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RESUMO

As hemoparasitoses ovinas sdo causadas por varios microrganismos, entre eles estdo os
micoplasmas hemotropicos e os piroplasmas. Poucos relatos quanto a presenga de
micoplasmose em ovinos existem no Brasil e no caso dos piroplasmas a sua descricdo em
ovinos no brasil ¢ inexistente na literatura. Apesar da presenca de uma grande quantidade de
animais no rebanho de ovinos brasileiro pouco se sabe sobre a prevaléncia e transmissao de
hemoparasitoses de ovinos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia
molecular de hemoparasitas em ovinos oriundos da regido Norte do Estado do Paran4, Brasil.
identificar piroplasmas e Mycoplasma hemotropicos em Ovinos do Norte do Parana. determinar
as espécies de hemoparasitas encontradas nos Ovinos do Norte do Parana. Foram coletadas
347 amostras de sangue por venopung¢do em ovinos das cidades de Londrina, Cambé, Ibipora,
Apucarana, Sertanopolis, Jaguapitd e Guaraci, todas localizadas no Norte do Parand, Brasil.
Destes animais foram coletados também os carrapatos aderidos aos animais quando presente.
Para os piroplasmas o alvo foi o gene ribossomal 18S e para micoplasmas hemotropicos um
fragmento do gene 16S rRNA. Das 347 amostras analisadas 92 (26%) foram positivas, dentre
estas positivas duas foram selecionadas para sequenciamento e apos analise apresentaram uma
semelhanca de 99% com isolados de Mycoplasma ovis. Para o gene 18S de piroplasmas uma
amostra se apresentou positiva, apos seu envio para sequenciamento e analise, foi demonstrado
uma semelhanga de 100% com isolados de Babesia caballi previamente depositados no
GenBank. Com bases nos resultados se obteve como consideragdes finais: Uma espécie de
Babesia proxima a Babesia caballi esta presente em ovinos no estado do Parana, Sul do Brasil;
Uma espécie de Micoplasma hemotropico proximo a Mycoplasma ovis esta presente em ovinos
no estado do Parana, Sul do Brasil; A criacdo de multiplas espécies em associa¢do, com énfase
entre as espécies ovina e equina, situacao encontrada neste trabalho, demonstra o potencial de
infecdo por hemopasitas encontrados em outros hospedeiros na mesma regido; Estudos para
identificar e quantificar os ectoparasitas e o potencial de transmissao de hemoparasitas para os
ovinos sdo necessarios para elucidar aspectos epidemiologicos destas moléstias incidentes na
regido.

Palavras-chave: Piroplasma. Mycoplasma. Diagnéstico. Ovinos.
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ABSTRACT

Sheep hemoparasitoses are caused by several microorganisms, including hemotropic
mycoplasmas and piroplasms. Few reports on the presence of mycoplasmosis in sheep exist in
Brazil and in the case of piroplasm their description in sheep in Brazil is lacking in the
literature. Despite the presence of a large number of animals in the Brazilian sheep herd, little
is known about the prevalence and transmission of hemoparasitosis in sheep. The present
study aimed to evaluate the molecular prevalence of hemoparasites in sheep from the northern
region of the State of Parand, Brazil. To identify hemotropic piroplasmas and Mycoplasmas in
sheep from Northern Parand. To determine the species of hemoparasites found in sheep from
Northern Parana. A total of 347 blood samples were collected by venipuncture in sheep from
the cities of Londrina, Cambé, Ibipora, Apucarana, Sertandpolis, Jaguapitd, and Guaraci, all
located in the North of Parana, Brazil. From these animals, ticks attached to the animals were
also collected when present. For piroplasms, the target was the 18S ribosomal gene and for
hemotropic mycoplasmas a fragment of the 16S rRNA gene. Of the 347 samples analyzed, 92
(26%) were positive, among these positive two were selected for sequencing and after
analysis showed a similarity of 99% with Mycoplasma ovis isolates. For the 18S gene of
piroplasm, a sample was positive, after sending it for sequencing and analysis, a 100%
similarity with Babesia caballi isolates previously deposited in GenBank was demonstrated.
Based on the results, final considerations were obtained: A species of Babesia close to
Babesia caballi 1s present in sheep in the state of Parand, southern Brazil; A hemotropic
Mycoplasma species close to Mycoplasma ovis is present in sheep in the state of Parana,
southern Brazil; The creation of multiple species in association, with emphasis on the sheep
and equine species, a situation found in this work, demonstrates the potential for infection by
hemopasites found in other hosts in the same region; Studies to identify and quantify
ectoparasites and the potential for transmission of hemoparasites to sheep are necessary to
elucidate epidemiological aspects of these diseases that occur in the region.

