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RESUMO

MACHADO, Eduarda de Oliveira Silva Lima. Investigacdo citoldgica, molecular e
epidemioldgica de micoplasmas hemotropicos em populacbes de roedores e marsupiais
em regides dos estados do Rio de Janeiro e Parana. 2023. 51p. Dissertacao. (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinéria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Novas espécies e novos gendétipos de micoplasma hemotrépico tém sido descritos, mas ha
muito o que ser estudado, especialmente em animais silvestres. Este estudo teve por objetivo
realizar a analise citologica (morfologia, morfometria e parasitemia), deteccdo molecular,
fatores associados a infeccdo e a diversidade do fragmento da sequéncia 16SrDNA de
hemoplasmas em roedores e marsupiais, em regides dos estados do Rio de Janeiro e Parana.
Um total de 257 pequenos mamiferos foram capturados. A andlise citologica foi realizada
através de esfregaco sanguineo corado em solucdo de Giemsa, em microscopia oOptica, e 0
estudo morfométrico foi realizado através do software CellSens. A deteccdo molecular dos
hemoplasmas foi baseada no gene 16SrDNA. Os produtos amplificados na reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) foram selecionados e purificados para posterior sequenciamento. A
analise filogenética foi realizada utilizando um conjunto de dados de 12 sequéncias de
hemoplasmas obtidos neste estudo, 52 sequéncias disponiveis no Genbank, e Mycoplasma
miroungirhinis como outgroup. Dentre as 257 amostras de pequenos mamiferos, 23,3%
(n=60) apresentaram estruturas compativeis com Mycoplasma sp. em eritrécitos, através da
investigacdo citologica. As bactérias apresentaram-se dispostas em cocos unicos, diplococos
ou agrupadas ao longo da superficie dos eritrocitos. Houve diferenca estatistica significativa
na média de comprimento e largura entre Mycoplasma de Akodon spp. e 0 encontrado em
Sooretamys angouya, sendo 0s cocos de S. angouya considerados maiores. Quanto a
localidade, houve diferenca estatistica significativa entre as médias de largura dos cocos e a
parasitemia entre Rio de Janeiro e Parana, sendo a largura dos cocos e a parasitemia
encontrados em animais do Parand maiores estatisticamente. Na PCR 33,8% (n=87)
amplificaram o DNA de hemoplasmas. A regido com maior frequéncia de positividade foi
Cruz Machado (46,15%, n= 24/52), seguida por Ponta Grossa (43,10%, n=25/58), Nova
Friburgo (30,56%, n= 33/108) e por fim Lidiandpolis (12,50%, n=5/40). Comparados aos
animais de Lidianopolis, os animais de Nova Friburgo, Cruz Machado e Ponta Grossa
apresentaram 2,44 vezes (IC: 1,03 - 5,82), 3,69 vezes (IC: 1,55 - 8,82) e 3,45 vezes (IC: 1,44 -
8,24) mais chances de testar positivo para hemoplasmas, respectivamente. Oligoryzomys
apresentou maior percentual de positividade para Mycoplasma spp. (78,05%, n=32/41),
estatisticamente diferente de Oxymycterus spp. (42,11%, n=8/19), Akodon spp. (27,59%,
n=40/145) e Sooretamys (9,09%, n=1/11). Animais do género Oligoryzomys tiveram 8,59
vezes (IC: 1,32 - 56,03) mais chances de apresentar DNA de hemoplasma quando comparados
ao género Sooretamyz. Os machos foram mais frequentemente parasitados por Mycoplasma
spp. e tiveram 4,01 vezes (IC: 2,35 - 6,84) mais chances de amplificarem DNA de
hemoplasma do que as fémeas. As sequéncias de hemoplasmas amplificadas de roedores
silvestres neste estudo, foram agrupadas em ramos bem suportados por altos valores de
bootstrap com outras sequéncias de hemoplasmas previamente detectadas em roedores
silvestres e sinantrépicos do Brasil e da Hungria. Animais provenientes dos municipios de
Ponta Grossa e Cruz Machado, Parana, machos, do género Olygoryzomys apresentam maior
risco de serem infectados pelo micoplasma hemotrépico.

Palavras-chave: hemoplasma, micoplasmas hemotropicos, epicelular, bacteéria.



ABSTRACT

MACHADO, Eduarda de Oliveira Silva Lima. Cytological, molecular and epidemiological
investigation of hemotropic mycoplasmas in rodent and marsupial populations in
regions of the states of Rio de Janeiro and Parand. 2023. 51p. Dissertation. (Master in
Veterinary Sciences). Institute of Veterinary Medicine, Department of Animal Parasitology,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2023

New species and new genotypes of hemotropic mycoplasma have been described, but they
have long been trained, especially in wild animals. This study aimed to perform cytological
analysis (morphology, morphometry and parasitemia), molecular detection, factors associated
with infection and the diversity of the 16SrDNA sequence fragment of hemoplasmas in
rodents and marsupials, in the regions of the states of Rio de Janeiro and Parana. A total of
257 small mammals were captured. Cytologic analysis was performed on Giemsa-stained
blood smears under light microscopy, and morphometric study was performed using CellSens
software. The molecular detection of hemoplasmas was based on the 16SrDNA gene. The
products amplified by polymerase chain reaction (PCR) were selected and purified for
subsequent sequencing. Phylogenetic analysis was performed using a data set of 12
hemoplasma sequences obtained in this study, 52 sequences available in Genbank, and
Mycoplasma miroungirhinis as an outgroup. Of the 257 samples from small mammals, 23.3%
(n=60) showed structures compatible with Mycoplasma sp. in erythrocytes by cytological
examination. The bacteria were arranged as single cocci, diplococci or grouped along the
surface of the erythrocytes. There was a statistically significant difference in mean length and
width between Mycoplasma de Akodon spp. and those found in Sooretamys angouya, with the
cocci of S. angouya being considered larger. Regarding locality, there was a statistically
significant difference between the mean width of cocci and parasitemia between Rio de
Janeiro and Parand, with the width of cocci and parasitemia found in animals from Parana
being statistically greater. In PCR, 33.8% (n=87) amplified hemoplasma DNA. The region
with the highest frequency of positivity was Cruz Machado (46.15%, n= 24/52), followed by
Ponta Grossa (43.10%, n=25/58), Nova Friburgo (30.56%, n= 33/108) and finally
Lidiandpolis (12.50%, n=5/40). Compared to animals from Lidiandpolis, animals from Nova
Friburgo, Cruz Machado and Ponta Grossa were 2.44 times (Cl: 1.03 - 5.82), 3.69 times (Cl:
1.55 - 8.82) and 3.45 times (CI: 1.44 - 8.24) more likely to test positive for hemoplasma,
respectively. Oligoryzomys showed a higher percentage of positivity for Mycoplasma spp.
(78.05%, n=32/41), statistically different from Oxymycterus spp. (42.11%, n=8/19), Akodon
spp. (27.59%, n=40/145) and Sooretamys (9.09%, n=1/11). Animals of the genus
Oligoryzomys were 8.59 times (Cl: 1.32 - 56.03) more likely to present hemoplasma DNA
than animals of the genus Sooretamyz. Males were more frequently parasitized by
Mycoplasma spp. and were 4.01 times (CI: 2.35 - 6.84) more likely to amplify hemoplasma
DNA than females. The hemoplasma sequences amplified from wild rodents in this study
were grouped into branches that were well supported by high bootstrap values with other
hemoplasma sequences previously detected in wild and synanthropic rodents from Brazil and
Hungary. Males of the genus Olygoryzomys from the municipalities of Ponta Grossa and Cruz
Machado, Parana, are at higher risk of being infected with hemotropic mycoplasma.

Keywords: hemoplasma, hemotropic mycoplasmas, epicellular, bacteria.
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ANEXOS



1 INTRODUCAO

Dado o envolvimento de animais silvestres como hospedeiros de patdgenos, 0s
pequenos mamiferos silvestres surgem podendo atuar como reservatérios de agentes
infecciosos e levar a exposicdo humana a alguns agentes etioldgicos zoon6ticos que circulam
normalmente no ecossistema natural (MEERBURG et al., 2009).

A influéncia antrdpica, como por exemplo, a expansdo de habitacdes domésticas e
animais de estimacdo em ambientes selvagens, contribui para a redugdo dos habitats naturais
e, além de ameacar a vida dos pequenos mamiferos, pode aumentar a probabilidade de vetores
invertebrados transmitirem patdgenos para humanos e animais domésticos, aumentando 0s
riscos a saude desses individuos (ROQUE et al., 2014).

Rodentia e Didelphimorphia compreendem dois importantes grupos de pequenos
mamiferos, que desempenham um papel crucial na manutencdo do equilibrio ecoldgico
(WILSON & REEDER, 2005). Por serem extremamente adaptaveis ao meio em que vivem e
terem ampla distribuigcdo e capacidade de disperséo, esses animais podem contribuir para a
manutencdo e a translocacdo de diversos agentes patogénicos. Entretanto, seu envolvimento
como reservatorio de algumas doengas ndo foi totalmente elucidado (MEERBURG et al.,
2009).

As bactérias da familia Mycoplasmataceae sdo considerados importantes patdgenos,
tanto na medicina humana como veterindria. Micoplasmas hemotropicos sdo bactérias
eritrociticas epicelulares que se ligam a glébulos vermelhos de uma grande variedade de
animais selvagens e domesticos, incluindo humanos (NEIMARK et al., 2001; TANAKA et
al., 1965). Embora a infeccdo por hemoplasma em animais domésticos tem sido bem
documentada, pouco se sabe sobre prevaléncia, diversidade genética e vias de transmisséo,
acOes entre bactérias-hospedeiros-vetores e o impacto da infeccdo na salde de animais
selvagens (GONCALVES et al., 2015).

Abordagens filogenéticas tém mostrado a circulacdo de um grande e diverso nimero
de gendtipos e/ou Candidatus para novas espécies de hemoplasma em animais selvagens,
incluindo alguns com zoonoticos potencial (MAGGI et al., 2013). No entanto, o potencial
zoonotico de hemoplasmas de roedores e marsupiais ainda néo foi estabelecido (HORNOK et
al., 2015).

O presente estudo teve como objetivo geral realizar a andlise citoldgica, deteccdo
molecular, fatores associados a infeccdo e a diversidade do fragmento da sequéncia 16SrDNA
de micoplasmas hemotrépicos em populacdes de pequenos mamiferos ndo voadores, em
regides com diferentes fitofisionomias dos estados do Rio de Janeiro e Parana.

Em relacdo aos objetivos especificos, os mesmos foram: realizar a detec¢do direta de
micoplasma hemotrépico em lamina de esfregaco sanguineo, calculando a parasitemia e
obtendo dados morfoldgicos e morfométrico; realizar a detec¢cdo molecular de micoplasma
hemotrépico em amostras de tecido hepatico de pequenos mamiferos; realizar a
caracterizagdo molecular e determinar as relagdes filogenéticas de micoplasma hemotropico
tecido hepatico de pequenos mamiferos; associar dados relativos a infec¢do por micoplasma
hemotrdpico em pequenos mamiferos as varidveis eco-epidemioldgicas como localidade de
estudo, sexo do animal, espécie do hospedeiro, dentre outras.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pequenos mamiferos ndo voadores (Didelphimorphia e Rodentia)

Rodentia e Didelphimorphia compreendem dois importantes grupos de pequenos
mamiferos, desempenhando um papel crucial na manutencdo do equilibrio ecolégico.
Enquanto os roedores (ordem Rodentia) estdo amplamente distribuidos em diferentes habitats
e representam a maior ordem de mamiferos (mais de 2200 espécies), a familia Didelphidae
(ordem Didelphimorphia) é encontrada em toda a zona neértica e neotropical e compreende
98 espécies (WILSON & REEDER, 2005; IUCN, 2013).

Os pequenos mamiferos exercem influéncia importante na dindmica das florestas
Neotropicais e sdo bons indicadores tanto de alteragdes locais do habitat como alteragdes da
paisagem. A influéncia na dindmica da floresta se da, principalmente, por atuarem como
predadores, presas, consumidores primarios e dispersores de sementes (LIMA et al., 2001).

Por serem extremamente adaptaveis ao meio em que vivem e terem ampla distribuicéo
e dispersdo, estes animais apresentam alta relevancia na disseminacdo de patdgenos
emergentes e reemergentes, incluindo agentes com potencial zoonético, e desempenham um
papel crucial no desenvolvimento de estagios vetores hematdfagos (LABRUNA, 2009;
STUEN et al., 2013; ROQUE et al., 2014; RODRIGUES et al., 2019).

Em muitos lugares, roedores e marsupiais vivem proximos a areas urbanas. Esses
animais periurbanos podem atuar como reservatorios de agentes infecciosos e levar a
exposicdo humana a algumas zoonoses que circulam normalmente no ecossistema natural
(MEERBURG et al., 2009). Esses animais sinantropicos podem contribuir para a manutencao
e a translocacéo de diversos agentes patogénicos. A transmissao a humanos pode ocorrer por
meio de excretas contaminadas de animais infectados ou por intermédio de artropodes vetores
que tiveram contato com amplificadores de patégenos (MEERBURG et al., 2009).

O ndmero de patdgenos conhecidos transmitidos por vetores vem crescendo ao longo
dos anos. Atualmente, sdo conhecidas mais de 60 doencas em que ha a participacdo de
roedores no ciclo de transmissdo dos agentes etiologicos virais, pertencentes as familias
Arenaviridae, Reoviridae, Togaviridae, Picornaviridae e Flaviviridae (MEERBURG et al,
2009; PHAN et al, 2011; OLIVAL et al, 2017). A importancia de individuos da ordem
Rodentia na manutencdo de agentes Anaplasmataceae no ambiente também vem sendo
estudada, assim como a sua capacidade de atuar como reservatorio para esses patdgenos
(BRAGA et al, 2018). J& os individuos da familia Didelphidae sdo conhecidos por atuarem
como importantes reservatorios de rickettsioses no Brasil (Milagres et al, 2010; Silveira et al,
2015; Barbieri, 2016). Além disso, ha relatos da presenca de bactérias da familia
Anaplasmataceae (GUIMARAES et al, 2018), protozoarios (CARDOSO et al, 2015; HORTA
et al, 2016) e diversos virus (BERNAL et al, 2021;, 2021) nesses animais.

