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Resumo

SCHEER, Simone. Protozoarios de importancia em saude publica e
sanidade animal de mamiferos silvestres do extremo sul do Brasil. 2022.
67f. Tese (doutorado em Ciéncias Bioldgicas)- Programa de Pos Graduacéo
em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, 2022.

A convivéncia entre animais domésticos e silvestres pode ocasionar riscos de
infeccbes causadas por protozoarios. A identificagdo de reservatorios
selvagens contribui para o entendimento da dindmica das populacdes de
protozoarios encontradas em diferentes hospedeiros, assim como a
identificacdo de agentes parasitarios com potencial zoonético. Portanto, o
objetivo desse estudo foi detectar protozoarios com potencial zoonético
(Babesia, Theileria sp. e Neospora caninum ) em mamiferos do Rio Grande do
Sul. Foram coletados os tecidos do baco 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 municipios de
Séao Lourenco do Sul, Pelotas, Capéo do Ledo e Arroio Grande, nos periodos
entre janeiro de 2015 a abril de 2019, de acordo com licenca concedida pelo
ICMBIo/SISBIO, alguns espécimes foram doados pelo Nucleo de Reabilitacdo
da Fauna Silvestre da Universidade Federal de Pelotas (NURFS). Para a
extracdo de DNA foi utilizado o baco dos mamiferos. O processo de extracdo
foi realizado utilizando o kit GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep
(Sigma-Aldrich), seguindo as instrucfes do fabricante. O DNA foi quantificado e
teve sua pureza conhecida através de espectrofotometria. Para as Reac¢fes da
Polimerase em Cadeia foram utilizados os primers da subunidade 18S do DNA
ribossdmico. N. caninum e Babesia microti apresentaram ocorréncia em C.
aperea e Babesia spp. em P. cancrivorus. Esses s&o 0s primeiros registros no
Brasil, desses protozoarios para 0s 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.; mamiferos
silvestres.



22

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 Sao
Lourenco do Sul, Pelotas, Capao do Le&do 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.
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1. Introducéo

A convivéncia entre animais domésticos e silvestres, comum em
praticamente todos os paises, pode ocasionar riscos de infec¢cdes causadas
por protozoarios, tanto para os animais silvestres quanto para os domesticos,
podendo ambos tornarem-se susceptiveis ou reservatérios desses
microrganismos (DUARTE, 2007).

A emergéncia destas doencas representa novos desafios para a
medicina humana e veterinaria. Tais enfermidades estdo ampliando sua
distribuicdo geografica, devido a mudancas climéticas e acesso a outros nichos
ecolégicos que ndo os habituais. A presenca de animais domésticos em
ambientes selvagens tem resultado em uma associacao cada vez mais intima
entre reservatorios selvagens e vetores com o0 ser humano e animais
domeésticos. (HUNFELD et al., 2008).

A identificacdo de reservatorios selvagens para 0S protozoarios
ajudaria no entendimento da epidemiologia das enfermidades por eles
causadas, principalmente aquelas de carater zoonoético. Esses achados
ressaltam a necessidade de estudos mais aprofundados no que diz respeito a
epidemiologia dos vetores, reservatérios e agentes envolvidos nestas
enfermidades. Em relacdo aos protozoarios transmitidos por vetores, é de real
importancia a caracterizacdo molecular destes agentes entre 0s animais
selvagens e domésticos, em funcdo da similaridade morfolégica verificada
entre os mesmos (ANDRE, 2011).

Os atropelamentos de animais silvestres correspondem a segunda maior
causa de perda de biodiversidade, ficando atras apenas da reducdo de
ambientes naturais. Mortalidades por atropelamento tem sido um fator de
pressdo impactante para populagcdes nativas ou ameacadas de extingédo
(CHEREM et al., 2007). De acordo com o Departamento Nacional de Estradas
e Rodagem/Instituto Militar de Engenharia (DNER/IME, 2001) 475 milhdes de
animais sado atropelados por ano no pais. Esses animais podem servir como

fonte para estudos de diagndstico, epidemiologia, dieta, e fauna parasitaria.
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Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de Babesia
spp. Theileria sp. e Neospora caninum em mamiferos do Rio Grande do Sul,

através da utilizac@o de técnicas moleculares.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Investigar a presencga de protozoarios de potencial zoondtico em mamiferos
silvestres ( Didelphis albiventris, Cavia aperea, Galictis cuja e Procyon
cancrivorus) do Rio Grande do Sul.

2. 2 Objetivos especificos:

e Verificar ocorréncia de Babesia spp, Theileria sp e Neospora caninum
em (Didelphis albiventris, Cavia aperea, Galictis cuja e Procyon

cancrivorus);

e Registrar novas ocorréncias de protozoarios em mamiferos silvestres;
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3. Revisao de Literatura

3.1 Hospedeiros Silvestres

3.1.1 Didelphis albiventris Lund, 1840

Didelphis albiventris (Didelphidae) (Figura 1), conhecido como gamba-
de-orelha-branca possui uma coloracdo grisalha, médio porte, orelhas com a
base negra, trés listras pretas na cabeca, uma central no topo da cabeca e
duas sobre olhos. A espécie é distribuida na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai
e Uruguai. Estes mamiferos alimentam-se de frutos, insetos, pequenos
roedores, anfibios, e pequenos répteis (CACERES, 2002). Habitam florestas,
mas também podem ser encontrados em formacgdes arbustivas e campestres,
areas rurais, e até mesmo em ambientes urbanos utilizando o forro das
moradias como tocas. S80 animais que se adaptam facilmente a presenca
humana (GONCALVES et al., 2014). Por esta razdo, sdo encontrados com
maior abundancia, préximos de estradas e residéncias, onde é comum serem

mortos por atropelamento ou ataque de caes.

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 € méo-
pelada, sdo animais de médio porte. Eles tém pelagem que varia do cinza claro
ao escuro no dorso, com tons mais claros no ventre, apresenta uma regido de
pelos escuros ao redor dos olhos e anéis de pelos escuros na cauda
(GONCALVES et al., 2014). Tem uma ampla distribuicdo geografica, desde a
Ameérica 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 préximos a rodovias. Sao animais de habitos noturnos.

