTAGG -3 849 94°C por 5 minutos, 40 DE LA FUENTE
(gene msp-4) ciclos: 94°C por 10 seg, Et al., 2005;
5-TTAATTGAAAGCAAATCTTGCTCCTATG-3’ 58°C por 10 seg, 72°C por BOWN
381 50 seg e 72°C por 5 et al, 2007
5-CTATTGGYGGNGCYAGAGT -3’ minutos.
5-GTTCATCGAAAATTCCGTGGTA-3’
5-AT(C/T)AGT(G/C)AAA(AIG)TA(T/C)(A/G)T(G/A)CCAA-3’
Ehlichia spp. 94°C por 3 minutos, 35
(gene omp-1) 5-TTA(G/A)AA(A/G)G(CIT)AAA(C/T)CT(T/G)CCTCC-3’ ciclos: 94°C por 1 minuto, INAYOSHI
300 50°C por 1 minuto e 72°C et al., 2004
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4.7. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1,0% corado com Brometo de Etideo (0,5 pL/mL) em tampé&o de corrida
TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese
foi realizada a 90 V/ 150mA durante 60 minutos. Para a determinacdo dos produtos
amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pares de base (Life
Technologies®). Os resultados foram entéo visualizados e analisados por meio de um

transiluminador de luz ultravioleta (ChemiDoc™ MP Imaging System, BIO RAD®)

4.8. Ensaios de PCR em tempo real para E. canis (gene dsb), E. chaffeensis
(gene vipt) e A. phagocytophilum (gene msp-2)

As amostras positivas nos ensaios de qPCR e cPCR para Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp. baseados nos genes groESL e 16S rRNA, respectivamente, foram
submetidas a ensaios de qPCR especificos para E. canis (gene dsb), E. chaffeensis
(gene vipt) e A. phagocytophilum (gene msp-2) (Tabela 4). Para as reacfes de
amplificagéo realizadas utilizou-se volume total final de 10uL, contendo uma mistura
de 1uL do DNA-amostra, 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador e sonda de
hidrélise, 5uL de tampdo da PCR (GoTaq Probe qPCR Master Mix, Promega®,
Madison, Wisconsin, EUA) e agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water,
Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) qg.s.p. 10uL. As reacbes de
amplificagdo foram conduzidas em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler
(BioRad®, Hercules, Califérnia, Estados Unidos), sendo a quantificacdo do numero

de copias de DNA-alvo/uL e calculo da eficiéncia e coeficiente de correlagdo das
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reacfes realizados com a utilizacdo de diluicbes dos plasmideos (IDT psmart,

Integrated DNA Technologies®) contendo as sequéncias-alvo.

Tabela 4. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, sondas de hidrélise e
condicdes térmicas de ciclagem utilizadas nos ensaios de gPCR especificos para E.

canis, E. chaffeensis e A. phagocytophilum.

A . p S Sequéncias A
Agente Sequéncias dos oligonucleotideos Sondas de Hidrdlise tgrmicas Referéncias
E. canis 5 FAM 95°C por 5 minutos, 40
(gene dsb) 5 —-TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA — AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGT  ciclos de 95 C por 15
3 GAA-[ BHQ —1-37] segundos e 60°C por1  DOYLE et al.,
minuto 2005
5" — GCTGCTCCACCAATAAATGTATCYCCTA -3
5'- CTAATTCTGATTTACACGAGTCTTC-3 95°C por 3 minutos,
E. chaffeensis (gene 5’ [TAMRA] (TTGAGTGTCC[BHQ2a-Q]3’ 40 ciclos de 95°C por 10
vipt) 5'- GCATCATCTTCGAATTGAACTTC-3 minutos e 55°C por 30 RELLER et al.,
segundos 2009
5-AGTTTGACTGGAACACACCTGATC-3 5'[FAM] (939p- 50°C por2min,
A.phagocytophilum TTAAGGACAACATGCTTGTAGCTATGGAA 95°Cpor 10 min, DRAZENOVICH
(gene msp-2) 5°-CTCGTAACCAATCTCAAGCTCAAC-3" G-GCA-[TAMRA]) 40 ciclos de 95°C et al., 2006

porl5seg e 60°C porlmin

4.9. Reacdo de sequenciamento
4.9.1. Purificacéo e quantificacdo dos amplimeros

Apos a reacdo de PCR, foi realizada purificacdo dos produtos de PCR
utilizando-se o kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit” (Fermentas, Sao Paulo-SP),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo de material
genbmico total do produto purificado foi realizada em aparelho Nanodrop (Thermo

Scientific®), por meio da leitura da absorbancia de cada amostra.

