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Resumo  
 
 
SCHEER, Simone. Protozoários de importância em saúde pública e 
sanidade animal de mamíferos silvestres do extremo sul do Brasil. 2022. 
67f. Tese (doutorado em Ciências Biológicas)- Programa de Pós Graduação 
em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de 
Pelotas, 2022. 
 
A convivência entre animais domésticos e silvestres pode ocasionar riscos de 
infecções causadas por protozoários. A identificação de reservatórios 
selvagens contribui para o entendimento da dinâmica das populações de 
protozoários encontradas em diferentes hospedeiros, assim como a 
identificação de agentes parasitários com potencial zoonótico. Portanto, o 
objetivo desse estudo foi detectar protozoários com potencial zoonótico 
(Babesia,Theileria sp. e Neospora caninum ) em mamíferos do Rio Grande do 
Sul. Foram coletados os tecidos do baço de 72 animais (50 Didelphis 
albiventris, 10 Cavia aperea, 4 Galictis cuja e 8 Procyon cancrivorus ) 
atropelados em rodovias do Rio Grande do Sul, oriundos dos munícipios de 
São Lourenço do Sul, Pelotas, Capão do Leão e Arroio Grande, nos períodos 
entre janeiro de 2015 a abril de 2019, de acordo com licença concedida pelo 
ICMBio/SISBIO, alguns espécimes foram doados pelo Núcleo de Reabilitação 
da Fauna Silvestre da Universidade Federal de Pelotas (NURFS). Para a 
extração de DNA foi utilizado o baço dos mamíferos. O processo de extração 
foi realizado utilizando o kit GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep 
(Sigma-Aldrich), seguindo as instruções do fabricante. O DNA foi quantificado e 
teve sua pureza conhecida através de espectrofotometria. Para as Reações da 
Polimerase em Cadeia foram utilizados os primers da subunidade 18S do DNA 
ribossômico. N. caninum e Babesia microti apresentaram ocorrência em C. 
aperea e Babesia spp. em P. cancrivorus. Esses são os primeiros registros no 
Brasil, desses protozoários para os hospedeiros através de estudos 
moleculares. Babesia sp. e T. equi foram encontradas em  D. albiventris,  
sendo este o primeiro relato de T. equi nesse hospedeiro no Brasil. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Neospora caninum; Babesia sp;, Theileria sp.; mamíferos 
silvestres. 
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Abstract 

 
 
SCHEER, Simone. Protozoa of importance in public health and animal 
health of  wild mammals from the extreme South of  Brazil. Thesis (Doctor 
in Sciences)- Post- graduation Program of Microbiology and Parasitology, 
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas 2022. 67f. 
 
The coexistence between domestic and wild animals can cause risks of 
infections caused by protozoa. The identification of wild reservoirs contributes to 
the understanding of the dynamics of protozoan populations found in different 
hosts, as well as the identification of parasitic agents with zoonotic potential. 
Therefore, the objective of this study was to detect protozoa with zoonotic 
potential (Babesia, Theileria sp. and Neospora caninum ) in mammals from Rio 
Grande do Sul. Spleen tissues were collected from 72 animals (50 Didelphis 
albiventris, 10 Cavia aperea, 4 Galictis cuja and 8 Procyon cancrivorus ) run 
over on highways in Rio Grande do Sul, from the municipalities of São 
Lourenço do Sul, Pelotas, Capão do Leão and Arroio Grande, in the periods 
between January 2015 and April 2019, according to a license granted by 
ICMBio/SISBIO, some specimens were donated by the Nucleus for 
Rehabilitation of Wild Fauna of the Federal University of Pelotas (NURFS). For 
DNA extraction, the spleen of mammals was used. The extraction process was 
performed using the GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit 
(Sigma-Aldrich), following the manufacturer's instructions. The DNA was 
quantified and its purity was known by spectrophotometry. For the Polymerase 
Chain Reactions, primers from the 18S subunit of the ribosomal DNA were 
used. N. caninum and Babesia microti were found in Cavia aperea and Babesia 
spp. in Procyon cancrivorus. These are the first records in Brazil of these 
protozoa to their hosts through molecular studies. Babesia sp. and T. equi were 
found in D. albiventris, this being the first report of T. equi in this host in Brazil. 
 
Keywords: Neospora caninum; Babesia sp.; Theileria sp.; wild mammals. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



23 

 

 
 
 
 

 
Lista de Figuras  

 
 
 

Figura 1 Didelphis albiventris..............................................................16 

 

Figura 2 Procyon cancrivorus.............................................................17 

Figura 3 Cavia aperea........................................................................18 

Figura 4 Galictis cuja..........................................................................19 

Figura 5 Necropsia de Didelphis albiventris.......................................23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



24 

 

 
 
 
 
 

 
 

Lista de Tabelas  
 
 
 

Tabela 1  Regiões alvo e primers utilizados nas amplificações de DNA 
de Babesia, Theileria sp. e Neospora caninum..................................25 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



25 

 

 
 
 
 

 
 

Lista de Tabela Manuscrito  
 
 
 

Tabela 1 Códigos das sequências de Theileria equi e Babesia sp. obtidas de 

Didelphis albiventris (baço) e valores de homologia de acordo com o Blast no 

Genbank.......................................................................................................30 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 

 

 

Sumário 

 

 

1. Introdução .................................................................................................... 27 

2. Objetivos ...................................................................................................... 28 

2.1 Objetivo geral ............................................................................................. 28 

3. Revisão de Literatura ................................................................................... 29 

3.1 Hospedeiros Silvestres ............................................................................... 29 

3.1.1 Didelphis albiventris Lund, 1840 .............................................................. 29 

3.1.2 Procyon cancrivorus (Cuvier, 1798) ........................................................ 30 

3.1.3 Cavia aperea Erxleben, 1777 .................................................................. 30 

3.1.4 Galictis cuja (Molina, 1782) ..................................................................... 31 

3.2.1 Babesia e Theileria .................................................................................. 32 

3.2. 2 Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988 .... 34 

4. Material e Métodos ....................................................................................... 36 

4.1 Coleta dos hospedeiros .............................................................................. 36 

4.2 Procedimentos para a Extração de DNA .................................................... 36 

4.3 Reações de PCR ........................................................................................ 37 

4.4 Purificação e sequenciamento ................................................................... 38 

4.5 Análises das sequências ............................................................................ 38 

5. Manuscrito .................................................................................................... 39 

Referências Bibliográficas ................................................................................ 49 

Apêndice............................................................................................................48 
Apêndice 1: Artigo: Molecular Analysis on Protozoa in Wild Mammals Run Over 
in Southern Rio Grande do Sul, Brazil……………………………………………..49 
Anexo A: Autorização do ICMBio para coleta de animais atropelados ... 74Anexo 
B:  Normas Brazilian Journal of 
Development......................................................................................................66
Anexo C: Comprovação de publicação do artigo...............................................67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 

 

1. Introdução 

 
 
 A convivência entre animais domésticos e silvestres, comum em 

praticamente todos os países, pode ocasionar riscos de infecções causadas 

por protozoários, tanto para os animais silvestres quanto para os domésticos, 

podendo ambos tornarem-se susceptíveis ou reservatórios desses 

microrganismos (DUARTE, 2007). 