Estes mamiferos alimentam-se de frutos, pequenos roedores, anfibios,
peixes, moluscos, insetos e crustaceos (GATTI et al., 2006).

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

3.1.3 Cavia aperea Erxleben, 1777

Cavia (Caviidae) € composto por nove espécies endémicas na América
do Sul, dispersas em grande parte do continente, com exce¢do da Amazonia e
das regides do Chile e Argentina. No Brasil, sdo encontradas quatro espécies:
Cavia aperea, Cavia fulgida, Cavia magna e Cavia intermedia (PAGLIA et al.,
2012)

Cavia aperea (Figura 3), de nome popular pred, possui a coloracdo 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 ericada. Sao animais de pequeno porte, pesando
de 500 a 880g, e fazem parte da dieta de carnivoros silvestres (GONCALVES
et al., 2014).

L

T
=
)

\‘&A}?\‘,‘*t ‘ './ o

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

O habibat de Cavia spp. consiste de areas de matas e formacdes
arbustivas, sendo encontradas com frequéncia préximas a rodovias. A dieta é

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

3.1.4 Galictis cuja (Molina, 1782)

Galictis cuja (Mustelidae) (Figura 4), cujo nome popular é furdo, tem uma
pelagem peculiar onde a face, a regido da garganta e os membros s&o escuros
e o dorso é acinzentado com uma faixa branca que se estende da cabeca até a
lateral do pescoco (GONCALVES et al., 2014).

A espécie ocorre no sul do Peru, no oeste da Bolivia, 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 proximos
a cursos d'agua (POO-MUNOZ et al., 2014). Alimentam-se de pequenos
mamiferos, aves, répteis, anfibios, insetos e frutos. Sdo animais com habitos
diurnos, vivendo solitarios ou em pequenos grupos (GONCALVES et al., 2014).


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

3.2 Protozoarios Parasitos

3.2.1 Babesia e Theileria

Babesia spp. € um hemoprotozoarios do filo Apicomplexa, com ampla
distribuicdo geografica que pode afetar animais silvestres, domésticos e até
mesmo o0s seres humanos (CONRAD et al.,, 2006; GRAY & WEISS 2008;
HERWALD et al. 2003; HUNFELD et al., 2008). E considerado o segundo
protozoario mais comum encontrado no sangue de mamiferos (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 Asia), B. geigyi (Africa), B. microplus (Africa,
Australia e América do Sul), além de Dermacentor reticulatus e Rhipicephalus
sanguineus responsaveis pela transmissdo de Babesia canis (UILENBERG,
2006).

A babesiose humana € um problema de saldde crescente no nordeste
dos Estados Unidos e tem como agente casual de infeccdo 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 o0s parasitos apresentam quando estéo
infectando hemaécias (JIMENEZ et al., 2021). Quando somente T. equi € 0
anico parasito responsavel pela infeccéo a doenca é conhecida com teileriose.

Os vetores conhecidos de T. equi sdo os carrapatos ixodideos,
principalmente dos géneros Rhipicephalus, Amblyomma, Haemaphysalis e
Hyalomm (NOGUEIRA et a., 2017).

Em Procyonidae existem muitos relatos de Piroplamideos em Procyon
lotor Linnaeus, 1758 na Ameérica do Norte e Japdo (TELFORD JR e
FORRESTER, 1991; BIRKENHEUER et al., 2006; JINNAI et al., 2009). Babesia
spp. sdo relatados com alta prevaléncia na populacdo desses mamiferos
(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 protozoario. No Uruguai, Thompson et al. (2018) relataram
Babesia sp. no sangue e diferentes tecidos (baco, figado e musculo) de P.
cancrivorus (n=13) com 5 positivos. No Brasil, ndo ha relatos com diagnostico
de Babesia spp. nessa espécie de carnivoro.

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 mamiferos 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 mamiferos silvestres,
incluindo D. albiventris, o qual ndo apresentou positividade para os
protozoarios investigados.

Em um estudo realizado no Jap&o, 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 deteccdo de PCR, sendo que 27 destes 36
foram confirmados como positivos andlises de esfregacos sanguineos.

No Brasil, Criado-Fornelio et al. (2009) em analise molecular de
amostras de sangue de Hydrochaeris hydrochaeris (n = 14) relataram duas
positivas (prevaléncia de 14%) relacionando com T. equi (90% de semelhanca
do gene 18S RNA de acordo com a analise BLASTn).

Mustelidae possui relatos de Babesia missiroli 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 etiologico da
neosporose, uma doenca infecciosa considerada uma das principais causas de
perda reprodutiva em bovinos e doenca neuromuscular em cdes de todo o
mundo (DONAHOE et al., 2015). Roedores e pequenos mamiferos sdo
considerados possiveis fontes de infeccdo de N. caninum em cées e coiotes.
(MCALLISTER, 20186).

Segundo relatos N. caninum tem uma ampla distribuicdo geogréfica e
uma variedade de hospedeiros tais como: canideos, felinos, bovinos, equinos,
suinos, roedores, coiotes entre outros (DUBEY et al., 2007; FERROGLIO et al.,
2007; HUANG et al., 2004). Esses estudos sdo baseados em andlises de
exames de fezes, histopatolégicos, imunoldgicos, sorolégicos e deteccao 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 presenca de anticorpos anti-N
caninum em H. hydrochaeris (Caviidae: Rodentia) (n=213 soros) de 11
localidades do estado de Sao 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 Para, através da amplificacdo molecular da regido Nc5
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ou ITS1, 23% (6/26) de positividade para DNA de N. caninum, sendo que o
protozoario foi encontrado nos ganglios linfaticos, coracao, figado e sangue.

