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RESUMO 

  

As unidades de conservação ambiental são porções de terra que abrigam fauna 

e flora nativa, protegidas por lei, essenciais para a conservação da 

biodiversidade, recursos naturais, macro e micro ecossistemas e de espécies 

raras e ameaçadas de extinção. A APA mais importante de conservação da Mata 

Atlântica é o Parque Nacional do Iguaçu (PNI), Foz do Iguaçu, Paraná, Brasil, 

que faz fronteira com Puerto Iguazú, Misiones, Argentina. Os mamíferos 

terrestres mais vistos no PNI são os quatis-de-cauda-anelada (Nasua nasua 

Linneaus, 1976) que estão em constante contato com os turistas pedindo e/ou 

roubando alimentos dos visitantes. Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) 

são bactérias intracelulares obrigatórias, não cultiváveis in vitro e sem parede 

celular que parasitam a superfície dos eritrócitos de uma grande variedade de 

mamíferos. Em quatis, uma potencial nova espécie de hemoplasma foi descrita 

infectando animais das regiões centro-oeste e sul do Brasil. Portanto, os 

objetivos deste estudo foram investigar a ocorrência de Mycoplasma sp. e 

patógenos transmitidos por carrapatos em quatis do PNI. Amostras de sangue 

foram coletadas de 18 quatis e submetidas a análises moleculares por ensaios 

de PCR convencional (cPCR) para Mycoplasma 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. e apenas um dos 18 (5,56%; IC 

95%:0,99%–25,76%) animais testou positivo para Ehrlichia/Anaplasma spp. pelo 

16S rRNA cPCR. Infelizmente, várias tentativas de sequenciar o gene 16S rRNA 

da amostra positiva para Ehrlichia/Anaplasma falharam. A análise filogenética e 

de rede de haplótipos 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 Iguaçu National 

Park (INP), Foz do Iguaçu, Paraná, Brazil, in the border area with Puerto Iguazú, 

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 Iguaçu 

municipality, Paraná 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, hemoplasmas, piroplasmas, Nasua nasua. 
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

 Os animais de vida livre têm grande importância no ciclo de parasitos em 3 

um ecossistema. A proximidade cada vez mais frequente da população humana 4 

com esses animais demanda vigilância sanitária constante das espécies a fim 5 

de prever e evitar surtos de doenças tanto para os animais quanto para a 6 

população humana. Essa proximidade é ainda mais evidente em unidades de 7 

conservação ambiental, principalmente àquelas próximas à grandes centros 8 

urbanos. Espécies sinantrópicas são aquelas que habitam locais próximos à 9 

população humana (Tedesco et al., 2018) e esses parques são ótimos locais 10 

para essa interação, uma vez que constituem microrregiões preservadas e 11 

isoladas dentro das cidades com disponibilidade de alimentos e presença 12 

humana pacífica. 13 

 O Parque Nacional do Iguaçu (PNI) é uma Unidade de Conservação 14 

Federal localizada no município de Foz do Iguaçu, Estado do Paraná, sul do 15 

Brasil e faz fronteira com o Parque Nacional Iguazú, ao norte da província de 16 

Misiones, Argentina. É o segundo parque mais visitado no Brasil, considerado 17 

patrimônio mundial da UNESCO (UNESCO, 2020) com aproximadamente 18 

185.262 hectares do maior remanescente de Mata Atlântica do país. O parque 19 

apresenta uma fauna diversa incluindo onça-pintada (Panthera onca), anta 20 

(Tapirus terrestris), catetos (Tayassu tajacu), e, entre outras espécies, o quati-21 

de-cauda-anelada (Nasua nasua, Linnaeus, 1976), um dos animais mais vistos 22 

pelos turistas do PNI. 23 

 Os quatis-de-cauda-anelada são amplamente distribuídos e no Brasil, 24 

habitam predominantemente a Mata Atlântica, Floresta Amazônica e Pantanal 25 

(Trovati et al., 2010). Os quatis são onívoros, alimentando-se principalmente de 26 

invertebrados e frutas (Gompper e Decker, 1998), mas podem ser encontrados 27 

em áreas próximas aos seres humanos, invadindo habitações em busca de 28 

alimento (Beisiegel & Mantovani, 2006). 29 

 Essa interação entre humanos e quatis-de-cauda-anelada é muito comum 30 

no PNI, onde os animais costumam perseguir humanos em busca de alimento 31 

fácil. A proximidade entre essas espécies provoca interferência sobre as 32 

populações animais e de vetores, resultando assim em maior exposição de 33 

humanos à riscos sanitários. 34 
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 Uma grande variedade de espécies de carrapatos de vida livre já foi 35 

descrita no PNI (Suzin et al., 2020). Os carrapatos (Acari: Ixodidae) são de 36 

grande importância na medicina veterinária e humana. Nesse cenário, a fauna 37 

silvestre pode desempenhar um importante papel na epidemiologia de 38 

patógenos transmitidos por carrapatos (Szekeres et al., 2019) contudo, poucos 39 

estudos avaliaram patógenos transmitidos por carrapatos em quatis do Brasil (de 40 

Sousa et al., 2017). 41 

 A família Anaplasmataceae (ordem Rickettsiales) é formada pelos 42 

gêneros Anaplasma, Ehrlichia e Wolbachia. São bactérias Gram-negativas 43 

intracelulares obrigatórias, transmitidas por vetores artrópodes, principalmente 44 

carrapatos. O gênero Ehrlichia atualmente consiste em seis espécies: E. canis, 45 

E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. ruminantium e E. minasensis (Cabezas-46 

Cruz et al., 2016; Dumler et al., 2001). Ainda, uma potencial nova espécie de 47 

Ehrlichia, denominada ‘Candidatus Ehrlichia hydrochoerus’ foi detectada em 48 

capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) do sul do Brasil (Vieira et al., 2022), além 49 

de uma potencial nova espécie de Ehrlichia detectada em equinos do Brasil e 50 

Nicarágua (Vieira et al., 2018).  51 

 Os piroplasmas (ordem Piroplasmida) são protozoários apicomplexos que 52 

compreendem os gêneros Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Rangelia (Yabsley 53 

et al., 2013). Esses agentes são transmitidos por carrapatos e parasitam as 54 

células sanguíneas de vertebrados silvestres e domésticos (Alvarado-Rybak et 55 

al., 2016). 56 

 Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) são microrganismos 57 

pleomórficos Gram-negativos, parasitas obrigatórios, não cultiváveis in vitro e 58 

sem parede celular que parasitam a superfície dos eritrócitos de uma grande 59 

variedade de mamíferos (Messick, 2004). Até o momento, não há evidências 60 

robustas quanto a transmissão de hemoplasmas por vetores artrópodes, embora 61 

sugere-se que carrapatos e pulgas possam estar envolvidos (Machado et al., 62 

2017; Aktas e Ozubek, 2017).  63 

 O contato constante entre diferentes espécies animais e humanos 64 

predispõe ao fluxo de ectoparasitos e patógenos transmitidos por carrapatos 65 

entre as populações. Dessa forma, o conhecimento sanitário de animais de vida 66 

livre é o ponto chave para promover a Saúde Única no mundo contemporâneo, 67 

preservando espécies e vidas. Sendo assim, o presente estudo teve como 68 
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objetivo determinar o perfil sanitário de quatis-de-cauda-anelada do PNI, Paraná, 69 

por meio da determinação da ocorrência de ectoparasitas e hemoparasitos 70 

nesses animais. 71 

 72 

 73 

 74 

 75 

 76 

 77 

 78 

 79 

 80 

 81 

 82 

 83 

 84 

 85 

 86 

 87 

 88 

 89 

 90 

 91 

 92 

 93 

 94 

 95 

 96 

 97 

 98 

 99 

 100 

 101 

 102 
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2. CAPÍTULO 1 - REVISÃO DA LITERATURA 103 

