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RESUMO

Os cervideos sdo ruminantes selvagens que estdo em contato com 0s ruminantes
domeésticos em varias regides do Brasil, facilitando, assim, o transito de patdgenos entre
os dois grupos. Esse grupo de ruminantes possui espécies ameacgadas de extingdo. Em
relagdo aos animais de cativeiro, o transito de animais entre zooldgicos ou criatorios
favorece a introducdo de micro-organismos infecciosos em outro plantel. O objetivo
deste trabalho foi pesquisar a presenca de hemoparasitos e ectoparasitos em populacdes
de cervideos brasileiros, j& que esse conhecimento € importante para os profissionais
envolvidos na preservacao e sanidade desses animais, além do papel desses ruminantes
como possivel reservatorio desses agentes infecciosos para 0s animais domésticos e
seres humanos. Foram analisadas amostras sanguineas de 89 cervideos, sendo 29
amostras de animais pertencentes ao estado de Minas Gerais (MG) e 60 amostras de
Mato Grosso do Sul (MS). As amostras de MS foram de veados-campeiros (Ozotocerus
bezoarticus) de vida livre, e as amostras dos animais de Minas Gerais originaram-se de
veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) e cervos-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus). Nas amostras sanguineas, foi realizada a pesquisa de DNA dos parasitos
dos géneros Anaplasma, Ehrlichia, Babesia, Theileria e Trypanosoma, através de
nested ou semi-nested PCR seguido de sequenciamento das amostras positivas. Quanto
as riquétsias, dos 29 animais pertencentes ao estado de Minas Gerais, 27 (93,1%)
apresentaram-se positivos para espécies de Anaplasmataceae, sendo 79,3% para A.
marginale, 17,2% para Anaplasma spp. (similaridade com A. phagocytophilum e A.
platys), 3,4% para E. chaffeensis e 3,4% para A. bovis. Dos 60 veados-campeiros do
MS, 29 (48,3%) foram positivos para A. marginale. Na pesquisa de hemoprotozoarios,
72,4% dos cervideos de Minas Gerais estavam infectados. Desses, 80,9% por Theileria
cervi, 9,5% por Theileria sp., 4,7% por B. bovis e um 4,7% por B. bigemina. Dos
cervideos do Mato Grosso do Sul, 38,3% foram positivos. Desses, 52,2% para T. cervi,
8,7% para B. bigemina, 13,0% para B. bovis e 10,0% ndo obtiveram sucesso no
sequenciamento. Trypanosoma evansi foi detectado em 24,1% dos 29 cervideos de
Minas Gerais e em 18,3% dos veados-campeiros do Mato Grosso do Sul. Nenhum
animal foi positivo para T. vivax. Além dos hemoparasitos, nos animais de MG foram
detectados carrapatos das espécies Dermacentor nitens, Amblyomma cajennense e
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, além de pulgas da espécie Rhopalopsyllus
lugubris lugubris, piolhos da espécie Solenopotes binipilosus e sarnas do género
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Psoroptes. Através de analises moleculares, foi verificada a ocorréncia de A. marginale
nas glandulas salivares de carrapatos da espécie R. microplus, e foi sugestivo a presenca
de Theileria sp. nas glandulas salivares de carrapatos da espécie D. nitens. O cultivo
em células IDE8 de A. marginale oriundo de cervideo ndo apresentou estabelecimento
efetivo, e as amostras de A. marginale oriundas dos cervideos mostraram baixa
viruléncia ao serem inoculadas em ruminantes domésticos. De acordo com a literartura
pesquisada, o presente trabalho envolve os primeiros registros de parasitos da espécie A.
bovis em cervideos brasileiros e de Theileria spp. neles e em carrapatos D. nitens que
parasitavam esses animais, sendo que foi observada uma alta percentagem de animais

infectados por Theileria.
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ABSTRACT

Changes in different ecosystems caused wild deer to come to live in proximity to other
ruminants, favoring the movement of pathogens between the two groups. For animals
in captivity, the movement of animals between zoos or farms favors the introduction of
infectious microorganisms in other areas. The aim of the present study was to evaluate
the occurrences of hemoparasites and ectoparasites in deer populations, since this
knowledge is important for professionals involved in the preservation and health of
these animals, and to evaluate their role as a possible reservoir of these infectious agents
to domestic animals and humans. Blood samples from 89 Brazilian deer were evaluate,
and 29 samples of the Mazama gouazoubira and Blastocerus dichotomus from the
State of Minas Gerais (MG) and 60 samples of the Ozotocerus bezoarticus from the
State of Mato Grosso do Sul (MS). The MS samples were pampas deer (Ozotocerus
bezoarticus) free-living animals and samples of Minas Gerais were derived from
Brazilian brown brocket deer (Mazama gouazoubira) and the marsh deer (Blastocerus
dichotomus). In blood samples, was investigated DNA of parasites belonging to the
genera Anaplasma, Ehrlichia, Babesia, Theileria and Trypanosoma, using nested or
semi-nested PCR followed by sequencing of positive samples. As for the rickettsiae of
29 animals belonging to the state of Minas Gerais, 27 (93.1%) were positive for species
of Anaplasmataceae, being 79.3% for A. marginale, 17.2% for Anaplasma spp.
(Similarity with A. phagocytophilum and A. platys), 3.4% for E. chaffeensis and 3.4%
for A. bovis. Of the 60 pampas deer MS, 29 (48.3%) were positive for A. marginale.
The search for hemoprotozoa in deer from Minas Gerais, showed that 72.4% of the
animals were infected. These positive animals, 80.9% with Theileria cervi, 9.5% with
Theileria sp., 4.7% with B. bovis and 4.7% with B. bigemina. In cervids from Mato
Grosso do Sul, 38.3% were positive, with 52.2% for T. cervical, 8.7% for B. bigemina,
13.0% for B. bovis and 10.0% were not successfully sequenced, and therefore not
identified. Trypanosoma evansi was detected in 24.1% of 29 deer in Minas Gerais and
in 18.3% of pampas deer in Mato Grosso do Sul. No animals were positive for T. vivax.
The presence of ectoparasites were also investigated in deer from Minas Gerais. The
ticks found were the species Dermacentor nitens, Amblyomma cajennense e
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, fleas of the specie Rhopalopsyllus lugubris
lugubris, lice of the specie Solenopotes binipilosus and mite of the genus Psoroptes.
Through molecular analysis, it was verified the presence of A. marginale in salivary
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glands of ticks of the species R. microplus. The attempts to establish the specie A.
marginale originated from deer in IDE8 cells, did not succed. Anaplasma marginale
from deer presented low virulence to domestic ruminants. Taken together the results
presented in this work consist the first report concerning the occurrence of A.
bovis and Theileria spp. in Brazilian cervids with a high prevalence of

Theileria spp.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA



As hemoparasitoses constituem um amplo grupo de parasitos sanguineos que afetam o0s
animais domésticos e silvestres. As infeccBes por esses parasitos assumem importancia na
saude animal por ocasionarem patologias variadas, podendo, inclusive, levar a morte, além

da possibilidade da transmisséo zoondtica (Losos 1986).

No Brasil, alguns dos géneros de hemoparasitos que afetam ruminantes sdo: Anaplasma
(Barros et al. 2005), Babesia (Barros et al. 2005), Ehrlichia (Machado et al. 2006b) e
Trypanosoma (Madruga 2004). As tripanosomiases e anaplasmoses podem ser transmitidas
mecanicamente por dipteros hematdfagos (Gardiner 1989; Madruga 2004). Anaplasmoses,
babesioses e erliquioses sdo transmitidas por secre¢des salivares de ixodideos fixados aos
hospedeiros vertebrados (Cohn 2003; Barros et al. 2005; Machado et al. 2006b). Embora
90% das espécies de ixodideos sejam econtradas exclusivamente em animais silvestres,
existem poucos estudos sobre a ecologia e a epidemiologia de doencas transmitidas por esses

vetores (Camargo-Neves et al. 2004).

Dentre os hemoprotozoarios da famila Trypanosomatidae (Grobben 1905), Trypanosoma
vivax (Chalmers 1918) e Trypanosoma evansi (Steel 1885) podem parasitar cervideos na
América do Sul (Soulsby 1986). A tripanosomiase bovina causada por T. vivax é considerada
uma enfermidade importante do ponto de vista econémico em paises da América Latina
(Otte et al. 1994). Em bovinos, essa doenca pode manifestar-se de forma aguda, cronica ou
assintomatica, e cervideos sdo considerados reservatorios de T. vivax. Trypanosoma evansi
produz sinais clinicos mais severos em equinos, mas ruminantes domésticos e silvestres sao
possiveis reservatdrios desse agente (Soulsby 1986). A grande persisténcia e os altos niveis
de parasitemia indicam que esse cervideo € um bom reservatério de T. evansi (Reid et al.
1999) .

Existem relatos da presenca de hemoprotozoarios da classe Piroplasmasida em cervideos
(Ristic 1988; Cantu et al. 2007). Em estudos soroldgicos no Brasil, foi observado que em
cervos-do-pantanal de Porto Primavera, SP, 88,2% e 92% dos animais estavam reativos para
Babesia bovis e B. bigemina, respectivamente. Veados-campeiros do Pantanal apresentaram
positividade em testes sorolégicos de 11,8% tanto para B. bovis quanto para B. bigemina
(Duarte 2007). Theileriose é uma doenga parasitaria transmitida por carrapatos causada por
diferentes espécies de Theileria. Apenas alguns dos membros desse género sdo patogénicos,
enquanto outros séo considerados moderadamente patogénicos ou benignos (Brown 1990).

No entanto, pouco se sabe sobre a epidemiologia da doenca em ruminantes selvagens.
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Acredita-se que eles podem atuar como reservatorios e ser responsaveis tanto pela
manutenc¢do do parasito como de carrapatos e, assim, prejudicar os esfor¢os para eliminar a

doenca em populagdes de animais domésticos (Hofle et al. 2004).

Dentro do grupo das riquetsioses existem dois géneros da familia Anaplasmataceae que tém
importancia médica e veterinaria e sdo relatados em ruminantes silvestres nas Américas. S&o
eles: Anaplasma e Ehrlichia. Os cervideos sdo discriminados como reservatorios de
Anaplasma, desenvolvendo uma doenca branda com infeccdo persistente (Stuen et al. 2008).
Kutler (1984), em uma revisdo sobre anaplasmose em ruminantes domésticos e silvestres,
levanta a possibilidade de que as anaplasmoses sejam espécie-especificas e podem ou nédo
infectar bovinos. Por isso, torna-se importante um estudo filogenético das espécies, do

mesmo género, de micro-organismo que acometem mamiferos domesticados e selvagens.

A entidade ambientalista “Wildlife Conservation Society” (WSC) listou alguns patdégenos
com alto potencial de propagacdo, como consequencia das mudancas na temperatura e na
precipitacdo vinculadas ao aquecimento global. Dentre eles, encontra-se 0 hemoprotozoério
Babesia spp. (Pesquisa FAPESP 2008).

Malan et al. (1997) destacam que o conhecimento adquirido pelo estudo das interagdes entre
0s parasitos dos animais selvagens, domésticos e seu meio ambiente pode ser a chave para o
sucesso da pecudria rentavel no futuro. Além disso, consideram que 0s parasitos, outros
agentes infecciosos, hospedeiros externos e outros elementos que ndo sdo indigenas para o

ecossistema sdo estrangeiros e devem, na medida do possivel, ser excluidos.

A estrita convivéncia entre ruminantes domésticos e silvestres, comum em varias regides de
criagéo extensiva de bovinos no Brasil, pode ocasionar risco de infeccdo por hemoparasitos,
transmitidos por ectoparasitos, tanto para 0s ruminantes domésticos quanto para 0S
ruminantes silvestres, que podem tornar-se susceptiveis ou reservatorios desses micro-
organismos (Duarte 2006). Além disso, a relacdo homem e animal vem se estreitando com 0s
movimentos crescentes de contato com a natureza e preservagdo e, com isso, espera-se que
um numero maior de individuos possa adquirir doencas oriundas dos animais silvestres,
como, por exemplo, as erliquioses (Machado 2006b). Ehrlichia chaffeensis € responsavel
pela erliquiose monocitica humana (HME) e ja foi detectada em cervideos americanos (Little
et al. 1998; Machado et al. 2006a).



Cervideos podem ser infectados por vérias espécies de hemoparasitos e rea¢fes cruzadas
entre testes soroldgicos podem acontecer, principalmente para espécies de micro-organismos
do mesmo género (Machado et al. 2006a). Por esse motivo, 0s testes moleculares para
deteccdo direta sdo recomendados. No Brasil, ndo existem amostras de hemoparasitos

isoladas de populagfes de cervideos.

Devido a importancia dos hemoparasitos, este trabalho foi desenvolvido no Departamento de
parasitologia da UFMG, pelo grupo de pesquisa sobre parasitoses em animais silvestres, para
pesquisar a presenca de Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia spp., Theileria spp. e
Trypanosoma spp., em populacdes de cervideos brasileiros, ja que poucos sdo os estudos que
abordam a presenca de hemoparasitos nesses animais e seu conhecimento torna-se
importante para sua preservacdo e sanidade, além de esclarecer o papel desses ruminantes
como possiveis reservatorios desses agentes infecciosos para os animais domésticos e para o

ser humano.



2. REVISAO DE LITERATURA



2.1 Cervideos

Cervideos sdo mamiferos da ordem Artiodactyla, subordem Ruminantia (Duarte 1997).
Representam 0 grupo de ruminantes selvagens mais bem distribuido em todo o mundo,
habitando quase todos os continentes, exceto a Antartida (Van Soest 1994) e algumas regides
da Africa (Duarte 2012, Comunicacdo pessoal). No Brasil, sdo descritos quatro géneros
desses animais. O género Mazama (Rafinesque 1817) possui as seguintes espécies: M.
americana, M. gouazoubira, M. nana, M. nemorivaga e M. bororo; o género Blastocerus; a
espécie B. Dichotomus; o género Odoicoleus; a espécie O. virginianus e 0 género
Ozotocerus; a espécie O. bezoarticus (Duarte 2006). Essas espécies existentes no pais vém
apresentando um declinio populacional devido a perda de habitats, a cagas indiscriminadas e
a doencas. Algumas dessas espécies encontram-se na lista vermelha de animais ameacados
de extin¢do da Unido Internacional para Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais -
IUCN (IUCN 2011).

O género Mazama inclui-se no grupo dos pequenos cervideos florestais solitarios (15 a 40
Kg) (Vogliotti 2003). Habitam regides de clima quente e umido, como as matas densas que
margeiam 0s rios, e podem ser encontrados praticamente em todos os ambientes florestais
neotropicais, podendo ser descritos em todo o territdrio brasileiro (Duarte 1996). Séo animais
de habitos solitarios, que procuram se esconder em areas de densa vegetacdo, para onde
fogem quando se sentem ameacados. Por isso, a captura desses animais em vida livre torna-
se dificil e, consequentemente, os estudos em seu ambiente natural (Barrette 1987; Vogliotti
2003). M. gouazobira, popularmente conhecido como veado-catingueiro ou veado-vira,
possui uma pelagem marrom-acinzentada e geralmente apresenta um filhote por cria (Pinder
e Leeuwenberg 1997). Vogliotti (2003) pesquisou 0s aspectos etnozooldgicos dos veados da
Serra do Paranapiabaca, SP, através de entrevistas realizadas com os moradores locais. Os
habitantes da regido relataram que o veado-catingueiro é encontrado em ambientes
antropizados como as areas de fisionomia pouco densas, como o cerrado e samambaias,

capoeiras, bordas de matas, plantacdes e pastagens.

Ozotoceros bezoarticus, conhecido popularmente como veado-campeiro, € um cervideo de
porte médio com peso aproximado de 30 Kg e o Unico representante do género Ozotocerus
no Brasil. E uma espécie que habita preferencialmente campos, mas pode ser encontrado em

ambientes de cerrado aberto. Ao contrario de M. gouazoubira, ndo é achado em regides de



florestas. Atualmente no Brasil, € encontrado no centro de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, sul do Para e o Rio Grande do Sul (Merino et al. 1997).

O cervo-do-pantanal, Blastocerus dichotomus, é caracteristico de areas inundaveis e outras
areas Umidas da América do Sul. E a maior espécie de cervideo sul americano, podendo
pesar até 150Kg (Pinder 1996). Essa espécie tem sido alvo de cacadores e estd ameacada de
desaparecimento nos estados brasileiros de Sdo Paulo, Parana, Goias, sul do Amazonas e
Minas Gerais. Atualmente, em Minas Gerais, apresenta individuos residentes no Parque
Nacional Grande Sertdo Veredas (Tomas et al. 1997). Outras ameacas as populacdes desses
cervideos sdo as doencas introduzidas por bovinos, como a babesiose, a aftosa e a brucelose
(Duarte 2007). A drenagem de varzeas e outras areas Umidas para projetos de agricultura e a
construcdo de grandes usinas hidroelétricas eliminam habitats marginais e resultam no

desaparecimento de subpopulagdes de cervo-do-pantanal (Pinder 1996).

Algumas espécies de ruminantes selvagens ndo se adaptam bem a presenca humana e se
deslocam de seu habitat, sdo cacados ou levados para zool6gicos ou parques (Barbosa 2003).
Ja outras espécies coexistem bem com humanos, alimentando-se em areas agricolas e se
protegendo em areas de reserva de mata proximas a esses locais. No Brasil, M. gouazoubira
é encontrado em ambientes antropizados, inclusive em pastos (Vogliotti 2003). Ja a
populacdo de O. bezoarticus tem diminuido rapidamente devido a ocupagdo de campos e
cerrados pela agropecuéria, fragmentacdo e alteracdo de seu habitat (Merino et al. 1997).
Pinder (1997), estudando areas de ocupacdo comum pelo veado-catingueiro, veado-campeiro
e rebanhos de bovino no Pantanal brasileiro, concluiu que as trés espécies ndo competem por
forragens por preferirem plantas diferentes para se alimentar. 1sso indica que a convivéncia
comum dessas espécies no mesmo habitat é bastante facilitada por ndo serem competidoras

de alimento.

Outra situacdo diferente dos animais de vida livre sdo os animais criados em cativeiro, que
estdo sujeitos a varias situacdes estressantes que podem acarretar uma imunossupressao
(Fowler 2000). O estudo realizado por Hofle et al. (2004) em “Red deer” (Cervus elaphus)
translocados da Alemanha para a Espanha ilustrou que em animais translocados a exposi¢ao
a novos agentes patogénicos aos quais 0 hospedeiro ndo esta adaptado, especialmente sob
condicOes extremas, pode levar a efeitos graves e, eventualmente, a morte do animal. 1sso
sublinha a necessidade de incluir a adaptacao as condic¢des locais e de agentes patogénicos

nos processos de translocacdo. Além disso, afirma que em algumas espécies, o beneficio da



translocacdo de animais pode até ser questionavel quando os riscos associados com a
exposicao aos patdgenos locais sdo considerados. Essa situagcdo pode levar ao aparecimento
de sintomas clinicos causados por micro-organismos que se encontravam em estado de

laténcia.

