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RESUMO

A babesiose é uma doenca parasitaria transmitida por carrapatos e causada por protozoarios
do género Babesia, o0s quais estdo amplamente distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais no mundo e podem afetar diversas espécies de mamiferos, aves e répteis. A
enfermidade tem apresentado importancia crescente na Saude Publica, por tratar-se de uma
zoonose, além de causar prejuizos econdémicos decorrentes do acometimento dos animais de
producdo, incluindo caprinos e ovinos. Especificamente nos pequenos ruminantes, trés
espécies tém sido amplamente detectadas: Babesia ovis, Babesia motasi e Babesia crassa,
sendo a B. ovis a mais patogénica do grupo, sobretudo em ovinos, podendo inclusive levar a
morte. Apesar da notavel importancia da ovinocaprinocultura no cenario socioecondmico
nacional, especialmente na regido nordeste, o desenvolvimento de pesquisas sobre patégenos
que podem afetar esses rebanhos, incluindo estudos acerca da ocorréncia de Babesia spp., séo
pouco relatados ou ausentes na literatura existente até 0 momento. Desse modo, 0 presente
trabalho teve como objetivo detectar e identificar Babesia spp. em ovinos e caprinos da
microrregido do Baixo Parnaiba, regido leste do Maranhdo, através de microscopia direta e
ensaios de PCR, e determinar suas relacGes filogenéticas com espécies relacionadas com base
na andlise da sequéncia do gene 18S rRNA. Sendo assim, foram coletadas amostras de sangue
de 70 ovinos e 91 caprinos dos municipios de Chapadinha, Brejo, Anapurus e Mata Roma. O
material coletado foi submetido a métodos de diagnostico microscéopico direto e molecular,
por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase do gene 18S rRNA, conservado entre as
espécies de Babesia. Ndo foram encontradas formas evolutivas de Babesia spp. em nenhuma
das 161 laminas de esfregagos sanguineo analisadas. Entretanto, com relagdo a deteccédo
molecular, obteve-se amplificacdo positiva de DNA de Babesia spp. em 64 amostras testadas.
Os achados deste estudo evidenciam, pela primeira vez, a detecgdo molecular de Babesia spp.
em caprinos e ovinos no Maranhao e no Brasil.

Palavras-chave: Babesia spp.; caprinos; ovinos; PCR; Maranhao.



ABSTRACT

Babesiosis is a parasitic disease transmitted by ticks and caused by protozoa of the genus
Babesia. It is generally distributed in tropical and subtropical regions worldwide and can
affect several species of mammals, birds and reptiles. The disease has become increasingly
important in Public Health, as it is a zoonosis, in addition to causing economic losses
resulting from the involvement of farm animals, including goats and sheep. Specifically in
small ruminants, three species have been widely detected: Babesia ovis, Babesia motasi and
Babesia crassa, with B. ovis being the most pathogenic of the group, especially in sheep,
which can even lead to death. Despite the notable importance of sheep and goats in the
national socioeconomic scenario, especially in the northeastern region, the development of
research on pathogens that can affect these herds, including studies on the occurrence of
Babesia spp., are little reported or absent in the existing literature to date. Thus, the present
study aimed to detect and identify Babesia spp. in sheep and goats from the Baixo Parnaiba
microregion, eastern Maranhdo, through direct microscopy and PCR assays, and determine
their phylogenetic relationships with related species based on the analysis of the 18S rRNA
gene sequence. Thus, blood samples were collected from 70 sheep and 91 goats from the
municipalities of Chapadinha, Brejo, Anapurus and Mata Roma. The collected material was
subjected to direct and molecular microscopic diagnostic methods, using the polymerase
chain reaction of the 18S rRNA gene, conserved among Babesia species. No evolutionary
forms of Babesia spp. on any of the 161 blood smear slides analyzed. However, with respect
to molecular detection, positive amplification of Babesia spp. was observed in 64 tested
samples. The findings of this study show, for the first time, the molecular detection of
Babesia spp. in goats and sheep in Maranh&o and Brazil.

Key words: Babesia spp.; goats; sheep; PCR; Maranhao.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas parasitarias transmitidas por vetores, a babesiose &,
indiscutivelmente, uma das enfermidades mais importantes em rebanhos e animais
domeésticos. Sua relevancia em termos de saude publica, por se tratar de uma zoonose, tém
aumentado, e o impacto econdmico da doenga, principalmente em criacBes de bovinos,
bubalinos, equinos e pequenos ruminantes, é consideravel (LEMPEREUR et al., 2017).

A babesiose é uma enfermidade transmitida por carrapatos e causada por
hemoprotozoarios do género Babesia (NADERI, NAYEBZADEH e GHOLAMI, 2017). Os
parasitos incluidos nesse género estdo amplamente distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais no mundo e podem afetar diversas espécies de mamiferos, aves e répteis
(SCHNITTGER et al., 2012; KAGE et al., 2019; MAGGI e KRAMER, 2019; BADAWI ¢
YOUSIF, 2020). Especificamente em relacdo aos ovinos e caprinos, trés destas espécies tém
sido amplamente detectadas: Babesia ovis, Babesia motasi e Babesia crassa, sendo B. ovis a
mais patogénica deste grupo, sobretudo em ovinos, podendo levar a uma doenga com curso
fatal (AKTAS, ALTAY e DUMANLLI, 2005; RANJBAR-BAHADORI et al. 2012).

No Brasil, a abundancia e diversidade de espécies de carrapatos pode representar
riscos potenciais para a saude animal e humana. Os carrapatos da familia Ixodidae, em
especial a espécie Rhipicephalus microplus, sdo os principais espécimes associados a
transmissao de babesiose ao gado bovino e também sdo amplamente encontrados parasitando
ovinos e caprinos (SUASSUNABEZERRA et al., 2010; GARCIA et al., 2014; SOUZA et al.,
2018).

De modo geral, 0 método de diagndstico mais empregado para a detec¢do da infeccdo
por Babesia spp. € 0 exame microscépico de esfregacos sanguineos. Esta técnica permanece
sendo considerada “padrio-ouro” para 0 diagnoéstico da babesiose em muitos paises
(SHABANA, ALHADLAG e ZARAKE, 2018; KAGE et al., 2019). No entanto, em animais
em fase cronica ou infec¢Bes subclinicas, a deteccdo dos parasitos é baixa, 0 que torna esta
técnica pouco sensivel (AKTAS, ALTAY e DUMANLLI, 2005; EKICI e SEVINC, 2011).

Por isso, técnicas soroldgicas e moleculares sdo empregadas para o diagnostico preciso
da infeccdo (ALTAY, DUMANLI e AKTAS, 2007; MASON et al., 2017). Dentre estas, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada, destacando-se pela
maior sensibilidade e especificidade, e também pela extensa capacidade de identificar
especies, subespécies ou coinfec¢bes que podem ocorrer nos rebanhos (NADERI et al., 2017).
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O Brasil possui 0 maior rebanho de ovinos e caprinos da América do Sul, sendo o
maior produtor de carne ovina e o segundo de carne caprina e, quanto ao consumo, é o
segundo maior consumidor de ambas as carnes (EMBRAPA, 2017). Nesse cenério, a regido
nordeste apresenta destaque, detendo a maior parte do quantitativo de ambas as espécies em
todo territorio nacional, e vem contribuindo positivamente para o crescimento do setor. Desse
total, o estado do Maranhdo detém 3,71% do efetivo caprino e 1,54% do efetivo ovino
brasileiro (IBGE, 2019).