Key words: Piroplasm. Diagnoses. Ruminants.Ovine.
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1. INTRODUCAO

A produg¢do animal € uma das principais atividades econdmicas brasileira, representando
aproximadamente 6,7% do PIB do pais. Dentre estas atividades se encontra a ovinocultura,
sendo que o estado do Parand ¢ o oitavo maior produtor de ovinos, com aproximadamente
561.712 cabegas no ano de 2017. O desenvolvimento da producdo no pais enfrenta alguns
problemas com o franco aumento da producdo, dentre estes problemas estd a sanidade dos
animais. Com problemas na sanidade dos animas, sua produ¢ao pode sofrer um grande impacto
(BRASIL, 2017).

As hemoparasitoses sdo conhecidas a anos, sendo descritas diversas espécies em
diferentes periodos dos séculos XIX e XX. Transmitidas por um vetor artropode, ganharam
espaco nos rebanhos da Europa e paises do novo mundo. Sua distribui¢do aproveita de um nicho
ecoldgico amplo, em que a uma grande quantidade de animais homeotérmicos e vetores
artropodes para se alimentar destes animais, e neste ciclo de alimentacdo do artropode os
microrganismos sao transmitidos e se mantém circulante. As perdas economicas causadas por
hemoparasitoses sdo amplas, mesmo que sua maioria sd3o de animais assintomaticos, essas
perdas podem ser em quantidade de leite produzido, ganho de peso e alguns outros (GHARBI
et al., 2006)

. A distribuicdo destes hemoparasitas no rebanho nacional ¢ ampla, sendo diversas
espécies encontradas em todos os estados do Brasil (UILENBERG, 2006).

O género Babaesia pertence ao grupo dos piroplasmas, protozoarios que infectam
diversas espécies de animais de producdo, sejam eles equinos, ovinos, bufalos e bovinos. Ainda
no século 19, um protozoario chamou a atengdo de babes, ao examinar o sangue de bovinos e
associou isto a hemoglobinuria e deu o nome vulgar de febre do Texas. Posteriormente, também
Babes encontrou um protozoario semelhante ao dos bovinos em células sanguineas de ovelhas
(BABES, 1888). Em seguida a essa descoberta o agente causador da febre do Texas em gado
dos Estados Unidos foi descoberto e classificado como Pyrosoma bigeminum, sendo que, neste
caso, foi possivel comprovar sua transmissao por carrapato, ressaltando que este foi o primeiro
relato de uma doenga transmitida por um artrépode (SMITH; KILBORNE, 1893). Nesse
mesmo ano o género foi reclassificado e a esses protozodrios foi dado o nome genérico de
Babesia, com as espécies B. bovis, B. bigemina ¢ B. ovis até hoje as espécies que afetam
ruminantes no Brasil. Esta taxonomia ¢ valida até os dias atuais e junto com o género Theileria
pertencem a ordem Piroplasmida, conhecidos como piroplasmas (DA SILVA et al., 2013;

STARCOVICI, 1893; UILENBERG, 2006).
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Os hemoplasmas sdo bactérias pleomorficas, sem parede celular e Gram negativas. Sao
encontradas em hemadcias de mamiferos aderidas a parede externa do eritrdcito. Essa bactéria ¢
causadora da hemoplasmose e conhecida como micoplasma hemotropico (MESSICK, 2004).

Hemoplasmas possuem distribuicdo mundial, possuem relatos na literatura de sua
presenca em todos os continentes, isso se deve as suas relagdes de parasitismo bem definido e
por sua forma de disseminagdo ser feita por vetores hematoéfagos como carrapatos, moscas,
mosquitos e pulgas (MACIEIRA et al., 2008; MESSICK, 2004). Micoplasmas hemotropicos
foram descritos em diversas espécies domesticas e silvestres e até humanos, entretanto as
informagdes sobre o microrganismo em ovinos no Brasil ainda ¢ escasso, sendo assim sua
importancia no papel sanitario do rebanho ovino ainda necessita de mais informac¢ao (BIONDO

et al., 2009; DE MORALIS et al., 2007b; DOS SANTOS et al., 2008; VIEIRA et al., 2015).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Babesia

Os hemoparasitas do género Babesia pertencem ao filo Apicomplexa, Ordem
Piroplasmida, familia Babesiidae, com invasao exclusiva de eritrocitos, diferente de Theileria
que infecta inicialmente linfocitos e monocitos. Todas as espécies de Babesia sdo transmitidas
pela picada de carrapatos. Babesia bigemina e Babesia bovis que parasitam bovinos no Brasil,
sao transmitidas pelo Riphicephalus microplus. Durante a picada do carrapato, os esporozoitos
sdo injetados no hospedeiro e infectam diretamente os eritrdcitos. Este fenomeno diferencia
Babesia spp. de Theileria spp., onde os esporozoitos ndo infectam incialmente os gloébulos
vermelhos, mas sim penetram antes em linfocitos ou mondcitos aonde passam por uma
esquizogonia (UILENBERG, 2006).

