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RESUMO

As unidades de conservagao ambiental sdo porgdes de terra que abrigam fauna
e flora nativa, protegidas por lei, essenciais para a conservagdo da
biodiversidade, recursos naturais, macro e micro ecossistemas e de espécies
raras e ameacgadas de extingdo. A APA mais importante de conservacado da Mata
Atlantica € o Parque Nacional do Iguagu (PNI), Foz do Iguagu, Parana, Brasil,
que faz fronteira com Puerto Iguazu, Misiones, Argentina. Os mamiferos
terrestres mais vistos no PNI sdo os quatis-de-cauda-anelada (Nasua nasua
Linneaus, 1976) que estdo em constante contato com os turistas pedindo e/ou
roubando alimentos dos visitantes. Micoplasmas hemotrépicos (hemoplasmas)
sao bactérias intracelulares obrigatérias, n&o cultivaveis in vitro e sem parede
celular que parasitam a superficie dos eritrécitos de uma grande variedade de
mamiferos. Em quatis, uma potencial nova espécie de hemoplasma foi descrita
infectando animais das regides centro-oeste e sul do Brasil. Portanto, os
objetivos deste estudo foram investigar a ocorréncia de Mycoplasma sp. e
patogenos transmitidos por carrapatos em quatis do PNI. Amostras de sangue
foram coletadas de 18 quatis e submetidas a analises moleculares por ensaios
de PCR convencional (cPCR) para Mpycoplasma sp. (rRNA16S e 23S),
Theileria/Babesia spp. (18S rRNA) e Ehrlichia/Anaplasma sp. (16S rRNA, sodB,
dsb e groEL). Oito de 18 (44,44%; IC 95%: 24,56%-66,28%) animais foram
positivos para Mycoplasma spp. Todos os quatis de cauda anelada testaram
negativo para Theileria/Babesia spp. € apenas um dos 18 (5,56%; IC
95%:0,99%—25,76%) animais testou positivo para Ehrlichia/Anaplasma spp. pelo
16S rRNA cPCR. Infelizmente, varias tentativas de sequenciar o gene 16S rRNA
da amostra positiva para Ehrlichia/Anaplasma falharam. A analise filogenética e
de rede de haplétipos dos fragmentos dos genes 16S e 23S rRNA confirmaram
que o Mycoplasma sp. detectado nestes animais fora relatado anteriormente em
quatis-de-cauda-anelada do Brasil. O nome ‘Candidatus Mycoplasma

haematonasua’ foi proposto para este novo organismo.

Palavras-chave: Anaplasmataceae, hemoplasmas, piroplasmas, Nasua nasua.



ABSTRACT

Environmental Protection Areas (EPAs) are portions of land that shelter native
fauna and flora, protected by law, essential for the conservation of biodiversity,
natural resources, macro and micro ecosystems and endangered species. The
most important conservation EPA of the Atlantic Forest is the Iguagu National
Park (INP), Foz do Iguagu, Parana, Brazil, in the border area with Puerto Iguazu,
Misiones, Argentina. The most terrestrial mammals visualized in the INP are the
ring-tailed coatis (Nasua nasua Linneaus, 1976) that are in constant contact with
tourists asking for and/or stealing food from visitors. Hemotropic mycoplasmas
(hemoplasmas) are obligate intracellular, non-cultured in vitro and without cell
walls that parasitize the surface of erythrocytes of a wide variety of mammals. A
potentially novel haemotropic Mycoplasma sp. has been previously detected in
the ring-tailed coatis from central-western and southern Brazil. Therefore, the
aims of this study were to investigate the occurrence of haemotropic Mycoplasma
sp. and tickborne pathogens in wild ring-tailed coatis from the INP, Foz do Iguagu
municipality, Parana State, southern Brazil. Blood samples were collected from
18 wild ring-tailed coatis and evaluated by conventional PCR (cPCR) assays for
haemotropic Mycoplasma spp. (16S and 23S rRNA), Theileria/Babesia spp. (18S
rRNA) and Ehrlichia/Anaplasma spp. (16S rRNA, sodB, dsb and groEL). Eight
out of 18 (44.44%; 95% CIl: 24.56%—66.28%) animals were positive for
haemotropic Mycoplasma spp. All ring-tailed coatis tested negative for
Theileria/Babesia spp. and only one out of 18 (5.56%; 95% CI: 0.99%—-25.76%)
animals tested positive for Ehrlichia/Anaplasma spp. by the 16S rRNA cPCR.
Unfortunately, multiple attempts to sequence the 16S rRNA gene of the
Ehrlichia/Anaplasma-positive sample have failed. Phylogenetic and network
analysis of the hemoplasma 16S and 23S rRNA gene fragments confirmed that
animals were infected by a potentially novel haemotropic Mycoplasma sp.
previously reported in ring tailed coatis from Brazil. The name ‘Candidatus

Mycoplasma haematonasua’ is proposed for this novel organism.

Keywords: Anaplasmataceae, hemoplasmas, piroplasmas, Nasua nasua.



LISTA DE FIGURAS

Figure 1. The consensus sequences were subjected to multiple alignments with
the sequences selected from GenBank® using MAFFT available on the
GUIDANCEZ2 server (Sela et al., 2015). The best-fit model of nucleotide

substitution was determined using jModeltest v.2..............ccoooiiiiiiinn. 41

Figure 2. The consensus sequences were subjected to multiple alignments with
the sequences selected from GenBank® using MAFFT available on the
GUIDANCE2 server (Sela et al., 2015). The best-fit model of nucleotide

substitution was determined using jModeltestv.2..................col, 42

Figure 3. Neighbor-Net analysis of 16S rRNA and 23S rRNA sequences obtained
from ring-tailed coatis sampled in the present study and compared to related
hemoplasmas sequences previously deposited in
GENBANK®. ... oo 43



LISTA DE ABREVIATURAS

CAPES - Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CHGM - Concentragao média de hemoglobina corpuscular
CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
DNA - Acido desoxirribonucleico
ICMBiIo - Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade
PNI — Parque Nacional do Iguagu
PCR — Reacado em cadeia da polimerase
cPCR — PCR convencional
gPCR — PCR em tempo real
rRNA — Acido ribonucleico ribossomal

VCM - Volume corpuscular médio



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..., 12
2. CAPITULO 1-REVISAO BIBLIOGRAFICA...............cccoeeviiiaaannn, 15
2.1, Hemoplasmas.........cooiiiiiii e 15
2.1.1.  PatOgeNnia.........c.ouiueneiiiii i 15

2.1.2. SinaiS CliNICOS..........coiiiei e 16

2.1.3. TranSMIiSS80...........ccuuiieiiiii i 16

2.1.4.  DiagnoOStiCO.........cuieiiiiiii i 17

2.1.5.  Hemoplasmas em animais silvestres........................ 17

2.1.6.  Potencial zoOnOtCO. ............c.ccoiiiiiiiiiiii i, 18

2.2. Patdgenos transmitidos por carrapatos............cceeiviiiiiiiinnn. 19
2.2.1.  Ehrlichia/Anaplasma Sp...........ccccouiiiiiiiiiiiiiinaenne, 19

2.2.2.  PiroplasSmas.............ccoiiiiiiii i 20

2.3. Parque Nacional do Iguagu............cccooiiiiiiiiiiii e 20
2.3.1.  Areas de Protegdo Ambiental (APAS)...........cccccocuveenn... 20

2.3.2.  Mata Atlantica..............ccooiiiiiiii i, 21

2.3.3. O Parque Nacional do Iguagu.....................cc.ceuene... 21

2.3.4. Quatis-de-cauda-anelada......................ccceeiiiinnnnn. 22

2.3.5.  VEIOIeS......oeie e 23
REFERENCIAS . ... 25
OBUETIVOS ... 35
4.1. Objetivo Geral........c.ooeiiiii i, 35
4.2. Objetivos ESpPecCifiCOS.......o.viiiiiii i 35