Apesar da notavel importancia da ovinocaprinocultura no cenario socioeconémico
nacional, o desenvolvimento de pesquisas sobre patdgenos que podem afetar esses rebanhos,
incluindo estudos acerca da ocorréncia de Babesia spp., sdo pouco relatadas ou ausentes na
literatura existente até o momento. Nesse sentido, os objetivos do presente estudo foram
detectar e identificar Babesia spp. infectando ovinos e caprinos da microrregido do Baixo
Parnaiba, regido leste do Maranhdo, através de microscopia direta e ensaios de PCR, e
determinar suas relacGes filogenéticas com espécies relacionadas com base na anélise da

sequéncia do gene 18S rRNA.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A importancia da ovinocaprinocultura no Nordeste do Brasil

A caprinocultura e a ovinocultura sdo atividades difundidas em todo territorial
nacional, que destacam-se, hd muito tempo, por sua elevada importancia na regido Nordeste
do Brasil, sobretudo no meio rural (CAMPOS e CAMPOS, 2013). Essa assertiva pode ser
confirmada pelo evidente crescimento do rebanho nesta regido, onde foi observado um
aumento de 18,38% no efetivo de caprinos, que passou de 6,4 milhdes para 7,6 milhdes de
cabecas, entre os anos de 2006 e 2017. Do mesmo modo, no caso dos ovinos, a regido
Nordeste foi a Unica do pais a ter crescimento de rebanho neste periodo, passando de 7,7
milhdes de animais para cerca de 9 milhdes, representando um crescimento de 15,94%
(IBGE, 2017).

Ainda de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
na regido nordeste, estdo concentrados 93,2% dos caprinos e 64,2% dos ovinos existentes no
pais (IBGE, 2019). Dados relativos a 2017 evidenciam que os efetivos de ovinos e caprinos,

no Nordeste, se encontram dispersos, principalmente, nos estados da Bahia, Pernambuco,
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Piaui, Ceard Paraiba, Rio Grande do Norte e Maranh&o (3,71% do efetivo caprino e 1,54% do
efetivo ovino nacional), seguidos por Alagoas e Sergipe (IBGE, 2017).

O importante significado socioeconémico da ovinocaprinocultura no nordeste
brasileiro esta relacionado ao fato de ser uma boa alternativa de atividade de producéo, tendo
em vista as adversidades climéticas encontradas nessa regido. Nesse sentido, convém destacar
a elevada tolerancia dos ovinos e caprinos as altas temperaturas e a combinacdo adequada
entre os seus habitos alimentares e a flora existente. Além disso, as vantagens representadas
pelos reduzidos investimentos necessarios ao criatorio, em comparacdo com outras atividades,
e 0 papel destacado que a atividade desempenha no meio rural no suprimento alimentar e na
geracdo de renda, com origem na comercializagdo da carne, da pele e de subprodutos, séo
fatores que tornam atraente a criacdo de pequenos ruminantes (CAMPOS e CAMPQOS, 2013;
EMBRAPA, 2017).

Entretanto, apesar de apresentar grande parte do rebanho efetivo do pais, a maioria das
criacfes de pequenos ruminantes, na regido Nordeste, ainda € desenvolvida sob as formas
extensiva ou ultraextensiva, que tem como caracteristicas principais: baixa ou nenhuma
tecnologia; rebanho formado por animais sem raca definida ou de racas nativas; alimentacédo
deficiente; manejo sanitario, nutricional e reprodutivo inadequado, o que resulta em baixos
indices de produtividade e, consequentemente, resultados econdmico-financeiros
insatisfatorios (AQUINO et al., 2016). Contudo, mesmo diante desses entraves, a
ovinocaprinocultura € um dos segmentos da pecuaria nacional com grande potencial de
crescimento, devido ao aumento pelo interesse de varios criadores na atividade, que ndo

necessita de grandes extensdes de area para criacdo dos animais (ROCHA et al., 2009).

2.2 A ovinocaprinocultura no Maranhao

Os rebanhos maranhenses de caprinos e ovinos concentram-se nas mesorregioes Leste,
Norte e Oeste do Estado, detendo aproximadamente 80% do rebanho total do Estado (IBGE,
2017). Da mesorregido Leste, a microrregido do Baixo Parnaiba, que inclui onze municipios,
apresentou um quantitativo de 49.417 caprinos e 4.921 ovinos na ultima Pesquisa da Pecuéria
Municipal, divulgada pelo IBGE (IBGE, 2017).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) indicaram que o
efetivo do rebanho caprino no estado do Maranhdo, em 2017, era de 359.757 cabegas,
ocupando a 72 posi¢do no ranking nacional de efetivo de rebanho caprino, precedido por

outros estados do Nordeste, como Bahia, Pernambuco, Piaui, Ceard, Paraiba e Rio Grande do
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Norte, respectivamente. Ja o efetivo de ovinos no estado, no mesmo periodo, era de 292.217
cabecas, dando ao Maranh&o a 122 posi¢do no ranking nacional de efetivo do rebanho ovino
(IBGE, 2019)

O Estado do Maranh&o conta com diversos fatores propicios para a consolidacdo da
ovinocaprinocultura, tais como boas condi¢bes edafocliméticas, producdo constante de
alimentos para consumo animal, aptid&o e tradi¢cdo na bovinocultura, o que permite a criagéo
consorciada de espécies, aliado ao interesse dos produtores familiares e empresarios, bem
como articulacdo de instituicbes publicas e privadas. Além disso, as caracteristicas inerentes
as espécies caprina e ovina, como docilidade, porte pequeno e relativa rusticidade, favorecem
a sua exploragéo, que pode ser feita utilizando méo-de obra familiar e instalagcbes pequenas,
simples e de baixo custo (BANDEIRA, 2005).

2.3 Babesiose: definicéo, etiologia e classificacio

A babesiose é uma doenca parasitaria causada por espécies de Babesia, protozoarios
pertencentes ao filo Apicomplexa, subordem Piroplasmidea e familia Babesiidae, que
infectam eritrcitos de mamiferos domésticos e selvagens (BEUGNET e MOREAU, 2015).
Trata-se de uma das doencas infecciosas transmitidas por carrapatos mais importantes em
todo o mundo e apresenta desafios diagnosticos e terapéuticos significativos para médicos
veterinarios, além de gerar perdas que incluem mortalidade, diminuicdo de producéo, custos
com cuidados meédico-veterinarios e controle de carrapatos (LEMPEREUR et al., 2017).

