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RESUMO

WECK, B.C.Pesquisa de hemoparasitas transmitidos por carrapatos em pequenos
mamiferos nos estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul. 2022. 75f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo,
Sao Paulo, 2022.

Pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) podem ser hospedeiros de muitas espécies de
carrapatos e também podem atuar como reservatérios e/ou hospedeiros amplificadores de
patdgenos transmitidos por esses vetores. No Brasil ja foram realizados estudos em animais
silvestres, porém os trabalhos com foco em pequenos mamiferos sdo escassos. Assim, este
estudo investigou a ocorréncia de agentes Hepatozoon spp., Babesia spp., Borrelia spp. e
agentes da familia Anaplasmataceae em pequenos mamiferos em sete fragmentos florestais
no Brasil. Entre os anos de 2015 e 2021, pequenos mamiferos foram capturados em seis
fragmentos florestais do Estado de S&o Paulo (biomas Cerrado e Mata Atlantica) e um
fragmento no Estado de Mato Grosso do Sul (bioma Pantanal). Amostras de sangue, figado,
baco e pulmdo foram coletadas e testadas molecularmente para a presenca de DNA de
Hepatozoon, Babesia, Borrelia e agentes da familia Anaplasmataceae. Um total de 524
mamiferos foram capturados. Quatro novos haplétipos (1, 2, 3, 4) de Hepatozoon spp. foram
detectados em pequenos mamiferos de diferentes biomas e espécies animais. Apesar dessas
diferengas geograficas e associagfes de hospedeiros, as andlises filogenéticas indicaram que
0s quatro haplétipos pertencem a um mesmo clado com quase todos os haplétipos ja
relatados em roedores e marsupiais, além de varios hapl6tipos associados a répteis de
diferentes partes do mundo. Nenhuma amostra de mamifero produziu DNA detectavel para
Babesia spp. Por outro lado, o ensaio de PCR direcionado a Anaplasmataceae amplificou
uma sequéncia com 100% de similaridade ao endosimbionte Wolbachia pipientis do filarideo
Litomosoides galizai de roedores. Amostras de pulmao de dois roedores Oligoryzomys
matogrossae apresentaram DNA de Borrelia do grupo Lyme. Dessas amostras positivas, foi
feita uma caracterizacdo molecular de 10 genes borreliais. Essas evidencias sugerem uma
nova genoespécie de Borrelia burgdorferi sensu lato que aqui foi denominada de “Candidatus
Borrelia paulista” Rp42. Amostras de sangue de oito Didelphis albiventris apresentaram DNA
de Borrelia, que nos genes flaB e 16s com 100% de similaridade a uma nova espécie descrita
em Ornithodoros mimon no Brasil. Foi realizada a caracterizagdo molecular com mais seis
genes. Estudos futuros séo necessarios para determinar melhor a competéncia dos pequenos
mamiferos em relacdo a agentes transmitidos por carrapatos, bem como determinar os

vetores associados.

Palavras-chave: Anaplasmataceae. Piroplasmida. Hepatozoon. Borrelia.



ABSTRACT

WECK, B.C. Research of tick-borne hemoparasites in small mammals in the states of
S&do Paulo and Mato Grosso do Sul. 2022. 75f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2022.

Small mammals (rodents and marsupials) are hosts of many species of ticks and also act as
reservoirs and/or amplifying hosts of pathogens transmitted by these vectors. In Brazil, studies
on wild animals have already been carried out, but the focus on small mammals is still
insufficient. This study investigated the occurrence of Hepatozoon, Babesia, Borrelia and
Anaplasmataceae agents in small mammals in seven forest fragments in Brazil. Between 2015
and 2021, animals were captured in six forest fragments in the State of Sdo Paulo (Cerrado
and Atlantic Rainforest biomes) and one fragment in the State of Mato Grosso do Sul (Pantanal
biome). Blood, liver, spleen and lung samples were collected and molecularly screened for
Hepatozoon, Babesia, Borrelia and Anaplasmataceae agents. A total of 524 mammals were
captured, comprising seven species of marsupials, 14 rodents, two carnivores and one
Cingulata. Four new haplotypes (1, 2, 3, 4) of Hepatozoon spp. were detected in small
mammals from different biomes and animal species. Despite these distinct geographical and
host associations, our phylogenetic analyses indicated that the four Hepatozoon haplotypes
belonged to a same clade that contained nearly all haplotypes previously reported on rodents
and marsupials, in addition to several reptile-associated haplotypes from different parts of the
world. None mammal samples yielded detectable DNA to Babesia spp.. On the other hand,
the Anaplasmataceae-targeted PCR assay amplified a sequence 100% identical to the
Wolbachia pipientis endosymbiont of the rodent filarid Litomosoides galizai. Lung samples
from two Oligoryzomys mattogrossae rodents showed DNA of Lyme group Borrelia. From
these samples we performed a molecular characterization of 10 borrelial genes to achieve a
robust analysis. The retrieved genetic evidence supports the finding of a novel genospecies of
Bbsl that we herein name “Candidatus Borrelia paulista” Rp42. Blood samples from eight
Didelphis albiventris showed Borrelia DNA from the Relapsing Fever group. Sequences from
flaB and 16s genes showed 100% of identity with a new borrelia specie described in
Ornithodoros mimon in Brazil. A molecular characterization was performed with 6 more genes.
Further studies are needed to better determine the competence of small mammals in relation

to tick-borne agents, as well as to determine they associated vectors.

Keywords: Anaplasmataceae. Piroplasmida. Hepatozoon. Borrelia.
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1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por vetores provaram ser inquestionaveis fatores da
saude global nos dltimos anos, devido a esse fato o conhecimento das distribuicdes
atuais de patdgenos e hospedeiros torna-se cada vez mais necessario (OLIVEIRA et
al., 2020; HAN et al., 2016).

Os carrapatos sdo 0os mais importantes vetores de patdgenos aos animais,
entre 0s seres invertebrados, depois dos mosquitos, e o segundo grupo de
ectoparasitas a transmitirem maior variedade de patdgenos aos seres humanos
(MEDIANNIKOV e FENOLLAR, 2014). Esses vetores podem transmitir um vasto
namero de bactérias patogénicas, hemoparasitas e virus, afetando assim,
significativamente, a saude de humanos, de animais de producédo e de animais de
companhia em todo o mundo (DANTAS-TORRES et al. 2012).

Os pequenos mamiferos por sua vez, Ss80 um grupo interessante para se
estudar esses agentes, uma vez que apresentam uma ampla diversidade taxonémica,
sdo encontrados em quase todos 0s ecossistemas terrestres e também sao
hospedeiros de inUmeras espécies de carrapatos em algum estagio (larva, ninfa e/ou
adulto) de seu ciclo de vida (NAVA e LARESCHI, 2012; HORAK et al., 2002, SARAIVA
et al., 2012). Além do papel de hospedeiros para varias espécies carrapatos, eles
também podem atuar como reservatérios e/ou hospedeiros amplificadores de
patégenos transmitidos por esses artropodes (GUGLIELMONE E NAVA, 2010; 2011).

No Brasil, Paglia et al. (2012) descreve 234 espécies de roedores (Rodentia) e
55 espécies de marsupiais (Didelphimorphia) que se apresentam em abundancia nos
diversos habitats do pais. Estes animais ja foram encontrados parasitados por varias
espécies de carrapatos dos géneros Ixodes, Amblyomma e Ornithodoros (BARROS-
BATTESTI et al., 2006; SARAIVA et al., 2012; SERPA et al., 2021).

Estudos em busca de patégenos transmitidos por carrapatos ja foram realizados
em animais de vida livre, bem como em seus ectoparasitas no Brasil (MERINO et al.,
2008; WIDMER et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; WOLF et al., 2016; SOARES et
al., 2017a,b; MONGRUEL et al., 2017, COLLE et al., 2019, PERLES et al., 2019,
MUNOZ-LEAL et al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2020; MUNOZ-LEAL et al., 2021a),

porém o foco em pequenos mamiferos tem sido muito menor.
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1.1 Hepatozoon spp.

Protozodrios Hepatozoon spp. sdo parasitos apicomplexa caracterizados por
um ciclo de vida heteroxeno, no qual os hospedeiros intermediarios (vertebrados) sdo
infectados principalmente pela ingestdo de artrépodes hematofagos (como carrapatos
e mosquitos) contendo oocistos maduros que se rompem no trato digestivo do animal
liberando os esporozoitos (SMITH et al., 1999). Rotas alternativas de transmisséo,
como a predacao de vertebrados infectados contendo cistos de Hepatozoon em seus
tecidos, também s&o descritas e parecem ser uma rota importante de infeccéo,

principalmente para hospedeiros carnivoros (JOHNSON et al., 2007; 2009).

O carrapato se infecta ao se alimentar de sangue contendo gamontes de
Hepatozoon, no interior de neutréfilos e mondcitos circulantes no hospedeiro, os
gamontes séo liberados em seu intestino, no qual ha formacéo dos gametas, que por
um processo de singamia déo origem ao zigoto. Este atravessa a parede intestinal,
indo localizar-se na hemocele do carrapato onde ocorre a formacao do oocisto. O
hospedeiro vertebrado ingere o carrapato com oocisto, esse vai pro intestino onde séao
liberados os esporozoitos, que atravessam a parede intestinal e atingem os tecidos.
Outro vertebrado ao se alimentar desse primeiro hospedeiro também pode se infectar
(BANETH et al., 2007; JOHNSON et al., 2007; 2009)

No Brasil, a hepatozoonose canina € a principal enfermidade relacionada a
esse género, na qual o agente etioldgico envolvido é Hepatozoon canis. Estudos
realizados sugerem uma maior prevaléncia da infeccdo por Hepatozoon spp. em caes
de éareas rurais (O'DWYER et al., 2001; DEMONER et al., 2013), onde os vetores
associados sdo Amblyomma ovale (FORLANO et al., 2005) e R. microplus (MIRANDA
et al., 2011), do que em areas urbanas, onde o carrapato R. sanguineus atua como
vetor (SPOLIDORIO et al., 2009; MIRANDA et al., 2014).

Pequenos animais silvestres, como roedores, podem estar agindo como
hospedeiros intermediarios ou paraténicos para esse protozoario em areas de mata
(SOUSA et al., 2017b; DEMONER et al., 2016; ALABI et al., 2021), porém a
transmissao de Hepatozoon por predacao parece ser um evento raro no contexto dos
canideos e nado contribui efetivamente para a disseminacdo do protozoario nesse
grupo no Brasil (MAIA et al. 2014; DEMONER et al. 2016).

Por outro lado, existem muitos estudos relatando a ocorréncia de espécies de
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Hepatozoon em carnivoros, marsupiais, roedores, répteis e anfibios, (ANDRE et al.,
2010; PERLES et al., 2019; SANTOS et al., 2020; MAIA et al., 2014; DEMONER et
al., 2016). Estudos recentes em roedores e marsupiais encontraram haplétipos que
nas suas analises filogenéticas aparecem em um grande clado composto por
haplétipos associados a roedores, marsupiais e répteis, inferindo assim que essas
espécies provavelmente estejam sim relacionadas como hospedeiros paraténicos, e
se infectem através da predacao (WOLF et al., 2016; COLLE et al., 2019; DEMONER
et al., 2019; SILVA et al., 2017; DEMONER et al., 2016).

