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RESUMO

Micoplasmas hemotrépicos, ou hemoplasmas, sao bactérias que se associam a
hemacias de varias espécies de mamiferos, incluindo seres humanos. Estes
microrganismos podem causar anemia hemolitica, mas infecgbes subclinicas sao
frequentemente relatadas e pouco se sabe a respeito das consequéncias e evolucao
de infeccbes crénicas por esses agentes. O presente estudo teve por objetivo
verificar a ocorréncia de micoplasmas hemotrépicos em mamiferos da area de
preservacao da Usina Hidrelétrica de Itaipu e realizar a identificacdo molecular da
bactéria. Amostras de primatas ndo humanos e de quatis foram analisadas por
técnicas de microscopia e métodos moleculares e foi avaliada se a infecgao por
hemoplasma estava associada a alteracdes clinicas e/ou laboratoriais, origem e
sexo do animal. As amostras também foram testadas para outros microrganismos
para verificar possiveis coinfecgdes, incluindo Anaplasma spp., Babesia spp.,
Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’, ‘Candidatus
Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp., Neorickettsia risticii,
Rickettsia rickettsii e Bartonella spp. Um total de 42 amostras foram analisadas, 14
de bugio-preto (Alouatta caraya), 24 de macaco-prego (Sapajus nigritus), 2 de sagui
(Callithrix jacchus) e 2 de quati (Nasua nasua). Dentre os primatas ndo humanos,
10/40 (25,0%) tiveram resultado positivo para hemoplasma. Animais nascidos em
vida livre e bugios-pretos machos foram mais suscetiveis a apresentarem infecgéo.
Apesar de alguns macacos apresentarem anemia, ndao houve associagcado
significativa desta com a infeccao por hemoplasma. As médias dos valores de
proteina plasmatica total e volume corpuscular meédio estavam significativamente
elevados em bugios-pretos positivos para hemoplasma. As sequéncias de
Mycoplasma sp. encontradas nos bugios apresentaram maior identidade com a
especie ‘Ca. M. kahanei’, porém na analise filogenética ficaram posicionadas em
clados separados, dentro do grupo classificado como haemosuis. Também foi
detectada, pela primeira vez, a ocorréncia de hemoplasmas em quatis, evidenciados
por microscopia de luz, sistema confocal e microscopia eletrénica de varredura. Os
animais nao apresentaram sinais clinicos, apesar de um deles estar infectado com
Mycoplasma haemofelis, espécie considerada patogénica para gatos e ja
encontrada em ser humano. Em um dos quatis foi detectado Mycoplasma sp.
semelhante a hemoplasmas encontrados em capivaras, mas na analise filogenética
essas sequéncias foram colocadas em diferentes clados, dentro do grupo
haemofelis. Nenhum animal apresentou resultado positivo para o0s outros
microrganismos testados. Trés espécies de hemoplasmas foram detectadas nos
mamiferos da darea de preservacao da Iltaipu. Os impactos relacionados a
cronicidade da infeccdo devem ser investigados em reflgios bioldgicos, reservas
ecoldgicas e criadouros de animais silvestres, especialmente para aquelas espécies
consideradas vulneraveis ou em risco de extincdo. Além disso, deve-se considerar 0
potencial risco de transmissdo para seres humanos, animais domésticos e outros
animais silvestres.

Palavras-chave: Micoplasma hemotrépico. Hemoplasma. Animais silvestres.
Doengas transmitidas por vetores.