2.2 Familia Mycoplasmataceae

Reino: Bacteria (WOESE et al., 1990)

Diviséo: Firmicutes (GIBBONS & MURRAY, 1978)
Classe: Mollicutes (EDWARD & FREUNDT, 1967)
Ordem: Mycoplasmatales (FREUNDT, 1955)
Familia: Mycoplasmataceae (FREUNDT, 1955)
Género: Mycoplasma (NOWAK, 1929)



A familia Mycoplasmataceae pertence a ordem Mycoplasmatales e é constituida de
dois géneros, Mycoplasma e Ureaplasma. Nocard e Roux (1898) isolaram micoplasmas pela
primeira vez de material pulmonar de bovinos com pleuropneumonia, estes microrganismos
passaram a ser conhecidos como “Pleuropneumonia Like Organisms” (PPLO) ou organismos
semelhantes aos causadores da Pleuropneumonia, primeira patologia reconhecidamente por
tais agentes. Nos anos subsequentes, as bactérias desta familia comecaram a ser isoladas de
outros animais, humanos, plantas e insetos, sendo eles parasitos ou de vida livre (TULLY et
al., 1993). Mycoplasma pulmonis foi descrita como uma das principais bactérias desta familia
que acometem o0s pequenos mamiferos, sendo responsavel por causar doenca respiratdria,
especialmente em roedores (LINDSEY et al., 1991; SCHOEB et al., 1996).

Os micoplasmas hemotropicos, também chamados de hemoplasmas, sdo bactérias
capazes de infectar diversos hospedeiros mamiferos, incluindo animais domeésticos, selvagens
e humanos, diferindo das demais espécies da familia Mycoplasmataceae por apresentarem
tropismo por eritrocitos (MILLAN et al., 2021). Estes microrganismos, foram antigamente
classificados como organismos riquetsiais, baseado nas suas propriedades Gram negativas,
parasitismo de eritrocitos e possivel transmissdo através de artropodes hematdfagos, sendo
pertencentes aos géneros Haemobartonella e Eperythrozoon, familia Anaplasmataceae, ordem
Rickettsiales (KREIER & RISTIC, 1984). Entretanto, o tamanho diminuto, a auséncia de
parede celular e de flagelos, o ndo crescimento em cultivo e a resisténcia a penicilina
aproximavam estas bactérias das caracteristicas da familia Mycoplasmataceae.

Com o desenvolvimento de técnicas moleculares e mediante a analise filogenética de
sequéncias do gene 16SrDNA de alguns destes organismos, como Eperythrozoon suis,
Eperythrozoon wenyonii, Haemobartonella felis e Haemobartonella muris, estas bactérias
foram reclassificadas como sendo do género Mycoplasma, ordem Mycoplasmatales, classe
Mollicutes (NEIMARK & KOCAN, 1997, RIKIHISA et al., 1997). Diante disso, Neymark et
al. (2001) propBe a mudanca das quatro espécies estudadas para o género Mycoplasma sob as
nominagdes, “Candidatus Mycoplasma haemofelis”, “Candidatus Mycoplasma haemomuris”,
“Candidatus Mycoplasma haemosuis” e “Candidatus Mycoplasma wenyonni”. A nomeagao
Candidatus, de carater provisorio, € proposto para procariotos ndo cultivaveis cujas
caracteristicas ndo estejam elucidadas, sendo conhecido pouco de sua biologia além de sua
informagdo gendémica (MURRAY & STACKEBRANDT, 1995). Em 2002, Neimark et al.,
propbe a mudanca de nome das quatro espécies para Mycoplasma haemofelis, M.
haemomuris, M. haemosuis e M. wenyonni.

Os micoplasmas hemotréficos, assim como os demais micoplasmas, sdo bactérias
pequenas (0,3 a 0,8 uM) desprovidas de parede celular e detém o menor genoma ndo viral
conhecido (RAZIN, 1992; BERENT & MESSICK, 2003). Acredita-se que durante a
evolucdo, os hemoplasmas tenham perdido algumas vias metabdlicas e em consequéncia,
mantiveram apenas 0S genes essenciais a sobrevivéncia (replicagdo, transcricdo e sintese
proteica), assumindo o parasitismo para o aproveitamento dos mecanismos de sintese da
célula hospedeira (WOESE, 1987). Estudos sobre a via metabolica dos hemoplasmas mostram
que os organismos incorporam glicose, colesterol, aminoacidos e vitaminas provenientes do
exterior, o que os torna dependentes da ligagdo aos eritrocitos (MILES, 1992).

As rotas de transmissdo de hemoplasmas permanecem pouco compreendidas (COHEN
et al., 2018; MILLAN et al., 2021). Tradicionalmente, a evidéncia tem sido colocada em
vetores ectoparasitos como a principal via de transmissdo de hemoplasma (GONCALVES et
al., 2015; HORNOCK et al., 2015). Estudos posteriores relatam discordancia no status de
infeccdo por micoplasma hemotrdpico entre ectoparasitos e suas espécies hospedeiras, desta
forma, alguns autores acreditam que os ectoparasitos podem desempenhar um papel limitado,
se houver, na transmissdo de hemoplasmas (COHEN et al., 2018; DE SOUSA et al., 2017,
GONCALVES et al., 2020; MILLAN et al., 2019; SACRISTAN et al., 2019).
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Estudos experimentais e de campo incriminaram piolhos (Polyplax serrata e P.
spinulosa) como vetores de M. coccoides e M. haemomuris entre roedores (BERKENKAMP
etal., 1988; HORNOK et al., 2015).

Entretanto, muitos pesquisadores concordam que existam rotas de transmisséo inter e
intraespecificas de hemoplasma (COHEN et al., 2018; MILLAN et al., 2021), como por
exemplo contato direto através de interacBes sociais ou agressivas entre hospedeiros
infectados e ndo infectados, no qual o micoplasma hemotropico pode ser transmitido
(MILLAN et al., 2021; RETIEF et al., 2022).

A maioria dos estudos, sendo todo o conhecimento sobre a patologia desses patdgenos,
deriva de animais domésticos. Os hemoplasmas podem causar anemia aguda e cronica,
especialmente para hospedeiros imunocomprometidos, entretanto muitos animais
desenvolvem infeccbes inaparentes e sdo assintoméaticos (MESSICK, 2004). Estudos
demonstram que o0s sintomas sdo geralmente mais graves em hospedeiros
imunocomprometidos, esplenectomizados ou quando coinfectados com diferentes
hemoplasma e/ou outros patégenos (SYKES & TASKER, 2013).

Diversas espécies de hemoplasmas ja foram reportadas em todos os continentes,
exceto na Antartica, 0 que sugere uma ampla distribuicdo mundial dos agentes infecciosos
(BIONDO et al., 2009).

2.2.1 Micoplasma hemotropico em animais domésticos no Brasil

A expansdo de habitacdes domésticas e animais de estimacdo em ambientes selvagens
resultou em uma maior associacdo de hospedeiros silvestres reservatorios e vetores
invertebrados com humanos e animais de estimacdo. No Brasil, diversas espécies de
hemoplasmas ja foram detectadas em animais domésticos.

Estudos detectaram o DNA de Mycoplasma haemofelis, ‘Candidatus M.
Haemominutum’ e ‘Candidatus M. turicensis’ em felinos domésticos, e observaram co-
infeccdo destes agentes baseado na confirmacdo por sequenciamento (ANDRE et al., 2014;
MARCONDES et al., 2018; MICELI et al., 2013). Espécies de hemoplasma que acometem
caes, como Mycoplasma haemocanis e “Candidatus Mycoplasma haematoparvum?, ja foram
descritas no Brasil (ALVES et al., 2014; RAMOS et al., 2010; SILVA-SANTOS et al., 2014;
SOARES et al., 2016; VALLE et al., 2014).

Mycoplasma ovis foi detectado em ovinos (SOUZA et al., 2019; MONGRUEL et al.,
2020) e em caprinos do nordeste do Brasil, sendo o primeiro relato molecular da infecgéo por
M. ovis em caprinos da América do Sul (MACHADO et al., 2017). Em relacdo aos bovinos, ja
foram dectados molecularmente as espécies ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e
Mycoplasma wenyonii (GIROTTO et al., 2012; DE MELLO et al., 2019).

Em populagdes comerciais de suinos, Mycoplasma suis foi identificado e possui alta
prevaléncia, especialmente em porcas (GUIMARAES et al., 2007).

A deteccdo molecular de hemoplasmas em cavalos sé havia sido descrita na Alemanha
(DIECKMANN et al., 2010), Ird (KALANTARI et al., 2020) e Nigéria (HAPPI & OLUNIY],
2020). Kakimori et al. (2023) relataram pela primeira vez uma alta frequéncia de Mycoplasma
ovis em cavalos de um assentamento rural no sul do Brasil.

2.2.2 Micoplasma hemotrépico em animais silvestres no Brasil

Hemoplasmas s@o frequentemente detectados em varias espécies hospedeiras,
sugerindo que podem ndo ser estritamente especificos de um Unico hospedeiro. No que diz
respeito a vida silvestre, agentes do género Mycoplasma ja foram detectados molecularmente
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em todo o mundo (MILLAN et al., 2021).

No Brasil, esses agentes foram relatados em carnivoros silvestres (ANDRE et al.,
2011; DE SOUSA et al., 2017; CARNEIRO et al. al., 2020; CUBILLA et al.,, 2017a;
FURTADO et al., 2018; GUIMARAES et al., 2007; PERLES et al., 2023), primatas nio
humanos (BONATO et al., 2015; CUBILLA et al., 2017b; DE MELO et al., 2019;
GRAZZIOTIN et al., 2011; RAMALHO et al.,, 2017), javalis (DIAS et al.,, 2019;
FERNANDES et al.,, 2022), guaxinins (FAGUNDES-MOREIRA et al., 2023), morcegos
(IKEDA et al., 2021) bem como em seus ectoparasitos associados (GONCALVES et al.,
2020).

2.2.2.1 Hemoplasmas em roedores e marsupiais no Brasil

Goncgalves e colaboradores (2015) relataram uma ocorréncia de 21,9% de
hemoplasmas infectando roedores silvestres de cinco diferentes biomas brasileiros. A
avaliacdo filogenética baseada em sequéncias de 16SrDNA apoiada por uma porcentagem
relativamente baixa de identidade encontrada pela andlise Blast sugerem a circulacdo de
novas espécies de hemoplasmas em roedores de diferentes biomas no Brasil.

Um gendtipo intimamente relacionado com M. haemomuris foi detectado em um
roedor selvagem por De Sousa e colaboradores (2017). O mesmo gendtipo ja foi detectado em
roedores silvestres do mesmo bioma, Pantanal (GONCALVES et al., 2015) e em roedores de
vida livre e de laboratério na cidade de Curitiba, no estado do Parana (CONRADO et al.,
2015), sugerindo que M. haemomuris seja a principal espécie de micoplasma hemotropico
parasitando roedores nas regides do Brasil. Mycoplasma haemomuris foi separado em dois
subgrupos geneticamente distintos: ‘Candidatus Mycoplasma haemomuris subsp. musculi’,
detectado em Apodemus argenteus no Japao, e ‘Candidatus Mycoplasma haemomuris subsp.
ratti’, detectado em Rattus rattus (HARASAWA et al., 2015).

Aléem de M. haemomuris em roedores, existe um numero crescente de Candidatus a
novas espécies de Mycoplasma proposto para espécies diferentes de mamiferos, incluindo
roedores distribuidos ao redor do mundo. Portanto, a diversidade de hemoplasmas que
infectam roedores € complexa (GONCALVES et al., 2015).

Em relagdo aos marsupiais, ‘Candidatus Mycoplasma haemoalbiventris’ foi detectado
previamente em gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) nas regies sul (MASSINI
et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021; PONTAROLO et al., 2021), centro-oeste
(GONCALVES et al., 2020) e sudeste do Brasil (OROZCO et al., 2022), com base na analise
da sequéncia do gene 16SrDNA.

2.3 Diagnostico citoldgico de micoplasma hemotrépico

O diagnostico citoldgico corresponde ao estudo de uma populagdo de células na
tentativa de definir ou classificar um tecido ou um fluido a partir de suas caracteristicas
microscopicas (STOCKHAM & SCOTT, 2011). A utilizacdo da citologia como meio de
diagnostico possui como vantagens o0 baixo custo, ser pouco invasivo, apresentar uma alta
seguranga, permitir ampla amostragem e o curto tempo entre 0 processo de diagnostico e o
resultado. Em contrapartida, a veracidade dos resultados depende de uma boa coleta, evitando
possiveis contaminacgdes e artefatos, e de uma coloracdo que evidencie tanto caracteristicas
citoplasmaticas quanto nucleares (RASKIN & MEYER, 2009).

Além da sua utilizacdo mais usual no diagndstico e na classificagdo de tumores e
lesbes dermatoldgicas, a citologia € uma excelente ferramenta para o diagndstico
parasitologico. O diagndstico de micoplasmose pode ser realizado através da confeccdo de
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esfregacos sanguineos constituidos de uma fina camada de eritrocitos, devidamente corados e
com auséncia de artefatos, objetivando a prevencéo da ocorréncia de falsos positivos ou falsos
negativos (VIDAL, 2013). Embora seja muito utilizada, a citologia deve ser implementada
como um metodo diagnoéstico de triagem, ja que possui uma baixa sensibilidade e ndo é capaz
de diferenciar as espécies de micoplasmas infectantes (TASKER et al., 2003).