1.2 Babesia spp.

O género Babesia é composto por protozoarios intraeritrocitarios da ordem
Piroplasmida que sdo transmitidos para uma variedade de hospedeiros através da
picada de carrapatos do complexo Ixodes ricinus infectados (BILIE et al., 2018). Os
protozoarios desse género sdo subdivididos em dois grandes grupos filogenéticos:
Babesia sensu stricto (s.s.) e grupo Babesia microti (GRAY et al., 2010; YABSLEY e
SHOCK., 2013) e ambos os grupos contém agentes causadores de babesiose de
importancia veterinaria e humana. Nas Américas B. microti € o principal agente
etioldgico, causador de doenca em humanos nos EUA (GRAY et al., 2010; YABSLEY
e SHOCK, 2013). Babesia microti € mantido na natureza através de um ciclo enzodtico
envolvendo carrapatos ixodideos e pequenos mamiferos (GRAY et al.,, 2010;
VANNIER e KRAUSE, 2012).

No Brasil esses protozodarios estdo mais associados a veterindria, atingindo
animais de companhia, de producéo e selvagens (CLARK et al., 2012). Nos cées a
doenca é conhecida como babesiose canina, é predominantemente causada por B.
vogeli e transmitida pelo carrapato R. sanguineus. Relatos de infeccdo por outras
espécies de babesia, como Babesia gibsoni, ja foram descritos, mas aparentam ser
incomuns (MAGGI e KRAMER, 2019; PANTI-MAY e RODRIGUEZ-VIVAS, 2020; DOS
SANTOS et al., 2021). Em relacdo aos animais de producéo, os bovinos séo os mais
atingidos através da babesiose bovina, enfermidade causada pelos protozoarios
Babesia bovis e Babesia bigemina, que sé&o transmitidos aos animais pelo carrapato
R. microplus (GUGLIELMONE, 1995; BAHIA et al., 2020). A babesiose bovina é uma
das doencas bovinas que mais apresenta impactos econémicos nas fazendas
(CLARK etal., 2012, BARBOSA et al., 2020; WOLF et al., 2016; SOUSA et al., 2017a).



18

Existem relatos citoldgicos e moleculares desses agentes em animais silvestres
(SOARES et al., 2017b; RUAS et al., 2003; GAZETA et al., 2004; SILVA et al., 2007),
e ha pouco tempo os primeiros registros moleculares de Babesia spp em pequenos
mamiferos. Em 2016, Wolf et al. (2016) relataram esse agente em roedores
Thrichomys pachyurus e marsupiais Monodelphis domestica e no ano seguinte Sousa

et al. (2017b) fizeram o relato em cinco espécimes de roedores Thrichomys fosteri.

1.3 FAMILIA ANAPLASMATACEAE

A familia Anaplasmataceae é composta por alfa-proteobactérias, que sao
pequenas bactérias parasitas de células eucaridticas e que se replicam dentro de
vacuolos derivados da célula hospedeira (KERSTERS et al., 2006). Os carrapatos
ixodideos constituem os principais vetores invertebrados deste grupo, e € durante sua
alimentacdo no hospedeiro vertebrado que ele transmite esses agentes através da
saliva (FUTSE et al., 2003). Dessa maneira, ap0s a picada, a bactéria entra na
corrente sanguinea e infecta tipos especificos de células hospedeiras, como
neutréfilos, mondcitos e macréfagos, plaquetas, eritrécitos ou células endoteliais,
dependendo do agente (MAGGI et al., 2019; PRUNEAU et al., 2012).

Esta familia apresenta cinco géneros, que foram organizados com base em
evidéncias moleculares: Anaplasma, Ehrlichia, Neoehrlichia, Neorickettsia, e
Wolbachia, os trés primeiros abrangem agentes transmitidos por carrapatos de
importancia veterinaria e de saude publica, e sdo os agentes causadores de
Anaplasmose e Erliquiose, doencas reconhecidas em todo o mundo (DUMLER et al.,
2001; RAR e GOLOVLJOVA, 2011).

No Brasil, estudos tém implicado Ehrlichia canis, como principal agente erliquial
presente (DE OLIVEIRA et al., 2020). Esse agente causa a erliquiose monocitica
canina (EMC) em caes domésticos que se infectam através da picada do carrapato
Rhipicephalus sanguineus (linhagem tropical) (SANCHES et al., 2016; MORAES-
FILHO et al., 2015). Como os cées do pais costumam ser altamente expostos a
carrapatos, a erliqguiose monocitica canina acaba se tornando uma doenca muito
comum (VIEIRA et al., 2011).

Outras espécies de Ehrlichia spp. também ja foram relatadas no pais, como E.
ewingii e E. chaffeensis (OLIVEIRA et al., 2009; MACHADO et al., 2006), Ehrlichia
minasensis em bovinos (AGUIAR et al., 2014; CABEZAS-CRUZ et al., 2016), e
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haplétipos em animais silvestres (WIDMER et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; VIEIRA
et al., 2016; SOARES et al., 2017a; BRAGA et al., 2018; GUIMARAES et al., 2019).

Em relagdo a doencas de humanos, trés espécies de Ehrlichia sao
reconhecidas: E. chaffeensis, causando erliquiose monocitica humana (HME), E.
ewingii causando erliquiose granulocitica humana (HGE) (OLANO e WALKER., 2002),
e recentemente Candidatus Neoehrlichia mikurensis também foi associada como
agente de doencas em humanos na Europa e Asia (PORTILLO et al., 2018). No
Brasil, ha relatos de seres humanos positivos em sorodiagndéstico (CALIC et al., 2004;
SPOLIDORIO et al., 2010; BEZERRA et al., 2017), porém nédo existem evidéncias
moleculares.

Em relacdo ao género Anaplasma, a espécie Anaplasma phagocytophilum € a
frequentemente relatada em humanos e animais na América do Norte, Europa e Asia
(MADISON-ANTENUCCI et al., 2020), outras espécies como A. capra e A. ovis.
também apresentam relatos em humanos na Asia (LI et al., 2015). No Brasil, espécies
proximas a esta ja foram detectadas em analises moleculares de cédes, aves e animais
silvestres (SANTOS et al., 2009; MACHADO et al., 2012; MONGRUEL et al., 2017;
SOARES et al., 2017a, WOLF et al., 2016), mas ndo existem relatos da doeca em
humanos.

A espécie que mais afeta economicamente o pais é Anaplasma marginale, ela
acomete principalmente bovinos e é causadora da anaplasmose, doenca que traz
grandes prejuizos financeiros ao atingir os rebanhos (KESSLER., 2001). As
evidéncias epidemiolégicas sugerem o carrapato Rhipicephalus microplus como
principal vetor dessa espécie, jA que no Brasil ele ocorre de forma endémica nos
bovinos (GUGLIELMONE., 1995; KESSLER., 2001).

Em relacdo a animais domésticos, Anaplasma platys é o principal agente
causador de doencas, principalmente em cdes nos quais causa a chamada
trombocitopenia ciclica canina (MAGGI et al., 2013). Os cédes sao os hospedeiros
reservatorios primarios para A. platys, embora este organismo tenha demonstrado
infectar humanos e outros animais (ARRAGA-ALVARADO et al., 2014).

No Brasil essa bactéria ja foi identificada molecularmente em varias regides,
infectando cées principalmente, (FERREIRA et al., 2007; DAGNONE et al., 2009;
RAMOS et al., 2009; VIEIRA et al.,, 2018) mas também ¢é relatada em gatos
(GUIMARAES et al., 2019). Existe a possibilidade de coinfeccdo de E. canis com
Anaplasma sp. em caes, que também é frequente. (DAGNONE et al. 2009, RAMOS
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et al. 2010) OLIVEIRA et al., 2018; SOARES et al., 2017). Ja em humanos, apesar
dos relatos na América do Sul (BREITSCHWERDT et al., 2014; ARRAGA-ALVARADO
et al., 2014), no Brasil ainda ndo existem casos confirmados.

Por fim, roedores de vida livre foram recentemente investigados sobre sua
importancia para manutencdo de patdogenos da familia Anaplasmataceae no
ambiente. Esses mamiferos atuam como hospedeiros para o0s estagios imaturos dos
carrapatos vetores desses agentes, bem como desempenham papel como
reservatérios para patdogenos dessa familia (FOLEY et al., 2002; OBIEGALA et al.,
2014; BRAGA et al., 2018).

1.4 Borrelia spp.

O género Borrelia é composto por bactérias espiroguetas, que se movem em
forma helicoidal, seus ciclos de transmissao envolvem vertebrados e seus carrapatos
associados em ecossistemas selvagens (KURTENBACH et al., 1995; TALAGRAND-
REBOUL et al., 2018).

As espécies do género Borrelia sdo classificadas em dois grandes grupos
evolutivos, o da Borreliose de Lyme (BL) e o grupo da Febre Recorrente (FR). Os
membros do clado da borreliose de Lyme sao vetorados exclusivamente por
carrapatos do género Ixodes e foram investigados com uma profundidade muito maior
do que os membros do clado da febre recorrente, a maioria dos quais séo vetorados
por carrapatos Argasideos (OPPLER et al., 2021).

Borrelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) € o principal complexo de espiroquetas do
grupo BL e inclui pelo menos sete genoespécies patogénicas para humanos (Borrelia
afzelii, Borrelia bavarensis, B. burgdorferi sensu stricto, Borrelia garinii, Borrelia
mayonii, Borrelia lusitaniae e Borrelia spielmannii) (PRITT et al., 2016; MARGOS et
al., 2018).

O complexo de carrapatos Ixodes ricinus sao 0s principais vetores de Bbsl no
Hemisfério Norte (RUDENKO et al., 2011). Contudo, espécies de Ixodes nas latitudes
do sul do globo também mantém infec¢Bes por Borrelia na natureza (MARGOS et al.,
2015; MUNOZ-LEAL et al., 2020). Os carrapatos adquirem espiroquetas apds se
alimentarem, permanecem cronicamente infectados e, apos inocularem saliva na pele
de seus hospedeiros, transmitem a bactéria (STEERE et al., 2016). Roedores séo

importantes reservatoérios de Bbsl na natureza (RUDENKO et al., 2011), e hospedeiros
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comuns para carrapatos do género Ixodes (DURDEN et al., 2016). Embora evidéncias
robustas de B. burgdorferi s.s. ndo existirem na América do Sul, genoespécies do
grupo foram detectadas em carrapatos associados a roedores, e roedores da
Argentina (SEBASTIAN et al., 2016), Chile (IVANOVA et al., 2014; MUNOZ-LEAL et
al., 2019; THOMAS et al., 2020).

No Brasil evidéncias soroldgicas e moleculares para uma doenca semelhante
a doenca de Lyme, denominada sindrome de Baggio-Yoshinari, foram publicadas
(MIZIARA et al.,, 2018); no entanto, a evidéncia é considerada inconsistente
atualmente (DE OLIVEIRA et al., 2018). Até o momento, duas genoespécies do grupo
foram detectadas no pais, em carrapatos associados a roedores e aves
(DALL’AGNOL et al., 2017. MUNOZ-LEAL et al., 2021a).

Espiroquetas do grupo FR ocorrem em ciclos de transmissao silvestre em areas
tropicais e subtropicais do mundo infectando vertebrados selvagens e principalmente
carrapatos do género Ornithodoros (MARGOS et al., 2008). Os carrapatos se infectam
enquanto se alimentam de vertebrados espiroquetémicos (por exemplo, mamiferos e
aves) e mantém a infeccdo por varias semanas a anos (BARBOUR et al., 2005). Os
seres humanos sdo acidentalmente expostos ao frequentar ambientes onde
carrapatos Ornithodoros spp. ocorrem, como entrar em cavernas, habitar em moradias
precarias com rachaduras nas paredes (BARBOUR et al., 2005). Quando picados por
carrapatos infectados, humanos podem apresentar episédios febris recorrentes, que
sdo tipicos dessa doenca, acompanhados de sintomas inespecificos (MADISON-
ANTENUCI et al., 2020).