ABSTRACT

Hemotropic mycoplasmas, or hemoplasmas, are erythrocyte-associated bacteria
hosted by several mammalian species, including human beings. These agents can
cause hemolytic anemia, but subclinical infections are frequently reported and little is
known about consequences and evolution of chronic cases. The aim of the present
study was to verify the occurrence of hemotropic mycoplasmas in mammals from the
preservation area of the ltaipu Hydroelectric Power Plant and to perform the
molecular identification of the bacteria. Nonhuman primates and coatis samples were
analyzed by microscopy and molecular methods and the association between
hemoplasma infection and clinical and/or laboratory abnormalities, origin or sex of
the animal was evaluated. In order to investigate the presence of coinfections,
samples were tested to other microorganisms, including Anaplasma spp., Babesia
spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp.,
Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii and Bartonella spp. A total of 42 samples
were analyzed, including 14 from black howler monkeys (Alouatta caraya), 24 from
black-horned capuchins (Sapajus nigritus), 2 from marmoset monkeys (Callithrix
jacchus) and 2 from coatis (Nasua nasua). Among nonhuman primates, 10/40
(25.0%) tested positive for hemoplasma. Wild-born animals were more likely to test
positive, as well as male black howler monkeys. Although some monkeys had
anemia, no significant association was found between hemoplasma infection and
anemia. The mean total plasma protein and mean corpuscular volume were
significantly higher in black howler monkeys testing positive for hemoplasmas. The
Mycoplasma sp. sequences found in the black howler monkeys were most closely
related to ‘Ca. M. kahanei’, but in the phylogenetic analysis, they were positioned in
separate clades, within the group classified as haemosuis. It was also detected, for
the first time, the occurrence of hemoplasmas in coatis, evidenced by light
microscopy, confocal and scanning electron microscopy. Both animals showed no
clinical signs, although one of them was infected with Mycoplasma haemofelis,
species considered pathogenic to cats and already found in human. A Mycoplasma
sp. detected in one of the coatis appeared to be similar to hemoplasmas found in
capybaras, but in the phylogenetic analysis they were positioned in different clades,
within the haemofelis group. Samples tested negative for all the remaining
microorganisms analyzed. Three hemoplasma species were detected in the
mammals of the preservation area of Itaipu. Impacts related to the chronicity of
hemoplasma infection should be investigated in wildlife sanctuaries, ecological
reserves and breeding colonies of wild animals, especially for vulnerable species. In
addition, the potential risk of transmission to human beings, domestic animals and
other wild animals should be considered.

Keywords: Hemotropic mycoplasma. Hemoplasma. Wild animal. Vector-borne
disease.
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1 INTRODUCAO

Micoplasmas hemotropicos sao bactérias que se associam a eritrocitos de
varias espécies de mamiferos (MESSICK, 2004), incluindo seres humanos (DOS
SANTOS et al., 2008; YUAN et al., 2009; SYKES et al., 2010; STEER et al., 2011;
MAGGI et al.,, 2013a, 2013b). Estes agentes podem causar anemia hemolitica,
inapeténcia, perda de peso, desidratacao, letargia e até mesmo a morte de alguns
animais (WILLI et al., 2007a). Também podem permanecer latentes por longos
periodos, mesmo apés o tratamento com antimicrobianos (ISHAK et al., 2008;
TASKER, 2010; NOVACCO et al., 2011). Sdo microrganismos incultivaveis, muito
pequenos, desprovidos de parede celular e limitados apenas por membrana
plasmatica. Medem de 0,3 a 0,8 um de diametro e seu genoma € um dos menores
dentre os procariotos (HOLT et al., 1994).

Quanto a sua classificacdo, estas bactérias, também denominadas
genericamente como hemoplasmas, pertenciam aos géneros Haemobartonella e
Eperythrozoon, familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Porém, analises do
gene 16S rRNA mostraram maior proximidade filogenética ao género Mycoplasma,
familia Mycoplasmataceae, ordem Mycoplasmatales, classe Mollicutes (NEIMARK;
KOCAN, 1997; RIKIHISA et al., 1997; NEIMARK et al., 2001; NEIMARK; HOFF;
GANTER, 2004), sendo assim reclassificadas.

Muitas espécies de hemoplasma utilizam a designacao provisoria
Candidatus (NEIMARK et al., 2002b), recomendada para procariotos incultivaveis
que ainda nado possuem completa descrigdo, que inclui suas caracteristicas
estruturais, metabdlicas e reprodutivas, comprovacao do seu habitat, além de sua
informacao genémica (MURRAY; STACKEBRANDT, 1995).

No que se refere ao ciclo epidemiolégico dos hemoplasmas, este ainda nao
esta definido. Alguns trabalhos sugerem que a transmissao dessas bactérias possa
ocorrer atraves de vetores hematéfagos (WILLI et al., 2007a), tais como piolhos
(Polyplax spinulosa), pulgas (Ctenocephalides felis e Xenosylla cheopis) e
carrapatos (Ixodes ricinus, Ixodes ovatus e Rhipicephalus sp.) (MESSICK, 2004;
WILLI et al., 2007a; HOELZLE, 2008; SYKES, 2010; TASKER, 2010). Algumas
espécies de mosquito também podem estar envolvidas na transmissao (SYKES et
al., 2007), como o Aedes aegypti (REAGAN et al., 2016). Porém, apesar do DNA de