A emergência destas doenças representa novos desafios para a 

medicina humana e veterinária. Tais enfermidades estão ampliando sua 

distribuição geográfica, devido a mudanças climáticas e acesso a outros nichos 

ecológicos que não os habituais. A presença de animais domésticos em 

ambientes selvagens tem resultado em uma associação cada vez mais íntima 

entre reservatórios selvagens e vetores com o ser humano e animais 

domésticos. (HUNFELD et al., 2008). 

A identificação de reservatórios selvagens para os protozoários 

ajudaria no entendimento da epidemiologia das enfermidades por eles 

causadas, principalmente aquelas de caráter zoonótico. Esses achados 

ressaltam a necessidade de estudos mais aprofundados no que diz respeito à 

epidemiologia dos vetores, reservatórios e agentes envolvidos nestas 

enfermidades. Em relação aos protozoários transmitidos por vetores, é de real 

importância à caracterização molecular destes agentes entre os animais 

selvagens e domésticos, em função da similaridade morfológica verificada 

entre os mesmos (ANDRÉ, 2011).  

 Os atropelamentos de animais silvestres correspondem a segunda maior 

causa de perda de biodiversidade, ficando atrás apenas da redução de 

ambientes naturais. Mortalidades por atropelamento tem sido um fator de 

pressão impactante para populações nativas ou ameaçadas de extinção 

(CHEREM et al., 2007). De acordo com o Departamento Nacional de Estradas 

e Rodagem/Instituto Militar de Engenharia (DNER/IME, 2001) 475 milhões de 

animais são atropelados por ano no país. Esses animais podem servir como 

fonte para estudos de diagnóstico, epidemiologia, dieta, e fauna parasitária. 
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Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a ocorrência de Babesia 

spp. Theileria sp. e Neospora caninum em mamíferos do Rio Grande do Sul, 

através da utilização de técnicas moleculares. 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral: 
 
Investigar a presença de protozoários de potencial zoonótico em mamíferos 

silvestres ( Didelphis albiventris, Cavia aperea, Galictis cuja e Procyon 

cancrivorus) do Rio Grande do Sul. 

 

2. 2 Objetivos específicos: 

 

 Verificar ocorrência de Babesia spp, Theileria sp e Neospora caninum 

em (Didelphis albiventris, Cavia aperea, Galictis cuja e Procyon 

cancrivorus); 

 

 Registrar novas ocorrências de protozoários em mamíferos silvestres; 
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3. Revisão de Literatura 

 

3.1 Hospedeiros Silvestres 
 

3.1.1 Didelphis albiventris Lund, 1840 
 
 Didelphis albiventris (Didelphidae) (Figura 1), conhecido como gambá-

de-orelha-branca possui uma coloração grisalha, médio porte, orelhas com a 

base negra, três listras pretas na cabeça, uma central no topo da cabeça e 

duas sobre olhos. A espécie é distribuída na Argentina, Bolívia, Brasil, Paraguai 

e Uruguai. Estes mamíferos alimentam-se de frutos, insetos, pequenos 

roedores, anfíbios, e pequenos répteis (CÁCERES, 2002). Habitam florestas, 

mas também podem ser encontrados em formações arbustivas e campestres, 

áreas rurais, e até mesmo em ambientes urbanos utilizando o forro das 

moradias como tocas. São animais que se adaptam facilmente à presença 

humana (GONÇALVES et al., 2014). Por esta razão, são encontrados com 

maior abundância, próximos de estradas e residências, onde é comum serem 

mortos por atropelamento ou ataque de cães.  

 

 

                           Figura 1- Didelphis albiventris 
                           Fonte: Jairo Souza Jr 

 
 
 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Peter_Wilhelm_Lund
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3.1.2 Procyon cancrivorus (Cuvier, 1798) 
 

 Procyon cancrivorus (Procyonidae) (Figura 2), cujo nome popular é mão-

pelada, são animais de médio porte. Eles têm pelagem que varia do cinza claro 

ao escuro no dorso, com tons mais claros no ventre, apresenta uma região de 

pelos escuros ao redor dos olhos e anéis de pelos escuros na cauda 

(GONÇALVES et al., 2014). Tem uma ampla distribuição geográfica, desde a 

América Central até América do Sul, (REID e HELGEN 2008). No Brasil, ocorre 

em todos os biomas, podendo ser encontrados em ambientes como campos, 

florestas, e próximos a rodovias. São animais de hábitos noturnos. 

 Estes mamíferos alimentam-se de frutos, pequenos roedores, anfíbios, 

peixes, moluscos, insetos e crustáceos (GATTI et al., 2006).  

 

 

 
                             Figura 2- Procyon cancrivorus 
                             Fonte: https://br.pinterest.com 
 

3.1.3 Cavia aperea Erxleben, 1777 
 

 Cavia (Caviidae) é composto por nove espécies endêmicas na América 

do Sul, dispersas em grande parte do continente, com exceção da Amazônia e 

das regiões do Chile e Argentina. No Brasil, são encontradas quatro espécies: 

Cavia aperea, Cavia fulgida, Cavia magna e Cavia intermedia (PAGLIA et al., 

2012) 

 Cavia aperea (Figura 3), de nome popular preá, possui a coloração do 

dorso variando de castanho-escuro ao cinza-claro, com tons amarelados, o 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cuvier
https://pt.wikipedia.org/wiki/1798
https://pt.wikipedia.org/wiki/Johann_Christian_Polycarp_Erxleben
https://pt.wikipedia.org/wiki/1777
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ventre pode variar entre o branco-amarelado e alaranjado. Possuem cauda 

atrofiada, pelagem densa e eriçada. São animais de pequeno porte, pesando 

de 500 a 880g, e fazem parte da dieta de carnívoros silvestres (GONÇALVES 

et al., 2014).  

 

                           Figura 3- Cavia aperea 
                           Fonte: https://www.artigoscuriosos.com 
 

O habibat de Cavia spp. consiste de áreas de matas e formações 

arbustivas, sendo encontradas com frequência próximas a rodovias. A dieta é 

composta por grãos, frutas e folhas (ASHER et al., 2004).   