5. CAPITULO 2 - ARTIGO: ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’
and tick-borne pathogens in ring-tailed coatis (Nasua nasua

Linnaeus, 1976) from the Iguacu National Park, Parana State,

southern Brazil................. 36
CONSIDERAGOES FINAIS..........oiiiiiiie e 55
CONCLUSAD. ... .ot 56
REFERENCIAS ......ooomiiie e, 57
ANEXO 1 - TERMO APROVAGCAOCOMITE DEETICA...................... 58

ANEXO 2 — TERMO DE APROVAGAO ICMBio.................cccevvennnn. 59



O 00 N o 0 b~ w N

W W W W W NN NN NNNDNDNNPRP P R P R R R R R
A W N P O VO 0O N O U1 B W N P O VO 00 N O 1 B W N —» O

14

1. INTRODUGCAO

Os animais de vida livre tém grande importancia no ciclo de parasitos em
um ecossistema. A proximidade cada vez mais frequente da populagdo humana
com esses animais demanda vigilancia sanitaria constante das espécies a fim
de prever e evitar surtos de doengas tanto para os animais quanto para a
populacdo humana. Essa proximidade € ainda mais evidente em unidades de
conservagao ambiental, principalmente aquelas proximas a grandes centros
urbanos. Espécies sinantropicas sao aquelas que habitam locais proximos a
populacdo humana (Tedesco et al., 2018) e esses parques sao 6timos locais
para essa interagdo, uma vez que constituem microrregides preservadas e
isoladas dentro das cidades com disponibilidade de alimentos e presenca
humana pacifica.

O Parque Nacional do Iguagu (PNI) é uma Unidade de Conservacgao
Federal localizada no municipio de Foz do Iguagu, Estado do Parana, sul do
Brasil e faz fronteira com o Parque Nacional Iguazu, ao norte da provincia de
Misiones, Argentina. E o segundo parque mais visitado no Brasil, considerado
patriménio mundial da UNESCO (UNESCO, 2020) com aproximadamente
185.262 hectares do maior remanescente de Mata Atlantica do pais. O parque
apresenta uma fauna diversa incluindo onga-pintada (Panthera onca), anta
(Tapirus terrestris), catetos (Tayassu tajacu), e, entre outras espécies, o quati-
de-cauda-anelada (Nasua nasua, Linnaeus, 1976), um dos animais mais vistos
pelos turistas do PNI.

Os quatis-de-cauda-anelada sdo amplamente distribuidos e no Brasil,
habitam predominantemente a Mata Atlantica, Floresta Amazé6nica e Pantanal
(Trovati et al., 2010). Os quatis sao onivoros, alimentando-se principalmente de
invertebrados e frutas (Gompper e Decker, 1998), mas podem ser encontrados
em areas proximas aos seres humanos, invadindo habitacbes em busca de
alimento (Beisiegel & Mantovani, 2006).

Essa interac&o entre humanos e quatis-de-cauda-anelada € muito comum
no PNI, onde os animais costumam perseguir humanos em busca de alimento
facil. A proximidade entre essas espécies provoca interferéncia sobre as
populagdes animais e de vetores, resultando assim em maior exposi¢ao de

humanos a riscos sanitarios.
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Uma grande variedade de espécies de carrapatos de vida livre ja foi
descrita no PNI (Suzin et al., 2020). Os carrapatos (Acari: Ixodidae) sdo de
grande importancia na medicina veterinaria e humana. Nesse cenario, a fauna
silvestre pode desempenhar um importante papel na epidemiologia de
patdgenos transmitidos por carrapatos (Szekeres et al., 2019) contudo, poucos
estudos avaliaram patdégenos transmitidos por carrapatos em quatis do Brasil (de
Sousa et al., 2017).

A familia Anaplasmataceae (ordem Rickettsiales) € formada pelos
géneros Anaplasma, Ehrlichia e Wolbachia. Sao bactérias Gram-negativas
intracelulares obrigatorias, transmitidas por vetores artropodes, principalmente
carrapatos. O género Ehrlichia atualmente consiste em seis espécies: E. canis,
E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. ruminantium e E. minasensis (Cabezas-
Cruz et al., 2016; Dumler et al., 2001). Ainda, uma potencial nova espécie de
Ehrlichia, denominada ‘Candidatus Ehrlichia hydrochoerus’ foi detectada em
capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) do sul do Brasil (Vieira et al., 2022), além
de uma potencial nova espécie de Ehrlichia detectada em equinos do Brasil e
Nicaragua (Vieira et al., 2018).

Os piroplasmas (ordem Piroplasmida) sao protozoarios apicomplexos que
compreendem os géneros Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Rangelia (Yabsley
et al., 2013). Esses agentes sdo transmitidos por carrapatos e parasitam as
células sanguineas de vertebrados silvestres e domésticos (Alvarado-Rybak et
al., 2016).

Micoplasmas hemotropicos (hemoplasmas) sao microrganismos
pleomoérficos Gram-negativos, parasitas obrigatérios, ndo cultivaveis in vitro e
sem parede celular que parasitam a superficie dos eritrécitos de uma grande
variedade de mamiferos (Messick, 2004). Até o momento, ndo ha evidéncias
robustas quanto a transmissdo de hemoplasmas por vetores artrépodes, embora
sugere-se que carrapatos e pulgas possam estar envolvidos (Machado et al.,
2017; Aktas e Ozubek, 2017).

O contato constante entre diferentes espécies animais e humanos
predispde ao fluxo de ectoparasitos e patdogenos transmitidos por carrapatos
entre as populagdes. Dessa forma, o conhecimento sanitario de animais de vida
livre é o ponto chave para promover a Saude Unica no mundo contemporaneo,

preservando espécies e vidas. Sendo assim, o presente estudo teve como
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2. CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

2.1. Hemoplasmas

Hemoplasmas sao bactérias eritrocitarias obrigatorias sem parede celular
de 0,2 a 3.0 ym de didmetro que infectam uma grande variedade de mamiferos
(Neimark et al., 2001; Messick, 2004; Millan et al., 2021). Apresentam-se em
formato de bastdo, cocos e/ou em formato de anel e s&o encontrados
individualmente ou formando cadeias na superficie de eritrocitos ou livres no
plasma. Essas bactérias ndo penetram as células, mas permanecem aderidas a
superficie dos eritrocitos, onde delicadas fimbrias do microrganismo anexam-no
a superficie da célula hospedeira a uma disténcia de 15 a 25 nm (Messick, 2004).

Os hemoplasmas pertencem a classe Molliculites, Familia
Mycoplasmataceae e anteriormente faziam parte do grupo das Rickettsias, mas
estudos demonstraram que Haemobartonella spp. e Eperythrozoon spp. diferem
deste grupo em relagéo a auséncia de parede celular e ao seu modo de infecgcéo
(Neimark et al., 2001). Ainda, a analise minuciosa do gene 16S rRNA apresentou
pouca semelhanga com a analise do DNA de outras espécies de Rickettsia, e
maior proximidade filogenética com microrganismos do género Mycoplasma
(Messick, 2004). Assim, foi proposta a alteragdo taxonémica e afiliacdo
filogenética de Haemobartonella spp. € Eperythrozoon spp. para 0 género

Mycoplasma (Neimark et al., 2001).

2.1.1. Patogenia

Uma vez aderidos aos eritrocitos, os hemoplasmas podem produzir
radicais livres que induzem dano oxidativo das membranas das células
hospedeiras (Somerson et al., 1965) e secretar enzimas que levam a ruptura da
membrana eritrocitaria (Rottem et al., 1973). Algumas espécies também
produzem superantigenos, que se ligam diretamente a moléculas do complexo
de histocompatibilidade do hospedeiro sem ser processados, resultando no
desenvolvimento de autoanticorpos que desencadeiam disturbios imunoldgicos
(Messick, 2004).