A translocacdo entre animais selvagens causa o risco de introdugdo de patdgenos e, por isso,
sdo recomendados quarentena e protocolos de triagem desses animais, quando s&o
translocados para um ambiente natural ou de cativeiro. Uma série de publicac6es e incidentes
prova a preocupacdo a respeito dos perigos da circulacdo de animais silvestres entre
diferentes areas geogréaficas, uma vez que esses animais podem atuar como provaveis vetores
de parasitos e de doencas infectocontagiosas. Além disso, 0s animais translocados podem
adquirir doencas infecciosas endémicas do local para onde foram transportados, contra as
quais eles podem ndo ter defesa (Hofle et al. 2004). Por isso, a pesquisa desses patdgenos em
animais de cativeiro torna-se importante para a translocacdo de animais entre zooldgicos ou

criatorios, para ndo introducao de micro-organismos infecciosos em outro plantel.

Como os cervideos sdo animais considerados presas, eles evoluiram para ndo demonstrar aos
seus predadores sinais de doencas, o que torna o exame clinico dificil para o médico
veterinario (Duarte 2006). Por isso, exames laboratoriais como a hematologia e testes
diagnosticos diretos e indiretos para procura de agentes infecciosos tornam-se importantes
para a consecucdo do diagnostico nesses animais. Alem disso, o diagndstico de infeccdes é
relevante para o conhecimento da prevaléncia do agente infeccioso de cervideos em
determinadas regifes e posteriores estudos sobre a relevancia da presencga desses agentes, em
ruminantes silvestres, para as populagdes de ruminantes domésticos e seres humanos que

convivem com esses cervideos.
2.2 Hemoparasitoses
2.2.1 Familia Anaplasmataceae

A familia Anaplasmataceae é composta por bactérias gram-negativas, intracelurares
obrigatdrias, que se multiplicam no interior de vacuolos formados pela membrana da célula
do hospedeiro vertebrado e sdo classificadas dentro de quatro géneros (Anaplasma,
Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia). De acordo com a anélise de similaridade da sequéncia
homdloga do RNA ribossomal 16S rRNA, o gene groESL e genes codificadores de proteinas

de superficie, essa familia foi dividida em quatro grupos: Grupo E.



phagocytophila/Anaplasma (incluindo as espécies A. marginale, A. centrale, A. ovis, A.
bovis, A. platys e o grupo A. phagocytophilum (Ehrlichia phagocytophila, E. equi e o agente
da erliquiose granulocitica humana — HGE)); Grupo E.canis/Cowdria (com as espécies E.
canis, E. chaffeensis ,E. ewingii, E. muris e C. ruminantium), Grupo E.
sennetsu/Neorickettsia (com as espécies E. sennetsu, E. risticii, N. helminthoeca) e as

espécies de Wolbachia (Dumler et al. 2001).

As espécies dos grupos E. phagocytophila/Anaplasma e E.canis/Cowdria podem ser
transmitidas por carrapatos, e algumas delas infectam ruminantes selvagens e domésticos,

apresentando, assim, interesse para o presente estudo.



2.2.1.1 Anaplasma

Anaplasmose € uma doenca que afeta ruminantes e faz parte do complexo da tristeza
parasitaria bovina (McCosker 1981). E causada por riquétsias da familia Anaplasmataceae,
ordem Riquétsiales e género Anaplasma, e sdo patdgenos intraeritrocitaros obrigatdrios
(Losos 1986). O género Anaplasma foi descrito por Arnold Theiler em 1910 através do
reconhecimento de pontos marginais encontrados

em eritrocitos de bovinos doentes causando uma doencga especifica (Theiler 1910).

Trata-se de uma anemia hemolitica sem hemoglobinaria e os sinais clinicos aparecem
repentinamente, ap6s o estabelecimento da parasitemia. A anemia é resultado da grande
destruicdo extravascular dos eritrocitos parasitados e ndo parasitados, presentes na medula
Ossea e principalmente no baco (Schalm 1986). Em animais esplenectomizados, o micro-
organismo € mais virulento, pois o baco é o 6rgdo de controle do nivel de infeccdo (Losos
1986).

Anaplasma marginale tem distribuicdo cosmopolita, principalmente em regides tropicais e
subtropicais. Anaplasmose bovina é endémica nos Estados Unidos, México, América Central
e do Sul e llhas do Caribe. E uma doenca enzo6tica na maioria dos paises da América Latina,

com excecdo de areas de deserto ou montanhas como os Andes (Guglielmone 1995).

A transmissdo da anaplasmose ocorre mecanicamente por picada de moscas e atraves de
fomites contaminados com sangue infectado ou, biologicamente, através de carrapatos
(Dikmans 1950; Ewing 1981). Entretanto, algumas amostras ndo sdo infectantes ou

transmitidas por carrapatos (Kocan et al. 2004)

Os agentes causadores de anaplasmose em ruminantes domeésticos sdo: A. marginale, A.
centrale, A. phagocytophilum e A. ovis (Kuttler 1984). Em ruminantes selvagens ja foram
identificados na América do Sul: A. marginale (Machado et al. 2006a); América do Norte: A.
marginale e A. centrale; na Asia e na Africa A. marginale, A. centrale e A. ovis; na Europa
A. phagocytophilum, A. marginale e A. ovis (Kuttler 1984; de la Fuente et al. 2008; Stuen et
al. 2008).

O ciclo biolégico do A. marginale foi descrito através da observacdo da alimentacdo de
carrapatos machos da espécie Dermacentor andersoni. Esses espécimes alimentam-se de

sangue contendo eritrdcitos parasitados por A. marginale. Esse micro-organismo multiplica-
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se nas células epiteliais intestinais do ixodideo, passando, em seguida, para hemolinfa.
Posteriormente, infectam vérios tecidos do carrapato, incluindo as glandulas salivares. A
transmissdo para um hospedeiro susceptivel ocorre durante a realizagdo de um novo repasto
sanguineo pelo invertebrado (Kocan 1986; Kocan et al. 1992; Ge et al. 1996). No hospedeiro
vertebrado, A. marginale ocorre exclusivamente no interior de eritrocitos dentro de vacuolos,
onde corpusculos iniciais se multiplicam por divisdo binaria (Ristic & Carson 1977). O
periodo de incubacdo é de 28 dias em média, variando de sete a 60 dias dependendo do
nimero de organismos da dose infectante (Kocan et al. 2003). As células parasitadas sao
removidas da circulacdo pelo sistema monocitico fagocitario do animal, causando uma

anemia branda a grave e ictericia (Richey 1981).

A transmissdo biolégica de A. marginale através de carrapatos tem importancia
epidemioldgica transestadialmente ou intraestadialmente, enquanto a transmissdo
transovariana parece ser esporadica (Stich et al. 1989; Ribeiro et al. 1996). Em regides
tropicais e subtropicais, o Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem sido considerado o
principal vetor bioldgico de A. marginale (Alonso et al. 1992). A infeccdo por esse agente
também pode ser transmitida entre diferentes espécies de ruminantes, como de cervos para o

bovino e do bovino para os cervos (Schalm 1986).

Anaplasma ovis em ovinos e caprinos causa uma doenca branda, caracterizada por febre
baixa, varidveis indices de anemia, ictericia e pode ser acompanhada de disturbios digestivos
(Losos 1986). Os cervideos sdo discriminados como reservatérios de Anaplasma,
desenvolvendo uma doenca branda com infeccdo persistente. Kreier & Ristic (1963)
inocularam experimentalmente A. ovis em dois cervos esplenectomizados da espécie Dama
virginiana. A parasitemia dos animais foi acompanhada através de esfregacos sanguineos e,
apos o pico, o sangue desses animais foi inoculado em uma ovelha e um bezerro,
respectivamente. Os cervos e a ovelha desenvolveram sinais clinicos de anaplasmose por A.
ovis, indicando que além de possivel reservatorio, esses cervideos também apresentam sinais

clinicos da infecgéo.

Kutler (1984), em uma revisao sobre anaplasmoses em ruminantes domeésticos e silvestres,
relatou que infecgdo por Anaplasma em cervos da cauda branca (Odocoielus virginianus) é
amplamente estudada. Este animal pode ser facilmente infectado tanto por A. marginale,
quanto por A. ovis (Kreier & Ristic 1963), mas apresenta sinais clinicos brandos e pode

carrear a infeccdo por um longo periodo (Kutler et al. 1967). Cervos da cauda branca do

11



sudoeste dos E.U.A. foram infectados experimentalmente por A. marginale, e foi observado
que esses animais parecem ndo estar expostos naturalmente a esse agente, mesmo em areas
enzodticas. Esses cervos experimentalmente infectados ndo desenvolveram parasitemia

suficiente para a efetiva transmissdo mecéanica por moscas hematofagas (Keel et al. 1995).

Zaug et al. (1996) estudaram a susceptibilidade de cervos nobre (Cervus elaphus) para as
espécies A. marginale e A. ovis através de infeccdo experimental e de passagens sucessivas
do agente por bovinos e ovinos domésticos esplenectomizados, respectivamente. Tanto para

A. marginale quanto para A. ovis a infeccdo foi subclinica.

Anaplasma phagocytophilum infecta ruminantes, cées, cavalos, pequenos roedores e
humanos (Dumler et al. 2001). E o agente responsavel pela anaplasmose granulocitotropica
em humanos (Losos 1986). Stuen et al. (2008) inocularam cordeiros com amostras de A.
phagocytophilum isolada de Cervus elaphus. Eles observaram que esses animais reagiram
com febre, parasitemia e neutropenia, e concluiram que esse cervideo pode funcionar como

reservatorio de A. phagocytophilum.

No Brasil, Picoloto et al. (2010) compararam os testes PCR padrdo e PCR em tempo real
(RT-PCR) para o estudo da incidéncia de A. marginale em 43 veados-campeiros (Ozotoceros
bezoarticus leucogaster) do Pantanal. A PCR padrdo detectou apenas um dos cervideos
positivo (2,3%), enquanto que a PCR em tempo real evidenciou positividade em sete animais
(16,3%), indicando que a RT-PCR tem uma sensibilidade significativamente maior, portanto,

mais apropriada para estudos epidemioldgicos.

Vacinas vivas para o controle de anaplasmose envolvem a inoculagdo no bovino com
eritrocitos infectados por A. centrale ou amostras atenuadas de A. marginale (Kocan et al.
2010). Os animais que recebem a amostra atenuada apresentam uma infeccdo persistente,
sem desenvolvimento de sintomas clinicos, induzindo uma imunidade protetora persistente
(Ristic & Carson 1977).

Vacinas com amostras de A. marginale atenuadas podem ser realizadas através de vérias
passagens em cervos e carneiros (Kuttler 1984; Kuttler & Zaugg 1988). Patogenos isolados
de ruminantes selvagens originaram uma infeccdo branda em bovinos, sugerindo o
aparecimento de uma resposta imune protetora contra amostras de A. marginale oriundas de
outros bovinos (Kuttler 1984). Porém, o uso de indculo de sangue pode ser arriscado por

poder carrear varios outros hemoparasitos como Babesia, Trypanosoma, além de bactérias
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como Brucella e Mycobacterium, e de virus como da diarreia bovina a virus e leucose bovina
(Rogers et al. 1988).

2.2.1.2 Cultivo de riquétsias em células embrionarias de carrapato

Uma das alternativas para abolir a transmissdo de outros patdgenos através de vacinas de
eritrécitos € o uso de amostras de baixa patogenicidade oriundas de cultivo celular. Até a
década de 90, o isolamento e multiplicacdo das riquétsias da familia Anaplasmataceae era
realizado apenas através de inoculacdes em animais experimentais susceptiveis. O cultivo de
células de carrapato vem sendo utilizado para a producdo de antigenos, pois quando
comparado a infecgdo experimental de animais susceptiveis, apresenta vantagens. Dentre
elas, o controle rigoroso do ambiente, a possibilidade de caracterizagcdo e homogeneizacao de
amostras, aléem do favorecimento das questbes éticas, por eliminarem 0 uso de animais
experimentais (Bastos et al. 2006). Somado a isso, o cultivo in vitro de patdgenos isolados de
animais silvestres torna-se importante pela dificuldade da manutencdo desses animais em
cativeiro para estudos experimentais e liberacdo desses estudos por parte das autoridades

ambientais.

Células embrionarias do carrapato Ixodes scapularis foram estabelecidas em cultivo e
apresenta uma linhagem continua denominada IDE8, que constitui o primeiro sistema
continuo de A. marginale em cultura celular (Munderloh et al. 1994). Anaplasma marginale
¢ um dos patdgenos que apresenta um bom estabelecimento em IDE8 e, durante o
desenvolvimento nessas células, apresenta semelhanca morfolégica e similaridade com o
ciclo de desenvolvimento observado nas células epiteliais do intestino de carrapatos (Blouin
& Kocan, 1998). O cultivo de celulas IDE8 foi implantado no Brasil em 2004. O
estabelecimento da IDE8 nas condigdes brasileiras (Bastos 2005; Bastos et al. 2006; 2007),
foi o passo fundamental para a realizagdo do primeiro cultivo in vitro de uma amostra
brasileira de A. marginale nessa linhagem celular (Bastos et al. 2009). As condigdes de
manutenc&o e criopreservacdo dessa linhagem celular foram adaptadas e aprimoradas (Bastos
2005; Bastos et al. 2006) e dois isolados de amostras brasileiras de A. marginale (UFMGL1 e
UFMG2) vém sendo mantidos no Laboratdrio de Protozoologia Veterinaria do ICB/UFMG
(Bastos et al. 2010).

Anaplasma sp. oriundos de Cervos da cauda branca ja foram isolados por meio de cultura em

célula embrionéria de carrapato, ISE6. Para isso, amostras sanguineas positivas para
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maultiplas espécies da familia Anaplasmataceae, de espécimes selvagens desses cervideos,
foram inoculados em cervos-da-cauda-branca mantidos em condi¢des experimentais. Para o
acompanhamento da cultura foram utilizadas a microscopia optica e eletronica, técnicas de
PCR para identificar o agente e inoculacdo da cultura em animais livres de infec¢do. O
isolado mostrou-se mais relacionado primeiramente com A. platys, seguido de A.
phagocytophilum (Munderloh et al. 2003).

2.2.1.3 Ehrlichia

O género Ehrlichia pertence a familia Anaplasmataceae e inclui espécies de riquétsias de
morfologia similar e sdo encontradas dentro de vacuolos citoplasméaticos parasitando
leucdcitos dos animais e do homem (Losos 1986). Existe uma classificacdo das espécies de
Ehrlichia de acordo com o tipo celular que ela parasita, embora a mesma espécie desse
micro-organismo possa parasitar mais de um tipo celular. Dentre as espécies que infectam
mondcitos (forma monocitica) encontra-se E. chaffeensis, E. canis e espécies relacionadas.
Na forma granulocitica encontram-se as espécies que infectam granulécitos (E. ewingii e
genogrupo A. phagocytophilum) e na forma trombocitica a espécie Anaplasma platys (Cohn
2003).

O ciclo das erliquioses granulociticas e monociticas apresenta fases nos hospedeiros
intermediarios (carrapatos) e definitivos (mamiferos). No hospedeiro definitivo, os micro-
organismos multiplicam primeiramente em granuldcitos e mondcitos, respectivamente.
Dentro da célula hospedeira, formam vacuolos derivados da membrana plasmatica na qual se
multiplicam. Esses patdgenos podem incorporar colesterol derivado das células do
hospedeiro para ajudar na integridade da membrana. No carrapato, se multiplicam nas células
intestinais e das glandulas salivares, ndo ocorrendo a transmissdo transovariana (Lin et al.
2003; Rikihisa 2010).

As erliquioses apresentam ampla distribuicdo mundial, com focos endémicos e alguns surtos
epidémicos associados a vetores artrépodes (Moreira 2005). Ehrlichia chaffeensis é
responsavel pela erliquiose monocitica humana e ja foi detectada em cervideos americanos
(Little et al. 1998; Machado et al. 2006a). O cervo-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus)
é apontado como resevatério natural de E. chaffeensis na América do Norte (Dawson et al.
1994Db). Dawson et al. (1994a) realizaram infeccdo experimental de E. chaffeensis em cervos-

da-cauda-branca e observaram a presenca desse agente no sangue periférico dos veados por
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pelo menos duas semanas apés a infeccdo. Anticorpos contra esse agente foram detectados
aproximadamente 10 dias ap0s a inoculacdo, sendo que o0s animais ndo apresentam evidéncia
de doenca clinica. Ainda, Davidson et al. (2001), seguindo a infeccdo experimental de E.
chaffeensis em cervos-da- cauda-branca, observaram bacteremia durante 24 dias apo6s a
inoculacdo, e todos os animais desenvolveram titulos de anticorpos > 1:64 no décimo sétimo

dia apds a infeccdo, também sem exibicdo de manifestacdes clinicas.

Little et al. (1997) desenvolveram um nested PCR para diferenciar as espécies similares a
Ehrlichia que parasitam o cervo-da-cauda-branca. Nesses cervideos sdo encontrados
parasitas do genogrupo de A. phagocytophilium, E. chaffeensis e um micro-organismo
denominado “deer Ehrlichia-like”, que ainda ndo foi encontrado em seres humanos. Foram
examinadas amostras de 62 cervos pertencentes a dez populacGes que habitavam quatro
estados dos Estados Unidos e observou-se a prevaléncia de 65% de “deer Ehrlichia-like” e a
prevaléncia de 5% de E. chaffeensis nessas populacdes. Também foi realizada a técnica
soroldgica de imunofluorescéncia indireta para deteccdo de anticorpos anti-E. chaffeensis e
observou-se que a presenca desses anticorpos estava associada a reatividade para “deer
Ehrlichia-like” no nested PCR, possivelmente resultado de uma rea¢do cruzada entre as
diferentes espécies de Ehrlichia. Infestacbes com o carrapato Amblyomma americanum
também apresentaram correlagdo positiva com a evidéncia de “deer Ehrlichia-like” no nested

PCR, o0 que pode ser indicativo que este seja um possivel vetor desse agente.

Little et al. (1998) detectaram uma coinfec¢do natural de E. chaffeensis, E. equi e uma outra
espécie similar a Ehrlichia em veados-da-cauda-branca nos EUA, através de técnicas
sorologicas (RIFI), moleculares (PCR) e cultura. Como se tratam de zoonoses foi sugerido
que essa espécie de cervideo pode ser considerada como uma importante sentinela para

determinar a distribuicao geografica desses hemoparasitos.

No Brasil, Machado et al. (2006a) observaram a primeira evidéncia de E. chaffeensis em
cervideos brasileiros. Amostras sanguineas de sete cervos-do-pantanal capturados nas
margens do rio Parani foram examinadas através da técnica de PCR e nested PCR, para
pesquisa de E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis, Neoriickettsia risticii, A. marginale e A.
phagocytophilum. Trés amostras foram positivas para E. chaffeensis e A. marginale e foi
sugerido que esse cervideo representa um reservatdrio potencial para o agente da erliquiose
monocitotrépica humana e para a anaplasmose bovina em territorio brasileiro.

Posteriormente, foi realizado um estudo sorolégico para a procura de anticorpos anti-E.
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chaffeensis, atraves da técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), em cervos-do-pantanal
capturados na mesma regidao e no mesmo periodo do estudo acima citado. Foram encontradas
80% das amostras positivas, o que enfatiza o papel desses cervideos como reservatorio de E.
chaffeensis (Sacchi et al. 2008). O mesmo grupo, em outra publicacéo, testou por RIFI os
soros de 143 cervos-do-pantanal da mesma regido, e encontraram 116 (81,12%) animais
reativos para A. phagocytophilum e 24 (16,78%) para E. chaffeensis (Sacchi et al. 2009).