 

3.1.4 Galictis cuja (Molina, 1782) 
 
 Galictis cuja (Mustelidae) (Figura 4), cujo nome popular é furão, tem uma 

pelagem peculiar onde a face, a região da garganta e os membros são escuros 

e o dorso é acinzentado com uma faixa branca que se estende da cabeça até a 

lateral do pescoço (GONÇALVES et al., 2014).  

 A espécie ocorre no sul do Peru, no oeste da Bolívia, no centro do Chile, 

Paraguai, Uruguai, Argentina e no leste ao sudeste do Brasil (YENSEN e 

TARIFA, 2003). Vivem em ambientes abertos e florestas, geralmente próximos 

a cursos d´água (POO-MUÑOZ et al., 2014). Alimentam-se de pequenos 

mamíferos, aves, répteis, anfíbios, insetos e frutos. São animais com hábitos 

diurnos, vivendo solitários ou em pequenos grupos (GONÇALVES et al., 2014). 

 
 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Juan_Ignacio_Molina
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                             Figura 4- Galictis cuja 
                             Fonte: Marian Wigdorovitz 

 

 

3.2 Protozoários Parasitos 

3.2.1 Babesia e Theileria 
 

 Babesia spp. é um hemoprotozoários do filo Apicomplexa, com ampla 

distribuição geográfica que pode afetar animais silvestres, domésticos e até 

mesmo os seres humanos (CONRAD et al., 2006; GRAY & WEISS 2008; 

HERWALD et al. 2003; HUNFELD et al., 2008). É considerado o segundo 

protozoário mais comum encontrado no sangue de mamíferos (KAKOMA e 

MEHLHORN, 1994; TELFORD et al., 1993). Com ciclo heteroxeno necessita de 

um hospedeiro vertebrado e um invertebrado, para completar seu ciclo de vida 

(KAKOMA e MEHLHORN, 1994).  

 Babesia spp. tem como vetores os carrapatos Boophilus annulatus 

(América do Norte, Europa e Ásia), B. geigyi (África), B. microplus (África, 

Austrália e América do Sul), além de Dermacentor reticulatus e Rhipicephalus 

sanguineus responsáveis pela transmissão de Babesia canis (UILENBERG, 

2006).   

 A babesiose humana é um problema de saúde crescente no nordeste 

dos Estados Unidos e tem como agente casual de infecção Babesia microti 

(Apicomplexa: Piroplasmida) transmitido através da picada do carrapato Ixodes 

scapularis (GRAY et al., 2010; HOMER et., 2000).  
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Theileria equi do filo Apicomplexa, que juntamente com Babesia caballi 

podem causar a piroplasmose equina. A piroplasmose recebeu este nome 

devido ao formato piriforme que ambos os parasitos apresentam quando estão 

infectando hemácias (JIMÉNEZ et al., 2021). Quando somente T. equi é o 

único parasito responsável pela infecção a doença é conhecida com teileriose. 

Os vetores conhecidos de T. equi são os carrapatos ixodídeos, 

principalmente dos gêneros Rhipicephalus, Amblyomma, Haemaphysalis e 

Hyalomm (NOGUEIRA et a., 2017). 

 Em Procyonidae existem muitos relatos de Piroplamídeos em Procyon 

lotor Linnaeus, 1758 na América do Norte e Japão (TELFORD JR e 

FORRESTER, 1991; BIRKENHEUER et al., 2006; JINNAI et al., 2009). Babesia 

spp. são relatados com alta prevalência na população desses mamíferos 

(BIRKENHEUER et al., 2006; JINNAI et al., 2009).   

 Em um estudo molecular realizado no Sul dos Estados Unidos, Gray et 

al., (2010) detectaram B. microti em P. lotor (n=21) sendo que 18 estavam 

positivos para o protozoário. No Uruguai, Thompson et al. (2018) relataram 

Babesia sp. no sangue e diferentes tecidos (baço, fígado e músculo) de P. 

cancrivorus (n=13) com 5 positivos. No Brasil, não há relatos com diagnóstico 

de Babesia spp. nessa espécie de carnívoro. 

Collere et al. (2021), em um estudo realizado no Brasil, com amostras de 

sangue de 18 Nasua nasua Linnaeus, 1976, testaram PCR de 

Theileria/Babesia spp. (18S rRNA), todas as amostras foram negativas.  Silva 

et al. (2021) em um estudo molecular utilizando amostras de sangue e tecidos 

de mamíferos silvestres do Mato Grosso do Sul, relataram que as espécies a 

seguir foram negativas para Theileria e Babesia (N. nasua n=6, P. cancrivorus 

n=6)  

 No Brasil, Serra-Freire (1979) relatou B. ernestoi no sangue de D. 

albiventris (n=2). Wolf et al. (2016) realizaram um estudo molecular com 

Babesia e Hepatozoon no Pantanal, com 13 espécies de mamíferos silvestres, 

incluindo D. albiventris, o qual não apresentou positividade para os 

protozoários investigados.  

Em um estudo realizado no Japão, com 247 roedores (Apodemus 

speciosus, A. argenteus, Eothenomys andersoni, E. smithii, Microtus 

montebelli, Clethrionomys rufocanus e Urotrichus talpoides), Saito-Ito et al. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Systema_Naturae
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(2007) relatam Babesia microti em 36 animais (24 em A. speciosus, 7 em A. 

argenteus e 5 em E. andersoni) por detecção de PCR, sendo que 27 destes 36 

foram confirmados como positivos análises de esfregaços sanguíneos. 

No Brasil, Criado-Fornelio et al. (2009) em análise molecular de 

amostras de sangue de Hydrochaeris hydrochaeris (n = 14) relataram duas 

positivas (prevalência de 14%) relacionando com T. equi (90% de semelhança 

do gene 18S RNA de acordo com a análise BLASTn).  

Mustelidae possui relatos de Babesia missirolii em Meles meles, B. 

mustelae em Mustela putorius e B. roubaudi em Ictonyx striatus (KRIVKOVA, 

1960; BIOCCA E CORRADETTI, 1952; LEBEDEFF E TSCHARNOTZKY, 1911; 

LEGER E BE´DIER, 1923). 

 

3.2. 2 Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988 
 

 Neospora caninum do filo Apicomplexa é o agente etiológico da 

neosporose, uma doença infecciosa considerada uma das principais causas de 

perda reprodutiva em bovinos e doença neuromuscular em cães de todo o 

mundo (DONAHOE et al., 2015). Roedores e pequenos mamíferos são 

considerados possíveis fontes de infecção de N. caninum em cães e coiotes. 

(MCALLISTER, 2016).  