Descrita pela primeira vez em bovinos e ovinos no ano de 1888 pelo bacteriologista
romeno Victor Babes, que identificou o protozodrio como o causador de uma doenca
endémica que cursava com febre, prostracdo, anemia, ictericia, sintomatologia nervosa e
morte, atualmente a doenca representa um problema crescente em todo o mundo devido a
expansdo dos habitats dos carrapatos e ao aumento da mobilidade dos animais, que
promovem a disseminacdo de parasitas para novas areas geograficas (BEUGNET e
MOREAU, 2015).

Até o presente momento, sdo conhecidas mais de 100 espécies de Babesia, as quais
sdo consideradas muito especificas e, portanto, ndo podem infectar uma ampla gama de
hospedeiros. Em ruminantes, as espécies relacionadas as infeccdes sdo B. bigemina, B. major,
B. divergens, B. bovis e B. motasi, sendo estas duas Ultimas encontradas também em ovinos
(BEUGNET e MOREAU, 2015). Embora tanto os membros da familia Theileriidae quanto

Babesiidae possam ser chamados de piroplasmas, causando a piroplasmose, o fato de as
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espécies de Babesia invadirem somente eritrocitos as difere da familia Theileriidae (Theileria
e Cytauxzoon), cujos membros também podem infectar leucécitos e células endoteliais dos
vasos sanguineos (BEUGNET e MOREAU, 2015).

Com relacgéo a classificacdo, tradicionalmente, o género Babesia foi organizado com
base em sua morfologia, especificidade hospedeiro/vetor e suscetibilidade a
drogas/medicamentos (LEVINE, 1985). De maneira pragmaética, os parasitos foram divididos
em dois grupos, de acordo com o tamanho do merozoito: o grupo das pequenas babesias, que
engloba trofozoitos de 1,0-2,5 um (a exemplo, B. gibsoni, B. microti e B. rodhaini) e o grupo
das grandes babesias, de 2,5-5,0 pm (como, por exemplo, B. bovis, B. caballi e B. canis) (SA
et al.,, 2006). Quanto a forma, os parasitos podem apresentar-se nos formatos piriformes,
redondos, ovais, alongados ou ameboides (ALMOSNY, 2002).

Esta classificacdo morfologica € geralmente consistente com a caracterizacdo
filogenética baseada nas sequéncias do gene da subunidade pequena nuclear do RNA
ribossémico (18S rRNA), que evidencia que as grande e pequena babesia caem em dois
agrupamentos filogenéticos, com esta Gltima sendo mais intimamente relacionada a Theileria
spp. (com excegdo de B. divergens, que é morfologicamente pequena [0,4-1,5 pm], porém &
geneticamente mais proxima do grupo da grande babesia) (BEUGNET e MOREAU, 2015).

Avancos na biologia molecular, representados principalmente pelas analises genéticas
moleculares, tém resultado na descoberta de novas espécies de Babesia ou novos grupos.
Assim, foi proposta uma nova classificacdo para agrupamento dos piroplasmas, na qual estes
deveriam ser divididos em cinco clados, sendo: (1) o grupo B. microti, contendo B. rodhaini,
B. felis, B. leo, B. microti e isolados semelhantes a B. microti; (2) o grupo semelhante a
Theileria do oeste dos Estados Unidos (EUA), contendo B. conradae; (3) o grupo Theileria,
contendo todas as espécies de Theileria que afetam ruminantes; (4) o grupo Babesia spp.
sensu stricto incluindo espécies de Babesia que afetam carnivoros, como B. canis e B.
gibsoni; e, por fim, (5) um segundo grupo Babesia spp. sensu stricto composto principalmente
por Babesia spp. que afetam ungulados, como B. divergens, B. odocoilei, B. bigemina, B. ovis
e B. bovis em ruminantes e B. caballi em cavalos (BEUGNET e MOREAU, 2015).

2.4 Ciclo de vida e Transmissao

A babesiose tem se tornado um problema crescente em todo o mundo devido a
expansdo dos habitats dos carrapatos para novas areas geograficas, decorrentes das grandes

mudangas climaticas e ambientais (ANTUNES et al., 2017). O papel destes como vetores dos
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parasitas foi descoberto por Smith e Kilbourne em 1893, que foram os primeiros a demonstrar
a transmissdo de um agente da doenca por artropodes (SMITH e KILBOURNE, 1893).

Desde entdo, numerosas espéecies de carrapatos ixodideos tém sido listadas como
vetores na literatura. Atualmente, existem 22 espécies de carrapatos confirmadas como
vetores de 18 espécies de Babesia que infectam animais de producdo, de companhia ou
humanos (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018). Nesse contexto, todo o género
ixodideo esta representado, com a notavel excecdo de Amblyomma. Na América do Sul, os
carrapatos do antigo género Boophilus e, agora, Rhipicephalus, sdo todos vetores de Babesia
spp. Rhipicephalus microplus é evidentemente uma espécie de origem asiatica, mas agora
também coloniza a América Central e do Sul e partes da Africa (MADDER et al., 2011).

Um ponto importante a ser destacado é que a maioria das espécies de carrapatos
transmite apenas uma espécie de Babesia economicamente ou clinicamente importante, e a
maioria das espécies de Babesia spp. sdo transmitidas por relativamente poucas espécies de
carrapatos (com excecdo de B. caballi, a causa da babesiose equina, que possui 7 vetores
confirmados). Embora os humanos possam ser hospedeiros acidentais de carrapatos ixodideos
(ESTRADA-PENA e JONGEJAN, 1999), muito poucas espécies (todas elas do género
Ixodes) transmitem espécies zoonoticas de Babesia spp.. Trinta associa¢Bes adicionais de
babesia-vetor, com credibilidade de transmissao epidemioldgica, mas sem confirmacgéo, foram
relatadas (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018).

O conhecimento acerca dos eventos relacionados a transmissdo de parasitas do género
Babesia de e para hospedeiros vertebrados por carrapatos ixodideos tém sido bastante
discutido na literatura ao longo do tempo (PETNEY, 1977; MEHLHORN e SCHEIN, 1985;
R1ZZOLI et al., 2014). No geral, acredita-se que ocorra o desenvolvimento de estagios
sexuais na corrente sanguinea dos vertebrados e a formacédo de zigotos no intestino do vetor,
seguidos por fissdo multipla em varios tecidos do carrapato, culminando no desenvolvimento
de estagios infecciosos nas glandulas salivares (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018).

A maioria das espécies de Babesia pode invadir os ovarios do carrapato e persistir nas
larvas resultantes, de modo que a infeccdo é transmitida verticalmente (transmisséo
transovariana), exceto no caso de B. microti, na qual este tipo de transmissdao ndo ocorre
(GRAY et al., 2010). Nesse caso especifico, os parasitas sdo adquiridos dos hospedeiros por
larvas ou ninfas e podem ser transmitidos apenas via transestadial. Para as espécies de
Babesia nas quais ocorre a transmissdo transovariana, ha muito se afirma que a infeccéo pode

ser adquirida apenas por carrapatos fémeas. Entretanto, varias espécies de carrapatos, nos
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estagios imaturos, se alimentam nos hospedeiros de Babesia e, portanto, em principio, tém a
oportunidade de adquirir infecgdes (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018).