2.2.2 Ordem Piroplasmida
2.2.2.1 Babesia

A babesiose representa um grupo de doencas transmitidas por carrapatos, causadas por varias
espécies de protozoarios do género Babesia. Essa doenca pode ser encontrada de forma
aguda, cronica ou inaparente, e quando afeta ruminantes domeésticos é responsavel por um
grande impacto econdmico devido as perdas com a morbidade e mortalidade dos animais. Os
animais que habitam areas enzodticas normalmente sdo protegidos de infec¢des naturais no
inicio da vida e a queda dessa protecdo depende do nivel da infeccdo inicial. Infec¢bes por
Babesia podem ser provocadas por uma Unica ou por varias espécies desse parasito e, alem
disso, outros hemoparasitos como Anaplasma, Ehrlichia e Trypanosoma, podem estar
presentes em infecgBes concomitantes. A definicdo das espécies de Babesia existentes é
dificultada principalmente porque pouco se conhece sobre as espécies desse hemoprotozoéario

que acometem animais selvagens (Losos 1986).

Babesia spp. sdo transmitidas por varias espécies de carrapato, ocorrendo a transmissdo
transovariana, intraestadial e transestadial. A fémea adulta se infecta nas ultimas horas do
ingurgitamento. O carrapato ingere sangue contendo hemacias parasitadas com gametocitos.
Os oocinetos multiplicam nas células intestinais formando o esporocineto que rompe as
células basofilas e caem na hemolinfa. Quando penetram no ovario, ocorre a transmissao
transovariana. A larva ja possui o esporocineto dormente nas células intestinais e com a
alimentacdo ocorre o estimulo da multiplicacdo desses esporocinetos que atingem a glandula
salivar e diferenciam em esporozoito (forma infectante). Quando o carrapato infectado se
alimenta, 0s esporozoitos sao inoculados no hospedeiro definitivo juntamente com a saliva e
penetram imediatamente na hemacia, transformando em trofozoito que, por divisdo binaria,
origina dois merozoitos que rompem a membrana da hemacia e continua o ciclo em outros
eritrocitos (Ristic 1988).
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A América Latina é considerada area endémica para Babesia sp., sendo B. bigemina (Smith
& Kilborne 1893) e B. bovis (Babes 1888) as espécies que infectam ruminantes, causando
alta morbidade ou mortalidade em bovinos. Babesia bigemina e B. bovis foram detectadas
através de nested PCR em veados-da-cauda-branca de vida livre, no norte do México.
Anticorpos também foram detectados atraves de RIFI nos mesmos espécimes de cervideos
para as mesmas espécies de Babesia (Cantu et al. 2007). Deem et al. (2004) ndo encontraram
anticorpos para Babesia bigemina, B. bovis e B. odocoilei em veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira) na Bolivia. No Brasil, poucos sdo os relatos sobre a presenca de hemoparasitos
em cervideos. Machado & Muller (1996) verificaram prevaléncia de 8,3% de B. bovis e de
29,7% de B. bigemina em veado-campeiro (Ozotocerus bezoarticus) de vida livre no estado
de Goias. Ja na usina hidrelétrica de Porto Primavera, no Rio Parana foi verificada, através
de testes soroldgicos, uma prevaléncia de 88,2% de B. bovis e 92% de B. bigemina em cervo-
do-pantanal (Blastocerus dichotomus) (Duarte 2007). Através de inoculacdo experimental em
dois M. gouazoubira foi observado que B. bovis é mais patogénica para esses cervideos que
B. bigemina (Duarte 2006). Testes sorologicos e moleculares utilizando sangue de veado-
campeiro mostraram alta prevaléncia de Babesia sp. nesses ruminantes no Pantanal (Villas-
Boas 2007).

Uma pesquisa de Babesia em amostras de baco obtidas de duas espécies de cervideos
(Capreolus capreolus e Cervus elaphus) foi realizada na Eslovénia por Duh et al. (2005).
Através da técnica de nested PCR, foi pesquisada a presenca de B. divergens, parasito de
bovinos e seres humanos; B. odocoilei, parasito de cervos-da cauda-branca nos EUA; e
Babesia EUL, parasito de seres humanos na Europa. Foram encontradas as espécies B.
divergens e Babesia EU1 em 76,5% dos C. capreolus e em C. elaphus foi encontrada apenas
B. divergens (16,7%). Apos clonagem e sequenciamento do gene 18S rRNA das amostras
positivas, foi observada 99,7% de similaridade com a espécie EU1 de humanos e 99,6% de

identidade entre as amostras de B. divergens desses cervideos e de bovinos.

Babesia odocoilei (Emerson & Wright 1970) é uma espécie de Babesia encontrada nos
cervos-da-cauda-branca nos EUA. O impacto verdadeiro dessa hemoparasitose ndo é
conhecido em populacdes selvagens, porém, uma doenga hemolitica ja foi relatada em um
cervo imunossuprimido (Perry et al. 1985). Waldrup et al. (1989) pesquisaram a taxa de
inoculacdo desse hemoprotozoario em cervos-da-cauda-branca pertencentes ao Texas e

Oklahoma nos EUA. A taxa de inoculacdo foi estimada pela prevaléncia soroldgica e a
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média de idade dos animais. Observou-se que 0s animais com menos de doze meses de idade
tiveram menor soroprevaléncia positiva do que os mais velhos. Esse resultado foi atribuido
ao menor tempo de exposicdo ao parasito que 0s animais jovens tém em relacdo aos mais

velhos, ou a0 menor tempo entre a exposicao e a deteccao de anticorpos especificos.
2.2.2.2 Theileria

Theileria spp. sdo protozoarios pertencentes a classe Piroplasmasida, assim como Babesia
spp. Séo transmitidos por ixodideos, ndo ocorrendo transmissao transovariana. Os primeiros
estagios sdo visiveis de cinco a oito dias apo6s a inoculacdo do esporozoito pelo carrapato
infectado e caracterizam-se como uma area palida no citoplasma de linfdcitos ou linfoblastos
localizados nos linfonodos periféricos do hospedeiro vertebrado. Esses primeiros estagios
estimulam a linfopoiese, causando uma linfoadenomegalia. Corpos multinucleados
(macroesquizontes contendo oito ndcleos irregulares) encontram-se no citoplasma de
linfocitos poucos dias ap6s a infeccdo e o numero de linfocitos infectados aumenta
progressivamente. Os macroesquizontes sdo esquizontes maduros que rompem e liberam
merozoitos que irdo infectar outras células. Com o curso da infeccdo, sdo encontradas
diferentes formas multinucleadas denominadas microesquizontes que sdo achadas em
linfocitos e, mais frequentemente, em células reticulares ou macrofagos. Os
microesquizontes maduros rompem e liberam inUmeros micromerozoitos. Estes aparecem no
tecido simultaneamente ao aparecimento de corpos similares nas células vermelhas, mas ndo
é sabido se essas formas nos eritrocitos sdo derivadas dos micromerozoitos, sendo que
algumas formas eritrociticas sdo gametdcitos. Essas formas no eritrocito sdo denominadas de
pequenos piroplasmas. As formas eritrociticas da Theileria sdo responsaveis pela infecgdo do
carrapato e podem também ser transmitidas por fomites e transfusdo sanguinea (Kreier
1977).

No carrapato s6 ocorre a transmissdo transestadial, sendo que a larva infectada transmite o
parasito para a ninfa que ndo o retém apos a muda para o estadio adulto. As ninfas que se
alimentam em um animal infectado portam a Theileria no préximo estadio de adulto, mas
ndo ocorre a transmissdo transovariana. A Theileria s6 se desenvolve no carrapato apos a
mudanca de estadio, quando sdo encontradas nos &cinos do tipo 1l da glandula salivar dos
ixodideos, provocando hipertrofia nuclear dessas celulas. Com a alimentagdo do carrapato, 0

parasito se desenvolve na glandula salivar, e de dois a trés dias de alimentacao na ninfa, e do
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quarto dia de alimentacdo em diante nos adultos, séo encontradas as formas infectantes de

Theileria nas glandulas salivares dos carrapatos infectados (Kreier 1977).

Existem varias espécies do género Theileria que afetam os animais, que se diferem em
hospedeiro preferencial, vetor, patogenicidade e distribuicdo geogréafica (Kreier 1977). Kreier
et al. (1962) foram os primeiros a relatarem o parasitismo por uma espécie de Theileria sp.
patogénica em cervideos nas Américas. Essa espécie de Theileria foi identificada
morfologicamente através de analise do esfregaco sanguineo, e uma vaca e uma ovelha nao
desenvolveram theileriose quando inoculado o sangue do animal doente (Dama virginiana =
Odocoileus virginianus). J& um cervideo esplenectomizado e inoculado com a mesma
amostra desenvolveu uma anemia microcitica severa. Schaeffler (1962) classificou essa
espécie de Theileria como T. cervi baseado em uma comparacdo com piroplasma obtido de

Cervus dama.

Kuttler et al. (1967) e Barker et al. (1973) demonstraram que o carrapato Amblyomma
americanum transmite T. cervi para O. virginianus com periodo pré-patente variando de 14 a
21 dias. Laird et al. (1988) estudaram a capacidade de Amblyomma americanum transmitir T.
cervi. Ninfas e adultos de A. americanum coletados a campo através de armadilhas contendo
gés carbbnico foram alimentados em ovelhas por seis dias para estimular o desenvolvimento
de T. cervi nas glandulas salivares desses carrapatos. Em seguida, os ixodideos foram
dissecados e as glandulas salivares examinadas a procura de acinos infectados. A prevaléncia
da infeccdo foi de 11%, sendo que as fémeas foram mais parasitadas que as ninfas e nenhum
macho foi encontrado contendo o parasito em sua glandula salivar. Em outra parte do estudo,
foram acompanhados quatro O. virginianus infectados com T. cervi, sendo dois
esplenectomizados e com infeccdo experimental e dois ndo esplenectomizados e com
infeccdo natural. Os veados com infeccdo natural apresentaram parasitemia variando de 1 a
2%, e nos espécimes com infecgcdo experimental, a parasitemia foi superior e variou entre 6 a
20%. Amblyomma americanum livres de infeccdo foram alimentados nesses animais e
somente 0s carrapatos que se alimentaram em cervideos com parasitemia superior a 1% se

tornaram infectados com T. cervi. Foram infectados tanto carrapatos machos quanto fémeas.

Geralmente infec¢Bes por T. cervi sdo consideradas assintomaticas em cervideos. Porém,
animais com alta parasitemia, debilitados, mal nutridos ou estressados podem desenvolver
sinais clinicos (Kocan & Kocan 1991; Fowler 1993; Yabsley et al. 2005). Yabsley et al.

(2005) acompanharam um filhote de O. virginianus que foi encontrado debilitado em vida
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livre. O animal apresentava-se em letargia extrema e dificuldade respiratoria, por isso foi
sacrificado. No exame post mortem, o animal apresentava-se com alto indice de infestacdo
por A. americanum, pronunciada ictericia, figado friavel e aumentado de volume, edema
pulmonar e acimulo de hemossiderina no figado e baco. O exame sanguineo revelou anemia
normocitica e normocrémica e leucocitose. O esfregaco sanguineo revelou o parasitismo por
T. cervi em 70% dos eritrocitos. A infeccdo por esse piroplasma foi confirmada. Uma anemia
hemolitica severa foi caracterizada pelo acimulo de hemossiderina, a ictericia e a anemia.
Né&o foi detectada a infec¢do por adenovirus e Leptospira spp. em testes indiretos e nenhuma

bactéria patogénica em culturas.

Técnicas moleculares vém sendo utilizadas para estudos filogenéticos e epidemioldgicos nas
theilerioses animais (Inokuma et al. 2004). Chae et al. (1998) realizaram um estudo
filogenético de isolados de Theileria sp. oriundos de bovinos e cervideos. Foi analisada SSU
rRNA (pequena subunidade ribossomal) da regido V4 de diferentes isolados geogréficos.
Foram classificadas sete sequéncias de nucleotideos padrdes (Tipo A a G), sendo que as
amostras de cervideos foram do tipo F ou G e sugerem ser espécies distintas das isoladas de
bovinos. Outra forma de analise filogenética de espécies de Theileria baseia-se na analise de

sequéncias nucleotidicas do gene 18S rRNA.

Inokuma et al. (2004) analisaram filogeneticamente, através de PCR e analise de
sequenciamento nucleotidico, as espécies de Theileria de Cervus nippon centralis e Cervus
nippon yesoensis (“Sika deer”) no Japdo. A identidade entre as espécies de Theileria
encontradas nas duas espécies de cervideos foi de 99%. Em relacdo a comparacdo entre
espécies de Theleria ja relatadas, a identidade foi de 97, 96 e 95% com T. sergenti, T. buffeli
e T. cervi, respectivamente. Tambem foi detectado que as espécies de Theileria encontradas
no estudo localizavam-se em um clado distinto das espécies bovinas de Theileria. Na Coreia
do Sul, Han et al. (2009) detectaram uma prevaléncia de 72% de Hydropotes inermis
argyropus (“wild Chinese Water Deer”) positivos para espécies de Theileria. As espécies
encontradas através de analises da regido 18S rRNA foram T. ovis, T. capreoli e Theileria sp.

patogénica isolada na China.

A translocacéo entre animais silvestres representa risco de introducao de patégenos. Hofle et
al. (2004) relataram um caso clinico de infec¢do por Theileria em um Cervus elaphus (“Red
deer”) translocado da Alemanha para uma fazenda na Espanha. O animal apresentou

sintomas de anemia hemolitica e rabdomidlise e foi a 6bito. Foram detectados 43% de
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eritrécitos parasitados por estruturas sugestivas de piroplasma. A infec¢do por Theileria sp.
foi confirmada através do PCR para regido 18S rRNA. O estudo foi o primeiro a relatar
sinais clinicos severos e morte associados a infeccdo por Theileria sp. em C. elaphus na

Espanha.
2.2.3 Trypanosoma

As tripanosomiases sdo causadas por hemoflagelados do género Trypanosoma e infectam
membros de todas as classes de vertebrados. Pertencem a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida, e podem ser dividos em duas sessoes, de acordo com seu desenvolvimento e
modo de transmissdo dos vetores. A Sesséo stercoraria se desenvolve no intestino posterior
do vetor e transmitidos pelas fezes, e a sessdo salivaria é transmitida pela glandula salivar do
vetor (Losos 1986).

Na América do Sul, na sessdo salivaria, T. vivax e T. evansi sdo transmitidos mecanicamente
por artropodes hematdfagos, transfusdo sanguinea ou fomites, ndo ocorrendo
desenvolvimento ciclico no vetor. No hospedeiro mamifero o ciclo € iniciado pela introducéo
de metatripanosomas pelo artropode (Silva et al. 2002). Na América do Sul também ha
relatos de transmissdo de T. evansi através da alimentacdo do morcego hematofago

Desmodus rotundus (Hoare 1972).

Trypanosoma vivax (Ziemann 1905) é o agente etiolégico da tripanosomiase bovina. Esse
parasito apresenta um amplo espectro de hospedeiros, infectando um grande ndmero de
ungulados domesticos e silvestres. Surtos causados por esses parasitos em regides nao
endémicas provocam sintomatologias como alta parasitemia, aborto, anemia, queda de peso,
sinais nervosos, letargia e alta mortalidade. J& em regides endémicas, a infeccdo é geralmente
assintomatica (Osorio et al. 2008; Cuglovici et al. 2010; Galiza et al. 2011). Esse parasito
diminui a producdo animal, além de causar perdas econémicas pelos sinais clinicos da
infecgéo, tais como crescimento restrito, anemia, aborto, custo do tratamento, e a morte dos

animais afetados (Batista et al. 2011).

Trypanosoma evansi (Steel 1885) causa uma doenca em animais domésticos e silvestres
conhecida como “mal das cadeiras” ou “surra”. Em equinos, a doenca é caracterizada por
anemia, imunossupressdao, emaciacao, sintomas nervosos e morte de animais nédo tratados.

Perdas econdmicas ocorrem devido a debilidade e morte desses equinos, j& que em algumas
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regioes endémicas sdo frequentemente usados no manejo do bovino criado extensivamente
(Silva et al. 2002).

A regido do Pantanal brasileiro representa uma area endémica para esses tripanosomatideos,
por apresentar condicdes ideais de temperatura e umidade para o desenvolvimento dos
vetores, além de possuir uma gama de animais domésticos e silvestres capazes de carrear
esses parasitos (Franke et al. 1994; Silva et al. 2002; Davila et al. 2003; Herrera et al. 2004;
Osorio et al. 2008; Madruga et al. 2011).

Stuth (1977) relata a presenca de trés espécies de Trypanosoma em cervideos (T. vivax, T.
evansi e T. mazamarum), sendo que T. evansi foi considerada a espécie que causa patogenia
nesses animais. Foram isolados tripanosomas de cervos-da-cauda-branca capturados em
varios locais de Michigan, EUA. Dos animais examinados, 72% estavam infectados com
tripanosoma, sendo que os animais mais velhos e os machos foram significativamente mais
infectados. Morfologicamente, o0s tripanosomas apresentavam cinetoplasto marginal
localizado anteriormente e préximo ao nucleo. A presenca desse parasito foi muito frequente
nesses animais, sendo que todas as amostras examinadas de cervos com idade superior a um
ano encontraram-se positivas, por isso 0s autores sugerem que a elevada taxa de infeccdo em
animais mais velhos pode ser um sinal de que esses cervideos ndo desenvolvem uma
imunidade capaz de debelar a infeccdo ou que proteja contra novas infecgdes. Entretanto,
podem desenvolver uma forma de protecdo imune ou tém uma resisténcia inata que previne
infeccdes letais. Os tripomastigotas desse estudo mostraram-se morfometricamente similar

ao T. theileri e morfologicamente similares ao T. mazamarum.

Deane (1961), em um estudo dos hemoflagelados em animais silvestres da Amazonia
brasileira, observou, no sangue de um espécime de Mazama simplicornis, tripanosomas
grandes, de nucleo submediano, cinetoplasto pequeno, redondo e muito afastado da
extremidade posterior que é afilada. Também possuia membrana ondulante bem pregueada e
flagelo livre e relativamente curto. Essa espécie de hemoparasito foi classificada como

Trypanosoma mazamarum.

Trypanosoma vivax e T. evansi podem parasitar cervideos na América do Sul (Soulsby
1986). Trabalhos na regido do Pantanal brasileiro mostraram uma gama de animais silvestres
parasitados por T. evansi, dentre eles alguns ungulados como catetos e queixadas (Herrera et

al. 2008). Porém, a consequéncia do parasitismo para a saude desses animais e seu papel
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como reservatorio ainda € pouco conhecido. Ungulados silvestres podem servir como
reservatorios para T. vivax, porém nenhuma prova conclusiva foi encontrada de que os
cervideos representem um reservatorio epidemiologicamente importante para a infecgdo por

esse parasito em bovinos (Desquesnes & Gardiner 1993).

Herrera et al. (2010) avaliaram o padrdo da infecgdo por T. evansi e T. vivax em veado-
campeiro na regido do Pantanal da Nhecolandia e a salde dos animais parasitados. O
diagnostico parasitologico molecular foi realizado utilizando-se como alvo para T. evansi
regides satélites e para T. vivax 0 gene ribossémico. A prevaléncia de animais positivos para
T. evansi foi de 68,9% (51/74), e para T. vivax, de 21,6% (16/74). A coinfeccéo foi registrada
em nove animais (12,2%), e 16 veados (21,5%) estavam negativos para as duas espécies de
tripanosomas. Nesse estudo, nenhum animal apresentou parasitemia patente e Sexo e peso
ndo influenciaram na presenca nem na severidade das infecgdes. As analises hematologicas
indicaram uma anemia do tipo microcitica, leucocitose por linfocitose e eosinofilia nos
animais parasitados apenas por uma espécie de Trypanosoma e co-infectados. Os animais
mostraram um padrdo subclinico com baixas parasitemias, mas a anemia encontrada pode
indicar que os Trypanosoma poderiam estar causando prejuizo a salude dos veados. Além
disso, a eosinofilia observada nos animais infectados poderia ser um indicio de que a
presenca dos Trypanosoma estaria promovendo um aumento da suceptibilidade as infecgdes

concorrentes.