hemoplasma ter sido isolado de alguns mosquitos, o seu ciclo através desse vetor
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nao foi comprovado (REAGAN et al., 2016). Alguns fatos corroboram com a hipétese
da transmissdo via artrépodes, como a maior prevaléncia de infecgbes por
hemoplasma em localidades onde a infestacdo por artropodes é maior (SYKES et
al., 2007), ou onde as temperaturas médias anuais sdo mais elevadas e com maior
namero de espécies de artropodes hematéfagos (WILLI et al., 2007a). Outras vias
de transmissdo sugeridas s&o a transmissao direta, mediante contato agressivo
entre animais (WILLI et al.,, 2007a), e a transmissdo parenteral e oral através de
sangue contaminado (WILLI et al.,, 2007a; HOELZLE, 2008; TASKER, 2010;
BARKER; TASKER, 2013). Ha ainda relatos que descrevem casos de contagio
através de transfusao sanguinea (WILLI et al., 2006b, 2007a) e transmissao vertical,
durante a gestacgao, parto ou por meio da lactacao (WILLI et al., 2007a; HOELZLE,
2008; HU et al., 2009; TASKER, 2010).

Apesar da doenga clinica raramente ser reportada, a utilizacdo de métodos
de deteccdo mais sensiveis tem demonstrado que a infec¢gdo por micoplasmas
hemotrépicos € muito comum (HULME-MOIR et al., 2010). No Brasil, algumas
espécies de hemoplasmas ja foram detectadas em animais domésticos e de
producéo, além de animais silvestres (BIONDO et al., 2009). Alguns relatos também
sugerem a possibilidade da hemoplasmose ser uma infeccdo zoonética (HU et al.,
2009; TASKER et al.,, 2010), podendo ser assintomatica ou provocar alteragdes
como febre aguda e anemia em seres humanos (HU et al., 2009; CONGBIN et al.,
2010; STEER et al., 2011).

A hemoplasmose é bem descrita em animais domésticos, como gatos,
contudo pouco se sabe sobre a doenca em animais silvestres (WILLI et al., 2007b).
O estudo da fisiologia e da patologia de animais silvestres é restrito devido a fatores
como, habitat de dificil acesso, baixa densidade populacional, habitos de viverem
mais ocultos e ainda devido ao comportamento “timido” de varias espécies (DE
THOISY et al., 2000). Contudo, infecgbes por hemoparasitas podem representar um
risco para a sobrevivéncia de alguns animais e o conhecimento a respeito desses
agentes, sua identificagcdo e epidemiologia, podem auxiliar no direcionamento de
estratégias de conservagdo de animais em risco (ANDRE et al., 2010). Esta é uma
das atividades desenvolvidas no Reflugio Bioldégico Bela Vista (RBV), area de
protecao ambiental da Usina Hidrelétrica de ltaipu, em Foz do Iguagu, Parana,
Brasil, onde também esta localizado o Zooldgico Roberto Ribas Lange e o Hospital
Veterinario. No RBV, 420 animais de 70 espécies, algumas delas ameacadas de
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extincao, fazem parte de projetos de manejo e conservacao (ITAIPU BINACIONAL,
2016). Além disso, também s&o realizados atendimentos a animais silvestres
encontrados feridos na regidao de abrangéncia da usina, que ao serem reabilitados
retornam ao seu ambiente natural (ITAIPU BINACIONAL, 2011a, 2011b, 2011c).

A identificacdo de hemoplasmas em algumas espécies de animais silvestres
da area do RBV, como gato-maracaja (Leopardus wiedii (GUIMARAES, 2008),
capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris) (VIEIRA et al., 2009), cervideos (Blastocerus
dichotomus, Mazama nana e Mazama americana) (GRAZZIOTIN et al., 2011) e
bugio-preto (Alouatta caraya) (SANTOS et al., 2013), associada a necessidade de
maiores estudos sobre a epcisco2314idemiologia e caracterizacdo desses agentes,
motivou a pesquisa de hemoplasmas em outros mamiferos atendidos pela Itaipu.