4.9.2 Sequenciamento e construcao de arvores filogenéticas

Os produtos de PCR das amostras positivas foram submetidos ao
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sequenciamento no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO -
FCAV - UNESP), sendo realizado através de técnica automatizada baseada no
método de terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados nos ensaios de
PCR, conforme o gene em que foi baseada.

Os eletroferogramas gerados apos as reacbes de sequenciamento foram
avaliados com base na observacdo da qualidade dos picos correspondentes a cada
base sequenciada utilizando os softwares Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999) e
Phred/Phrap/Consed softwares (GORDON et al., 1998; EWING et al., 1998; EWING
eGREEN, 1998). O programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), foi utilizado afim de
comparar as sequéncias obtidas com aquelas previamente depositadas no GenBank

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank).

Posteriormente, as sequéncias salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com
outras sequéncias homélogas do mesmo gene sequenciado, retiradas do GenBank,
utilizando os softwares Clustal/W (THOMPSON et al., 1994) via Bioedit v. 7.0.5.3
(HALL, 1999) e, posteriormente, o MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform) (Katoh et al., 2002). Os alinhamentos salvos em modo “FASTA” foram
transformados em modo Nexus, Phylip e Mega pelo site Alignment Transformation
Enviroment (D. GLEZ-PENA et al., 2010).

O modelo evolutivo “Best of It” para cada matriz de dados gerada apds os
alinhamentos foi encontrado utilizando o software jModelTest 2 (DARRIBA et al.,
2012; GUINDON et al., 2003), via portal CIPRES (MILLER et al., 2010). As analises

de Maxima Verossimilhanca (MV) foram realizadas pela plataforma IQ-TREE web


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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server (Trifinopoulos et al., 2016) e os indices de suportes dos clados foram
avaliados através de analises de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) de 1000
repeticoes.

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).

5. RESULTADOS

5.1. Reacdo de Amplificacdo para o gene enddgeno IRBP (“Interphotoreceptor
Retinoid Binding Protein”).

Das 468 amostras de baco de roedores testadas, 98% (458/468) mostraram-

se positivas na amplificacdo do gene enddégeno IRBP (Figura 2). As médias de

concentracdo de DNA por microlitro e relacdo 260/280 foram de 154,62 ng/uL DP +

119,2 e 1,95 DP * 0,609 respectivamente.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo referente a
amplificacdo do gene endégeno IRBP. M= marcador de peso molecular em escala de
100 pares de bases (Life Technologies®), 1-26 amostras positivas, C+: Controle
positivo (amostra de DNA de roedor sabidamente positiva); C-: controle negativo

(agua esterilizada ultra-pura).

5.2. Deteccdo molecular de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. pela gqPCR
multiplex baseada no gene groESL

Das 458 amostras testadas, 2 (0,44%) e 11 (2,40) mostraram-se positivas na
gPCR para Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., respectivamente. Os ciclos de
guantificacbes (Cq) médios das amostras positivas para Ehrlichia spp. foram de
31,77. Ja a quantificacdo média do numero de copias de um fragmento do gene
groESL por microlitro para Ehrlichia spp variou de 1,071 x 10? a 2,808 x 10? c6pias.
As amostras positivas para Anaplasma spp. tiveram médias de Cgs de 33,70, com
namero de coépias de um fragmento do gene groESL por microlitro variando de de

1,123 x 10° a 1,310 x 10? (Tabela 5; Figura 3).

Tabela 5. Resultados da deteccéo de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em roedores

pela gPCR multiplex baseada no gene groESL.

Quantificacao
Média
(cépias/uL)

Thrichomys inermis Caatinga Anaplasma sp.(Cy5) 37,06 2.972 x 10°

Deteccéo Média

Espécies de roedores Bioma (Fluoréforo) de Cq
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Thrichomys pachyurus Pantanal Ehrlichia sp.(TET) 32,50 1.071 x 10°
Oecomys laticeps Pantanal Ehrlichia sp.(TET) 31,40 2.808 x 10°
Calomys expulsus Cerrado Anaplasma sp.(Cy5) 35,70 6.971 x 10°
Euryoryzomys russatus Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 31,28 1.310x loj
32,75 2.107 x 10
Akodon montensis Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 35,18 4.264 x 10°
Euryoryzomys russatus Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 32,43 2.601 x 10"
Akodon montensis Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 32,68 2.207 x 10"
Euryoryzomys russatus Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 33,19 1.573 x 10"
Euryoryzomys russatus Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 33,19 1.573 x 10"
Thrichomys laurentius Caatinga Anaplasma sp.(Cy5) 33,95 9.55 x 10°
Galea spixii Caatinga Anaplasma sp.(Cy5) 32,87 1.94x 102
34,04 8.99 x 10
Oligoryzomys nigripes Mata Atlantica Anaplasma sp.(Cy5) 37,06 2.972 x 10°
Thrichomys inermis Caatinga Anaplasma sp.(Cy5) 37,06 2.972 x 10’