Embora a sobrevivéncia transestadial ocorra na maioria das espécies de Babesia spp.,
nem todos os estagios podem transmitir o parasita. Por exemplo, apenas larvas transmitem B.
bovis, enquanto a transmissdo de B. bigemina ndo ocorre até os estagios ninfal e adulto. Em
outros casos, 0s estagios imaturos ndo se alimentam de hospedeiros que sdo suscetiveis as
especies relevantes de Babesia (por exemplo, Dermacentor reticulatus, algumas espécies
Hyalomma spp.). Em contraste, muitas espéecies do parasita (B. divergens, B. major, B. ovata,
B. motasi, B. rossi, B. vogeli, B. venatorum) podem aparentemente persistir do estagio larval
para 0 adulto de seus vetores por pelo menos uma geracdo sem reinfeccdo (GRAY,
ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018).

De modo sucinto, o ciclo de vida de Babesia pode ser descrito da seguinte forma: o
hospedeiro vertebrado é infectado pelo esporozoito infeccioso durante a alimentacdo do
carrapato. Os esporozoitos invadem os eritrocitos do hospedeiro, onde se desenvolvem em
trofozoitos. Os trofozoitos se dividem em merozoitos por meio do processo de merogonia
(fissdo binéria), subsequentemente saem e reinfectam outros eritrocitos hospedeiros. A
gamogonia (reproducdo sexuada) é iniciada pelo compromisso sexual de merozoitos com
gametocitos intraeritrociticos, o estagio transitério que infecta o vetor do carrapato
(hospedeiro definitivo). Os gametdcitos que sdo absorvidos pelo limen do intestino do
carrapato durante a alimentacdo se desenvolvem posteriormente em gametas. Os gametas de
Babesia, conhecidos como corpos de raios ou Strahlenkorper, se fundem e criam um zigoto
maovel denominado oocineto. O oocineto penetra na matriz peritréfica (membrana néo celular
semipermedvel que envolve o limen do intestino médio do carrapato) e invade as células
intestinais do carrapato (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018; JALOVECKA et al.,
2019).

Uma vez dentro do epitélio, o zigoto sofre divisdo meidtica, resultando na producéo de
cinetos. Os cinetos se disseminam através do fluido corporal do carrapato (hemolinfa) aos
tecidos periféricos, incluindo as células ovarianas. A invasao dos ovarios do carrapato resulta
na infeccdo dos ovos e leva a transmissdo transovariana de Babesia. Paralelamente, os cinetos
primarios invadem outros 6rgdos do carrapato e, por meio da esquizogonia (fissdo multipla),
se multiplicam para criar cinetos secundarios que invadem as glandulas salivares do carrapato.
Dentro das células das glandulas salivares, os cinetos invasores se desenvolvem em um
sincicio multinucleado (esporoblasto), que permanece dormente durante a ecdise do carrapato,

garantindo a transmissdo transestadial do parasita. Assim que o proximo instar do carrapato
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infectado inicia a alimentacdo de sangue no hospedeiro, o esporoblasto € ativado e multiplos
esporozoitos infecciosos sdo produzidos continuamente pelo processo de esporogonia e
liberados na corrente sanguinea do hospedeiro (GRAY, ESTRADA-PENA e ZINTL, 2018;
JALOVECKA et al., 2019).

2.5 Epidemiologia

Os inquéritos epidemiologicos com o intuito de identificar espécies de Babesia em
caprinos e ovinos tém sido realizados em diversas partes do mundo, sendo que o primeiro
relato da infeccdo por B. ovis em um animal da espécie ovina foi feito por Delpy (1936).

Desde entdo, ja foram publicados diversos estudos que demonstram a ocorréncia de
diferentes espécies de Babesia acometendo caprinos e ovinos. Nesses animais, ja foi descrita a
infeccdo por B. motasi, B. ovis, B. taylori e B. foliate (WENYON, 1926; SARWAR 1935;
RAY e RAGHAVACHARI, 1941; UILENBERG, 2001). Além destas, outras espécies ja
foram diagnosticadas, como B. crassa (HASHEMI-FESHARKI e UILENBERG, 1981),
Babesia (Lintan) (GUAN et al. 2008) e Babesia sp. Mymensingh (SIVAKUMAR et al.,
2020).

Das espécies citadas acima, B. ovis &, de longe, a mais patogénica para ovelhas e
cabras, enquanto as outras duas espécies mais comumente encontradas, B. crassa e B. motasi,
ndo sdo ou sdo menos patogénicas do que B. ovis (UILENBERG, 2001). A babesiose causada
por B. ovis ocorre na América do Sul e é considerada endémica no sul da Europa, Africa,
Oriente Médio e Asia (MEHLHORN e SCHEIN, 1985; AHMED et al., 2002; SCHNITTGER
et al., 2012). Possivelmente por essa razdo, a grande maioria dos estudos recentes em
pequenos ruminantes se concentra em paises como a Grécia (CHALIGIANNIS et al., 2018),
Turquia (BENEDICTO et al., 2020), Portugal (HORTA et al., 2014), Sudao (LEE et al.,
2018), Ird (HAKIMI et al., 2019) e em outros onde a doenca apresenta grande relevancia
devido as importantes perdas econdmicas causadas (MIRA et al., 2020).

No Brasil, grande parte das pesquisas tém investigado a ocorréncia de Babesia sp. em
bovinos e animais de companhia, sendo o estudo em caprinos e ovinos considerado escasso
(MONGRUEL et al., 2020). Em caes, existem relatos da infeccdo por B. vogeli no Rio de
Janeiro e em Minas Gerais (COSTA-JUNIOR et al., 2009; PAULINO et al., 2018;). Em
bovinos, B. bigemina e B. bovis sdo as espécies comumente encontradas (HENKER et al.,
2020; VANAZZI et al., 2020).
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2.6 Patogenia e Sinais clinicos

A sucessdo de eventos relacionados a infeccdo por Babesia spp. tem inicio apds a
penetracdo da célula pelo parasita, que se multiplica repetidas vezes via fissao binaria dentro
do eritrocito, resultando em até 16 merozoitos. O processo de multiplicacdo dos parasitas
danifica a membrana celular dos eritrécitos, causando aumento da fragilidade osmdtica e
subsequente hemolise intravascular e extravascular. As vias indiretas de destruicdo celular
também sdo importantes contribuintes para a patogenicidade da anemia induzida por Babesia,
que € a sindrome clinica predominante decorrente da infeccdo. Presume-se que a anemia
hemolitica imunomediada ocorre com todas as espécies de Babesia spp. apds a producédo de
anticorpos anti-membrana eritrocitdria (HUNFELD, HILDEBRANDT e GRAY, 2008).
Babesia spp. ativam a destruicdo citotoxica de eritrécitos mediada por anticorpos, levando a
anemia, hemoglobinemia, hemoglobindria, trombocitopenia e, em casos de infeccdo macica,
morte por sindrome de disfuncdo de maultiplos érgdos (CHAUVIN et al., 2009). Além disso, a
hipoxia tecidual € encontrada na babesiose severa em cdes e ruminantes, afetando
particularmente o sistema nervoso central, rins e musculos (BEUGNET e MOREAU, 2015).