 104 

2.1. Hemoplasmas 105 

 106 

 Hemoplasmas são bactérias eritrocitárias obrigatórias sem parede celular 107 

de 0,2 a 3.0 μm de diâmetro que infectam uma grande variedade de mamíferos 108 

(Neimark et al., 2001; Messick, 2004; Millán et al., 2021). Apresentam-se em 109 

formato de bastão, cocos e/ou em formato de anel e são encontrados 110 

individualmente ou formando cadeias na superfície de eritrócitos ou livres no 111 

plasma. Essas bactérias não penetram as células, mas permanecem aderidas à 112 

superfície dos eritrócitos, onde delicadas fímbrias do microrganismo anexam-no 113 

à superfície da célula hospedeira à uma distância de 15 a 25 nm (Messick, 2004). 114 

 Os hemoplasmas pertencem à classe Molliculites, Família 115 

Mycoplasmataceae e anteriormente faziam parte do grupo das Rickettsias, mas 116 

estudos demonstraram que Haemobartonella spp. e Eperythrozoon spp. diferem 117 

deste grupo em relação à ausência de parede celular e ao seu modo de infecção 118 

(Neimark et al., 2001). Ainda, a análise minuciosa do gene 16S rRNA apresentou 119 

pouca semelhança com a análise do DNA de outras espécies de Rickettsia, e 120 

maior proximidade filogenética com microrganismos do gênero Mycoplasma 121 

(Messick, 2004). Assim, foi proposta a alteração taxonômica e afiliação 122 

filogenética de Haemobartonella spp. e Eperythrozoon spp. para o gênero 123 

Mycoplasma (Neimark et al., 2001).  124 

 125 

2.1.1. Patogenia 126 

 Uma vez aderidos aos eritrócitos, os hemoplasmas podem produzir 127 

radicais livres que induzem dano oxidativo das membranas das células 128 

hospedeiras (Somerson et al., 1965) e secretar enzimas que levam à ruptura da 129 

membrana eritrocitária (Rottem et al., 1973). Algumas espécies também 130 

produzem superantígenos, que se ligam diretamente a moléculas do complexo 131 

de histocompatibilidade do hospedeiro sem ser processados, resultando no 132 

desenvolvimento de autoanticorpos que desencadeiam distúrbios imunológicos 133 

(Messick, 2004). 134 

 A produção de citocinas inflamatórias e potencial supressão das defesas 135 

do hospedeiro por linfócitos ativados podem resultar no desenvolvimento de 136 
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doenças crônicas e debilitantes (Drancourt e Raoult et al., 2005). Ainda, a 137 

infecção por hemoplasmas pode causar anemia hemolítica aguda associada a 138 

essas doenças crônicas (Neimark et al., 2001), que desempenham um papel 139 

importante na transformação morfológica celular com formação de alterações 140 

cromossômicas que podem levar a neoplasias (Messick, 2004). 141 

 142 

2.1.2. Sinais Clínicos 143 

A alta parasitemia das células eritrocitárias pode desencadear anemia 144 

hemolítica aguda (Messick, 2004), mesmo assim, as infecções por hemoplasmas 145 

são, em sua maioria, assintomáticas, embora coinfecções possam desencadear 146 

o agravamento dos sinais clínicos (Neimark et al., 2001). 147 

A infecção subclínica está intimamente associada a alterações 148 

hematológicas com diminuição no volume corpuscular médio (VCM), na 149 

concentração média de hemoglobina corpuscular (CHGM) e na contagem 150 

absoluta de eritrócitos (Messick, 2004). A anemia ainda pode resultar em 151 

taquicardia, taquipneia e pulsos femorais fracos ou limitados com 152 

desenvolvimento de sopros cardíacos, contudo, apesar da natureza hemolítica 153 

da anemia, a icterícia é pouco observada (Tasker et al., 2018). 154 

Infecções crônicas geralmente ocorrem em animais aparentemente 155 

saudáveis e imunocompetentes cujos sinais clínicos mais frequentes são 156 

letargia, anorexia, hipertermia e anemia (Messick, 2004). 157 

      158 

2.1.3. Transmissão  159 

 Uma vez que os hemoplasmas não são cultiváveis in vitro, nem 160 

encontrados livres natureza, esses organismos dependem de uma célula 161 

hospedeira para sua manutenção. Deste modo, a via de transmissão mais 162 

provável deste patógeno é por meio de artrópodes hematófagos como 163 

carrapatos, pulgas e mosquitos (Messick, 2004), no entanto, estudos 164 

relacionados à transmissão de hemoplasmas nas mais diferentes espécies é 165 

escassa e não conclusiva.  166 

 Existem relatos de transmissão de Mycoplasma haemofelis e ‘Candidatus 167 

Mycoplasma haemominutum’ por pulgas da espécie Ctenocephalides felis para 168 

gatos domésticos (Woods et al., 2005) e carrapatos do complexo Rhipicephalus 169 

sanguineus sensu lato são considerados os principais vetores de Mycoplasma 170 
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haemocanis para cães domésticos (Seneviratna et al., 1973). DNA de 171 

‘Candidatus Mycoplasma haematohydrochoerus’ foi detectado em glândulas 172 

salivares de Amblyomma dubitatum (Vieira et al., 2021) e em Amblyomma 173 

sculptum (Gonçalves et al., 2020), o que reforça o potencial envolvimento de 174 

carrapatos na transmissão deste grupo de bactérias. Transfusão sanguínea, 175 

fômites contaminados, via transplacentária e mordeduras também são 176 

consideradas outras potenciais formas de transmissão (Seneviratna et al., 1973; 177 

Messick, 2003; Lappin et al., 2006, Tasker et al., 2010). Estudos anteriores 178 

relataram a transmissão de hemoplasmas por meio de interações agressivas 179 

entre gatos (Museuxetal., 2009) e roedore silvestre (Gerbillus andersoni) 180 

(Cohenetal., 2018). Deste modo, o principal vetor de hemoplasmas ainda 181 

permanece desconhecido (Machado et al., 2017). 182 

 183 

2.1.4. Diagnóstico   184 

 O diagnóstico da infecção por hemoplasmas pode ser feito de forma 185 

indireta ou direta. A avaliação de esfregaços sanguíneos corados com corantes 186 

do tipo Romanowsky em microscopia de luz deve ser cuidadosa para distinguir 187 

corretamente os microrganismos de inclusões eritrocitárias como corpos de 188 

Pappenheimer, corpúsculos de Howell-Jolly e de Heinz (Neimark et al., 2001; 189 

Nishizawa et al., 2010).  190 

 O uso de técnicas moleculares mais sensíveis e específicas, como 191 

ensaios convencionais de PCR e PCR em tempo real, aprimorou a capacidade 192 

de diagnosticar a infecção por hemoplasmas em várias espécies (Johnson et al., 193 