No Brasil, oito espécies de carrapatos Ornithodoros sdo relatadas como
parasitas de humanos: Ornithodoros brasiliensis, Ornithodoros rostratus, Ornithodoros
fonsecai, Ornithodoros mimon, Ornithodoros rietcorreai, Ornithodoros rudis,
Ornithodoros tabajara e Ornithodoros hasei (ARAGAO, 1923; CANCADO et al., 2008;
LABRUNA e VENZAL, 2009; LABRUNA et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2018;
MUNOZ-LEAL et al., MUNOZ-LEAL et al., 2018.; 2021b; MUNOZ-LEAL et al., 2021a)
e passaros, morcegos ou roedores podem atuar como seus hospedeiros naturais
(TALAGRAND-REBOUL et al., 2018).

Dessas oito espécies de Argasideos, cinco ja foram encontradas infectadas por
espiroquetas (O. hasei, O. mimon, O. rietcorreai, O. rudis e Ornithodoros tabajara)
(MUNOZ-LEAL et al., 2021a), e de uma delas (Ornithodoros rudis) obteve-se o

primeiro isolamento de Borrelia no pais (Borrelia venezuelensis) (MUNOZ-LEAL et al.,
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2018). Apesar desses achados, atualmente, as espiroguetas da febre recorrente sao
negligenciadas como agente causador de doenca no Brasil, provavelmente porque os
sintomas da Febre Recorrente se sobrepdem a outras doencas (Chagas, malaria e
arbovirus transmitidos por mosquitos). Assim, o diagnéstico é muitas vezes
mascarado por etiologias com manifestacées semelhantes (FACCINI-MARTINEZ et
al., 2021).

Vale ressaltar que todos esses achados sdo em vetores, portanto apesar de
roedores serem sabidamente reservatérios, existem poucos estudos em potenciais

reservatorios vertebrados.



2. OBJETIVO

Verificar a ocorréncia de bactérias (Familia Anaplasmataceae, Borrelia spp.,
Ehrlichia spp.) e protozoarios (Babesia spp. e Hepatozoon spp.) em amostras
biolégicas de pequenos mamiferos de diferentes espécies, colhidas em seis
diferentes areas do estado de Sdo Paulo e uma érea do estado do Mato Grosso do
Sul.

23



24

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO

A captura de pequenos mamiferos foi realizada em sete areas distintas, seis no Estado
de S&do Paulo e uma no Estado de Mato Grosso do Sul, previamente escolhidas para outro
projeto (SERPA et al., 2021) e com amostras direcionadas a esse trabalho. As areas foram

identificadas conforme descrito (figura 1):

- AREA 1 - Campus “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Piracicaba, SP;

- AREA 2 - Estacgéo de tratamento de esgoto “Carioba”, Americana, SP;

- AREA 3 — Campus da Universidade Federal de S&o Carlos em Araras, SP;

- AREA 4 — Campus da Universidade de S&o Paulo em Pirassununga, SP;

- AREA 5 — Campus da Universidade de S4o Paulo em Ribeirdo Preto, SP;

- AREA 6 — Parque Estadual Alberto Lofgren (Horto Florestal), Sdo Paulo, SP.

- AREA 7 — Fazenda Nhumirim, Pantanal da Nhecolandia, Corumba, MS.

Figura 1. Mapa representando as areas amostradas no projeto
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Areas de Estudo
Cidade (Estado)

1 - Piracicaba (SP)
- 2 - Americana (SP)
3 - Araras (SP)
MS 4 - Pirassununga (SP)
5 - Ribeirdao Preto (SP)
6 - S3o Paulo (SP)
7 - Corumba (MS)

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.1.1 Area 1 (A1) - Campus “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, SP

O campus "Luiz de Queiroz” (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP),
situado na cidade de Piracicaba, no centro do estado de S&o Paulo, possui cerca de
915 hectares divididos entre &rea construida, cultivo, pastagens, locais de mata
priméria e secundaria, além de cursos de agua como do Rio Piracicaba que margeia
o campus (ESALQ, 2019). Altitude em torno de 586 m. A cidade de Piracicaba se
localiza em area de transicéo entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado (IBGE, 2017).
A area que foi abordada é altamente antrdpica, composta por cana-de-agucar e
culturas de milho interpostas por pastagens artificiais de gado e matas ciliares
degradadas ao longo do rio Piracicaba (LUZ et al.,2019). A figura 2 mostra em amarelo

a area onde foram colocadas as linhas de armadilha nesse local.

Figura 2. Area de armadilhamento no campus “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, SP
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Fonte: Google Maps, 2022

3.1.2 Area 2 (A2) - Estagao de tratamento de esgoto “Carioba”, Americana, SP

A Estacdo de Tratamento de Esgoto da Carioba esta localizada no municipio
de Americana, regido de Campinas, ao leste do Estado de Sao Paulo, e tem sua area
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delimitada pelas margens do Rio Piracicaba e do Ribeirdo Colombo, e pela linha férrea
Ameérica Latina Logistica — ALL. A cidade de Americana se localiza em area de
transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado (IBGE, 2017). A area que foi
abordada é altamente antrépica, composta por campos de grama abandonados (sem
gado) e matas ciliares degradadas ao longo do Rio Piracicaba (LUZ et al., 2019). A

figura 3 mostra a area onde foram colocadas as linhas de armadilha nesse local.

Figura 3. Area de armadilhamento na Estacdo de Tratamento de Esgoto da Carioba, Americana, SP

Fonte: Google Maps, 2022

3.1.3. Area 3 (A3) - Campus da Universidade Federal de Sdo Carlos em Araras,
SP
O campus da Universidade Federal de Sdo Carlos, na cidade de Araras, possui

230 hectares, sendo mais da metade constituido de area de cultivo experimental de
cana-de-agucar; o restante do campus é formado de uma pequena area construida,
trés lagos, pastos e areas de mata secundaria (ROCHA et. Al, 2017). A cidade esta
localizada ao centro-norte do estado de S&o Paulo em area de transicdo entre 0s
biomas Mata Atlantica e Cerrado (IBGE, 2017). A area abordada é altamente antropica
com matas ciliares em regeneracao (LUZ et al., 2019). A figura 4 mostra e amarelo a

area onde foram colocadas as linhas de armadilha nesse local.



27

Figura 4. Area de armadilhamento no campus da Universidade Federal de Sdo Carlos, Araras, SP
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Fonte: Google Maps, 2022

3.1.4 Area 4 (A4) - Campus da Universidade de Sdo Paulo em Pirassununga, SP

O campus “Fernando Costa”, da USP de Pirassununga, situado na cidade de
mesmo nome, possui cerca de 2200 hectares de area, desse total 1000 hectares séo
destinados a pastagens, 300 hectares para area de cultivo e o restante é dividido em
area construida, reservas florestais com mata secundaria, além de represas e um
sistema de captacdo de agua (FZEA, 2015). A cidade est& localizada ao centro-norte
do estado de Sao Paulo em area de transicdo entre os biomas Mata Atlantica e
Cerrado (IBGE, 2017). A area abordada é altamente antrépica, composta por culturas
de milho interpostas por pastagens artificiais de gado e matas ciliares degradadas
ao longo de dois lagos artificiais (LUZ et al., 2019). A figura 5 mostra em amarelo as

areas onde foram colocadas as linhas de armadilhas nesse local.



Figura 5. Area de armadilhamento no campus “Fernando Costa”, Pirassununga, SP. Painel A: drea de
armadilhamento na Lagoa da Captacdo. Painel B: area de armadilhamento na Lagoa do Risca Faca.

\ r Led
Universidade de Sdo
Paulo - Faculdade de..

-
T

Fonte: Google Maps, 2022
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3.1.5 Area 5 (A5) - Campus da Universidade de S&o Paulo em Ribeirdo Preto, SP

O campus da USP na cidade de Ribeirdo Preto tem uma area total de 586
hectares, e destes, 470 hectares sdo de area de mata secundaria e o restante do
campus, de area construida, além de represas e lagos (FEA-RP, 2012). As figuras 6
e 7 mostram as areas onde foram colocadas as linhas de armadilhas nesse local. A
cidade de Ribeirdo Preto se localiza no bioma Cerrado (IBGE, 2017). A area abordada
€ altamente antropica, com campos de grama (sem gado) e florestas degradadas ao
longo de dois cérregos. A figura 6 mostra as areas onde foram colocadas as linhas de

armadilhas nesse local.



Figura 6. Area de armadilhamento no campus da USP de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, SP. Painel A:
area de armadilhamento no Biotério. Painel B: area de armadilhamento na Lagoa da conquista.
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3.1.6 Area 6 (A6) - Parque Estadual Alberto Léfgren (Horto Florestal), Sdo Paulo,
SP

O Parque Estadual Alberto Lofgren (Horto Florestal) € uma Area de
Preservacdo Permanente (APP), situa-se na zona norte da cidade de S&o Paulo e
possui 187 hectares, sendo 174 hectares de mata, incluindo areas remanescentes de
Mata Atlantica. Existem no local lagos que séo abastecidos por cOrregos pertencentes
as microbacias da regido como, por exemplo, da microbacia da Pedra Branca
(INSTITUTO FLORESTAL DE SAO PAULO, 2018). A figura 7 mostra a area onde

foram colocadas as linhas de armadilha nesse local.

Figura 7. Area de armadilhamento no Parque Estadual Alberto Léfgren (Horto Florestal), Sdo Paulo, SP
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3.1.7 Area 7 (A7) - Fazenda Nhumirim, Pantanal da Nhecolandia, Corumba, MS

O Pantanal da Nhecolandia tem a grande maioria da sua area inserida na
cidade de Corumba, estado do Mato Grosso do Sul; a base de trabalho do projeto foi
fixada na estagédo experimental da Embrapa Pantanal, na Fazenda Nhumirim, e as
coletas foram realizadas nas fazendas Séo José e Retiro Manduvi, com vegetacao

carateristica de Cerrado e Cerraddo sem alagamento periddico, campos inundaveis e
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ambientes aquaticos, como lagoas de agua doce ou salobra, rios, vazantes e canais
para escoamento da agua; além das areas construidas das sedes das fazendas
(EMBRAPA PANTANAL, [s.d.]). A figura 8 mostra a area onde foram colocadas as
linhas de armadilha nesse local.

Figura 8. Area de armadilhamento Pantanal da Nhecolandia, Corumba, MS.

Fazenda Nhumirim - Embrapa Pantanal
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Fonte: Google Maps, 2022

3.2. CAPTURA DE PEQUENOS MAMIFEROS

A captura dos pequenos mamiferos ocorreu semestralmente no periodo de
2015 a 2018, sendo uma campanha realizada na estacdo seca e outra na estagao
chuvosa. No ano de 2021 também foi realizada uma campanha excedente na Area 5
do projeto (Ribeirdo Preto — SP). Nas areas 1 a 5 as campanhas iniciaram na estacao
seca de 2015 e terminaram na estacdo seca de 2018, totalizando trés anos
consecutivos de coleta de dados. Por questdes logisticas, na area 6 em Sao Paulo foi
realizada apenas uma coleta no inicio do projeto, e na area 7 que esta localizada no
bioma Pantanal, foi realizada apenas uma campanha nos anos 2016 e 2017.