No hospedeiro, os esporozoitos se desenvolvem em merozoitos dentro do eritrocito
infectado resultando em duas ou as vezes quatro células filhas que deixam a célula hospedeira
para infectar outros eritrocitos até o hospedeiro morrer ou desenvolver imunidade e controlar a
infec¢do. O bago com seu filtro linfo-reticular tem a fungao essencial de promover a resisténcia
as infeccdes primarias de Babesia spp., removendo especificamente células infectadas da
circulagdo, provavelmente através de uma combinacdo de microcirculacdo e atividade de
células fagociticas imunocompetentes (BOCK et al., 2004).

Os sinais clinicos de babesiose estdo relacionados a lise de eritrocitos no
desenvolvimento do protozoario. A sintomatologia clinica da doenca ¢ ampla e pouco
especifica (febre, anemia, ictericia e hemoglobinuria), tendo assim que associar presenca do
vetor e drea endémica (HUNFELD; HILDEBRANDT; GRAY, 2008).

O diagnostico da doencga pode ser realizado através do esfregaco sanguineo corado com
Giemsa, em que pode ser observada a presenca do protozoario infectando eritrocitos, sempre
mais recomendado a utilizacdo de sangue periférico pela praticidade na execucao, mas quando
a doenca se encontra em fase latente o resultado pode ser um falso negativo devido a baixa
parasitemia (BRUNING, 1996)

. Também podem ser utilizados para diagnostico os testes soroldgicos indiretos como
ELISA e Imunofluorescéncia, estes ndo tdo recomendados para diagnostico clinico e mais
utilizados em estudos epidemioldgicos. O teste padrao ouro, mais sensivel e especifico seria a
PCR e como principal alvo o gene ribossomal 18S, com ele € possivel diferenciar com mais

certeza espécie e um diagnostico mais precoce (BOCK et al., 2004).
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Quanto a epidemiologia da doenca no Brasil em ruminantes, somente o grupo de
bovinos e bubalinos possuem relato em literatura, sendo assim dados quanto sua epidemiologia
em ovinos ¢ inexistente. A maior parte do territorio do Brasil ¢ endémica para o parasita em
bovinos com prevaléncia variando de 10-90%, estes valores sofrem influéncia da regido
geografica e quanto ao teste utilizado no estudo. Estudos com utilizagdo de esfregacgos
sanguineos tendem a ter mais animais falsos negativos em relagao a outros testes mais sensiveis
como ELISA ou PCR (BILHASSI et al., 2014; GIGLIOTI et al., 2016; RUCKSAKEN et al.,
2019). Sua distribuigao em bubalinos ¢ negligenciada, com poucos estudos realizados. Existem
somente quatro estudos relacionando Babesia em bufalos no pais, ¢ dentre estes estudos, a
prevaléncia varia de 1-19%, valores menores em comparagao a situagdo endémica do rebanho
bovino (DA SILVA etal., 2013; NEO etal., 2016; SILVA etal., 2013; SILVEIRA et al., 2016).

Ja os piroplasmas causadores de babesiose em equinos sao mais frequentes na literatura
em equinos, asininos e muares estao presentes es diversos estudos realizados no Brasil, com a
ocorréncia variando de niveis baixissimos a altas taxas de infec¢do (DE WAAL, 1992; SCOLES

etal., 2011; UETI et al., 2005; VIEIRA et al., 2013).

2.2. Micoplasmas hemotropicos

Os hemoplasmas estavam anteriormente compreendidos em um grande grupo de micro-
organismos da ordem Rickettsiales, que agrupa as familias Rickettsiaceae, Bartonellaceae e
Anaplasmataceae. Os micoplasmas hemotrdpicos, eram classificados em dois géneros,
Haemobartonella e Eperythrozoon. Foram, entdo, reagrupados com base nas suas
caracteristicas fenotipicas, resisténcia a antibioticos e, principalmente, na forte semelhanca
filogenética do gene 16S rRNA no filo Tenericutes, classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales,
familia Mycoplasmataceae e unidos como género Mycoplasma (NEIMARK et al., 2001). Estes
agentes caracterizam-se por serem bactérias pleomorficas, desprovidas de parede celular, Gram
negativas, com 0,3 a 3 um de didmetro e com genoma reduzido, adaptados a vida parasitaria.
Os micoplasmas hemotrdpicos, convencionalmente chamados de hemoplasmas, podem ser
encontrados no sangue de mamiferos, evidenciados a microscopia otica como corpusculos
arredondados extra eritrocitarios. Provocam uma doenga denominada micoplasmose
hemotropica ou hemoplasmose (anteriormente chamada como hemobartonelose e
eperitrozoonose), caracterizada por anemia hemolitica imunomediada (MESSICK, 2004).