Em uma infeccdo experimental por T. evansi realizada em cervo-rusa (Cervus timorensis
russa), em Papua, Nova Guiné, foi observado o méximo de 25% de reducdo do volume
globular no inicio do pico da parasitemia. Entretanto, 0 hematdcrito se normalizou proximo
ao final do experimento e ndo houve alteracfes visuais da doencga. A grande persisténcia e 0s
altos niveis de parasitemia indicam que esse cervideo € um bom reservatorio de T. evansi
(Reid et al.1999).

2.2.4 Diagnostico de hemoparasitoses através de métodos moleculares

A PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) vem sendo utilizada como ferramenta de
diagnostico de infeccdo por hemoparasitos por se tratar de uma técnica de alta sensibilidade
(Barbet 1995; Bose et al. 1995; Figueroa & Buening 1995). Essa técnica apresenta maior
sensibilidade do que métodos parasitoldgicos diretos, como o esfregaco sanguineo

(Desquenses & Davila 2002). Para aumentar ainda mais a sensibilidade do teste molecular,
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pode ser utilizada uma segunda reacdo de PCR utilizando-se o produto da primeira reagéo.
Essa técnica é conhecida como nested PCR (nPCR). Os iniciadores utilizados na segunda
reacdo podem ser obtidos através da analise do sequenciamento gendmico do produto obtido
da primeira reacdo, e sdo internos aos iniciadores utilizados na primeira reacdo. A técnica de
semi nested PCR utiliza um iniciador da primeira reacdo e outro interno, e também tem como

objetivo 0 aumento da sensibilidade do teste.

A bioinformatica é responsavel pela coleta, organizacao e analise das sequéncias de DNA e
proteinas, e utiliza uma série de programas com objetivos diferentes. O BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) possibilita a identificacdo das

sequéncias de DNA ou proteinas que possuem similaridade entre si, comparando a sequéncia
alvo com as sequéncias depositadas em bancos de dados, como o Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Lesk 2008). Alguns “softwares” reunem varios

programas responsaveis pela andlise da qualidade das sequéncias e pela formacgdo de
“Contigs” (sobreposi¢do de fragmentos de DNA derivados de uma mesma fonte genética).
Um exemplo ¢ o “Electropherogram quality analysis”, desenvolvido pela Embrapa Genetic
Resource and Biotechnology (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Outros como o
CLUSTALW e 0 MEGA (Tamura et al. 2011) podem realizar o alinhamento multiplo de
sequéncias de DNA, o que permite a observacdo da similaridade entre elas.

O sequenciamento seguido de exames pelos programas de bioinformatica ¢ ferramenta
importante para analises de amostras positivas na PCR. Assim, pode-se confirmar o
diagndstico especifico do produto amplificado pela PCR, através de comparagdes com outras
sequéncias depositadas nos bancos de dados, além da possibilidade de estudos filogenéticos
(Hillis et al. 1996).

2.2.5 Alvos para o diagnostico molecular

O DNA ribossomal (rDNA) é composto por varias sequéncias repetitivas génicas, geralmente
concentradas em um cromossomo especifico de um organismo. O processo evolutivo do rDNA
depende dessas sequencias repetitivas, o que resulta em uma grande similaridade entre as
unidades que o compde. Cada unidade repetitiva de um organismo eucarioto é composta pelos
genes codificadores ribossomais 18S, 5,8S e 28S, intercalados por espagadores, conhecidos como

ITS (espago transcrito interno) (Elder & Turner 1995).
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As regides do rDNA podem ser alvos para diagnosticos moleculares. As regides ITS | e 1l ndo
constituem regides codificadoras, podendo variar entre espécies do mesmo género. No caso de
tripanosomatideos, o uso de iniciadores presentes nessa regido pode originar um diagnostico
multi-espécie-especifico usando uma Unica reacdo de PCR (Desquenses & Davila 2002). Ja
as regibes codificadoras, como a 18S, geralmente sdo mais conservadas entre as espécies do
mesmo género de organismo. Esse fato origina iniciadores que levam a resultados genéricos,
e para um diagndstico especifico, € necessaria a posterior realizacdo do sequenciamento
nucleotidico. O uso de iniciadores genéricos torna-se vantajoso em casos em que O
pesquisador ndo tem a certeza do alvo especifico da PCR. Como exemplo, pode-se citar as
pesquisas de hemoparasitos em animais silvestres em que ndo se tem a certeza das espécies
que parasitam esses vertebrados, e um PCR genérico oferece a oportunidade do diagnostico
de varios parasitos relacionados filogeneticamente em uma mesma reacdo de PCR. Zahler et
al. (2000) desenvolveram um par de iniciadores a partir da regido 18S com o objetivo de
realizar um diagndstico abrangente a varias espécies de protozorarios Apicomplexa do

género Babesia e Theileria.

As proteinas principais de superficie (MSPs) de micro-organismos do género Anaplasma
vém sendo alvo de numerosos estudos de diagndstico e analise de variagdo antigénica e
genetica desses micro-organismos (de la Fuente et al. 2001a; de la Fuente et al. 2004; de la
Fuente et al. 2008; Noh et al. 2010). Seis dessas proteinas foram identificadas através da
analise antigénica da membrana externa de A. marginale, e essas proteinas estdo envolvidas
na interagdo entre as celulas dos hospedeiros vertebrados e invertebrados (de la Fuente
2001a).

Os genes que codificam essas proteinas evoluem mais rapidamente do que 0s outros, pois sao
submetidos as pressdes seletivas exercidas pelo sistema imune dos hospedeiros. Existe uma
ampla heterogeneidade genética de amostras de A. marginale em regides endémicas em todo
0 mundo, e introducGes multiplas dessas diferentes linhagens em regides geograficas
distintas podem ter contribuido para a diversidade genética observada nesse patdgeno (Kocan
et al. 2010).

A proteina MSP1a esta envolvida na adesdo do parasito tanto ao eritrocito bovino quanto as
celulas do carrapato vetor (McGarey & Allred 1994; McGarey et al. 1994). Os genes mspla
vém sendo utilizados em pesquisas que comparam diferentes isolados geograficos de A.

marginale. Essas comparacfes sdo realizadas através de analises entre os pesos moleculares
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e a variagdo entre a quantitade e a composicao das repeticdes em tandem compostas de 23 a
31 aminoécidos (de la Fuente et al. 2001c; de la Fuente et al. 2004). Os genes da proteina
MSP4 (genes msp4) vém sendo utilizados em estudos filogeogréficos, e esse gene demonstra

variacgdes entre os isolados (de la Fuente 2001b).
2.2.6 Uso de citometria de fluxo na avaliacdo da parasitemia

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para identificacdo e a quantificacdo, pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia, de células suspensas em meio liquido
em fluxo. Reagentes fluorescentes especificos marcam a célula alvo que é introduzida em
uma camara de fluxo vibratéria (Nakage et al. 2005). O sangue total contendo
anticoagulante, ou as hemédcias isoladas na camada eritrocitaria apds a centrifugacéo
sanguinea, pode ser utilizado na analise dos eritrdcitos por citometria de fluxo (Weiss 2002).
Essa técnica vem sendo usada para a deteccdo de parasitemia em caso de infeccdo por
hemoparasitos como Plasmodium, Theileria, Babesia e Anaplasma (Fukata et al. 1996; Yagi
et al. 2000; Moretta et al. 2008; Jiménez-Diaz et al. 2009).

Embora o método “padrao ouro” para deteccao de parasitemia ser a analise de esfregacos
sanguineos, a citometria de fluxo pode ser utilizada para deteccdo de baixas parasitemias. O
problema de especificidade pode ocorrer principalmente pela presenca de reticulocitose
durante a recuperacdo de uma anemia responsiva (Jiménez-Diaz et al. 2009). As técnicas de
citometria para deteccdo de DNA/RNA dos parasitos intraeritrociticos utilizam corantes que
marcam os acidos nucléicos dos parasitos, ja que os eritrécitos séo anucleados (Barkan et al.
2000). O marcador Syto (SYTO ® Green-Fluorescent Nucleic Acid Stains) é um corante que
fluoresce quando se liga a acidos nucléicos. Essa substancia marca DNA e RNA de células

eucariotas vivas ou mortas, assim como bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Yagi et al. (2000) utilizaram o0 método de citometria de fluxo com o marcador Syto 16 para
avaliar a parasitemia de Theileria sergenti em bovinos infectados, e observaram a correlacédo
entre a porcentagem de células positivas marcadas por Syto 16 e a parasitemia em lamina. A
populacdo de eritrocitos parasitados foi separada completamente dos eritrocitos nao
parasitados, levando a conclusdo de que se trata de um método eficaz para monitorar a
parasitemia por T. sergenti no bovino. Para a avaliacdo da parasitemia por A. marginale em
bovinos, Jiménez-Diaz et al. (2009) também utilizaram a citometria de fluxo usando o

marcador Syto 16 em comparacdo com a deteccdo de parasitemia através de esfregaco
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sanguineo. Foi observado que a populacao de eritrécitos infectados era distinta da populagéo
dos eritrocitos ndo infectados, sendo que os eritrocitos infectados apareciam como uma
segunda populacdo celular com aumento logaritmico da intensidade da fluorescéncia. Este
trabalho demonstra que esse método determina com precisdo a parasitemia na faixa de 1-
50% e permite monitorar a magnitude dos eritrocitos infectados durante a fase aguda da
doenca de forma objetiva e rapida. Além disso, trata-se de uma abordagem adequada para a
medicdo de parasitemia em infeccdes por A. marginale.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia dos hemoparasitos Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia spp.,
Theileria spp. e Trypanosoma spp. em populacdes de veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira), veado-campeiro (Ozotocerus bezoarticus) e cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) de vida livre e de cativeiro, oriundos de Minas Gerais e de Mato Grosso do Sul,

utilizando métodos parasitologicos e moleculares.
3.2 Objetivos especificos

e Verificar, através de nested PCR, a ocorréncia de hemoparasitos dos géneros
Anaplasma, Ehrlichia, Babesia, Theileria e Trypanosoma em trés espécies de
cervideos (M. gouazoubira, O. bezoarticus e B. dichotomus) pertencentes aos estados

de Minas Gerais e de Mato Grosso do Sul;
e Verificar por esfregaco sanguineo a presenca de hemoparasitos nesses cervideos;

e Identificar a espécie de hemoparasito através de andlise de sequenciamento
nucleotidico por comparacdo com outras amostras descritas e depositadas no
Genbank;

e Isolar e estabelecer cultivos in vitro, em célula IDE8, de isolados de A. marginale

oriundos desses cervideos;

e Inocular bezerros esplenectomizados com isolados de A. marginale oriundos de
cervideos a fim de verificar se eles possuem baixa viruléncia e se ocorre prote¢do
quando feito o desafio com amostras de A. marginale ja estabelecidas em cultivo in

Vitro;

e Identificar os ectoparasitos encontrados em espécimes de veado-catingueiro (Mazama
gouazoubira) e cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) de vida livre e de

cativeiro, pertencentes ao estado de Minas Gerais.
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4. MATERIAL E METODOS
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Ao final do item 4.1, encontra-se um organograma esquematizando a metodologia utilizada

para o desenvolvimento do presente estudo (FIG. 1).
4.1 Animais estudados
4.1.1 Origem dos animais estudados

O projeto possui autorizagdo, para ser executado, do IBAMA (nimero 16064-1) e do Comité
de Etica em Experimentacdo Animal, CETEA-UFMG (protocolo 142/08).

Foram estabelecidas parcerias para obtencdo das amostras sanguineas em animais de vida
livre e de cativeiro com as seguintes entidades: EMBRAPA - Pantanal, Corumba, MS;
Centro de triagem de animais silvestres (CETAS) do IBAMA de Belo Horizonte, MG;
projeto CONCERVO, pertencente ao criadouro conservacionista Fazenda Engenho-d’agua
(Numero de licenca: AO 19/2006/DIREM/NUFAS - IBAMA-MG) em Ouro Preto, MG; e

Fundacdo Zoobotanica de Belo Horizonte.

Em Minas Gerais, foram analisadas amostras de quatro cervos-do-pantanal e dois veados-
catingueiros pertencentes a Fundacdo Zooboténica de Belo Horizonte; dois veados-
catingueiros pertencentes a Fazenda Engenho-d’agua; e vinte e um veados-catingueiros de
vida livre, recolhidos pela Policia Florestal de Minas Gerais e encaminhados para o IBAMA
de Belo Horizonte. Além disso, foram analisadas as amostras de papa de hemécias de 60
espécimes de veado-campeiro de vida livre pertencentes a regido do pantanal do Mato
Grosso do Sul. Os dados dos animais encontram-se no QUADRO 1.

QUADRO 1

Dados dos cervideos estudados no periodo de 2006 a 2010

(Continua)
Espécie  Identificacdo Sexo Datadacoleta MG MS Local (MG)
M. gouazoubira MGI1 Macho adulto 13/6/2007 X Desconhecido
MGI2 Fémea adulta 15/6/2007 X Brumadinho
MGI3 Macho adulto 20/6/2007 X Caeté
MGl4 Fémea adulta 26/6/2007 X Desconhecido
MGI5 Fémea adulta 05 e 22/11/2007 X Desconhecido
MGI6 Macho adulto 8/9/2008 X Desconhecido
MGI7 Fémea filhote 21/1/2009 X Montes Claros
MGI8 Fémea adulta 13/4/2009 X Contagem
MGI9 Fémea filhote 16/6/2009 X Desconhecido
MGI10 Fémea adulta 10/6/2009 X Desconhecido
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MGI11 Fémea adulta 15/7/2009 X Desconhecido
MGI12 Fémea adulta 17/7/2009 X Desconhecido
MGI13 Fémea filhote 9/9/2009 X Desconhecido
MGl14 Macho filhote 3/2/2010 X Desconhecido
MGI15 Macho adulto 5/2/2010 X Contagem
MGI16 Desconhecido 9/3/2010 X Desconhecido
MGI17 Macho adulto 23/062010 X Nova Lima
MGI18 Fémea filhote 28/7/2010 X Desconhecido
MGI19 Fémea filhote 28/7/2010 X Santana do Riacho
MGI20 Macho infante 28/7/2010 X Montes Claros
MGI21 Macho adulto 12/08/2010 X Desconhecido
MGE1 Macho adulto 17/5/2008 X E”ge”hol‘_‘i’;i“a/ Santa
MGE2  Machoadulto  14/6/2008 X Engenho-d’agua/Montes
Claros
MGZBH1 Fémea adulta 30/9/2008 X Z00 BH/Zoo Brasilia
MGZBH2 Macho adulto 7/11/2008 X Zoo BH
Total MG 25
B. dichotomus BDZBH1 Fémea adulta 14/7/2008 X Zoo BH
BDZBH2 Macho adulto 14/8/2008 X Zoo BH
BDZBH3  Macho adulto 23/9/2008 X Zoo BH/ POQFC,’ Primavera
BDZBH4 Macho adulto 10/7/2009 X Zoo BH/Tapirai SP
Total BD 4
O. bezoarticus OBMS1 Fémea filhote 25/5/2006 X
OBMS2 Macho filhote 25/5/2006 X
OBMS3 Macho adulto 29/5/2006 X
OBMS4 Macho adulto 31/5/2006 X
OBMS6 Macho filhote 29/5/2006 X
OBMS8 Fémea adulta X
OBMS9 Macho adulto 30/5/2006 X
OBMSI10 Fémea adulta 3/6/2006 X
OBMS11 Macho filhote 30/5/2006 X
OBMS12 Fémea adulta 27/5/2006 X
OBMS13 Fémea adulta 27/5/2006 X
OBMS14 Macho adulto 26/5/2006 X
OBMSI15 Macho adulto 30/5/2006 X
OBMS16 Fémea filhote 26/5/2006 X
OBMS17 Macho adulto 31/5/2006 X
OBMS18 Fémea adulta X
OBMS20 Fémea adulta 31/5/2006 X
OBMS22 Fémea adulta 3/6/2006 X
OBMS25 Macho adulto 4/6/2006 X
OBMS27 Macho adulto 4/6/2006 X
OBMS30 Macho adulto 5/6/2006 X
OBMS31 Fémea adulta 21/5/2006 X
OBMS32 Macho filhote 21/5/2006 X
OBMS33 Fémea adulta 23/5/2006 X
OBMS34 Fémea filhote 20/5/2006 X
OBMS35 Fémea adulta 20/5/2006 X
OBMS36 Fémea adulta 20/5/2006 X
OBMS38 Fémea adulta 23/5/2006 X
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OBMS39 Macho adulto 25/5/2006 X
OBMS40 Fémea adulta 22/5/2006 X
OBMS43 Fémea adulta 22/5/2006 X
OBMS44 Macho adulto 24/5/2006 X
OBMS45 Fémea adulta 23/5/2006 X
OBMS46 Fémea filhote 24/5/2006 X
OBMS47 Fémea adulta 26/5/2006 X
OBMS48 Macho adulto 23/5/2006 X
OBMS49 Macho filhote 27/5/2006 X
OBMS50 Macho adulto 23/5/2006 X
OBMS51 Macho filhote 29/5/2006 X
OBMS52 Macho adulto 7/6/2006 X
OBMS54 Desconhecido X
OBMS56 Macho adulto 6/6/2006 X
OBMS58 Macho adulto 6/6/2006 X
OBMS60 Desconhecido X
OBMS61 Fémea filhote 1/6/2006 X
OBMS62 Fémea adulta 2/6/2006 X
OBMS63 Fémea adulta 2/6/2006 X
OBMS64 Macho filhote 1/6/2006 X
OBMS65 Fémea adulta 5/6/2006 X
OBMS66 Fémea filhote 1/6/2006 X
OBMS67 Fémea filhote 3/6/2006 X
OBMS69 Macho adulto 2/6/2006 X
OBMS70 Macho adulto 31/5/2006 X
OBMS71 Macho adulto 26/7/2006 X
OBMS72 Desconhecido X
OBMS73 Macho filhote 271712006 X
OBMS74 Macho adulto 28/7/2006 X
OBMS75 Macho adulto 28/7/2006 X
OBMS76 Macho adulto 28/7/2006 X
OBMS82 X
Total OBMS 60

Nota: MG = Minas Gerais; MS = Mato Grosso do Sul; MGI = Mazama gouazoubira IBAMA; MGE = Mazama
gouazoubira Engenho-d’agua; MGZBH = Mazama gouazoubira zoolégico; BDZBH = Blastocerus dichotomus

zoologico; OB = Ozotocerus bezoarticus.
4.1.2 Coleta de amostras sanguineas
4.1.2.1 Animais de cativeiro

Para obtencdo de amostras sanguineas de animais no zooldgico, os cervideos foram
manejados de acordo com o0s procedimentos padrGes estabelecidos pela Fundacdo
Zoobotanica. Eles foram mantidos na manobra do recinto e, posteriormente, foi realizada a
contencdo quimica dos animais, utilizando a associacdo de 0,05mg/Kg de atropina, 0,5 a
1,5mg/kg de cloridato de xilazina e 5 a 10mg/Kg de quetamina, por via intramuscular através
de dardos anestésicos (Nunes et al. 1997). Foram acompanhados os parametros de frequéncia
respiratdria e cardiaca, temperatura retal e coloracdo de mucosas no periodo anestésico. Foi
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preenchido um relatorio de anestesia, de acordo com Nunes et al. (1997). Apos a colheita de
sangue, foi administrado, por via endovenosa, 0,3 a 0,5mg/Kg de Cloridato de loimbina para

auxiliar no retorno anestésico dos animais.