O esforco de captura médio empregado nas areas variou de acordo com o
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numero de armadilhas montadas em cada localidade. Cada “linha de armadilha” foi
composta por cinco pontos de captura com distancia de 10 metros entre si, totalizando
uma linha de 50 metros. Em cada ponto de captura foram colocadas trés armadilhas,
sendo duas no solo (uma do tipo Tomahawk e uma tipo Shermann), e uma no alto
(tipo Shermann), geralmente colocada em arvores ou cipos, somando 15 armadilhas
por linha.

As armadilhas foram iscadas com uma rodela de banana e uma mistura de
pacoca, aveia e sardinha, que era substituida ap6s 48 horas ou sempre que
necessario e ficaram abertas durante quatro noites consecutivas, sendo vistoriadas
toda manha.

O esforco de captura médio empregado nas areas variou de acordo com o
numero de “linhas de armadilhas” montadas em cada localidade, e esse numero
variou de acordo com o espaco e questdes logisticas de cada campanha. O niamero
de “linhas de armadilhas” por area e por campanha, bem como o esforgo amostral por

area esta descrito na tabela 1.

Tabela 1. Nimero de linhas de armadilhas para captura de pequenos mamiferos, montadas em cada
area a cada campanha (15 armadilhas por linha X 4 noites consecutivas X nimero de “linhas de

armadilhas”), entre os anos de 2015 e 2021

Area Numero de “linhas de armadilha” por campanha Esforco total
de captura
Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Extra
2015 2015- 2016 2016- 2017 2017- 2018 2021
2016 2017 2018
Al 5 13 13 13 11 13 13 - 4860
A2 10 - 10 10 9 10 10 - 3540
A3 10 - 10 10 11 11 11 - 3780
A4 13 13 13 13 13 13 13 - 5460
A5 10 13 13 13 13 6 13 13 5640
A6 9 - - - - - - - 540
A7 18 12 - 12 12 - 6 - 3600

Os animais capturados foram sedados com aproximadamente 100mg/kg de
cloridrato de quetamina mais 10mg/kg de cloridrato de xilazina por via intramuscular

para realizacdo da triagem. Sob efeito de sedacdo, os pequenos mamiferos foram
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identificados morfologicamente e biometricamente. A identificacdo foi realizada com o
auxilio de chaves contidas nos guias de mamiferos de Reis et al. (2006) para roedores
e marsupiais, e Bonvicino (2008) para roedores.

Com os animais ainda sedados foi coletado sangue venoso, por pung¢éo da veia
lateral caudal ou puncado intracardiaca, o qual foi armazenado em microtubos
identificados. Alguns individuos de cada espécie amostrada foram submetidos ao
procedimento de eutanasia, fixados e enviados a Colecéo Zoolégica do Laboratério
de Zoologia dos Vertebrados da ESALQ-USP, em Piracicaba, para tombamento e
confirmacédo da identificacdo taxondémica, servindo assim de espécime testemunho.
Nesses casos, amostras de 6rgados internos (baco, figado e pulméao) foram colhidas,
acondicionadas em microtubos identificados e congeladas a -20°C. Por fim, apés a
realizagdo da triagem o0s animais ndo-coletados foram marcados com brincos
numerados e, ap0s recuperacao anestésica, soltos no mesmo local da captura. Em

caso de recaptura em outra campanha, os mesmos procedimentos seriam realizados.

3.3 ANALISES MOLECULARES

Nas amostras de tecidos (sangue e 6rgaos) a extracdo de DNA foi realizada
através do kit comercial da Qiagen (DNeasy Tissue and Blood Kit, Qiagen,
Chatsworth, CA), conforme instru¢bes do fabricante. Inicialmente, uma PCR inicial
direcionada ao gene mitocondrial do citocromo b de mamifero (cytb) foi realizada
conforme descrito por Steuber et al. (2005), a fim de verificar o sucesso da extracao.
Apoés, as amostras foram testadas individualmente para pesquisa de DNA de
protozoarios do género Hepatozoon, protozodrios do género Babesia, bactérias do
género Borrelia e bactérias da familia Anaplasmataceae, conforme descrito nos itens
3.3.1a3.3.4.

As PCR foram realizadas em solucéo total de 25 pL e utilizando DreamTaq
Green PCR Master Mix (Foster City, CA). Os protocolos estdo descritos em suas
respectivas referéncias (RAS et al.,, 1996; INOKUMA; RAOULT; BROUQUI, 2000;
STROMDAHL et al., 2003; BUNIKIS et al., 2004; SCHWAN et al., 2005; CRIADO-
FORNELIO et al., 2006; AGUIAR et al., 2007; TOLEDO et al., 2010; FOMENKO et al.,
2011; PAROLA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012,2013; MARGOS et al., 2018). Os
produtos amplificados a partir das reacdes de PCR foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (100 ml TBE 0,5%; 2,0g agarose UltraPure™ Agarose
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Invitrogen™) corado com Sybr Safe InvitrogenTM em cuba horizontal com solucéo
tampéo TBE 0,5X (0,045 M Tris-borato; 0,001 M EDTA pH 8,0) submetida a voltagem
de 1 a 10 V/cm durante 45 minutos. A visualizacao das bandas foi feita em analizador
de imagem (Alphalmager).

3.3.1 Pesquisa de Hepatozoon spp.

Para a pesquisa de DNA de Hepatozoon spp, foram utilizados os primers HEP2
144-169 senso e HEP2 743-718 antisenso, que amplificam um fragmento de cerca de
574 pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon spp, conforme protocolo preconizado por
Almeida et al. (2013). Amostras que geraram amplicons pela PCR inicial especifica
para o género Hepatozoon foram submetidas a protocolos de PCR para amplificar um
fragmento maior do gene 18S rRNA (~1274pb), utilizando os pares de primers HAM-
1 senso e HPF2 antisenso para reacdo, conforme descrito por Criado-Fornelio et al.
(2006). Para todas as reacdes foram utilizados controles positivos (DNA de H. canis

obtido de céo) e negativo (agua Milli-Q).

3.3.2 Pesquisa de Babesia spp.

A pesquisa de agentes do género Babesia, foi realizada com os primers BAB2-
143-167 senso e BAB2-694-667 antisenso, correspondentes a regides conservadas
do gene 18S rRNA de Babesia spp, que amplifica um fragmento de cerca de 551pb,
conforme previamente estabelecido por Almeida et al. (2012). Controles positivos
(DNA de sangue de cédo positivo para Babesia vogeli) e negativo (dgua Milli-Q) foram

incluidos em cada reacdo.

3.3.3 Pesquisa de agentes da Familia Anaplasmataceae

Na pesquisa de DNA para agentes da Familia Anaplasmataceae cada amostra
foi testada com um par de primers EHR16SD senso e EHR16SR antisenso para o
gene 16S que amplifica um fragmento de 345pb. (INOKUMA; RAOULT; BROUQUI,
2000). Quando positivas, as amostras seguiram para PCR para pesquisa de DNA de
Ehrlichia spp. Cada amostra foi testada com um par de primers DSB-330 senso e
DSB-720 antisenso (DOYLE et al., 2005) que amplifica um fragmento de 401 pb do
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gene dsb, conforme protocolo descrito por Aguiar et al. (2007), o amplicon gerado
seguiu para a heminested PCR foi utilizando os primers DSB-380 senso e DSB-720
antisenso que amplifica um fragmento de 349 pb do gene dsb, conforme Almeida et
al. (2013). Controles positivo (DNA de caes positivos para Ehrlichia canis) e negativo

(agua Milli-Q) foram incluidos em cada reacéo.

3.3.4 Pesquisa de Borrelia spp.

Para a pesquisa de DNA de Borrelia, foi utilizado PCR real-time
semiquantitativo (7500 Real Time PCR Systems apparatus — Applied Bio Systems,
Foster City, CA, USA) como triagem, com os primers Borl6S3F senso e Borl6S3R
antisenso, e sonda interna Bor16S3P senso, que amplifica um fragmento de 148pb do
gene 16S RNA conforme Parola et al. (2011). As amostras positivas foram submetidas
a protocolos de PCR para amplificar fragmentos maiores do gene flaB, utilizando um
par de primers FlaLL senso e FlaRL antisenso externos, que amplifica um fragmento
de 665 pb do gene flaB e uma segunda reagao utilizando um par de primers FlaLS
senso e FlaRS antisenso internos (nested PCR), que amplifica um fragmento de 354
pb, de acordo com Stromdahl et al. (2003). Para todas as reacdes foi utilizamos agua
Milli-Q como controle negativo e como controle positivo de DNA de Borrelia
venezuelensis RMAO1 (MUNOZ-LEAL et al., 2018).

ApOGs sequenciar esses dois loci e identificar a qual grupo as Borrelia sp.
detectadas pertenciam, grupo Lyme ou grupo Febre recorrente, tentamos amplificar
uma gama de outros genes, descritos nas Tabela 2, 3 e 4. Para todas as reacdes
foram utilizados controle negativo (dgua Milli-Q) e como controle positivo de amostras
pertencentes ao grupo Lyme DNA de “Candidatus Borrelia ibitipoquensis” ip37
(MUNOZ-LEAL et al., 2020) e como controle positivo de amostras pertencentes ao
grupo Febre Recorrente utilizamos de DNA de Borrelia venezuelensis RMAO1
(MUNOZ-LEAL et al., 2018).

Tabela 2. Lista dos primers utilizados nas Reac¢des em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa

de Borrelia.
Gene /Especificidade deSequéncia dos primers (5°-3’) Fragmento Referéncia
Primers Grupo Amplificado
rrs-rrlA Febre Recorrente
Lyme

IGS-F F- GTATGTTTAGTGAGGGGGGTG 987 pb Bunikis et al. 2004
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IGS-R
IGS-Fn
IGS-Rn

16S rRNA

FD3
T50

Rec-4
Rec-9

16s-1
16s-2

p66

P66-F
P66-R

P66-Fn
P66-Fr
flaB
Fla-ans5’
Btur-fla3’

Fla+1A
Fla-1B
Fla-alt3
glpQ

glpQ F+1
Rev-2

Rev-1
glpQ F-1

glpQ
Q1
Q2

Q3

Q4

glpQ
glpQ-frag 1F
glpQ-frag 1R

glpQ-frag 2F
glpQ-frag 2R

gyrB

gyrB 3
gyrB 5'+3

0SpA

OspA-F
OspA-R

ospC

OspC -F
OspC-R

Febre Recorrente
Lyme

Febre Recorrente
Lyme

Febre Recorrente

Febre Recorrente

Febre Recorrente

Febre Recorrente

Febre Recorrente

Lyme

Lyme

R- GGATCATAGCTCAGGTGGTTAG

F- AGGGGGGTGAAGTCGTAACAAG 945 pb (nested)

R- GTCTGATAAACCTGAGGTCGGA

F- AGAGTTTGATCCTGGCTTAG 1498 pb
R- GTTACGACTTCACCCTCCT

F- ATGCTAGAAACTGCATGA*
R- TCGTCTGAGTCCCCATCT*

F- TAGAAGTTCGCCTTCGCCTCTG*
R- TACAGGTGCTGCATGGTTGTCG*

F- GATTTTTCTATATTTGGACACAT 744 pb
R- TGTAAATCTTATTAGTTTTTCAAG

F- CAAAAAAGAAACACCCTCAGATCC 683 pb (nested)

R-
CCTGTTTTTAAATAAATTTTTGTAGCATC

F- 1246 pb
TGTGATATCCTTTTAAAGAGACAAATGG

R- GGTTCCTGACTTTAACACTAGCC

F- AGAGCTTGGAATGCAACCTG*

R- TGCTTCATCCTGATTTGC*

F-

TCTAAGCAATGACAATACATATTGAGG*

F- 1386pb
GGGGTTCTGTTACTGCTAGTGCCATTAC

R.