 Segundo relatos N. caninum tem uma ampla distribuição geográfica e 

uma variedade de hospedeiros tais como: canídeos, felinos, bovinos, equinos, 

suínos, roedores, coiotes entre outros (DUBEY et al., 2007; FERROGLIO et al., 

2007; HUANG et al., 2004). Esses estudos são baseados em análises de 

exames de fezes, histopatológicos, imunológicos, sorológicos e detecção por 

métodos moleculares (DUBEY e SCHARES, 2006; DUBEY et al., 2007; 

DANAHOE et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; SINNOT et al., 2017).   

 No Brasil, Yai et al. (2008) verificaram a presença de anticorpos anti-N 

caninum em H. hydrochaeris (Caviidae: Rodentia) (n=213 soros) de 11 

localidades do estado de São Paulo, pela RIFI, com anticorpos em 20 (9,4%) 

dos roedores. Enquanto que Valadas et al. (2010) relataram 3% de 

soropositividade para anticorpos de N. caninum (n=63). Truppel et al. (2010) 

relataram no estado do Pará, através da amplificação molecular da região Nc5 
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ou ITS1, 23% (6/26) de positividade para DNA de N. caninum, sendo que o 

protozoário foi encontrado nos gânglios linfáticos, coração, fígado e sangue.  

 Em Didelphidae N. caninum foi relatado em um estudo sorológico em D. 

marsupialis (n=396) de diferentes regiões da cidade de São Paulo, 

apresentando 21,2% (84/396) de positividade (YAI et al., 2003).  Gondim et al., 

(2017) em um estudo molecular relataram nos tecidos (cérebro e baço ) de D. 

marsupialis (n= 13) (81,2%) e  D. albiventris (n=10) (43.5%). Na Louisiana, 

Houk et al., (2010) realizaram a sorologia de 30 amostras coletadas do 

hospedeiro D. virginiana, sendo que todas foram negativas para N. caninum.  

Nos estudos realizados em Mustelidae na Grã-Bretanha, amostras de 

cérebro e de outros tecidos foram coletadas para análise molecular de 99 

furões (Mustela furo), 70 doninhas europeias (M. putorius), 64 texugos 

eurasianos (M. meles) e 9 arminhos (Mustela erminea). Os resultados da PCR 

demonstraram que o DNA específico de N. caninum foi detectado em todas as 

espécies de carnívoros silvestres, com exceção dos arminhos (0/9), 

apresentando respectivamente, furões 10,1% (10/99), doninhas 18,6% (13/70), 

texugos 10,9% (7/64). Nos texugos, amostras positivas de DNA de N. caninum 

foram encontradas no cérebro (n= 2), fígado (n= 2) e músculo do pescoço (n= 

3) (BARTLEY et al, 2012). Na Espanha, através de um estudo de sorologia 

Sobrino et al. (2008), relataram N. caninum em M. meles (n= 31, 6,4%) e em  

M. putorius (n=2, 50%). Em Portugal, foram analisadas amostras sorológicas 

de quatro espécies de mustelídeos: M. meles, M. foina, Lutra lutra e M. 

putorius, sendo que não foi confirmada positividade para esses hospedeiros 

(WAAP et al., 2017).  

Em Procyonidae, N. caninum foi detectado através de análise de DNA 

do cérebro de P. lotor (n=1) nos Estados Unidos (LEMBERGER et al.,2005). 

Lindsay et al., (2001) relataram o protozoário através de testes de aglutinação 

em P. lotor.  

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401717303011#!
https://bioone.org/search?author=Alice_E._Houk
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401708002537#!
https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=H.%20WAAP&eventCode=SE-AU
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224415000188#bib0680
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4. Material e Métodos 

 

4.1 Coleta dos hospedeiros  
 

Foram coletados 72 mamíferos (50 Didelphis albiventris, 10 Cavia 

aperea, 4 Galictis cuja e 8 Procyon cancrivorus) em rodovias do Rio Grande do 

Sul, oriundos dos munícipios de São Lourenço do Sul ( Latitude: 31° 21' 46'' 

Sul, Longitude: 51° 58' 44'' Oeste), Capão do Leão (Latitude: -31.7675, 

Longitude: -52.4487 31° 46′ 3′′ Sul, 52° 26′ 55′′ Oeste) e Pelotas (Latitude: -

31.776, Longitude: -52.3594  31°  46′  34′′  Sul,  52°  21′  34′′  Oeste) e Arroio 

Grande (Latitude: 32° 14' 19'' Sul, Longitude: 53° 5' 27'' Oeste, nos períodos 

entre janeiro de 2015 à abril de 2019, de acordo com licença concedida pelo 

ICMBio/SISBIO (nº 38913-5 e CEEA nº 8876), alguns desses animais foram 

doados pelo Núcleo de Reabilitação da Fauna Silvestre (NURFS). Após serem 

levados ao Laboratório de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) da 

Universidade Federal de Pelotas foram congelados a -20ºC até o 

processamento.  Durante a necropsia foi retirado o baço dos mamíferos para a 

extração de DNA. 

 

 

                          Figura 5- Didelphis albiventris (necropsia) 
                            Fonte: Scheer, Simone (2019) 
 

4.2 Procedimentos para a Extração de DNA 
 

Os tecidos coletados (baço) foram macerados e submetidos à digestão 

em solução de proteinase K (20mg/ml) e dodecil de sulfato de sódio 10% a 
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55ºC por 2 horas. A extração e purificação do DNA genomico foi feita com o kit 

GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo as 

instruções do fabricante. O DNA foi quantificado e teve sua pureza conhecida 

através de espectrofotometria.  

Durante o processo de extração foram utilizadas cepas de linhagens 

conhecidas como controles positivos e amostras com água e reagentes como 

controles negativos. 

 

4.3 Reações de PCR 
 

A amplificação por PCR dos fragmentos de DNA foi feitas utilizando os 

primers e regiões alvo conforme Tabela 1.  

As condições de amplificação para Neospora caninum consistiram de: 

um ciclo inicial de desnaturação a 95ºC por 5min, seguido de 40 ciclos a 95ºC 

por 1min, 63º por 1min, 72ºC por 1min, e uma extensão final a 72ºC por 5min, 

seguido por um resfriamento a 4ºC. Babesia e Theileria sp.  tiveram um ciclo 

inicial de 95ºC por 5min, seguido de 25 ciclos a 95ºC por 3min, 50ºC por 45s, 

72 por 1,5min e 72ºC por 10min, o nested PCR começou com um ciclo de 95ºC 

por 5min, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 3min, 55ºC por 45s, 72ºC por 90s e 

72ºC por 10min.  