O quadro clinico é bastante semelhante para todas as infec¢des por Babesia. Os sinais
clinicos dependem da viruléncia da espécie do parasita e da cepa envolvida, do estado
imunolégico e fisiolégico do hospedeiro e da infeccdo ou doenca concomitante
(LEMPEREUR et al., 2017). As espécies de Babesia possuem graus variaveis de viruléncia,
com algumas espécies capazes de causar doencas graves, engquanto outras induzem apenas
doencas leves a moderadas. No geral, os hospedeiros infectados podem apresentar febre de
inicio agudo e letargia, e a doenca pode progredir para faléncia organica fatal grave
(SOLANO-GALLEGO e BANETH, 2011; MOSQUEDA et al., 2012).

Em pequenos ruminantes, as infeccdes normalmente se manifestam como subclinicas.
Porém, trés espécies morfologicamente diferentes, B. ovis, B. motasi e B. crassa, afetam
severamente ovelhas e cabras, e 0s animais podem apresentar sintomas como febre, anemia,
ictericia, emagrecimento, hemoglobindria e morte (RANJBAR-BAHADORI et al., 2012). Em
animais que sobrevivem a doenca aguda, pode se instalar o estado de portador crénico, no
qual o animal ndo manifesta anormalidades clinicas, uma condic¢éo que esta associada a queda
na producdo e perdas econdmicas em longo prazo (BILGIC et al., 2017). Além disso, 0s
animais portadores assintomaticos sdo importantes reservatorios para a transmissédo de
patégenos por meio da alimentacdo de larvas, ninfas e/ou carrapatos adultos (SOLANO-
GALLEGO e BANETH, 2011).
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2.7 Métodos de diagndstico

A suspeita inicial de babesiose é feita com base em dados epidemioldgicos e achados
clinicos (BEUGNET e MOREAU, 2015). Atualmente, os principais métodos utilizados para a
deteccdo de Babesia spp. para fins de diagnostico, bem como estudos epidemioldgicos
envolvendo seus hospedeiros vertebrados e vetores artropodes, sdo 0 exame microscopico,
deteccdo molecular, cultura in vitro e xenodiagnéstico (LEMPEREUR et al., 2017).

O exame microscopico de esfregacos sanguineos para deteccdo de Babesia ainda é
considerado uma importante ferramenta para diagnéstico do agente. Ainda que seja
considerada barata, de facil realizacdo e esteja prontamente disponivel em todos os
laboratérios padrédo e, possivelmente, até mesmo no campo para a detecgdo de casos agudos, a
realizacdo desta técnica apresenta alguns entraves representados pela experiéncia do
examinador, que influencia diretamente na sensibilidade e especificidade da identificacdo do
parasita. Além disso, a presenca de muitos artefatos produzidos por este método atrapalham a
identificacdo do protozoario, sobretudo quando este encontra-se fora da célula hospedeira, e
em infecgdes subclinicas ou latentes, os parasitas podem nao ser observados devido a baixa
parasitemia (LEMPEREUR et al., 2017).

Os meétodos de diagndstico molecular tém sido cada vez mais empregados para 0O
diagnostico da babesiose. Varios ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
convencionais e em tempo real foram descritos para a deteccdo de Babesia spp. em
hospedeiros vertebrados e carrapatos. Essas técnicas sdo mais sensiveis do que a microscopia
(WANG et al., 2015) e tém sido bastante utilizadas para fins diagndsticos ou para estudos
epidemioldgicos da distribuicdo de uma determinada espécie de Babesia, além de que,
dependendo do alvo e do tamanho do gene, podem permitir a identificacdo em nivel de género
ou espécie e ou analise filogenética (LEMPEREUR et al., 2017).

Métodos moleculares alternativos incluem Reverse line blot, que permite a triagem
simultanea de um grande nimero de patégenos usando hibridizacdo de sonda (HURTADO,
2015) e métodos modernos de triagem de alto rendimento, como o sistema microfluidico de
PCR em tempo real (Fluidigm) (MICHELET et al., 2014) e sequenciamento da préxima
geracdo (BONNET et al., 2014).

Outro método diagnostico que pode ser utilizado é a cultura do parasito in vitro.
Entretanto, devido ao uso generalizado de ferramentas moleculares, os métodos tradicionais,
incluindo a cultura in vitro, sdo usados com menos frequéncia nas pesquisas atuais. Pode-se

argumentar, entretanto, que sem informacoes detalhadas sobre a biologia do parasita e sua
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interacdo com o hospedeiro, os dados moleculares sdo de uso limitado. A pesquisa baseada
em cultura de células é uma ferramenta importante para obter essas informagdes, por permitir
uma facil manipulacdo das condicdes e por reduzir a necessidade de experimentacdo animal
(LEMPEREUR et al., 2017).

O xenodiagnostico utilizando inoculagdo animal é usado, em raras situacGes, para
auxiliar no diagnodstico de casos humanos, embora, em comparacdo com 0S métodos
moleculares, o procedimento seja demorado, caro e questionavel por razdes éticas. Entretanto,
pesquisas recentes se utilizaram deste meétodo para auxiliar na identificacdo de agentes
zoondticos recém-descobertos, como Babesia venatorum e Babesia Duncani, isolando 0s
parasitas em camundongos SCID e hamsters, respectivamente (CONRAD et al., 2006; JIANG
etal., 2015).

Por fim, é importante mencionar os metodos sorologicos para diagnostico da
babesiose, que sdo considerados ferramentas essenciais para estudos epidemioldgicos e para
avaliacdo de medidas preventivas, por exemplo, vacinagdo, prevencdo e controle de
carrapatos (GUAN et al., 2010).

O Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) fornece um resultado quantitativo, € mais
sensivel e ndo subjetivo, pode ser automatizado para alto rendimento e é facilmente
padronizado, em comparacdo com o Teste de Fixacdo do Complemento (CFT) e a Reagéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (TENTER e FRIEDHOFF, 1986; GUAN et al., 2010).
Assim, levando em consideracdo essas caracteristicas, varios protocolos de ELISA foram
desenvolvidos para o diagnoéstico da infeccdo por Babesia spp. (IKADAI et al., 2000; GOFF
et al., 2003).

Entretanto, poucos estudos tém como foco o desenvolvimento de técnicas sorologicas
de rotina simples, rapidas e estaveis para detectar babesiose em caprinos e ovinos. Nessas
espécies, a importancia da sorologia é prejudicada pelo fato de que os anticorpos ndo podem
ser detectados em portadores de longo prazo e a presenca de piroplasmas e reatividade
cruzada de anticorpos contra outras especies pode levar a resultados falsos positivos. Por isso,
a grande maioria das pesquisas utiliza técnicas de biologia molecular, sobretudo a PCR, para

o diagndstico da infecgdo nessas espécies animais (GUAN et al., 2010).