Devido a auséncia de uma parede celular, os hemoplasmas sdo pleomorficos e
pequenos (0,3 a 0,8uM) e sdo observados sob diferentes formas. Podem ser visualizados ao
microscopio Optico em esfregagos sanguineos corados por corantes do tipo Romanowsky,
como estruturas basofilicas, de forma cocoide, em bastdo ou anel, encontrados
individualmente, agrupados, em pares (diplococos) (Figura 1) ou em cadeias ao longo da
superficie dos eritrocitos (NEIMARK et al., 2001; TANAKA et al., 1965). Geralmente estdo
localizados em depress@es e invaginacbes na membrana dos eritrocitos e aderidos a esta por
delicadas fibrilas (AIKAWA & NUSSENZWEIG, 1972; DILLBERGER et al., 1994;
NEIMARK & KOCAN, 1997; NEIMARK et al, 2004; PETERS et al., 1974; TANAKA et al.,
1965; ZACHARY & BASGALL, 1985).

Figura 1. Varias inclusdes cocdides de Haemobartonella muris (=Mycoplasma haemomuris)
encontradas no sangue periférico de ratos. Fonte: Imagens de microscopia de transmissdo de
Tanaka et al. (1965).

Embora o exame citologico apresente uma alta especificidade pode ser comum o
diagnostico falso positivo de micoplasma devido a similaridade morfolédgica apresentada por
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artefatos e inclusdes aos cocos desta bactéria. O corpusculo de Howell-Jolly (Figura 2), um
remanescente nuclear que permanece livre no citoplasma apds a mitose de um precursor
eritroide, pode ser confundido com o parasitismo de hemacias por cocos unicos de
micoplasma. J& o pontilhado basofilico (Figura 2), composto de um agregado de ribossomos e
RNA e caracterizado morfologicamente pela disposi¢éo de pequenos pontos finos a grosseiros
e de coloracdo variando entre azul e roxo escuro, pode levar a um falso diagnostico de
micoplasmose devido a sua intensa similaridade morfoldgica, ja que estdo dispersos dentro do
citoplasma de eritrocitos. Ambas as alteragdes sdo frequentemente encontradas em animais
que apresentam uma anemia regenerativa, alteragdo hematoldgica que também é corrente em
infeccbes causadas por espécies de micoplasma, tornando esse falso diagndstico ainda mais
possivel (THRALL, 2014; STOCKHAM & SCOTT, 2011).
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Figura 2. Esfregaco sanguineo de cdo. A) Eritrocitos nucleados (pontas de seta) e um
corpusculo de Howell-Jolly (seta). B) Pontilhado basofilico (seta pequena). C): Corpusculo de
Howell-Jolly (seta). Coloracdo de Wright. Fonte: Thrall, 2014.

Outras espécies hemotropicas, como por exemplo as bactérias do género Bartonella,
apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes aos hemoplasmas  quando
visualizados através da miscroscopia Optica. Estes agentes apresentam-se como bacilos ou
cocobacilos finos, curtos e pleomorficos (Figura 3) (ALSARRAF et al., 2017), podendo ser
facilmente confundidos com as formas cocoides, em bastdo ou em anel dos micoplasmas
hemotrépicos.



Figura 3. Esfregagos sanguineos de roedores. (A) As formas de Bartonella grahamii do rato-
do-banco Clethrionomys glareolus da Poldnia (seta preta). (B) Os tipos de Candidatus
Bartonella fadhilae n. sp. de jird de cauda espessa Sekeetamys calurus do Egito (seta preta).
(C) As formas de Candidatus Bartonella sanaae n. sp. do gerbil Dipodillus dasyurus do Egito
(seta preta). Fonte: Alsarraf et al. (2017).

Resultados falsos negativos podem ocorrer dependendo do grau de parasitemia no
organismo do hospedeiro, e devido a alteracdes pela acdo do anticoagulante etileno-diamino-
tetracético de sodio ou potassio (EDTA), o qual causa desprendimento do agente dos
eritrocitos (TASKER, 2006).

2.4 Deteccdo molecular de micoplasma hemotropico

As técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), comecaram a
ser utilizadas como métodos alternativos aos métodos fenotipicos e genotipicos tradicionais, a
partir da década de 1980. Devido a sua capacidade em detectar pequenos concentracdes de
acido nucleico com alta sensibilidade e especificidade, a PCR tornou-se uma ferramenta
valiosa e muito confiavel para o diagnéstico e monitoramento de doencas dos animais,
verificar a autenticidade de alimentos, diagnéstico de doencgas genéticas, identificacdo de
novas espécies, entre outras (HOFMANN et al., 2008). Esta técnica se baseia na sintese
enzimatica in vitro de copias de fragmentos especificos de DNA a partir de uma fita molde,
gerando diversos clones numa mesma reagdo (MULLIS & FALOONA, 1987).

O diagndstico molecular de micoplasmas hemotropicos pode ser realizado pela
amplificacdo do fragmento do gene 16SrDNA (HIDALGO-HERMOSO et al., 2022; MAGGI,
2013; SANTOS et al., 2019; PONTAROLO et al., 2021), entretanto 0 uso de um marcador
genético universal solitario, como o gene 16SrDNA, ndo pode fornecer uma identificacdo
genética precisa de isolados de Mycoplasma filogeneticamente proximos ao nivel da espécie
(VOLOKHOV et al., 2017). Outros marcadores genéticos (por exemplo, rpoB, rpoC, gyrB,
dnaK, 23S rRNA e RNAse P) sdo necessarios para diferenciar algumas espécies de
hemoplasma intimamente relacionadas (KAMPFER & GLAESER, 2011; VOLOKHOV et al.,
2012; VOLOKHOQOV 2017; DESCLOUX et al. 2020, VALENTE et al. 2020; TASKER et al.,

8



2010; MONGRUEL et al., 2020).

Apesar da boa sensibilidade dos métodos moleculares, aspectos como a fase da
infeccdo e o tipo de amostra bioldgica, devem ser levados em consideracdo. Por exemplo,
animais cronicamente infectados podem apresentar resultados falso negativos devido a baixa
quantidade de microrganismos circulantes. Ja em relacdo a escolha da amostra bioldgica
utilizada para o ensaio de PCR, esta também deve ser levada em consideracdo na
interpretacdo dos resultados, uma vez que a mesma pode estar ou ndo estar relacionada ao
curso tipico do agente no organismo do hospedeiro (CONRADO et al., 2015; LAPPIN et al.,
2008).

2.5 Fatores associados a positividade por micoplasma hemotrépico

Poucos estudos reuniram informacGes suficientes para permitir inferir potenciais
fatores de risco para infeccdo por hemoplasma em animais selvagens. No entanto, alguns
fatores ecolégicos e evolutivos parecem aumentar o risco de hemoplasma (MILLAN et al.,
2020).

A diferenca observada na ocorréncia de hemoplasmas tem sido atribuida a fatores
bioldgicos distintos, como grupo de animais analisados, tipos de habitat, espécie hospedeira
(habitos alimentares e comportamento social, por exemplo), idade e sexo. Em relacdo ao
grupo de animais analisados, animais de vida livre apresentam maior prevaléncia de
hemoplasma quando comparados a animais mantidos em cativeiro (VIEIRA et al., 2009;
WILLI et al., 2007).

A ocorréncia de infeccdo por hemoplasma também apresentou diferencas
significativas quando animais localizados em habitats antropizados foram comparados ao
grupo de animais em ambientes ndo antropizados. Animais em locais ndo antropizados
apresentam maiores chances de infeccdo por hemoplasma, enquanto animais localizados em
ambientes urbanos apresentam frequéncia de positividade mais baixa (GONCALVES et al.,
2020; SACRISTAN et al. 2019; VOLOKHOV et al., 2017).

Algumas espécies animais podem ter maior risco de infecgdo aos hemoplasmas do que
outras, por caracteristicas da propria espécie, como por exemplo, o comportamento social. Em
um estudo na Espanha, a prevaléncia da infeccdo por Mycoplasma foi significativamente
maior em texugos do que em raposas, e uma explicacdo para esta diferenca, seria a maior taxa
de contatos intraespecificos devido ao estilo de vida social dos texugos (MILLAN et al.,
2018). O comportamento social também pode explicar a alta prevaléncia encontrada em
guaxinins (VOLOKHOV et al., 2017) e quatis (DE SOUSA et al. 2017). Populagdes mais
densas de morcegos e aquelas com colénias maiores também tiveram maior prevaléncia
(BECKER et al., 2020). No entanto, a alta prevaléncia de hemoplasmas também foi relatada
em espécies solitarias de morcegos (DI CATALDO et al., 2020b).

Os hébitos alimentares, em particular o comportamento predatorio, também podem
aumentar o risco de infeccdo por hemoplasma, especialmente em carnivoros. Kellner et al.
(2018) mostraram que felinos selvagens podem ser infectados apds predar gatos domésticos.
Por outro lado, foi encontrada em diferentes espécies de carnivoros sul-americanos, uma
sequéncia de uma espécie de hemoplasma potencialmente nova, intimamente relacionada a
hemoplasmas de roedores, e provavelmente se originou de uma rota de transmissao predador-
presa (CABELLO et al., 2013; MILLAN et al., 2019; SACRISTAN et al., 2019). A idade
também parece ser um fator de risco de infec¢do. Por exemplo, em ongas (FURTADO et al.,
2018), raposas (DI CATALDO et al., 2020a) e gatos (PERSICHETTI et al., 2018), a
prevaléncia foi maior em adultos do que em animais jovens.

O sexo também parece ter influéncia na taxa de infecgdo por hemoplasma em varios

9


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X19316122#bib0062
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X19316122#bib0048

taxons de mamiferos. Guaxinins machos tiveram maior prevaléncia de Mycoplasma do que
fémeas nos Estados Unidos da América (EUA) (VOLOKHOV et al., 2017). Em uma
comunidade diversificada de morcegos neotropicais em Belize, os machos também
apresentaram chances consistentemente maiores de infeccdo (BECKER et al., 2020). No
entanto, outros autores ndao encontraram diferencas entre machos e fémeas, sugerindo que 0s
vieses sexuais na infeccdo podem variar entre tdxons de mamiferos (CONRADO et al., 2015;
COHEN et al., 2018; D CATALDO et al., 2020a; HOELZLE et al., 2010; RETIEF et al,
2022; SACRISTAN et al., 2019; SASHIDA et al., 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos de pesquisa envolvendo mamiferos hospedeiros

Todos os procedimentos foram realizados com o0s animais sedados, e seguem
protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacio
Oswaldo Cruz (L-036/2018).

Todos os procedimentos para eutandsia utilizados seguem a Diretriz da Préatica da
Eutanésia - CONCEA, Resolucdo Normativa no 37, de 15 de fevereiro de 2018 e Guia
Brasileiro de Boas Praticas em Eutandsia em Animais - Conceitos e Procedimentos
Recomendados. CFMV, 2013., sendo o manuseio dos animais realizados segundo normas de
biosseguranca nivel 3 (LEMOS & D’ANDREA, 2014).

Todos os animais coletados foram taxidermizados e seus esqueletos preparados, para
depdsito na colegdo cientifica do LABPMR/IOC-Fiocruz e na cole¢do do Museu Nacional,
UFRJ. Todas as expedicdes de coleta estdo de acordo com as licencas de captura do ICMBIO,
namero 13373 para todo o territorio nacional e 63846 para as Unidades de Conservacao.

3.2 Areas de estudo

Os pequenos mamiferos nao voadores foram capturados em regiGes com diferentes
fitofisionomias dos estados do Rio de Janeiro e Parana (Figura 3). As &reas de estudos se
concentram no municipio de Nova Friburgo (22°1323"S, 42°38'16"W; estado do Rio de
Janeiro), regido serrana localizada na Floresta Ombroéfila Densa do dominio Mata Atlantica,
que possui clima tropical de altitude, classificado como Cwa pela Képpen-Geiger (PEEL et
al., 2007). A segunda area de estudo esta localizada nos municipios de Ponta Grossa (Figura
5), Cruz Machado (Figura 6) e Lidiandpolis (Figura 7) no Estado do Parana. Os municipios de
Ponta Grossa (25°11'58,82"S, 49°57'10,33"W) e Cruz Machado (26°4'25,7"S, 51°25'0,5"W)
apresentam clima subtropical temperado mesotérmico, ou Cfb, e Lidiandpolis (24°8'15,02"S,
51°38'25,60"W) possui clima subtropical temperado mesotérmico, ou Cfa (KOTTEK et al.,
2006) . Os locais de amostragem em Ponta Grossa estavam localizados no Parque Nacional e
incluiam éreas de campos nativos (“Campos Gerais”) e floresta ombrofila mista do dominio
Mata Atlantica (“Mata de Araucarias”). Esta area € uma unidade de conservagdo protegida,
mas com muitos ambientes antropicos de monoculturas e pecuaria. Enquanto Cruz Machado
estd incluida apenas na regido da Floresta Ombréfila Mista, e Lidiandpolis na Floresta
Estacional Semidecidual, também do dominio da Mata Atlantica.
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Figura 4. Areas de captura de pequenos mamiferos ndo voadores em regides com diferentes
fitofisionomias dos estados do Rio de Janeiro e Parana.

Figura 5. Area de coleta de pequenos rmamiferos silvestres no municipio de Nova Friburgo,
regido serrana do estado do Rio de Janeiro.
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Figura 6. Area de coleta de pequenos mamiferos silvestres no municipio de Ponta Grossa,
estado do Parana.
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Figura 7. Area de coleta de pequenos mamiferos silvestres no municipio de Cruz Machado,
estado do Parana.
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Figura 8. Area de coleta de pequenos mamiferos silvestres no municipio de Lidian6polis,
estado do Parana.
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3.3 Tamanho da amostragem, coleta e procedimentos nos animais

Devido a prevaléncia desconhecida de micoplasmas hemotropicos nas populagGes de
roedores e marsupiais do Rio de Janeiro e Parand, para a formula do célculo de tamanho
amostral foi utilizada uma prevaléncia esperada de 50%, estabelecendo um grau de confianca
de 95% e uma precisao de 7% (MEDRONHO et al., 2009). O nimero da amostra foi definido
de acordo com a equacdo descrita por Sampaio (2002):

1,96% X Pesp(1—Pesp)

N = —z

Na qual N representa o tamanho da amostragem; P, significa prevaléncia esperada e
d? é igual a preciséo absoluta desejada.