CAATACTAAGACCAGTTGCTCCTCCGCC

F-
GCACAGGTAGGAATGTTGGAATTTATCC
TG*

R-
CAATTTTAGATATGTCTTTACCTTGTTGT
TTATGCC*

F- CACCATTGATCATAGCTCACAG 597pb
R- CTGTTGGTGCTTCATTCCAGTC

F- GCTAGTGGG TATCTTCCAGAAC 535pb (nested)

R- CTTGTTGTTTATGCCAGAAGGGT

F- CATTAATTATAGCTCACAGAG 599pb
R- AACAAGCATTATCAATTTTCC

F- TATGGCATAAACAACAAGGTA 453pb (nested)

R- AATCTGTAAATAGACCATCTA

F- 600pb
GGTTTATGAGTTATGTTGCTAGTAATATT
CAAGTGC

R- GCTGATGCTGATGTTGATG

F- TATTTATTGGGAATAGGTC 889pb
R- GACTCAGCACCTTTTTG

F- ATGAAAAAGAATACATTAAGTGC 657pb
R-

Ras et al. 1996

Bunikis et al. 2004

Schwan et al. 2005

Schwan et al. 2005

Fomenko et al. 2011

Toledo et al. 2010

Schwan et al. 2005

Bunikis et al. 2004

Bunikis et al. 2004
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OspC-Fn
OspC-Rn

ATTAATCTTATAATATTGATTTTAATTAAG
G

F- 617pb (nested)
TATTAATGACTTTATTTTTATTTATATCT
R- TTGATTTTAATTAAGGTTTTTTTGG

*Primers utilizados somente no sequenciamento

Tabela 3. Lista dos primers utilizados na Reacdes em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa

em Multilocus de espécies de Borrelia sp. do Grupo Lyme.

MLST (Lyme)
Gene Primers Sequéncia dos primers (5’-3’) Fragmento Referéncia
Amplificado
clpA clpAF1237 F- AAAGATAGATTTCTTCCAGAC 981pb http://pubmlst.org/borrelia
clpAR2218 R- GAATTTCATCTATTAAAAGCTTTC
ClpAF1255 F- GACAAAGCTTTTGATATTTTAG 849pb (nested)
clpAR2104 R-
CAAAAAAAACATCAAATTTTCTATCTC
rplB rplF2 F- TGGGTATTAAGACTTATAAGC 758pb http://pubmlst.org/borrelia
rplR760 R- GCTGTCCCCAAGGAGACA
rplF40 F- CGCTATAAGACGACTTTATC 720pb (hemi-
nested)
pyrG pyrF391 F- GATTGCAAGTTCTGAGAATA 799pb http://pubmlst.org/borrelia
pyrR1190 R- CAAACATTACGAGCAAATTC
pyrF448 F- GATATGGAAAATATTTTATTTATTG 687pb (nested)
pyrR1154 R- AAACCAAGACAAATTCCAAG
recG recF890 F- CCCTTGTTGCCTTGCTTTC 804pb http://pubmlist.org/borrelia
recR1694 R- GAAAGTCCAAAACGCTCAG
recF917 F- CTTTAATTGAAGCTGGATATC 722pb (nested)
recR1658 R- CAAGTTGCATTTGGACAATC
clpX clpXF391 F- GCTGCAGAGATGAATGTGCC 859pb http://pubmist.org/borrelia
clpXR1273 R- GATTGATTTCATATAACTCTTTTG
clpXF403 F- AATGTGCCATTTGCAATAGC 721pb (nested)
clpXR1124 R- TTAAGAAGACCCTCTAAAATAG
pepX pepXF449 F- TTATTCCAAACCTTGCAATCC 791pb Margos et al. 2018
pepXR1172 R- GTTCCAATGTCAATAGTTTC
pepXR1115 R- TGTGCCTGAAGGAACATTTG 648pb  (hemi-
nested)
nifS nifF1 F- ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG 1027pb Margos et al. 2018
nifR1049 R- GATATTATTGAATTTCTTTTAAG
nifR719 R- GTTGGAGCAAGCATTTTATG 719pb (hemi-
nested)
UuvrA uvrF1408 F- GAAATTTTAAAGGAAATTAAAAGTAG  891pb Margos et al. 2018
uvrR2318 R- CAAGGAACAAAAACATCTGG
uvrF1434 F- GCTTAAATTTTTAATTGATGTTGG 677pb (nested)
uvrR2111 R- CCTATTGGTTTTTGATTTATTTG
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Tabela 4. Lista dos primers utilizados na Reacdes em Cadeia pela Polimerase (PCR) para pesquisa

em Multilocus de espécies de Borrelia sp. do Grupo Febre Recorrente.

MLST (Febre recorrente)

Gene Primers Sequéncia dos primers (5’-3°) Fragmento Referéncia
Amplificado

clpA clpAF1262 F- AAGCTTTTGAYYTATTAGATGGTC 1014pb http://pubmilst.org/borrelia
clpAR2276 R- TCATATTTDATRGTDTCGTC
clpAF1264 F- GCTTTTGAYYTATTAGATGGTC 834pb (nested)
clpAR2098  R-

CAAAAAAAASATCHARRTTTTCATTTTTTAG

rpIB rplF3 F- GGAGAAAAATATGGGKATTAAGAC 766pb http://pubmlst.org/borrelia
rpIR769 R- GRCCCCAAGGWGATAC
rplF18 F- ATTAAGACTTATARGCCAAAAAC 741pb (nested)
rplF759 R- GATACAGGATGWCGACC
rplF24 F- GACTTATARGCCAAAAACTTC 741pb (nested)
rplF765 R- CCAAGGWGATACAGGATG

pyrG  pyrF372 F- TGGRAARTATTTAGGKAGAACTG 1003pb http://pubmlst.org/borrelia
pyrR1375 R- TATTTAGGKAGAACTGTACAGC
PyrF379 F- TATTTAGGKAGAACTGTACAGC 873pb (nested)
PyrR1252 R- TATRCCACAAACATTACGKGC

recG  recF898 F- GCKTTTCTMTCTAGYATTCC 881pb http://pubmlst.org/borrelia
recR1779 R- TCRGTTAAAGGTTCCTTATAAAG
recF908 F- CTAGYATTCCTYTAATTGARGC 871pb (hemi-

nested)

clpX  clpXF109 F- GCYATTTGTTTTGAATGTTCTAAAATATG  859pb http://pubmist.org/borrelia
clpXR1277 R- TAAAGTTCTTTTGCCCAAGG
clpXF268 F- GCYATTTGTTTTGAATGTTCTAAAATATG  721pb (nested)
clpXR1183 R- CTTTTTTAATTTGCTTASTWGAAGG

pepX pepXF361 F- AGAGAYTTAAGYTTAKCAGG 1168pb http://pubmlst.org/borrelia
pepXR1207 R- CYATAGTTTCTCTTAAAGAYTGC
pepXF364 F- GAYTTAAGYTTAKCAGGARTTG 823pb (nested)
pepXR1187 R- TGCATTCCCCACATTGG

nifS nifF23 F- TAAAAATAAAGAGTACTAAATAAATG 876pb http://pubmist.org/borrelia
nifR899 R- CCAAGACCAATAATTCCTGC
nifF60 F- AAATAATGGTATAATTCTTAAAATAA 656pb (nested)
nifR716 R- GGAGCAAGCATTTTYTGTC

uvrA  uvrF1170 F- GAGGCGTTATCTTWCAAC 983pb http://pubmlst.org/borrelia
uvrR2153 R- CTAATCTCDGTAAAAAATCCAACATAAG
uvrF1173 F- GCGTTATCTTWCAACTGAATC 974pb (nested)

uvrR2147

R- TCDGTAAAAAATCCAACATAAGTTGC
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3.4 ANALISES DAS SEQUENCIAS

Todos os amplicons positivos gerados nas amostras de campo testadas pelos
protocolos de PCR descritos acima foram purificados e sequenciados utilizando o “kit”
comercial BigDye TM Terminator — Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied
Biosystems e em seguida sequenciados no sequenciador de DNA modelo ABI 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystens/Perkin Elmer), segundo seu manual de
instrucdes. As sequéncias obtidas foram editadas pelo pacote de programas Bioedit e
submetidas a andlise de similaridade com as sequéncias disponiveis no GenBank,
através do programa BLAST analysis (ALTSCHUL et al. 1990), visando anélises

filogenéticas e uma melhor elucidacédo taxonémica dos agentes encontrados

3.5 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas para os diferentes grupos de patégenos e genes foram
alinhadas com diversas sequéncias disponiveis no GeneBank. O alinhamento das
sequéncias foi realizado com o programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997) e
ajustado manualmente no programa GeneDoc v. 2.6.01 (NICHOLAS et al., 1997). As
andlises filogenéticas foram inferidas pelo método de Maxima Parcimbnia (MP). As
arvores de MP foram construidas utlizando o programa PAUP* v. 4.0b10
(SWOFFORD, 1998), com 1000 réplicas de bootstrap, e por analise Bayesiana (BA)
usando MrBayes v3.1.2 (RONQUIST et al., 2003) com 1.000.000 de réplicas.

4. RESULTADOS

Um total de 524 mamiferos foram capturados durante os anos de 2015-2018,
compreendendo sete espécies de marsupiais, 14 roedores, dois carnivoros e um
Cingulata (Tabela 5). Amostras de sangue foram coletadas em todos os casos. Entre
os 524 animais, 277 foram eutanasiados e foram coletadas amostras de figado,
pulméo e baco. Testamos um total de 1355 amostras (524 de sangue, 277 de figado,
277 de pulmédo e 277 de baco). De acordo com nossos resultados para Borrelia
(descritos no item 4.1) realizamos mais uma campanha no més de maio de 2021 na

A5 (Ribeirdo Preto-SP). Nessa campanha capturamos apenas dois Didelphis
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albiventris dos quais coletamos amostras de sangue e tecido (figado, pulméao e baco)
que foram destinadas apenas para pesquisa de Borrelia. Amplicons de tamanho
esperado para o gene cytb foram obtidos em todas as 1.355 amostras, confirmando
assim as extracoes de DNA bem-sucedidas.