2.8 Diversidade Genética

O avanco das técnicas moleculares tém permitido a caracteriza¢do genotipica e tém se

mostrado muito Uteis para a identificagdo e classificacdo de muitas espécies de hemoparasitas
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do género Babesia (MIRA et al., 2020). Um amplo ensaio de PCR do gene 18S rRNA,
seguido por sequenciamento parcial, foi usado com sucesso para identificar e classificar
varios piroplasmas anteriormente desconhecidos, como os parasitas dos grupos Babesia e
Theileria (RANJBAR-BAHADORI et al., 2012).

Ainda que outros alvos moleculares também sejam utilizados (como, por exemplo, 0s
genes HSP70, ITS1, CCTeta, Ema-1 e Tams), 0 gene 18S rRNA €, de longe, o0 gene alvo mais
comumente usado nos estudos (BENEDICTO et al., 2020; MIRA et al., 2020). A utilizagéo
frequente de genes de RNA nuclear ribossdmico como alvos para identificacdo de espécies
(ALLSOPP e ALLSOPP, 2006; CHALIGIANNIS et al., 2018) se deve a sua natureza
conservada e arranjo repetitivo dentro do genoma, que fornecem grandes quantidades de DNA
molde para a PCR. Embora um alto grau de conservacdo da sequéncia deste gene tenha sido
relatado entre as espécies de Babesia e Theileria, tem sido recomendada amplificacdo
completa do gene 18S, particularmente ao lidar com novos organismos a fim de garantir que a
variacdo genética ndo seja esquecida (HERWALDT et al, 2003; HUNFELD,
HILDEBRANDT e GRAY, 2008; BHOORA et al. 2009).

Variacdes genéticas intra e interespéecies e relacdes evolutivas dentro de géneros de
piroplasmas também foram caracterizadas usando as sequéncias do gene 18S rRNA,
especialmente no caso daqueles que causam doengas humanas e animais (JALALI et al.,
2014; VANSTREELS et al., 2015). A realizacdo dessas andlises, além de fornecer
informacBes importantes sobre a diversidade genética dos parasitos, sua distribuicdo e
comportamento em determinada populagdo, contribui para os estudos de desenvolvimento de
vacinas, visto que € imprescindivel conhecer as cepas do parasito que ocorrem em
determinada regido, pois o desenvolvimento de uma vacina viva atenuada baseada em uma
Unica cepa pode ndo proteger contra desafios de outras cepas que ocorram em uma
determinada populacdo (MIRA et al., 2020).

No Brasil, os estudos sobre deteccdo e diversidade genética de espécies de Babesia
tém sido realizados em bovinos (DE SOUZA et al., 2018; VIEIRA et al., 2019), animais
silvestres (ANDRE et al., 2011) e equideos (BRAGA et al., 2017). Em pequenos ruminantes,

até o momento, nao foram encontrados registros na literatura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Detectar e identificar Babesia spp. em ovinos e caprinos da microrregido do Baixo
Parnaiba, regido leste do Maranhao, atraves de ensaios de PCR, e determinar suas relacfes

filogenéticas com espécies relacionadas com base na anlise da sequéncia do gene 18S rRNA.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a deteccdo direta de formas evolutivas de Babesia spp. em esfregacos
sanguineos;

o Detectar DNA de Babesia spp. em amostras de sangue por meio de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR);

e Avaliar a diversidade genética de Babesia spp. por meio do sequenciamento do gene
18S rRNA.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica e Experimentacio Animal da
Universidade Estadual do Maranhdo (CEEA-UEMA) com protocolo de niumero 019/2019.

4.2 Local de Estudo

A pesquisa foi realizada em amostragem colhida de pequenos ruminantes da regido do
Baixo Parnaiba Maranhense (Figura 1), situada no Nordeste da Mesorregido Leste do
Maranh&o e formada por onze municipios, a saber: Afonso Cunha, Anapurus, Belagua, Brejo,
Buriti, Chapadinha, Mata Roma, Milagres do Maranhdo, Santa Quitéria do Maranhdo, S&o
Benedito do Rio Preto e Urbano Santos. Possui uma area total de 12.600,342 km?, apresenta
clima umido seco, com chuvas mal distribuidas e muito irregulares ao longo do ano; é
drenada pelos rios que se desenvolvem na bacia do Alto Munim e do Parnaiba (IMESC,
2018).
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Figura 1. Regido de Desenvolvimento do Baixo Parnaiba Maranhense.
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Fonte: IMESC - Instituto Maranhense de Estudos Socioecondmicos e Cartograficos (2018).

4.3 Animais e Coleta de Amostras

Neste estudo, foram coletadas amostras de sangue de pequenos ruminantes de sete (7)
propriedades, sendo quatro (4) localizadas no municipio de Chapadinha, uma (1) em
Anapurus, uma (1) em Brejo e uma (1) em Mata Roma, totalizando 161 animais, sendo 91 da
espécie caprina e 70 da espécie ovina. As coletas foram realizadas entre 0os meses de
novembro e dezembro de 2019.

Os animais incluidos no estudo eram mesticos ou sem raca definida, com idade
variando entre 3 meses a 6 anos, e ndo apresentavam manifestacdes clinicas aparentes de
hemoparasitoses no momento da colheita das amostras.

Foram coletados 8 mL de sangue da veia jugular de cada animal, utilizando-se
seringas e agulhas descartaveis, os quais foram acondicionados em tubos esterilizados
contendo anticoagulante universal EDTA, devidamente identificados e armazenados para
posteriores andlises laboratoriais. Concomitante ao procedimento de obtencdo de amostras,
foram realizados esfregagos sanguineos e colhidas informacdes relacionadas aos animais,
como idade, sexo e sanidade, incluindo historico de abortamentos, nascimentos de crias fracas

e/ou natimortos, dentre outras informagoes.
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4.4 Deteccgao direta por meio de microscopia

O exame direto, para deteccdo e identificacdo de Babesia spp. em amostras de sangue
de caprinos e ovinos, foi realizado por meio da utilizacdo de sangue venoso, com o qual foram
confeccionados esfregacos sanguineos finos, de acordo com o protocolo padrdo descrito por
Benjamin (2005). As laminas foram deixadas para secar ao ar antes de serem fixadas com
metanol absoluto. Posteriormente, os esfregacgos fixos foram corados com solucdo de Giemsa
e examinados em microscépio 6ptico, com uso de 6leo de imersdo (KESSLER e SCHENK,
1998). Babesia spp. foram identificadas com base em sua morfologia (BOWMANN, 2009).

4.5 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA a partir de amostras de sangue total e dos carrapatos
coletados, foi utilizado o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®),
seguindo as instrucGes do fabricante. A concentracdo e qualidade do DNA extraido foi
avaliada e determinada através de leitura em espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, San Jose CA, USA).