Por esta equacao, deveriam ser coletados um minimo de 196 animais.

A coleta das amostras foi realizada no periodo de agosto de 2019 a novembro de 2022
por conveniéncia ndo probabilistica. O ndmero total de amostras coletadas na regido de Nova
Friburgo, Rio de Janeiro, foi de 107, e nas regides do Parana foi de 150, distribuidas da
seguinte forma: Cruz Machado (n=52), Ponta Grossa (n=58) e Lidiandpolis (n=40),
totalizando 257 animais amostrados.

As amostras foram recebidas a partir de expedicdes de campo para coleta de
mamiferos hospedeiros e amostras bioldgicas, realizadas pelo Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Pequenos Mamiferos Silvestres Reservatérios (LABPMR/IOC/FIOCRUZ).

As expedicges de coleta tiveram duracdo de cinco noites de captura. Os animais foram
capturados em armadilhas modelos Tomahawk® (40,64cm x 12,70cm x 12,70cm) e
Sherman® (7,62cm x 9,53cm x 30,48cm), tendo como base um esfor¢o de captura de 150
armadilhas por noite de captura, espacadas em dez metros nas linhas de captura. Todos 0s
espécimes capturados foram removidos para um laboratério de campo, estabelecido segundo
normas de biosseguranca de nivel 3, onde os animais foram eutanasiados para a coleta de
amostras de sangue e 0rgaos.

Os animais foram pesados para célculo da dose adequada de sedacdo. Apds assepsia
com alcool 70%, sob supervisdo de médico veterinario responsavel, os animais foram
anestesiados utilizando-se agulhas tamanho 13x0,38mm acoplada em seringa de 1mL,
inoculadas de forma intramuscular (IM) na parte externa do muasculo quadriceps femoral dos
animais ou intraperitoneal (volume maximo = 0,05mL por membro para pequenos mamiferos
com menos de 100g). Apo6s a aplicacdo da anestesia, 0 animal permaneceu no saco até o inicio
do efeito da anestesia. O protocolo anestésico para roedores e marsupiais incluiu a associacao
de 200mg/Kg de Cloridrato de Quetamina a 10% e 20 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina a 2%,
na proporgéo de 2:1. Dose = 0,30mL/100g peso vivo (P.V.). O tempo de duragéo foi de 20 a
30 minutos, sendo a manutencao da anestesia, quando necessario com metade da dose inicial.
O animal foi retirado do saco quando constatado a auséncia de consciéncia, colocado em
decubito dorsal e testados seus reflexos corneal e resposta a estimulo nociceptivo.

Nos roedores e marsupiais, caso ndo tenha ocorrido a morte pela exsanguinacdo, foi
administrado Tiopental Sodico (Dosagem = 120 mg/Kg) por via intracardiaca. A dose
utilizada foi de 0,24mL/100g peso corporeo de Tiopental Sddico a 5%. Ao final do
procedimento foi realizada nova avaliagdo dos parametros cardiopulmonares e repetida a
administracdo de Tiopental caso fosse necessario. Somente ap0s a constatacdo clinica da
morte do animal realizou-se a coleta de amostras biologicas.

Os animais capturados foram identificados ao nivel de espécie, através de andlises de
taxonomia integrativa, incluindo analises morfologicas, citogenéticas e moleculares
(DALAPICOLLA & PERCEQUILLO, 2020). Alem disso, informagdes inerentes aos
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pequenos mamiferos como sexo e presenca de ectoparasitos, e inerentes ao local, como o
bioma foram obtidos.

As amostras bioldgicas coletadas foram um fragmento de figado, armazenado em
solucdo de RNAlater®. As amostras foram mantidas congeladas até a chegada no laboratorio,
onde foram estocadas em freezer -80° C até o procedimento de extracdo de DNA. Para o
diagndstico citoldgico de infeccdo por hemoplasmas foram preparados dois esfregacos
sanguineos a partir de amostras de sangue fresco dos pequenos mamiferos coletados.

3.4 Diagnostico direto e calculo de parasitemia em lamina de esfregago sanguineo

As amostras de sangue fresco coletadas foram utilizadas para a confeccéo do esfregaco
sanguineo em ldmina & campo. Em seguida foram fixadas em metanol por dez minutos a
campo, secas ao ar e armazenadas em caixas apropriadas. O material foi enviado para o
Laboratério de Hemoparasitos e Vetores da UFRRJ para serem coradas pelo método de
Giemsa (1:10) por 45 minutos, e submetidas a microscopia 6ptica com objetiva de imersao
(1000x) para possibilitar a visualizagdo direta de bactérias sugestivas as do género
Mycoplasma em eritrocitos.

O diagnostico direto em lamina foi realizado a partir de formas compativeis com
Mycoplasma encontradas em exame citoldgico. As laminas de esfregaco sanguineo coradas
foram analisadas por dois observadores diferentes. Imagens de eritrocitos com bactérias
sugestivas as do género Mycoplasma em eritrécitos foram obtidas através de fotografia no
Laboratorio Multiusuério de Bioimagem do Departamento de Parasitologia Animal -
LAMBIO (DPA/IV/UFRRJ) no equipamento Olympus BX-51.

Para o estudo morfometrico foi utilizado o software CellSens, onde avaliou-se o
comprimento e a largura total de 5 cocos bacterianos sugestivos de Mycoplasma em cada
eritrécito, no total de 10 eritrocitos por animal infectado, obtendo-se assim a média
individual, a média geral, amplitude e desvio padrdo dos animais de mesma localidade.
Somente animais com parasitemia acima de 10 células parasitadas por ul foram utilizados
para morfometria de bactérias sugestivas as do género Mycoplasma em eritrocitos.

A parasitemia foi calculada segundo o Manual de Diagnostico Laboratorial da Maléria
(BRASIL, 2005). O método de avaliacdo quantitativa pela contagem de 100 campos
microscopicos foi adaptado, obedecendo os seguintes critérios: nimero de campos a examinar
igual a 100; aumento de 1000x nas visualiza¢cbes em microscopio Gptico; assumir que nessas
condicBes de leitura 100 campos microscopicos equivalem a 0,2 microlitros (ul) de sangue;
multiplicar por 5 o numero de eritrocitos parasitados encontrados nos 100 campos
examinados:

P=n x5

Onde, P=parasitemia; n= numero de eritrdcitos parasitados. E registrar o nimero encontrado
no célculo acima como a parasitemia por ul de sangue.

3.5 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

3.5.1 Extragéo de DNA de amostras de tecido

A extracdo de DNA total de fragmento de figado foi realizada com o “DNeasy Blood
and Tissue kit” (Qiagen, Hilden, Alemanha). 25mg das amostras de figado foram cortados,
pesados e colocados em tubos de polipropileno 1,5ml. Foram adicionados 180ul de “Buffer
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ALT” ao tubo. Em seguida, os fragmentos de figado foram cortados em pequenos fragmentos
com auxilio de uma tesoura oftalmica cirrgica de ponta fina. A fim de evitar contaminacdo, a
tesoura foi higienizada com Hipoclorito de Sodio a 5%, alcool 70% e agua destilada e foi
flambada em chama fria, entre cada amostra. Apds esta etapa, 20pl de Proteinase K foi
adicionado, seguido de homogeneizacdo por vortex por 15 segundos. As amostras foram
incubadas a 56°C no termobloco por 12 horas. Apos este processo, as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 15 segundos e 200ul de “Buffer AL” e 200ul de etanol
absoluto (100%) foram adicionados. Este homogeneizado foi transferido para uma coluna
contendo um tubo coletor embaixo. A coluna foi submetida entdo ao processo de
centrifugacdo a 6000 x g por 1 min. O precipitado foi descartado juntamente com o tubo
coletor. A coluna foi introduzida em um novo tubo de 2ml e foi adicionado 500ul de “Buffer
AW?1” e centrifugado a 6000 x g por 1 min e, novamente, o precipitado foi descartado. A
coluna foi inserida em um novo tubo de polipropileno de 2ml e nela foi adicionado 500ul de
“Buffer AW2”, que foi centrifugado a 20000 x g por 3 min para secar a membrana da coluna.
O precipitado foi descartado e a coluna foi centrifugada a 20000 x g por mais 1 min para
eliminar o residuo do alcool. A coluna foi colocada em um novo tubo de polipropileno de
1,5ml identificado com o numero da amostra, e foi pipetado 200ul de “Buffer AE”
diretamente na membrana da coluna. A amostra foi incubada por 1 min a temperatura
ambiente e, centrifugada a 8000 x g por 1 min para eluir o DNA.

A quantificagdo e avaliacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada utilizando o
espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Wilmington, DE, EUA).
A integridade do DNA também foi conferida em corrida de gel de agarose 1%, com coloragéo
por brometo de etidio. As amostras de DNA foram diluidas e padronizadas na concentracao
de 60 ng/uL, e utilizadas para a confeccdo de aliquotas.

3.5.2 Reacdo em cadeia da polimerase para o 16SrDNA de micoplasma hemotrépico

Uma aliquota do DNA extraido de figado de roedores e marsupiais, padronizada a
60ng/uL, foi utilizada para o diagnostico de micoplasmas hemotrépicos através da
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 620 pares de base (pb) do 16SrDNA com
o0s primers Myco 322s e Myco 938as (Tabela 1) (VARANAT et al., 2011).

As reacdes de PCR foram realizadas com volume final de 25 pL, sendo 1,5mM de Mg,
0,2 mM de dNTPs, 0,5uM de cada primer, 1,25U de Tag DNA Polimerase e 180ng de DNA.
As condi¢cbes de termociclagem foram: 95°C por 2 minutos, 55 ciclos a 94°C por 15
segundos, 68°C por 15 segundos e 72°C por 18 segundos, e extensdo final a 72°C por
1minuto.

O controle positivo foi obtido de um felino positivo para Mycoplasma haemofelis em
lamina de esfregaco sanguineo corada e confirmacdo através de diagnostico molecular, e a
agua ultrapura (Nuclease-Free Water, Ambion®) foi usada como controle negativo.

As amostras positivas na PCR convencional foram submetidas a uma Touchdown
PCR, visando a amplificacdo de um fragmento maior, de aproximadamente 1450-1560 pb,
com os primers 16SF e 16SR completo (Tabela 1) (BECKER et al., 2020) para posterior
sequenciamento e anélise filogenética. As reagdes foram realizadas com volume final de 25
pL, sendo 2,5mM de Mg, 0,2 mM de dNTPs, 0,4uM de cada primer, 1,5U de Tag DNA
Polimerase e 180ng de DNA. As condicdes de termociclagem foram: 95°C por 2 minutos, 10
ciclos a 95°C por 30 segundos, 61°C diminuindo 0,5°C a cada ciclo por 1 minuto e 72°C por
1 minuto, seguido de 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, e extensdo final a 72°C por 7 minutos.
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Tabela 1. Primers, sequéncias, tamanho do amplicon e gene alvo utilizados em ensaios de
PCR convencional e Touchdown PCR para deteccdo de micoplasmas hemotropicos em
pequenos mamiferos silvestres

Primer Sequéncia de DNA (5'-3") Tamanho do Gene Referéncia
fragmento(pb)
Myco 322s GCCCATATTCCTACGGGGAAGCAGCAG 620 16SIDNA VARANAT et al. 2011
Myc0938as CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC 620 )
165F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1450-1560 16SrDNA BECKER et al., 2020
16SR CTCAAAACTGAAAGYCATCCGC 1450-1560 )

3.5.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo da PCR convencional e Touchdown PCR foram
revelados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A corrida eletroforética foi de 45
minutos a 125V (5V/cm) em tampdo TAE (Tris, acetato e EDTA). Para a determinacdo dos
produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100-15.000pb
(Invitrogen 1 Kb Plus DNA — ThermoFisher Scientific). Em seguida, os géis foram corados
com brometo de etidio, visualizados sob luz UV nos fotodocumentadores E-Gel™ Imager
System with UV Light Base (Thermo Fisher Scientific) e L-Pix Touch (Loccus) e
posteriormente analisados quanto a presenca e auséncia de bandas.

3.6 Purificacéo e Sequenciamento

Os produtos amplificados por Touchdown PCR foram purificados utilizando o kit
Wizard® Genomic DNA Purification e enviados para sequenciamento pelo método de
Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) no Centro de Pesquisa Sobre o Genoma
Humano e Células Tronco (IB/USP).

Para o sequenciamento da amplificacdo dos primers 16SF e 16SR foram enviados
estes mesmos primers mais dois primers internos, Myco322s e Myc0938as. Isso resultou em
4 cromatogramas para cada amostra aumentando a cobertura de sequenciamento.

3.7 Caracterizacao molecular e analise filogenética

O resultado do seguenciamento, os cromatogramas, foram analisados, editados e
montados em “contigs” utilizando o programa CLC Main Worbench 23 (CLC Bio-Qiagen,
Aarhus, Dinamarca). Em seguida, o algoritmo ‘“Nucleotide Basic Local Alignment Search
Tool” (BLASTn) foi utilizado para identificar sequéncias similares na base de dados publica
“National Center for Biotechnology Information” (ALTSCHUL et al., 1990).