Em Didelphidae N. caninum foi relatado em um estudo sorolégico em D.
marsupialis (n=396) de diferentes regibes da cidade de Sao Paulo,
apresentando 21,2% (84/396) de positividade (YAl et al., 2003). Gondim et al.,
(2017) em um estudo molecular relataram nos tecidos (cérebro e baco ) 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 Gra-Bretanha, amostras de
cérebro e de outros tecidos foram coletadas para analise molecular de 99
furdbes (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 especifico de N. caninum foi detectado em todas as
espécies de carnivoros silvestres, com excecdo dos arminhos (0/9),
apresentando respectivamente, furdes 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), figado (n= 2) e musculo do pescoco (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 sorolégicas
de quatro espécies de mustelideos: M. meles, M. foina, Lutra lutra e M.
putorius, sendo que nao foi confirmada positividade para esses hospedeiros
(WAAP et al., 2017).

Em Procyonidae, N. caninum foi detectado através de anéalise de DNA
do cérebro de P. lotor (n=1) nos Estados Unidos (LEMBERGER et al.,2005).
Lindsay et al., (2001) relataram o protozoario através de testes de aglutinagéo
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 mamiferos (50 Didelphis albiventris, 10 Cavia
aperea, 4 Galictis cuja e 8 Procyon cancrivorus) em rodovias do Rio Grande do
Sul, oriundos dos municipios de S&o Lourenco do Sul ( Latitude: 31° 21' 46"
Sul, Longitude: 51° 58' 44" Oeste), Capdo do Ledo (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 periodos
entre janeiro de 2015 a abril de 2019, de acordo com licenca concedida pelo
ICMBIo/SISBIO (n° 38913-5 e CEEA n° 8876), alguns desses animais foram
doados pelo Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre (NURFS). ApGs serem
levados ao Laboratério de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) da
Universidade Federal de Pelotas foram congelados a -20°C até o
processamento. Durante a necropsia foi retirado o baco dos mamiferos para a

extracdo de DNA.

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

4.2 Procedimentos para a Extracao de DNA

Os tecidos coletados (baco) foram macerados e submetidos a digestéo

em solucdo de proteinase K (20mg/ml) e dodecil de sulfato de sodio 10% a
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55°C por 2 horas. A extracéo e purificacdo do DNA genomico foi feita com o kit
GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA foi quantificado e teve sua pureza conhecida
atraves de espectrofotometria.

Durante o processo de extracdo foram utilizadas cepas de linhagens
conhecidas como controles positivos e amostras com agua e reagentes como

controles negativos.

4.3 ReacOes de PCR

A amplificacdo por PCR dos fragmentos de DNA foi feitas utilizando os
primers e regiées alvo conforme Tabela 1.

As condi¢bes de amplificacdo para Neospora caninum consistiram de:
um ciclo inicial de desnaturacao a 95°C por 5min, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 1min, 63° por 1min, 72°C por 1min, e uma extenséao final a 72°C por 5min,
seguido por um resfriamento a 4°C. Babesia e Theileria sp. tiveram um ciclo
inicial de 95°C por 5min, seguido de 25 ciclos a 95°C por 3min, 50°C por 45s,
72 por 1,5min e 72°C por 10min, o nested PCR comeg¢ou com um ciclo de 95°C
por 5min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 3min, 55°C por 45s, 72°C por 90s e
72°C por 10min.

Durante o processo de extracdo foram utilizadas cepas de linhagens
conhecidas como controles positivos e 4gua e como controle negativo.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose (2%) corados com Blue Green Loading Dye | (LGC Bio), em solucdo
de TBE 0,5X (Tris-base 0,4M; acido borico 0,20M, solucdo de EDTA 0,5M, pH
8,0).

O marcador 100pb DNA Ladder (Promega Corporation) € utilizado como
referéncia 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- Regides alvo e primers utilizados nas amplificacdes de DNA de Babesia,
Theileria spp. e Neospora caninum

RLB-F2 5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3'
Gubbels et al.,
Babesi 1999.
abesla g B-R2 5'-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3'
RLB-FINT 5-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3'
Neo_spora NSP6PLUS 5'—CTGGCCAGTCAACCTACGTCTTCT— Romano et al., 2009
caninum 3
NSP21PLUS 5-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAA-3'
Theileria  RLB-F2 5-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3' G“bti‘;'gsget al.,
RLB-R2 5'-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3'
RLB-R2 5'-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3'
RLB-FINT 5-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3'

4.4 Purificacdo e sequenciamento

Os amplicons foram purificados utilizando o kit PCR Products Purification
(Mebep Bioscience), quantificados e submetidos ao sequenciamento no
Laboratério de Genbmica Estrutural do Centro de Biotecnologia da

Universidade Federal de Pelotas.

4.5 Andlises das sequéncias

A identificagdo preliminar das sequéncias obtidas foi realizada por
alinhamento com aquelas disponiveis 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 sdo familias com importantes protozoarios
transmitidos através de carrapatos que podem ocasionar doengas com potencial
zoondtico. Os animais silvestres podem atuar como reservatérios para importantes
zoonoses. O presente estudo teve como objetivo relatar através de PCR a ocorréncia de
Theileria equi e Babesia sp. em marsupiais no sul do Brasil. Foram coletadas amostras
de tecidos do baco de 50 hospedeiros, sendo que seis (12%) foram positivas de acordo
com a amplificacdo de PCR e com a andlise 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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Introducéo

Piroplasmida sdo hemoparasitos de importancia veterinaria e médica que
apresenta duas familias principais: Babesiidae e Theileriidae (BARBOSA et al., 2017).
Babesia spp. sdo protozoarios que ocasionam uma doenca de cardter zoonoOtico
denominada babesiose. A babesiose é uma enfermidade emergente, transmitida por
carrapatos ixodideos, e os animais silvestres atuam como hospedeiros reservatorios para
espécies de Babesia (YABSLEY e SHOCK, 2013). Os carrapatos transmitem os
piroplasmas para os mamiferos através da picada, durante o repasto sanguineo. Quando
o0 hospedeiro vertebrado é infectado, esporozoitos de Babesia spp. vao diretamente para
corrente sanguinea e infectam eritrocitos (ALVARADO-RYBAK et al., 2016).

Theilleria infectam principalmente ruminantes e causam importantes perdas
econdmicas na agropecuéria (BISHOP et al.,, 2004). Os esporozoitos penetram,
primeiramente, nos linfocitos ou outros leucocitos e depois, migram para o0s eritrocitos
(ALVARADO-RYBAK et al., 2016). Apenas duas espécies foram descritas em
carnivoros silvestres, Theileria parva e Theileria sinensis (ALVARADO-RYBAK et
al., 2016).