Figura 3. Curvas de amplificacdo (A) e padréo (B) referentes a gqPCR multiplex para

Ehrlichia spp.e Anaplasma spp. baseada no gene groESL de amostras em duplicata
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gue mostraram diferenca de Cg menor que 0,5. Em A, enquanto as curvas em preto
representam a amplificacdo de plasmideos (10° a 10°) contendo um fragmento de
75pb do gene groESLde Anaplasma sp. (Cy5), as curvas em azul representam
amplificacdo de plasmideo (10° a 107) contendo um fragmento de 94pb do gene
groESL de Ehrlichia sp. (TET). As curvas ou linhas em vermelho representam a

amplificacdo de amostras de DNA de tecidos de roedores.

No total, foram realizados 15 ensaios de gPCR multiplex. A eficiéncia média
de amplificacdo (E) dos ensaios de qPCR para Ehrlichia spp. foi de: E= 92.4% [(90.1
- 99.7%, SD + 3.08); slope = -3,044; r’>= 0,989]. Para Anaplasma spp., a eficiéncia
média foi de E= 95.9% [(90.4% - 102.4%, SD + 3.55); slope = -3,447; r’= 0,993]
(Tabela 6). O limite de deteccdo nos ensaios de qPCR foi de 10 copias de plasmideo
ou GBlock contendo o inserto-alvo por microlitro. Entretanto, uma amostra de DNA
de roedor mostrou numero de cépias de DNA menor que 10 coépias/uL para

Anaplasma sp.

Tabela 6. Parametros dos ensaios de gPCR multiplex baseada no gene groESL para

Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em roedores.

Ensaio N° Fluoréforo (Agente) Eficiéncia (%) R? Slope y-Int
1 Cy5 (Anaplasma spp.) 91,7 0,999 -3,831 41,857
TET (Ehrlichia spp.) 90,0 0,995 -3,588 38,733
) Cy5 (Anaplasma spp.) 98,1 0,998 -3,367 39,437
TET (Ehrlichia spp.) 93,3 0,997 -3,494 39,588
3 Cy5 (Anaplasma spp.) 95,1 0,997 -3,446 38,625
TET (Ehrlichia spp.) 90,8 0,999 -3,564 38,829

4 Cy5 (Anaplasma spp.) 95,4 0,988 -3,437 38,853
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11

12

13

14

15

MEDIAS

TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)
Cy5 (Anaplasma spp.)
TET (Ehrlichia spp.)

90,1
96,8
90,1
102,4
90,2
90,4
91,2
95,8
90,3
99,2
94,6
98,3
93,5
102,1
92,8
94,1
99,7
93,0
98,5
95,1
911
90,9
90,4
95,9
92,4

0,998
0,994
0,996
0,995
0,998
0,986
0,995
0,996
0,998
0,998
0,984
0,996
0,990
0,972
0,973
0,997
0,932
0,993
0,987
0,996
0,994
0,995
0,999
0,993
0,989

-3,585
-3,402
-3,584
-3,265
-3,581
-3,575
-3,552
-3,427
-3,579
-3,340
-3,459
-3,363
-3,489
-3,273
-3,508
-3,473
-3,330
-3,502
-3,360
-3,446
-3,556
-3,561
-3,576
-3,447
-3,044

39,038
37,188
40,368
38,116
39,836
37,747
39,242
38,789
39,915
38,419
37,662
38,516
38,256
37,452
39,411
38,632
38,771
37,382
37,074
39,681
39,410
38,635
39,107
38,622
39,016
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5.3. Deteccdo molecular de Anaplasma sp. e Ehrlichia sp. por ensaios de cPCR

Do total de 458 amostras testadas, nove (1,96%) mostraram-se positivas para

Anaplasma sp. com base na cPCR baseada no gene 16S rRNA. Cinco destas

amostras pertenciam a espécimes de Rattus rattus capturados na cidade de

Jaguaruana-CE (Caatinga), duas amostras de Akodon sp. capturados na cidade de
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Teresopolis-RJ, uma de Sphiggurus villosus em Pirai-RJ e uma de Calomys
cerqueirae capturado em Capitdo Andrade-MG (Mata Atlantica).

Do total de 458 amostras testadas por ensaios de cPCR para Ehrlichia sp.
baseados no gene 16S rRNA, 1,09% (5/490) mostraram-se positivas. Os roedores
positivos para Ehrlichia spp. foram amostrados nos biomas Pantanal (4/5) e Caatinga
(1/5) (Tabela 7). A distribuicdo dos roedores positivos para Ehrlichia spp. e

Anaplasma spp. com base nos ensaios de qPCR e cPCR esta representada na

Figura 4.

