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Impacto potencial dessa pesquisa

A anta (Tapirus terrestris) € o maior mamifero terrestre nativo do Brasil. Essa espécie
€ amplamente distribuida na América do Sul, ocorrendo em pelo menos quatro biomas
brasileiros (Amazodnia, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal). Possui um papel
ecologico importante na biodiversidade da flora dos habitats onde vive devido a
capacidade de dispersar sementes de plantas e frutos. A anta € considerada um
animal vulneravel a extingcdo em todo o pais e os principais desafios relacionados a
sua conservagao estao ligados as consequéncias das agdes humanas, como a caga
ilegal, incéndios florestais, perda de habitat e atropelamentos em rodovias e estradas.
Considerando a necessidade de entender quais outras ameacgas esses animais
podem enfrentar, o estudo dos hemoparasitos e agentes transmitidos por vetores que
podem infectar as antas se faz importante, visto que ainda ha pouca informacéo sobre
essa tematica. No presente trabalho, foi dectado DNA de bactérias das familias
Anaplasmataceae, Mycoplasmataceae, Bartonellaceae e Borreliaceae em amostras
de sangue de antas de vida-livre do Pantanal e Cerrado. Além disso, detectou-se
também DNA de protozoarios da familia Theileriidae. Alguns dos agentes encontrados
foram relatados nessa espécie animal pela primeira vez, além da descricao de novas
e Candidatus espécies e também de gendtipos inéditos.

Potential impact from this research

The lowland tapir (Tapirus terrestris) is the largest land mammal from Brazil. This
species is widely distributed in South America, occurring in at least four Brazilian
biomes (Amazon, Cerrado, Atlantic Forest and Pantanal). It has an important
ecological role in the flora biodiversity in the habitats where it lives due to its ability to
disperse plant and fruits seeds. The lowland tapir is considered an animal vulnerable
to extinction throughout the country and the main challenges related to its conservation
are associated to the consequences of human actions, such as illegal hunting, forest
fires, loss of habitat and being run over on highways and roads. Considering the need
to unraveling other threats these animals may face, the study of blood and vector-
borne agents that can infect tapirs is important, as there is still little information on this
topic. In the present research, DNA from bacteria from the Anaplasmataceae,
Mycoplasmataceae, Bartonellaceae and Borreliaceae families was detected in blood
samples from free-living tapirs from the Pantanal and Cerrado. Furthermore, DNA from
protozoa of the Theileriidae family was also detected. Some of the agents found were
reported in this animal species for the first time, in addition to the description of novel
Candidatus species and genotypes.
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DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE HEMOPARASITOS EM
ANTAS (Tapirus terrestris) DE VIDA LIVRE NO BRASIL