Os animais mantidos na Fazenda Engenho-d’agua encontravam-Se em areas extensas e
arborizadas, necessitando o uso de redes de espera para contenc¢éo fisica e posterior aplicacéo
anestésica. Antes do manejo dos animais, foi realizado um planejamento operacional prévio
visando selecionar o melhor local para o posicionamento da rede de espera e da equipe
envolvida nesse processo. Visando minimizar o estresse de captura e contencédo, 0s animais
comecgaram a ser manejados por volta das oito horas da manh&. Logo depois da contengéo
manual, foi realizada a contencdo quimica dos animais, utilizando a associacdo de cloridato
de tiletamina + zolazepan (Zoletil, Virbac) na dose de 4-15mg/Kg, por via intramuscular
(Nunes et al. 1997). Um exame clinico foi realizado e foram verificados os parametros de
frequéncia respiratdria e cardiaca, temperatura retal e coloracdo de mucosas no periodo
anestésico, além do preenchimento de um relatdrio de anestesia, de acordo com Nunes et al.
(1997). Posteriormente, administrou-se, por via intramuscular, 2mg/Kg de Flunixina

meglumina 5%, para prevenir desordens musculoesqueléticas.

Em tubos a vacuo contendo anticoagulante (EDTA), foram coletados, por puncdo da veia
jugular, cinco mililitros de sangue de cada espécime. Para a procura de hemoparasitos no
exame direto, foram realizados esfregacos de sangue periférico atraves de puncao de ponta
de cauda dos animais, e para a procura de ectoparasitos, foi realizada a inspecao do corpo dos

cervideos.
4.1.2.2 Animais de vida livre

Foi disponibilizada pela EMBRAPA, Pantanal — MS, aliquotas de papa de hemécias de 60
espécimes de veado-campeiro de vida livre, capturados por pesquisadores dessa instituicéo.

Os animais foram capturados na Fazenda Alegria localizada no pantanal da Nhecolandia.

Quanto aos animais recolhidos pelo IBAMA, eles foram contidos quimicamente, com ou sem
0 auxilio de dardos anestésicos, contendo a associagédo de cloridato de tiletamina + zolazepan
(Zoletil, Virbac) na dose de 4-15mg/Kg. Além disso, foi feito o mesmo protocolo de
acompanhamento anestésico e manejo dos veados realizado na Fazenda Engenho-d’agua.
Nos animais vivos, também foi realizado o esfregaco de sangue periférico através da puncédo

de ponta de cauda, punc¢éo venosa e inspecdo do corpo.
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4.1.2.3 Coleta de animais em exame necroscopico

Os animais de vida livre que vieram a Obito foram necropsiados e coletadas amostras de
figado, baco, rim, linfonodo e, quando possivel, cérebro, para posterior extracdo de DNA.
Além disso, foram confeccionados esfregagos por aposicdo dos mesmos 6rgdos, que foram

corados com corante de Romanowsky para posterior procura de hemoparasitos.
4.1.4 Locais de realizacdo do estudo laboratorial

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratdrios de Protozoologia Veterinaria e de
Parasitologia Molecular do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB), na Clinica de Ruminantes e na sala de necropsia do Hospital Veterinario
da Escola de Veterinaria, todos pertencentes a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Cervideo
Sangue | Necropsia | Ectoparasitos
r T 1 - 1 1
Esfregago L PCR Criopreservagdo Indeculo ‘ s;;:;qo ‘ Carrapato
r 1 —_—
Ehrlichi B P . Gléndula
-| a ezerro |Carne|m Bago Hemolinfa salivar
-1 Anaplasma PCR ‘ Criopreservagdo C::?:::a L Clul;té\éo -1 RIFI Figado PCR
-| Theileria -1 Citospin -1 PCR Linfonodo
-| Babesia - PCR -1 Clto:v;:;:a de Cérebro
-1 Trypanosoma - MET -1 Criopreserva¢io
R
-| Criopreservagdo
- RIFI
—

FIGURA 1: Organograma esquematizando a metodologia utilizada no presente estudo.
4.2 Processamentos das amostras
As amostras sanguineas foram processadas da seguinte maneira:

a) Uma aliquota da amostra foi acondicionada em microtubos de 1,5 mL, devidamente

identificados e congelados em temperatura de —20° C para futura extracdo de DNA.

b) Quando houve obtencdo de sangue fresco, foi realizado o exame de volume globular
através da técnica de microhematdcrito e esfregaco sanguineo. Os esfregacos sanguineos

foram secos ao ar livre e posteriormente corados com corante de Romanowsky (Panético
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rapido, Laborclin): a extensdo hematoldgica foi submetida & acdo de um fixador e, em
seguida, a duas solugdes corantes por meio de imersdes de cinco segundos em cada. As
laminas foram secas ao ar e os esfregacos analisados em microscopio optico Olympus BX40,

com objetiva de imerséo.

c) Amostras de sangue de seis veados-catingueiros foram congeladas em nitrogénio liquido,
utilizando dimetilsulféxido (DMSO 12,5%) como crioprotetor para um futuro cultivo in vitro
ou para obtencdo de inéculos em animais experimentais. O congelamento de sangue
utilizando EDTA como anticoagulante em nitrogénio liquido foi realizado de acordo com
IICA (1987), com modificacgdes:

e Centrifugar as amostras a 1200 g a 4°C por dez minutos;

e Retirar o plasma e ressuspender as células sanguineas em PBS 1X estéril, no mesmo

volume original,

e Preencher os tubos para congelamento com 0,9mL da mistura de sangue e 0,9mL da
mistura de congelamento (PBS1X+DMSO 11%) e, posteriormente, armazenar em
botijdo contendo nitrogénio liquido.
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4.3 InoculagGes de sangue de cervideos em ruminantes domesticos

Amostras sanguineas dos cervideos MGI5 e MGI8, positivas para A. marginale, detectados
no esfregaco sanguineo e no exame de nPCR, foram utilizadas como in6culo em bezerros
esplenectomizados (de raca holandesa, com idade aproximada de 60 dias) e em um carneiro,
respectivamente. Os animais foram mantidos no Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da UFMG em isolamento e eram banhados semanalmente com produtos a base

de piretrdides para a prevencao de ectoparasitismos.

Durante o experimento, os animais foram avaliados diariamente pelo exame clinico
(alteracbes de comportamento, coloracdo de mucosas, fezes, grau de desidratacao,

batimentos cardiacos e movimentos respiratorios por minuto).

Além da observacdo clinica, os animais foram avaliados por determinacdo do volume
globular (técnica de microhematdcrito) e esfregacos sanguineos de ponta de cauda corados
pelo Pandtico Rapido. Apos a deteccdo da parasitemia, amostras de sangue foram retiradas
assepticamente, em tubos contendo EDTA, através de puncdo da veia jugular, e congeladas

em nitrogénio liquido utilizando dimetilsulféxido (DMSQ) como crioprotetor.

Um carneiro adulto também foi inoculado com uma amostra sanguinea do cervideo MGI8 e
do cultivo de A. marginale oriundo de um dos bezerros inoculados com a amostra MGI5. O
animal foi submetido as mesmas condic¢des experimentais dos bezerros e, ao desenvolver
parasitemia de 4%, amostras de sangue foram colhidas e congeladas em nitrogénio liquido

nas mesmas condicdes descritas acima.
4.3.1 Isolamento de amostras e cultivo de A. marginale em células IDE8

Os tubos contendo o sangue do bezerro inoculado com o sangue do veado-catingueiro MGI5
foram submetidas ao descongelamento rapido, em banho-maria, a 37°C, centrifugadas a
10.000 g, por 20 minutos, e o sedimento ressuspenso em meio de cultura L-15 contendo 10%
de soro fetal bovino inativado e gentamicina. Frascos de 25cm? contendo monocamada de
células IDES8 foram inoculados com a suspenséo e incubados a 34 °C. Ap6s 24 horas, 0 meio
foi trocado e a cultura monitorada diariamente em microscopio invertido com contraste de
fase. Semanalmente, realizou-se a troca do meio de cultura e 0 exame de esfregaco celular,
obtido em centrifuga Citospin, corado pelo método de Panotico Répido (Bastos et al. 2009).
As passagens para outra garrafa contendo uma monocamada de IDES livres eram realizadas
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quando as células apresentavam-se destruidas e a presenca de corplsculos soltos era
observada. Posteriormente a estabilizacdo da cultura em IDES, as células infectadas foram

congeladas em nitrogénio liquido utilizando DMSO 12,5% como crioprotetor.

Amostras de células IDE8 infectadas, que apresentavam caracteristicas de infeccdo por A.
marginale através da andlise da cultura pelo microscopio 6ptico, foram submetidas ao estudo
ultraestrutural através da microscopia eletronica de transmissdo. Foram coletados 1mL da
suspensdo de células IDE8 que foram centrifugadas a 2000 g por 1 minuto. O sobrenadante
foi descartado e o pellet de células foi fixado em solucédo de glutaraldeido 2% em tampao de
cacodilato de sodio durante 4 horas a 4°C. As células IDE8 foram lavadas trés vezes em
tampéo cacodilato 0,1M e incluidas em &gar nobre a 2%. Posteriormente, foram fixadas em
solucdo contendo tetroxido de ésmio a 2% em tampéo de cacodilato de sodio a 4°C durante
duas horas. Os blocos de agar foram lavados com tampdo cacodilato e posteriormente
desidratados em alcool etilico em concentragBes crescentes para a inclusdo em Epon-
Araldite. Cortes ultrafinos (90nm) foram submetidos a dupla coloragdo com solugdo aquosa
de acetato de uranila e solucdo de citrato de chumbo. As observacdes ultraestruturais foram

realizadas em microscépio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM-10.
4.3.2 Citometria de fluxo para deteccédo de parasitemia

O marcador Syto 16 foi utilizado objetivando a marcacdo de acidos nucléicos de A.
marginale. A fluorescéncia foi medida através do citdmetro de fluxo (FACSCalibur — Becton
Dickinson USA).

No bezerro 1 foi realizada a citometria de fluxo no dia 65 ap6s a inoculacéo, e no bezerro 2,
no terceiro e décimo dias apds a inoculacdo. No carneiro, a parasitemia foi acompanhada
pela citometria de fluxo em dias alternados a partir do sétimo dia, apds a inoculacdo de A.
marginale. As amostras sanguineas foram colhidas em tubos contendo heparina e
processadas para analise em citbmetro de fluxo, segundo Yagi et al. (2000), com algumas

modificacdes, pelo seguinte protocolo:

e Transferir 3ul de sangue fresco colhido com heparina para um tubo de poliestireno de
fundo redondo BD Falcon® (utilizar trés tubos por amostra, sendo dois marcados

com Sytol6 e um utilizado como controle de célula);
e Adicionar 1mL de PBS1X em cada tubo;
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e Adicionar 0,2ul de Sytol6 na parede dos tubos marcados, ndo adicionando no tubo

controle;
e Vortexar os tubos e incubar por 30 minutos a 37°C ao abrigo de luz;

e Lavar os tubos adicionando 2mL de PBS 1X em cada um deles, centrifugando a 600g

a 18°C por dez minutos;

e Verter os tubos em papel absorvente, secando até a Ultima gota de liquido que

escorrer,

e Ressuspender com 1mL de PBS 1X para leitura, mantendo as amostras refrigeradas e

ao abrigo de luz.

Posteriormente, as solucdes eritrociticas foram analisadas em citdmetro de fluxo. A
identificacdo das populacbes celulares de eritrocitos, bem como a determinacdo do valor
percentual de popula¢des marcadas com Sytol6, foram realizadas em computador acoplado

ao citdmetro, utilizando-se o programa Cell-Quest.
4.5 Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
A RIFI foi utilizada no presente estudo com dois objetivos:

e Deteccdo de corpusculos de A. marginale no citoplasma de células IDE8 oriundas do

cultivo da amostra, utilizando soros controles positivos contra esse microrganismo;

Para confecgdo das laminas, foram utilizadas IDES8 infectadas com amostra oriundas de
cervideo. Anteriormente, as amostras foram analisadas em esfregagos celulares e foram
utilizadas passagens que continham, em sua maioria, células inteiras, nucleo periférico, e
com vacuolos contendo materiais sugestivos a corpusculos de A. marginale. Foi seguido o

protocolo segundo Aguiar et al. (2007).

e Deteccdo de anticorpos anti-A. marginale nos dois bezerros e no carneiro, inoculados
experimentalmente com a amostra oriunda de cervideo. Foram utilizadas ldaminas de
esfregaco sanguineo bovino espesso contendo hemaécias parasitadas por esse micro-

organismo, confeccionadas segundo IICA (1987).
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Para ambos os casos, 0s soros foram diluidos em PBS 1X na propor¢éo de 1:40, 1:80, 1:160
e 1:640. Foram colocados 10uL de soro teste em cada poco da lamina, inclusive o controle
positivo e o branco (PBS 1X). Apds a incubacdo de 37°C, as laminas foram lavadas duas
vezes com PBS 1X por 3 minutos e uma vez com agua destilada, também por trés minutos, e
secas a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado, em cada poco, 0 conjugado
antiovino ou antibovino, marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Fiocruz/Biomanguinhos) diluido a 1: 100 em azul de Evans (1:50 em PBS Tween). As
laminas foram incubadas novamente a 37°C por 30 minutos e lavadas do mesmo modo
descrito acima. Entdo, foram secas em temperatura ambiente, foi adicionada glicerina
tamponada e, em seguida, cobertas por laminula. As laminas foram analisadas em

microscopio de epifluoresceina, em aumento de 20X e 40X.
4.6 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)
4.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada empregando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (PROMEGA), seguindo as recomendacdes do fabricante para
extracdo de DNA de 300ul de sangue, e através de modificacBes para extracdo de papa de
hemacias. No caso das papas de hemadcias, antes de comecar o protocolo descrito pelo
fabricante, a amostra foi incubada a 37°C com 15ul de saponina a 5% por 10 minutos e 0

precipitado lavado aproximadanete sete vezes com PBS 1X estéril (10.000rpm/3 minutos).

A extracdo de DNA das amostras de tecidos foi realizada usando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (PROMEGA), seguindo as recomendacdes do fabricante para extracdo de
DNA de tecido (figado e cérebro de camundongo). Para a extracdo de DNA das glandulas

salivares dos carrapatos, foi utilizado o mesmo kit com algumas adaptagoes:

e Antes da dissecacdo da glandula salivar, o carrapato foi pesado em balanga de

preciséo e o peso da glandula salivar foi considerado 10% do peso do carrapato;

e As glandulas salivares dissecadas foram separadas agrupadas por sexo em adultos ou
estagio de desenvolvimento do carrapato, quando ninfa;

e A quantidade de cada reagente do kit foi calculada proporcionalmente considerando o

peso do “pool” de glandula salivar.
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Algumas amostras de sangue e todas as amostras de glandula salivar foram quantificadas no
espectrofotdbmetro Nanodrop para testar a qualidade da extracdo e a quantidade de DNA por

amostra.
4.6.2. Amplificacdo do DNA por nested ou semi-nested PCR

Para amplificacdo do DNA dos parasitos dos géneros Anaplasma, Ehrlichia, Babesia,
Theileria e Trypanosoma evansi, foram realizadas rea¢es de nested ou semi-nested PCR
visando aumentar a sensibilidade do teste. Para T. vivax foi utilizado o PCR convencional
(Bezerra et al. 2008), ja que nao obtivemos sucesso com os primers desenhados para semi-
nested PCR (Tvivax1lF: TCCGACCCTCTTCTCTTCTC; Tvivax1R:
TGCCCTGCGTGTGTGTGT; Tvivax2R: GGCGTGTGTTGTGTTCGAC).

Para a primeira reacdo, foram utilizados iniciadores obtidos na literatura ou desenhados pelo
nosso grupo de pesquisa, através do alinhamento de sequéncias do parasito alvo depositadas
no GenBank, e uso do programa OligoPerfect™ Designer
(http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pagelD=9716). Para a segunda reacdo, foram
utilizados iniciadores internos aos da primeira reacdo, obtidos da mesma maneira que 0s

iniciadores da primeira reacdo. As sequéncias utilizadas estéo especificadas na TAB.2.
4.6.2.1 Amplificacdo do DNA

O termociclador automatico (Eppendorf Mastercycler®) foi utilizado para amplificar o DNA
extraido. Os iniciadores utilizados em cada reacdo encontram-se especificados no QUADRO
2, assim como o0s produtos de cada reacdo (QUADRO 2) e os programas utilizados
(QUADROS 3 a 6).

Os produtos obtidos da segunda reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, em tampédo TAE (0,5 X). Para isso, foram aplicados 5ul do produto da amplificagéo e
1ul de tampdo da amostra 6X por canaleta do gel. Como padrdo de peso molecular, foi
utilizado 1Kb Ladder Plus (Fermentas). O gel foi submetido a um campo elétrico de 100
volts, por aproximadamente 40 minutos, corado com uma solucdo de brometo de etidio por
15 minutos, ou por gel red (Biotium) (1ul/ 10ul de TAE 0,5X), e observado sob lampada
UVv.
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QUADRO 2

Sequéncia de iniciadores que foram utilizados para identificacdo dos géneros de hemoparasitos

Pro
Género Sequéncia (5’ para 3°) Iniciador Alvo duto Referéncia
(pb)
Babesia/
Theileria CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC RIB-19 18S 1700 Zahler et
1° reacio CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC RIB-20 rRNA al. 2000
ACCTCACCAGGTCCAGACAG BAB-rumF 18S 430 Silveira et
2° reagdo GTACAAAGGGCAGGGACGTA BAB-rumR rRNA al. 2011
A.marginale/ de la
A, ovis GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC MSP45 msp4 872 Fuente et
o x CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC MSP43
1° reacdo al. 2008
20 reacio CGCCAGCAAACTTTTCCAAA AnapF msp4 294 Silveira et
ATATGGGGACACAGGCAAAT AnapR al. In press
margAi'na|e GCTTTACGCCGCCGCCTGCGCC MSP1aP mspla 2000 Fu‘lf]t's o
o ~ GCATTACAACGCAACCGTTGA MSP1a3
1° reacéo al. 2001b
2reacio TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGT MSPlaNF mspla 800 Bastos et
CACCGCCAAACATGAAGTCGACAA MSP1aNR al. 2009
Ehrlichia
spp. ACGGACAATTGCTTATAGCCTT NS16SCH1F 16S 1195 Kawahara
monocitica ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT NS16SCHI1R rRNA et al. 2009
1° reacdo
20 reagio GGGCACGTAGGTGGACTAG NS16SCH2F 16S 443 Kawahara
CCTGTTAGGAGGGATACGAC NS16SCH2R rRNA et al. 2009
Ehrlichia
spp. CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC GE3a 16S 932 Massung et
granulocitica TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC GEl0r rRNA al. 1998
1° reacdo
20 reagio AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT GEof 16S 546 Massung et
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG GE2 rRNA al. 1998
T. evansi GCACAGTATGCAACCAAAAA TelF ITS 280 -
1° reacdo GTGGTCAACAGGGAGAAAAT TelR
2° reagdo CATGTATGTGTTTCTATATG Te2F ITS 219 *
Dominio
T vivax GCCATCGCCAAGTACCTCGCGA Tvi2 Cg;i';tacf ., Bezemaet
TTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA DTO156 Catepsi al. 2008
-na L

Nota: O simbolo * corresponde aos iniciadores desenhados pelo nosso grupo de pesquisa
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QUADRO 3

Condicdo para reacdo de nested PCR para Babesia spp./Theileria spp., A. marginale/A. ovis, Ehrlichia spp.
monocitica, Trypanosoma vivax e T. evansi, usando os primers RIB19/20, MSP45/3, NS16SCH1F/R,
Tvi2/DTO156, TelF/R (primeira reacdo) e BabRumF/R, AnapF/R, NS16SCH2F/R e Te2F/1R (segunda

reacdo), respectivamente

Reagente Volume (ub): 1reacdo  Volume (ul): 2*reacéo

H,0 MiliQ 10,05 16,75
Tampéo IB (1X) 1,5 2,5
dNTP (10mM) 1,2 2,0
Mix primer (F+R) (10mM) 0,6 1,0
Taq polimerase (5U/uL) 0,15 0,25
DNA/produto 12 reagdo 1,5 2,5
Volume final 15 25

QUADRO 4

Condicdo para reacdo de nested PCR para A. marginale (Am) e Ehrlichia granulocitica (EG) usando os primers
MSP1aP/3, Ge3a/10r (primeira reacdo) e MSP1aNF/R e Ge2/9f (segunda reacdo).