Biomas Brasileiros

- Amazonia
I Caatinga

_| Mata Atlantica
[__IPampa
- Pantanal

O 11-30
a 1-10
AMOSTRAS POSITIVAS

GENE 16S rRNA e groE

A -

A -
A

1- 2

1,000

2,000

kilometers
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Figura 4. Distribuicdo dos roedores capturados (n=468) em cinco biomas brasileiros
e amostras positivas para Ehrlichia e Anaplasma nos ensaios de cPCR, baseado no
gene 16S rRNA e gPCE baseada no gene groESL. O georreferenciamento dos locais
de captura dos roedores amostrados no presente estudo foi realizado através do
software Maplinfo 6.5.

Nenhuma das amostras positivas a gPCR multiplex baseada no gene groESL
apresentou positividade para os ensaios de cPCR convencional baseados para
Ehrlichia spp. e Anaplasma spp., baseados em cinco diferentes regiées génicas.
Adicionalmente, ndo foi verificada copositividade para.Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp., tanto aos ensaios de gPCR Multiplex quando naqueles de cPCR baseados no

gene 16S rRNA.

Tabela 7. Ocorréncia de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. entre os roedores

capturados nos diferentes biomas brasileiros.

Bi Amostras positivas para Amostras positivas Total de Amostras Positivas
iomas - |
Ehrlichia spp. para Anaplasma sp. por bioma
Caatinga 1/1 Trichomys laurentius 5/9 Rattus rattus 6/458 (1,31%)
Mata 2/9 Akodon montensis
AL 1/9 Sphiggurus villosus 4/458 (0,87%)
Altantica .
1/9 Calomys cerqueirai
1/4 Holochilus fosteri
Pantanal 2/4 Clyomys laticeps 41458 (0,87%)

1/4 Calomys cerqueirai

TOTAL 5/458 (1,09%) 9/458 (1,97%) 14/458 (3,06%)
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5.4. Sequenciamento e anélises filogenéticas

Através da amplificacdo de fragmentos do gene 16S rRNA pela Nested
PCR, foi observada positividade para Anaplasma spp. para amostras colhidas em
nove roedores amostrados. Trés destas amostras, apresentando alta intensidade de
bandas, foram sequenciadas para a realizagdo de analises filogenéticas.

Apls o sequenciamento e analise pelo BLAST, observou-se identidade de
99% para amostra de Anaplasma sp. detectada em Calomys cerqueirae (B66) com
genadtipos de A. phagocytophilum (nimeros de acesso no GenBank: KU705197.1 e
KX646192.1), bem como para Anaplasma sp., detectada a partir de amostra de
sangue colhida de um espécime de ganso do Orinoco (Neochen jubata) no Brasil
(numero de acesso no GenBank: KX886808.1).

Para a sequéncia de Anaplasma sp. detectada em Rattus rattus (B174),
verificou-se 99% de identidade com fragmentos de DNA do gene 16S rRNA de A.
marginale detectados em bovinos nas Filipinas, Uganda e na China (numeros de
acesso: JQ839009.1, KU686794.1, FJ389579.1, respectivamente).

escalando paredes facilmente. J& foi registrado raras vezes longe de
habitacdes humanas, em estradas por onde sejam transportados graos ou outros
itens que lhe podem servir de alimento. Nessas situagdes, abriga-se em troncos
caidos.

A sequéncia de Anaplasma sp. detectada em um espécime de Sphiggurus
villosus (B215) mostrou 99% de identidade com Anaplasma sp. detectada em
espécime de A. sculptum (citado como A. cajennense) (numero de acesso no

GenBank: KJ831219.1) e 98% com sequéncias de Anaplasma sp. detectada em M.
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gouazoubira no Brasil (KF020580.1) e Anaplasma odocoilei detectado em Odocoileus
hemionus columbianus nos Estados Unidos (KT870134.1).

Por meio de inferéncias filogenéticas realizadas utilizando os métodos de
Méxima Verossimilhanca (MV), foi possivel a construcao de cladograma que mostrou
forte correlacdo entre os gendtipos de Anaplasma spp. detectados nos espécimes de
roedores amostrados (provenientes dos biomas Mata Atlantica e Caatinga) com
amostras de A. phagocytophilum (LC012812.1), A. marginale e A. odocoilei, sendo
possivel observar topologia semelhante entre os cladogramas (Figura 5).
Sequéncias parciais de E. canis (NC007100.1), E. chaffeensis (NR037059) e E.
ewingii (U96436.1) foram utilizadas como grupos externos para a construcdo do
cladograma.