2016), sendo considerado o padrão ouro. Para tanto, a detecção do gene 16S 194 

rRNA é o mais amplamente utilizado (Berent et al., 1998; Hoelzle et al., 2010; 195 

Machado et al., 2016).  196 

 197 

2.1.5. Hemoplasmas em animais silvestres 198 

 No Brasil, diversas espécies de hemoplasmas já foram detectadas em 199 

animais domésticos, como gatos (Miceli et al., 2013; André et al., 2014; 200 

Marcondes et al., 2018), cães (Ramos et al., 2010; Valle et al., 2014; Vieira et 201 

al., 2015), cabras (Machado et al., 2017), gado bovino (Girotto et al., 2012; Mello 202 

et al., 2019), bubalinos (Santos et al., 2018) e ovinos (Souza et al., 2019; 203 

Mongruel et al., 2020). 204 
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 Em animais silvestres, espécies de Mycoplasma hemotrópico foram 205 

descritos em felídeos (Willi et al., 2007; Guimarães et al., 2007; André et al., 206 

2011; de Souza et al., 2017; Furtado et al., 2019), canídeos (André et al., 2011; 207 

de Souza et al., 2017), morcegos (Ikeda et al., 2017; Santos et al., 2020; Collere 208 

et al., 2022), primatas não-humanos (Bonato et al., 2015; Ramalho et al., 2017; 209 

Cubilla et al., 2017; Melo et al., 2019), roedores (Vieira et al., 2009; Conrado et 210 

al., 2015; Gonçalves et al., 2015; de Souza et al., 2017; Oliveira et al., 2021; 211 

Valente et al., 2021; Vieira et al., 2022), procionídeos (de Souza et al., 2017; 212 

Cubilla et al., 2017), cervídeos (Grazziotin et al., 2011), gambás (Massini et al., 213 

2019; Gonçalves et al., 2019; Pontarolo et al., 2020; ) e javalis (Dias et al., 2019).  214 

 Em quatis, uma potencial nova espécie de hemoplasma foi descrita 215 

infectando animais das regiões centro-oeste (de Souza et al., 2017) e sul (Cubilla 216 

et al., 2017) do Brasil, intimamente relacionada ao ‘Ca. M. 217 

haematohydrochoerus’ descrito em capivaras (Vieira et al., 2009; Vieira et al., 218 

2021).  219 

 220 

2.1.6. Potencial zoonótico 221 

 Uma vez que os micoplasmas hemotrópicos infectam uma grande 222 

variedade de mamíferos, existem relatos de infecções em seres humanos por 223 

esses agentes (Santos et al., 2008). Em 2015 na Inglaterra, uma nova espécie 224 

de hemoplasma, ‘Candidatus Mycoplasma haematohominis’ foi identificada 225 

como o principal agente infeccioso em um paciente imunocomprometido (Sykes 226 

et al., 2011). Ainda, em estudos anteriores, M. haemofelis (Santos et al., 2008), 227 

M. suis (Yuan et al., 2009), M. ovis (Sykes et al., 2010), ‘Candidatus M. 228 

haematoparvum’ (Maggi et al., 2013) e ‘Ca. M. haematohominis’ (Steer et al, 229 

2011)  foram descritos infectando seres humanos. 230 

Recentemente, ‘Ca M. haematohominis foi detectado em um paciente 231 

humano com síndrome hemofagocítica no Japão (Hattori et al., 2020) e em um 232 

cuidador de animais com pirexia persistente na Austrália (Alcorn et al., 2021). 233 

 234 

 235 

 236 

 237 

 238 
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2.2. Patógenos transmitidos por carrapatos  239 

 240 

2.2.1. Ehrlichia/Anaplasma sp. 241 

 Os agentes da família Anaplasmataceae são bactérias intracelulares 242 

obrigatórias, cujo ciclo no ambiente envolve interações complexas entre vetores 243 

invertebrados e hospedeiros vertebrados (de Souza et al., 2017). 244 

 Esses agentes podem infectar diferentes células de mamíferos, 245 

dependendo da espécie infectante. Anaplasma marginale, A. centrale e A. ovis 246 

infectam eritrócitos; Anaplasma platys infecta plaquetas e neutrófilos; Anaplasma 247 

phagocytophilum e E. ewingii infectam granulócitos; Anaplasma bovis, E. 248 

chafeensis e E. muris infectam monócitos e macrófagos; E. ruminantium infecta 249 

células endoteliais, neutrófilos e macrófagos (Dumler et al., 2001); E. minasensis 250 

infecta monócitos (Cabezas-Cruz et al., 2016) E. canis infecta monócitos, 251 

macrófagos e neutrófilos (Aguiar et al., 2019). E a apresentação clínica pode 252 

incluir febre, petéquias, vômitos, dor abdominal, diarreia, leucopenia, 253 

trombocitopenia e alteração dos níveis séricos das enzimas hepáticas (Dumler 254 

et al., 2001). 255 

 O diagnóstico molecular desses agentes é realizado pela detecção de 256 

fragmentos dos genes 16S rRNA, sodb, dsb e groEL. No Brasil, a detecção de 257 

novos genótipos de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. em cervídeos (Machado et 258 

al., 2006; Mongruel et al., 2017; Picoloto et al., 2010; Sacchi et al., 2012; Silveira 259 

et al., 2014, 2013, 2012), canídeos selvagens (Almeida et al., 2013; André et al., 260 

2012; de Souza et al., 2017), felinos selvagens (André et al., 2010, 2012; Widmer 261 

et al., 2011), catetos e queixadas (Soares et al., 2015), gambás (Guimarães et 262 

al., 2019; Lopes et al., 2018), roedores (Benevenute et al., 2017; Braga et al., 263 

2018; de Sousa et al., 2017; Vieira et al., 2022) e em quati-de-cauda-anelada (de 264 

Souza et al., 2017; Cubilla et al., 2017) tem mostrado uma diversidade de 265 

agentes da família Anaplasmataceae circulando em mamíferos domésticos e 266 

selvagens. 267 

 A principal forma de transmissão de Ehrlichia sp. é pela picada de 268 

carrapatos infectados, por isso uma alta prevalência de erliquiose é observada 269 

em regiões tropicais e subtropicais devido a distribuição geográfica de seu vetor.  270 

Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. já foram detectados em Amblyomma 271 

sculptum (Melo et al., 2016; Widmer et al., 2011; de Souza et al., 2017), 272 
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Amblyomma triste (Widmer et al., 2011), Amblyomma ovale e Amblyomma 273 

parvum (de Souza et al., 2017), e Amblyomma spp. (Widmer et al., 2011; de 274 

Souza et al., 2017), mesmo assim, os vetores artrópodes envolvidos nos ciclos 275 

de transmissão de Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. entre mamíferos silvestres no 276 

Brasil ainda são desconhecidos (de Souza et al., 2017). Assim, animais 277 

domésticos e silvestres são considerados reservatórios e favorecem a 278 

disseminação desses agentes que podem causar doenças em animais e 279 

humanos (Doudier et al., 2010; Dumler et al., 2001; Parola, 2005). 280 

 281 

2.2.2. Piroplasmas 282 

 Os piroplasmas (ordem Piroplasmida) são protozoários apicomplexos que 283 

compreendem os gêneros Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Rangelia (Yabsley; 284 