Virios artropodes hematofagos ja foram descritos como transmissores. Em pesquisa
experimental ja foi comprovada a transmissdo de M. haemofelis e 'Ca M haemominutum por

pulgas da espécie Ctenocephalides felis para gatos domésticos (WOODS et al., 2005). Piolhos
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da espécie Polyplax serrata foram evidenciados capazes de transmitir Eperythrozoon
coccoides, para roedores de laboratdrio também sob condi¢cdes experimentais, 0 mesmo
trabalho nao identificou possibilidade de transmissao do agente para os roedores por acaros das
espécies Myocoptes musculinus, Myobia musculi e Radfordia affinis (BERKENKAMP;
WESCOTT, 1988). Mosquitos Aedes aegypti € moscas Stomoxys calcitrans sao capazes de
transmitir mecanicamente o agente Eperythrozoon suis para suinos (PRULLAGE; WILLIAMS;
GAAFAR, 1993) e carrapatos Rhipicephalus sanguineus sao considerados os principais vetores
de M. haemocanis para caes domésticos (SENEVIRATNA; WEERASINGHE; ARIYADASA,
1973).

O diagnéstico da hemoplasmose baseado na microscopia otica de esfregago sanguineo
e pouco confiavel, pois depende do grau de parasitemia e da capacidade de distingdo visual do
técnico responsavel pelo exame, que fica sujeito a interpretacdes erroneas quando existem
residuos de corantes e/ou alteracdes morfologicas das hemdcias, como Howell Jolly Para
minimizar potenciais falhas, técnicas moleculares vém sendo desenvolvidas e aprimoradas. A
Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi inicialmente descrita para o diagndstico de
hemoplasmose em bovideos para o agente Eperythrocoon wemoni (VANDERVOORT et al.,
2001). Posteriormente foram descritos primers genéricos capazes de amplificar o gene
ribossomal 16S rRNA, um segmento conservado ao grupo dos micoplasmas hemotrdpicos,
assim proporcionando aplicabilidade para diagnostico em todos os ja confirmados e possiveis
hospedeiros (DIECKMANN et al., 2010).

Micoplasmas hemotropicos ja foram descritos, através de técnicas moleculares,
parasitando espécies de mamiferos em todo mundo (BIONDO et al., 2009; MESSICK, 2004)
Em felinos, M. haemofelis, 'Candidatus M. haemominutum', e 'Candidatus M. turicensis ja
foram relatados em gatos domésticos anémicos (DOS SANTOS et al., 2014) e ndao anémicos
(DE MORALIS et al., 2007a; MICELI et al., 2013) e em doze espécies de felideos silvestres da
Africa, América do Sul e Europa (WILLI et al., 2007). Em cdes expostos aos vetores a
carrapatos, M. haemocanis e 'Candidatus M haematoparvum'ja foram evidenciados (VIEIRA
et al., 2015). Suinos podem ser acometidos por M. parvum (DOS SANTOS et al., 2014) e M.
suis (HOELZLE et al., 2014), inclusive, este tltimo, capaz de invadir os eritrécitos (GROEBEL
et al., 2009). Em cavalos, Mycoplasma haemofelis e 'Candidatus Mycoplasma haemobos foram
encontrados, contrariando a ideia inicial de espécie-especificidade (DIECKMANN et al.,
2010). Nos pequenos ruminantes, um estudo realizado no Norte do Parana utilizando a técnica
de PCR encontrou sete animais positivos para Mycoplasma ovis dentre os quarenta e dois

animais coletados no estudo (MONGRUEL et al., 2020). Um segundo estudo realizado no Rio
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Grande do Sul encontrou vinte e seis animais positivos na PCR para M. ovis dentre os trinta e
trés animais coletados, somente estes dois relatos na literatura demonstram a presenca de
Micoplasmas hemotropicos no rebanho ovino brasileiro(SOUZA et al., 2019). Outras espécies
também possuem achados na literatura quanto a presenca da M. ovis através de técnicas
moleculares foram encontrados animais positivos para o agente tambémem cervideos silvestres
de Foz do Iguagu e caprinos da Paraiba (GRAZZIOTIN et al., 2011a; GRAZZIOTIN et al.,
2011b; MACHADO et al., 2017). Camelideos também podem ser infectados por ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos', como comprovado em estudo que investigou a morte ¢ adoecimento
de alpacas de cativeiro na Suica (MELI et al., 2010).