4.6 Andlises moleculares
4.6.1 Deteccdo do gene enddgeno cyt b

Com o intuito de verificar a qualidade da extracéo, a integridade do DNA obtido e/ou
a presenca de inibidores da reacdo, todas as amostras foram submetidas a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) para confirmacdo da presenca da regido conservada do gene cyt b do
DNA mitocondrial de vertebrados, utilizando os oligonucleotideos previamente descritos por
Steuber, Abdel-Rady e Clausen (2005), e que produzem um fragmento de 359 pares de base
(Tabela 1). Cada reacédo teve um volume total de 12,5 uL, sendo: 6,25ul. de PCR Master mix
Promega® (Tagpolymerase, dNTPs, MgCl,, buffer); 0,5 uL de cada primer (10pmol); 4,25
pL de agua DNAse e RNAse free; e 1 pL de amostra de DNA extraido (250ng/reag¢do). Foram
utilizados controles positivo e negativo em cada reacdo. O protocolo de amplificagcdo foi o
seguinte: uma etapa de desnaturacéo inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificagdo (94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos) e

extensdo final a 72°C por 5 minutos.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados na PCR convencional.

Gene Agentes/alvo Oligonucleotideos (5°-3") Referéncia
18SrRNA Babesia s BABF: GCGATGGCCCATTCAAGTTT Theodoropoulos
(146 pb) P- BABR: CGCCTGCTGCCTTCCTTAGA et al. (2006)

Steuber, Abdel-
Rady e Clausen
(2005)

Cyt bl: CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA
cyt b2: GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA

cytb

(359 pb) cytb

4.6.2 Deteccéo de Babesia spp.

A amplificacdo do DNA de Babesia sp. foi realizada conforme a técnica descrita por
Theodoropoulos et al. (2006), que tem como alvo um fragmento de 146 pb da sequéncia 18S
rRNA de Babesia (Tabela 1). Cada reacdo teve um volume final de 25 pL, sendo: 1 pL de
cada primer (10 pmol), 12,5 uL de PCR Master mix Promega® (Taqgpolymerase, dNTPs,
MgCly, buffer); 8,5 uL de 4gua DNAse ¢ RNAse free; e 2 uL de amostra de DNA extraido
(500ng/reacdo). As condicBes de amplificacdo foram: 5 min a 95°C para a desnaturacao
inicial e, em seguida, a reacdo sera repetida por 35 ciclos nas seguintes condi¢@es: 1 min de
desnaturacdo a 95°C, 1 min de anelamento a 56°C e 1 min de extenséo a 72°C seguindo por
uma etapa de extensdo final de 5 min a 72°C. Todas as amostras foram amplificadas contendo

controles positivo e negativo.

4.6.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos amplificados foram avaliados em gel de agarose a 1,5%, utilizando
marcador de peso molecular de 100 pb (1Kb DNA ladder Promega®), programacédo na cuba
de eletroforese de 100V, 100 mA, 100W e 50 minutos de corrida. Apds, os amplificados serdo

visualizados em transiluminador.

4.6.4 Purificacao, sequenciamento e analise filogenética dos produtos amplificados

Os produtos amplificados do gene 18S rRNA serdo purificados utilizando-se o kit
comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Thermo Scientific, San Jose, CA,
USA), de acordo com as recomendac6es dos fabricantes. A quantificacdo do DNA purificado
sera realizada por meio de leitura em espectrofotdémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific,

San Jose CA, USA). Os produtos de PCR purificados foram seréo sequenciados em ambas as
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direcbes usando os mesmos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR (forward e
reverse).

O sequenciamento sera realizado de acordo com o método de terminacdo de cadeia de
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977) no sequenciador ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). O sequenciamento sera feito no Centro de
Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (CREBIO/FCAV/UNESP). As sequéncias de consenso serdo obtidas através
da andlise das sequéncias sense e antisense usando o programa CAP3 (HUANG e MADAN,
1999). As comparacOes com as sequéncias depositadas no GenBank serdo feitas usando a
ferramenta de pesquisa de alinhamento local basica (BLASTn - usando parametros padrao)
(ALTSCHUL et al., 1990). As sequéncias do gene 18S rRNA serdo alinhadas com sequéncias
publicadas no GenBank usando Clustal/W (THOMPSON et al., 1994) e ajustadas em Bioedit
v.7.0.5.3 (HALL, 1999). A inferéncia filogenética baseada no critério de méaxima
verossimilhanga (ML) serd inferida com RAXML-HPC BlackBox 7.6.3 (STAMATAKIS et al.,
2008) por meio do CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2011). O critério de
informacdo de Akaike (AIC) serd usado no Mega 5.05 para identificar o modelo mais
apropriado de substituicdo de nucleotideos. A andlise de Méaxima Verossimilhanga do
alinhamento do 18S rRNA sera feita pelo modelo GTRGAMMA+.

4.7 Analise Estatistica

Os dados serdo submetidos a analise descritiva, em que serdo calculados os
percentuais de positividades obtidos por cada método de diagnostico. A analise estatistica sera
feita com base no teste qui-quadrado de Pearson (y2) e o teste Exato de Fisher, utilizando o
programa GraphPad Prism (OSB Software®). Um valor p<0,05 sera considerado

estatisticamente significativo.

5 RESULTADOS

5.1 Deteccéo de Babesia spp. em esfregacos sanguineos

Um total de 161 ldminas de esfregacos sanguineos de caprinos e ovinos foram
confeccionadas, sendo examinados 50 campos por lamina, porém, ndo foram encontradas

formas evolutivas de Babesia spp. em nenhum dos esfregacos analisados.
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5.2 Diagnostico molecular com base no gene 18S rRNA

Todas as 161 amostras de DNA de sangue foram submetidas a PCR para detec¢do do
gene enddgeno cyt b e mostraram amplificacdo positiva (Figura 2), evidenciando a qualidade

e integridade do DNA extraido.

Figura 2. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SybrSafe.

Legenda: Os amplimeros mostrados na foto sdo relativos & PCR para o gene enddgeno cyt b. MM: marcador de
peso molecular em escala de 100 pares de bases (Thermo Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos); CN:

controle negativo; CP: controle positivo; Canaletas 1, 2, 3 e 4: amostra positivas.

Com relacdo a deteccdo de Babesia spp. nos animais do estudo, 64 amostras, sendo 41
de caprinos e 23 de ovinos, foram testadas para a presenca do gene 18S rRNA do parasito e

todas (64/64) mostraram amplificagdo positiva, como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3. Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SybrSafe.

Legenda: Os amplimeros mostrados na foto sdo relativos a PCR para o gene 18S rRNA. MM: marcador de peso
molecular em escala de 100 pares de bases (Thermo Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos); CN: controle

negativo; CP: controle positivo de Babesia bigemina; Canaletas 1 a 13: amostras positivas.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, até o presente momento, ndo existem relatos da infeccdo de pequenos
ruminantes por espécies de Babesia. Deste modo, os achados deste estudo evidenciam, pela
primeira vez, a deteccdo molecular de Babesia spp. em caprinos e ovinos no pais.

No exame microscopico direto dos esfregacos sanguineos, ndo foram encontradas
formas evolutivas caracteristicas de Babesia spp. nos animais amostrados. Este resultado pode
estar relacionado ao grau de parasitemia no momento da colheita das amostras. Sabe-se que,
nos casos de parasitemia baixa, a detec¢do do parasita € dificultada pela baixa sensibilidade da
técnica, o que representa um fator limitante para a sua aplicacdo em estudos epidemioldgicos
(HILDEBRANDT et al., 2013). Por outro lado, o exame de esfregacos de sangue periférico
fino ou obtidos de coletas seriadas pode melhorar as taxas de deteccdo (HILDEBRANDT et
al., 2013); porém, essa alternativa ndo foi vidvel neste estudo.