Reagente Volume (ul): Volume (ul): Volume (ul): 1°reacdo  Volume (ul): 2*reacéo

1%reacdo (Am) 2%reacdo (Am) (EG) (EG)

H,0 MiliQ 9,42 15,7 9,9 16,5
Tampéo IB (1X) 15 2,5 15 2,5
dNTP (10mM) 1.2 2,0 1,2 2,0

Mix primer (F+R) (10mM) 1,2 2,0 0,75 1,25
Taq polimerase (5U/uL) 0,18 0,3 0,15 0,25
DNA/produto 12 reacdo 15 2,5 15 2,5
Volume final 15 25 15 25

QUADRO 5

Programas submetidos ao termociclador automatico para realizagéo do nested PCR para amplificacdo para
Babesia spp./Theileria spp., A. marginale/A. ovis, Ehrlichia spp. monocitica, Trypanosoma vivax e T. evansi
usando os primers RIB19/20, MSP45/3, NS16SCH1F/R, Tvi/DTO156 e TelF/R (primeira reacdo) e
BabRumF/R, AnapF/R, NS16SCH2F/R e Te2F/1R (segunda reacéo)

Ciclo Passo Temperatura (°C) Duragéo
1(1x) Desnaturacéo inicial 94 5 min
2 (29x) Desnaturacéo 92 1 min
Anelamento 54 1 min
Extenséo 72 2 min
3 (1x) Extensdo final 72 8 min
4 “Hold” 12
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QUADRO 6

Programas usados para realizacdo do nested PCR para amplificacdo de A. marginale (Am) e Ehrlichia
granulocitica (EG) usando os primers MSP1aP/3, Ge3a/10r (primeira reagdo) e MSP1aNF/R e Ge2/9f (segunda

reacao)
&'ﬂg Passo Tem‘()%? tura Duragéo E:ég()) Passo Tem;()oe(l:’? tura Duragéo
12 reacéo 12 reagao
1(1x) Des{:ﬁi‘;;?@éo 94 5min | 1(1x) Des{:ﬁi‘;;‘@ao 95 2 min
2 (29x) Desnaturacdo 94 30 seg ( 4(2))() Desnaturacao 94 30 seg
Anelamento 64 30 seg Anelamento 55 30 seg
Extenséo 68 23(r)n ;r;ge Extenséo 72 1 min
3(1x) Extensdo final 68 5 min 3 (1x) E)%?]gsléo 72 5 min
4 “Hold” 18 4 “Hold” 12
28 reacéo 22 reagao
11 DemauEgo g, smin | 1 DenEwrGio g 2 min
2 (35x)  Desnaturacdo 94 30 seg (3(2))() Desnaturacao 94 30 seg
Anelamento 60 1 min Anelamento 55 30 seg
Extenséo 72 30 seg Extenséo 72 1 min
3(1x)  Extensdo final 72 smin [ 3y TS 72 5 min
4 “Hold” 18 4 “Hold” 12

4.7 Sequenciamento nucleotidico de Anaplasma, Ehrlichia, Babesia, Theileria e

Trypanosoma

As amostras positivas, ap0s a segunda reacdo de PCR, foram purificadas pelo QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN), segundo as recomendacdes do fabricante, ou através de

Polietilenoglicol (PEG) (www.icb.ufmg.br/lbem). Posteriormente, cada amostra purificada

foi submetida a uma nova eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com GelRed, para

confirmacéo da purificacdo das amostras.

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando DYEnamic ET dye terminator Kit

MegaBACE ™ (Amershan Biosciences), sendo que para cada amostra, foram utilizados:
e AuL de ET Kkit;
e 1uL de primer da segunda reagao (“Foward” ou “Reverse” (5um));
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e 2ulL ou 4ulL do produto de PCR (dependendo da concentragdo analisada em gel de

agarose);
e Agua de miliQ g.s.p 10uL.

As reacOes foram processadas em termociclador automatico (Eppendorf Mastercycler®) em
30 ciclos, sendo: 95°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C por um minuto e
manutencdo das amostras a 4°C.

Essa etapa foi seguida da precipitacdo de nucleotideos ndo incorporados segundo o protocolo
do Laboratério de Biodiversidade e Evolugcdo Molecular-LBEM do ICB da UFMG em placa
96 well (www.ich.ufmg.br/Ibem):

Para 10 pL de reacdo de sequenciamento:

e Adicionar 1L de acetato de amonio (7,5M ET Kit);

e Adicionar 2,5 volumes de etanol absoluto: 28 pL (100-95%);
e \ortexar vigorosamente;

e Colocar selante e incubar 15 minutos a temperatura ambiente (enrolar em aluminio

devido a presenca de nucleotideos marcados);
e Centrifugar 45 min a 2057 g, temperatura ambiente;

e Descartar o sobrenadante, por inverséo da placa (inverter de uma vez e manter a placa

invertida para escorrer o alcool);
e Adicionar 150 L de etanol 70%;
e Centrifugar 15 min a 2057 g, temperatura ambiente;
e Descartar o sobrenadante, por inversdo da placa, e manter a placa invertida;
e “Spin down” com a placa invertida a 463 g, 1 minuto;
e Adicionar 10pL de “loading buffer” (70% de formamida, ImM EDTA);

e Vortexar vigorosamente, para dissolver o precipitado de DNA, e dar um spin;
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e Manter a placa refrigerada a -20°C.

As amostras foram, entdo, submetidas a leitura, no sequenciador automatico capilar
MegaBace 1000 ™ sequencing system (Injecdo no MegaBACE: 2KV, 60 segundos; Corrida
no Mega BACE: 6KV, 200 minutos).

Todas as amostras foram amplificadas em duplicata e cada um dos amplicons foi
sequenciado duas vezes, sendo uma vez com o iniciador direto, e uma com 0 reverso,
totalizando quatro sequéncias/amostra, 0 que permitiu uma maior confiabilidade das

sequéncias consenso que foram obtidas.

As sequéncias consenso para cada amostra resultaram do alinhamento das quatro sequéncias,
com o auxilio dos programas do site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ e MEGA
4.0 e MEGA 5.0 software. (Tamura et al. 2011).

4.7.1 Analise das sequéncias em bancos de dados

As sequéncias obtidas do sequenciador MegaBACE™ 1000 foram analisadas quanto a
qualidade, e os “Contigs” foram formados com o auxilio do programa “Electropherogram
quality analysis”, desenvolvido pela Embrapa Genetic Resource and Biotechnology

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Em seguida, as sequéncias foram submetidas a

procura de homologia com as sequéncias depositadas em banco de dados. Para isso, foi
utilizado o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) BLASTN para
nucleotideos e BLASTX para proteinas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Ap0s a comparacdo no BLAST, as sequéncias analisadas eram caracterizadas em espécie, de

acordo com o grau de similaridade com os dados j& depositados no Genbank.
4.8 Estudo da transmissao dos hemoparasitos pelos carrapatos

Em alguns cervideos capturados em Minas Gerais, foi possivel a coleta de espécimes de
carrapatos. Nesses ixodideos, foi realizado o estudo da hemolinfa ou da glandula salivar, com

0 objetivo de detectar hemoparasitos que poderiam ser transmitidos por eles.

Para a deteccdo de esporocinetos de Babesia/Theileria na hemolinfa ou da presenca de
corpusculos nos hemdcitos, sugestivos da Familia Anaplasmataceae, os carrapatos coletados

dos cervideos foram acondicionados em recipientes individuais devidamente identificados, e
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incubados em estufa B.O.D. em temperatura média de 28°C e U.R. de 80%. Apds um
periodo de sete dias, foi realizada a coleta de hemolinfa através do corte da extremidade
anterior (tarso/metatarso) do primeiro par de patas do carrapato. A hemolinfa foi tranferida
para laminas, secas ao ar e coradas com Pandtico e, posteriormente, analisada em

microscépio optico.

Para o estudo da transmissdo de hemoparasitos pelos carrapatos, € necessaria a procura do
parasito na glandula salivar do possivel carrapato transmissor. Quando o0s carrapatos
analisados eram colhidos ja no estagio adulto, dois procedimentos foram realizados,

dependendo da biologia do carrapato:

e Carrapatos monoxénicos: os espécimes foram incubados em estufa B.O.D., em
temperatura média de 28°C e U.R. de 80% por no minimo quinze dias para a
completa digestdo do sangue do cervideo contido em seu intestino. ApoGs esse
periodo, os carrapatos foram dissecados e as glandulas salivares separadas e

colocadas em “pool”, em recipientes separados, de acordo com 0 SeX0;

e Carrapatos trioxénicos: os adultos ndo ingurgitados foram colocados para alimentar
em outro hospedeiro, como camundongo, por no minimo quatro dias para estimular o
desenvolvimento do parasito na glandula salivar. Posteriormente, foram processados

da mesma maneira que 0s carrapatos monoxénicos.

Quando foram colhidas ninfas ingurgitadas de A. cajennense, 0s espéciemes foram

processados da seguinte maneira:

e Ninfas ingurgitadas de A. cajennense coletadas dos cervideos foram acondicionadas
em recipientes individuais devidamente identificados e incubados em estufa B.O.D.
em temperatura média de 26°C e U.R. de 80% para realizacdo da ecdise. Apds a
ecdise para o estagio adulto, os espécimes foram mantidos na estufa por 50 dias e,
posteriormente, colocados para alimentar em outro hospedeiro por trés dias para
estimular o desenvolvimento do parasito na glandula salivar. Em seguida, eram

processadas similarmente aos outros carrapatos.

As glandulas salivares dissecadas, caso houvesse quantidade suficiente, foram divididas em
duas aliquotas, sendo uma submetida a pesquisa de parasitos através de nPCR e outra corada

pelo verde metil-pironina (Walker et al. 1979).
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4.9 Metodologia de apresentacao dos resultados

Os resultados foram apresentados sob a forma de dois artigos cientificos (um ja publicado e
outro in press). Outros resultados que ndo constam nos artigos foram também apresentados,

além de um tdpico de consideracdes gerais.
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5. RESULTADOS
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5.1 Resultados dos animais oriundos de Minas Gerais

5.1.1 Ordem Piroplasmida (Babesia spp. e Theileria spp.)

5.1.1.1
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Intraerythrocytic protozoan species of the genera Theileria and Babesia are known to
infect both wild and domestic animals, and both are transmitted by hard-ticks of the
family Ixodidae. The prevalences of hemoprotozoa and ectoparasites in 15 free-living
Mazama gouazoubira, two captive M. gouazoubira and four captive Blastocerus dichotomus from
the State of Minas Gerais, Brazil, have been determined through the examination of
blood smears and the use of nested polymerase chain reaction (nPCR). The cervid
population was inspected for the presence of ticks and any specimens encountered were
identified alive under the stereomicroscope. Blood samples were collected from all 21
animals, fol- lowing which blood smears were prepared, subjected to quick Romanowsky
staining and examined under the optical microscope. DNA was extracted with the aid of
commercial kits from cervid blood samples and from tick salivary glands. The nPCR assay
comprised two amplification reactions: the first was conducted using primers specific for
a 1700 bp segment of the 18S rRNA gene of Babesia and Theileria species, whilst the
second employed primers designed to amplify a common 420 bp Babesia 18S rRNA
fragment identified by aligning sequences from Babesia spp. available at GenBank. The
ticks Amblyomma cajennense, Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens were
identified in various of the cervids examined. Of the animals investigated, 71.4% (15/21)
were infected with hemoprotozoa, including Theileria cervi (47.6%), Theileria sp. (14.3%),
Babesia bovis (4.8%) and Babesia bigemina (4.8%). However, only one of the infected wild
cervids exhibited accentu- ated anaemia (PCV = 17%). This is first report concerning the
occurrence of Theileria spp. in Brazilian cervids.

© 2010 ElsevierB.V. All rights reserved.

1. Introduction

as aresult of intense deforestation driven by the needs of
farmers and cattle breeders. One consequence of such

The identification of infectious agents in wild animals is
not only crucial for the preservation of species but also
provides valuable information regarding the epidemi-
ological chain of diseases. This is particularly important
with regard to members of the Cervidae, for example,
whose natural habitat has been transformed significantly

* Correspondingauthor. Tel.: +55 31 34092842; fax: +55 31
34092970.

E-mail address: muciobr@icb.ufmg.br (M.F.B. Ribeiro).

0304-4017/% — see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vetpar.2010.10.044

changes is that many cervids have started living in close
proximity with domestic ruminants, hence favouring the
interchange of infectious microorganisms between the
populations. Additionally, knowledge relating to infec-
tious microorganisms is important for cervids maintained
in captivity, since it has significant application in ani-
mal management, particularly with respect to the transit
of animals between zoos and breeding stations and the
inadvertent introduction of exotic pathogens into such
locations.

50


mailto:muciobr@icb.ufmg.br

62 JAG. da Silveiraet al. / Veterinary Parasitology 177 (2011) 61-66

Intraerythrocytic protozoan species of the genera Thei-
leria and Babesia are known to infect both wild and
domestic animals, and both are transmitted by hard-ticks
of the family Ixodidae (Ristic and Kreier, 1981). Species of
Theileria are cosmopolitan parasites (Chaeet al. 1999) that
have been detected in wild ruminants in Japan (Inokuma
et al. 2004), Germany (Hofle et al. 2004) and South Korea
(Han et al. 2009). In the United States, the occur- rence
of Theileria cervi has been reported in white-tailed deer
(Odocoileus virginianus) (Kocan and Kocan, 1991), elk
(Cervus canadensis), mule deer (Odocoileus hemonius),
Axis deer (Axis axis) and sika deer (Cerves nippon), with
the distribution of the parasite being associated with the
geographic distribution of the vector, namely, the tick
Amblyommaamericanum (Laird et al. 1988; Waldrup et al.
1989; Kocan and Kocan, 1991). Infectionwith T. cervi is
considered benign, although some clinical symptoms have
been observed in cervids that have been weakened by other
parasites, or are undernourished or stressed (Kocan and
Kocan, 1991; Fowler, 1993; Yasbley et al. 2005). There
are, however, no reports of the presence of Theileria spp.
in South American cervids.

The hemoparasites Babesia bigemina (Smith and Kil-
borne, 1893) and B. bovis (Babes, 1888) have been detected
by indirect immunofiuorescence (IFAT) and nested poly-
merase chain reaction (nPCR) assays in free white-tailed
deer in northern Mexico (Cantu et al. 2007). The presence of
anti-Babesia odocoilei antibodies has also been described in
this cervid (Waldrup et al. 1989, 1992). Although the
actual impact of such parasite on wild populations is not
known, the occurrence of clinical manifestations has been
reported in an immunosuppressed cervid (Perry et al.
1985).

Investigations of the infection of cervids by hemopar-
asites in Brazil are somewhat scarce. However, a high
prevalence of Babesia spp. was reported in pampas deer
(Ozotocerus bezoarticus) from the Brazilian Pantanal (Villas-
Boas et al. 2009). Additionally, Machado and Muller (1996)
reported that the frequencies of B. bovis and B. bigem- ina
in pampas deer from the State of Goias were,
respectively, 8.3 and 29.7%. Accordingto serological tests,
however, the prevalences of these two parasites in marsh
deer (Blastocerus dichotomus) from the Porto Primav- era
Hydroelectric Power Station located in Parand River
(State of Parand, Brazil) were considerably higher, at 88.2
and 92%, respectively (Duarte, 2007). Experimental
inoculation of the grey brocket deer (Mazama
gouazoubira; also known as brown brocket deer or bush
deer) with B. bovis or B. bigemina revealed that the former
para- site is more pathogenic than the latter (Duarte,
2006). Interestingly, antibodies against B. bovis, B.
bigemina or B. odocoilei were not present in wild
specimens of M. gouazoubira from the Gran Chaco in
Bolivia (Deem et al. 2004).

In contrast to the above, the occurrence of ectoparasites
in Brazilian cervids has been widely reported. Ticks of the
species Rhipicephalus microplus, Dermacentor nitens,
Amblyomma cajennense, Amblyomma mantiqueirense,
Haemaphysalis kohlsi, Ixodes luciae and Ixodes aragoi have
been variously found in the cervids M. gouazoubira, B.
dichotomus and O. bezoarticus (Aragdo and Fonseca, 1961;
Serra-Freire

and Teixeira, 1993; Szab6 et al. 2003; Duarte, 1997;
Cancado et al. 2009).

The aim of the present study was to evaluate the occur-
rences of intraerythrocytic protozoa and ticksin free-living
and captive specimens of the cervids M. gouazoubiraand B.
dichotomus from the State of Minas Gerais, through the
analysis of blood smears and by nPCR assay.

2. Materials and methods

The study, which was carried out during the period
June 2007 and September 2009, was approved by the Ethi-
cal Committee on Animal Experimentation (CETEA/UFMG,
Belo Horizonte, MG, Brazil) under protocol no. 142/08, and
by the Brazilian Institute for Environment and Natural
Renewable Resources (IBAMA, Belo Horizonte, MG, Brazil)
under licence no. 16064-1.

2.1. Animal population

The animal population (Table 1) comprised free-living
specimens of M. gouazoubira (n = 15) and captive specimens
of M. gouazoubira (n = 2) and B. dichotomus (n = 4). The free-
living animals had recently been captured by the Forestry
Police and conveyed either to IBAMA (n =13) or to the con-
servation station Fazenda Engenho d’Agua (Ouro Preto, MG,
Brazil; n =2). The captive animals, some of which had been
born in captivity and others captured from the wild, had
been maintained for a number of years in the Fundac &o
Zoobotanicade Belo Horizonte.