Os Micoplasmas hemotropicos possuem um potencial de infecdo em humanos, diversos
relatos demonstram a presenca da bactéria causando doenga em pacientes com relatos de
anemia, dois deles causado por Mycoplasma ovis. O primeiro relato de M. ovis infectando
humanos foi detectado em veterinario residente do Texas que possuia um quadro de anemia
sem diagnostico definido, o profissional também havia estado na Africa onde realizava
necropsias a campo de animais silvestres. Uma PCR com alvo para o 16S rRNA foi realizada e
a amostra de sangue coletado dele se mostrou positiva. O segundo relato na literatura foi um
estudo de coortes dividido entre grupos de pacientes com contato extensivo com artropodes e
sem contato extensivo com artropodes € em ambos 0s grupos as amostras coletadas destes
grupos foram positivas para o 16S rRNA de Micoplasmas hemotropicos e agrupados junto a
Mycoplasma ovis  MAGGI et al., 2013; SYKES et al., 2010).

Outros relatos com relacdo a infeccdo por Micoplasmas hemotrdpicos relacionados a
outras especies de Mycoplama também estdo presentes na literatura, demonstrando DNA
presente em amostras de humanos das especies ‘Candidatus’ Mycoplasma haemohominis,
Mycoplasma suis e Mycoplasma haemocanis (DOS SANTOS et al., 2008; HATTORI et al.,
2020; YUAN et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a ocorréncia molecular de hemoparasitas em ovinos oriundos da regido Norte do

Estado do Parana, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Identificar piroplasmas e Mycoplasma hemotropicos em Ovinos do Norte do Parana.

- Determinar as espécies de hemoparasitas encontradas nos Ovinos do Norte do Parana.

12
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4.1 ARTIGO A

Prevaléncia de Mycoplasma ovis em ovinos do Norte do Parana

Resumo

Micoplasmas hemotropicos sdo causadores de micoplasmose em diversas espécies de
mamiferos domésticos ou silvestres, em ovinos os causadores da doenga sao Mycoplasma ovis
e ‘Candidatus Mycoplasma haemovis’ e sua transmissdo ocorre principalmente através de
vetores hematdfagos. O estudo teve como objetivo a deteccdo e caracterizagdo de hemoplasmas
de ovinos oriundos da regido norte do Parand. As amostras de sangue foram coletadas com
EDTA e posteriormente submetidas a extracdo de DNA, e posteriormente a PCR foi realizada
baseada no gene 16S rRNA. A ocorréncia determinada foi de 26,5% (92/347) animais
positivos. Duas amostras positivas foram escolhidas aleatoriamente ¢ enviadas ao
sequenciamento, demonstrando uma identidade 99% com isolados de Mycoplasma ovis. Pode
se observar a presenca do hemoplasma no rebanho ovino da regido e o estudo abre portas para
novos estudos quanto a situagdo epidemiologica no rebanho nacional.

Palavras-Chave: Hemoplasmas, carrapatos, PCR.

Introducio

Dentre as atividades econdmicas mais importantes do PIB brasileiro se encontra a
producdo animal, e nesta a criacdo de ovinos. O estado do Parana possui mais de meio milhao
de ovinos em seu rebanho. Um dos principais fatores de perda econdmica na producao de
pequenos ruminantes € a anemia, causada principalmente por helmintose ou por doengas
transmitidas por vetores (BRASIL, 2000, 2013, 2017).

Uma das principais doencgas transmitidas por vetores em ovinos ¢ a hemoplasmose,
causada pelos Mycoplasma ovis e ‘Candidatus Mycoplasma haemovis’, causandores casos
graves de anemia em ovinos (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2018; SUZUKI et al., 2011;
TAGAWA etal., 2012). Ambos sdo bactérias pleomorficas, sem parede celular, gram negativas
e pertencentes a classe dos Molicutes (NEIMARK et al., 2001).

Pouco se sabe quanto ao potencial zoonotico dos Mycoplasmas hemotropicos, mas a
presenca de Mycoplasma haemofelis ja foi descrita em humanos, também foi descrito um caso
em que um veterinario possuia uma infecc¢ao por trés diferentes microrganismos transmitidos
por vetores e dentre estes Mycoplasma ovis, causando um quadro de dorméncia de membros e

se desenvolveu em febre, nauseas e posteriormente sinais neurologicos (SYKES et al., 2010).
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Outro relato existente em literatura apresenta DNA de M. ovis presente em amostras de
sangue coletadas em um estudo de coortes dividido entre populagdes com contato extensivo
com artropodes e outra sem contato extensivo com artropodes, e ambas possuiam amostras
positivas para Mycoplasma ovis (MAGGI et al., 2013).