Durante o processo de extração foram utilizadas cepas de linhagens 

conhecidas como controles positivos e água e como controle negativo. 

 Os amplicons foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de 

agarose (2%) corados com Blue Green Loading Dye I (LGC Bio), em solução 

de TBE 0,5X (Tris-base 0,4M; ácido bórico 0,20M, solução de EDTA 0,5M, pH 

8,0).  

O marcador 100pb DNA Ladder (Promega Corporation) é utilizado como 

referência para o tamanho dos fragmentos durante a eletroforese. Todos os 

géis foram observados e fotografados em um transluminador (L-Pix EXSystem-

Loccus Biotecnologia).  
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Tabela 1- Regiões alvo e primers utilizados nas amplificações de DNA de Babesia, 
Theileria spp. e Neospora caninum  

 

Região 
alvo 

Protozoário Primer Referência 

18S Babesia 

RLB-F2 5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3' 
 Gubbels et al., 

1999. 
RLB-R2 5'-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3' 

RLB-FINT 5'-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3' . 

18S 
Neospora 
caninum 

NSP6PLUS 
5´-CTGGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-
3' 

Romano et al., 2009 

  
NSP21PLUS 5´-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAA-3 ' 

 

18S Theileria  RLB-F2 5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3' 
Gubbels et al., 

1999. 

  RLB-R2 5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3'  

  RLB-R2 5'-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3'  

  RLB-FINT 5'-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3'  

 
 

4.4 Purificação e sequenciamento 
 

 
 Os amplicons foram purificados utilizando o kit PCR Products Purification 

(Mebep Bioscience), quantificados e submetidos ao sequenciamento no 

Laboratório de Genômica Estrutural do Centro de Biotecnologia da 

Universidade Federal de Pelotas.   

 

4.5 Análises das sequências 
 

 A identificação preliminar das sequências obtidas foi realizada por 

alinhamento com aquelas disponíveis na base de dados do GenBank, através 

de pesquisa por BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool- BLAST) (ZANG 

et al., 2000).  
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Resumo: Babesiidae e Theileriidae são famílias com importantes protozoários 

transmitidos através de carrapatos que podem ocasionar doenças com potencial 

zoonótico. Os animais silvestres podem atuar como reservatórios para importantes 

zoonoses. O presente estudo teve como objetivo relatar através de PCR a ocorrência de 

Theileria equi e Babesia sp. em marsupiais no sul do Brasil. Foram coletadas amostras 

de tecidos do baço de 50 hospedeiros, sendo que seis (12%) foram positivas de acordo 

com a amplificação de PCR e com a análise por BLAST.  Cinco foram positivas para 

Theileria equi e uma para Babesia sp. O estudo apresenta o primeiro registro de 

Theileria equi em Didelphis albiventris no Brasil. 

 

Palavras-chave: PCR, T. equi, Babesia sp., D. albiventris. 
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Introdução 

 

Piroplasmida são hemoparasitos de importância veterinária e médica que 

apresenta duas famílias principais: Babesiidae e Theileriidae (BARBOSA et al., 2017). 

Babesia spp. são protozoários que ocasionam uma doença de caráter zoonótico 

denominada babesiose. A babesiose é uma enfermidade emergente, transmitida por 

carrapatos ixodídeos, e os animais silvestres atuam como hospedeiros reservatórios para 

espécies de Babesia (YABSLEY e SHOCK, 2013). Os carrapatos transmitem os 

piroplasmas para os mamíferos através da picada, durante o repasto sanguíneo. Quando 

o hospedeiro vertebrado é infectado, esporozoítos de Babesia spp. vão diretamente para 

corrente sanguínea e infectam eritrócitos (ALVARADO-RYBAK et al., 2016).  

Theilleria infectam principalmente ruminantes e causam importantes perdas 

econômicas na agropecuária (BISHOP et al., 2004). Os esporozoítos penetram, 

primeiramente, nos linfócitos ou outros leucócitos e depois, migram para os eritrócitos 

(ALVARADO-RYBAK et al., 2016). Apenas duas espécies foram descritas em 

carnívoros silvestres, Theileria parva e Theileria sinensis (ALVARADO-RYBAK et 

al., 2016).  

Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphidae), é amplamente distribuído na 

América do Sul, se alimenta de pequenos invertebrados e vertebrados, frutas e 

sementes, e é considerado importante dispersor no meio ambiente (ÁVILA, 2012). De 

hábitos noturnos conseguem adaptar- se bem em ambientes silvestres, peri-urbanos e 

urbanos, abrigando-se nos forros das casas e até em terrenos abandonados (CACERES, 

2000). Devido à destruição dos habitats naturais é possível observar a presença desses 

mamíferos próximos aos seres humanos, tornando essa espécie uma possível 

disseminadora de zoonoses (ANTUNES, 2005). Entre os parasitos já relatados para esse 

hospedeiro podemos citar: Hepatozoon, Trypanosoma cruzi, Leishmania, Toxoplasma 

gsondii (DA SILVA ET AL., 2017, NANTES ET AL., 2019 SANTIAGO ET AL., 

2007, DUBEY et al., 2012). 

Portanto, o objetivo deste estudo é relatar a ocorrência de Theileria equi, 

Babesia sp. em D. albiventris no sul do Rio Grande do Sul. 

 

Material e Métodos: 

 

Foram examinados 50 gambás (D. albiventris), dos quais seis oriundos do 

Núcleo de Reabilitação da Fauna Silvestre (NURFS-UFPel), 31 atropelados em 

rodovias do Rio Grande do Sul, oriundos dos municípios de Capão do Leão (Latitude: -
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31.7675, Longitude: -52.4487 31° 46′ 3′′ Sul, 52° 26′ 55′′ Oeste) e Pelotas (Latitude: -

31.776, Longitude: -52.3594  31°  46′  34′′  Sul,  52°  21′  34′′  Oeste) entre os anos de 

2006 e 2019, e treze atacados por cães em zonas urbanas da localidade do Capão do 

Leão e Pelotas. Os gambás atropelados foram coletados de acordo com licença 

concedida pelo ICMBio/SISBIO (nº 38913-5) CEEA/UFPel  n°8876. Os marsupiais 

foram levados ao Laboratório de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) da 

Universidade Federal de Pelotas, congelados a -20ºC até o processamento. A coleta de 

tecidos (coração, fígado, baço, linfonodos, músculo, pulmões, rins e glândulas 

perianais) foi realizada durante a necropsia dos animais.  