Em trabalho recente realizado por Kage et al. (2019) com o intuito de avaliar a
incidéncia de Babesia spp. em caprinos e ovinos por meio de técnicas de diagndstico
parasitolégico, os autores encontraram positividade em apenas 8/225 (3,55%) dos ovinos e
1/118 (0,84%) dos caprinos do estudo. De maneira semelhante, Ozubek e Aktas (2017)
detectaram o parasita em apenas 11/200 (5%) animais, ao passo que a PCR com base no gene
18S rRNA detectou o parasita em 31/200 (21,5%) dos animais analisados. Os autores de
ambos os trabalhos argumentaram sobre a baixa sensibilidade da técnica de microscopia
direta relacionada a parasitemia. E vélido ressaltar que a alta parasitemia sera observada
durante o estagio agudo/clinico da doenca, ao passo que a baixa parasitemia é uma
caracteristica do portador assintomatico ou em estagio crénico da doenca (RANJBAR-
BAHADORI et al., 2012).

A deteccdo molecular por meio da PCR, conforme observado neste estudo, sugere que
a técnica é uma ferramenta de diagnostico mais sensivel quando comparada com a
microscopia direta. Pesquisadores relataram que a PCR apresenta sensibilidade mais alta, uma
vez que pode detectar animais com infecgdes precoces/subclinicas e portadores crénicos da
infeccdo (BENEDICTO et al., 2020). Por isso, abordagens moleculares, incluindo a PCR e
sequenciamento genético, tém sido efetivamente utilizadas para estudos epidemioldgicos e
analises filogenéticas de patdgenos transmitidos por carrapatos (AYDIN et al., 2015). Neste
estudo, a PCR foi usada para detectar o DNA de Babesia direcionado ao gene 18S rRNA.

Diversos estudos tém utilizado com sucesso ensaios de PCR deste gene, seguidos por

sequenciamento parcial, para identificar e classificar parasitas pertencentes aos géneros
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Babesia e Theileria, cujas espécies ou variantes antes eram desconhecidas (RANJBAR-
BAHADORI et al.; 2012; AYDIN et al. 2015; OZUBEK e AKTAS, 2017).

No nosso estudo, o fragmento alvo do gene 18S rRNA das espécies de Babesia foi
amplificado em 64/64 (100%) animais testados. Theodoropoulos et al. (2006), utilizando as
mesmas sequéncias de oligonucleotideos, detectaram positividade em 19/124 (15%) animais,
e 0 sequenciamento realizado posteriormente revelou que tratava-se de B. ovis.

Vale ressaltar que o produto amplificado constitui-se de 146 pares de base e €
consistente com o alvo buscado pelos oligonucleotideos iniciadores delineados para esse fim,
conforme relatado por Theodoropoulos et al. (2006). Entretanto, para confirmacdo do
resultado obtido nas reacBes de PCR, foi refeita a analise da regido do produto amplificado
em que o primer apresenta anelamento no programa BLAST a fim de garantir que o
anelamento era especifico do gene 18S rRNA de Babesia sp. e que ndo estava ocorrendo
nenhum anelamento inespecifico (Figura 4). Adicionalmente, é importante destacar que o
controle negativo da reacdo permaneceu negativo (Figura 3), conforme esperado, o que
também nos da garantias de que ndo houve qualquer contaminacdo por fragmentos de DNA

inesperados.

Figura 4. Captura de tela do programa BLAST. Notar o percentual de similaridade elevado com a

espécie Babesia ovis.

@ blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgi B Q *

BLAST ° 5 blastn suite » results for RID-VSHRNUES016 Home RecentResults Saved Strategies Help
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Job Title AY150058:Babesia ovis from goat 18S ribosomal... Filter Results
RID VSHRNUES016  Search expires on 11-2506:3¢am  Download All v -

. i y vil exclude
Program BLASTN@ Citation v Organism only top 20 will appear \7|
Database nt See details v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Query ID AY150058.1 =+ Add organism
Description Babesia ovis from goat 185 ribosomal RNA gene, partial sequence Percent Identity E value e B
Molecule type nucleic acid
| 0 || w N © |

Query Length 1672

Otherreports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alighments Download ~  [IJ Select columns > Show (2}
select all 100 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of resuilts
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Babesia ovis from goat 188 ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia ovis 3088 3088 100% 00 10000% 1672 AY150058 1
Babesia ovis 185 ribosomal RNA gene, complete sequence Babesia ovis 3057 3057 100% 00 99.64% 1698  AY260178 1
Babesia ovis isolate goat 2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia ovis 3044 3044 100% 00 99.52% 1672  DQ287954 1
Babesia ovis 1835 small subunit ribosomal RNA gene, complete sequence Babesia ovis 3018 3018 100% 00 99.17% 1683  AY533146 1

Babesia ovis isolate 8kz1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia ovis 2780 2780 90% 0.0 99.67% 1521 MN493112.1

Babesia ovis isolate SEL38 18S ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia ovis 2772 2772 90% 0.0 99.67% 1517 MG569902.1

Babesia ovis isolate 1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia ovis 2747 2747 93% 0.0 98.28% 1572 AY998123.1

[CE<N<N<NN<N<N<

Babesia sp. isolate P34 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence Babesia sp. 2651 2651 86% 0.0 99.59% 1454 MH618772.1
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Trabalhos publicados recentemente tém identificado a presencga de B. ovis em caprinos
e ovinos de diversas regidoes em todo o mundo. Benedicto et al. (2020) encontraram alta taxa
de infeccdo por essa espécie em caprinos e ovinos oriundos da Turquia. Da mesma forma,
Bazmani et al. (2018) detectaram positividade para B. ovis em pequenos ruminantes do Ira.

No Brasil, a maioria das pesquisas recentes sobre babesiose em animais de producgéo
tém como foco a espécie bovina (DE SOUZA et al., 2018; VIEIRA et al., 2019), a excec¢do de
Mongruel et al. (2020), que investigaram a pesquisa do parasita em pequenos ruminantes da
regido sudeste do pais, mas ndo obtiveram resultados positivos para essa hemoparasitose. A
caréncia de estudos em territério nacional reforca a necessidade de se investigar essa

hemoparasitose em caprinos e ovinos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos por meio da PCR revelaram elevada positividade (64/64) para
Babesia spp. nos animais do estudo, quando comparados ao exame microscépico de
esfregacos sanguineos. Entretanto, com o intuito de confirmar os resultados preliminares e
caracterizar as espécies de Babesia detectadas nos animais, foram selecionadas 4 amostras,
dentre as positivas, as quais foram enviadas para sequenciamento. As sequéncias obtidas
serdo submetidas ao GenBank e posteriormente analisadas. Os achados deste estudo podem
contribuir para uma melhor compreensdo da distribuicdo e diversidade filogenética de

espécies de Babesia em pegquenos ruminantes.
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