Shock, 2013). Esses agentes são transmitidos por carrapatos que parasitam 285 

células sanguíneas de vertebrados silvestres e domésticos em todo o mundo 286 

(Alvarado-Rybak, 2016). Esses organismos têm um grande impacto veterinário, 287 

sendo considerado o parasita sanguíneo mais comumente encontrado no 288 

sangue de mamíferos (Schnittger et al., 2012). 289 

Nos últimos anos, o advento de técnicas moleculares tem contribuído para 290 

um aumento expressivo no número de estudos relatando infecção por 291 

piroplasmas em animais silvestres em todo o mundo (Alvarado-Rybak et al., 292 

2016). A caracterização molecular é baseada principalmente nos genes 18S 293 

rRNA e β-tubulina (André et al., 2010; Alvarado-Rybak et al., 2016).   294 

Souza et al. (2018) detectaram sequências similares com Theileria sp. em 295 

quatis-de-cauda-anelada do Mato Grosso do Sul, Brasil. Esses achados 296 

incomuns sugerem que algumas espécies de piroplasmas podem apresentar 297 

falta de especificidade de hospedeiros ou novas espécies de piroplasmas 298 

relacionadas às já descritas em animais domésticos podem estar circulando em 299 

diferentes hospedeiros. 300 

 301 

2.3. Parque Nacional do Iguaçu  302 

 303 

2.3.1. Unidades de Conservação Ambiental 304 

 As unidades de conservação ambiental são porções de terra que abrigam 305 

fauna e flora nativa, protegidas por lei, essenciais para a conservação da 306 
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biodiversidade (Mace, 2014). A criação de unidades de conservação é uma 307 

estratégia importante de controle territorial de uso e ocupação de áreas naturais, 308 

desta forma, áreas protegidas têm como principal função a conservação e 309 

preservação de recursos naturais, de ecossistemas e de espécies raras e 310 

ameaçadas de extinção (Medeiros, 2006). 311 

 Atualmente, cerca de 15% da superfície terrestre está protegida da 312 

degradação por essas unidades (Juffe-Bignoni et al., 2014) e o Brasil se destaca 313 

tanto pela biodiversidade quanto pelo investimento abrigando hoje o maior 314 

sistema de proteção de biodiversidade e ecossistema do mundo, protegendo 315 

cerca de 12% de todo o ecosistema global (WDPA, 2012). Contudo, a maioria 316 

das áreas protegidas ainda são em formatos de parques, com apenas 20-50% 317 

sendo efetivamente gerenciadas (Geldmann et al., 2013; Watson et al., 2014).  318 

 Essas unidades ainda contribuem significativamente para a redução dos 319 

impactos na fauna e flora, causados por ações antrópicas, como queimadas e 320 

desmatamento, mas mesmo assim, as localizadas próximas à grandes centros 321 

urbanos estão sujeitas à diversas ameaças como a caça, surgimento de 322 

espécies invasoras e mudanças no ecossistema (da Silva et al., 2018). 323 

 324 

2.3.2. Mata Atlântica 325 

 A Mata Atlântica é a segunda maior floresta tropical da América do Sul, 326 

com uma das maiores riquezas de espécies e taxas de endemismo do planeta 327 

(Metzger, 2009) abrigando 70% da população brasileira, e está reduzida a menos 328 

de 16% de sua extensão original (Ribeiro et al., 2009). É uma das áreas mais 329 

ricas e ameaçadas do mundo e têm sido recrutada para conservação devido ao 330 

endemismo de vários grupos de organismos que ultrapassa 8.000 espécies 331 

(Tabarelli et al., 2005), dentre elas, muitas presentes na Lista Vermelha de 332 

espécies ameaçadas de extinção (Araújo et al., 2014). 333 

 334 

2.3.3. O Parque Nacional do Iguaçu 335 

 Uma das unidades de conservação ambiental mais importantes da Mata 336 

Atlântica é o Parque Nacional do Iguaçu (Ribeiro et al., 2009; da Silva et al., 337 

2018), localizado no município de Foz do Iguaçu (25 ° 05 ′ a 25 ° 41 ′ S e 53 ° 40 338 

′ a 54 ° 38 ′ O), Estado do Paraná, sul do Brasil, fronteira com fronteira com 339 

Puerto Iguazú, Misiones, Argentina.  Essa área forma um corredor verde entre 340 
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os dois países, garantindo proteção de diversas espécies ameaçadas (Moraes 341 

et al., 2017).  342 

 Trata-se de uma Unidade de Conservação Federal com 343 

aproximadamente 185.262 hectares do maior remanescente de Mata Atlântica 344 

do país. Juntamente com as APAs adjacentes e outros remanescentes florestais, 345 

o parque protege aproximadamente 10.000 km2 de fauna e flora nativa (Di Bitetti 346 

et al., 2006). O parque abriga uma rica fauna de grandes mamíferos terrestres, 347 

incluindo muitas espécies-chave para a biodiversidade da Mata Atlântica, como 348 

herbívoros (Tapirus terrestre, Mazama sp.), predadores (Panthera onca, 349 

Leopardus pardalis) e pequenos mamíferos (Nasua nasua, Didelphis sp. e 350 

Cuniculus paca) sendo muitas das espécies com alta ocupação dentro do 351 

parque, mas raras ou extintas na maior parte de remanescentes florestais pelo 352 

país (da Silva et al., 2018). Em um levantamento de fauna nativa, oito espécies 353 

encontram-se ameaçados de extinção, de acordo com a lista vermelha nacional 354 

e/ou da IUCN. 355 

 Mesmo assim, as espécies nele protegidas convivem com ameaças 356 

antrópicas, como caça, pesca, extração dos recursos naturais e outras 357 

atividades ilícitas que comprometem as espécies silvestres existentes neste local 358 

(Araújo et al, 2014). O PNI é fortemente influenciado pela ação antrópica, uma 359 

vez que seus arredores foram transformados em paisagens agrícolas para 360 

produção de grãos e, em menor escala, para a pecuária leiteira para atender 361 

crescente demanda por alimentos (da Silva et al., 2018). Ainda, o PNI é o 362 

segundo parque mais visitado no Brasil e considerada patrimônio mundial da 363 

UNESCO (UNESCO, 2020) sendo assim, o turismo pode gerar um impacto 364 

negativo na fauna uma vez que a atividade humana leva a mudanças na vida 365 

selvagem, com maior presença de espécies oportunistas como gambás e quatis 366 

em áreas adjacentes e urbanizadas (da Silva et al., 2014). 367 

 368 

2.3.4. Quatis-de-cauda-anelada 369 

 Os quatis-de-cauda-anelada (Nasua nasua Linnaeus, 1766) são 370 

amplamente distribuídos na América do Sul, habitando predominantemente a 371 

Mata Atlântica, a Floresta Amazônica e as regiões do Pantanal brasileiro (Trovati 372 

et al., 2010). São os mamíferos terrestres mais vistos por turistas no Parque 373 

Nacional do Iguaçu, devido à suas atividades diurnas, gregárias e hábitos sociais 374 
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(Trovati et al., 2017) seguidos do veado-mateiro (Mazama americana) e iraras 375 