RESUMO - A anta brasileira (Tapirus terrestris) € o maior mamifero terrestre do Brasil.
Atualmente, essa espécie € considerada vulneravel a extincdo em todo o pais. O
presente trabalho teve como objetivos detectar e caracterizar agentes das familias
bacterianas Mycoplasmataceae, Bartonellaceae, Anaplasmataceae, Coxiellaceae e
Borreliaceae; e também das familias de protozoarios Babesiidae, Theileriidae e
Hepatozoidae em amostras de sangue de antas de vida-livre do Cerrado e Pantanal,
por meio de técnicas moleculares. Entre 2013 a 2018, amostras de sangue de T.
terrestris de vida-livre foram coletadas de 94 individuos vivos e 8 atropelados,
totalizando 125 amostras (alguns animais vivos foram amostrados mais de uma vez
em momentos diferentes), no Estado do Mato Grosso do Sul. A coleta de sangue foi
realizada pelos profissionais da Iniciativa Nacional para a Conservagdo da Anta
Brasileira (INCAB-IPE). Desse total, 78 (78/125; 62.4%) amostras foram coletadas de
61 antas (61/94; 64,89%) no Pantanal e 39 amostras (39/125; 31,2%) foram coletadas
de 33 antas (33/94; 35,11%) provenientes do Cerrado. Além disso, todas as antas
atropeladas (8/125; 6,4%) foram amostradas no Cerrado, totalizando 41 individuos
deste bioma. As amostras foram submetidas a protocolos de PCR (convencional) e
gPCR (PCR quantitativa). Ainda, 86 amostras foram submetidas a amplificagdo de um
fragmento de aproximadamente 400 pb da regido V3-V4 do gene bacteriano 16S
rRNA, por meio de sequenciamento de nova geracgdo, para caracterizagdo do
microbioma. Como resultado, 33,61% demonstraram resultados positivos para a
pesquisa de Mycoplasma spp. (PCR para os genes 16S rRNA, 23S rRNA, RNAse P
e dnaK), 52,2% para piroplasmideos (PCR para os gene 18S rRNA, hsp70 e cox-1),
6,55% para Bartonella sp. (QPCR para o gene nuoG e PCR para o gene ribC), 18%
para Anaplasma spp. (PCR para o gene 16S rRNA e espagador intragénico ITS 23S-
5S), 25,4% para Neorickettsia spp. (PCR para o gene 16S rRNA), e 2% para Borrelia
spp- (QPCR para o gene 16S rRNA e PCR para o gene flaB). Nenhuma amostra foi
positiva para os protocolos testados para Ehrlichia spp. (PCR para o gene dsb),
Coxiella burnetii (QPCR para o elemento génico 1IS1111) e Hepatozoon spp (PCR para
o gene 18S rRNA). As analises filogenéticas das sequéncias obtidas demonstraram a
presenca de duas novas espeécies Candidatus nesses animais: ‘Candidatus
Mycoplasma haematoterrestris’ e ‘Candidatus Mycoplasma hematotapirus’; uma nova
espécie de Theileria, nominada Theileria terrestres nov. sp.; ocorréncia de um
genotipo similar a Bartonella henselae; ocorréncia de um novo gendtipo de Anaplasma
sp., ocorréncia de Neorickettsia sp.; e Borrelia theileri, patogeno anteriormente
descrito somente em animais domésticos no Brasil. Na analise do microbioma do
sangue das antas, os filos Pseudomonadota, Bacillota, Mycoplasmatota, Bacterioidota
e Actinomycetota mostraram-se dominantes. A analise da diversidade alpha de
amostras de animais vivos demonstrou que todos os grupos avaliados compartilham
as mesmas comunidades bacterianas principais. O presente trabalho descreveu a
ocorréncia de diferentes hemoparasitos (Mycoplasma spp., Theileria terrestris,
Bartonella sp., Anaplasma sp., Neorickettsia sp. e Borrelia theileri) em T. terrestris de
vida livre no Brasil, além da primeira caracterizagdo do microbioma do sangue dessa
espécie.

Palavras-chave: Animais selvagens, diagndstico, filogenia, hemoparasitos.
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MOLECULAR DETECTION AND CHARACTERIZATION OF HEMOPARASITES IN
WILD LOWLAND TAPIRS (TAPIRUS TERRESTRIS) FROM BRAZIL

ABSTRACT - The lowland tapir ( Tapirus terrestris) is the largest land mammal in Brazil
and is considered vulnerable to extinction throughout the country. The present
research aimed to detect and characterize agents from the bacterial families
Mycoplasmataceae, Bartonellaceae, Anaplasmataceae, Coxiellaceae, and
Borreliaceae; and also the protozoan families Babesiidae, Theileriidae, and
Hepatozoidae in blood samples of wild tapirs from the Cerrado and Pantanal biomes,
using molecular techniques. Between 2013 and 2018, blood samples were collected
from 94 living and 8 road-killed wild tapirs, totaling 125 samples (some living animals
were sampled more than once at different times), in Mato Grosso do Sul State. Blood
collection was carried out by professionals from the National Initiative for the
Conservation of the Brazilian Tapir (INCAB-IPE). Out of this, 78 (78/125; 62.4%)
samples were collected from 61 tapirs (61/94; 64.89%) in the Pantanal and 39 samples
(39/125; 31.2%) were collected from 33 tapirs (33/94; 35.11%) from the Cerrado.
Furthermore, all road-killed tapirs (8/125; 6.4%) were sampled in the Cerrado, totaling
41 individuals from this biome. Samples were subjected to PCR (conventional) and
gPCR (quantitative PCR) protocols targeting the studied agents. Furthermore, 86
samples were subjected to amplification of a fragment of approximately 400 bp from
the V3-V4 region of the bacterial 16S rRNA gene, through next generation sequencing,
for blood microbiome characterization. From the tested samples, 33.61% obtained
positive results for Mycoplasma spp. (PCR for the 16S rRNA, 23S rRNA, RNAse P and
dnaK genes), 52.2% for piroplasmids (PCR for the 18S rRNA, hsp70 and cox-1 genes),
6.55% for Bartonella sp. (QPCR for the nuoG gene and PCR for the ribC gene), 18%
for Anaplasma spp. (PCR for the 16S rRNA gene and ITS 23S-5S intragenic space),
25.4% for Neorickettsia spp. (PCR for the 16S rRNA gene), and 2% for Borrelia spp.
(qPCR for the 16S rRNA gene and PCR for the flaB gene). None of the samples was
positive for the protocols tested for Ehrlichia spp. (PCR for the dsb gene), Coxiella
burnetii (QPCR for the 1S1111 gene elemento) and Hepatozoon spp (PCR for the 18S
rRNA gene). Phylogenetic analyses of obtained sequences demonstrated the
presence of two Candidatus species: ‘Candidatus Mycoplasma haematoterrestris' and
‘Candidatus Mycoplasma hematotapirus'; detection of a novel species of Theileria,
named Theileria terrestris nov. sp.; detection of a Bartonella sp. genotype similar to
Bartonella henselae; a novel genotype of Anaplasma sp.; detection of Neorickettsia
sp.; occurrence of Borrelia theileri, a pathogen previously described only in domestic
animals in Brazil, was also detected. Regarding the analysis of the tapir blood
microbiome, the phyla Pseudomonadota, Bacillota, Mycoplasmatota, Bacterioidota
and Actinomycetota demonstrated to be dominant. When analyzing the diversity of
living animals' samples, tapir populations from all analyzed groups demonstrate that
they share the dominant bacterial community members. The present research
described the occurrence of different hemoparasites (Mycoplasma spp., Theileria
terrestris, Bartonella sp., Anaplasma sp., Nerickettsia sp. and Borrelia theileri) in free-
living T. terrestris in Brazil, in addition to the first characterization of the blood
microbiome from this species.