Através da amplificacdo de fragmentos do gene 16S rRNA pela Nested-PCR
foi observada positividade para Ehrlichia spp. para as amostras de baco coletadas de
cinco roedores amostrados. As sequéncias obtidas neste estudo mostraram
identidade de 99% com sequéncias de E. canis (nUumeros de acesso no GenBank
KP844663.1; KF972450.1 e AB723708.1) pela andlise ao software BLAST. A
inferéncia filogenética realizada, utilizando tanto o método de MV quanto Bl, mostrou
gue as sequéncias de Ehrlichia sp. detectadas no presente estudo foram alocadas
em um mesmo clado de sequéncias de E. canis obtidas no Brasil (DQ915970.1),
Peru (DQ915970.1), india (LC053451.1), Taiwan (EU106856.1) e sequéncia do gene
16S rRNA do genoma completo da amostra Jake de Ehrlichia canis, isolada de um
cdo (NC_007354.1). Ainda, foi possivel observar a proximidade filogenética com

sequéncias de Ehrlichia spp. obtidas a partir de felideos selvagens no Brasil
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(EU376114.1; EU376115.1; EU376116.1) (Figura 6). Sequéncias parciais de A.
phagocytophilum (NR044762.1), A. odocoilei (DQ007352.1), A. bovis (LC012812.1) e

Anaplasma marginale (LC007100.1) foram utilizadas como grupo externo.

Anaplasma phagocytophilum, Capreolus capreolus, Germany (KU510434.1)
Anaplasma phagocytophilum, Dog, Germany (GU236698.1)
98 = Uncultured Anaplasma sp., Amblyomma cajennense, Brazil (KJ831219.1)
100 I_—Anaplasma sp., Sphiggurus villosus (B215), Mata Atlantica, Brazil (KY391804)**

59 = Anaplasma sp., Calomys cerqueirai (B66), Mata Atlantica, Brazil (KY391802)**
97 | |

89 ELAnaplasma odocaoilei, Lipoptena depressa, USA (KT870139.1)
Anaplasma odocoilei, white-tailed deer, USA (DQ007352.1)

———— Anaplasma platys, Dog, Brazil (FJ755157.1)

Anaplasma bovis, Japan (AB211163.1)

Anaplasma sp., Rattus rattus (B173), Caatinga, Brazil (KY391803)**

Uncultured Anaplasma sp., Hylaeamys megacephalus, Brazil (KP757841.1)

97 r Anaplasma sp., Niviventer confucianus, China (KJ828866.1)

Anaplasma marginale, Cattle, Philippines (LC007100.1)

Anaplasma ovis, Sheep, China (AY262124.1)

98 Ehrlichia canis str. Jake, complete genome (NC_007354.1)
199 I: Ehrlichia chaffeensis (NR_037059.1)
Ehrlichia ewingii (U96436.1)

77

91

Figura 5. Posicao filogenética de sequéncias de Anaplasma spp. utilizando o método
de Maxima Verossimilhanca e modelo GTR+I+R. Os numeros na arvore indicam
valores de bootstrap acima de 50 para os pontos de ramificacdo. NUmeros de acesso
estdo em indicados ao lado das sequéncias.

Em negrito*: sequéncias do presente estudo.
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721Ehrlichia canis str. Jake, complete genome (NC_007354.1)

Ehrlichia canis, Dog, Taiwan (EU106856.1)

Ehrlichia canis, Dog, Brazil (KC109445.1)

Ehrlichia sp., Holochilus fosteri (B46), Pantanal, Brazil (KY391798)**
Ehrlichia canis, Dog, Peru (DQ915970.1)

“l— Ehrlichia sp., Thrichomys laurentius (B04), Caatinga, Brazil (KY391797)**
£ 1Ehrlichia sp., Clyomys laticeps (B53), Pantanal, Brazil (KY391799)*
Uncultured Ehrlichia sp., Minas Gerais State, Brazil (KP642753.1)

Ehrlichia sp., Calomys cerqueirai (B56),Capitio Andrade/Minas Gerais, Brazil (KY391801)**
Ehrlichia sp., Clyomys laticeps (B55), Pantanal, Brazil (KY391800)**

a4 (Ehrlichia sp., Leopardus pardalis, Brazil (EU376114.1)
Ehrlichia sp., Panthera onca, Brazil (EU376115.1)
Ehrlichia sp., Puma concolor, Brazil (EU376116.1)
Ehrlichia canis, Dog, India (LC053451.1)

'~ Ehrlichia chaffeensis (NR_037059.1)

Ehrlichia muris (U15527.1)