Tabela 5. Numero de pequenos mamiferos capturados no presente estudo (2015-2018)*, de acordo

com Ordem, espécie, area de estudo e tipo de amostra (sangue e tecido).

i o ) o Total Total
Pequenos Mamiferos ~ N° animais eutanasiados/ N° animais capturados o
(sangue) (6rgaos)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7

Ordem Didelmorphia

Didelphis albiventris ~ 9/18  14/38 2/10 6/24 7/41 131 38
Didelphis aurita 11 2/10 11 3
Gracilinanus agilis 5/7 17/31 7/19 26 63 31
Gracilinanus 11 2/6 4/5 12 7
microtarsus

Marmosa constantinae 212 212 4 4
Monodelphis domestica 11/27 27 11
Phylander sp. 11 1 1
Subtotal 10/19 15/39 9/23  26/56 14/60 4/12  17/38 249 95
Ordem Rodentia

Rattus rattus 11 14/16 10/11 28 25
Mus musculus 11 1 1
Oecomys aff. marmorae 11 13/43 47 14
Nectomys squamipes a/7 10/16 23 14
Necromys lasiurus 9/10 11 11 10
Oligoryzomys spp. 8/8 1/1 16/18 24/28 20/23 78 69
Juliomys cf. ossitenuis 212 2 2
Akodon sp. 5/6 2/3 6/6 15 13
Hylaeamys 3/6 11 7 4
megacephalus

Euryoryzomys russatus 3/4 9/9 13 12
Cavia sp. 212 11 3 3
Clyomis laticeps 12 2
Thrichomys pachyurus 6/34 34 6
Cerradomys sp. 1/2 2

Subtotal 9/9 16/18 30/34 42/54 43/54 15/15 20/79 266 175

Ordem Cingulata

Dasypus novemcinctus 1/1 1 1
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Subtotal 1 1
Ordem Carnivora

Galictis cuja 0/1 1

Nasua nasua 11 172 3 2
Subtotal 11 0/1 12 4 2
N&o Identificados (N.I.)

N.i. 3/3 1/1 4 4
Subtotal 3/3 1/1 4 4
Total 21/30 31/57 49/61 69/113 51/114 17/27 38/122 524 277

*Essa tabela ndo inclui os dois Didelphis albiventris capturados na coleta de 2021.

*Areas Al até A7 estdo indicadas na Fig. 1.

4.1 PESQUISA DE Hepatozoon spp., Babesia spp. E AGENTES DA FAMILIA
ANAPLASMATACEAE.

Entre os 524 animais amostrados, 21 (4,0%) produziram amplicons na PCR
inicial especifica do género Hepatozoon visando um fragmento de 574 pb do gene
18S rRNA. Esses 21 animais foram compostos por 11 roedores do estado de Séo
Paulo (um de A4, um de A5 e nove de A6), e seis marsupiais e quatro roedores do
estado de Mato Grosso do Sul (A7) (Tabela 5). Apenas um dos 21 animais infectados
pelo Hepatozoon produziu amplicons de sangue. Os 20 mamiferos infectados
restantes produziram amplicons dos 6rgaos: pulmao (7 animais), figado (3), baco (1),
pulmédo e baco (4) e pulméo, figado e baco (5). Os amplicons dos 21 pequenos
mamiferos PCR-positivos foram submetidos ao sequenciamento de DNA, resultando
em quatro novos haplotipos 18S rRNA (1, 2, 3 e 4) do género Hepatozoon. Os
haplétipos 1 e 2 restringiram-se a roedores do estado de S&o Paulo, enquanto os
outros dois haplétipos foram encontrados apenas no estado de Mato Grosso do Sul,
sendo o haplétipo 3 em roedores e o haplétipo 4 em marsupiais (Tabela 6).

Considerando as identidades mais proximas através da analise BLAST, o
haplétipo 1, detectado nos roedores Nectomys squamipes e Oligoryzomys nigripes,
foi 98,7% (532/539pb) idéntico ao Hepatozoon sp. detectado no carrapato Ixodes sp.
do Chile (MH174345) e Hepatozoon sp. detectado no roedor Phyllotis darwini do Chile
(MW881034).

O haplétipo 2, detectado nos roedores Akodon sp. e Euryoryzomys russatus,

foi 99,8% (543/544 pb) idéntico aos mesmos dois Hepatozoon sp. das sequéncias do
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Chile (MH174345, MW881034). Da mesma forma, o Haplotipo 3, detectado nos
roedores Oecomys marmorae e Thrichomys pachyurus, foi 98,2% (532/542 pb)
idéntico aos mesmos dois Hepatozoon sp. das sequéncias do Chile (MH174345,
MW881034).

Finalmente, o Haplotipo 4, detectado nos marsupiais Gracilinanus microtarsus
e Monodelphis domestica, foi 98,0% (532/543 pb) idéntico ao Hepatozoon sp.
detectado no réptil Caiman crocodilus yacare do Brasil (KJ413132). Com base nas
amostras acima que geraram quatro haplotipos distintos, tentamos gerar uma
sequéncia maior (1700 pb) do gene Hepatozoon 18S rRNA de pelo menos um
pequeno mamifero de cada haplétipo.

N&o obtivemos nenhum fragmento maior a partir de representantes do
haplétipo 1. Do haploétipo 2, foi possivel gerar fragmentos de quatro representantes,
dos quais as sequéncias do gene 18S rRNA foram idénticas e designadas como
Hepatozoon sp. HF005, HF009, HF014 e HF015. Na analise BLAST essas sequéncias
foram 99,2% (1715/1729 pb) idénticas ao Hepatozoon ayorgbor da cobra Python
regius de Gana, na Africa (EF157822) (Tabela 6). Do haplétipo 3 foi possivel gerar
um fragmento do animal PS085, designado como Hepatozoon sp. PS085. Esse
fragmento foi 98,2% (1710/1741 pb) idéntico a mesma sequéncia de H. ayorgbor
mencionada acima (EF157822). Da mesma forma, a partir do haplotipo 4 foi possivel
uma sequéncia, designada como Hepatozoon sp. PS001, seu fragmento de 18S rDNA
foi 98,2% (1692/1723 pb) idéntico a H. ayorgbor (EF157822) (Tabela 6).

Tabela 6. Dados dos 21 pequenos mamiferos que apresentaram DNA de Hepatozoon nos dois
protocolos de PCR executados, um direcionado a um pequeno fragmento (=540 pb) e o outro

direcionado a um grande fragmento (=1700 pb) do gene 18S RNA de Hepatozoon.

Cddigo Area*  Espécie de Mamifero  Resultados da PCR para o gene 18S rRNA

Individual Amostras positivas Haplétipo Haplétipo
fragmento fragmento
~540 pb * =~1700 pb*

PR0O65 A4 Nectomys squamipes Baco 1

RP033 A5 Oligoryzomys sp. Pulméo 1

HF006 A6 Akodon sp. Pulmao, Figado, Baco 2

HF010 A6 Akodon sp. Figado 2

HFO015 A6 Akodon sp. Figado 2 HF015

HF025 A6 Akodon sp. Sangue 2
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HF027 A6 Akodon sp. Pulmao
HF0O0 A6 Akodon sp. Pulmao, Figado, Baco HF005
HF009 A6 Euryoryzomys Pulméo 2 HF009
russatus
HF014 A6 E. russatus Pulméo 2 HF014
HF021 A6 E. russatus Pulméo
PS003 A7 Gracilinanus Figado
microtarsus
PS001 A7 Monodelphis Pulmao, Baco 4 PS001
domestica
PS063 A7 M. domestica Pulmdo, Figado, Baco 4
PS082 A7 M. domestica Figado, Baco 4
PS113 A7 M. domestica Pulmdo, Figado, Baco 4
PS130 A7 M. domestica Pulméo, Baco 4
PS085 A7 Oecomys marmorae Pulméo 3 PS085
PS119 A7 O. marmorae Pulméo, Baco 3
PS125 A7 O. marmorae Pulmao, Figado, Baco 3
PS022 A7 Thrichomys Pulméo 3
pachyurus

*Areas A4, A5, A6 e A7 estdo indicadas na Fig. 1; ver Fig. 2; 2ver Fig. 3

Na arvore filogenética feita a partir de sequéncias curtas (=540 bp) os
haplétipos 1, 2, 3 e 4 se ramificaram dentro de um grande clado composto por muitos
haplétipos de Hepatozoon associados a roedores e répteis de diferentes partes do
mundo. Este grande clado aparece como irmao de outro grande clado que contém
haplétipos de Hepatozoon associados com canideos (Hepatozoon canis) e felinos
(Hepatozoon felis) (Fig. 9). Esta topologia é semelhante com a arvore filogenética das
sequéncias maiores (=1.700 bp), em que as sequéncias desse estudo se ramificaram
dentro de um grande clado contendo muitos hapl6tipos associados a roedores e
alguns répteis (Fig. 10).

Nenhuma das 1.355 amostras teve amplicons pelo protocolo de Almeida et al.
(2013) para o género Babesia. Uma amostra de sangue de um Oligoryzomys sp. de
Piracicaba (A1) gerou amplicons pelo protocolo de Inokuma et al. (2000). Esses
amplicons geraram uma sequéncia de DNA 100% (306/306 pb) idéntica ao
endossimbionte Wolbachia pipientis do filarideo Litomosoides galizai (AJ548800) de

roedores.
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Figura 9. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de 574pb do gene 18S rRNA de Hepatozoon

estd destacada em negrito.
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Figura 10. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de =1700 bp do gene 18S rRNA de Hepatozoon
spp.. A posicdo dos haplétipos encontrados nesse trabalho estd destacada em negrito.
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4.2 PESQUISA DE Borrelia spp.

Das 1357 amostras testadas, amostra de pulmdes de dois Oligoryzomys sp.

(Rodentia: Cricetidae) e amostras de sangue de sete Didelphis albiventris (de Ribeirdo
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Preto, SP - area 5) foram positivos na triagem por PCR em tempo real do género
Borrelia. Ainda na triagem para determinar a qual grupo de Borrelia sp., obtivemos
fragmentos de tamanho esperado para o gene flaB. As amostras provenientes de
pulmdo dos roedores continham DNA de Borrelia pertencente ao grupo Lyme
(Oligoryzomys sp.), enquanto as amostras de sangue de marsupiais (Didelphis
albiventris) continham DNA de Borrelia pertencente ao grupo Febre Recorrente. Ndo
obtivemos amplicons para todos 0s genes testados e as sequéncias geradas estéao
descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2.

Como os cricetideos positivos estavam identificados apenas a nivel de género,
ambos os animais foram identificados molecularmente através do sequenciamento
dos amplicons gerados a partir do gene cytb, com objetivo de ter mais clareza em
relagdo a espécie de roedor. Os dois animais geraram sequéncias iguais que foram
99,13% idénticas com Oligoryzomys mattogrossae do Brasil (KY952253, KY952255,
KY952256, KY952258, KY952259), uma sequéncia representativa desses espécimes

foi depositada no GenBank sob o nimero de acesso OL684651.

4.2.1 Pesquisa de Borrelia sp. Grupo Lyme

Para a Borrelia pertencente ao grupo Lyme obtivemos fragmentos de tamanho
esperado para os genes 16S rRNA, flaB, opsC e sete dos oito loci MLST (clpA, clpX,
nifS, pepX, pyrG, recG e rplB) em ambos O. mattogrossae positivos. As sequéncias
de Borrelia de ambos os roedores foram idénticas entre si e depositadas no GenBank
sob 0s numeros de acesso OL663845, OL631181-0L631189 (16S rDNA, flaB, opsC
e MLST foram respectivamente).

Na andlise filogenética da sequéncia de 16S rDNA e das sequéncias de MLST,
observamos que a Borrelia sp. que foi encontrada forma um clado monofilético com
B. carolinensis, que € uma espécie norte-americana. Por outro lado, a filogenia flaB
aponta uma relacdo com genatipos sul-americanos detectados no Uruguai e no Brasil;
ainda que B. carolinensis e B. bissettiae também se apresentam intimamente
relacionadas com alto suporte (Figura 11). Em relacéo ao ospC, a sequéncia derivada
de O. mattogrossae aparece como uma linhagem independente e dentro de um grupo
composto por cepas de B. bissettiae (DN127 e BUL-H-1), cepas de B. carolinensis
(SCGT-8a e SCCH-6), e varias cepas de B. burgdorferi s.s. de roedores cricetideos

ou de seus carrapatos nos Estados Unidos (Figura 12).
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Figura 12. Arvores filogenéticas de Borrelia spp. usando os genes do esquema MLST (4,186 pb) (A), e
0 gene ospC (686 pb) (B). A espécie descrita nesse trabalho, “Candidatus Borrelia paulista” RP42 esta
destacada em negrito.