Didelphis albiventris Lund, 1840 (Didelphidae), € amplamente distribuido na
América do Sul, se alimenta de pequenos invertebrados e vertebrados, frutas e
sementes, e é considerado importante dispersor no meio ambiente (AVILA, 2012). De
habitos 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 a destruicdo dos habitats naturais é possivel observar a presenca desses
mamiferos préximos aos seres humanos, tornando essa espécie uma possivel
disseminadora de zoonoses (ANTUNES, 2005). Entre os parasitos ja 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 ocorréncia de Theileria equi,
Babesia sp. em D. albiventris no sul do Rio Grande do Sul.

Material e Métodos:

Foram examinados 50 gambas (D. albiventris), dos quais seis oriundos do
Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre (NURFS-UFPel), 31 atropelados em
rodovias do Rio Grande do Sul, oriundos dos municipios de Capéo do Le&o (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" QOeste) entre 0s anos de
2006 e 2019, e treze atacados por cdes em zonas urbanas da localidade do Capéo do
Ledo e Pelotas. Os gambéas atropelados foram coletados de acordo com licenca
concedida pelo ICMBIo/SISBIO (n° 38913-5) CEEA/UFPel n°8876. Os marsupiais
foram levados ao Laboratério de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) da
Universidade Federal de Pelotas, congelados a -20°C até o processamento. A coleta de
tecidos (coragdo, figado, baco, linfonodos, mdsculo, pulmdes, rins e glandulas
perianais) foi realizada durante a necropsia dos animais.

Para extracdo de DNA foi utilizado um fragmento de baco de cada especime. O
tecido foi macerado e submetido a lise em uma solucdo de Proteinase K (20mg/ml) a
55°C por 2 horas. A extracdo de DNA foi realizada com o kit GenElute™ Mammalian
Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich), seguindo as instruces do fabricante. Para
controle de qualidade da extragdo de DNA, foram utilizadas cepas de linhagens
conhecidas como controles positivos, e amostras com agua e reagentes como controles
negativos.

Para o diagnostico de Babesia sp. e Theileria spp. foi realizada seminested PCR.
Na  primeira reagdo  foram  utilizados os primers RLB-F2  (5-
GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3) e RLB-R2 (5'-
CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3") (GUBBELS et al., 1999). A amplificacdo
incluiu uma etapa de desnaturacdo de 5 min a 95°C seguida por 25 repeticdes de 30s a
95°C, 45 s a 50°C e 1,5 min a 72°C e uma extens&o final a 72°C por 10 min. Para a
segunda reacdo de PCR foi utilizado 1ul do produto de PCR da primeira reagdo € o
primer interno RLB-FINT (5'-GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3) juntamente
com RLB-R2. A mistura de reacdo foi realizada em um volume final de 25ul, usando
PCR Master Mix (Promega Corporation, WI, EUA), 10 mM de cada primer e 100 ng de
DNA. Os programas de ciclagem foram idénticos a amplificacdo direta de RLB-F2 /
RLB-R2, mas o numero 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 incluidos na reacao.

Os produtos de amplificagcdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose (2%) por coloragédo Blue Green Loading Dye | (LGC Bio), em solucdo de TBE
0,5X (Tris-base 0,4M; é&cido borico 0,20M, solu¢do de EDTA 0,5M, pH 8,0). Foi
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utilizado o marcador 100pb DNA Ladder (Promega Corporation) como referéncia para
o0 tamanho dos fragmentos durante a eletroforese.

Os amplicons positivos foram purificados com o kit Products Purification
Mebep Bioscience e submetidas a sequenciamento no Laboratério de Gendémica do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. As sequéncias 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/Biolnfo) foi usado para a construcdo de alinhamentos de multiplas

sequéncias.

Resultados e Discussao:

Dos 50 marsupiais analisados, seis (12%) foram positivos de acordo com a
amplificacdo de PCR e com a andlise por BLAST. Sendo que cinco foram positivos
para Theileria equi e um para Babesia sp.

O alinhamento das sequéncias por BLAST, no Genbank, demonstrou
homologias entre 99,21% e 100% com Theileria equi e Babesia sp. como mostra a
Tabela 1.

Tabela 1. Cddigos das sequéncias de Theileria equi e Babesia sp. obtidas de Didelphis
albiventris (bago) e valores de homologia de acordo com o Blast no Genbank.

Hospedeir
0 Homologia % | Espécies e géneros que apresentaram homologia | Codigos no Genbank

Hosp 1 99,47 | Theileria equi 0L638195.1
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
0OL638195.1

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 ja foi descrito como reservatdrio de Babesia sp., (n=
67) sendo que 22 (16, 4%) foram positivos para o piroplasmideo em analise sanguinea
realizadas por PCR (GONCALVES 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 andlise de PCR utilizando o bago de 27
marsupiais, trés foram positivos para Babesia sp. Através de analises por esfregaco
sanguineo, Babesia ernestoi foi relatada em D. albiventris (n=2) e Didelphis
marsupialis (n=16). Em um estudo realizado no bioma da Amazbnia, Soares et al.,
(2017) relataram por PCR babesia sp. em amostras de tecidos dos pulmdes e figado 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 analise molecular realizado com D. marsupialis
(n=31) oriundos do estado do Mato Grosso, detectaram Hepatozoon no sangue, figado e
baco 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 especies diferentes do presente
estudo. Os marsupiais sdo importantes reservatorios para uma diversidade de
microorganismos, sendo muitas dessas espécies de carater zoondtico (WOLF et al.,
2016). S&o mamiferos que frequentemente podem ser encontrados aos redores de
habitacdes urbanas e animais domésticos, por isso a importancia em realizar esse tipo de
andlise.