A producao de citocinas inflamatérias e potencial supressao das defesas

do hospedeiro por linfocitos ativados podem resultar no desenvolvimento de
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doengas cronicas e debilitantes (Drancourt e Raoult et al., 2005). Ainda, a
infeccdo por hemoplasmas pode causar anemia hemolitica aguda associada a
essas doengas cronicas (Neimark et al., 2001), que desempenham um papel
importante na transformagao morfoldgica celular com formacéo de alteracées

cromossOmicas que podem levar a neoplasias (Messick, 2004).

2.1.2. Sinais Clinicos

A alta parasitemia das células eritrocitarias pode desencadear anemia
hemolitica aguda (Messick, 2004), mesmo assim, as infecgdes por hemoplasmas
sdo, em sua maioria, assintomaticas, embora coinfecgdes possam desencadear
o agravamento dos sinais clinicos (Neimark et al., 2001).

A infecgdo subclinica esta intimamente associada a alteragdes
hematolégicas com diminuicdo no volume corpuscular médio (VCM), na
concentracdo média de hemoglobina corpuscular (CHGM) e na contagem
absoluta de eritrocitos (Messick, 2004). A anemia ainda pode resultar em
taquicardia, taquipneia e pulsos femorais fracos ou limitados com
desenvolvimento de sopros cardiacos, contudo, apesar da natureza hemolitica
da anemia, a ictericia € pouco observada (Tasker et al., 2018).

Infeccbes cronicas geralmente ocorrem em animais aparentemente
saudaveis e imunocompetentes cujos sinais clinicos mais frequentes sé&o

letargia, anorexia, hipertermia e anemia (Messick, 2004).

2.1.3. Transmisséo

Uma vez que os hemoplasmas nao sao cultivaveis in vitro, nem
encontrados livres natureza, esses organismos dependem de uma célula
hospedeira para sua manutencdo. Deste modo, a via de transmissdao mais
provavel deste patéogeno é por meio de artropodes hematéfagos como
carrapatos, pulgas e mosquitos (Messick, 2004), no entanto, estudos
relacionados a transmissdo de hemoplasmas nas mais diferentes espécies é
escassa e nao conclusiva.

Existem relatos de transmissao de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus
Mycoplasma haemominutum’ por pulgas da espécie Ctenocephalides felis para
gatos domésticos (Woods et al., 2005) e carrapatos do complexo Rhipicephalus

sanguineus sensu lato sdo considerados os principais vetores de Mycoplasma
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haemocanis para cdes domésticos (Seneviratna et al., 1973). DNA de
‘Candidatus Mycoplasma haematohydrochoerus’ foi detectado em glandulas
salivares de Amblyomma dubitatum (Vieira et al., 2021) e em Amblyomma
sculptum (Gongalves et al., 2020), o que reforga o potencial envolvimento de
carrapatos na transmissao deste grupo de bactérias. Transfusdo sanguinea,
fébmites contaminados, via transplacentaria e mordeduras também sao
consideradas outras potenciais formas de transmisséo (Seneviratna et al., 1973;
Messick, 2003; Lappin et al., 2006, Tasker et al., 2010). Estudos anteriores
relataram a transmissdo de hemoplasmas por meio de interagcdes agressivas
entre gatos (Museuxetal., 2009) e roedore silvestre (Gerbillus andersoni)
(Cohenetal., 2018). Deste modo, o principal vetor de hemoplasmas ainda

permanece desconhecido (Machado et al., 2017).

2.1.4. Diagnostico

O diagnéstico da infeccdo por hemoplasmas pode ser feito de forma
indireta ou direta. A avaliagdo de esfregagos sanguineos corados com corantes
do tipo Romanowsky em microscopia de luz deve ser cuidadosa para distinguir
corretamente os microrganismos de inclusdes eritrocitarias como corpos de
Pappenheimer, corpusculos de Howell-Jolly e de Heinz (Neimark et al., 2001,
Nishizawa et al., 2010).

O uso de técnicas moleculares mais sensiveis e especificas, como
ensaios convencionais de PCR e PCR em tempo real, aprimorou a capacidade
de diagnosticar a infecgdo por hemoplasmas em varias espécies (Johnson et al.,
2016), sendo considerado o padrao ouro. Para tanto, a deteccao do gene 16S
rRNA é o mais amplamente utilizado (Berent et al., 1998; Hoelzle et al., 2010;
Machado et al., 2016).

2.1.5. Hemoplasmas em animais silvestres
No Brasil, diversas espécies de hemoplasmas ja foram detectadas em
animais domésticos, como gatos (Miceli et al., 2013; André et al., 2014;
Marcondes et al., 2018), caes (Ramos et al., 2010; Valle et al., 2014; Vieira et
al., 2015), cabras (Machado et al., 2017), gado bovino (Girotto et al., 2012; Mello
et al., 2019), bubalinos (Santos et al., 2018) e ovinos (Souza et al., 2019;
Mongruel et al., 2020).
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Em animais silvestres, espécies de Mycoplasma hemotropico foram
descritos em felideos (Willi et al., 2007; Guimaraes et al., 2007; André et al.,
2011; de Souza et al., 2017; Furtado et al., 2019), canideos (André et al., 2011;
de Souza et al., 2017), morcegos (lkeda et al., 2017; Santos et al., 2020; Collere
et al., 2022), primatas ndo-humanos (Bonato et al., 2015; Ramalho et al., 2017;
Cubilla et al., 2017; Melo et al., 2019), roedores (Vieira et al., 2009; Conrado et
al., 2015; Gongalves et al., 2015; de Souza et al., 2017; Oliveira et al., 2021;
Valente et al., 2021; Vieira et al., 2022), procionideos (de Souza et al., 2017;
Cubilla et al., 2017), cervideos (Grazziotin et al., 2011), gambas (Massini et al.,
2019; Gongalves et al., 2019; Pontarolo et al., 2020; ) e javalis (Dias et al., 2019).

Em quatis, uma potencial nova espécie de hemoplasma foi descrita
infectando animais das regides centro-oeste (de Souza et al., 2017) e sul (Cubilla
et al, 2017) do Brasil, intimamente relacionada ao ‘Ca. M.
haematohydrochoerus’ descrito em capivaras (Vieira et al., 2009; Vieira et al.,
2021).

2.1.6. Potencial zoondtico

Uma vez que os micoplasmas hemotrépicos infectam uma grande
variedade de mamiferos, existem relatos de infeccbées em seres humanos por
esses agentes (Santos et al., 2008). Em 2015 na Inglaterra, uma nova espécie
de hemoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma haematohominis’ foi identificada
como o principal agente infeccioso em um paciente imunocomprometido (Sykes
et al., 2011). Ainda, em estudos anteriores, M. haemofelis (Santos et al., 2008),
M. suis (Yuan et al., 2009), M. ovis (Sykes et al., 2010), ‘Candidatus M.
haematoparvum’ (Maggi et al., 2013) e ‘Ca. M. haematohominis’ (Steer et al,
2011) foram descritos infectando seres humanos.

Recentemente, ‘Ca M. haematohominis foi detectado em um paciente
humano com sindrome hemofagocitica no Japao (Hattori et al., 2020) e em um

cuidador de animais com pirexia persistente na Australia (Alcorn et al., 2021).
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2.2. Patégenos transmitidos por carrapatos

2.2.1. Ehrlichia/Anaplasma sp.

Os agentes da familia Anaplasmataceae sao bactérias intracelulares
obrigatdrias, cujo ciclo no ambiente envolve intera¢gdes complexas entre vetores
invertebrados e hospedeiros vertebrados (de Souza et al., 2017).

Esses agentes podem infectar diferentes células de mamiferos,
dependendo da espécie infectante. Anaplasma marginale, A. centrale e A. ovis
infectam eritrocitos; Anaplasma platys infecta plaquetas e neutréfilos; Anaplasma
phagocytophilum e E. ewingii infectam granulécitos; Anaplasma bovis, E.
chafeensis e E. muris infectam mondécitos e macréfagos; E. ruminantium infecta
células endoteliais, neutrofilos e macrofagos (Dumler et al., 2001); E. minasensis
infecta mondcitos (Cabezas-Cruz et al.,, 2016) E. canis infecta mondcitos,
macrofagos e neutréfilos (Aguiar et al., 2019). E a apresentacgéo clinica pode
incluir febre, petéquias, vémitos, dor abdominal, diarreia, leucopenia,
trombocitopenia e alteracdo dos niveis séricos das enzimas hepaticas (Dumler
et al., 2001).