A andlise filogenética de micoplasmas hemotropicos em pequenos roedores foi
construida a partir de um banco de dados de 971pb do 16SrDNA utilizando um total de 64
sequéncias de Mycoplasma sp.. Doze sequéncias foram obtidas neste estudo: Mycoplasma sp.
em Akodon cursor (PP109114), em Akodon montensis (PP109112), Akodon montensis
(PP109113), Oligoryzomys nigripes (PP109115), Oligoryzomys nigripes (PP109116),
Oligoryzomys nigripes (PP109117), Oligoryzomys nigripes (PP109119), Akodon paranaensis
(PP109118), Akodon montensis (PP109120), em Akodon montensis (PP109121), em Akodon
montensis (PP109122), e em Akodon montensis (PP109123) (Tabela 2), e 52 sequéncias
adicionais de micoplasmas hemotrépicos foram selecionadas da literatura publicada e
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pesquisadas usando o GenBank. Dentre as 52 sequéncias, 20 foram detectados em pequenos
roedores silvestres (KT215637.1, KT215638.1, KT215636.1; AB758437.1, AB758436.1,

KT215634.1,
KT215621.1,

KT215633.1,
KT215620.1,

KT215632.1,
KT215624.1,

KT215631.1,
KT215625.1,

KT215630.1,
KT215626.1,

KT215623.1,
KT215629.1,

KT215627.1, KT215628.1), oito em roedores sinantropicos (KJ739312.1, KT215640.1,
KT215639.1, KT215635.1, AB758435.1, KM258432.1, MN423261.1), duas em morcegos
(KM538691.1, KM538692.1), trés em ruminantes (EF616468.1, DQ641256.1, EU828581.1),
duas em canideos (EF416566.1, MK064160.1), cinco em felinos (DQ464424.1, DQ464422.1,
MN543637.1, AF548631.1, KM275255.1), duas em humanos (GU562823.1, KF313922.1),
uma em quatis (KU554425.1), duas em capivaras (FJ667773.1, FJ667774.1), duas em suinos
(NR121759.1, AB610849.1), seis em primatas ndo humanos (KT314162.1, KT314161.1,
KT314160.1, KT314163.1, AF338269.1, KT314165.1). A sequéncia utilizada como outgrup
foi Mycoplasma miroungirhinis (NR 181869.1).

Tabela 2. Identificacdo de amostras de roedores capturadas nas regifes do Rio de Janeiro e
Parang, identificacdo da sequéncia no GenBank, hospedeiro, localizacdo da amostra e
tamanho do “contig” ap6s sequenciamento.

ID Amostra ID GenBank Hospedeiro Local de Origem "C((:)r;)t)lg"
21504 PP109114 Akodon cursor Nova Friburgo-RJ 1179
21506 PP109112 Akodon montensis Nova Friburgo-RJ 1119
21514 PP109113 Akodon montensis Nova Friburgo-RJ 1179
21568 PP109115 Oligoryzomys nigripes  Nova Friburgo-RJ 1061
22255 PP109116 Oligoryzomys nigripes  Nova Friburgo-RJ 938
22259 PP109117 Oligoryzomys nigripes  Nova Friburgo-RJ 1162

687 PP109119 Oligoryzomys nigripes ~ Ponta Grossa-PR 1179
745 PP109118 Akodon paranaensis Ponta Grossa-PR 1179
23144 PP109120 Akodon montensis Cruz Machado-PR 1179
23268 PP109121 Akodon montensis Lidianopolis-PR 1166
23296 PP109122 Akodon montensis Lidianépolis-PR 1179
23297 PP109123 Akodon montensis Lidiandpolis-PR 1179

Os contigs gerados neste estudo foram alinhados com amostras de micoplasmas
hemotrdpicos de varias espécies animais e de todo 0 mundo usando o método Clustalw. A
reconstrucdo filogenética foi realizada utilizando o método de méxima verossimilhanca. O
melhor modelo evolutivo para o banco de sequéncias alinhadas foi Tamura-Nei + G
(TAMURA, 1993) selecionado através do software jModelTest_2.1.4 (DARRIBA et al.,
2012). A combinacdo de grupos filogenéticos foi avaliada testando 1000 réplicas de
“Bootstrap”. Um total de 971 posi¢es foram analisadas ao final do conjunto de dados. As
analises foram realizadas utilizando o software MEGAX (KUMAR et al., 2018).

A analise para criar a estimativa de divergéncia evolutiva a partir do alinhamento das
sequéncias 16SrDNA detectadas em roedores silvestres no presente estudo foi realizada
utilizando o modelo de maxima verosimilhanca composta (TAMURA et al., 2004). As

analises evolutivas foram realizadas no software MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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3.8 Analise estatistica

A frequéncia de positividade para micoplasmas hemotrépicos detectados
molecularmente foi associada através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher em nivel de
5% de significancia com as varidveis inerentes ao animal, como género do hospedeiro
(Oligoryzomys, Oxymicterus, Akodon e Sooretamys), sexo (macho e fémea), presenca de
ectoparasitos (sim e ndo), e local de coleta, sendo estes os municipios de Nova Friburgo,
estado do Rio de Janeiro, e municipios de Ponta Grossa, Cruz Machado e Lidiandpolis, estado
do Parana.

O teste de razdo de prevaléncia (RP) foi utilizado para avaliar a probabilidade da
presenca de DNA de micoplasma hemotrépico em pequenos roedores em relacéo a variaveis
especificas do animal, em nivel de 5% de significancia.

Os dados morfométricos de comprimento e largura dos cocos e cocobacilos sugestivos
de micoplasma hemotrépico foram submetidos a andlise descritiva de dados. Em seguida, a
distribuicdo normal de cada parametro foi verificada pelo teste de normalidade Lilliefors. Para
dados que seguiram distribuicdo normal, os valores médios obtidos de comprimento e largura
dos cocos em relacdo a Akodon spp., Oligoryzomys nigripes e Sooretamys angouya foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativos, foram analisados pelo
pos-teste Tukey em nivel de 5% de significancia. Para os dados considerados nao
paramétricos, os valores médios obtidos foram submetidos ao teste Mann-Whitney, a 5% de
significancia, e quando significativo ao pos-teste Dunn. Os dados de média de comprimento e
largura dos cocos também foram analisados segundo a regido de estudo separada por estado,
Rio de Janeiro e Parana.

O célculo de parasitemia foi realizado em 60 animais, onde a parasitemia foi
considerada baixa quando foram observados entre 5 e 25 células parasitadas por bactérias
sugestivas de Mycoplasma sp. por ul de sangue. De 26 a 3500 células parasitadas por ul de
sangue foi classificado como parasitemia moderada a alta. A frequéncia de animais
parasitados em parasitemia baixa ou moderada a alta foi confrontado frente a variavel
localidade (Rio de Janeiro, Parand) e frente a identificacdo do hospedeiro (Akodon spp.,
Oligoryzomys nigripes e Sooretamys angouya) através do teste Qui-quadrado ou exato de
Fisher em nivel de 5% de significancia.

Todas as analises estatisticas béasicas foram realizadas no programa BioEstat 5.3
(AYRES et al., 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccdo de micoplasma hemotrépico por exame citolégico e molecular em pequenos
mamiferos silvestres

Dentre as 257 amostras de pequenos mamiferos silvestres analisadas, 22,5%
(n=58/257) apresentaram estruturas sugestivas de micoplasma hemotrépico em eritrocitos,
através da investigacao citoldgica. Em relacdo ao diagnostico molecular, 33,8% (n=87/257)
amplificaram o DNA de micoplasma hemotrépico na PCR convencional.

Dentre os 22,5% (n=58/257) animais positivos na citologia, ou seja, animais cuja
lamina continha formas sugestivas de micoplasma hemotrépico em eritrdcitos, 60,3%
(n=35/58) foram positivos também no ensaio de PCR convencional para micoplasma
hemotrépico com alvo no 16srDNA. Por outro lado, 20,2% (n=52/257) das amostras testaram
positivas na PCR, porém foram consideradas negativas em analise citologica (Tabela 3).

Tabela 3. Concordéancia entre os testes citologico e molecular no diagnostico de micoplasma
hemotrdpico em pequenos mamiferos silvestres coletados em regides do estado do Parana e
Rio de Janeiro.

Diagnostico Diagnostico molecular

citologico Positivo Negativo  Total
Positivo 35 23 58
Negativo 52 147 200
Total 87 186 257

Em Nova Friburgo, Rio de Janeiro, foram coletados 107 animais, sendo 33 animais
coletados em novembro de 2019, 14 em marco e abril de 2022, 53 animais coletados em julho
de 2022, e sete em novembro de 2022. Esta foi a Unica localidade que houve coletas em
diferentes meses do ano.

Dos 107 animais coletados em Nova Friburgo, em 23,3% (n=25/107) foi possivel
observar estruturas compativeis com micoplasma hemotropico em eritrécitos no exame
citologico, sendo: Akodon montensis (n=10/44), Akodon cursor (n=8/28), Oxymycterus
quaestor (n=3/15), Oligoryzomys nigripes (n=3/7) e Sooretamyz angouya (n=1/1) (Tabela 4).
Enquanto 30,8% (n=33/107) dos animais foram positivos para hemoplasmas no ensaio
molecular, sendo: as espécies de roedores Akodon montensis (n=6/44), Akodon cursor
(n=12/28) Oxymycterus quaestor (n=8/15), Oligoryzomys nigripes (n=6/7) e a espécie
marsupial Didelphis aurita (n=1/5) (Tabela 4).

Na localidade de Cruz Machado, Parana, foram coletados 52 roedores no més de
dezembro de 2021. Em 46,1% (n=24/52) destes foi possivel observar estruturas sugestivas de
micoplasma hemotrépico em exame citologico, sendo: Sooretamys angouya (n=8/11), Rattus
rattus (n=2/2), Oligoryzomys nigripes (n=8/12) e Akodon montensis (n=6/26). Em relacdo a
PCR, 46,1% (n=24/52) dos animais amplificaram DNA de micoplasma hemotrdpico, sendo:
Akodon montensis (n=12/26), Oligoryzomys nigripes (n=9/12), Rattus rattus (n=2/2) e
Sooretamys angouya (n=1/11) (Tabela 4).

No municipio de Ponta Grossa, Parana, dos 58 animais coletados no més de agosto de
2019, 15,5% (n=9/58) apresentaram estruturas sugestivas de micoplasma hemotrépico em
eritrécitos no esfregaco sanguineo corado, sendo: Oxymycterus nasutus (n=2/5),
Oligoryzomys nigripes (n=5/18), Akodon paranaensis (n=1/11) e Euryoryzomys nasutus
(n=1/1). Enquanto que 46,55% (n=27/58) foram positivos para hemoplasmas no teste
mocular, sendo: Akodon montensis (n=1/5), Akodon paranaensis (n=3/11), Euryoryzomys
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russatus (n=1/4), Necromys lasiurus (n=1/2), Oligoryzomys flavescens (n=2/4), Oligoryzomys
nigripes (n=16/18), Oxymycterus nasutus (n=2/5) e Thaptomys nigrita (n=1/2) (Tabela 4).

Em Lidianopolis, Parand, 40 roedores foram capturados no més de setembro de 2022.
Todos 0s animais apresentaram-se negativos em lamina de esfregaco sanguineo corado, ndo
apresentando nenhuma estrutura sugestiva de micoplasma hemotropico. Entretanto, 12,5%
(n=5/40) amplificaram o DNA de micoplasma hemotropico por meio da técnica molecular,
sendo todos identificados como Akodon montensis (5/30) (Tabela 4).

Tabela 4. Nimero de pequenos mamiferos silvestres amostrados por localidade e espécie, e
frequéncia de positividade para bactérias sugestivas de micoplasma hemotrdpico, através de
analise citologica e PCR baseada no 16SrDNA.

Positivos por

Positivos por

Familia Espécie por localidade N PCR citologia
Nova Friburgo
Akodon cursor 28 12 (42,8%) 8 (28,5%)
Akodon montensis 44 6 (13,6%) 10 (22,7%)
Cricetidae D.elomys sublir?ea.tus 1 0 0
Oligoryzomys nigripes 7 6 (85,7%) 3 (42,8%)
Oxymycterus quaestor 15 8 (53,3%) 3 (20,0%)
Sooretamys angouya 1 0 1 (100,0%)
Muridae Rattus rattus 5 0 0
. . Didelphis aurita 5 1 (20,0%) 0
Didelphidae Monodelphis americana 1 0 0
TOTAL 107 33 25
Cruz Machado
Akodon montensis 26 12 (46,1%) 6 (23,0%)
Cricetidae Sooretamys angouya 11 1 (9,0%) 8 (72,7%)
Oligoryzomys nigripes 12 9 (75,0%) 8 (66,6%)
Muridae Mus musculus 1 0 0
Rattus rattus 2 2 (100,0%) 2 (100,0%)
TOTAL 52 24 24
Lidianopolis
Akodon montensis 30 5 (16,6%) 0
Cricetidae Necromys lasiurus 1 0 0
Oligoryzomys nigripes 1 0 0
Muridae Mus musculus 8 0 0
TOTAL 40 5 0
Ponta Grossa
Cricetidae Akodon montensisj 5 1 (20,0%) 0
Akodon paranaensis 11 3 (27,2%) 1(9,0%)
Euryoryzomys russatus 4 1 (25,0%) 1 (25,0%)
Necromys lasiurus 2 1 (50,0%) 0
Oligoryzomys flavescens 4 2 (50,0%) 0



Tabela 4. Continuacao

Oligoryzomys nigripes 18 16 (88,8%) 5 (27,7%)

Oxymycterus nasutus 5 2 (40,0%) 2 (40,0%)
Cricetidae Juliomys ossitenuis 1 0 0
Nectomys squamipes 1 0 0
Thaptomys nigrita 2 1 (50,0%) 0
Didelphidae Philander quica 5 0 0
TOTAL 58 27 9

4.2 Fatores associados a positividade por micoplasma hemotrdpico em pequenos
mamiferos silvestres, através da PCR baseada no 16SrDNA

Das 230 amostras de roedores silvestres (Cricetidae), 36,52% (n=84) amplificaram
DNA de micoplasma hemotrépico e foram a familia com maior nimero de micoplasmas
hemotrdpicos positivos, seguida por roedores sinantropicos (Muridae) (12,50%, n= 2/ 16) e
marsupiais (Didelphidae) (9,09%, n= 1/11).