Anualmente, amostras de sangue dos mamiferos mantidos pela ltaipu séo
coletadas para analises laboratoriais de controle da sanidade animal. Neste estudo,
foram utilizadas amostras de primatas ndo humanos atendidos no Hospital
Veterinario do RBV para verificar a prevaléncia de hemoplasmas e possiveis
alteragdes clinicas e laboratoriais associadas a infeccdo. Além disso, outros
microrganismos transmitidos por vetores também foram testados para avaliar a
ocorréncia de coinfeccbes. Adicionalmente, foi realizada a pesquisa de
hemoplasmas por técnicas moleculares e de microscopia em quatis, espécie que

circula livremente nas areas no RBV.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a ocorréncia de micoplasmas hemotrépicos em mamiferos da area
de preservacao da Usina Hidrelétrica de ltaipu e realizar a identificagdo molecular da
bactéria.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Verificar a presenca de micoplasmas hemotrépicos em mamiferos

mediante técnicas de microscopia e ensaios moleculares;
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b) Verificar a ocorréncia de infeccbes concomitantes causadas por outros
patdégenos causadores de anemia infecciosa ou transmitidas por vetores;

c) Avaliar se ha alteragbes clinicas e/ou laboratoriais associadas com a
infecg@o por hemoplasma;

d) Verificar se ha relacao entre infeccao por hemoplasma e origem, local de
nascimento e/ou sexo do animal;

e) Verificar a relagdo filogenética entre as espécies de Mycoplasma
detectadas, comparando-as com as espécies previamente identificadas
mediante andlise de sequéncias do gene 16S rRNA.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS

As amostras e os dados clinicos utilizados no presente trabalho foram
provenientes de exames de controle da manutencao da sanidade animal, realizados
por recomendacdo do IBAMA nos animais do Criadouro de Animais Silvestres
(registro no IBAMA n® 1286483) e Zooldgico Roberto Ribas Lange (registro no
IBAMA n® 598835), localizados no Refugio Bioldgico Bela Vista da Usina Hidrelétrica
de ltaipu em Foz do Iguagu, Parana, Brasil (25° 26' 57" S 54° 33' 18" W). O projeto
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal do Parana (protocolo n® 047/2014) (ANEXO 1).
Apés a realizagdao dos exames laboratoriais de rotina, os residuos de sangue foram
utilizados para as analises microscopicas e moleculares, conforme descrito a seguir.

Um total de 42 amostras foram analisadas, 14 de bugio-preto (Alouatta
caraya), 24 de macaco-prego (Sapajus nigritus), 2 de sagui (Callithrix jacchus) e 2
de quati (Nasua nasua). Quanto a origem dos animais, 4 bugios-pretos eram de vida
livre e 10 de cativeiro (4 nascidos em cativeiro e 6 em vida livre), 5 macacos-prego
eram de vida livre e 19 de cativeiro (18 nascidos em cativeiro e 1 em vida livre) e 0s
saguis e quatis eram nascidos e criados em cativeiro.

As amostras de sangue dos primatas ndo humanos (PNH) foram coletadas
utilizando-se tubos estéreis contendo EDTA. As amostras de quatis foram coletadas
utilizando-se tubos com EDTA e tubos com heparina sédica. Laminas de extensao
sanguinea foram realizadas imediatamente apos a coleta de sangue. Posteriormente
a realizacao dos exames laboratoriais de rotina, os residuos de sangue foram

armazenados a temperatura de -80°C, para subsequente analise molecular.
2.2 ANALISES HEMATOLOGICAS

O numero de hemacias por milimetro cubico de sangue (Hem), hematdcrito
(Ht), concentracdao de hemoglobina (Hb), numero de leucécitos por milimetro cubico
de sangue (Leu) e concentragdo de proteina plasmatica total (PPT), foram
verificados utilizando-se métodos tradicionais (ALMOSNY; DOS SANTOS, 2001). Os
indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular



22

média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
calculados a partir dos valores de Hem, Ht e Hb (ALMOSNY; DOS SANTOS, 2001).
Os animais foram classificados como anémicos caso os valores de Hem, Ht ou Hb
estivessem abaixo do intervalo de referéncia estabelecido para cada espécie
(FLAIBAN et al., 2008; SANTOS, 2011).

2.3 ANALISE MICROSCOPICA

2.3.1 Microscopia de luz

As extensdes sanguineas foram coradas com corante de May-Griinwald-
Giemsa e examinadas utilizando-se microscopia de luz (BX51, Olympus, Tokyo,
Japan), com uma ampliagdo de 1000X. As amostras dos quatis também foram
analisadas em um sistema de imagem confocal (A1RSiIMP, Nikon, Téquio, Japao),
utilizando-se objetiva CFI Plan Apo Lambda 100X/1.45 Qil .13mm WD, laser 476 nm
para excitacao e filtro de intervalo de 482/35 nm (azul) ou laser de excitagdo 488 nm
e filtro de intervalo de 525/50 nm (verde). Para imagens de contraste de interferéncia
diferencial (DIC), as células foram excitadas utilizando-se laser 488 nm e filtro de
intervalo de 525/50 nm para emissdo. As imagens confocal e DIC foram obtidas
utilizando-se sistemas sequenciais de cada canal (azul, verde ou DIC). Para a
visualizagdo das imagens, utilizou-se um software de imagem comercial (Nis
Elements 4.20, Nikon, Tokyo, Japao). As imagens finais foram editadas através do
software GIMP v.2.8.16 (disponivel em http://www.gimp.org/).