O estudo apresentado relata o primeiro registro de Theileria equi que é
transmitida através de carrapatos em marsupiais da familia Didelphidae em Didelphis

albiventris no Brasil.
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6. Conclusodes

Neospora caninum e Babesia microti apresentaram ocorréncia em Cavia
aperea e Babesia spp. em Procyon cancrivorus. Esses s&o 0s primeiros
registros no Brasil, desses protozoarios 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 analise molecular do baco 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 ICMBIio/SISBIO (no. 38913-
5). These specimens were found in the municipalities of Capdo do Ledo (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
Laboratorio 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 pl 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
ul, 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/Biolnfo) 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.

N° de Hosts positives

Hosts Protozoa Prevalence
Theileria
Neospora Babesia Piroplasmida sp. 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
etal., 2008; MILLAN 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 S&o Paulo, by means of the indirect
immunofluorescence reaction (IIFR), and found antibodies in 20 (9.4%) of these
rodents. In the state of Pard, 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 S&o Luis Island, state of Maranh&o, 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.

Acknowledgements

The work was funded by the Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Ministério da Educacdo, through the Project “Parasite Diversity of
Wild Animals in the Rio Grande do Sul" n°32/2010.

Financial support

This research was supported by Coordination of Improvement of Higher
Education Personnel (CAPES) funds through scholarship (1741163) for SS.

References

Adl SM, Simpson AG, Lane CE, Lukes J, Bass D, Bowser SS. The revised
classification of eukaryotes J. Eukaryot. Microbiol, 59 (2012), pp. 429-493.

Basso W, Venturini L, Venturini MC, Hill DE, Kwok OCH, Shen SK, Dubey JP. First
isolation of Neospora caninum from the feces of a naturally infected dog. J. Parasitol
2001; 87: 612-618.

Birkenheuer, AJ, Whittington J, Neel J, Large E, Barger A, Levy MG, Breitschwerdt
EB. Molecular characterization of a Babesia species identified in a north American
raccoon. J. Wildl 2006; 42: 375-380.

Braga M D SCD, Costa, F N, Gomes, DR M, Xavier DR, André M R, Goncalves L R,
Machado RZ. Genetic diversity of piroplasmids species in equids from island of S&o
Luis, northeastern Brazil. Rev Bras Parasitol Vete 2017; 26(3), 331-339.



70

Conrad, PA, Kjemtrup AM, Carreno RA, Thoford J, Wainwright K, Eberhard M,
Quick R, Telford lii SR, Herwaldt BL. Description of Babesia duncani n. sp.
(Apicomplexa: Babesiidae) from humans and its differentiation from other piroplasms.
Int J Parasitol 2006; 36: 779-789.

Cherem JJ, Kammers M, Ghizoni JRIR, Martins A. Mamiferos de médio e grande porte
atropelados em rodovias do Estado de Santa Catarina, Sul do Brasil. Biotemas 2007; 20
(2): 81-6.

Dubey, JP, Schares G, Ortega-Mora LM. Epidemiology and control of neosporosis and
Neospora caninum. Clin Microbiol 2007; 20: 323-367.

Dubey JP, Mansfield K, Hall B, Kwok OCH, Thulliez P. 2008. Seroprevalence of
Neospora caninum and Toxoplasma gondii in black tailed deer (Odocoileus hemionus
columbianus) and mule deer (Odocoileus hemionus hemionus). Vet Parasitol 2008;
156: 310-313.

Dubey JP, Jenkins MC, Rajendran C, Miska K, Ferreira LR, Martins J, Kwok OCH,
Choudhary S. Gray wolf (Canis lupus) is a natural definitive host for Neospora
caninum. Vet Parasitol 2011; 181: 382-387.

Dubey JP, Jenkins MC, Ferreira LR, Choudhary S, Verma SK, Kwok OCH, Carstensen
M. Isolation of viable Neospora caninum from brains of wild gray wolves (Canis
lupus). Vet parasitol 2014;201(1-2):150-153, 2014.

Ferroglio E, Pasino M, Romano A, Grande D, Pregel P, Trisciuoglio A. Evidence of
Neospora caninum DNA in wild rodents. Vet Parasitol 2007: 148( 3-4): 346-349.

Gray JS, Weiss LM. Babesia microti. In: Khan, N. (Ed.), Emerging Protozoan
Pathogens. Taylor and Francis, Abingdon, UK, pp. 303-349, 2008.

Gray J, Zintl A, Hildebrandt A, Hunfeld K-P, Weiss L. Zoonotic babesiosis: overview
of the disease and novel aspects of pathogen identity. Ticks Tick Borne Dis 2010;1:3—
10.



71

Gubbels JM, de Vos AP, van der Weide M, Viseras J, Schouls LM, de Vries E,
Jongejan F: Simultaneous detection of bovine Theileria and Babesia species by reverse
line blot hybridization. J Clin Microbiol 1999; 37 (6):1782 —1789.

Herwaldt BL, Caccio S, Gherlinzoni F, Aspéck H, Slemenda SB, PiccalugA P.
Molecular characterization of a non-Babesia divergens organism causing zoonotic
babesiosis in Europe. Emerg. Infect Dis 2003; 9: 942-948.

Homer MJ, Aguilar-Delfin I, Telford SR 3rd, Krause PJ, Persing DH Clin Microbiol
Rev. 2000 Jul; 13(3):451-69.

Hunfeld KP, Brade V. Zoonotic Babesia: possibly emerging pathogens to be considered
for tick-infested humans in Central Europe. IntJ Med Microbiol Sup 2004; 293: 93-
103.

Kakoma I, Mehlhorn M. Babesia of domestic animals. In: Kreier, J.P. (Ed.), Parasitic

Protozoa, vol. 7. Academic Press, San Diego, pp. 141-216. 1994.

Jinnai M, Kawabuchi-Kurata K, Tsuji M, Nakajima R, Fujisawa K, Nagata S, Koide
H, Matoba Y, Asakawa M, Takahashi K, Ishihara C. Molecular evidence for the
presence of new Babesia species in feral raccoons (Procyon lotor) in Hokkaido. Jpn.
Vet. Parasitol 2009; 162: 241-247.

McAllister MM, Dubey JP, Lindsay DS, Jolley, WR, Wills RA, McGuire AM.Dogs are
definitive hosts of Neospora caninum. Int J Parasitol 1998; 28: 1473-1478.