As regides com maior frequéncia de positividade de pequenos mamiferos infectados
com hemoplasmas foram Ponta Grossa (46,55%, n=27/58) e Cruz Machado (46,15%, n=
24/52), seguida por Nova Friburgo (30,84%, n=33/ 107) e Lidianopolis (12,50%, n=5/40)
(Tabela 4). Comparados aos pequenos mamiferos de Lidiandpolis, os animais capturados em
Nova Friburgo tiveram 2,47 vezes (IC: 1,04 - 5,88) mais chances de testar positivo para
hemoplasmas. Os animais de Cruz Machado tiveram 3,69 vezes (IC: 1,55 - 8,82) e 0s animais
de Ponta Grossa tiveram 3,72 vezes (IC: 1,57 - 8,85) mais chances de apresentar DNA de
micoplasma hemotrépico em comparacdo aos animais de Lidiandpolis, respectivamente
(Tabela 5).

Considerando os géneros dos hospedeiros analisados, Oligoryzomys spp. apresentou o
maior percentual de positividade para micoplasma hemotrépico (78,57%, n= 33/42),
estatisticamente diferente de Oxymycterus spp. (40,00%, n=8/20), Akodon spp. (27,08%,
n=39/144) e Sooretamys spp. (8,33%, n=1/12). Comparado aos animais do género
Sooretamys, Oligoryzomys spp. tinham 9,43 vezes (IC: 1,43 — 62,99) mais chances de terem
DNA de micoplasma hemotropico (Tabela 5).

Quanto ao sexo dos animais infectados, 48,67% (n= 73/150) eram machos e 12,26%
(n= 13/106) eram fémeas. Foi observada diferenca estatistica entre o sexo masculino e a
infeccdo por hemoplasma (p<0,001) (Tabela 4). No presente estudo, os homens tiveram 3,97
vezes (IC: 2,32 — 6,78) mais chances de apresentar DNA de micoplasma hemotrépico em
comparacédo as mulheres (Tabela 5).

Quanto a presenca ou auséncia de ectoparasitas, 38,46% (n= 25/65) apresentavam
ectoparasitas e 32,29% (n= 62/192) ndo apresentavam ectoparasitas. Ndo houve diferenca
estatistica entre as duas variaveis (p=0,36) (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise bivariada e razdo de prevaléncia de Mycoplasma spp. em pequenos
mamiferos selvagens por PCR com base no 16SrDNA em fun¢do da &rea de estudo, taxon
superior do hospedeiro, género do hospedeiro, género do hospedeiro e presenca de
ectoparasitas.

it Anélise bivariada
Variaveis N Fositivoss - RP  IC95%
(%) A P
Area de estudo
Nova Friburgo-RJ 107 30,84 a 2,47 1,04-5,88
Cruz Machado-PR 52 46,15 a 3,69 1,55-8,82
Ponta Grossa-PR 58 46,55 a 17,44 0.0024 3,72 157-8,85
Lidiandpolis-PR 40 12,5 b a
Género do hospedeiro*
Oligoryzomys spp. 42 78,57 a 9,43 1,43-62,99
Oxymycterus spp. 20 40,00 b 41,99 < 0,0001 4,8 0,68 -33,80
Akodon spp. 144 27,08 b 3,25 0,49-21,63
Sooretamys sp. 12 8,33 b a
Sexo do hospedeiro**
Male 150 48,67 a 3,97
Female 106 12.26 b 36,80 <0,0001 N 2,32-6,78
Presenca de ectoparasitos
Sim 65 38,46 a 0.62 0.36 1,19 0.82 - 172
Né&o 192 32,29 a ’ ’ a ’ ’

*Apenas o género hospedeiro com amostra maior que 10 foi avaliado.

**Nao foi possivel atingir 0 sexo de um pequeno mamifero amostrado.

O teste exato de Fisher foi utilizado nos grupos onde o N da varidvel resposta total foi menor que 30 ou onde a
frequéncia observada foi menor que cinco. N: nimero de individuos. P: valor p. RP: razo de prevaléncia. a:
Valor de referéncia para analise.

4.3 Andlise morfolégica e morfométrica de bactérias sugestivas de micoplasma
hemotropico em pequenos mamiferos silvestres

Foi possivel detectar a presenca de estruturas basofilicas e cocoides sugestivas de
micoplasma hemotrépico nas laminas de esfregaco sanguineo dos pequenos mamiferos
silvestres. As bactérias apresentaram-se dispostas em cocos Unicos, diplococos, agrupadas ou
em cadeias (Figura 8) ao longo da superficie dos eritrocitos.
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Figura 9. Bactérias dispostas em diplococos e em cadeia. A) Oligoryzomys nigripes B)
Akodon montensis C) Euryoryzomys russatus D) Oligoryzomys nigripes. Coloracdo Giemsa.
Barra de escala: 10 pum.

Com relagcdo aos indices morfométricos avaliados de bactérias sugestivas de
micoplasma hemotropico foi possivel realizar as medidas dos cocos em 16 animais do género
Akodon, em 12 Oligoryzomys nigripes, em nove Sooretamys angouya, em dois Oxymycterus
nasutus, e em um Rattus rattus. Ap6s analise de variancia confrontando o tamanho médio de
comprimento e largura de cocos de micoplasma hemotrépico entre Akodon spp., O. nigripes e
S. angouya foi observado que houve diferenca estatistica significativa na média de
comprimento e largura entre Mycoplasma de Akodon spp. € 0 encontrado em S. angouya,
sendo o0s cocos de S. angouya considerados maiores (Tabela 6).
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Tabela 6. Dados morfométricos de comprimento medio e largura média dos cocos sugestivos
de micoplasma hemotropico em Akodon spp., Oligoryzomys nigripes e Sooretamys angouya.
Dados de Oxymycterus nasutus e Rattus rattus ndo fizeram parte da analise devido ao baixo N
amostrado.

Valores limites

Espécies N Media DP — —
Minimo Maximo

Comprimento

Akodon spp. 16 0,404 a 0,015 0,382 0,429
Oligoryzomys nigripes 12 0,405 a 0,021 0,379 0,452
Sooretamys angouya 9 0,427 b 0,037 0,377 0,479
Largura

Akodon spp. 16 0,361 a 0,019 0,338 0,398
Oligoryzomys nigripes 12 0,369 ab 0,018 0,344 0,400
Sooretamys angouya 9 0,392 b 0,035 0,341 0,427

aValores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste ANOVA
ou Kruskal-Wallis, a 5% de significancia (p<0,05). N: nimero de animais em que a morfometria foi realizada;
DP: desvio padréo.

Comparando as médias de comprimento e largura dos cocos de Mycoplasma quanto a
localidade, houve diferenca estatistica significativa entre as médias de largura dos cocos entre
Rio de Janeiro e Parand, sendo a largura dos cocos encontrados em animais do Parand maiores
estatisticamente (Tabela 7).

Tabela 7. Dados morfométricos de comprimento médio e largura média dos cocos sugestivos
de micoplasma hemotrépico em pequenos mamiferos silvestres coletados nos estados do Rio
de Janeiro e Parana.

Valores limites

Local N Média DP — —
Minimo Maximo

Comprimento

Rio de 12 0401 a 0013 0380 0,429
Janeiro
Parana 28 0,415 a 0,029 0,377 0,479
Largura
Rio de 12 0356 a 0012 0341 0379
Janeiro

Parana 28 0,378 b 0,028 0,338 0,427

aValores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste ANOVA, a
5% de significancia (p<0,05). N: nimero de animais em que a morfometria foi realizada; DP: desvio padrao.

4.4 Parasitemia de bactérias sugestivas de micoplasma hemotropico em pequenos
mamiferos silvestres através da citologia

O calculo de parasitemia foi realizado em 60 animais. Dentre estes, oito animais
pertenciam a espécie Akodon cursor, 17 a Akodon montensis, um a Akodon paranaensis; um a
Euryoryzomys nasutus, 17 a Oligoryzomys nigripes; trés a Oxymycterus quaestor; dois a
Oxymycterus nasutus; dois a Rattus rattus e nove a Sooretamys angouya. Espécies como E.
nasutus, O. quaestor, O. nasutus e R. rattus ndo foram incluidos na analise estatistica devido
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ao baixo N amostral. Quando comparado a parasitemia entre Akodon spp., O. nigripes e S.
angouya, ndo houve diferenca estatistica significativa entre eles. Entretanto, quando feita a
associacdo entre a parasitemia e a localidade, foi possivel observar diferenca estatistica
significativa entre Rio de Janeiro e Parand, sendo a parasitemia dos animais coletados no
Parana maior estatisticamente (Tabela 8).

Tabela 8. Numero de animais cuja parasitemia foi considerada baixa ou moderada a alta por
estado e espécie, comparados em analise bivariada por teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher
a 5% de significancia.

L Parasitemia % moderada a
Variaveis N alta
Baixa Moderada a Alta

Estados

Rio de Janeiro 25 19 6 24,00 a
Parana 35 13 22 62,86 b
Espécie

Akodon spp. 26 17 9 34,62 a
Oligoryzomys nigripes 17 7 10 58,82 a
Sooretamys angouya 9 3 6 66,67 a

Foram consideradas Baixa parasitemia entre 5 e 25 eritrdcitos parasitados por ul de sangue e moderada a alta,
entre 26 e 3500. aValores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do
teste Exato de Fisher. N: nimero de animais em que a parasitemia foi possivel ser calculada.

4.5 Analise filogenética de micoplasma hemotrdpico em pequenos mamiferos silvestres

Com relagdo ao resultado de sequenciamento de fragmento do 16SrDNA de
micoplasma hemotropico, seis amostras de pequenos roedores capturados em Nova Friburgo-
RJ (sendo um da espécie Akodon cursor (PP109114), dois Akodon montensis (PP109112;
PP109113) e trés Oligoryzomys nigripes (PP109115; PP109116; PP109117)), duas amostras
dos animais capturados em Ponta Grossa-PR (sendo um da espécie Oligoryzomys nigripes
(PP109119) e um Akodon paranaensis (PP109118)), uma amostra de roedor capturado em
Cruz Machado-PR (Akodon montensis (PP109120)), e trés amostras de pequenos roedores
capturados em Lidiandpolis-PR (sendo as trés pertencentes a espécie Akodon montensis
(PP109121; PP109122; PP109123)), tiveram suas sequéncias com boa leitura no
cromatograma. O maior percentual de similaridade Blast para PP109114 foi de 99,91% com
amostra de Necromys lasiurus (KT215638.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para PP109112 foi de
99,91% com amostra de Akodon sp. (KT215637.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para PP109113
foi de 99,51% com amostra de Akodon sp. (KT215637.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para
PP109115 foi de 100% com amostra de Oligoryzomys nigripes (KT215627.1), de Séo Paulo,
Brasil; para PP109116 foi de 100% com amostra de Oligoryzomys nigripes (KT215628.1), de
Minas Gerais, Brasil; para PP109117 foi de 100% com amostra de Oligoryzomys nigripes
(KT215627.1), de Séo Paulo, Brasil; para PP109119 foi de 98,31% com amostra de Necromys
lasiurus (KT215638.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para PP109118 foi de 99,22% com amostra
de Necromys lasiurus (KT215638.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para PP109120 foi de 98,98%
com amostra de Necromys lasiurus (KT215638.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para PP109121
foi de 99,63% com amostra de Akodon sp. (KT215637.1), do Rio de Janeiro, Brasil; para
PP109122 foi de 98,99% com amostra de Necromys lasiurus (KT215638.1), do Rio de
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Janeiro, Brasil; para PP109123 foi de 99,39% com amostra de Akodon sp. (KT215637.1), do
Rio de Janeiro, Brasil (Tabela 9).

Tabela 9. Percentual de similaridade blast do sequenciamento baseado no 16SrDNA de
amostras positivas para micoplasma hemotrépico de roedores silvestres dos estados do Rio de
Janeiro e Parana.

ID ID Local de  Percentual de

Query

Amostra GenBank Maior similaridade Blast Origem Identidade Coverage Referéncia
21504 PP109114 Niﬂg@i’;gg;‘igus RJ 99,91% 93%  Gongalves et al., 2015
21506 PP109112 Akodon sp. (KT215637.1)  RJ 99,91% 96%  Gongalves etal., 2015
21514  PP109113 Akodon sp. (KT215637.1) RJ 99,51% 93% Goncalves et al., 2015
21568  PP109115 O”g("gzogfzgig; ipes sp 100% 99%  Goncalves et al., 2015
22255  PP109116 O'ig?}?’TZgl”;%;g_i%"pes MG 100% 100%  Gongalves et al., 2015
22259  PP109117 O'ig(oéﬁggzgi_%r Ipes SP 100% 99%  Goncalves et al., 2015

687  PP109119 Niﬁ';i’;ég;”i;“s RJ 98,31% 90%  Goncalves et al., 2015
745  PP109118 Ne(ﬁ?i’;égg‘igus RJ 99,22% 90%  Gongalves et al., 2015
23144  PP109120 Ne(%r;i’;égg'igus RJ 98,98% 93%  Goncalves et al., 2015
23268 PP109121 Akodon sp. (KT215637.1)  RJ 99,63% 92%  Gongalves et al., 2015
23296  PP109122 Ne{;{?gggg;“g“ RJ 98,99% 90%  Gongalves et al., 2015
23297 PP109123 Akodon sp. (KT215637.1) RJ 99,39% 92% Gongalves et al., 2015

A analise filogenética de um alinhamento de aproximadamente 971pb do gene
16SrDNA posicionou as 12 sequéncias oriundas de pequenos roedores obtidas no presente
estudo dentro do grande “grupo haemofelis”. Nove sequéncias (PP109120; PP109122;
PP109121; PP109123; PP109112; PP109113; PP109118; PP109119; PP109114) foram
posicionadas em um ramo com alto valor de Bootstrap (100%) junto com outras sequéncias
de hemoplasmas detectados previamente em pequenos roedores silvestres (Akodon sp.,
Necromys lasiurus) e roedores sinantrépicos (Rattus novergicus, Rattus rattus) do Brasil e
Hungria. As outras trés sequéncias (PP109117; PP109115; PP109116) foram posicionadas em
um ramo com alto valor de Bootstrap (99%) junto com outras trés sequéncias de
hemoplasmas detectados previamente em pequenos roedores silvestres (Oligoryzmys nigripes)
do Brasil (Figura 9).
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Figura 10. Arvore filogenética de micoplasmas hemotrépicos com a probabilidade mais alta,
inferida usando o método de Maxima Verossimilhanca. Esta analise envolveu 64 sequéncias
de nucleotideos, com um dataset final de 971 posicBes. As andlises evolutivas foram
realizadas no MEGAX. Somente bootstraps acima de 50% estdo demonstrados na imagem.
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A estimativa de divergéncia evolutiva demonstrou uma distancia de 0,05 a 0,08 entre
as 12 sequéncias deste estudo com as duas sequéncias de Mycoplasma haemomuris detectadas
em Apodemus argenteus (AB758436.1; AB758437.1) (ANEXO I).
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5 DISCUSSAO

Os hemoplasmas sdo encontrados em diversas espécies animais em todo o mundo
(MILLAN et al., 2021), porém seus registros em pequenos mamiferos ndo voadores no Brasil
sdo escassos (CONRADO et al., 2015; DE SOUZA et al., 2017; GONCALVES et al., 2015;
DE SOUZA et al., 2017; GONGCALVES et al, 2015; GONCALVES et al.,, 2020;
PONTAROLDO et al., 2021). Este estudo descreve a prevaléncia de positividade e diversidade
genética de hemoplasmas e representa o primeiro relato de fatores associados a infeccdo por
micoplasma hemotrdpico em roedores silvestres no Brasil.