O diagnodstico molecular desses agentes é realizado pela detecgao de
fragmentos dos genes 16S rRNA, sodb, dsb e groEL. No Brasil, a detecgéo de
novos genotipos de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em cervideos (Machado et
al., 2006; Mongruel et al., 2017; Picoloto et al., 2010; Sacchi et al., 2012; Silveira
et al., 2014, 2013, 2012), canideos selvagens (Almeida et al., 2013; André et al.,
2012; de Souza et al., 2017), felinos selvagens (André et al., 2010, 2012; Widmer
et al., 2011), catetos e queixadas (Soares et al., 2015), gambas (Guimaraes et
al., 2019; Lopes et al., 2018), roedores (Benevenute et al., 2017; Braga et al.,
2018; de Sousa et al., 2017; Vieira et al., 2022) e em quati-de-cauda-anelada (de
Souza et al., 2017; Cubilla et al., 2017) tem mostrado uma diversidade de
agentes da familia Anaplasmataceae circulando em mamiferos domésticos e
selvagens.

A principal forma de transmissdo de Ehrlichia sp. é pela picada de
carrapatos infectados, por isso uma alta prevaléncia de erliquiose € observada
em regides tropicais e subtropicais devido a distribuicdo geografica de seu vetor.

Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. ja foram detectados em Amblyomma
sculptum (Melo et al.,, 2016; Widmer et al., 2011; de Souza et al., 2017),
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Amblyomma triste (Widmer et al., 2011), Amblyomma ovale e Amblyomma
parvum (de Souza et al., 2017), e Amblyomma spp. (Widmer et al., 2011; de
Souza et al., 2017), mesmo assim, os vetores artropodes envolvidos nos ciclos
de transmissao de Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. entre mamiferos silvestres no
Brasil ainda sdo desconhecidos (de Souza et al., 2017). Assim, animais
domeésticos e silvestres s&o considerados reservatorios e favorecem a
disseminagao desses agentes que podem causar doengas em animais e
humanos (Doudier et al., 2010; Dumler et al., 2001; Parola, 2005).

2.2.2. Piroplasmas

Os piroplasmas (ordem Piroplasmida) sao protozoarios apicomplexos que
compreendem os géneros Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Rangelia (Yabsley;
Shock, 2013). Esses agentes sao transmitidos por carrapatos que parasitam
células sanguineas de vertebrados silvestres e domésticos em todo o mundo
(Alvarado-Rybak, 2016). Esses organismos tém um grande impacto veterinario,
sendo considerado o parasita sanguineo mais comumente encontrado no
sangue de mamiferos (Schnittger et al., 2012).

Nos ultimos anos, o advento de técnicas moleculares tem contribuido para
um aumento expressivo no numero de estudos relatando infeccao por
piroplasmas em animais silvestres em todo o mundo (Alvarado-Rybak et al.,
2016). A caracterizagao molecular € baseada principalmente nos genes 18S
rRNA e B-tubulina (André et al., 2010; Alvarado-Rybak et al., 2016).

Souza et al. (2018) detectaram sequéncias similares com Theileria sp. em
quatis-de-cauda-anelada do Mato Grosso do Sul, Brasil. Esses achados
incomuns sugerem que algumas espécies de piroplasmas podem apresentar
falta de especificidade de hospedeiros ou novas espécies de piroplasmas
relacionadas as ja descritas em animais domésticos podem estar circulando em

diferentes hospedeiros.
2.3. Parque Nacional do Iguagu
2.3.1. Unidades de Conservacdo Ambiental

As unidades de conservagao ambiental sdo porgdes de terra que abrigam

fauna e flora nativa, protegidas por lei, essenciais para a conservacao da
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biodiversidade (Mace, 2014). A criacdo de unidades de conservagao € uma
estratégia importante de controle territorial de uso e ocupagao de areas naturais,
desta forma, areas protegidas tém como principal fungdo a conservacéo e
preservacao de recursos naturais, de ecossistemas e de espécies raras e
ameagcadas de extingdo (Medeiros, 2006).

Atualmente, cerca de 15% da superficie terrestre esta protegida da
degradacéao por essas unidades (Juffe-Bignoni et al., 2014) e o Brasil se destaca
tanto pela biodiversidade quanto pelo investimento abrigando hoje o maior
sistema de protecdo de biodiversidade e ecossistema do mundo, protegendo
cerca de 12% de todo o ecosistema global (WDPA, 2012). Contudo, a maioria
das areas protegidas ainda sdo em formatos de parques, com apenas 20-50%
sendo efetivamente gerenciadas (Geldmann et al., 2013; Watson et al., 2014).

Essas unidades ainda contribuem significativamente para a reducao dos
impactos na fauna e flora, causados por agbes antropicas, como queimadas e
desmatamento, mas mesmo assim, as localizadas proximas a grandes centros
urbanos estdo sujeitas a diversas ameagas como a cacga, surgimento de

espécies invasoras e mudangas no ecossistema (da Silva et al., 2018).

2.3.2. Mata Atlantica

A Mata Atléntica é a segunda maior floresta tropical da América do Sul,
com uma das maiores riquezas de espécies e taxas de endemismo do planeta
(Metzger, 2009) abrigando 70% da populacao brasileira, e esta reduzida a menos
de 16% de sua extensdo original (Ribeiro et al., 2009). E uma das areas mais
ricas e ameacgadas do mundo e tém sido recrutada para conservacgao devido ao
endemismo de varios grupos de organismos que ultrapassa 8.000 espécies
(Tabarelli et al., 2005), dentre elas, muitas presentes na Lista Vermelha de

espécies ameacgadas de extingao (Araujo et al., 2014).

2.3.3. O Parque Nacional do Iguacgu
Uma das unidades de conservacado ambiental mais importantes da Mata
Atlantica é o Parque Nacional do Iguagu (Ribeiro et al., 2009; da Silva et al.,
2018), localizado no municipio de Foz do Iguacu (25°05'a25°41'S e 53 ° 40
"a 54 ° 38 ' O), Estado do Parana, sul do Brasil, fronteira com fronteira com

Puerto Iguazu, Misiones, Argentina. Essa area forma um corredor verde entre
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os dois paises, garantindo protecédo de diversas espécies ameagadas (Moraes
et al., 2017).

Trata-se de wuma Unidade de Conservacdao Federal com
aproximadamente 185.262 hectares do maior remanescente de Mata Atlantica
do pais. Juntamente com as APAs adjacentes e outros remanescentes florestais,
o parque protege aproximadamente 10.000 km? de fauna e flora nativa (Di Bitetti
et al., 2006). O parque abriga uma rica fauna de grandes mamiferos terrestres,
incluindo muitas espécies-chave para a biodiversidade da Mata Atlantica, como
herbivoros (Tapirus terrestre, Mazama sp.), predadores (Panthera onca,
Leopardus pardalis) e pequenos mamiferos (Nasua nasua, Didelphis sp. e
Cuniculus paca) sendo muitas das espécies com alta ocupagédo dentro do
parque, mas raras ou extintas na maior parte de remanescentes florestais pelo
pais (da Silva et al., 2018). Em um levantamento de fauna nativa, oito espécies
encontram-se ameacados de extingdo, de acordo com a lista vermelha nacional
e/ou da IUCN.