2.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Uma aliquota de 500 yL de sangue dos quatis, coletada com heparina
sodica, foi lavada trés vezes com solucdo tampao de fosfato (PBS), mediante
centrifugacdo a 600 g, durante 5 minutos. O sedimento resultante foi lavado com
solucao tampao de cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4 e fixado a temperatura
ambiente por 1 hora com o fixador de Karnovski modificado (KARNOVSKY, 1965)
(glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4% e CaCl, 1 mM em solugdo tampao de
cacodilato de soédio 0,1 M, pH 7.,4). ApGs lavar duas vezes com solugdao tampéao de
cacodilato 0,1 M, pH 7,4, as células foram pos-fixadas e contrastadas com tetréxido
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de 6smio (OsO4 1% em solugdo tampéo de cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,4) a
temperatura ambiente, por 1 hora no escuro e depois lavadas trés vezes com a
mesma solucdo tampao. As células ressuspensas foram espalhadas em laminulas,
desidratadas em concentracoes crescentes de etanol, secas pelo método de ponto
critico de CO, (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), metalizadas com ouro
(SCD 030, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) e examinadas em microscépio
eletrénico de varredura (TESCAN VEGA3 LMU, Tescan Orsay Holding, Brno,
Republica Tcheca) no Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do
Parand (CME-UFPR, Curitiba, PR).

2.4 ANALISE MOLECULAR
2.4.1 Extracao do DNA

O DNA de 100 uL das amostras de sangue com EDTA, mantidas a -80°C, foi
extraido utilizando-se o kit comercial Quick-gDNA™ MiniPrep (Zymo Research
Corp., Orange, CA, USA), segundo as instru¢cdes do fabricante. Como controle
negativo, foi utilizada agua ultra-pura (Applied Biosystems, Austin, TX, USA).

2.4.2 Deteccéo de hemoparasitas por PCRq

As amostras foram submetidas a uma triagem para mdltiplos patégenos
mediante um painel de PCR quantitativo em tempo real (PCRq) para deteccao de
infecgbes e coinfecgbes por agentes causadores de anemia infecciosa ou doengas
transmitidas por vetores, segundo protocolo comercial especifico. O painel utilizado
possibilitava a detecgdo de DNA dos seguintes microrganismos: Anaplasma spp.,
Babesia spp., Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus Mycoplasma haemominutum’,
‘Candidatus Mycoplasma turicensis’, Hepatozoon spp., Leishmania spp.,
Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii e Bartonella spp. (IDEXX Laboratories Inc.,
Sacramento, CA, USA). O gene 18S rRNA do hospedeiro foi utilizado para avaliar a
quantidade e a qualidade do DNA, além dos controles positivo (DNA sintético,
Ultramer, IDT Technologies, Coralville, lowa, USA) e negativo (RNAse-free water,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
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2.4.3 Deteccéao de hemoplasmas por PCRc

As amostras foram avaliadas por técnica de PCR convencional (PCRc)
utilizando-se iniciadores de amplo espectro para deteccdo de hemoplasmas. Os
iniciadores, complementares as sequéncias do gene 16S rRNA, foram: senso 5'-
ACG AAA GTC TGA TGG AGC AAT A-3' e antisenso 5'-ACG CCC AAT AAA TCC
G(A/G)AT AAT-3', que amplificam um fragmento de 159 bp (JENSEN et al., 2001).
Conforme protocolo de amplificacdo (SYKES et al., 2010), cada 50 pL da reagéo
continha: 1X tampéao de reacgéo, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada deoxinucleosideo
trifosfato (dNTP), 1 uM de cada iniciador, 2,5 U de AmpliTaq Gold polimerase
(Applied Biosystems, Austin, TX) e 5 yL do DNA molde. O protocolo de
termociclagem (Dyad Peltier thermocycler, MJ Research Inc., Waltham, MA, USA)
consistiu de 5 minutos de desnaturacdo a 95°C, seguidos por 45 ciclos de
amplificagdo (1 minuto de desnaturacdo a 95°C, 1 minuto de anelamento a 60°C e
30 segundos de exte<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>