(Eira barbara) (da Silva et al., 2018). 376 

 São carnívoros pertencentes à família Procyonidae com hábitos onívoros, 377 

alimentando-se principalmente de invertebrados e frutas (Gompper & Decker, 378 

1998). Como espécie oportunista, costumam invadir fazendas ou casas em 379 

busca de alimentos (Beisiegel & Mantovani, 2006), favorecendo o contato com 380 

animais domésticos e humanos e aumentando riscos de ataques e mordeduras 381 

(Bittneretal et al., 2010). 382 

 A fácil adaptação dos quatis a diferentes ambientes e recursos 383 

alimentares facilita o trânsito entre áreas urbanas e florestais resultando em um  384 

intercâmbio entre animais silvestres e ambientes domésticos (Rodrigues et al. 385 

2006). No PNI, por exemplo, os quatis estão em constante contato com os 386 

turistas pedindo e/ou roubando alimentos dos visitantes (Sazima, 2010). 387 

 388 

2.3.5. Vetores 389 

Muitos dos patógenos transmitidos por vetores são mantidos em 390 

reservatórios de vida silvestre (Herrera et al. 2008; Shock et al. 2011; Yabsley 391 

and Shock 2013; Alvarado-Rybak et al. 2016). No PNI, uma grande variedade de 392 

espécies de carrapatos de vida livre já foi descrita (Suzin et al., 2020). Ademais, 393 

as Cataratas do Iguaçu estão localizadas no parque, atraindo milhares de 394 

visitantes de todo o mundo, sendo uma das sete maravilhas do mundo. Esses 395 

visitantes ficam vulneráveis ao contato com vetores e patógenos associados à 396 

fauna local, uma vez que a maioria dos visitantes passam em média quatro dias 397 

em áreas contíguas ao parque (Moraes et al., 2017). Ainda, a ausência de uma 398 

zona tampão entre o parque e as áreas adjacentes como fazendas e centros 399 

urbanos, favorece a presença de vida selvagem fora do parque e animais, 400 

especialmente cães, dentro do parque, aumentando a translocação de vetores 401 

entre as espécies (da Silva et al., 2014). 402 

 Dentre os patógenos transmitidos por vetores já diagnosticados em 403 

quatis, estão o Trypanosoma cruzi (Herrera et al., 2004), causador da 404 

tripanossomíase ou Doença de Chagas, Hepatozoon procyonis (Rodrigues et al., 405 

2007; de Souza et al., 2018), Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. (André et al., 2012; 406 

de Souza et al., 2017; de Souza et al., 2018) e piroplasmas (Alvarado-Rybak et 407 

al., 2016; de Souza, 2018). Desta forma, a triagem de animais silvestres para os 408 
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patógenos transmitidos por vetores      é de grande importância para a 409 

manutenção da segurança zoonótica do parque.  410 

  411 

 412 

 413 

 414 

 415 

 416 

 417 

 418 

 419 

 420 

 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 

 433 

  434 

 435 
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4. OBJETIVOS  
 

4.1. Objetivo Geral 

 Detecção e caracterização molecular de hemoplasmas e patógenos 

transmitidos por carrapatos em quatis-de-cauda-anelada do PNI, município de 

Foz do Iguaçu, Paraná. 

 

4.2. Objetivos Específicos 

a) Detectar patógenos 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 análise filogenética dos genótipos detectados. 
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5. CAPÍTULO 2 - ARTIGO: ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ 1 

and tick-borne pathogens in ring-tailed coatis (Nasua nasua 2 

Linnaeus, 1976) from the Iguaçu National Park, Paraná State, 3 

southern Brazil 4 

 5 

Artigo publicado no periódico Transboundary and Emerging Diseases, fator de 6 

impacto 5,005. 7 

 8 

Abstract 9 

 The Iguaçu National Park (INP) is the largest remnant of Atlantic Forest in 10 

southern Brazil, representing an ecological continuum with Argentina. The INP 11 

harbours a diverse fauna, with ring-tailed coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1976, 12 

Carnivora: Procyonidae) in close contact with tourists either begging and/or 13 

snatching food from visitors. A potentially novel haemotropic Mycoplasma sp. has 14 

been previously detected in the ring-tailed coatis from central-western and 15 

southern Brazil. Therefore, the aims of this study were to investigate the 16 

occurrence of haemotropic Mycoplasma sp. and tickborne pathogens in wild ring-17 

tailed coatis from the INP, Foz do Iguaçu municipality, Paraná State, southern 18 

Brazil. Blood samples were collected from 18 wild ring-tailed coatis and evaluated 19 

by conventional PCR (cPCR) assays for haemotropic Mycoplasma spp. (16S and 20 

23S rRNA), Theileria/Babesia spp. (18S rRNA) and Ehrlichia/Anaplasma spp. 21 

(16S rRNA, sodB, dsb and groEL). Eight out of 18 (44.44%; 95% CI: 24.56%–22 

66.28%) animals were positive for haemotropic Mycoplasma spp. All ring-tailed 23 

coatis tested negative for Theileria/Babesia spp. and only one out of 18 (5.56%; 24 

95% CI: 0.99%–25.76%) animals tested positive for Ehrlichia/Anaplasma spp. by 25 

the 16S rRNA cPCR. Unfortunately, multiple attempts to sequence the 16S rRNA 26 

gene of the Ehrlichia/Anaplasma-positive sample have failed. Phylogenetic and 27 

network analysis of the hemoplasma 16S and 23S rRNA gene fragments 28 

confirmed that animals were infected by a potentially novel haemotropic 29 

Mycoplasma sp. previously reported in ring tailed coatis from Brazil. The name 30 

‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is proposed for this novel organism. 31 

 32 

Keywords: Anaplasmataceae, haemoplasmas, haemotropicmycoplasmas, wild 33 

mammals 34 
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Introduction 35 

 The ring-tailed coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1976, Carnivora: 36 

Procyonidae) are widely distributed mammals in South America, and 37 

predominantly inhabits the Atlantic Forest, the Amazon Rainforest and Pantanal 38 

regions of Brazil (Trovati et al., 2010). Coatis are omnivores, feeding mainly on 39 

invertebrates and fruits (Gompper and Decker, 1998), and may be found in areas 40 

close to human beings, frequently invading human dwellings in search of food 41 

(Beisiegel & Mantovani, 2006), where coati attacks on humans may occur (Bitner 42 

et al., 2010).  43 

 The Iguaçu National Park (INP) contains the largest remnant of Atlantic 44 

Forest in southern Brazil, and along with the INP in Argentina promotes a 45 

protection area for a diverse fauna, including endangered species (Instituto 46 

Brasileiro de Desenvolvimento Florestal, Brasília, 2000). A wide variety of tick 47 

species have been described in the INP (Suzin et al., 2020), with Amblyomma 48 

brasiliense, Amblyomma ovale, Amblyomma rotundatum and Amblyomma 49 

coelebs commonly associated with ring-tailed coatis (Labruna et al., 2005; 50 

Magalhães-Matos et al., 2017). Although ticks have been reported parasitizing 51 

coatis, few studies have evaluated tick-borne pathogens (TBP) in coatis from 52 

Brazil (de Sousa et al., 2017).    53 

Hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are worldwide distributed 54 

Gram-negative, obligate epierythrocytic bacteria that parasitize red blood cells of 55 

mammals (Messick et al., 2004), including humans (Maggi et al., 2013). In ring-56 

tailed coatis, a potentially novel hemoplasma species has been detected in 57 

animals from Southern (Cubilla et al., 2017) and Central-western (Sousa et al., 58 