2.2. Blood sampling

Blood from all 21 animals was collected by puncture of
the jugular vein and samples were transferred imme-
diately to vials containing EDTA. In the case of free-living
M. gouazoubira, sampling was performed within two days of
their original capture from the wild. Blood smears were
prepared, subjected to quick Romanowsky stain- ing
(Pandtico Répido; Laborclin, Pinhais, PR, Brazil) and
examined under the optical microscope at 100x magnifi-
cation. For each sample, at least 40 microscopic fields were
observed. Packed cell volume (PCV) was determined using
the microhematocrit method (Jain, 1993). Further aliquots
of blood samples were frozen and stored for subsequent
DNA extraction.

2.3. Tick collection

Animals were inspected for the presence of ticks and
all specimens collected were examined alive under an
Olympus (Tokyo, Japan) stereomicroscope model SZ40 and
identified accordingto the criteria of Aragdo and Fonseca
(1961). Ticks were placed in a biochemical oxygen demand
(BOD) chamber and maintained at 26 °C and 80% relative
humidity until moulting occurred. After moulting, ticks
remained in the chamber for 50 days, after which they
were transferred to a rubber (ethylene vinyl acetate) cham-
ber, which was sealed with cotton fabric fixed in place
by universal contact adhesive (Brascoplast; Brascola, Sdo
Bernardodo Campo, SP, Brazil),and allowed to feedon a calf
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Table 1

Characterization of the cervids examined, namely, Mazama gouazoubiraand Blastocerus dichotomus, with respect to sex/age, origin, sampling date, blood smears results, molecular sequencing results (Theileria

sp., T.cervi, Babesia bovis and B.bigemina)and infestation by ticks (Rhipicephalus microplus, Dermacentor nitens and Amblyommacajennense).

B. bigemina R. microplus D. nitens A. cajennense

B. bovis

T. cervi

Sex/age Date Blood smear Theileria sp.

Identification

Cervids

13/6/2007

t male

15/6/2007

t female
t male

20/6/2007

26/6/2007

e
e
e

X

5/11/2007
8/9/2008

21/1/2009
13/4/2009

X

e
e
e

16/6/2009

10/6/2009

15/7/2009 X

e
e
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17/7/2009
9/9/2009

Adu
Adu
Adu
Adu
Adu
Adu

Fawn fema

Adult fema

Adult fema

Adult fema

Mazama

gouazoubira

17/5/2008
14/6/2008

t male

t male

30/9/2008

t female
t male

7/11/2008

14/7/2008

t female
t male

14/8/2008

23/9/2008

t male

1N0/7/20N0

Adu
Adu
Adu
Adu
Adu
Adu
Adu

MGE1

MGE2

MGZBH1

MGZBH2
BDZBH1

BDZBH2

Blastocerus

BDZBH3

dichotomus

RN7RHA

for three days. Nymphsand adults were dissected, the sali-
vary glands collected and immersed in a cell lysis solution
for subsequent DNA extraction.

2.4. DNA extraction and PCR amplification

DNA was extracted from cervid blood samples (300 pL)
with the aid of a Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, Madison, WI, USA) employed according to the
manufacturer’s instructions. In order to extract DNA from
tick salivary glands, the same commercial kit was used fol-
lowing the manufacturer’s instructions designated for the
extraction of DNA from tissue cultures.

The nPCR assay of genomic DNA involved two separate

amplification reactions.  The first reac-
tion was carried out using the primers RIB-19 (5
CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC3) and RIB-20

(5 CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC3 ) that are specific for
a 1700 bp segment of the 18S rRNA gene from Babesiaand
Theileria spp. (Zahler et al. 2000). The reaction mixture
comprised 1.2 pL of dNTPs (0.2 mM), 0.15 pL of Taq
polymerase (0.05U), 1.5 p L which buffer (1x), 0.6 pL of

a solution containing the mixed primers (10 mM) and
sufficient sterile ultra-pure water to give a final volume
of 15 pL.A 15 pLaliquot of the DNA template was added
to the reaction mixture, and amplification was performed
using an Eppendorf (Sdo Paulo, SP, Brazil) Mastercycler®
thermocycler programmed as follows: 94 °C for 5 min (ini-
tial denaturation step), 30 cycleseach comprising 92 °C for
1 min (denaturation), 54 °C for 1 min (annealing) and 72°C
for 2 min (extension), and a final extension step at 72 °C
for 8 min. Following amplification, reaction mixtures were
maintained at 12° C. PCR amplicons were separated by
electrophoresis on 1% agarose gel (40 min, 100 V), stained
with ethidium bromide and visualised under ultraviolet
light.

The second reaction was carried out using primers
BabRumF (5 ACCTCACCAGGTCCAGACAG3 ) and BabRumR
(5 GTACAAAGGGCAGGGACGTAS ) that were designed to
amplify a common 420 bp Babesia 18S rRNA fragment
identified by aligning sequences from Babesia spp. avail-
able at GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), namely,
B. bigemina (X59607), B. odocoilei (U16369), Babesia diver-
gens (U07885) and B. bovis (L31922). The reaction mixture
comprised 2.0 pL of dNTPs (0.2 mM), 0.25 pL of Taq
polymerase (0.05U), 25 pL which buffer (1x), 1.0 uL ofa
solution containing the mixed primers (10 mM) and suf-
ficient sterile ultra-pure water to give a final volume of
25 pL. An aliguot (2.5 pL) of amplicon obtained in the
first reaction were added to the reaction mixture and
amplification was carried out under the conditions
described above. Products were separated by electrophore-
sis and visualised as described above, and subsequently
purified with the aid of QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen Biotecnologia Brasil, S&o Paulo, SP, Brazil) used
according to the recommendations of the manufacturer.
Sequencing of the purified amplicons was performed ona
MegaBACE 1000 DNA Analysis System (GE Health- care,
Waukesha, WI, USA) using the BabRum primers.
Sequences were aligned, edited and analysed at the URL
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ using MEGA
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4.0 software. The identity of each sequence was confirmed
by comparisonwith other sequences available at GenBank
using BLAST software.

3. Results

Blood smears and PCV could be evaluated for just
12 blood samples (nine M. gouazoubira and three B.
dichotomus) since the remaining nine presented haemol-
ysis during storage in the fridge. Seven out of the 12
blood smears (58.3%) presented erythrocytes infected with
protozoa in the form of small trophozoites (<2 pm). The
positives blood smears were the free-living M. gouazoubira.

However, the infected animals presented low para-
sitemia, which varied in the range 0.0125-0.200%. The
mean PCV value for M. gouazoubira was 30.6% (interval
17-50%), whilst the mean value for B. dichotomus was 27%.

According to the nPCR assays, 15 (71.4%) of the 21
blood samples (13 from M. gouazoubira and two from B.
dichotomus) were infected with hemoprotozoa. BLAST
analysis of the amplicon sequences showed that the
protozoan DNA extracted from one B. dichotomus and nine
M. gouazoubira samples presented high similarity with T.
cervi DNA (AY735135.1), namely, MGI12 (accession
number HM466922) (99%), MGI2 (accession number
HM466923), MGI5 (accession number HM466928), MGI6
(accession number HM466929), MGE1 (accession num-
ber HM466930), MGZBH1 (accession number HM466926)
and BDZBH3 (accession number HM466927) (98%), MGI3
(accession number HM466923) (97%), MGI8 (accession
number HM466925) (96%) and MGI11 (accession num-
ber HM466920) (91%). Amplicon sequences from a further
three M. gouazoubira samples, namely, MGI1, MGI13 and
MGI9 (accession number HM466921), exhibited 97 to
98% similarity with Theileria sp. (FJ668374.1), whilst that
from M. gouazoubira sample MGE2 (accession number
HM466918) presented 99% similarity with B. bigemina
(EF458206.1). The amplicon sequence from B. dichotomus
sample BDZBH4 (accession number HM466919) exhibited
96% similarity with Babesia bovis (EF458215.1).

Nested PCR assays of the pools of tick salivary glands
showed negative although the control was positive.

Although the nested PCR primers had been designed
based on Babesia sequences, the sequencing from the
amplified products showed that all these sequences share
some homology, and by the blast search it was shown,
undoubtedly, that these sequences came from different
organisms. Actually, these results were serendipity founds,
as we were searching for Babesiaspecies. After the products
had been identified as Theileira, the sequences between
Babesia and Theileiria were aligned, showing that they
present homology to the primers region.

There was general concordance between the results of
the nPCR assays and those of blood smears, in that the
nPCR-positive samples MGI5, MGI8, MGI11, MGI12, MGE1
and MGE2 were also positive for the presence of hemopro-
tozoain the blood smears. In the caseof the adult female M.
gouazoubira MGI11, for example, the blood smear
revealed the presence of trophozoites and the animal also
exhibited accentuated anaemia (PCV =17%). As expected,
the nPCR negative samples MGI7, MGZBH2, BDZBH1 and
BDZBH?2

were also negative for the presence of trophozoites in the
blood smear.

Regarding the occurrence of ectoparasites, the major-
ity of the free-living animals were infested with ticks of
the species R. microplus (5/15; samples MGI2, MGI3, MGI9,
MGI11, MGI12), D. nitens (5/15; samples MGI8, MGI9,
MGI11, MGI12, MGE1) and A. cajennense (4/15; samples
MGI2, MGI3, MGI11, MGI12). Indeed, from one free-living
M. gouazoubira presenting intraerythrocytic trophozoites in
the blood smear, a total of seven larvae and three
engorged nymphs of Amblyomma sp. were collected. In
contrast, the captive animals maintained at the Fundacio
Zoobotanica de Belo Horizonte were tick-free.

4, Discussion

Although various species of Theileria are known to
infect domestic and wild animals, Theileria (Babesia) equi
is the only hemoparasite of this description to have been
reported in Brazil so far. Moreover, whilst the occurrence of
T. cervi in North American cervids has been widely reported
(Kreieret al. 1962; Lairdet al. 1988; Waldrup et al. 1989;
Kocan and Kocan, 1991), the present study constitutes the
first evidence of T. cervi infectionin South American cervids.
Indeed, since 47.6% (10/21) of the study population exhib-
ited nPCR-positive samples, it is probable that the incidence
of infection by T. cervi amongst the populations of M. goua-
zoubira and B. dichotomus is high. In this context, it is
important to know if the cervid population are hemopara-
site carriers since, when exposed to stress, the animals may
become immunosuppressed thus favouring the emergence
of the clinical signs of parasitism. The incidence of anaemia
(PCV of 17%) in one of the animals with parasitemia indi-
cates that clinical manifestations of T. cervi infection could
occur after capture and handling of M. gouazoubira and B.
dichotomus cervids.

The vector for T. cervi in cervids of North America is A.
americanum, a species of tick whose presence has not
been reported in South America. One of the key research
objectives of our laboratory is to identify hemoparasites
in the salivary glands of ticks that infest wild animals, and
especially cervids, that may represent sources of disease for
ruminants of economical importance. In the present study,
therefore, DNA was extracted from the salivary glands of
nymphs and adults of A. cajennense, a tick that is com-
monly found amongst wild Brazilian cervids, in order to
assay for the presence of Theileria sp. Although all sam-
ples derived from A. cajennense were negative for Theileria
sp., the tick cannot be rejected as a transmission vector for
the hemoparasite since only a small nhumber of samples
were examined and the detection of Theileria sp. DNA was
subject to various technical limitations. Studies employing
molecular and morphological techniques are currently tak-
ing place in our laboratory in order to caste more light onto
this subject and to establish the epidemiology of Theileria
infection.

South America is considered to be an endemic area for
Babesiaspp., and especially the ruminant infecting species
B. bigemina and B. bovis that cause high morbidity and mor-
tality in cattle. However, the number of reports involving
cervids affected by babesiosis in this region is somewhat
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small (Deem et al. 2004; Duarte, 2006; Villas-Boaset al.
2009) in comparison with North Americawhere the occur-
rence of the disease is considerably higher (Emerson and
Wright, 1968; Waldrup et al. 1989, 1992; Holman et al.
2000; Cantuet al. 2007, 2009). The present study revealed
that only two of the animals studied (9.5%) were nPCR-
positive for B. bigemina or B. bovis, although 23.8% of the
population were infested by R. microplus. The incidence of
parasitic infection reported here is lower than values
reported previously for Brazilian cervids (Machado and
Maller, 1996; Duarte, 2007; Villas-Boas et al. 2009).
Although our sample population was rather small, the
results are relevant because of the close proximity between
domestic and wild ruminants (Duarte, 2006). According to
Duarte (2007), the prevalence of hemoparasites in cervids
that inhabit conservation areas (implying an absence of
contact with domestic ruminants) reflects the real sanitary
situation of the wild population, whilst the occurrence of
hemoparasites in cervids that live close to farms may be
influenced by the presence of infectious agents that affect
cattle.

Although diagnosis of infection is normally achieved
through the examination of blood smears, this method
shows poor sensitivity owing to the low level of par-
asitemia in animals infected with T. cervi. Furthermore,
the differential diagnosis between T. cervi and B. bovis by
direct blood examination is not facile even though these
hemoparasites do present distinctive morphological
characteristics, for example, the chromatin in Theileria
trophozoites appears in the formof a cap or demilune cov-
ering the pole and extending down the sides, whereas in
Babesia trophozoites it is normally rounded or extending
down one side only (Kreier, 1977). Generally, therefore,
the direct method is not reliable enough for distinguishing
between these hemoparasites and most especially when
both species occur together in endemic areas. In the present
study, nPCR was shown to be very sensitive and should,
therefore, be employed in the laboratory analysis of blood
derived from wild animals. This type of procedure will pro-
vide more consistent data for mapping the distribution of
hemoparasites that affect the wild fauna of Brazil.

5. Conclusion

In a population of wild and captive cervids, 71.4% of the
animals were infected with hemoprotozoa, including T.
cervi (47.6%), Theileria sp. (14.3%), B. bovis (4.8%) and B.
bigemina (4.8%). Only one of the wild infected cervids
exhibited accentuated anaemia (PCV = 17%). This is first
report of the occurrence of Theileria spp. in Brazilian
cervids.
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Introduction

Summary

Deer are important natural reservoir hosts of Anaplasmataceae. The present study
used nested PCR and nucleotide sequencing to evaluate the occurrence of
Anaplasmataceae species in 23 free-living and six captive specimens of the cervids
Mazama gouazoubira and Blastocerus dichotomus in Minas Gerais State, Brazil.
Blood samples were tested for the presence of Ehrlichia and Anaplasma spp. using
nPCR assays and sequencing of the msp4, mspl and 16S rRNA genes. The identity of
each sequence was confirmed by comparison with sequences available from GenBank
using BLAST software. Of the animals investigated, 93.1% (27/ 29) were infected
with haemoparasites including Anaplasma marginale (79.3%), Ehrlichia chaffeensis
(3.4%), Anaplasma bovis (3.4%) and Anaplasma spp. (assigned to A. platys and A.
phagocytophilum) (17.2%). Co-infection occurred in 20% (6/29) of the deer
examined. Four (13.8%) were infected with A. marginale and Anaplasma sp., one
(3.4%) was infected with A. marginale and E. chaffeensis, and one (3.4%) was
infected with A. marginale and A. bovis. The results of the present study suggest that
cross-protection does not occur in these deer. Immunological cross-reaction occurs
when sera are tested diagnostically because these bacteria are closely related
taxonomically, reinforcing the impor-tance of molecular diagnosis followed by
nucleotide sequencing.

most pathogenic of the species, responsible for extensive
economic losses in tropical and subtropical areas (Gugl-

Anaplasmataceae are obligate intracellular bacteria found
exclusively in membrane-bound vacuoles of the tick and in
host cell cytoplasm (Dumler et al.,, 2001). Following
reclassification of the family Anaplasmataceae, the Ehrlichia
phagocytophila/Anaplasma  group includes Anaplasma
marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis (formerly Ehrlichia
bovis), A. phagocytophilum (formerly E. phagocytophila, E.
equi and the human granulocytic ehrlichiosis-human
granulocytic ehrlichiosis agent) and A. platys (formerly E.
platys). The Ehrlichia canis/Cowdria group includes the
species E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris and E.
ruminantium (Dumler et al., 2001; Kocan et al., 2008).

Anaplasma marginale, A. centrale and A. ovis are found in
erythrocytes of ruminants. Anaplasma marginale is the

ielmone, 1995).

Anaplasma bovis is a rickettsial organism found in
monocytes of ruminants. Clinical signs of infection consist of
sporadic fever lasting for several weeks, reduced body weight,
and possibly death of naive or stressed cattle (Losos, 1986;
Sreekumar et al., 1996). Anaplasma phagocytophilum infects
humans and a wide range of other animal hosts including
rodents, ruminants, felids, horses, donkeys, dogs and birds
(Madigan and Pusterla, 2000; Stuen, 2007).

Ehrlichia chaffeensis causes human monocytic
ehrlichio-sis (HME), a tick-borne zoonosis (Dawson et al.,
1991). This pathogen is responsible for symptomatic
infection in humans and persistent subclinical infections in
deer and canids (Ewing et al., 1995; Dawson et al., 1996).
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Deer can become infected by various members of the
Anaplasmataceae, but the consequences of infection for
deer health are not understood (Duarte, 2007). Haemo-
parasites are a serious problem in domestic ruminants and
they can be in close contact with wild animals, particularly
deer, in South America (Duarte et al, 2001).
Anaplasmataceae have been detected in wild ruminants
worldwide (Kuttler, 1984; Dawson et al., 1994; Little et al.,
1998; de la Fuente et al., 2008). In Brazil, molecular
evidences of A. marginale and E. chaffeensis have been
described in cervids (Machado et al., 2006; Sacchi, 2009;
Picoloto et al., 2010).

Molecular techniques have been used for diagnosis,
molecular phylogeny and genetic diversity of members of
the family Anaplasmataceae infecting cervids (Ewing et
al., 1995; Machado et al., 2006; de la Fuente et al., 2008;
Kawahara et al., 2009; Picoloto et al., 2010). The identifi-
cation of infectious agents in wild animals is not only
crucial for species protection, but also for providing valu-
able information regarding the epidemiological links of a
disease. The aim of the present study was to evaluate the
occurrence of Anaplasmataceae in free-living and captive
cervids Mazama gouazoubira (brown brocket deer) and
Blastocerus dichotomus (Brazilian marsh deer) from the
State of Minas Gerais, Brazil, using nested PCR assays and
nucleotide sequencing.

Materials and Methods

This study was carried out from June 2007 to October
2010. It was approved by the Ethics Committee on Ani-mal
Experimentation (CETEA/UFMG, Belo Horizonte, MG,
Brazil), under protocol n° 142/08, and by the Brazil-ian
Institute for Environment and Natural Renewable
Resources (IBAMA, Belo Horizonte, MG, Brazil) under
licence n° 16064-1.

Deer samples

The deer samples mainly comprised free-living M. goua-
zoubira (n = 23), but also captive M. gouazoubira (n = 2) and
B. dichotomus (n = 4) held in the Fundagdo Zooboténica de
Belo Horizonte (Table 1). The newly caught deer were taken
either to the Instituto Brasileiro do Meio Am-biente e dos
Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA (n = 21) or to the
conservation station Fazenda Engenho d Agua, Ouro Preto,
MG, Brazil (n = 2).

Blood sampling

Whole blood was collected from each deer in vacutainer
tubes containing EDTA. Sampling of M. gouazoubira was
performed within 2 days of capture. Aliquots of blood

J. A.G. Silveira et al.

samples were frozen and stored for subsequent DNA
extraction.

DNA extraction and PCR amplification

DNA was extracted from 300 pl of blood using a Wiz-ards
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
USA) following the manufacturer’s instructions.