Apesar de sua ampla distribui¢do em todos os continentes (AKTAS; OZUBEK, 2017,
BYAMUKAMA et al., 2020; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2019; RJEIBI et al., 2015;
TAGAWA et al., 2012; URIE et al., 2019) com excecao da Oceania, os dados quanto a sua
presenca no Brasil sdo escassos, porém, podem variar de 16% a 78% em diferentes espécies
animais. Devido a essa escassez de informagdo sobre Mycoplasma ovis o estudo teve como
objetivo detectar e caracterizar molecularmente os hemoplasmas de ovinos da regido Norte do
Parana (GRAZZIOTIN et al., 2011a, 2011b; MACHADO et al., 2017, MONGRUEL et al.,
2020; SOUZA et al., 2019).

Material e Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Estadual de Londrina (protocolo 182/2015).

A populagdo estudada era composta por ovinos de ragas variadas, ambos 0s sexos €
diferentes faixas etdrias. O calculo amostral foi realizado pelo OpenEpi versdo 3.01,
considerando uma populacao total ovina na regido norte do Parand composta pelas cidades de
Londrina, Cambé, Ibipord, Guaraci, Jaguapitd, Apucarana e SertanOpolis com um total de
18.696 ovinos (IPARDES, 2015), uma prevaléncia de 16,6% (MONGRUEL et al., 2020), com
nivel de confianca de 99% e eficacia de 5%, o qual revelou um tamanho amostral de 344
animais. As amostras de sangue total foram coletadas com EDTA por venopung¢do de ovinos
de sete municipios localizados no norte do estado do Parana, Brasil durante o periodo de
Novembro de 2016 a Fevereiro de 2017.

Destes mesmos animais foram coletados carrapatos quando presente, utilizando um
gancho de remocao (O’TOM Tick Twister®, Lavancia, Franga), apds remocado os exemplares
estes foram colocados em etanol absoluto para identificagdo morfoldgica posterior utilizando
chave de identificagdo previamente relata em literatura (BARROS-BATTESTI; ARZUA;
BECHARA, 2006).

Foi realizado a extracdo de DNA das amostras de sangue total dos ovinos utilizando um
kit comercial (Biopur® Mini Spin Plus, Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brasil), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Para controle negativo da extragdo foi utilizada agua

ultrapura. Para atestar a efetividade da extragdo foi realizado um PCR utilizando como alvo o
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) gene endégeno dos mamiferos utilizando
um protocolo previamente descrito na literatura (BIRKENHEUER; LEVY;
BREITSCHWERDT, 2003). Posteriormente para avaliacdo da presenca de hemoplasmas
através da técnica de PCR como descrita em estudo prévio, utilizando como alvo o 16S rRNA
de Micoplasmas hemotropicos (HOELZLE et al., 2011; MACHADO et al., 2017).

Duas amostras positivas foram selecionadas e o produto da PCR foram selecionados pra
sequenciamento utilizando o método de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977)
utilizando 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A sequéncia
parcial do gene 16S rDNA obtida foi comparada com sequencias depositadas na data base do
GenBank utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (ALTSCHUL et al.,
1990).

Resultados e Discussoes

Dentre as 347 amostras coletadas 92 foram positivas na PCR para hemoplasmas,
totalizando assim 26,5% de ovinos positivos para o microrganismo. Duas amostras foram
selecionadas para sequenciamento € ambas apresentaram >99% de identidade com multiplos
isolados de Mycoplasma ovis depositados no GenBank (MH615809.1; KF313922.1;
JF931135.1; EU828582.1; EU165511.1). Exemplares de Rhipicephalus microplus e
Amblyomma sculptum foram encontrados parasitando os ovinos do estudo.

As doencas transmitidas por vetores sdo historicamente negligenciadas no Brasil apesar
de alguns estudos prévios demostrarem a presenca de microrganismos causadores de
hemoplasmose no pais. Estudos anteriores encontraram uma prevaléncia de Mycoplasma ovis
em ovinos 16,6-78,8% (MONGRUEL et al., 2020; SOUZA et al., 2019), em caprinos 39.9%
(MACHADO et al., 2017) e em cervideos 40-87% (GRAZZIOTIN et al., 2011a, 2011Db).
Apesar destes estudos demonstrando a presenca do Mycoplama hemotropico causador de
anemia, no rebanho ovino do pais, os problemas relacionados a anemia normalmente sao
associados a helmintos gastrointestinais (ADOGWA et al., 2005; DI LORIA et al., 2009;
KAPLAN et al., 2004).