Millan J, Cabezon O, Pabén M, Dubey JP, Almeria S. Seroprevalence of Toxoplasma
gondii and Neospora caninum in feral cats (Felis silvestris catus) in Majorca, Balearic
Islands, Spain. Vet Parasitol 2009; 165: 323-326.

Romano A, Trisciuoglio A, Grande D, Ferroglio E. Comparison of two PCR protocols
for the detection of Neospora caninum DNA in rodents. Vet Parasitol 2009;159: 159-
161.



72

Saito-Ito A, Kasahara M, Kasai M, Dantrakool A, Kawai A, Fujita H, Takada N. Survey
of Babesia microti Infection in Field Rodents in Japan: Records of the Kobe-Type in
New Foci and Findings of a New Type Related to the Otsu-Type. Microbiol Immunol
2007; 51(1):15-24.

Sobrino R, Dubey JP, Pab6n M, Linarez N, Kwok OC, Millan J, Arnal MC, Luco DF,
Lopez-Gatius F, Thulliez P, Gortazar C, Almeria S. Neospora caninum antibodies in
wild carnivores from Spain. Vet Parasitol 2008; 155: 190-197.

Souza MJ. One health: zoonoses in the exotic animal practice. Vet
Clin North Am Exot Anim Pract. 2011;14(3):421-6.

Stieve E, Beckmen K, Kania SA, Widner A, Patton S. Neospora caninum and
Toxoplasma gondii antibody prevalence in Alaska wildlife. J Wildl Dis 2010; 46: 348—
355.

Telford Jr SR, Forrester DJ. 1991. Hemoparasites of raccoons (Procyon lotor) in
Florida. J Wildl 1991; 27: 486-490.

Telford SR, Gorenflot A, Brasseur P, Spielman A. Babesial infection in human and
wildlife. In: Kreier, J.P., Baker, J.R. (Eds.), Parasitic Protozoa. vol. 5, 7. Academic
Press, San Diego, pp. 1-47, 1993.

Thompson CS, Mangold AJ, Félix ML, Carvalho L, Armla-Fernandez MT, Venzal
JM. Molecular evidence of Babesia species in Procyon cancrivorus (Carnivora,
Procyonidae) in Uruguay. Vet Parasitol 2018; 13: 230-233.

Truppel JH, Montiani-Ferreira F, Lange RR, De Castro RGDO, Reifur L, Boerger W,
Thomaz-Soccol V. Detection of Neospora caninum DNA in capybaras and

phylogenetic analysis. Parasitol Int 2010; 59(3) 376-379.

Uilenberg G. Babesia — a historical perspective.Vet Parasitol 2006; 138: 3-10.



Yai LO, Ragozo AA, Cafon-Franco WA, Dubey JP, Gennari SM. Occurrence of
Neospora caninum antibodies in capybaras (Hydrochaeris hydrochaeris) from Séao
Paulo State, Brazil. J parasitol 2008; 94(3): 766-767.

73



Anexo A: Autorizacdo do ICMBIio para coleta de animais atropelados

74



75

Ministéno do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes da Conservagdo da Biodwersidade - ICMBio
Sistema de Avlorizacdo € Informsgho em Biodiversidade - SISBIC

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 389135 ] Data da Emissio: 2202/2017 17:05 I Data para Revalidagio®: 24/03/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 032014, mmmummm Idad L ao p m Q de abwi do prejeto,
mds deverd sar revalidada ar aap ¢80 do relatdrio de uMMn 8 s&1 envisdo por meo do Sistio no prazo de alé 30 diss

B contar da data do aniversaro e sua emissdo

Dados do titular
Noma- MARGIA RAQUEL PEGORARO DE MACEDO “|cpF 000287 83050
Tiulo do Progto; Diverskiade parastana ce 5 SMOsTAs ANOPeRdos nas saadas do racagem do o Granda co Sul
Nome da Institugdo - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS | NPy 92.242 080:0001-00
Cronograma de atividades
¥ il (kane) T ¥ melane] )
& (L IiES [or e
113015 ee0TE
Observacdes e ressalvas
Malhmamoumudnwmm'umwh W tmlodao 0 " Que dusl: e "
1 | materas, tando por oljelo colutar dios pogas intog A& culhira natva 0 culies populir. Posante o passdda,
__obmoﬁ M O 10CUIS0a U 1 nicas mnmnamnmdnd._bmﬁ lnodlo - oamdodom.fw
SRS O peL ey A nn'-vnn--muhundmm-hhml-n
3 mhmdmhmﬁ-lpﬂhﬂ.ﬁhhmwwﬁ n\ummum-mhuwamw-dn-n-wmm
snidnde do consarvacho satedial dwardi on 00 do prop o dor do mea deatro dos lmes do wnidade de conmevacs
Sadonw cup procassn de rgdrizacho fund s ancordea-an em curo. |
Ete dooumento somenis poden sor Bkzado paa 05 previgios na Instrugdo Normasva KCMIRo n* 14 00 na Insirugdo Normattea [ , N0 Que
3 osla nao e para fns o) esp O material devera sar utizado para alividades
.| chnificas ou disitioas mo Smblo S0 0ran0 supen
4 A wtorzogdo para amvio a0 exterior de malerial biold ndo davera ser PO Mmoo do oad e bana gov.bir (Servipos ondne -
L_UNEEmgwm.oouu%&ﬁm.hw CITES ¢ ndo &TES).
ng-au Ok wa Optar pov eeartodus e ooleta u il s du cuptura dietiosatos, sompie o,
5 |wo pugo denk & .mwammrmommonwmn.mwwunmmwuu&h

e do g mmd'hhm-moudﬁh*
W nppm-uv- -ﬂmwmnun—im&-uqnp qwoﬁvhﬂ:hw'w“mﬁhnﬁq-ﬁn.
podenh, durisho

n ou falsa A de qn do Mo,

- ow ICMBIo. nos Sermos ds Brasbsitn em vigor.
inwmmommﬁﬁwmmma > o p 1] n =

T o zona ou a0 00 p para tns de pesqusa clenlitca,

- © desamoimento | . Vioja makres | T VY

8 M Caso do pasgu e em UN E DE CONSERV) ommummmmm-nm-Mmmaw-om«counm

|| AS DATAS das expedighes, as condiples para realzagdo das ooletas ¢ de uso &a nlta-estrulua da enidade.