Para extração de DNA foi utilizado um fragmento de baço de cada espécime. O 

tecido foi macerado e submetido a lise em uma solução de Proteinase K (20mg/ml) a 

55ºC por 2 horas.  A extração de DNA foi realizada com o kit GenElute™ Mammalian 

Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo as instruções do fabricante. Para 

controle de qualidade da extração de DNA, foram utilizadas cepas de linhagens 

conhecidas como controles positivos, e amostras com água e reagentes como controles 

negativos. 

Para o diagnóstico de Babesia sp. e Theileria spp. foi realizada seminested PCR. 

Na primeira reação foram utilizados os primers RLB-F2 (5'-

GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3') e RLB-R2 (5'-

CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3') (GUBBELS et al., 1999). A amplificação 

incluiu uma etapa de desnaturação de 5 min a 95°C seguida por 25 repetições de 30s a 

95°C, 45 s a 50°C e 1,5 min a 72°C e uma extensão final a 72°C por 10 min. Para a 

segunda reação de PCR foi utilizado 1μl do produto de PCR da primeira reação e o 

primer interno RLB-FINT (5'-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3') juntamente 

com RLB-R2. A mistura de reação foi realizada em um volume final de 25μl, usando 

PCR Master Mix (Promega Corporation, WI, EUA), 10 mM de cada primer e 100 ng de 

DNA. Os programas de ciclagem foram idênticos à amplificação direta de RLB-F2 / 

RLB-R2, mas o número de ciclos aumentou para 40, enquanto a temperatura de 

anelamento foi de 50°C e 55°C na primeira e na segunda PCR, respectivamente. 

Controle positivo e negativo foram incluídos na reação.  

Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose (2%) por coloração Blue Green Loading Dye I (LGC Bio), em solução de TBE 

0,5X (Tris-base 0,4M; ácido bórico 0,20M, solução de EDTA 0,5M, pH 8,0). Foi 
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utilizado o marcador 100pb DNA Ladder (Promega Corporation) como  referência  para  

o  tamanho  dos  fragmentos  durante  a eletroforese.  

Os amplicons positivos foram purificados com o kit Products Purification 

Mebep Bioscience e submetidas a sequenciamento no Laboratório de Genômica do 

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas.  As sequências resultantes 

foram comparadas com o banco de dados do Genbank usando a ferramenta BLAST 

(Local Alignment Search Tool), e o software Clustal X (http://www-igbmc.u-

strasbg.fr/BioInfo) foi usado para a construção de alinhamentos de múltiplas 

sequências. 

 

Resultados e Discussão: 

 

Dos 50 marsupiais analisados, seis (12%) foram positivos de acordo com a 

amplificação de PCR e com a análise por BLAST. Sendo que cinco foram positivos 

para Theileria equi e um para Babesia sp. 

O alinhamento das sequências por BLAST, no Genbank, demonstrou 

homologias entre 99,21% e 100% com Theileria equi e Babesia sp. como mostra a 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Códigos das sequências de Theileria equi e Babesia sp. obtidas de Didelphis 

albiventris (baço) e valores de homologia de acordo com o Blast no Genbank. 
Hospedeir

o Homologia % Espécies e gêneros que apresentaram homologia Códigos no Genbank 

Hosp 1  99,47 Theileria equi OL638195.1 

   KX227623.1 

 99,21  MT4633608.1 

   Mt4633610.1 

   MT463607.1 

    

Host 2 100 Theileria equi MG052902.1 

   MF510479.1 

   KY952226.1 

   KX722520.1 

   KY464024.1 

   KX2276623.1 

   OL638195.1 

    

Host 3 100 Theileria equi MG052902.1 

   MF510479.1 

   KY952226.1 
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   KX722520.1 

   KY464024.1 

   KX227623.1 

   KX227629.1 

   OL638195.1 

    

Host 4 99,73 Babesia sp. MG682489.1 

 96,76 Babesia sp. MK580472.1 

   MK580471.1 

   AB251608.1 

    

Host 5 100 Theileria equi MG052902.1 

   MF510479.1 

    KY952226.1 

   KX722520.1 

   KY464024.1 

   KX227623.1 

   KX227629.1 

    

Host 6 99,74 Theileria equi MG052902.1 

   MF510479.1 

   KY952226.1 

   KX722520.1 

   KY464024.1 

 

No Brasil, D. albiventris já foi descrito como reservatório de Babesia sp., (n= 

67) sendo que 22 (16, 4%) foram positivos para o piroplasmídeo em análise  sanguínea 

realizadas por PCR (GONÇALVES et al., 2021). Pode-se dizer que o estudo citado 

apresentou resultados semelhantes ao presente, exceto quanto ao tipo de amostra 

analisada.  LOPES (2016) realizou uma análise de PCR utilizando o baço de 27 

marsupiais, três foram positivos para Babesia sp.  Através de análises por esfregaço 

sanguíneo, Babesia ernestoi foi relatada em D. albiventris (n=2) e Didelphis 

marsupialis (n=16). Em um estudo realizado no bioma da Amazônia, Soares et al., 

(2017) relataram por PCR babesia sp. em amostras de tecidos dos pulmões e fígado de 

D. marsupialis (n= 17, 1 positivado). DA SERRA (1979), em estudo experimental 

também relatou B. ernestoi em D. albiventris. 

Colle et al., 2019, através de análise molecular realizado com D. marsupialis 

(n=31) oriundos do estado do Mato Grosso, detectaram Hepatozoon no sangue, fígado e 

baço e piroplasmoridas (Babesia sp. e Theileria sp.) no sangue (n=2 positivos). Os 

estudos relatados apresentaram resultados semelhantes ao realizado com D. albiventris, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213224417300378#!
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porém é importante salientar que foram realizados com espécies diferentes do presente 

estudo. Os marsupiais são importantes reservatórios para uma diversidade de 

microorganismos, sendo muitas dessas espécies de caráter zoonótico (WOLF et al., 

2016). São mamíferos que frequentemente podem ser encontrados aos redores de 

habitações urbanas e animais domésticos, por isso a importância em realizar esse tipo de 

análise.  

 O estudo apresentado relata o primeiro registro de Theileria equi que é 

transmitida através de carrapatos em marsupiais da família Didelphidae em Didelphis 

albiventris no Brasil. 
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6. Conclusões 

Neospora caninum e Babesia microti apresentaram ocorrência em Cavia 

aperea e Babesia spp. em Procyon cancrivorus. Esses são os primeiros 

registros no Brasil, desses protozoários para esses hospedeiro (C. aperea e P. 

cancrivorus) através de estudos moleculares. 