Esfregacos de sangue corados séo considerados uma ferramenta inicial para a detecgdo
citoldgico de micoplasma hemotropico. O método mais amplamente aceito e revisado para o
diagndstico citolégico de micoplasma hemotrdpico é a técnica de coloragdo com corantes do
tipo Romanowsky, como por exemplo o Giemsa (NEIMARK et al., 2001). Embora o exame
citolégico de microrganismos, por ser simples e acessivel, ainda seja amplamente utilizado,
sabe-se que ele apresenta baixa sensibilidade diagndstica, visto que é dependente da
parasitemia do agente. Neste estudo foi possivel observar um percentual de positividade
inferior no diagndstico citologico em detrimento do molecular, concordando com relatos
anteriores que também demonstraram a falta de concordancia entre os resultados da
microscopia e da PCR, sugerindo que a microscopia tende a resultados mais falso negativos
(CONRADO et al., 2015; TASKER et al., 2010). Por outro lado, Méndez et al. (2022)
encontraram correlacdo significativa (p<0,01) entre o diagndstico por PCR e o exame
citolégico de micoplasma hemotrdpico felino, onde a positividade para M. haemofelis através
do esfregaco sanguineo corado com Giemsa foi de 80,7% (n=84/104), sendo igual a PCR
(80,7%, n=84/104), enquanto na coloracdo de Wright foi de 81,7% (85/104), demonstrando
que a investigacdo citoldgica é um teste de alto valor diagndstico. Entretanto, cabe ressaltar
que um diagnostico citolégico falso positivo pode surgir devido a problemas metodoldgicos
como a precipitagdo do corante nas laminas resultando em manchas ou pontos dispersos no
esfregaco sanguineo; ou devido a erros cometidos pelo observador patologista, como a
identificacdo de Mycoplasma spp. em eritrocitos quando na verdade sdo corpusculos de
Howell-Jolly (fragmentos remanescentes de material nuclear derivados da desintegracdo do
nacleo dos eritroblasto), ou pontilhados basofilicos (pequenas inclusées contendo RNA, os
quais apresentam-se arredondados, pequenos e basofilicos no interior dos eritrocitos.)
(THRALL, 2014). Ainda, o observador pode confundir Mycoplasma spp. com outras espécies
infectantes; ou devido as peculiaridades da infeccdo hemoplasméatica (DEMKIN &
KAZAKOV, 2021).

Atualmente, a amplificacdo e sequenciamento do gene 16SrDNA de patdgenos do
género Mycoplasma € o padrdo ouro para deteccdo desses organismos (CONRADO et al.,
2015; RETIEF et al., 2022). A utilizacdo da PCR convencional é considerada o método
diagnostico definitivo para deteccdo e identificacdo de Mycoplasma spp. devido a sua alta
sensibilidade quando devidamente padronizado (MESSICK et al., 1998). Porém, na vida
selvagem, deve-se considerar a elevada diversidade animal associada & possibilidade de
variacdo genética entre espécies de Mycoplasma, o que pode levar a resultados falsos
negativos na PCR devido a falta de universalidade dos primers utilizados (VOLOKHOV et
al., 2017).

A porcentagem de Mycoplasma spp. a positividade entre diferentes espécies de
mamiferos amostradas em todo o mundo é altamente variavel, variando de 0% a 87,5% (DE
SOUZA et al., 2017; GONCALVES et al., 2020; GONCALVES et al., 2015; MASSINI et al.,
2019; MILLAN et al., 2021; PONTAROLO et al., 2020; SOUZA et al., 2019). Neste estudo,
33,8% dos animais, entre pequenos mamiferos nao voadores, amplificaram um fragmento de
16SrDNA de Mycoplasma spp. por PCR convencional. Contudo, é importante notar que
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apesar da boa sensibilidade dos métodos moleculares, os animais cronicamente infectados
podem apresentar resultados falsos negativos devido ao baixo nidmero de microrganismos
circulantes. Além disso, a amostra biologica utilizada para o ensaio de PCR também deve ser
considerada na interpretacdo dos resultados, principalmente quando sdo feitas comparacdes,
por exemplo, entre espécies hospedeiras e habitats (CONRADO et al., 2015; LAPPIN et al.,
2009).

Outros estudos que realizaram o diagnéstico de micoplasma hemotropico por PCR,
utilizaram DNA extraido de sangue (CONRADO et al.,, 2015) ou amostras de bago
(GONCALVES et al., 2015). No entanto, um estudo realizado na provincia de Gauteng, na
Africa do Sul, utilizou DNA extraido de amostras de rim e swab bucal para o diagnostico de
hemoplasmose em roedores (RETIEF et al., 2022). Este estudo utilizou DNA extraido de
amostras de figado, mesmo tipo de amostra utilizadas por Koneval et al. (2017) para deteccdo
molecular de hemoplasma em raposas. O figado € um o6rgdo parenquimatoso e apresenta
varias funcbes essenciais para o funcionamento do organismo, como por exemplo a
hemocaterese, onde em conjunto com o baco realizam a destruicdo de hemacias envelhecidas
e hemédcias parasitadas por fagocitose (TRHALL, 2014). Além disso, ainda pode haver a
multiplicacdo de agentes infecciosos em células hepaticas, induzindo a hepatomegalia, como
ocorre no curso tipico de Ehrlichia canis (SOUZA et al., 2010). Embora a maioria dos
estudos voltados para o curso tipico da infeccdo por hemoplasma seja realizado em animais
domeésticos, especialmente em felinos, sabe-se que flutuacdes na parasitemia podem acontecer
por sequestro e subsequente liberacdo dos agentes através de érgdos como baco, figado ou
pulmdes (TASKER et al., 2010).

Contudo, a eficiéncia de protocolos de PCR publicados para deteccdo de hemoplasma
ndo € igual para todos os 6rgdos ou tecidos, e as cargas de hemoplasma nos tecidos séo
inversamente associadas ao tempo desde a infeccdo. Koneval et al. (2017) detectaram DNA
de micoplasma hemotrépico em quatro de nove amostras de sangue de raposa, mas apenas em
quatro de 49 amostras de figado e cinco de 242 amostras de ba¢o. Em contraste, Hornok et al.
(2018) encontraram maior prevaléncia de micoplasma hemotrépico em baco de veados em
comparacdo com amostras de sangue. Apesar da amostra poder influenciar a prevaléncia geral
de hemoplasma detectado em uma populacdo, visto que estes agentes sdo encontrados
parasitando exclusivamente eritrocitos, a identificacdo do agente em diferentes tipos de
amostras bioldgicas, como tecido esplénico e hepatico, indica a presenca destes hemoplasmas
em diferentes 6rgdos e pode revelar informacdes sobre a diversidade deste microrganismo nas
espécies hospedeiras.

A ocorréncia de hemoplasmas tem sido atribuida a diferentes fatores biolégicos em
estudos utilizando outras espécies, como animais de vida livre versus animais em cativeiros
cativos, no qual a prevaléncia de hemoplasma é significativamente maior em animais de vida
livre do que em animais cativos (VIEIRA et al., 2009; WILLI et al., 2007); tipos de habitat,
por exemplo, locais antropizados vs locais ndo antropizados, no qual animais em locais ndo
antropizados apresentam maiores chances de infeccdo quando comparado a animais
localizados em ambientes urbanos (GONCALVES et al., 2020; SACRISTAN et al. 2019;
VOLOKHOV et al., 2017); comportamento gregario dos hospedeiros, no qual animais com
maiores interagcGes sociais apresentam grande chance de infecgdo por micoplasma (DE
SOUZA et al., 2017); e idade, no qual animais adultos apresentam maiores chances de
infeccdo por hemoplasma (PERSICHETTI et al., 2018). Neste estudo os fatores associados a
positividade por hemoplasmas em pequenos mamiferos silvestres foi analisado em funcdo do
sexo do hospedeiro, regido de estudo, género do hospedeiro, e presenca de ectoparasitos.

Em relacdo ao sexo dos pequenos mamiferos, os machos tiveram maior frequéncia de
positividade para hemoplasmas do que as fémeas (p<0,001). Este achado pode estar
relacionado ao comportamento dos machos, que podem apresentar agressividade por
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dominéncia e busca ativa por fémeas, se locomovendo mais (BONATTO et al., 2013).
Acredita-se que durante o contato direto, dentre interacGes sociais ou agressivas, entre 0s
hospedeiros infectados e ndo infectados, os hemoplasmas possam ser transmitidos (MILLAN
et al.,, 2021). Vieses sexuais na infeccdo por hemoplasma também foram observados em
varios taxons de mamiferos. Guaxinins machos tiveram maior prevaléncia de hemoplasmas
do que fémeas nos EUA (VOLOKHOQV et al., 2017). Em uma populacdo diversificada de
morcegos neotropicais em Belize, os machos também apresentaram maiores chances de
infeccdo (BECKER et al., 2020). Porém, estes achados diferem dos encontrados em outros
estudos realizados com pequenos mamiferos, em que a infeccdo por hemoplasmas nédo foi
associada ao sexo destes animais (CONRADO et al., 2015; COHEN et al., 2018; RETIEF et
al, 2022; SASHIDA et al., 2013). Da mesma forma, Hoelzle et al. (2010), Sacristan et al.
(2019) e Di Cataldo et al. (2020) ndo encontraram diferenca na positivdade para hemoplasmas
entre machos e fémeas de javalis, felinos selvagens e raposas, respectivamente, sugerindo que
a associacdo do sexo com a positividade por hemoplasma podem variar entre taxons de
mamiferos.

A ocorréncia de hemoplasmas entre roedores no bioma Mata Atlantica foi relatada por
Gongcalves e colaboradores (2015), com percentual de 26,2% (n=38/145). Este dado corrobora
com os resultados do presente estudo. Quando as regibes de estudo foram analisadas
separadamente, nao foi encontrada diferenca estatistica na ocorréncia de Mycoplasma spp. em
animais capturados nos municipios de Ponta Grossa, Cruz Machado e Nova Friburgo. A area
de estudo em Ponta Grossa representa a Unica area protegida neste estudo,sendo um Parque
Nacional. Apesar de ser um Parque Nacional, é uma &rea protegida ndo regulamentada que
sofre impactos diretos da pecuaria, comércio de pinus, plantacdes de eucalipto e culturas de
soja e milho em seu territério. A monocultura de cereais nas proximidades do Parque
Nacional tem um efeito positivo no crescimento da populacdo de pequenos mamiferos e na
taxa de positividade para Mycoplasma nesta populacdo. Esta questdo é reforcada por estudos
anteriores de Goncalves et al. (2020), Sacristan et al. (2019) e Volokhov et al. (2017),
segundo o qual animais de ambientes ndo afetados pela atividade humana tém maior
probabilidade de serem infectados por hemoplasmas do que animais de ambientes
antropogénicos devido a reduzida abundancia de espécies e ao comportamento menos
agressivo como resultado da disponibilidade de alimentos.

O municipio de Lidiandpolis apresenta a menor prevaléncia de animais com
positividade para Mycoplasma. Esta regido é presentada por grandes areas de pastagem e
menos areas remanescentes naturais em comparacdo com outras localidades (projeto
MapBiomas, http://www.mapbiomas.org/), o que afeta diretamente a fauna e a flora locais,
reduzindo a diversidade e abundancia de espécies hospedeiras e vetores, bem como a
disponibilidade de alimentos. Isto, por sua vez, pode levar a um baixo niveis de Mycoplasma
Spp. em animais desta regiao.

Quanto ao taxon do hospedeiro, Cricetidae foi a familia em que mais foi detectado
micoplasmas hemotropicos (36,52%, n=84/230) neste estudo. Do ponto de vista
epidemioldgico, os roedores sdo considerados um dos grupos de hospedeiros mais
importantes quando se considera a possibilidade deles se comportarem como reservatorios de
microrganismos transmitidos (BARROS-BATTEST]I, 2008). O fato do género Oligoryzomys
apresentar maior percentual de positividade para Mycoplasma spp. (78,05%, n= 32/41),
justifica a maior prevaléncia de hemoplasma nesta familia de roedores. As espécies do género
Oligoryzomys sdo as mais abundantes em estudos realizados em areas associadas ao bioma
Mata Atlantica, principalmente por apresentarem comportamento oportunista (REIS, 2020;
WEKSLER & BONVICINO, 2015). Graca et al. (2020) relataram alta ocorréncia de
ectoparasitos associados as espécies deste género, e muitos autores acreditam que 0s
ectoparasitos desempenham um importante papel na disseminacdo de agentes do género
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Mycoplasma, o que pode contribuir para alta frequéncia de positividade.