Alguns fatores podem ser utilizados para explicar essa divergéncia de valores entre os
estudos que detectaram a presenga de hemoplasma no rebanho ovino do Brasil como sanidade
do rebanho, manejo dos animais e condi¢des climaticas. Dentre estas, as condi¢cdes climaticas
desempenham um papel crucial no desenvolvimento de vetores hematofagos, estes se

desenvolvendo em ¢épocas de maior umidade (OOREBEEK; KLEINDORFER, 2008) e
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responsaveis pela transmissao de Mycoplasmas hemotropicos (BERKENKAMP; WESCOTT,
1988; SENEVIRATNA; WEERASINGHE; ARIYADASA, 1973; WOODS et al., 2005).

Conclusao
Os resultados refor¢cam a presenca de Mycoplasma ovis no rebanho ovino nacional, abre
caminho para novos estudos que poderiam determinar qual ¢ a realidade epidemioldgica quanto

deste hemoplasma e seu papel na sanidade destes animais.
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4.2 ARTIGO B

Primeiro relato de infec¢cdo por Babesia caballi em ovino

Resumo

Os piroplasmas de equinos t€ém uma importancia enorme na sanidade animal. Ambos os agentes
da piroplasmose equina estdo amplamente distribuidos no Brasil, causando impacto econémico
indesejado na producao animal. O objetivo deste estudo foi investigar utilizando técnicas
moleculares a a presencga de piroplasmas em ovinos do norte do estado Parana, Brasil.Foram
coletados 347 aniais de sete cidades dististas do norte do estado e realizada a PCR como alvo o
18S rRNA de piroplasmas e as amostras positivas enviadas para sequenciamento genético. Um
entre os 347 (0.28%) dos ovinos foi positivo para piroplasma. O sequenciamento do fragmento
obtido do gene 18S r DNA (454 pb) demostrou uma similaridade com Babesia caballi. Baseado
em achados prévios da literatura e os resultados do estudo, pode se concluir que a convivéncia
entre os ovinos e equinos quando existe uma situagao em que o vetor € o piroplasma responsavel
pela infegdo em cada respectiva espécie estiver presente, uma possivel transmissao acidental
entre os piroplasmas pode ocorrer. Futuros estudos sdo necessarios quanto a relacdo do
piroplasma equino e ovinos.

Palavras-Chave: Piroplasmas, ovelha, carrapatos, PCR.

Introducio

A piroplasmose equina ¢ uma doenca transmitida por carrapatos causada pelos
protozodrios Theileria equi € Babesia caballi. Os piroplasmas causadores da doenca afetam os
equideos de maneira severa, apresentando sinais clinicos relacionados a hemolise intravascular
e associada a doenca sistémica. Apesar de ambos serem piroplasmas 7. equi e B. caballi
apresentam diferencas em relacao a severidade da doenga, ciclo de vida, dinamica da infecgao
e susceptibilidade a medicamentos (CHAUVIN et al., 2009; DE WAAL, 1992; RISTIC, 2018).

A doenga pode causar diversos de sinais clinicos nos equinos, relacionados
principalmente a anemia e hemolise causada pelos microrganismos. As principais
manifestagdes clinicas sao febre, letargia, anorexia, perda de peso e petéquias. Os sinais clinicos
podem variar com fatores como regido endémica ou ndo endémica e manifestagao aguda ou
cronica da doenga (CHAUVIN et al., 2009; RISTIC, 2018).

A doenga ¢ transmitida através da picada do carrapato, as espécies de maior importancia

na transmissao destes piroplasmas no Basil sdo Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens.
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Alguns paises sdo considerados ndo endémicos ou livres da doenca, o Brasil apresenta diversos
relatos da presenga dos microrganismos em trabalhos utilizando sorologia e técnicas
moleculares relacionados a piroplasmas de equinos e ruminantes, mas nao possui dados quanto
a presenca destes em pequenos ruminantes (SCOLES et al., 2011; UETI et al., 2005; VIEIRA
etal., 2013).

Devido a esta falta de dados relacionados a piroplasmas no Brasil, o estudo teve como

objetivo a deteccao e caracterizagdo molecular de piroplasmas de ovinos do Norte do Parana.