Registra-se pela primeira vez no Brasil, Theileria equi em Didelphis 

albiventris através de análise molecular do baço do hospedeiro. 
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Abstract 

The phylum Apicomplexa is divided into four main groups, which include important 

genera such as Babesia, Theileria and Neospora, which are responsible for diseases that 

can affect domestic and wild animals. The objective of this study was to ascertain 

occurrences of Neospora caninum, Babesia sp., Babesia microti, Piroplasmida sp. and 

Theileria equi in wild mammals in the southern region of the state of Rio Grande do 

Sul, Brazil. Twenty-two wild mammals that were found dead as roadkill in this region 

were necropsied, and organ fragments were collected. The spleen was used for DNA 

extraction and for parasite detection via PCR. Studies carried out through molecular 

analysis contribute towards identifying the elements that cause new cases of disease and 

the emergence of potential reservoirs and vectors. Thus, through these molecular 

studies, the following were recorded for the first time in Brazil: Neospora caninum and 

Babesia microti in Cavia aperea, Babesia sp., Theileria equi and Piroplasmida sp. in 

Procyon cancrivorus; and T. equi in Galictis cuja.   

 

Key words: wild mammals; Neospora caninum; Babesia microti; Babesia sp.; Theileria 

equi; Piroplasmida sp. 
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Introduction 

 

The phylum Apicomplexa is divided into four main groups: Coccidia (coccids), 

Gregarinasina (gregarines), Haemospororida (haemosporidians) and Pyroplasmorida 

(piroplasmids) (ADL et al., 2012). Pyroplasmorida encompasses two important genera, 

Babesia and Theileria, with wide geographical distribution, which are responsible for 

diseases that can affect domestic and wild animals and also cause numerous economic 

losses (CONRAD et al., 2006; GRAY & WEISS, 2008; HERWALD et al., 2003; 

UILENBERG, 2006). 

Babesia spp. is considered to be the second most common protozoon found in 

mammalian blood (KAKOMA & MEHLHORN, 1994; TELFORD et al., 1993). It has a 

heteroxenic cycle, i.e. it needs both a vertebrate host and an invertebrate host to 

complete its life cycle. Theileria spp. is transmitted by ixodid ticks of the genera 

Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma and Rhipicephalus. 

Neospora caninum Dubey, Carpenter, Speer, Topper & Uggla, 1988 (Coccidia) 

has wide geographical distribution and a variety of hosts, such as dogs, cats, cattle, 

horses, pigs, rodents and coyotes, among others (DUBEY et al., 2007; FERROGLIO et 

al., 2007; HUANG et al., 2004). It has great importance in veterinary healthcare, given 

that it can cause neosporosis, which can lead to spontaneous abortion in cattle rearing 

(DUBEY et al., 2007).  

Wildlife hit-and-run accidents are the second largest cause of biodiversity loss, 

only behind the reduction of natural environments (CHEREM et al., 2007). According 

to the National Department of Highways/Military Institute of Engineering (DNER/IME, 

2001), 475 million animals are run over per year in Brazil. These animals form a source 

of data for diagnostic, epidemiological, dietary and parasitic fauna studies.  

Therefore, the objective of the present study was to ascertain occurrences of 

Neospora caninum, Babesia sp., Babesia microti, Piroplasmida sp. and Theileria equi 

in wild mammals that were run over in the southern region of the state of Rio Grande do 

Sul, Brazil. 

 

 

 

 

Materials and methods 
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Twenty-two wild mammals that had been run over on highways in Rio Grande 

do Sul were collected (10 specimens of Cavia aperea, 8 of Procyon cancrivorus and 4 

of Galictis cuja), in accordance with a license granted by ICMBio/SISBIO (no. 38913-

5). These specimens were found in the municipalities of Capão do Leão (31° 46' 3'' 

South; 52° 26' 55'' West), Pelotas (31° 46′ 34″ South; 52° 21′ 34″ West) and Arroio 

Grande (32° 14′ 19″ South; 53° 5′ 27″ West). The carcasses were taken to the 

Laboratório de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) of the Universidade 

Federal de Pelotas, where they were frozen at -20 °C until processing. Tissue collection 

was performed during the necropsies on the animals. 

For DNA extraction, the mammalian spleen was macerated and placed in tubes 

with a proteinase K solution (20 mg/ml) for digestion in a water bath at 55 °C for 2 

hours. DNA extraction was performed using the Invisorb® spin tissue kit, following the 

manufacturer's instructions. The DNA was quantified and its purity was ascertained 

through spectrophotometry. For quality control of DNA extraction, strains of known 

lineages were used as positive controls and samples consisting of water and reagents 

were used as negative controls. 

To diagnose Neospora caninum through PCR, the primers used were 

NSP6PLUS (5´-CTGGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3') and NSP21PLUS (5´-

CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAA-3') (Romano et al., 2009), for the 18S DNA 

region. The amplification conditions consisted of an initial cycle of denaturation at 95 

°C for 5 min; followed by 40 cycles at 95 °C for 1 min, 63 °C for 1 min and 72 °C for 1 

min; and a final extension at 72 °C for 5 min, followed by cooling to 4 °C. 

To diagnose Babesia spp., Piroplasmida sp. and Theileria spp., semi-nested 

PCR was performed. In the first reaction, the primers RLB-F2 (5'-

GACACAGGGAGGTAGTGTGACAAG-3') and RLB-R2 (5'-

CTAAGAATTTCACCTGACAGT-3') (GUBBELS et al., 1999) were used. The 

amplification included a denaturation step of 5 min at 95 °C; followed by 25 repetitions 

of 30 s at 95 °C, 45 s at 50 °C and 1.5 min at 72 °C; and a final extension at 72 °C for 

10 min. For the second PCR reaction, 1 μl of the PCR product from the first reaction 

and the internal primer RLB-FINT (5'-GACAAGAAATAACACRGGC-3') together 

with RLB-R2 were used. The reaction mixture was performed in a final volume of 25 

μl, using Promega PCR Master Mix (Promega Corporation, WI, USA), 20 pM of each 

primer and 100 ng of DNA. The cycling programs were identical to the direct 
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amplification of RLB-F2 / RLB-R2, but the number of cycles increased to 40, while the  

annealing, temperature was 50 °C and 55 °C in the first and second PCR, respectively. 

Positive and negative control samples were included in the reaction. 

The amplification products were analyzed by means of electrophoresis on 

agarose gel (2%) with blue green loading dye I (LGC Bio) staining, in 0.5X TBE 

solution (0.4 M tris-base, 0.20 M boric acid and 0.5 M EDTA solution; pH 8.0). The 

products were viewed using a transilluminator. 

The positive amplicons were purified using the Mebep Bioscience product 

purification kit and were subjected to sequencing at the Genome Laboratory of the 

Biotechnology Center of the Federal University of Pelotas. The resulting sequences 

were compared with records in the GenBank database using the BLAST local alignment 

search tool. The Clustal X software (http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo) was used 

to build multiple sequence alignments. 