2017) regions of Brazil.  59 

 In the INP, ring-tailed coatis are in close contact with tourists either 60 

begging and/or snatching food from visitors (Sazima, 2010). Previous studies 61 

have reported that the transmission of hemoplasmas through aggressive 62 

interactions may occur between cats (Museux et al., 2009) and wild rodents 63 

(Gerbillus andersoni) (Cohen et al., 2018).  Thus, monitoring the health status of 64 

ring-tailed coatis may be of public health concern. Therefore, this study aimed to 65 

investigate the occurrence of hemotropic Mycoplasma sp. and TBP 66 

(Ehrlichia/Anaplasma and Babesia/Theileria) in free-ranging ring-tailed coatis 67 

from the INP, Foz do Iguaçu municipality, Paraná State, southern Brazil. 68 



40 
 

 

Material and Methods 69 

 The study was carried out in the INP, located in Foz do Iguaçu municipality 70 

(25°05′ to 25°41′ S and 53°40′ to 54°38′ W), Paraná State, southern Brazil: a 71 

border area of Brazil and Argentina. The Iguaçu National Park is the second most 72 

visited park in Brazil and considered UNESCO’s world heritage (UNESCO, 2020). 73 

It is a protected area with approximately 185,262 hectares of the largest remnant 74 

of the Atlantic Forest. The region presents a humid subtropical climate (Köppen: 75 

Cfa) with rainfall throughout the year and an average temperature of 22.1 °C 76 

(INMET, 2018). The Park has a diverse fauna including jaguars (Panthera onca), 77 

tapirs (Tapirus terrestris), the collared peccaries (Tayassu tajacu), among several 78 

other species. 79 

 A total of 18 ring-tailed coatis were captured using net traps baited with 80 

fruits (apple and banana) between March and September 2019. Animals were 81 

chemically restraint with an association of ketamine (5 mg/kg) and xylazine (1 82 

mg/kg) for clinical examination and blood sampling. Blood samples (up to 3 mL) 83 

were collected by venipuncture using sterile EDTA-coated tubes (Becton & 84 

Dickinson Co, Franklin Lakes, NJ, USA) and stored at -20 °C until molecular 85 

analysis. 86 

 DNA from 200 μL whole blood was extracted using a commercial kit (GE 87 

Helthcare, Ilustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit, Buckinghamshire, UK), 88 

according to the manufacturer’s instructions. Ultrapure water was used in parallel 89 

as a negative control to monitor cross-contamination.  90 

 To ensure successful DNA extraction, a conventional PCR assay targeting 91 

a fragment of the mammalian endogenous gene glyceraldehyde-3-phosphate 92 

dehydrogenase (gapdh) was performed in all samples. Thereafter, ring-tailed 93 

coatis’ DNA samples were initially screened by a genus-specific conventional 94 

PCR (cPCR) assay targeting a fragment (900 bp) of the 16S rRNA gene of 95 

hemoplasmas (Hoelzle et al., 2011; Machado et al., 2017). Ring-tailed coatis’ 96 

DNA samples that showed to be positive in the cPCR assay based on the 16S 97 

rRNA were submitted to genus-specific cPCR assays targeting fragments of the 98 

23S rRNA (800 pb) (Mongruel et al., 2020) and RNaseP (170 bp) genes 99 

(Compton et al., 2012) of hemoplasmas. Nuclease-free water and Mycoplasma 100 

ovis DNA obtained from a naturally infected goat (Capra hircus) blood sample 101 

were used as negative and positive controls, respectively, in both cPCR assays. 102 
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Moreover, ring-tailed coatis’ DNA samples were also screened by cPCR assays 103 

targeting a fragment (551 bp) of the 18S rRNA gene of Theileria/Babesia spp. 104 

(Almeida et al., 2012) and a fragment (349 bp) of the 16S rRNA gene of 105 

Ehrlichia/Anaplasma spp. (Parola et al., 2000). DNA samples that showed to be 106 

positive in the cPCR assay based on 16S rRNA gene of Ehrlichia/Anaplasma 107 

spp. were submitted to genus-specific cPCR assays targeting fragments of sodb 108 

(300 bp) (Qurollo et al., 2013), dsb (349 bp) (Almeida et al., 2011) and groEL 109 

(1,097 bp) (Lee et al., 2017) genes. Babesia vogeli and Ehrlichia canis DNA 110 

obtained from naturally infected dogs were used as positive controls. Nuclease-111 

free water was used as negative control. 112 

 Amplicons (~900 bp) obtained from three hemotropic Mycoplasma sp.-113 

positive samples were sequenced in both directions by Sanger method, with 114 

nucleotide sequences of the 16S rRNA and 23S rRNA genes of hemoplasmas 115 

submitted to GenBank® (accession numbers. MZ293799-MZ293801, and 116 

MZ297959-MZ297961, respectively). 117 

 The partial sequences of the 16S and 23S rRNA genes of hemotropic 118 

Mycoplasma sp. were aligned with other Mycoplasma suis group and 119 

Mycoplasma felis species available in GenBank® using MAFFT 7.110 (Katoh & 120 

Standley, 2013) on the Guidance 2 server (Sela, Ashkenazy, Katoh, & Pupko, 121 

2015). Phylogenetic analyses on the 16S and 23S rRNA genes were performed 122 

based on Bayesian inference (BI) using the Beast 1.8.0 package (Drummond, 123 

Suchard, Xie & Rambaut, 2012). Three independent runs of 100,000,000 124 

generations of Monte Carlo Markov Chain (MCMC) were performed, with one 125 

sampling per 10,000 generations and a 10% burn-in. The substitution models 126 

were estimated as GTR+G for the 16S rRNA and the 23S rRNA genes, based on 127 

the Akaike information criterion (AIC) using jModeltest 2.1.10 (Darriba, Taboada, 128 

Doallo & Posada, 2012). Reconstructions were visualized using the FigTree 1.4.4 129 

software (Rambaut, 2014). The 16S rRNA gene and 23S rRNA gene trees were 130 

rooted with Mycoplasma pneumoniae (CP039761). Moreover, a haplotype 131 

network for each fragment was estimated in the PopArt 1.7 (Leigh & Bryant, 2015) 132 

using the median-joining method (Bandelt, Forster, & Röhl, 1999). 133 

 134 

 135 

 136 
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Results and Discussion 137 

 The gapdh gene was consistently amplified in all ring-tailed coati samples. 138 

A total of 8/18 (44.44%; 95% CI: 24.56 – 66.28%) animals were positive for 139 

hemotropic Mycoplasma spp. by the cPCR targeting the 16S and 23S rRNA 140 

genes. Two out of eight hemoplasma-positive ring-tailed coati samples were 141 

positive for hemotropic Mycoplasma sp. by the cPCR targeting the RNAseP gene. 142 

One out of 18 (5,56%; 95% CI: 0.99 – 25.76%) ring-tailed coati tested positive for 143 