As rotas de transmissédo de hemoplasma permanecem pouco compreendidas (COHEN
et al., 2018; MILLAN et al., 2021). Tradicionalmente, os vetores ectoparasitos tém sido
considerados a principal via de transmissdo de hemoplasma (GONCALVES et al., 2015;
HORNOK et al., 2015). Este estudo sé obteve informacdes sobre a presenca ou auséncia de
ectoparasitos nos pequenos mamiferos capturados, ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre estas duas variaveis, sendo este um limitante para uma anélise e discussdo
mais fundamentada. Estudos anteriores relataram divergéncias na condigdo de infec¢do por
micoplasma hemotrdpico entre ectoparasitos e suas espécies hospedeiras (COHEN et al.,
2018; DE SOUSA et al., 2017; GONCALVES et al., 2020; MILLAN et al., 2019;
SACRISTAN et al., 2019).

Durante a analise morfoldgica, foi possivel observar as bactérias dispostas em cocos
unicos, diplococos, agrupadas ou em cadeias ao longo da superficie dos eritrocitos,
corroborando com a literatura (TANAKA et al., 1965). De acordo com Tasker et al. (2003),
ndo é possivel diferenciar as espécies infectantes de micoplasmas através da investigacao
citoldégica por microscopia Optica. Entretanto, a partir de dados morfométricos encontrados no
atual estudo foi observado diferenca estatistica significativa na média de comprimento e
largura entre Mycoplasma de Akodon spp. e 0 encontrado em S. angouya, sendo 0S cocos de
S. angouya considerados maiores, suscitando a possibilidade de haver parasitismo por
diferentes espécies de hemoplasmas entre os roedores. Além disso, a possibilidade da
presenca de microrganismos morfologicamente semelhantes, como por exemplo, as bactérias
do género Bartonella, ndo pode ser descartada. Para avangar nos estudos, é preciso confrontar
estas informac6es com os dados filogenéticos oriundos de amostras de sangue desses animais,
que ainda ndo foram realizados.

Os agrupamentos formados na analise filogenética corroboraram os resultados obtidos
pelo BLASTN pois as sequéncias de Mycoplasma obtidas de Akodon paranaensis (PP109118-
Ponta Grossa-PR), Oligoryzomys nigripes (PP109119-Ponta Grossa-PR), Akodon cursor
(PP109114-Nova Friburgo-RJ), Akodon montensis (PP109112; PP109113-Nova Friburgo-RJ),
Akodon montensis (PP109122; PP109121; PP109123-Lidiandpolis-PR), Akodon montensis
(PP109120-Cruz Machado-PR) deste estudo formaram um clado com as sequéncias de
hemoplasma de pequenos roedores previamente depositadas de Akodon sp. e Rattus rattus do
Brasil (GONCALVES et al., 2015). Enquanto as sequéncias de Mycoplasma de Oligoryzomys
nigripes (PP109117; PP109115; PP109116-Nova Friburgo-RJ) estiveram agrupadas em
mesmo clado que as sequéncias de hemoplasmas previamente depositadas de Oligoryzomys
nigripes do Brasil (GONCALVES et al., 2015). Além disso, estiveram agrupados em clado
préximo com Thrichomys laurentius e Rhipidomys macrurus do Brasil (GONCALVES et al.,
2015). Apesar do alto valor de percentual de identidade encontrada entre as sequéncias deste
estudo com as sequéncias depositadas por Goncalves et al. (2015), os pesquisadores ndo
encontraram uma grande identidade (85-96%) entre as sequéncias amplificadas de amostras
de baco de roedores silvestres com as recuperadas do banco de dados GenBank. Isto, aliado &
analise de maxima verossimilhanca, suportada por alto valor de Bootstrap, e a analise de
divergéncia evolutiva do presente estudo, indicam que ha um alto grau de diversidade
genética entre os micoplasmas hemotrépicos que infectam roedores silvestres, sugerindo a
possivel ocorréncia de outros hemoplasmas nestes animais do Brasil, mesmo que Mycoplasma
haemomuris seja a espécie mais relatada no mundo.

Em outros estudos filogenéticos de micoplasmas hemotropicos é frequente a
observacdo de baixos valores de Bootstrap, resultando em ramos pouco suportados. No
entanto, deve-se levar em consideracdo que as informagdes genéticas das bactérias estdo
organizadas no genoma nos chamados operons de rRNA, as quais podem apresentar de um a
14 operons de rRNA diferentes. Foi relatado que os micoplasmas apresentam um ou dois e,
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em alguns casos, até trés operons. A presenca de mais de um operon de rRNA pode resultar
em polimorfismos entre os genes 16SrDNA, e caso o polimorfismo ndo seja identificado,
pequenas diferencas na sequéncia podem afetar a topologia da arvore filogenética. E
necessario que os operons sejam analisados e comparados nas sequéncias (sdo reconhecidos
como picos duplos no cromatograma) quando as mesmas forem utilizadas para construcdo de
arvore filogenética para espécies intimamente relacionadas (BASCUNANA et al., 1994,
JOHANSSON et al., 1998). A clonagem dos produtos de PCR oriundos destas amostras pode
ser interessante neste aspecto, e esta incluido nas perspectivas futuras e desdobramentos deste
estudo.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se neste estudo que o diagnostico citolégico e o molecular apresentam
divergéncias, sendo o diagndstico citolégico com menor sensibilidade. O presente estudo
relata uma prevaléncia significativa de micoplasma hemotropico em pequenos roedores ndo
voadores no Rio de Janeiro e no Parand. Animais provenientes dos municipios de Ponta
Grossa e Cruz Machado, Parana, machos, do género Olygoryzomys apresentam maior risco de
serem infectados por micoplasma hemotrépico. Os indices morfométricos e conformacao dos
cocos nos eritrocitos podem ser um indicativo de diferentes espécies de Mycoplasma
parasitando a populacdo de pequenos mamiferos silvestres amostrada. Os sequenciamentos e
analise filogenética de Mycoplasma dos pequenos roedores silvestres captudarados no Rio de
Janeiro e no Parana, indicam a existéncia de um alto grau de diversidade genética entre
micoplasmas hemotrépicos que infectam roedores silvestres, indicando a circulacdo de novas
espécies de hemoplasmas em roedores.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Até o0 momento, este estudo é o primeiro a apresentar dados morfologicos e
morfométricos, assim como a parasitemia de estruturas compativeis com micoplasmas
hemotrdépicos em pequenos mamiferos ndo voadores. Durante a analise morfoldgica, foi
possivel observar as bactérias dispostas em cocos Unicos, diplococos, agrupadas ou em
cadeias ao longo da superficie dos eritrécitos. Em relacdo a morfometria, foi observado
diferenga estatistica significativa na média de comprimento e largura entre Mycoplasma de
Akodon spp. e 0 encontrado em S. angouya, sendo os cocos de S. angouya considerados
maiores. Curiosamente, isto pode ser um indicativo de parasitismo por diferentes espécies de
bactérias epiceulares entre Akodon spp. e S. angouya, demonstrando a importancia do estudo
morfométrico de bactérias epicelulares como suporte para identificacdo taxondmica de
hemoparasitos a nivel de espécie. Entretanto, essa possibilidade s6 pode ser comprovada
através da andlise filogenética de amostras de sangue, o que ndo foi realizado neste estudo, e
do diagndstico diferencial dessas bactérias observadas com outras, como por exemplo, as do
género Bartonella.

A frequéncia de positividade para Mycoplasma em peguenos mamiferos silvestres nas
regides estudadas esteve muito associada ao sexo, indicando os machos como maior risco de
parasitismo por hemoplasmas.

A andlise filogenética de Mycoplasma dos pequenos roedores silvestres captudarados
no Rio de Janeiro e no Parand, indica a circulacdo de novas espécies e aponta que ha muito
ainda a ser descoberto sobre as espécies de hemoplasmas hemotrépicos que parasitam
pequenos mamiferos silvestres no Brasil.
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9 ANEXOS

Anexo |. Estimativa de divergéncia evolutiva entre sequéncias. E apresentado o nimero de
substituicdes de bases por local entre as sequéncias. As analises foram efectuadas utilizando o
modelo de Méaxima Verosimilhanga Composta. Esta andlise envolveu 64 sequéncias de
nucleodtidos, com um dataset final de 971 posicdes. Todas as posicdes ambiguas foram
removidas para cada par de sequéncias (opcao de eliminagdo de pares). As analises evolutivas
foram efectuadas no MEGA X.

ID Sequéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 PP109112
2 PP109113 0.00
3 PP109115 0.07 0.07
4 PP109114 0.01 0.01 0.07
5 PP109116 0.07 0.07 0.00 0.07
6 PP109117 0.07 0.07 0.00 0.07 0.00
7 PP109119 0.01 0.01 0.08 0.00 0.08 0.07
8 PP109118 0.00 0.00 0.08 0.00 0.08 0.07 0.00
9 PP109120 0.00 0.00 0.08 0.01 0.08 0.07 0.00 0.00
10 PP109121 0.00 0.00 0.08 0.01 0.08 0.07 0.00 0.00 0.00
11 PP109123 0.00 0.00 0.07 0.01 0.07 0.07 0.01 0.00 0.00 0.00
12 PP109122 0.00 0.00 0.08 0.01 0.08 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
13 KT215620.1 0.08 0.08 0.02 0.08 0.02 0.02 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
14 KT215621.1 0.08 0.08 0.01 0.08 0.01 0.02 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
15 KT215637.1 0.00 0.00 0.08 0.01 0.08 0.08 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
16 KM258432.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.06 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
17 KT215634.1 0.10 0.10 0.07 0.10 0.07 0.07 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
18 KT215633.1 0.10 0.10 0.08 0.10 0.08 0.08 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
19 KT215632.1 0.09 0.09 0.07 0.09 0.07 0.07 0.10 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09
20 KT215631.1 0.09 0.09 0.07 0.09 0.07 0.07 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
21 KT215628.1 0.07 0.07 0.00 0.07 0.00 0.00 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07 0.08
22 KT215629.1 0.08 0.08 0.01 0.08 0.01 0.01 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
23 KT215627.1 0.07 0.07 0.00 0.07 0.00 0.00 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07 0.08
24 KT215630.1 0.07 0.07 0.02 0.07 0.02 0.02 0.07 0.08 0.07 0.07 0.07 0.07
25 KT215625.1 0.13 0.13 0.06 0.12 0.06 0.06 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
26 KT215626.1 0.09 0.09 0.02 0.08 0.02 0.02 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
27 KT215623.1 0.08 0.08 0.01 0.08 0.01 0.02 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
28 KT215636.1 0.10 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
29 KT215638.1 0.01 0.01 0.07 0.00 0.07 0.07 0.00 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01
30 KT215624.1 0.08 0.08 0.02 0.08 0.02 0.02 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
31 KT215635.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.05 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
32 KT215640.1 0.04 0.04 0.09 0.04 0.09 0.09 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.05
33 KJ739312.1 0.04 0.04 0.09 0.04 0.09 0.09 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.05
34 MN423261.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.06 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
35 KT215639.1 0.04 0.04 0.09 0.04 0.09 0.09 0.04 0.04 0.05 0.05 0.05 0.05
36 AB758437.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.05 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
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Anexo |I. Continuagéo.

ID Sequéncias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
37 AB758436.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.05 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
38 KT314160.1 0.09 0.09 0.08 0.09 0.08 0.08 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
39 KT314161.1 0.09 0.09 0.08 0.09 0.08 0.08 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
40 KT314162.1 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.09 0.09 0.08 0.08 0.09 0.08
41 KT314163.1 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.09 0.09 0.08 0.08 0.09 0.08
42 KM538691.1 0.09 0.09 0.07 0.09 0.07 0.07 0.09 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09
43 KM538692.1 0.09 0.09 0.07 0.09 0.07 0.07 0.09 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09
44 MNb543637.1 0.09 0.09 0.10 0.09 0.10 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
45 FJ667773.1 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.1 0.1 0.11 0.12 0.12 0.12 0.12
46 FJ667774.1 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.12 0.12 0.12 0.12
47 MKO064160.1 0.09 0.09 0.10 0.09 0.10 0.10 0.09 0.09 0.09 0.09 0.10 0.09
48 EF616468.1 0.11 0.11 0.09 0.11 0.09 0.09 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11
49 DQ464424.1 0.10 0.10 0.09 0.09 0.09 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
50 GU562823.1 0.09 0.09 0.06 0.09 0.06 0.07 0.10 0.10 0.10 0.10 0.09 0.10
51 AB758435.1 0.08 0.08 0.05 0.08 0.05 0.05 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
52 AF338269.1 0.22 0.22 0.21 0.22 0.21 0.20 0.23 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
53 KT314165.1 0.22 0.22 0.21 0.22 0.21 0.20 0.23 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
54 DQ641256.1 0.23 0.23 0.21 0.22 0.21 0.21 0.23 0.23 0.23 0.23 0.22 0.23
55 NR121759.1 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.21 0.23 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
56 KF313922.1 0.22 0.22 0.20 0.22 0.20 0.20 0.23 0.23 0.22 0.22 0.22 0.22
57 KM275255.1 0.20 0.20 0.19 0.20 0.19 0.19 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
58 EU828581.1 0.23 0.23 0.22 0.23 0.22 0.21 0.24 0.24 0.23 0.23 0.23 0.23
59 AB610849.1 0.22 0.22 0.22 0.23 0.22 0.22 0.22 0.23 0.22 0.22 0.22 0.22
60 DQ464422.1 0.10 0.10 0.09 0.10 0.09 0.09 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
61 KU554425.1 0.11 0.11 0.11 0.11 0.11 0.1 0.1 0.11 0.12 0.12 0.12 0.12
62 EF416566.1 0.11 0.11 0.10 0.12 0.10 0.10 0.12 0.12 0.12 0.12 0.11 0.12
63 AF548631.1 0.12 0.12 0.10 0.12 0.10 0.10 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12 0.12
64 NR181869.1 0.32 0.32 0.30 0.32 0.30 0.30 0.33 0.32 0.32 0.32 0.32 0.32

51