Keywords: Diagnosis, hemoparasites, phylogeny, wildlife.



CAPITULO | - CONSIDERAGOES GERAIS

1. Introdugao

Considerando as perspectivas futuras para o diagnostico de doencgas
infecciosas em animais selvagens, tecnologias inovadoras podem melhorar a
deteccdo de patdégenos, bem como contribuir com o conhecimento acerca de tais
agentes em diferentes espécies (Michel et al., 2021). As zoonoses sao doengas
infecciosas compartilhadas entre os seres humanos e outras espécies animais e s&o
causadas por cerca de 60% dos patdégenos que infectam seres humanos (Aggarwal e
Ramachandran, 2020). Areas onde ocorre o contato préximo entre seres humanos,
animais domésticos e animais selvagens sdo aquelas com a maiores chances de
ocorrer a transmissao de agentes zoonodticos (Kalema-Zikusoka, 2005).

A ocorréncia de patdgenos transmitidos por vetores abrange desde areas com
climas tropicais e subtropicais até locais de clima temperado (Martens et al., 1995). O
aumento das populagcbes de artrépodes vetores, que ocorre principalmente em
decorréncia de alteragdes ambientais, influencia ndo apenas o aparecimento de novas
doencas, mas também o ressurgimento de doencas ja conhecidas (Gratz, 1999).
Desde o inicio do século 20, as doencas transmitidas por carrapatos estdo em
ascensao devido ao aumento dos impactos ao meio ambiente. Embora os carrapatos
sejam considerados os artropodes mais relacionados a transmissao de patogenos,
apos os mosquitos, os estudos acerca da transmissdo de agentes infecciosos por
carrapatos sao considerados negligenciados quando comparados aqueles
transmitidos por artrépodes voadores (Boulanger et al., 2019).

O Pantanal é considerado a maior area alagada continua de agua doce do
planeta, abrangendo cerca de 179.300 km? de planicies aluviais de baixa altitude. As
estacdes de chuva e seca sao bem definidas, com as chuvas concentrando-se durante
o verdo e favorecendo a ocorréncia de cheias sazonais (Tomas et al., 2019). O
Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, abrangendo a parte predominante das
savanas neotropicais (Delitti et al., 2006). Diferentes tipos de vegetacdo podem ser
encontradas no Cerrado. As paisagens sao caracterizadas por florestas de savana

que variam desde pastagens quase sem arvores, dominadas por gramineas e
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arbustos, até florestas de arvores semideciduas (Furley et al., 1999). A area onde
ocorre o Cerrado se estende por 2 milhdes de km? da regido central do planalto
brasileiro e representa 21% da area terrestre do Brasil, o que o torna a regido mais
extensa de savana da América do Sul (Delitti et al., 2006). Considerando seu vasto
vasto, as condi¢des climaticas do Cerrado variam de acordo com a regido na qual o
bioma ocorre. Na regi&do que abrange o Estado do Mato Grosso do Sul, o Cerrado é
descrito apresentando estagao chuvosa mais intensa entre os meses de Dezembro a
Fevereiro, com pequenos periodos de estiagem no més de Janeiro. As médias de
temperatura anual para essa regido podem variar entre 21°C a 25°C, sendo esta uma
regido que apresenta medias de temperaturas mais baixas quando comparadas a
outras regides onde esse bioma pode ser encontrado (Silva et al., 2008).