Ehrlichia/Anaplasma sp. by the cPCR assay targeting the 16S rRNA gene, but all 144 

samples tested negative by the cPCR assays for Ehrlichia/Anaplasma spp. 145 

targeting sodb, dsb and groEL genes. All animals tested negative for 146 

Theileria/Babesia spp.  147 

 Sequencing of the 16S rRNA gene fragments from three hemoplasma-148 

positive ring-tailed coatis revealed 99.42%-100% identity with multiple 149 

hemotropic mycoplasmas 16S rRNA gene sequences detected in ring-tailed 150 

coatis from Central-Western (KY002676, KY002668, KY002663, KY002660, 151 

KY002659, KY002658, KY002656, KY002651, KU554425) and southern Brazil 152 

(KU554425). In addition, the hemoplasmas 16S rRNA gene sequences detected 153 

herein showed 96.39%-97.03% identity with ‘Candidatus Mycoplasma 154 

haematohydrochoerus’ detected in capybaras (Hydrochoerus hydrochaeris) from 155 

Brazil (MW616880, MW616876, MW616875, FJ667773 and FJ667774). 156 

 Sequencing of the 23S rRNA gene fragments from hemoplasma-positive 157 

ring-tailed coatis showed 93.40%-93.53% identity with the 'Candidatus 158 

Mycoplasma haemosphiggurus' detected in orange-spined hairy dwarf 159 

porcupines (Sphiggurus villosus, formerly Coendou villosus) from southern Brazil 160 

(MN692881), and 94.34%-94.12% identity with ‘Ca. M. haematohydrochoerus’ 161 

from capybaras from Southern and Central-western Brazil (MW617212, 162 

MW617213, MW617215, MW617216 and MW617218). Unfortunately, multiple 163 

attempts to sequence the RNaseP gene of hemoplasmas and the 16S rRNA gene 164 

of the Ehrlichia/Anaplasma sp. detected have failed due to the occurrence of faint 165 

bands in the agarose gel electrophoresis. 166 

 Phylogenetic analyses on the 16S rRNA and 23S rRNA genes of the 167 

hemoplasmas detected herein clustered together with those of the Mycoplasma 168 

haemofelis group (Figures 1 and 2). Hemoplasmas sequences obtained from 169 

ring-tailed coatis clustered together (Figure 1) with hemotropic Mycoplasma sp. 170 
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sequences previously detected in ring-tailed coatis from Central-western 171 

(KY002676) and southern (KU554425) Brazil, with high support branch (i.e. 172 

posterior probabilities) for the closely related ‘Ca. M. haematohydrochoerus’ 173 

described in capybaras from Brazil (FJ667773 and MW616880) (Figure 1). 174 

 175 
Figure 1. The consensus sequences were subjected to multiple alignment with the sequences 176 
selected from GenBank® using MAFFT available on the GUIDANCE2 server (Sela et al., 2015). 177 
The best-fit model of nucleotide substitution was determined using jModeltest v.2. 178 
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  The 23S rRNA gene sequences were closely positioned to ‘Ca. M. 179 

haematohydrochoerus’ (MW617212 and MW617219) and 'Ca. M. 180 

haemosphiggurus' (MN692881) but in separates clades supported by high 181 

posterior probabilities (Figure 2).  182 

 183 
Figure 2. The consensus sequences were subjected to multiple alignment with the sequences 184 
selected from GenBank® using MAFFT available on the GUIDANCE2 server (Sela et al., 2015). 185 
The best-fit model of nucleotide substitution was determined using jModeltest v.2. 186 

  187 

 The haplotype networks support these results (Figure 3A and 3B). Our 188 

sequences were assigned in the M. haemofelis group as isolated genotypes, with 189 

high number of mutations to the hypothetical haplotypes that link these 190 

sequences with the sequences of the other species (11-14 and 13 mutations in 191 

the 16S and 23S networks, respectively).  192 

 Herein, 44.44% ring-tailed coatis from the INP, southern Brazil were 193 

positive for hemotropic Mycoplasma sp. The 16S rRNA gene sequences 194 

confirmed that ring-tailed coatis were infected by a novel hemoplasma species 195 
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previously detected in ring-tailed coatis from Central-western and southern Brazil 196 

(Cubilla et al., 2017; Sousa et al., 2017), and closely related to ‘Ca. M. 197 

haematohydrochoerus’.  198 

 199 

 200 
Figure 3. Neighbor-Net analysis of 16S rRNA and 23S rRNA sequences obtained from ring-tailed 201 
coatis sampled in the present study and compared to related hemoplasmas sequences previously 202 
deposited in GenBank. 203 
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 The 16S rRNA gene sequences from the novel hemotropic Mycoplasma 204 

sp. of the ring-tailed coatis were closely related to ‘Ca. M. haematohydrochoerus’ 205 

detected in capybaras from Brazil, but with only a 97% identity score and 206 

separated from it by a high branch support. A previous study has proposed a 207 

Candidatus status for the hemoplasma species detected in coatis from Central-208 

western Brazil, based on the 16S rRNA and RNaseP genes (Sousa, 2017). 209 

Drancourt and Raoult (2005) stated that if the similarity in the 16S rRNA gene 210 

sequence between bacterial isolates were less than 97%, they would belong to 211 

different species. Moreover, novel ‘Candidatus Mycoplasma’ species have been 212 

determined worldwide based on the 16S rRNA, 23S rRNA and/or RNaseP gene 213 

sequencing and phylogenetic analysis (Barker et al., 2011; Pontarolo et al., 2020; 214 

Valente et al., 2020, Vieira et al., 2021). On this pattern, the 23S rRNA sequences 215 

amplified in the present study showed only 94.3% to 94.1% identity to ‘Ca. M. 216 

haematohydrochoerus’. Unfortunately, multiple attempts to sequence the 217 

RNaseP gene of the hemoplasma species detected herein failed due to the 218 

occurrence of faint bands in agarose gel electrophoresis. Accordingly, based on 219 

the 16S rRNA and 23S rRNA gene sequences amplified in the present study, the 220 

name ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is proposed for this novel 221 

organism.  222 

‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ has been previously observed 223 

by light and scanning electron microscopy of coati’s blood smears as small 224 

basophilic epierythrocytic structures of coccoid shape, individually attached and 225 

often more than one per erythrocyte, or freely on smears, with 0.2–0.4 μm in 226 

diameter (Cubilla et al., 2017). Although the packed cell volume from captive 227 

coatis infected by this novel hemoplasma species were within the reference 228 

values for the species in a previous study (Cubilla et al., 2017), further studies 229 

should be conducted to evaluate the clinical impact of ‘Ca. M. haematonasua’ 230 

infection in ring-tailed coatis.  231 

 The phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene sequences showed that 232 

the hemoplasma detected in ring-tailed coatis grouped with other hemoplasma 233 

sequences previously detected in coatis from Brazil, and clustered separated 234 

from ‘Ca. M. haematohydrochoerus’ detected in capybaras, supported by a 235 

posterior probability of 99.95%. Corroborating this finding, the Neighbor-net 236 

network analysis evidenced the genetic distinction among the hemoplasma 237 
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species circulating in ring-tailed coatis and other mammal species from Brazil. 238 

Additionally, phylogenetic analysis of the 23S rRNA gene sequences showed that 239 

‘Ca. M. haematonasua’ clustered separated from ‘Ca. M. haematohydrochoerus, 240 

supported by a posterior probability of 72.81%. Corroborating this finding, the 241 

Neighbor-Net network analysis evidenced the genetic distinction between ‘Ca. M. 242 

haematonasua’ and other hemoplasma species. 243 

  The transmission of hemoplasmas by ixodid ticks still requires further 244 

investigation. To date, although Mycoplasma haemocanis has been 245 

experimentally transmitted by Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) ticks in 246 

dogs (Seneviratna, Weerasinghe, & Ariyadasa, 1973), a previous study failed in 247 

detecting hemoplasmas in R. sanguineus s.l. ticks in an animal shelter (Aktas & 248 