Ouuas ressalvas

] L O

%dm& Ordem Rnynchneephh nic existem em vida fvre no Brasil conludo essa opcdo inserids pela pesquisadora fol aprovada para

nlnmom
cami o lma ©SDACI0s encontradas & a
2 m.umm
Coma ja axiste ot ho em com as 1ados ra UC, & ario que a p um 24 horas de
antecedéncia as coletas para nac a alhe o autro lo.mmmm
3 Durants & busca ailva nas ni&%&manﬁcnwiﬁi‘l o%ﬂiwmm.mmmlmummmacmmhmﬂi

previaments preparado (20os CETAS. clinias veterindrias.

Equipe
(& Hame L Funglo [€PE [ Boc Ideniidade " [Nacknalidade )
Esie d 1A ¢do para attndades com ﬁulﬁldtuﬁllﬂ\cl) fol expedido com base na Instrucdo Normatwa n® 002014, Através do codgo

o2 utenticacho abalo, quakquer cdadio podend vmlie.n mnuc&nu IMQ deste documento, por mewo da paging do Sisbia1CMBio na
Insemet (wwa.lombio.gov. brisisbio).

Cddigo de autenticacdo: 54361312 III|I|III

| Pagina 124 |




Ministéno do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes da Conservagdo da Biodwersidade - ICMBio
Sistema de Avlorizacdo € Informsgho em Biodiversidade - SISBIC

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 389135 ] Data da Emissio: 2202/2017 17:05 I Data para Revalidagio®: 24/03/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 032014, mmmummm Idad L ao p m Q de abwi do prejeto,
mds deverd sar revalidada ar aap ¢80 do relatdrio de uMMn 8 s&1 envisdo por meo do Sistio no prazo de alé 30 diss

B contar da data do aniversaro e sua emissdo

Dados do titular
Noma- MARGIA RAQUEL PEGORARO DE MACEDO “|cpF 000287 83050
Tiulo do Progto; Diverskiade parastana ce 5 SMOsTAs ANOPeRdos nas saadas do racagem do o Granda co Sul
Nome da Instituglc - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS lCNPJ: 92242 080:0001-00
ORIENTADORA OE
1 | Ganiud Muter Wo 218928 73087 1030796814 55P-AS Srusiia
2 | Carcinm Shrwiss Mimcarmritun SOUTERADD 962 016 80058 080115456 SU8-RE Sk s
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
¥ = ™5
i Mariclpie o] 5 T T —|
] TS| Ewindo do oo Cewnids do Gul Foen i UC Fodwinl
er L= 5 rm: Ut Foiu:l
4| MORRO RECONDG WS | RODOVIAS F ES TRADAS SECUNDARIAS Fom do UG Fedsral
B[00 GRANDE WS | WODOVIAS £ ESTRADAS SEGUNDARIAS _— [Fom oo UG Foseral |
| CANGUCY 75 | RODOVIAS £ ESTRADAS SECUNDARIAS Fom 06 UG Foderal |
7| TuRuCU w5 £ ESTRADAS SECUNDARIAS For 0o UG Foderal ‘
w5 |Es I 0C Fodeal |
CAPAO DO LEAD " | E ESTRADAS § o UC Foderal
Alividades X Taxons
o Aihvidacs Taxors
Adodacyl, Mymecophagios, Prss, Mephticae, Frocy M fros
1 | o insh L Cheisan, Feldas, [
Perisacd Canidao . Ddeiphidae, Chekonidas, Tapiridae, Cleguiata
Material e métodos
1 |a Dok (Avas) o.::-mwmwm-nm tiopel Asial do morlo cu
2 |a - Eﬁme&mmﬁ eI YAl pee, Fusen, OOTih WIS B Dol wbe
e y ol ek weinmai Fi du i v
2 > B eeconlinde morc o pares [t pe, Freg @ ecaiaGrgae. Ol
3 peus (Ovtros %ﬂ! mEnus ::- ankmms sirope b "
s AMOsEDs BobgCascoola m-u- 005 anmas Animal oo o
)| Ay Niwion (Mot partns (carsagalseaipele Pazes. Fragmein de Ieckaliegso
5 |a - Outras amosias RONGCIs(cola Manum 00% animas Avimal mono cu
W nes \casalpate. F e tock:
[ AN ROoTBgg Moo O a OSG
7| e Jocketa Tanual S0% ANMAE
5| T a
3] arcdus e coleda il Gow ursmmais
hT i} Ragti sl Sox armas ]
71 | Molodo aa copteraicoiets (1 ) Coletn sraneal
(77 | Maiodo o copy {Tartarugas mannnas) Tfros menodos 06 Caple Coloh Coless TRnUAl S0k ATmals akopnidon)
Destine do material biolégico coletado
1 Nome lozal destino | Tipo Bestino ]
Esie d 1A ¢do para attndades com ﬁulﬁldtuﬁllﬂ\cl) fol expedido com base na Instrucdo Normatwa n® 002014, Através do codgo

o2 utenticacho abalo, quakquer cdadio podend vmlie.n mnuc&nu IMQ deste documento, por mewo da paging do Sisbia1CMBio na
Insemet (wwa.lombio.gov. brisisbio).

Cddigo de autenticacdo: 54361312 III|I|III

L Pagina 24 |

76



Ministério do Meio Ambients - MMA
Institute Chico Mendes da Conservagso da Biodwersidade - ICMBio
Sislema de Avtorzacio € Ink ¢h0 em Biodiversidade - SISBIC

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 389135 | Data da Emisskio: 2210212017 17:05 | Data para Revalidagho®: 24/03/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autoreacdo tem prazo de valdade eg ao pi m Q de abvi do projeto,
as deverd e lidaca are diante s ap ¢80 do relatdrio de stividades 8 sar envisdo por meio do Sisbio no prazo de alé 30 diss

B contar da data do aniversaro e sua emissdo

Dados do titular

Noma  MARCIA RAQUEL PEGORARQO DE MACEDO EPF‘ Q00 287 830-50

Thulo do Projso: D parastana ce  5iNeslTas aopeRdos nas saadas 4o rocagem do Fo Granda do Sul

Pome da Institigioc - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS ICNPJ: 92242 080.:0001-00
[T TONIVEREIDADE FEDERAL OE PELOTAS |

Esie d 1A ¢do para des cam finalkiade centifica) fol expadido com base na Instrucdo Normativa n® 0V2014. Através do codgo

o8 autenticacho abalo, quakquer cdadio podernd mﬁe&_(p _qaqnﬁld&hpo ou rom?a deste documento. por mew 48 paging do SisbiaICMBio na
Intermet (wwa.lombio. gov. brisishio).