Mesmo assim, as espécies nele protegidas convivem com ameacgas
antropicas, como cacga, pesca, extragdo dos recursos naturais e outras
atividades ilicitas que comprometem as espécies silvestres existentes neste local
(Araujo et al, 2014). O PNI é fortemente influenciado pela agéo antropica, uma
vez que seus arredores foram transformados em paisagens agricolas para
producao de grdos e, em menor escala, para a pecuaria leiteira para atender
crescente demanda por alimentos (da Silva et al., 2018). Ainda, o PNI é o
segundo parque mais visitado no Brasil e considerada patrimdnio mundial da
UNESCO (UNESCO, 2020) sendo assim, o turismo pode gerar um impacto
negativo na fauna uma vez que a atividade humana leva a mudancas na vida
selvagem, com maior presenca de espécies oportunistas como gambas e quatis

em areas adjacentes e urbanizadas (da Silva et al., 2014).

2.3.4. Quatis-de-cauda-anelada
Os quatis-de-cauda-anelada (Nasua nasua Linnaeus, 1766) s&o
amplamente distribuidos na América do Sul, habitando predominantemente a
Mata Atlantica, a Floresta Amazonica e as regides do Pantanal brasileiro (Trovati
et al., 2010). Sdo os mamiferos terrestres mais vistos por turistas no Parque

Nacional do Iguagu, devido a suas atividades diurnas, gregarias e habitos sociais
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(Trovati et al., 2017) seguidos do veado-mateiro (Mazama americana) e iraras
(Eira barbara) (da Silva et al., 2018).

Sao carnivoros pertencentes a familia Procyonidae com habitos onivoros,
alimentando-se principalmente de invertebrados e frutas (Gompper & Decker,
1998). Como espécie oportunista, costumam invadir fazendas ou casas em
busca de alimentos (Beisiegel & Mantovani, 2006), favorecendo o contato com
animais domésticos e humanos e aumentando riscos de ataques e mordeduras
(Bittneretal et al., 2010).

A facil adaptacdao dos quatis a diferentes ambientes e recursos
alimentares facilita o transito entre areas urbanas e florestais resultando em um
intercambio entre animais silvestres e ambientes domésticos (Rodrigues et al.
2006). No PNI, por exemplo, os quatis estdo em constante contato com os

turistas pedindo e/ou roubando alimentos dos visitantes (Sazima, 2010).

2.3.5. Vetores

Muitos dos patogenos transmitidos por vetores sdo mantidos em
reservatorios de vida silvestre (Herrera et al. 2008; Shock et al. 2011; Yabsley
and Shock 2013; Alvarado-Rybak et al. 2016). No PNI, uma grande variedade de
espécies de carrapatos de vida livre ja foi descrita (Suzin et al., 2020). Ademais,
as Cataratas do Iguagu estdo localizadas no parque, atraindo milhares de
visitantes de todo o mundo, sendo uma das sete maravilhas do mundo. Esses
visitantes ficam vulneraveis ao contato com vetores e patégenos associados a
fauna local, uma vez que a maioria dos visitantes passam em média quatro dias
em areas contiguas ao parque (Moraes et al., 2017). Ainda, a auséncia de uma
zona tampao entre o parque e as areas adjacentes como fazendas e centros
urbanos, favorece a presencga de vida selvagem fora do parque e animais,
especialmente caes, dentro do parque, aumentando a translocacao de vetores
entre as espécies (da Silva et al., 2014).

Dentre os patdégenos transmitidos por vetores ja diagnosticados em
quatis, estdo o Trypanosoma cruzi (Herrera et al., 2004), causador da
tripanossomiase ou Doenga de Chagas, Hepatozoon procyonis (Rodrigues et al.,
2007; de Souza et al., 2018), Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. (André et al., 2012;
de Souza et al., 2017; de Souza et al., 2018) e piroplasmas (Alvarado-Rybak et

al., 2016; de Souza, 2018). Desta forma, a triagem de animais silvestres para os
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patdgenos transmitidos por vetores € de grande importancia para a

manutengao da seguranga zoondética do parque.
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4. OBJETIVOS

4.1.  Objetivo Geral
Deteccdo e caracterizacdo molecular de hemoplasmas e patogenos
transmitidos por carrapatos em quatis-de-cauda-anelada do PNI, municipio de
Foz do Iguagu, Parana.

4.2. Objetivos Especificos

a) Detectar patdgenos transmitidos por carrapatos e hemoplasmas em quatis;

b) Detectar e caracterizar molecularmente Mycoplasma spp. (genes 16S e 23S
rRNA, RNase P);

c) Detectar e caracterizar molecularmente Ehrlichia/Anaplasma spp. (genes
16S rRNA, sodb, dsb e groEL);

d) Detectar e caracterizar molecularmente Theileria/Babesia spp. (gene 18S
rRNA);

e) Realizar a analise filogenética dos gendtipos detectados.
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5. CAPITULO 2 - ARTIGO: ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’
and tick-borne pathogens in ring-tailed coatis (Nasua nasua
Linnaeus, 1976) from the Iguacu National Park, Parana State,

southern Brazil

Artigo publicado no periddico Transboundary and Emerging Diseases, fator de
impacto 5,005.

Abstract

The Iguacu National Park (INP) is the largest remnant of Atlantic Forest in
southern Brazil, representing an ecological continuum with Argentina. The INP
harbours a diverse fauna, with ring-tailed coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1976,
Carnivora: Procyonidae) in close contact with tourists either begging and/or
snatching food from visitors. A potentially novel haemotropic Mycoplasma sp. has
been previously detected in the ring-tailed coatis from central-western and
southern Brazil. Therefore, the aims of this study were to investigate the
occurrence of haemotropic Mycoplasma sp. and tickborne pathogens in wild ring-
tailed coatis from the INP, Foz do Iguacu municipality, Parana State, southern
Brazil. Blood samples were collected from 18 wild ring-tailed coatis and evaluated
by conventional PCR (cPCR) assays for haemotropic Mycoplasma spp. (16S and
23S rRNA), Theileria/Babesia spp. (18S rRNA) and Ehrlichia/Anaplasma spp.
(16S rRNA, sodB, dsb and groEL). Eight out of 18 (44.44%; 95% CI: 24.56%—
66.28%) animals were positive for haemotropic Mycoplasma spp. All ring-tailed
coatis tested negative for Theileria/Babesia spp. and only one out of 18 (5.56%;
95% CI: 0.99%—-25.76%) animals tested positive for Ehrlichia/Anaplasma spp. by
the 16S rRNA cPCR. Unfortunately, multiple attempts to sequence the 16S rRNA
gene of the Ehrlichia/Anaplasma-positive sample have failed. Phylogenetic and
network analysis of the hemoplasma 16S and 23S rRNA gene fragments
confirmed that animals were infected by a potentially novel haemotropic
Mycoplasma sp. previously reported in ring tailed coatis from Brazil. The name

‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is proposed for this novel organism.

Keywords: Anaplasmataceae, haemoplasmas, haemotropicmycoplasmas, wild

mammals
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Introduction

The ring-tailed coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1976, Carnivora:
Procyonidae) are widely distributed mammals in South America, and
predominantly inhabits the Atlantic Forest, the Amazon Rainforest and Pantanal
regions of Brazil (Trovati et al., 2010). Coatis are omnivores, feeding mainly on
invertebrates and fruits (Gompper and Decker, 1998), and may be found in areas
close to human beings, frequently invading human dwellings in search of food
(Beisiegel & Mantovani, 2006), where coati attacks on humans may occur (Bitner
et al.,, 2010).

The Iguagu National Park (INP) contains the largest remnant of Atlantic
Forest in southern Brazil, and along with the INP in Argentina promotes a
protection area for a diverse fauna, including endangered species (Instituto
Brasileiro de Desenvolvimento Florestal, Brasilia, 2000). A wide variety of tick
species have been described in the INP (Suzin et al., 2020), with Amblyomma
brasiliense, Amblyomma ovale, Amblyomma rotundatum and Amblyomma
coelebs commonly associated with ring-tailed coatis (Labruna et al., 2005;
Magalhaes-Matos et al., 2017). Although ticks have been reported parasitizing
coatis, few studies have evaluated tick-borne pathogens (TBP) in coatis from
Brazil (de Sousa et al., 2017).

Hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are worldwide distributed
Gram-negative, obligate epierythrocytic bacteria that parasitize red blood cells of
mammals (Messick et al., 2004), including humans (Maggi et al., 2013). In ring-
tailed coatis, a potentially novel hemoplasma species has been detected in
animals from Southern (Cubilla et al., 2017) and Central-western (Sousa et al.,
2017) regions of Brazil.

In the INP, ring-tailed coatis are in close contact with tourists either
begging and/or snatching food from visitors (Sazima, 2010). Previous studies
have reported that the transmission of hemoplasmas through aggressive
interactions may occur between cats (Museux et al., 2009) and wild rodents
(Gerbillus andersoni) (Cohen et al., 2018). Thus, monitoring the health status of
ring-tailed coatis may be of public health concern. Therefore, this study aimed to
investigate the occurrence of hemotropic Mycoplasma sp. and TBP
(Ehrlichia/Anaplasma and Babesia/Theileria) in free-ranging ring-tailed coatis

from the INP, Foz do Iguagu municipality, Parana State, southern Brazil.
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Material and Methods

The study was carried out in the INP, located in Foz do Iguagu municipality
(25°05' to 25°41" S and 53°40' to 54°38" W), Parana State, southern Brazil: a
border area of Brazil and Argentina. The Iguagu National Park is the second most
visited park in Brazil and considered UNESCO'’s world heritage (UNESCO, 2020).
It is a protected area with approximately 185,262 hectares of the largest remnant
of the Atlantic Forest. The region presents a humid subtropical climate (Képpen:
Cfa) with rainfall throughout the year and an average temperature of 22.1 °C
(INMET, 2018). The Park has a diverse fauna including jaguars (Panthera onca),
tapirs (Tapirus terrestris), the collared peccaries (Tayassu tajacu), among several
other species.

A total of 18 ring-tailed coatis were captured using net traps baited with
fruits (apple and banana) between March and September 2019. Animals were
chemically restraint with an association of ketamine (5 mg/kg) and xylazine (1
mg/kg) for clinical examination and blood sampling. Blood samples (up to 3 mL)
were collected by venipuncture using sterile EDTA-coated tubes (Becton &
Dickinson Co, Franklin Lakes, NJ, USA) and stored at -20 °C until molecular
analysis.

DNA from 200 uyL whole blood was extracted using a commercial kit (GE
Helthcare, llustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit, Buckinghamshire, UK),
according to the manufacturer’s instructions. Ultrapure water was used in parallel
as a negative control to monitor cross-contamination.

To ensure successful DNA extraction, a conventional PCR assay targeting
a fragment of the mammalian endogenous gene glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gapdh) was performed in all samples. Thereafter, ring-tailed
coatis’ DNA samples were initially screened by a genus-specific conventional
PCR (cPCR) assay targeting a fragment (900 bp) of the 16S rRNA gene of
hemoplasmas (Hoelzle et al., 2011; Machado et al., 2017). Ring-tailed coatis’
DNA samples that showed to be positive in the cPCR assay based on the 16S
rRNA were submitted to genus-specific cPCR assays targeting fragments of the
23S rRNA (800 pb) (Mongruel et al., 2020) and RNaseP (170 bp) genes
(Compton et al., 2012) of hemoplasmas. Nuclease-free water and Mycoplasma
ovis DNA obtained from a naturally infected goat (Capra hircus) blood sample

were used as negative and positive controls, respectively, in both cPCR assays.
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Moreover, ring-tailed coatis’ DNA samples were also screened by cPCR assays
targeting a fragment (551 bp) of the 18S rRNA gene of Theileria/lBabesia spp.
(Almeida et al., 2012) and a fragment (349 bp) of the 16S rRNA gene of
Ehrlichial Anaplasma spp. (Parola et al., 2000). DNA samples that showed to be
positive in the cPCR assay based on 16S rRNA gene of EhrlichialAnaplasma
spp. were submitted to genus-specific cPCR assays targeting fragments of sodb
(300 bp) (Qurollo et al., 2013), dsb (349 bp) (Almeida et al., 2011) and groEL
(1,097 bp) (Lee et al., 2017) genes. Babesia vogeli and Ehrlichia canis DNA
obtained from naturally infected dogs were used as positive controls. Nuclease-
free water was used as negative control.

Amplicons (~900 bp) obtained from three hemotropic Mycoplasma sp.-
positive samples were sequenced in both directions by Sanger method, with
nucleotide sequences of the 16S rRNA and 23S rRNA genes of hemoplasmas
submitted to GenBank® (accession numbers. MZ293799-MZ293801, and
MZ297959-MZ297961, respectively).

The partial sequences of the 16S and 23S rRNA genes of hemotropic
Mycoplasma sp. were aligned with other Mycoplasma suis group and
Mycoplasma felis species available in GenBank® using MAFFT 7.110 (Katoh &
Standley, 2013) on the Guidance 2 server (Sela, Ashkenazy, Katoh, & Pupko,
2015). Phylogenetic analyses on the 16S and 23S rRNA genes were performed
based on Bayesian inference (Bl) using the Beast 1.8.0 package (Drummond,
Suchard, Xie & Rambaut, 2012). Three independent runs of 100,000,000
generations of Monte Carlo Markov Chain (MCMC) were performed, with one
sampling per 10,000 generations and a 10% burn-in. The substitution models
were estimated as GTR+G for the 16S rRNA and the 23S rRNA genes, based on
the Akaike information criterion (AIC) using jModeltest 2.1.10 (Darriba, Taboada,
Doallo & Posada, 2012). Reconstructions were visualized using the FigTree 1.4.4
software (Rambaut, 2014). The 16S rRNA gene and 23S rRNA gene trees were
rooted with Mycoplasma pneumoniae (CP039761). Moreover, a haplotype
network for each fragment was estimated in the PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015)
using the median-joining method (Bandelt, Forster, & Rohl, 1999).
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Results and Discussion

The gapdh gene was consistently amplified in all ring-tailed coati samples.
A total of 8/18 (44.44%; 95% CI: 24.56 — 66.28%) animals were positive for
hemotropic Mycoplasma spp. by the cPCR targeting the 16S and 23S rRNA
genes. Two out of eight hemoplasma-positive ring-tailed coati samples were
positive for hemotropic Mycoplasma sp. by the cPCR targeting the RNAseP gene.
One out of 18 (5,56%; 95% CI: 0.99 — 25.76%) ring-tailed coati tested positive for
Ehrlichia/Anaplasma sp. by the cPCR assay targeting the 16S rRNA gene, but all
samples tested negative by the cPCR assays for EhrlichialAnaplasma spp.
targeting sodb, dsb and groEL genes. All animals tested negative for
Theileria/Babesia spp.

Sequencing of the 16S rRNA gene fragments from three hemoplasma-
positive ring-tailed coatis revealed 99.42%-100% identity with multiple
hemotropic mycoplasmas 16S rRNA gene sequences detected in ring-tailed
coatis from Central-Western (KY002676, KY002668, KY002663, KY002660,
KY002659, KY002658, KY002656, KY002651, KU554425) and southern Brazil
(KU554425). In addition, the hemoplasmas 16S rRNA gene sequences detected
herein showed 96.39%-97.03% identity with ‘Candidatus Mycoplasma
haematohydrochoerus’ detected in capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris) from
Brazil (MW616880, MW616876, MW616875, FJ667773 and FJ667774).

Sequencing of the 23S rRNA gene fragments from hemoplasma-positive
ring-tailed coatis showed 93.40%-93.53% identity with the 'Candidatus
Mycoplasma haemosphiggurus' detected in orange-spined hairy dwarf
porcupines (Sphiggurus villosus, formerly Coendou villosus) from southern Brazil
(MN692881), and 94.34%-94.12% identity with ‘Ca. M. haematohydrochoerus’
from capybaras from Southern and Central-western Brazil (MW617212,
MW617213, MW617215, MW617216 and MW617218). Unfortunately, multiple
attempts to sequence the RNaseP gene of hemoplasmas and the 16S rRNA gene
of the Ehrlichia/Anaplasma sp. detected have failed due to the occurrence of faint
bands in the agarose gel electrophoresis.