Ehrlichia ruminantium, strain Umbanein (DQ647616.1)

Uncultured Ehrlichia sp., Pantera onca, Pantanal, Brazil (HQ388286.1)
Ehrlichia ewingii (M73227.1)

&3 Anaplasma phagocytophilum (NR044762.1)
It Anaplasma odocoilei (DQ007352.1)
10 Anaplasma bovis (LC012812.1)
Anaplasma marginale (LC007100.1)

Figura 6. Posicao filogenética de sequéncias de Ehrlichia spp. utilizando o método
de Maxima Verossimilhanca e modelo TIM2+R2+F. Os numeros na arvore indicam

valores de bootstrap acima de 50 para os pontos de ramificacdo. NUmeros de acesso

o

63

estdo em indicados ao lado das sequéncias.

Em negrito*: sequéncias do presente estudo.
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6. DISCUSSAO

Os dados obtidos pelos ensaios de multiplex gPCR revelaram uma baixa
ocorréncia de Ehrlichia spp. (0,44% [2/458]) e Anaplasma spp. (2,40% [11/458]) nas
amostras de baco colhidas de roedores em diferentes localidades do Brasil. Apesar
disto, foi possivel observar a ocorréncia de Ehrlichia e Anaplasma em diferentes
espécies de roedores, provenientes de diferentes regiées. Tais achados mostraram-
se semelhantes aqueles encontrados por Chastagner et al. (2016) na Franca, os
guais observaram diferencas na ocorréncia de A. phagocytophilum em espécimes de
A. sylvaticus, A. flavicollis e M. glareolus, a depender das espécies de roedores
amostrados em diferentes localidades e também em diferentes esta¢des do ano. Na
Alemanha, Obiegala et al. (2014) também encontraram uma baixa ocorréncia (1,1%
[7/631]) para A. phagocytophilum utilizando ensaios de qPCR baseados no gene
msp2 em amostras de baco de roedores das espécies A. sylvaticus, M. glareolus e A.
flavicollis. Da mesma forma, Blanarova et al. (2014) também relataram baixa
ocorréncia (0,2% [1/606]) de A. phagocytophilum em roedores (A. agrarius, A.
flavicollis e M. glareolus) capturados na regido central da Europa, utilizando ensaios
de qPCR baseados no gene msp-2. Por outro lado, Kim et al. (2006) observaram alta
ocorréncia para Anaplasma sp./Ehrlichia spp. (70,5% [299/424]), por meio de ensaios
de gPCR baseados no gene 16S rRNA. Ainda, ensaios de PCR convencional
seguidos por sequenciamento discriminaram a circulacdo de A. phagocytophilum
(88/424 [20,7%]), A. platys (68/424 [16%]), E. canis (51/424 [12,0%]), E. ewingii

(26/424 [6,1%]), e E. chaffeensis (8/424 [1,9%]) em espécimes de A. agrarius
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capturados na Republica da Coréia (Kim et al., 2006). Nos Estados Unidos, Foley e
Nieto (2011) observaram maior ocorréncia de A. phagocytophilum em roedores
guando comparado ao presente estudo e aqueles realizados na Europa. No referido
estudo, 10,6% (15/141) de positividade para A. phagocytophilum foi encontrada entre
roedores da espécie T. ochrogenys amostrados no estado da Califérnia, por meio de
ensaios de gPCR baseados no gene msp-2. Ainda na Califérnia, Foley et al. (2011)
relataram ocorréncia semelhante de A. phagocytophilum em amostras de baco
colhidas de roedores das espécies N. fuscipes [11,8% (4/42)] e T. ochrogenys [8,9%
(6/81)], utilizando ensaios de qPCR baseados no gene msp-2.

As andlises filogenéticas baseadas em um fragmento (546pb) do gene 16S
rRNA posicionaram as sequéncias de Anaplasma sp. detectadas em Calomys
cerqueirai, proximas as sequéncias de A. phagocytophilum. Esta espécie de roedor
apresentam habito terrestre e habita formacdes florestais e abertas da Caatinga, do
Cerrado e do Pantanal, além de algumas formacdes florestais da Mata Atlantica em
seu limite com o Cerrado (BONVICINO et al., 2008). Por outro lado, os genétipos de
Anaplasma sp. detectados em Sphiggurus villosus foram alocados em um mesmo
clado relacionados com A. odocoilei. Roedores da espécie Sphiggurus villosus
apresentam habito arboricola e habitam formagfes florestais da Amazénia, Mata
Atlantica e Cerrado (BONVICINO et al., 2008). As sequéncias parciais de DNA de
Anaplasma obtidas a partir de uma amostra de baco de Rattus rattus alocaram-se
préximas a A. bovis. Diferentemente das outras espécies de roedores que habitam
ambiente de mata, R. rattus sdo encontrados em lugares secos, em habitacGes

humanas, armazéns de grdos e entre pavimentos (BONVICINO et al., 2008).
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Gendtipos de Anaplasma relacionados a A. phagocytophilum ja foram detectados em
carnivoros selvagens (André et al.,, 2012), veados (Silveira et al., 2012) e aves
selvagens (Machado et al., 2012), bem como em gatos domésticos (André et al.,
2014) no Brasil.