Cddigo de autenticacdo: 54361312 III|I|II|

| Pagina 34 |

77



Ministéno do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes da Conservagso da Biodwersidade - ICMBio
Sistema de Avlorizacdo € Informsgho em Biodiversidade - SISBIC

Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 389135 I Data da Emissio: 2202/2017 17:05 I Data para Revalidagio®: 24/03/2018
-Dam«:omomzsammu mmmumpmm dad ao p ) Q de atwi do projeto,
mas deverd s daca A 4 ap! ¢80 do relatd deumadenwenvbﬁo por meo do Sisbio no prazo de alé 30 dias

8 contar da data o INV.MM o6 Sud eMissdo

Dados do titular

Nomae' MARCIA RAQUEL PEGORARC DE MACEDO ]EPF‘ 000 28783350

Thulo do Projeto: D parastana ce  5iNeslTas aopeRdos nas saadas 4o rocagem do Fo Granda do Sul

Nome da Instituglc - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS ICNPJ: 92242 080\0001-00

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acorda com a Instrugio Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de matenal biokgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiio da coleta, devendo esta coleta iImprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizac@o ou da licenca permanente com a devida
anotacio. O matenal bloidgico coletado de forma Imprevista, deverd ser destinado & instituiglo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon® Gtde. Tipo de amostra Qtge. Data

* Idenfificar o espécime no nivel lRxondmco posshel

Esie d 1A ¢do para des com ﬁllﬁbdtﬂllﬂln) fol expedido com base na Instrucdo Normatwva n* 0V2014. Através do codgo
o8 autenticacho abalo, Qmmm cdadio podend mnem mnua&uou uma deste documento. por mew 48 paging do SisbiaICMBio na
Intemet (wwa.lombic.gov. brisistia).

Cddigo de autenticacdo: 54361312 III|I|III

[ Pagmada ]




79

Anexo B

Normas Brazilian Journal of Development

AUTHOR GUIDELINES

0 BID aceita apenas artizos originais, ndo publicados em outros periddicos. Aceitamos artizos apresentados em eventos, desds que eszas informapdes sejam dispombilizadas pelos
autores.

As normas para formatagdo e preparagde de originals siac

- Maxime de 20 pigmas;

- Maxmmum B autors;

- Fonte Times New Foman tamanho 12, espapamanto entre lnhaz 1,3;

- Figuras, Tabelas & Tabelas devem aparecar junto ao texte, editéveis, sm fonte 10, tanfo para o contetido quante para o titulo (que deve vir logo acima dos elementos grafices) e
fonte (que deva vir logo abaxo do elemento grifico).

- Titulo em portugnés e nglés, no micio do arquivo, com fonte 14;
- Resurmo 2 resume, juntamente com palavras-chave e palavras-chave, com espacamenta simples, loge abzine do fitule;

- 0 arqurvo submetido ndo deve conter 2 1dentificado dos zutores.

Esta revicta adota como politica aditorial as diretrizes da boas praticas de publicapie clentifica da Associzpie Nacional de Pasqmisa e Pds-Graduagio em Administragdo (ANPADY),
dizsponiveis em- http:/ worw anpad org br/diversoaboas_praticas pdf .

Como parts do proceseo de submussdo, oz autorss devem venficar 2 confornudade da submizs3o em relagdo a todos os thens listados abaixo. As submizsdes que ndo estrveram da
acords com 23 normas sardo devolvidas 2oz autorss.

A contribiigio & original & medita, e ndo extd sendo avaliada para publicap3e por outro periadics; Caso confrario, deverd ser justificado sm "Comentinos a0 sditor”.

0 arquivo de submizsde estd no formate Microsoft Word, OpanOffics ou ETF.

{0z URLs para referancias foram nformados quande possivel

0 taxto estd em sspapo simplas; Usa uma fonte da 12 pontos; Usa itdlico em vez de sublinhado (exesto enderegos da URL); As figuras a tabelzs oo inseridas no texto, ndo no
final do documants na forma de anaxos.

() texto sezue os padrdes de estilo e raquisitos bibliograficos descritos em Diretrizes para Autores, na pagina Sobre a Bevista.

Mo cazo de submiszdo 2 uma sepdc revisada per pares (por exemplo, artizos), as instrupdes disponivels em Aszsegurar avaliagio cega por pares foram seguidas.



80

Anexo C

Brazilian Journal of
Development

DECLARACAO

A Revista Brazilian Journal of Development, ISSN 2525-8761 avaliada
pela CAPES como Qualis CAPES 2019 B2, declara para os devidos fins,
que o artigo intitulado “Molecular analysis on protozoa in wild
mammals run over in southern Rio Grande do Sul, Brazil*’ de
autoria de Simone Scheer, Méarcia Raquel Pegoraro Macedo, Tatiele de
Aguiar Lopes Soares, Alice Graciela Suarez, Gertrud Muller, foi

publicado no v. 8, n.1, p.7037-7046.
A revista é on-line, e os artigos podem ser encontrados ao acessar o link:

https://brazilianjournals.com/ojs/index.php/BRJD/issue/view/154

DOIl:  https://doi.org/10.34117/bjdv8n1-475
Por ser a expressdo da verdade, firmamos a presente declaracao.

Sao José dos Pinhais, 25 de Janeiro de 2022

Prof. Dr. Edilson Antonio CatapanEditor
Chefe

) Sl e
e .

/7

/

[ At



https://brazilianjournals.com/ojs/index.php/BRJD/issue/view/154