1 ‘Candidatus Borrolia powlista RP42”

S 1 yangtaensis Oknamwa CIWGE OSpC
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MLST

4.2.2 Pesquisa de Borrelia sp. Grupo Febre Recorrente

Para Borrelia pertencente ao grupo Febre Recorrente obtivemos fragmentos de
tamanho esperado para os genes 16S rRNA, flaB e rrs—rrlA (IGS) das sete amostras
de sangue de Didelphis albiventris (RP001, RP014, RP018, RP069, RP22, RP34 e
RP58) de Ribeirdo Preto, SP. As sete sequéncias foram iguais entre si, e a partir do
gene rrs—rrlA (IGS) tiveram 97,2% de identidade com sequéncias obtidas a partir de
amostra de sangue do roedor Phyllotis xanthopygus do Chile (SANCHEZ et al., 2020).
As sequéncias 16S rRNA (1346 pb) e flaB (504 pb) apresentaram 100% de
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similaridade com sequéncias de Borrelia encontradas em Ornithodoros mimon
(MT013211, MT013212 e MT076262 - respectivamente) coletados em uma residéncia
na zona urbana de Cuiab4, estado do Mato Grosso (MUNOZ-LEAL et al., 2021).

A partir desses resultados realizamos a campanha do ano de 2021 em busca
de mais amostras de animais positivos para melhor caracterizacdo génica e futuras
tentativas de isolamento. Na coleta realizada em maio de 2021 capturamos dois D.
albiventris, e um desses animais (BW2) teve amostras de bagco e sangue que
produziram amplicons de tamanho esperado para os mesmos genes 16S rRNA, flaB
e IGS, as sequéncias desses amplicons foram idénticas com as descritas para 0s
animais testados anteriormente (RP001, RP014, RP018, RP069, RP22, RP34 e
RP58).

Para essa amostra amplificamos também cinco dos oito loci MLST (clpX, pepX,
uvrA, recG e rplB). Na analise filogenética das sequéncias de MLST, observamos que
Borrelia sp. que foi encontrada fica basal as borrelias do grupo asiatico-africano.
(Figura 13).
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Figura 13. Arvore filogenética de Borrelia spp. usando os genes do esquema MLST para o grupo Febre
Recorrente. Borrelia sp. BW2 est4 indicada em negrito.
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5. DISCUSSAO

5.1 Hepatozoon spp., Babesia spp. E AGENTES DA FAMILIA ANAPLASMATACEAE

No presente estudo, quatro haplétipos diferentes (1, 2, 3, 4) de Hepatozoon
spp. foram detectados em pequenos mamiferos de diferentes biomas entre dois
estados brasileiros: Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul. No estado de S&o Paulo, o
haplétipo 1 foi detectado em roedores do Cerrado e em uma area de transicdo dos
biomas Cerrado e Mata Atlantica, enquanto o haplétipo 2 foi detectado em roedores
do bioma Mata Atlantica. Por outro lado, os haplétipos 3 e 4 restringiram-se a roedores
e marsupiais, respectivamente, do bioma Pantanal mato-grossense. Nenhuma
espécie hospedeira compartilhou mais de um haplétipo. Apesar dessas associacdes
geograficas e de hospedeiros distintas, nas analises filogenéticas os quatro haplétipos
aparecem em um mesmo clado que contém quase todos os haplétipos de Hepatozoon
relatados anteriormente em roedores e marsupiais, além de varios haplotipos
associados a répteis de diferentes partes do mundo.

No Brasil, detec¢bes moleculares de Hepatozoon spp. em pequenos roedores
e marsupiais sao restritas a seis estudos (WOLF et al., 2016; COLLE et al., 2019;
DEMONER et al., 2019; SILVA et al., 2017, SOUSA et al., 2017b; DEMONER et al.,
2016), sendo que a grande maioria desses registros foi na verdade em pequenos
roedores (pelo menos 12 espécies de roedores), em contraste com apenas trés
registros em marsupiais: Hepatozoon sp. PCR165 em um Thylamys macrurus, H.
canis em dois Didelphis albiventris e Hepatozoon sp. isolate MTopossum em Didelphis
marsupialis (SOUSA et al. 2017b; SILVA et al. 2017, COLLE et al., 2019).

Exceto por este registro de H. canis em Didelphis albiventris, todos os registros
anteriores demonstraram que o0s haplétipos de Hepatozoon spp. descritos nessas
espécies no pais, pertencem ao grande clado composto por haplotipos associados a
roedores, marsupiais e répteis, conforme os resultados do presente estudo.
Infelizmente, muitas das sequéncias desses estudos anteriores sdo de regibes do
gene 18S rRNA diferentes de nossos achados (Figura 9) ou muito menores do que
1700 pb (Figura 10); por esse motivo, eles ndo foram incluidos em nossa analise
filogenética. Nesse trabalho encontramos um terceiro haplétipo de Hepatozoon sp.
associado a marsupiais no Brasil, identificado como haplétipo 4 na Figura 9 ou

haplétipo PS001 na Figura 10, e pertencente a este grande clado roedor-marsupial-
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réptil.

A infeccdo por Hepatozoon ocorre apos hospedeiros vertebrados ingerirem um
artropode hematéfago infectado com oocistos maduros desse agente. De outra
maneira, a infeccdo pode ser adquirida por transmiss&o intrauterina ou por predagao
de vertebrados infectados contendo merozoitos (hospedeiros intermediarios) ou
cistozoitos (hospedeiro paraténico) (MODRY et al., 2017). Estudos anteriores com
roedores selvagens detectaram merontes de Hepatozoon no figado e pulméo desses
animais (DEMONER et al., 2019). No figado foram encontrados apenas merontes,
enguanto cistozoitos foram detectados no baco, pulmdes e rins. Uma vez que apenas
um dos 21 hospedeiros infectados produziu amplicon no sangue (ou seja, detec¢ao
de gamonte), inferimos que os pequenos mamiferos do presente estudo continham
merontes e/ou cistozoitos, portanto, eles podem estar agindo como hospedeiros
intermediarios ou paraténicos para esse protozoario nas areas estudadas.

Entre as sete areas amostradas do presente estudo, a infeccdo por Hepatozoon
spp. foi detectada apenas nas areas A4, A5, A6 e A7. De acordo com analises
anteriores (SERPA et al., 2021) essas quatro areas apresentaram diversidade
significativamente maior de pequenos mamiferos do que as areas Al, A2 e A3. Uma
maior biodiversidade poderia favorecer a transmissdo de Hepatozoon por predacao
interespécies, uma provavel rota de transmissdo importante deste protozoario
(SOUSA et al., 2021). Além disso, a maior diversidade de carrapatos também pode
facilitar a transmissdo de Hepatozoon. Novamente, vale ressaltar que as areas A4,
A5, A6 e A7 apresentaram maior diversidade de carrapatos do que as demais (SERPA
et al., 2021), sugerindo que o ciclo de vida de Hepatozoon spp. em pequenos
mamiferos estd sob uma interacdo complexa de hospedeiros vertebrados e
invertebrados.

Nesse trabalho também acrescentamos alguns dados novos sobre a
diversidade Hepatozoon spp. no Brasil, sendo encontradas trés espécies de
marsupiais infectados (Monodelphis domestica, Gracilinanus microtarsus, Didelphis
aurita) e cinco roedores (Euryoryzomys russatus, Akodon sp., Nectomys squamipes,
Oligoryzomys nigripes, Oecomys marmorae e Thrichomys pachyurus). Apesar da
evidéncia de espécies de Hepatozoon em marsupiais (SILVA et al., 2017; SOUSA et
al., 2017b; COLLE et al., 2019).

A prevaléncia encontrada em cada localidade (0,6 - 33,3%) corrobora com

estudos desse protozoario em pequenos mamiferos no Brasil (PERLES et al., 2019),
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principalmente no Pantanal (Corumba — MS), onde foi obtida uma prevaléncia de 15%,
assim como outros estudos demonstraram em roedores (Calomys callosus, Oecomys
mamorae) e marsupiais (Thylamys macrurus) para esse mesmo bioma: 7,1% - 21,8%
(WOLF et al., 2016, SOUSA et al., 2017).

No ensaio de PCR visando bactérias da familia Anaplasmataceae obtivemos
amplicons do sangue de um Oligoryzomys sp., que correspondeu a uma sequéncia
parcial de 16S rDNA 100% idéntica a Wolbachia pipientis, bactéria endossimbionte
associada ao filarideo Litomosoides galizai. Esta € uma evidéncia indireta de que este
roedor foi infectado por nematdides filariais. Em estudos anteriores, ensaios de PCR
semelhantes amplificaram fragmentos de Wolbachia de mamiferos selvagens
(macacos e gambas) e cdes domésticos, levando os autores a concluir que esses
animais foram infectados por parasitas filarideos (SOARES et al., 2017a; SOARES et
al., 2014).

Em relacdo aos ensaios de PCR para o género Babesia e 0s outros agentes da
familia Anaplasmataceae (Anaplasma e Ehrlichia), nenhuma das amostras
apresentou DNA detectavel. Estudos publicados anteriormente também néo
demonstram a presenca desses agentes em pequenos mamiferos ou quando ocorre,
a frequéncia parece ser baixa (DE OLIVEIRA, et al., 2020; LOPES et al., 2018, SOUSA
et al.,, 2017 BENEVENUTE et al., 2017, COLLE et al.,2019). Este fato sugere que as
espécies desse estudo tém um papel limitado como reservatérios para esses agentes
nas areas estudadas.

Mais estudos sdo necessarios para verificar a presenca desses hemoparasitas
em pequenos mamiferos, bem como novas espécies e sua transmissao por predacao

entre espécies (roedores e marsupiais x répteis e anfibios).

5.2 Borrelia sp. GRUPO LYME

Neste estudo descobrimos uma possivel nova genoespécie do grupo Bbsl em
um roedor O. mattogrossae no estado de Sao Paulo, atribuida como “Candidatus
Borrelia paulista” (WECK et al., 2022). Roedores do género Oligoryzomys sao
presentes em todos os ecossistemas sul-americanos (PATTON et al., 2015), e suas
implicacdes como reservatorios de Borrelia spp. vem sendo estudadas. Por exemplo,
Borrelia chilensis foi isolada de carrapatos Ixodes stilesi coletados em Oligoryzomys
longicaudatus no sul do Chile (IVANOVA et al., 2015). Embora o DNA de uma espécie
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de Bbsl tenha sido encontrada recentemente nessa espécie de roedor (SANCHEZ et
al., 2020), seu papel como reservatorio de espiroquetas ainda € obscuro. Aqui,
detectamos “Ca. B. paulista” em 6rgdos de O. mattogrossae, implicando que Bbsl
infectaria Oligoryzomys spp. Como Bbsl colonizam tecidos (PETZKE e SCHWARTZ,
2015) se considerarmos todos 0s animais amostrados com tecidos (277), temos uma
prevaléncia de 0,72% (2/277) para esta espiroqueta. Essa prevaléncia parece ser
baixa se comparada com outros ecossistemas com o ciclo de Bbsl bem definido
(FOLEY et al., 2014; SOLIS-HERNANDEZ et al., 2016). E bem conhecido que
roedores cricetideos sdo hospedeiros comuns para Bbsl na América do Norte
(WOLCOTT et al.,, 2021), e nossos resultados sugerem que na América do Sul,
roedores desta familia também mantém essas espiroquetas em ciclos enzooticos.