Ainda, foi observado que as amostras positivas pelos ensaios de qPCR e
cPCR com base nos genes groESL e 16S rRNA, respectivamente, mostraram-se
negativas em ensaios de gPCR especificas para A. phagocytophilum baseados no
gene msp-2. Esses achados indicam possivel circulacdo de diferentes genoétipos de
Anaplasma em animais selvagens no Brasil, cujo potencial zoonético e patogénico
ainda é desconhecido. No Brasil, A. phagocytophilum ja foi detectado em cées e
veados, com base em ensaios de PCR direcionados aos genes msp-2 e msp-4,
respectivamente (Santos et al., 2013; Silveira et al., 2014; 2015).

Considerando a baixa ocorréncia de Anaplasma entre os roedores
amostrados, é possivel inferir que este grupo de mamiferos pode ndo desempenhar
um papel importante na epidemiologia das espécies de Anaplasma no Brasil. Por
outro lado, roedores das espécies N. fuscipes e Peromyscus spp. sdo reconhecidas
como importantes fontes de infeccbes para as amostras HZ, MRK e Dog_CA de A.
phagocytophilum nos EUA.

As inferéncias filogenéticas baseadas em um fragmento (358pb) do gene 16S
rRNA posicionaram as sequéncias de Ehrlichia obtidas a partir de amostras de bago
de roedores das espécies Trichomys laurentius, Holochilus fosteri, Clyomys laticeps e
Calomys cerqueirai em um mesmo grupo monofilético, juntamente com outras

sequéncias de E. canis. Roedores da espécie Trichomys laurentius apresentam
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hébito terrestre e semi-arboricola, diurno e noturno, mas preferencialmente
crepuscular, habitando areas abertas e florestais da Caatinga, do Cerrado e do
Pantanal. JA& os roedores da espécie Holochilus fosteri apresentam habito
semiaquético e habitam formacgfes florestais da Caatinga, do Cerrado e da Mata
Atlantica. Espécimes de Clyomys laticeps sdo semifossoérias, e encontrados
habitando formacdes vegetais abertas e semiflorestais, como campos limpos e sujos,
campo cerrado, cerrado sensu stricto, e area de transicdo com matas de galeria do
Cerrado e Pantanal (BONVICINO et al., 2008). No Brasil, genétipos de Ehrlichia spp.
relacionados a E. canis ja foram detectados em carnivoros selvagens (André et al.,
2012), aves selvagens (Machado et al., 2012) e gatos domésticos (André et al.,
2015). Similarmente, Kim et al. (2014) também observaram a ocorréncia de
genatipos relacionados a E. canis em roedores na Coréia.

Semelhantemente ao observado com os gendtipos de Anaplasma detectados
no presente estudo, as amostras positivas nos ensaios qPCR e cPCR para Ehrlichia
spp. (com base nos genes groESL e 16S rRNA, respectivamente) mostraram-se
negativas aos ensaios de qPCR especificos para E. canis e E. chaffeensis (baseados
nos genes dsb e vipt, respectivamente), sugerindo mais uma vez a possivel
circulacao de gendtipos de Ehrlichia ainda néo isolados em roedores.

A negatividade observada em ensaios de cPCR baseados no gene 16S rRNA
para amostras que anteriormente mostraram-se positivas aos ensaios de gPCR
multiplex baseados no gene groESL pode ser explicada pela observacao de baixas
guantificacbes de DNA, indicando baixas cargas bacterianas nas amostras de tecido

de roedores. Isto pode ter impedido a amplificacdo por ensaios de PCR
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convencionais, haja vista a menor sensibilidade dos ensaios de cPCR quando
comparados aos ensaios de multiplex gPCR.

Uma vez que a obtencdo de sequéncias parciais dos genes dsb, groESL,
omp-1, msp-4 pela amplificacdo por meio de ensaios de cPCR néo foi alcancada no
presente estudo, apesar de Vvarias tentativas, um preciso posicionamento filogenético
dos gendtipos de Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. nao foi possivel. Similarmente, Wolf
et al. (2016), ao relatarem a ocorréncia de um genoétipo de Anaplasma sp. em um
espécime de H. megacephalus por PCR convencional baseada no gene 16S rRNA,
ndo apresentaram um posicionamento filogenético preciso da seqtiéncia encontrada,
haja vista a limitacdo de n&o obtencéo outros fragmentos génicos.