Material e Métodos

Um total de 347 amostras de sangue total ovinos e seus carrapatos quando presente
foram coletados durante o periodo de novembro de 2016 a fevereiro de 2017, em sete cidades
localizadas no norte do estado do Parana, sendo estas Londrina, Cambé, Ibipora, Guaraci,
Jaguapitd, Apucarana e Sertanopolis. Estas amostras foram testadas usando a técnica de PCR
convencional e usando como alvo o gene 18S rDNA dos piroplasmas utilizando técnica
previamente descrita (ALMEIDA et al., 2012). Uma amostra de sangue de cdo positivo para B.
canis foi utilizada como controle positivo e 4gua ultrapura como controle negativo
respectivamente. Para atestar a viabilidade da extragdo um PCR j& previamente descrito foi
utilizado usando como alvo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) gene
endogeno dos mamiferos com um protocolo previamente descrito na literatura
(BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2003).

Um fragmento (454 pb) do gene 18S rDNA de uma amostra positiva para piroplasma
foi sequenciada, o produto da PCR foi avaliado por espectrofotometria para concentracio e
pureza (Pico100 Picodrop® Spectrophotometer, Picodrop Limited, Hinxton, UK) e sequenciado
para ambas as direcdes através o método de Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977)
utilizando o 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A sequéncia
parcial do gene 18S rDNA obtida foi comparada com sequencias depositadas na data base do
GenBank utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (ALTSCHUL et al.,
1990).

Os carrapatos coletados destes animais foram classificados utilizando a chave

taxondmica morfoldégica (BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006).

Resultados e Discussiao
As PCRs realizadas mostraram apenas uma amostra positiva (0.35%; 95% CI: X — Y%)

das 347 estudadas para o 18S rDNA de piroplasmas, o sequenciamento deste fragmento (454
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pb) demonstrou que esta regido ¢ 100% idéntica a multiplas sequencias de Babesia caballi
depositadas no GenBank (MN907450.1; MH651222.1; KY952238.1; MT463343.1;
MZ331377.1).

No presente estudo, um exemplar de Babesia sp. semelhante a Babesia caballi foi
detectada em amostras de ovinos do estado do Parand, sul do Brasil. Exemplares de
Rhipicephalus microplus € Amblyomma sculptum foram encontrados parasitando os ovinos do
estudo.

Sao inexistentes os relatos na literatura quanto a presenca de B. caballi presente em
pequenos ruminantes no mundo, mas estes sdo acometidos por Babesia ovis, este que ngao
possui nenhum relato na literatura quanto sua presenga em ovinos no Brasil (HE et al., 2021).

A presenga deste piroplasma comumente relacionado a equinos acidentalmente
parasitando ovinos pode estar relacionada ao manejo e sanidade da propriedade em que o animal
se encontra. A propriedade localizada no municipio de Ibipora, possui um sistema de criagdo
compartilhada dos animais. O animal positivo convivia com equinos, suinos, bovinos, canideos,
felinos e aves no mesmo ambiente. Os ovinos da propriedade estavam infestados de carrapatos
associados a outros hospedeiros, estes carrapatos vetores competentes de piroplasmose equina
como ja demonstrado anteriormente na literatura (SCOLES et al., 2011; UETI et al., 2005).

Estudos anteriores detectaram a presenca de DNA de Babesia ovis responsavel pela
piroplasmose em ovinos presente em hemacias de equinos (CEYLAN et al., 2021; OZUBEK;
AKTAS, 2018), estes dados concomitantemente aos resultados do estudo podem sugerir que
quando o vetor e o piroplasma de ambos os mamiferos estd presente e a convivéncia deles
ocorre mutuamente, a presenga acidental em ovinos por Babesia caballi e em equinos por

Babesia ovis pode acontecer com certa facilidade.

Conclusao

O estudo demonstra pela primeira vez na literatua Babesia caballi presente na espécie
ovina no mundo e também o primeiro relato de piroplasma em ovino do Brasil. Com isso uma
possibilidade de que piroplasmas entre das espécies equina e ovina podem ter presencga
acidental frequente quando exista a convivéncia em mesmo ambiente e a presenca de vetor.
Futuros estudos quanto a transmissao entre as espécies de piroplasmas e os hospedeiros sao

necessarias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

1. Uma espécie de Babesia proxima a Babesia caballi esta presente em ovinos no
estado do Parana, Sul do Brasil;

2. Uma espécie de Micoplasma hemotropico proximo a Mycoplasma ovis esta presente
em ovinos no estado do Parana, Sul do Brasil;

3. A criagdo de multiplas espécies em associa¢do, com énfase entre as espécies ovina
e equina, situacao encontrada neste trabalho, demonstra o potencial de infecao por hemopasitas
encontrados em outros hospedeiros na mesma regiao;

4. Estudos para identificar e quantificar os ectoparasitas e o potencial de transmissao de
hemoparasitas para os ovinos sdo necessarios para elucidar aspectos epidemiologicos destas

moléstias incidentes na regido.