Ozubek, 2017), and in Amblyomma dubitatum ticks from capybaras (Gonçalves 249 

et al., 2020). Conversely, hemotropic Mycoplasma sp. were detected in 1/33 250 

(3.33%) Amblyomma sculptum adult tick (Gonçalves et al., 2020) and 1/11 251 

(9.09%) A. dubitatum adult ticks’ salivary glands (Vieira et al., 2021) found 252 

parasitizing hemoplasma-infected capybaras from Central-western and Southern 253 

Brazil, respectively. Unfortunately, ticks infesting ring-tailed coatis were not 254 

collected in the present study. It is important to highlight that the transmission of 255 

hemoplasmas through aggressive interactions may occur between cats (Museux 256 

et al., 2009) and wild rodents (Gerbillus andersoni) (Cohen et al., 2018). 257 

Considering that hemoplasma species from animals have already been found 258 

infecting and causing infectious anemia in humans (dos Santos et al., 2008; Yuan 259 

et al., 2009; Sykes et al., 2010; Maggi et al., 2013), associated to the fact that 260 

‘Candidatus Mycoplasma haematohominis’, which causes disease in humans, 261 

probably has its natural host in bats (Milla ́n et al., 2020; Descloux et al., 2020), 262 

the zoonotic potential of ‘Ca. M. haematonasua’ may be considered, particularly 263 

in the INP. 264 

 In Brazil, the detection of new genotypes of Ehrlichia spp. and Anaplasma 265 

spp. in wild carnivores (André et al., 2010; 2012; André, 2018), deer (Sacchi et 266 

al., 2012), wild rodents (Benevenute et al., 2017), opossums (Guimarães et al., 267 

2019) and Xenarthra mammals (Calchi et al., 2020) indicate a great diversity of 268 

Anaplasmataceae agents circulating in wild mammals. On this pattern, screening 269 

wild animals for Anaplasmataceae agents, especially those that are closely 270 

related to species previously detected in humans, is of great importance. In a 271 
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previous study, 31 ring-tailed coatis from Brazilian Pantanal were screened for 272 

Anaplasmataceae agents by serological and molecular assays, and only one 273 

animal was reactive to E. canis antibodies and tested positive by a cPCR assay 274 

for 16S rRNA gene of Ehrlichia spp. Phylogenetic analysis showed that the 275 

Ehrlichia species detected in ring-tailed coati was close related to multiple 276 

Ehrlichia spp. previously detected in ticks and wild rodents from Brazil (de Sousa 277 

et al., 2017). Herein, although one ring-tailed coati has tested positive for 278 

Ehrlichia/Anaplasma sp. by the cPCR assay targeting the 16S rRNA gene, the 279 

animal tested negative by the cPCR assays for Ehrlichia/Anaplasma spp. 280 

targeting sodb, dsb and groEL genes. Unfortunately, multiple attempts to 281 

sequence the 16S rRNA gene of the Ehrlichia/Anaplasma sp. detected were 282 

unsuccessful due to the low DNA concentration. 283 

 In a previous study, three/31 (9.6%) ring-tailed coatis from Central-western 284 

Brazil amplified piroplasmid DNA sequences using a PCR protocol for 285 

Hepatozoon based on 18SrRNA gene, with the amplified sequences showing 286 

100% of identity with a Theileria sp. sequence obtained from a domestic cat 287 

sampled in Brazil and closely related to Theileria equi (de Sousa et al., 2018). 288 

Additionally, Theileria-suggestive piroplasmid inclusions were found in a coati 289 

blood smear (de Sousa et al., 2018). In the present study, animals tested negative 290 

for Babesia/Theileria sp. by cPCR. Further studies should be conducted to 291 

characterize the Theileria species infecting ring-tailed coatis from Brazil.  292 

 In conclusion, a potentially novel hemoplasma species has been identified 293 

by 16S and 23S rRNA gene sequence analysis in ring-tailed coatis in INP 294 

southern of Brazil. The name ‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ is 295 

proposed for this novel organism that should be further fully characterized.  296 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

 2 

Realizar o perfil sanitário de animais silvestres é crucial para a 3 

manutenção da saúde de uma população e seus contactantes. Neste estudo, 4 

uma potencial nova espécie de hemoplasma foi identificada e caracterizada 5 

molecularmente por meio da análise genética dos genes 16S e 23S rRNA em 6 

quatis-de-cauda-anelada no PNI, sul do Brasil, e foi proposta a denominação 7 

‘Candidatus Mycoplasma haematonasua’ para este novo micro-organismo.  8 

Ainda, a realização de análises hematológicas completas é importante 9 

para melhor elucidarmos as possíveis alterações bioquímicas e hematológicas 10 

nos quatis infectados, uma vez que o perfil clínico-laboratorial dos hemoplasmas 11 

nesta espécie animal ainda é desconhecido. Do mesmo modo, a triagem de 12 

animais silvestres para agentes Anaplasmataceae é de grande importância, 13 

entretanto, apenas um animal testou positivo para Ehrlichia/Anaplasma sp. pelo 14 

ensaio de cPCR visando o gene 16S rRNA e várias tentativas de 15 

sequenciamento genético não foram bem sucedidas. Isso pode ser explicado 16 

devido à baixa concentração de DNA presente nas amostras ou ainda devido ao 17 

baixo número de pares de bases nas sequências genéticas geradas pelos 18 

primers utilizados nas reações. 19 

Ademais, todos os animais neste estudo testaram negativo para 20 

Babesia/Theileria sp. por cPCR, portanto, mais ensaios devem ser realizados 21 

para caracterizar as espécies de Theileria que infectam quatis no Brasil.  22 

Uma vez que os agentes da família Anaplasmataceae e os piroplasmas 23 

são patógenos transmitidos por carrapatos, e carrapatos podem ser potenciais 24 

vetores para a transmissão de hemoplasmas, a coleta de ectoparasitos é de 25 

suma importância para melhor elucidar a cadeia de transmissão dos 26 

hemoplasmas, bem como o perfil sanitário destes animais, uma vez que o PNI 27 

abriga grande diversidade desses invertebrados. 28 

 29 
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7. CONCLUSÃO 35 

 36 

Os quatis-de-cauda anelada são conhecidos pelo hábito sociável com 37 

humanos, entretanto, a busca por alimentos pode resultar em interações mais 38 

agressivas aos visitantes do parque. Uma vez que o potencial zoonótico desses 39 

agentes é desconhecido, e acidentes com mordeduras e arranhaduras podem 40 

ser potenciais vias de transmissão de hemoplasmas, a triagem de animais 41 

silvestres para hemoplasmas e patógenos transmitidos por carrapatos, 42 

especialmente aqueles que estão intimamente relacionados com espécies 43 

previamente detectadas em humanos, é de grande importância, principalmente 44 

em áreas de constante contato humano-animal, como no PNI. 45 

 46 
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ANEXO 1 – TERMO DE APROVAÇÃO COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
ANIMAIS  
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ANEXO 2 – TERMO DE AUTORIZAÇÃO PARA ATIVIDADES COM 
FINALIDADE CIENTÍFICA (ICMBio) 

 

 
 