Phylogenetic analyses on the 16S rRNA and 23S rRNA genes of the
hemoplasmas detected herein clustered together with those of the Mycoplasma
haemofelis group (Figures 1 and 2). Hemoplasmas sequences obtained from

ring-tailed coatis clustered together (Figure 1) with hemotropic Mycoplasma sp.
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sequences previously detected in ring-tailed coatis from Central-western
(KY002676) and southern (KU554425) Brazil, with high support branch (i.e.
posterior probabilities) for the closely related ‘Ca. M. haematohydrochoerus’
described in capybaras from Brazil (FJ667773 and MW616880) (Figure 1).

Mycoplasma sp. from Nasua nasua (MZ293800) - Brazil
22.3%

Mycoplasma sp. from Nasua nausa (KY002676) - Brazil
Mycoplasma sp. from Nasua nasua (MZ293799)- Brazil
22.3%

Mycoplasma sp. from Nasua nasua (MZ293801) - Brazil
Mycoplasma sp. from Nasua nasua (KU554425) - Brazil

‘Ca. Mycoplasma haematohydrochoerus' (F1667773) - Brazil
99.99%

'Ca. Mycoplasma haematohydrochoerus' (MWE16880) - Brazil

'Ca. Mycoplasma haematosphiggurus’ (MN860071) - Brazil

Mycoplasma sp. from Leopardus quigna (MN543637) - Chile

Mycoplasma sp. from Sus scrofa (MN896989) - Germany

'Ca. Mycoplasma haemomuris subsp. ratti' (AB758434) - Japan
100%

‘Ca.Mycoplasma haemomuris subsp. musculi' (AB918692) - Japan
—— 72.23%

Mycoplasma sp. from Necromys lasiurus (KT215623) - Brazil
72.28%

Mycoplasma sp. from Neovison vison {(MT462251) - Chile
99.99%

Mycoplasma sp. from wild redent (KT215630) - Brazil

92.26%

'Ca. Mycoplasma haemohominis' (GU562823) - UK

'Ca. Mycoplasma haemomacaque' (AB820288) - Japan

|— Mycoplasma haemocanis (CP003199) - USA
I_ge.gg%
Mycoplasma haemofelis (CPO02808) - USA

Mycoplasma suis (CPO02525) - USA
99.99%
Mycoplasma parvum (CPO06771) - USA

— 47.71%
Mycoplasma ovis (CPO06935) - USA
99.99%

M) L ii (CPOQ3703) - USA
6504 1Y COPlaSMa wenyomii ( )

'Ca. Mycoplasma haemolamae'(CP003731) - USA

'Ca. Mycoplasma haemomeles' (AB848713) - Japan

'Ca. Mycoplasma haematoparvum' (GQ129114) - Switzerland

'Ca. Mycoplasma haemodidelphis' (AF178676) - USA
- 100%

99.99%
‘Ca. Mycoplasma haemoalbiventris' (MN423260) - Brazil

'Ca. Mycoplasma haemoalbiventris' (MW703800) - Brazil
89.29%

'Ca. Mycoplasma haemoalbiventris' (MH158514) - Brazil

Mycoplasma sp. from Procyon lotor (KC920448) - USA

'Ca. Mycoplasma kahanei' (AF338269) - USA

Mycoplasma pneumoniae (CP039761)
Figure 1. The consensus sequences were subjected to multiple alignment with the sequences
selected from GenBank® using MAFFT available on the GUIDANCE?2 server (Sela et al., 2015).

The best-fit model of nucleotide substitution was determined using jModeltest v.2.
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The 23S rRNA gene sequences were closely positioned to ‘Ca. M.
haematohydrochoerus’ (MW617212 and MW617219) and 'Ca. M.
haemosphiggurus' (MN692881) but in separates clades supported by high

posterior probabilities (Figure 2).

Mycaplasma sp. from Nasua nasua(MZ297960) - Brazil
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—— 72.81%
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99.99%
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'Ca. Mycoplasma haemoalbiventris' {MN442085) - Brazil

Mycoplasma pneumoniae (CP039761)

Figure 2. The consensus sequences were subjected to multiple alignment with the sequences
selected from GenBank® using MAFFT available on the GUIDANCE?2 server (Sela et al., 2015).

The best-fit model of nucleotide substitution was determined using jModeltest v.2.

The haplotype networks support these results (Figure 3A and 3B). Our
sequences were assigned in the M. haemofelis group as isolated genotypes, with
high number of mutations to the hypothetical haplotypes that link these
sequences with the sequences of the other species (11-14 and 13 mutations in
the 16S and 23S networks, respectively).

Herein, 44.44% ring-tailed coatis from the INP, southern Brazil were
positive for hemotropic Mycoplasma sp. The 16S rRNA gene sequences

confirmed that ring-tailed coatis were infected by a novel hemoplasma species
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previously detected in ring-tailed coatis from Central-western and southern Brazil
(Cubilla et al., 2017; Sousa et al., 2017), and closely related to ‘Ca. M.

haematohydrochoerus’.

A)

Mycoplasma haemocanis
(CP003199)

Mycoplasma haemofelis
{CP002808)

>

Mycoplasma sp. from
Leopardus quigna

(MN543637)
Mycoplasma
suis
group
B) Mycoplasma sp.
from Nasua nasua

(MZ297959)

Mycoplasma
suis
group

. Mycoplasma sp.
from Nasua nasua
(MZ297960, MZ297961)

‘Ca. Mycoplasma sp
haematophiggurus’
(MN692881)

Mycoplasma
haematohydrochoerus
(MWB17219, MW617212)

Mycoplasma sp.
from Nasua nasua

(KU554425) Ca. Mycoplasma

haematohydrochoerus’
(FJ66773, MW6E16880)

Mycoplasma sp.
from Nasua nasua
(MZ293799, MZ293800,
MZ293801, KY002676)

‘Ca. Mycoplasma
haematophiggurus’
{MN860071)

Mycoplasma sp. from
from Sus scrofa
(MN896989)

Other
Mycoplasma

haemofelis
haplotypes

Mycoplasma haemofelis
(CP002808)

Mycoplasma haemofelis

e (FR773153)

Mycoplasma haemocanis

(CP003199)

Figure 3. Neighbor-Net analysis of 16S rRNA and 23S rRNA sequences obtained from ring-tailed

coatis sampled in the present study and compared to related hemoplasmas sequences previously

deposited in GenBank.
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The 16S rRNA gene sequences from the novel hemotropic Mycoplasma
sp. of the ring-tailed coatis were closely related to ‘Ca. M. haematohydrochoerus’
detected in capybaras from Brazil, but with only a 97% identity score and
separated from it by a high branch support. A previous study has proposed a
Candidatus status for the hemoplasma species detected in coatis from Central-
western Brazil, based on the 16S rRNA and RNaseP genes (Sousa, 2017).
Drancourt and Raoult (2005) stated that if the similarity in the 16S rRNA gene
sequence between bacterial isolates were less than 97%, they would belong to
different species. Moreover, novel ‘Candidatus Mycoplasma’ species have been
determined worldwide based on the 16S rRNA, 23S rRNA and/or RNaseP gene
sequencing and phylogenetic analysis (Barker et al., 2011; Pontarolo et al., 2020;
Valente et al., 2020, Vieira et al., 2021). On this pattern, the 23S rRNA sequences
amplified in the present study showed only 94.3% to 94.1% identity to ‘Ca. M.
haematohydrochoerus’. Unfortunately, multiple attempts to sequence the
RNaseP gene of the hemoplasma species detected herein failed due to the
occurrence of faint bands in agarose gel electrophoresis. Accordingly, based on
the 16S rRNA and 23S rRNA gene sequences amplified in the present study, the
name ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is proposed for this novel
organism.

‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ has been previously observed
by light and scanning electron microscopy of coati’s blood smears as small
basophilic epierythrocytic structures of coccoid shape, individually attached and
often more than one per erythrocyte, or freely on smears, with 0.2-0.4 ym in
diameter (Cubilla et al., 2017). Although the packed cell volume from captive
coatis infected by this novel hemoplasma species were within the reference
values for the species in a previous study (Cubilla et al., 2017), further studies
should be conducted to evaluate the clinical impact of ‘Ca. M. haematonasua’
infection in ring-tailed coatis.

The phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene sequences showed that
the hemoplasma detected in ring-tailed coatis grouped with other hemoplasma
sequences previously detected in coatis from Brazil, and clustered separated
from ‘Ca. M. haematohydrochoerus’ detected in capybaras, supported by a
posterior probability of 99.95%. Corroborating this finding, the Neighbor-net

network analysis evidenced the genetic distinction among the hemoplasma
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species circulating in ring-tailed coatis and other mammal species from Brazil.
Additionally, phylogenetic analysis of the 23S rRNA gene sequences showed that
‘Ca. M. haematonasua’ clustered separated from ‘Ca. M. haematohydrochoerus,
supported by a posterior probability of 72.81%. Corroborating this finding, the
Neighbor-Net network analysis evidenced the genetic distinction between ‘Ca. M.
haematonasua’ and other hemoplasma species.

The transmission of hemoplasmas by ixodid ticks still requires further
investigation. To date, although Mycoplasma haemocanis has been
experimentally transmitted by Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) ticks in
dogs (Seneviratna, Weerasinghe, & Ariyadasa, 1973), a previous study failed in
detecting hemoplasmas in R. sanguineus s.l. ticks in an animal shelter (Aktas &
Ozubek, 2017), and in Amblyomma dubitatum ticks from capybaras (Gongalves
et al., 2020). Conversely, hemotropic Mycoplasma sp. were detected in 1/33
(3.33%) Amblyomma sculptum adult tick (Gongalves et al., 2020) and 1/11
(9.09%) A. dubitatum adult ticks’ salivary glands (Vieira et al., 2021) found
parasitizing hemoplasma-infected capybaras from Central-western and Southern
Brazil, respectively. Unfortunately, ticks infesting ring-tailed coatis were not
collected in the present study. It is important to highlight that the transmission of
hemoplasmas through aggressive interactions may occur between cats (Museux
et al., 2009) and wild rodents (Gerbillus andersoni) (Cohen et al., 2018).
Considering that hemoplasma species from animals have already been found
infecting and causing infectious anemia in humans (dos Santos et al., 2008; Yuan
et al., 2009; Sykes et al., 2010; Maggi et al., 2013), associated to the fact that
‘Candidatus Mycoplasma haematohominis’, which causes disease in humans,
probably has its natural host in bats (Milla'n et al., 2020; Descloux et al., 2020),
the zoonotic potential of ‘Ca. M. haematonasua’ may be considered, particularly
in the INP.

In Brazil, the detection of new genotypes of Ehrlichia spp. and Anaplasma
spp. in wild carnivores (André et al., 2010; 2012; André, 2018), deer (Sacchi et
al., 2012), wild rodents (Benevenute et al., 2017), opossums (Guimaraes et al.,
2019) and Xenarthra mammals (Calchi et al., 2020) indicate a great diversity of
Anaplasmataceae agents circulating in wild mammals. On this pattern, screening
wild animals for Anaplasmataceae agents, especially those that are closely

related to species previously detected in humans, is of great importance. In a
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previous study, 31 ring-tailed coatis from Brazilian Pantanal were screened for
Anaplasmataceae agents by serological and molecular assays, and only one
animal was reactive to E. canis antibodies and tested positive by a cPCR assay
for 16S rRNA gene of Ehrlichia spp. Phylogenetic analysis showed that the
Ehrlichia species detected in ring-tailed coati was close related to multiple
Ehrlichia spp. previously detected in ticks and wild rodents from Brazil (de Sousa
et al., 2017). Herein, although one ring-tailed coati has tested positive for
EhrlichialAnaplasma sp. by the cPCR assay targeting the 16S rRNA gene, the
animal tested negative by the cPCR assays for EhrlichialAnaplasma spp.
targeting sodb, dsb and groEL genes. Unfortunately, multiple attempts to
sequence the 16S rRNA gene of the EhrlichialAnaplasma sp. detected were
unsuccessful due to the low DNA concentration.

In a previous study, three/31 (9.6%) ring-tailed coatis from Central-western
Brazil amplified piroplasmid DNA sequences using a PCR protocol for
Hepatozoon based on 18SrRNA gene, with the amplified sequences showing
100% of identity with a Theileria sp. sequence obtained from a domestic cat
sampled in Brazil and closely related to Theileria equi (de Sousa et al., 2018).
Additionally, Theileria-suggestive piroplasmid inclusions were found in a coati
blood smear (de Sousa et al., 2018). In the present study, animals tested negative
for Babesial Theileria sp. by cPCR. Further studies should be conducted to
characterize the Theileria species infecting ring-tailed coatis from Brazil.

In conclusion, a potentially novel hemoplasma species has been identified
by 16S and 23S rRNA gene sequence analysis in ring-tailed coatis in INP
southern of Brazil. The name ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is

proposed for this novel organism that should be further fully characterized.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Realizar o perfil sanitario de animais silvestres € crucial para a
manutencdo da saude de uma populagdo e seus contactantes. Neste estudo,
uma potencial nova espécie de hemoplasma foi identificada e caracterizada
molecularmente por meio da analise genética dos genes 16S e 23S rRNA em
quatis-de-cauda-anelada no PNI, sul do Brasil, e foi proposta a denominacéao
‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ para este novo micro-organismo.

Ainda, a realizagcao de analises hematologicas completas € importante
para melhor elucidarmos as possiveis alteragdes bioquimicas e hematoldgicas
nos quatis infectados, uma vez que o perfil clinico-laboratorial dos hemoplasmas
nesta espécie animal ainda € desconhecido. Do mesmo modo, a triagem de
animais silvestres para agentes Anaplasmataceae € de grande importancia,
entretanto, apenas um animal testou positivo para Ehrlichia/Anaplasma sp. pelo
ensaio de cPCR visando o gene 16S rRNA e varias tentativas de
sequenciamento genético ndo foram bem sucedidas. Isso pode ser explicado
devido a baixa concentracdo de DNA presente nas amostras ou ainda devido ao
baixo numero de pares de bases nas sequéncias genéticas geradas pelos
primers utilizados nas reagoes.

Ademais, todos os animais neste estudo testaram negativo para
Babesia/Theileria sp. por cPCR, portanto, mais ensaios devem ser realizados
para caracterizar as espécies de Theileria que infectam quatis no Brasil.

Uma vez que os agentes da familia Anaplasmataceae e os piroplasmas
sao patdgenos transmitidos por carrapatos, e carrapatos podem ser potenciais
vetores para a transmissdo de hemoplasmas, a coleta de ectoparasitos é de
suma importédncia para melhor elucidar a cadeia de transmissédo dos
hemoplasmas, bem como o perfil sanitario destes animais, uma vez que o PNI

abriga grande diversidade desses invertebrados.
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7. CONCLUSAO

Os quatis-de-cauda anelada sao conhecidos pelo habito sociavel com
humanos, entretanto, a busca por alimentos pode resultar em interagdes mais
agressivas aos visitantes do parque. Uma vez que o potencial zoondético desses
agentes é desconhecido, e acidentes com mordeduras e arranhaduras podem
ser potenciais vias de transmissdo de hemoplasmas, a triagem de animais
silvestres para hemoplasmas e patégenos transmitidos por carrapatos,
especialmente aqueles que estdo intimamente relacionados com espécies
previamente detectadas em humanos, é de grande importancia, principalmente

em areas de constante contato humano-animal, como no PNI.
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