 

Results 

Among the total of 22 mammal specimens that were analyzed, at least one 

specimen in each group was positive for one genus of each of the protozoa studied, as 

shown in Table 1. 

Table 1 - Prevalence of Neospora caninum, Babesia sp., Babesia microti, 

Piroplasmida sp. and Theileria equi  in the spleen of mammals that were run over in the 

southern region of the state of Rio Grande do Sul, Brazil. 

  
Nº de Hosts positives 

  Hosts Protozoa 

   
Prevalence 

 

Neospora Babesia Piroplasmida sp. 

Theileria 

equi 

 Cavia aperea Erxleben, 1777 1 1 Negatives Negatives 20% 

Procyon cancrivorus (Cuvier, 

1798) Negatives 3 3 1 87,50% 

Galictis cuja (Molina, 1782) Negatives Negatives Negatives 1 25% 

 

Neospora caninum in C. aperea, presented 100% similarity with four sequences 

(GU300774.1; KX683873.1; KF649848.1; MG973172.1) that were obtained through 

the BLAST search. Babesia microti in C. aperea presented 93.26% similarity with two 

sequences (AB242176.1; AB190287.1). 

Theileria equi in G. cuja was found to present 100% similarity with seven 

sequences (MG052902.1; MF510479.1; KY952226.1; KX722520.1; KY464024.1; 

KX227629.1; KX227623.1).  
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In P. cancrivorus, Piroplasmida sp. presented the following percentage 

similarities with GenBank sequences: 98.12% with EF057099.1, 98.17% with 

EF057099.1 and 97.72% with EF057099.1. Babesia sp. presented 99.66% with 

MG682489.1, 99.74% with MG682489.1 and 100% with MG682492.1. Theileria equi 

presented 99.76% similarity with seven sequences (MG052902.1; MF510479.1; 

KY952226.1; KX722520.1; KY464024.1; KX227629.1; KX227623.1). 

 

Discussion 

Neospora caninum has a life cycle involving canids as definitive hosts, namely, 

the domestic dog and Australian dingo (Canis familiaris), grey wolf (Canis lupus) and 

coyote (Canis latrans), and many other species as intermediate hosts (MCALLISTER et 

al., 1998; BASSO et al., 2001; DUBEY et al., 2011). Through seroprevalence studies, 

presence of N. caninum has been reported in several countries and in groups of wild 

animals such as dogs, cats, mustelids, deer and birds (DUBEY et al., 2008; SOBRINO 

et al., 2008; MILLÁN et al., 2009; STIEVE et al., 2010).  

In Brazil, Yai et al. (2008) investigated the presence of anti-N. caninum 

antibodies in Hydrochoerus hydrochaeris (Caviidae: Rodentia) (n = 213 serum samples) 

from 11 locations in the state of São Paulo, by means of the indirect 

immunofluorescence reaction (IIFR), and found antibodies in 20 (9.4%) of these 

rodents. In the state of Pará, Truppel et al. (2010) found through molecular 

amplification of the Nc5 or ITS1 region that 23% (6/26) of their samples were positive 

for N. caninum DNA. This protozoon was found in the lymphatic glands, heart, liver 

and blood in  H. hydrochaeris 

Although the present study reported the presence of N. caninum in another host 

and in other tissues, there were similarities in the occurrence data relating to this 

protozoon (Table 1). It is important to emphasize that this is the first report of N. 

caninum in C. aperea. Dubey et al. (2014) reported on occurrence of N. caninum in the 

brain of C. lupus (n = 2) in the United States, through a molecular study. Through the 

BLAST search, it can be concluded that presented 100% similarity with the present 

study.  

In Brazil, through molecular studies, Braga et al. (2017) recorded occurrences of 

T. equi in donkeys, horses and mules on São Luís Island, state of Maranhão, in 2/10 

(20%), 15/39 (38.5%) and 13/90 (14.4%), respectively. Although their study was 

conducted on a group of hosts that differed from those of the present study, similarities 
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can be observed regarding the prevalence data obtained (Table 1). Through the BLAST 

search, 100% similarity with the sequences obtained was ascertained. With regard to 

wild animals, especially G. cuja and P. cancrivorus, the present report provides the first 

record through molecular analysis on tissues. 

In a study conducted in Japan on 247 rodents (162 specimens of Apodemus 

speciosus: Muridae; 63 of Apodemus argenteus; 11 of Eothenomys andersoni: 

Cricetidae; 3 of Eothenomys smithii; 4 of Microtus montebelli: Cricetidae; 3 of 

Clethrionomys rufocanus: Cricetidae; and 1 of Urotrichus talpoides: Talpidae), Saito-

Ito et al. (2007) reported that Babesia microti was present in 36 rodents (24 A. 

speciosus, 7 A. argenteus and 5 E. andersoni), through PCR detection. Among these 36 

rodents, 27 were confirmed as positive through blood smears. Their report presents 

93.26% similarity with the sequences of the present study. It is important to note that B. 

microti is the infectious agent responsible for human babesiosis, which is a growing 

health problem in the northeastern United States, transmitted through the bit of the tick 

Ixodes scapularis (GRAY et al., 2010; HOMER et., 2000). The United States is a 

country where introduction of wild animals as pets is a very common act among the 

population (SOUZA, 2011). 

There are many reports of on piroplasmids in Procyon lotor Linnaeus, 1758 

(Procyonidae: Carnivora) in North America and Japan (TELFORD JR. & 

FORRESTER, 1991; BIRKENHEUER et al., 2006; JINNAI et al., 2009). It has been 

reported that Babesia spp. has high prevalence in the population of this mammal. In 

Uruguay, Thompson et al. (2018) reported finding Babesia sp. in blood and different 

tissues (spleen, liver and muscle) in 5 specimens of P. cancrivorus (n = 13). 

Corroborating their study, there are similarities in the present study regarding 

prevalence data (Table 1). The isolate of P. cancrivorus had 100% similarity with the 

sequences obtained through the BLAST analysis. In Brazil, no reports have diagnosed 

Babesia spp. in this species of carnivore. 

 

 

 

Conclusion 

Wild animals act as important hosts for a diversity of microorganisms. Studies 

carried out through molecular analysis contribute towards identifying the elements that 

cause new cases of disease and the emergence of potential reservoirs and vectors. 
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Through the molecular analyses carried out here, it was possible to record the following 

for the first time in Brazil: Neospora caninum and Babesia microti in Cavia aperea; 

Babesia sp., Theileria equi and Piroplasmida sp. in Procyon cancrivorus; and T. equi in 

Galictis cuja.  
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