A principal causa de desmatamento nos paises da Ameérica do Sul é a
expansdo de areas de atividades ligadas a produgédo agropecuaria (Arraes et al.,
2012), assim como ocorre no Brasil (Domingues et al., 2014). A fragmentagao de
habitats naturais esta relacionada a uma perda consistente da abundancia de
espécies selvagens (Haddad et al., 2015) e ao aumento no risco de extingdo para
mamiferos (Crooks et al., 2017). Nos ultimos anos, tanto o Pantanal quanto o Cerrado
tém enfrentado altas taxas de destruicdo no Brasil. Estima-se que os incéndios
florestais destruiram aproximadamente 23% do Pantanal em 2020 (LASA/UFRJ,
2020), e em 2021, 7,9% do a vegetacdo natural foi reportada como suprimida no
Cerrado (PRODES/INPE, 2021). Incéndios florestais podem causar ferimentos diretos
e morte de animais, mas também danos indiretos causados pela perda de habitat e
esgotamento de recursos (Berlinck et al., 2021).

O interesse na vida selvagem tem crescido por diferentes razdes: desde a
necessidade de tracar planos para a conservacgao de espécies ameacadas até mesmo
o interesse econdmico nesses animais, visto que, em paises que apresentam uma
alta taxa de biodiversidade, a fauna €& considerada um importante atrativo e
contribuinte da industria do turismo (Michel et al., 2021). De fato, em 2022, a cadeia
produtiva do turismo no Estado do Mato Grosso do Sul, na qual uma expressiva
porcao é relacionada ao ecoturismo, movimentou cerca de R$21,6 bilhdes na regido
(Fecomercio MS, 2023).
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A espécie Tapirus terrestris, popularmente conhecida como anta brasileira, faz
parte da ordem Perissodactyla e familia Tapiridae (Medici et al., 2012) e € considerada
o maior mamifero terrestre silvestre do Brasil (Rodrigues, 2007). A anta é considerada
uma espécie mantenedora da biodiversidade da flora, visto a sua capacidade de
dispersar sementes nos territérios onde habita (Barcelos et al., 2013). Dentre os
paises da América do Sul, o Brasil é o pais com maiores perdas de habitat para a
espécie (Cordeiro et al., 2016). Embora ainda possa ser encontrada em quatro biomas
brasileiros (Mata Atlantica, Pantanal, Amazénia e Cerrado), a anta esta classificada
como vulneravel no pais pela avaliagédo do risco de extingdo da espécie (Medici et al.,
2012).

Alteragbes de habitat sdo a principal causa do surgimento de doencgas
infecciosas em antas (Mangini et al., 2012). Os incentivos as pesquisas relacionadas
a saude e aos agentes infecciosos que podem afetar a espécie sao listados como
metas nos esforgos que visam a conservacao da anta brasileira (Medici et al., 2007).
Entretanto, embora exista uma diversidade de estudos envolvendo hemoparasitos de
animais silvestres, poucos sao os relatos que descrevem a detecgédo de patdogenos

em antas.
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6. Conclusions

The phyla Pseudomonadota, Bacillota, Mycoplasmatota, Bacterioidota and
Actinomycetota were the dominant taxa present in the analysis of the microbiome of
living and road-killed lowland tapirs using amplification and NGS of a fragment
of approximately 400 pb from the V4-V3 regions of the bacterial 16S rRNA. Although
it is not possible to state that it was derived from a dysbiosis situation, frequent
phylum found herein matched with taxa described as commensal for the gut
or skin microbiome in other mammal or Tapirus species.
The composition of the most frequent ASVs between samples from living and road-

killed animals differed extensively as expected due to the process of
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decomposition in road-killed animals. For living tapirs, diversity analyses suggest that
the dominant community members are likely shared among tapirs from all groups.

Sequences from different vector-borne bacteria were found in the present
study, mostly represented by Anaplasmataceae and Mycoplasmataceae families.
Evidence of potential zoonotic agents, such as Borrelia sp. and Bartonella sp., was
also found.
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