Além disso, embora cinco amostras tenham se mostrado positivas ha cPCR
para Ehrlichia sp. baseada no gene 16S rRNA e nove para Anaplasma sp., todas
mostraram-se negativas aos ensaios de qPCR multiplex baseados no gene groESL.
Tal resultado pode representar mais um indicativo da ocorréncia de gendétipos de
Anaplasma e Ebhrlichia diferentes das espécies-tipo para as quais o0 ensaio foi
desenhado. Uma vez que os iniciadores e as sondas de hidrélise utilizados nos
ensaios qPCR foram concebidos com base em sequéncias do gene codificador da
proteina de choque térmico (heat shock protein) de seis espécies ja conhecidas de
Anaplasma e quatro espécies de Ehrlichia, acreditamos que ndo houve anelamento
destes oligonucleotideos e sondas de hidrolise aos fragmento-alvo dos novos
genotipos circulantes em roedores. Por outro lado, a amplificacdo bem sucedida no

ensaio de PCR convencional baseado no gene 16S rRNA pode ser explicada
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considerando que o referido gene apresenta-se mais conservado entre as diferentes
espécies de agentes Anaplasmataceae em comparacédo ao gene groESL.

As espécies de carrapatos possivelmente envolvidas nos ciclos de
transmissdo de espécies de Ehrlichia e Anaplasma em roedores permanecem
desconhecidas no Brasil. No que diz respeito as espécies de ixodideos parasitas de
roedores no Brasil, ninfas de Amblyomma dubitatum e Ixodes loricatus e larvas de
Amblyomma spp. e Ixodes spp. foram encontrados parasitando pequenos mamiferos
nas areas peri-urbanas de Uberlandia, estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil
(Coelho et al., 2016). Adicionalmente, foram colhidas ninfas de A. cajennense e A.
triste em exemplares de roedores da espécie Holochilus sciureus amostrados no
Pantanal do estado de Mato Grosso (Wolf et al., 2016).

Sabe-se que a organizacao de comunidades de ectoparasitas encontradas em
roedores € dependente das espécies hospedeiras. Desta forma, acaros e piolhos
apresentam maior especificidade quanto as espécies hospedeiras quando
comparados aos carrapatos (Sponchiado et al., 2016). Desta forma, a menor
especificidade dos carrapatos em relacdo aos hospedeiros mamiferos seria um fator
importante a transmissao de Ehrlichia e Anaplasma para diferentes espécies de
roedores. Foi possivel observar também que grande parte das espécies de roedores
amostrados que mostraram-se positivas para Anaplasma sp. e Ehrlichia sp.
apresentam habito terrestre, 0 que aumenta as chances de contato com espécies de
carrapatos na vegetacao. No Brasil, um fragmento do gene 16S rRNA de Anaplasma
foi detectado em um espécime de Amblyomma triste colhido de um roedor da

espécie Holochilus sciureus no Pantanal do estado do Mato Grosso, sendo também
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observado positividade deste espécime de roedor ao mesmo ensaio de PCR (Wolf et
al., 2016). No estado da Califérnia, EUA, foram colhidos espécimes de I. pacificus
(126), 1. angustus (24), I. ochotonae (2) e 1. spinipalpis (2) de roedores das espécies
T. ochrogenys, considerados potenciais reservatorios do agente, e foi observado que
apenas um exemplar de |. pacificus mostrou-se positivo a deteccdo de A.
phagocytophilum (Foley e Nieto, 2011). Ainda na Califérnia, de 628 carrapatos
amostrados e testados quanto a presenca de DNA de A. phagocytophilum, oito
exemplares de I. pacificus (um adulto, uma larva e 6 ninfas) e dois adultos de I.
ochotonae mostraram-se positivos para o referido agente (Foley et al. , 2011).
Futuros estudos que objetivem a deteccdo de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em
carrapatos colhidos de roedores no Brasil sdo necessarios a fim de elucidar as

lacunas existentes na epidemiologia dos agentes Anaplasmataceae no Brasil.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou uma baixa ocorréncia de Anaplasma e Ehrlichia em

roedores amostrados em diferentes regides do Brasil;

Com base nos resultados obtidos pelos ensaios de qPCR multiplex (gene groESL) e
cPCR (gene 16S rRNA), bem como no posicionamento filogenético das sequéncias
do 16S rRNA, sugere-se a circulacdo de possiveis novos genotipos de agentes
Anaplasmataceae em roedores nas areas estudadas, porém com baixas cargas

bacterianas.
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