Das sete areas de nosso estudo, apenas em Ribeirdo Preto (A5) animais
positivos foram observados. No estudo de Serpa et al. (2021) todos os espécimes de
Oligoryzomys coletados na A5 foram determinados como Oligoryzomys nigripes com
base na morfologia e registros de distribuicdo geografica (dados ndo apresentados).
Aqui, analises moleculares revelaram que os dois espécimes de Oligoryzomys
infectados por Borrelia pertenciam a espécie O. mattogrossae. Dado que
sequenciamos cytb apenas desses roedores positivos para Borrelia; que ambas as
espécies de roedores sdo morfologicamente semelhantes; e O. nigripes e O.
mattogrossae podem ocorrer simpatricamente (WESKLER et al., 2005; 2017) nao
podemos excluir que as duas espécies estejam presentes na mesma area. Por esta
razao na Tabela 5 estdo mencionados somente como Oligoryzomys spp..

Nesse mesmo estudo anterior realizado na A5, alguns espécimes de
Oligoryzomys estavam infestados por ninfas e larvas de Amblyomma dubitatum e
Ixodes schulzei (SERPA et al., 2021). Embora nenhum dos dois O. mattogrossae
infectados por Borrelia do presente estudo estivesse infestado por carrapatos quando
capturado, € amplamente conhecido que Bbsl esta associada principalmente a
carrapatos do género Ixodes (RUDENKO et al., 2011). Assim, I. schulzei pode ser
inferido como possivel vetor de “Ca. B. paulista”.

Em todas as arvores filogenéticas construidas para “Candidatus B. paulista”,
observamos que ela agrupa com B. carolinensis. Borrelia carolinensis foi formalmente
descrita em 2011, cultivada a partir de um carrapato Ixodes minor e de roedores
Peromyscus e Neotoma coletados na Carolina do Sul, Estados Unidos, e até o

momento nao foi relatada fora sudeste dos Estados Unidos (RUDENKO et al., 2011).
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Portanto, € improvavel que a genoespécie caracterizada neste estudo corresponda a
B. carolinensis porque infecta um género diferente de roedor, e porque carrapatos
com distribuicdes muito distantes estdo implicitos como seus vetores. Curiosamente,
a filogenia de ospC de “Ca. B. paulista” indica uma relagdo com varias linhagens de
B. carolinensis, B. bissettiae e B. burgdorferi s.s. Como o OspC modula a resposta
imunologica dos mamiferos favorecendo o inicio da infeccdo bacteriana, acredita-se
que a variabilidade genética desse gene possa ser moldada pela variedade de
hospedeiros que uma determinada espécie de Borrelia infecta (BARBOUR et al.,
2010).

Levando em conta que “Ca. B. paulista” infecta uma espécie de roedor
cricetideo, ndo surpreende que sua sequéncia ospC esteja geneticamente relacionada
a espécie de Borrelia spp. que tem seus ciclos também com roedores desta familia.

As primeiras detec¢des moleculares de Borrelia spp. na América do Sul foram
baseadas em sequéncias de flaB; portanto, as filogenias para este gene incluem a
maioria dos gendtipos caracterizados para a regido atualmente. Nossa andlise
filogenética para este gene esta de acordo com estudos anteriores (BARBIERI et al.,
2013; DALL'AGNOL et al., 2017) que descrevem um grupo monofilético de Bbsl sul-
americano relacionado com B. bissettiae e B. carolinensis (Figura 4), na qual os
genotipos mais proximos de “Ca. B. paulista correspondem aos clones A, B e C
detectados em Ixodes pararicinus do Uruguai (BARBIERI et al., 2013), e Borrelia sp.
Pampa detectada em I. longiscutatus do Brasil (DALL’AGNOL et al., 2017). Ambos os
carrapatos podem usar roedores como hospedeiros, pelo menos, para ninfas e larvas
(NAVA et al., 2017).

Outros genoétipos de Borrelia detectados em carrapatos sul-americanos
associados a roedores (Ixodes sigelos, Ixodes neuquenensis) ja foram descritos, e
sao filogeneticamente relacionados a Borrelia chilensis (SEBASTIAN et al., 2016),
essas descri¢cdes associadas as nossas evidéncias demonstram que pelo menos duas
linhagens principais de Bbsl evoluiram em associagdo com roedores e seus
carrapatos na America do Sul.

Por fim, “Ca. B. paulista” é a terceira genoespécie de Bbsl identificada no Brasil
(DALL’AGNOL et al., 2017; MUNOZ-LEAL et al., 2020). Como discutido acima, o
carrapato identificado como mais provavel vetor para essa Borrelia sp. € |. schulzei,
uma espécie que nao € implicada com o parasitismo humano (GUGLIELMONE.,

2018). Portanto, qualquer projecédo de “Ca. B. paulista” como possivel patéogeno
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humano ainda € muito prematuro e necessita de mais pesquisas.

5.3 Borrelia sp. GRUPO FEBRE RECORRENTE

Neste estudo encontramos uma genoespécie de borrelia do grupo Febre
Recorrente associada ao marsupial D. albiventris no estado de S&do Paulo. Ao que
tudo indica € a mesma espécie que foi recentemente descrita no carrapato
Ornithodoros mimon no estado do Mato Grosso (MUNOZ-LEAL et al., 2021). Os
marsupiais do género Didelphis sdo mamiferos geograficamente restritos ao
continente Americano (GARDNER et al., 2008). No Brasil, sdo relatadas quatro
espécies deste género: D. imperfecta e D. marsupialis (gamba-comum) na floresta
amazobnica, D. aurita (gamba-de-orelha-preta) na Mata Atlantica e D. albiventris
(gamba-de-orelha-branca) principalmente no Cerrado (FARIA E MELO, 2017,
GARDNER 2008; BEZERRA-SANTOS et al., 2020).

A implicacdo desses animais como reservatoério de borrelias ja foi abordada em
estudos na Venezuela e Panam4, onde em esfregaco com sangue Didelphis aurita
foram visualizadas espiroquetas idénticas a Borrelia venezuelensis porém nao foram
realizadas provas biolégicas que permitiram estabelecer na época a identidade das
bactérias, além desse fato larvas de um dos vetores (Ornithodorus talaje) também foi
encontrada parasitando gambas Nesses locais a doenca em humanos foi relatada
pela primeira vez a mais de um século, e permanece endémica até hoje (DUNN &
CLARK, 1933; PIFANO, 1941).

Os oito animais positivos nesse trabalho apresentaram sequéncias 16S rDNA
e flaB com 100% de similaridade com uma nova espécie de Borrelia encontrada em
Ornithodoros mimon no estado do Mato Grosso (MT013211, e MT076262) (MUNOZ-
LEAL et al., 2021). As sequéncias encontras por Mufioz-Leal et al. (2021) formam um
clado monofilético relacionado a borrelias do Grupo Febre Recorrente que ocorre no
Velho Mundo.

Por sua vez, o0 mesmo agrupamento ocorreu com a Borrelia sp. BW2 aqui
mencionada, na filogenia utilizando sequéncias de genes (clpX, pepX, uvrA, recG e
rplB) do esquema MLSA (Figura 6). Esses resultados corroboram com o descrito por
Mufioz-Leal et al. (2021) e Thompson et al. (2021), no qual o grupo de borrelias sul-
americanas associadas a Argasideos, pequenos mamiferos (roedores, e agora

marsupiais) sdo filogeneticamente associados a espécies asiaticas-africanas de
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borrelias da Febre Recorrente, e acrescentam ainda mais evidéncias de que
espiroquetas da Febre Recorrente do Velho e do Novo Mundo ndo necessariamente
tém distribuicbes geogréficas definidas. Por fim, considerando que essas detecc¢bes
ocorreram em anos distintos (2015-2018 e 2021) € importante destacar a circulacao
continua da Borrelia encontrada nesse local.

Para o gene rrs—rrlA (IGS) as sequéncias tiveram 97,2% de identidade com
sequéncias obtidas a partir de amostra de sangue do roedor Phyllotis xanthopygus do
Chile (SANCHEZ et al., 2020). Analisés de Filogenia para esse gene também s&o
necessarias para melhor caracterizacao de Borrelia sp. BW2.

No estudo de Serpa et al. (2021) um espécime de D. albiventris (FMRP087) da
A5 estava parasitado com 3 larvas de O. mimon, e nenhum outro argasideo foi
encontrado. Essa espécie de argasideo parasita morcegos, pequenos mamiferos
(marsupiais principalmente) e humanos, sendo muito agressivos ao homem
(GRACIOLLI et al., 2008, BARROS-BATTESTI et al., 2011; LABRUNA et al., 2014,
SPONCHIADO et al., 2015; LOPES et al., 2018).

Nenhum dos oito D. albiventris infectados por Borrelia do presente estudo
estava infestado por carrapatos quando capturado, porém os achados de O. mimon
parasitando D. albventris na mesma area (SERPA et al., 2021) e a Borrelia sp. BW2
apresentar 100% de similaridade com a Borrelia encontrada recentemente nesse
argasideo (MUNOZ-LEAL et al., 2021), nos permite sugerir O. mimon como possivel
vetor e D. albiventris como potencial hospedeiro para esses novos gendtipos de
Borrelia em ecossistemas naturais no Brasil.

Estudos futuros séo necessarios para determinar melhor a competéncia desses
marsupiais em infecgbes por Borrelia e também investigar se outras espécies de
pequenos mamiferos participam do ciclo enzodtico dessa espiroqueta.

Como espiroquetas de humanos as implicacbes dessas espécies ainda sao
desconhecidas, porém é importante salientar que o carater antropofilico de O. mimon
(LABRUNA et al.,, 2014) e o comportamento sinantropico de espécies do género
Didelphis (JANSEN et al., 2002), que utilizam ocos de arvores e até mesmo o telhado
das casas ou outros locais dentro dos centros urbanos como abrigos (VIEIRA e
CAMARGO, 2012.; BEZERRA-SANTOS et al., 2020), pode aumentar a possibilidade
de transmissao de patdgenos (por exemplo, Borrelia spp.) para o homem.

Por fim, trabalhos recentes demonstraram espiroquetas da febre recorrente em

argasideos no Brasil, incluindo o isolamento de B. venezuelensis (MUNOZ-LEAL et
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al., 2018; 2021), porém este é o primeiro relato de infeccdo por Borrelia spp. em

pequenos mamiferos no pais.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho foi relatada uma variedade de haplétipos de Hepatozoon
associados a pequenos mamiferos em trés Biomas brasileiros: Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal. Por meio das analises filogenéticas os haplétipos se agruparam
no grande clado roedor-marsupial-réptil de Hepatozoon spp. do mundo. A deteccao
de W. pipientis associada ao filarideo L. galizai de roedores indica que o roedor foi
infectado por nematéides filariais. Por fim, duas possiveis novas espécies de Borrelia
foram descritas. “Ca. B. paulista”, do Grupo Bbsl, encontrada em roedores
Oligoryzomys matogrossae, € a terceira genoespécie de Bbsl identificada no Brasil.
Borrelia sp. BW2, do Grupo Febre recorrente, encontrada em marsupiais Dideplhis
albiventris é a primeira espiroqueta descrita em pequenos mamiferos no Brasil, e esté

relacionada ao carrapato O. mimon.
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