The PCR was performed in two stages, a conventional
PCR followed by a nested PCR. An aliquot of the first
amplified PCR product was used for a second PCR with a
second set of primers. These were chosen to amplify the
target sequence of the first PCR, thereby increasing
sensitivity. Sets of primers were used to detect Anaplas-
mataceae species (Table 2). Twice-distilled water was used
as the negative control (no DNA). As positive control,
DNA was extracted from 300 pl of whole blood of host
species of each target parasite. A calf experimentally
infected with the UFMGL1 strain of A. marginale was used
for the amplification of the msp4 and mspla genes (Bastos
et al., 2010); a naturally infected horse diagnosed by blood
smear, nPCR and sequencing as A. phagocytophilum, was
used for the amplification of the 16S rRNA region of
granulocytic erlichiosis, and a dog infected with E. canis
(Jaboticabal strain) (Moreira, 2001) was used for the
amplification of the 16S rRNA region of monocytic
erlichiosis. A BLASTN search was performed to confirm
whether the primers NS16SCH2 forward and reverse could
be used to amplify E. canis samples. The primers presented
100% homology to sequences present in the E. canis 16S
rRNA sequence (accession number: EF195134.1;
AF536827.1; GU810149.1; EU491504.1).

The first reaction mixture comprised 1.2 pul dNTPs
(10 mm), 0.15 pl Taq polymerase (0.05 U), 1.5 ul
reaction buffer IB (1-), 0.6 pul of a solution containing the
mixed primers (10 um) and 10.05 pl sterile ultra-pure
water. A 1.5 pl aliquot of the DNA template was added to
the reaction mixture to give a final volume of 15 pl.

The second reaction mixture comprised 2.0 pl dNTPs
(120 mm), 0.25 ul Taqg polymerase (0.05 U), 2.5 pl reaction
buffer IB (1-), 1.0 ul of a solution containing the mixed
primers (10 um) and 16.75 pl sterile ultra-pure water. An
aliquot (2.5 pl) of amplicon obtained in the first reaction
was added to the reaction mixture to give a final volume of
25 pl. Amplification was carried out under the conditions
already described.

Amplification was performed using an Eppendorf Mas-

tercycler® (Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brazil) thermocycler.
The programme used to amplify A. marginale/A. ovis and E.
chaffeensis was as follows: 94°C for 5 min (initial
denaturation step); 30 cycles of 92°C for 1 min (denatur-
ation), 54°C for 1 min (annealing), 72°C for 2 min
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Table 1. Anaplasmataceae infection of 29 deer from the state of Minas Gerais, Brazil as determined by nested PCR, followed by sequencing and

characterization of the cervids examined with respect to sex, age and species

Anaplasma spp.

Ehrlichia (assigned to A. platys Anaplasma Anaplasma
Species Sample Age/sexa chaffeensis and A. phagocytophilum) bovis marginale
Mazama gouazoubira MGI1 Adult male
MGI2 Adult female
MGI3 Adult male + +
MGI4 Young female +
MGI5 Adult female +
MGI6 Adult male +
MGI7 Fawn female +
MGI8 Adult female +
MGI9 Fawn female
MGI10 Young female +
MGI11 Adult female + +
MGI12 Adult female
MGI13 Fawn female
MGI14 Fawn male +
MGI15 Adult male + +
MGI16 Unkown +
MGI17 Adult male +
MGI18 Young female +
MGI19 Fawn female +
MGI20 Young male +
MGI21 Adult male +
MGE1 Adult male +
MGE2 Adult male +
MGZBH1 Adult female +
MGZBH2 Adult male
Blastocerus dichotomus BDZBH1 Adult female
BDzZBH2 Adult male +
BDZBH3 Adult male +
BDZBH4 Adult male + +
Total 1 5 1 23

Young: fawn features without hair with white spots; Adult: mature animal features.

®Determination of the age: Fawn: 1-2 months.

(extension); and a final extension step at 72°C for 8 min.
Following amplification, reaction mixtures were main-
tained at 12°C. PCR amplicons were separated by electro-
phoresis on 1% agarose gel (40 min, 100 V), stained with
gel red (Biotium, S&o Paulo, SP, Brazil) and visualized
under ultraviolet light. The primers to granulocytic ehr-
lichiosis were amplified following Silaghi (2008).

Some samples positive for msp4 genes were also charac-
terized for the A. marginale mspla-specific gene, which
has been previously demonstrated to code to a protein
presenting a different number and composition of tan-dem
repeats (de la Fuente et al., 2007). The programme used
was: 94°C for 5 min; 30 cycles each of 94°C for 30 s, 60°C
for 1 min, and 72°C for 90 s; and a final extension step at
72°C for 5 min.

Products were separated by electrophoresis, visualized
as already described and subsequently purified with the

aid of QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Biotecno-
logia Brasil, Sa“o Paulo, Brazil) following the manufac-
turer’s instructions. Sequencing of the purified amplicons
was performed on a MegaBACE 1000 DNA Analysis Sys-
tem (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) using second
reaction primers. Sequences were aligned, edited and
analysed at URL http://asparagin.cenargen.embrapa.br/
phph/and using MEGA 5.0 software. The identity of each
sequence was confirmed by comparison with sequences
available at GenBank using BLAST software. Phylogenetic
analyses of mspla genes were implemented using MEGA
5.0 version (Tamura et al., 2011).

Nucleotide sequence accession numbers

The msp4, mspla and 16S rRNA gene sequences have
been deposited in the GenBank under accession numbers:
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Table 2. Specific primers for the detection of species of the Anaplasmataceae
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Product
Specificity Primer sequence (5¢ para 3¢) Name size (pb) Target Reference
Anaplasma marginale/Anaplasma ovis
1st reaction GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC  MSP45 872 msp4 de la Fuente et al., 2008
CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC MSP43
2nd reaction CGCCAGCAAACTTTTCCAAA AnapF 294 msp4 2
ATATGGGGACACAGGCAAAT AnapR
Anaplasma marginale
1st reaction GCTTTACGCCGCCGCCTGCGCC MSP1aP 2000 mspla de la Fuente et al., 2001a,b,c
GCATTACAACGCAACCGTTGA MSP1a3
2nd reaction TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGT MSP1aNF 800 mspla Bastos et al., 2009
CACCGCCAAACATGAAGTCGACAA MSP1aNR
Monocytic Ehrlichiae
1st reaction ACGGACAATTGCTTATAGCCTT NS16SCH1F 1195 16S rRNA Kawahara et al., 2009
ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT NS16SCH1R
2nd reaction GGGCACGTAGGTGGACTAG NS16SCH2F 443 16S rRNA Kawahara et al., 2009
CCTGTTAGGAGGGATACGAC NS16SCH2R
Granulocytic Ehrlichiae
1st reaction CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC GE3a 932 16S rRNA Massung et al., 1998
TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC GE10r
2nd reaction AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT GESf 546 16S rRNA Massung et al., 1998
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG GE2

aAnapIasma MSP4 fragment identified by aligning sequences from Anaplasma marginale/Anaplasma ovis available at GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), (gi|110535336|; gi|110535352|; gi|110535367; gi|110535375).

JN022556; IJN022557,
JN022561; IJN022562;
JN022566; JN022567; JN022568; JN022569;
JN022571; JN022572; IJN022573; IJN022574;
JF952889; JF952890; JF952891; JF952892;
JF952894; JN885130; JN885131; IJN885132;
JNB885134; JN885135.

JN022558;
JN022563;

JN022559;
JN022564;

JN022560;
JN022565;
JN022570;
JF952888,;
JF952893;
JN885133;

Results

Deer blood samples were tested for infection with the

Ehrlichia phagocytophila/Anaplasma group and E. chaffe-
ensis, by nPCR analysis. PCR products were sequenced to
determine the micro-organism identity. The msp4 and
mspla genes fragments were used for A. marginale, and
16S rRNA gene fragments were used for other Ana-
plasma/Ehrlichia species.

Based on the sequencing results of the msp4 gene
fragment, 79.3% of deer tested positive for A. marginale
(23/29). This comprised 73.9% (17/23) of free-living
M. gouazoubira, 50% (1/2) of captive M. gouazoubira and
100% (4/4) of captive B. dichotomus. BLASTN analysis of the
amplicon sequences from msp4 genes showed 94-100%
similarity with A. marginale strains deposited in GenBank.

The strains positive to the msp4 gene fragment were
tested for MSP1a for molecular characterization of the
isolates through tandem analysis of the translated gene
product, which varies among geographic isolates (de la

Table 3. MSP1a repeat sequence comparison between strains MGI8,
MGI10, MGI11, MGI15, MGI19 and BDZBH4

Anaplasma Encoded sequence Repeat form
marginale oSS ASGQQQESSVSSQSE-ASTSSQLG- A
genotype
MGI8 PG- I**[***DQ Undescribed
MGI10 A L***G Undescribed
MGI11 S*G*T L***DQ Undescribed
MGI15 T L*P*GQ Srxx Undescribed
T L***DQ 13
T L***DQ il 18
MGI19 AE L****DQ Undescribed
BDZBH4 AE L***DQ Undescribed
AE***E L***DQ Undescribed
(=119)

Fuente et al., 2007). Six strains (MGI8, MGI10, MGI11,
MGI15, MGI19 and BDZBH4) were positive and have
been successfully sequenced. Six MSP1a repeat sequences
that have not been previously described, and the repeat
forms 13 and 18, were identified (Table 3).

One free-living M. gouazoubira tested was positive for
E. chaffeensis primers NS16SCH1 and 2), and BLAST
analysis showed 100% Query coverage and 99% maxi-
mum identity, with E. chaffeensis strains deposited in
GenBank (CP000236.1; AF147752.2; U60476.1;
U86665.1).

#2011 Blackwell Verlag GmbH ¢ Transboundary and Emerging Diseases.
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The samples amplified with the primers for granulo-
cytic ehrlichiosis (Table 2) showed identity with A. bovis,
A. phagocytophilum and A. platys. One B. dichotomus was
positive only for A. bovis (99% Query coverage, and 98%
maximum identity) (GU556627.1; U03775.1). Five sam-
ples from free-living deer showed identity with both A.
platys (Query coverage and maximum identity 99% or
100%) and A. phagocytophilum (Query coverage 100% and
maximum identity 98% or 99%). The sequences tested
differed from A. phagocytophilum deposited sequences
(GU556621.1, HM138366.1) in four nucleotides along the
sequences, whereas there were four nucleotide differences
in the primer GE9f when compared to the A. platys
sequences in  NCBI (GQ395384.1, AY821826.1).
Therefore, it was not possible to define the organism from
which these sequences were derived.

Co-infection occurred in 6 of 29 (20%) deer examined (five
M. gouazoubira and one B. dichotomus). Four animals
(13.8%) were infected with A. marginale and Anaplasma sp.
(identified as A. platys and A. phagocytophilum by com-
parison with sequences available at GenBank using BLAST
software), one animal (3.4%) was infected with A. marginale
and E. chaffeensis, and one (3.4%) was infected with A.
marginale and A. bovis.

Discussion

Our study showed that M. gouazoubira and the B.
dichotomus held in Minas Gerais were naturally infected
with four species of Anaplasmataceae and that co-infection
occurred. In addition, other tick-borne pathogens of the
order Piroplasmida have been ascribed to the same cervid
population (Silveira et al., 2011). Machado et al. (2006)
and Picoloto et al. (2010) have shown that Brazilian cer-
vids can be infected with E. chaffeensis and A. marginale.
Wild deer from two Japanese islands were naturally
infected with four species of Anaplasmataceae with occur-
rences of co-infection (Kawahara et al., 2006). These data
suggest that deer may function as sentinel species for
determining the geographic distribution of these organisms.

Bovine anaplasmosis is reported to be enzootic in the
cattle of South America (Guglielmone, 1995). Several
major protein surfaces (MSP) involved in interactions with
vertebrate and invertebrate host cells have been used for
molecular characterization of A. marginale isolates (de la
Fuente et al., 2001a). The msp4 genes of A. marginale have
been used in phylogeographic studies as this gene exhibits
sufficient sequence variation (de la Fuente et al., 2001b).
There are no substantiating field studies showing that
wildlife can serve as an infection reservoir for cattle, and
therefore, the control of A. marginale has been focused on
cattle and ticks rather than on wild ruminants

#2011 Blackwell Verlag GmbH » Transboundary and Emerging Diseases.
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(Aubry and Geale, 2010). However, the present study
demonstrated a high per cent of deer infected by A. mar-
ginale (79.3%), a higher prevalence of infection in natu-
rally infected deer than found in other studies using
molecular analysis (Machado et al., 2006; Picoloto et al.,
2010).

Three of the five M. gouazoubira fawns examined were
positive for A. marginale (Table 1). The fawns were esti-
mated to be <2 months old, based on fur colouration
(Tiepolo and Tomas, 2011). These data show that M.
gouazoubira can be infected by this pathogen at an early
age. In the present study, the majority of the free-living
animals were captured from livestock rearing or
anthropogenic areas, and the biologic vector of A. mar-
ginale, the tick Rhipicephalus microplus, has been found
on some of these deer (Silveira et al., 2011).

Major surface protein, MSP1a, has been shown to be
involved in adhesion for both bovine erythrocytes and tick
cells, (McGarey and Allred, 1994; McGarey et al., 1994).
The mspla genes have been used to compare A. marginale
geographic strains through molecular weight and the
variable number of tandem 23-31 amino acid repeats (de la
Fuente et al., 2001c, 2004). Six MSP1a repeat sequences
that have not been previously described were identified in
the present study, reinforcing the con-cept of genetic
heterogeneity of A. marginale strains in endemic regions
worldwide (de la Fuente et al., 2007). It is conceivable that
an increase in the number of analysed sequences will lead
to an increase in the number of tandems. However, there is
a possibility that these new tan-dem sequences are because
of host specificity. The present study analysed A.
marginale strains isolated from deer and found different
tandems to the mspla gene, which is not unexpected, given
the high number of tandems described for this gene (de la
Fuente et al., 2007). The repeat form 13 has been found in
A. marginale strains from Latin America and South Africa,
locations with a common tick vector, Boophilus spp. (de la
Fuente et al., 2007). This repeat form was identified in the
present study. The tick R. microplus, formerly Boophilus
microplus, was identified on various cervids analysed in
this study (Silveira et al., 2011). Therefore, it is possible
that this tick species could be responsible for transmitting
A. marginale to deer in the region under study.

Ehrlichia chaffeensis causes HME, a tick-borne zoonosis
(Dawson et al., 1991). White-tailed-deer, Odocoileus
virginianus, have been implicated as a potential reservoir for
E. chaffeensis in the United States, with the tick Amblyomma
americanum as the principal vector (Dawson et al., 1994;
Ewing et al., 1995). The first report of Ehrlichia chaffeensis in
Brazil was detected by nPCR in B. dichotomus; hence, the
species was implicated as a potential reservoir for E.
chaffeensis (Machado et al., 2006).
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An indirect fluorescent antibody test was used to assess the
B. dichotomus population from the same region, and E.
chaffeensis antibodies were detected in more than 80% of
the sera tested. In DNA analysis, E. chaffeensis were
detected in more to 45% to the same samples (Sacchi,
2009). The present study showed M. gouazoubira to be
infected with E. chaffeensis, reinforcing the role of cervids
as a potential reservoir for E. chaffeensis.

Anaplasma bovis was detected in a single captive B. di-
chotomus that had been maintained for some years in the
Fundagdo Zooboténica de Belo Horizonte Minas Gerais.
While Anaplasma bovis infection has been detected in deer
from Japan and South Korea (Kawahara et al., 2006; Lee et
al., 2009), to our knowledge, this is the first report of A.
bovis infection in deer from Brazil.

The amplified products from the five samples from
M. gouazoubira showed identity with A.platys and

A. phagocytophilum. Four nucleotide differences between the
deer strains and A. phagocytophilum were evident along the
sequences, but were insufficient to allow species
identification. Anaplasma sp. from white-tailed deer isolated
by tick cell culture was assigned to A. phagocytophilum, A.
platys, and A. marginale, with highest similarity to A. platys
followed by A. phagocytophilum (Munderloh et al., 2003).
Anaplasma phagocytophilum was identified by serologic
methods and by PCR test in Brazilian marsh deer (B.
dichotomus), and sequences of these samples demonstrated
relatedness to a sample of Anaplasma spp. which came from
the small intestine of Anopheles mosquitoes, as well as
samples of A. platys (Sacchi, 2009).

Anaplasma platys has been report in dogs in Brazil
(Santos et al., 2007; Ramos et al., 2010), and in the USA,
the white-tailed-deer is a potential reservoir of A. phago-
cytophilum (Munderloh et al., 2003). The commercial

ELISA KIT (IDEXX®) is capable of detecting A. phagocy-
tophilum antibodies, and according to the manufacturer, it
appears to have a serological cross-reaction with A. platys,
reinforcing the close relatedness between these agents
(Ferreira et al., 2008). However, according to Uilenberg et
al. (2004), gene sequences from small portions of the
genome should be carefully analysed to reveal taxonomic
differences.

The suspected tick vector for A. platys in Brazil is Rhi-
picephalus sanguineus (Dantas-Torres, 2008), and parasitism
by R. sanguineus ticks of hosts other than dogs appears to be
rare in some areas where they occur (Labruna and Pereira,
2001; Walker et al., 2005). Hard ticks of the genus Ixodes are
vectors of A. phagocytophilum. The main vectors in Europe
and the east and west coasts of North America are Ixodes
ricinus, 1. scapularis and I. pacificus, respectively (Parola et
al., 2005).

The vectors of A. phagocytophilum, A. platys and A. bo-
vis in Brazil are not known, but the ticks found on the
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cervids of the present study were Amblyomma cajennense,
Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens (Silveira
etal., 2011).

Conclusion

Brazilian cervids can be infected with many species of
Anaplasmataceae. The results of the present study suggest
that cross-protection does not occur in these animals. Deer
were co-infected with members of the Anaplasmataceae,
reinforcing the importance of molecular diagnosis followed
by nucleotide sequencing to identify co-occurring species
that may infect animals that have not previously been
considered natural hosts to some of these micro-organisms.

Acknowledgements

The authors are grateful to CAPES (Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), to
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Re-
cursos Naturais Renovaveis), to Fundagdo Zoobotéanica de
Belo Horizonte, to conservation station Fazenda Engenho
d’agua and to Veterinary Clinics Cées e amigos and Leo-
nardo Maciel. We thank Lucidus Consultancy for improv-
ing the English and for all contributions that allowed us to
execute the present study.

References

Aubry, P., and D. W. Geale, 2010: A review of bovine anaplas-
mosis. Transbound. Emerg. Dis. 58, 1-30.

Bastos, C. V., L. M. F. Passos, M. M. C. Vasconcelos, and
M. F. B. Ribeiro, 2009: In vitro establishment and propaga-
tion of a Brazilian strain of Anaplasma marginale with
appendage in IDE8 (Ixodes scapularis) cells. Braz. J. Micro-
biol. 40, 399-403.

Bastos, C. V., L. M. F. Passos, E. J. Facury-Filho, E. M. Rabelo,
J. de la Fuente, and M. F. B. Ribeiro, 2010: Protection in the
absence of exclusion between two Brazilian isolates of
Anaplasma marginale in experimentally infected calves. Vet. J.
186, 374-378.

Dantas-Torres, F., 2008: Canine vector-borne diseases in Brazil.
Parasit. Vectors 8, 1-17.

Dawson, J. E., B. E. Anderson, D. B. Fishbein, J. L. Sanchez, C.
S. Goldsmith, K. H. Wilson, and C. W. Duntley, 1991:
Isolation and characterization of an Ehrlichia sp. from a patient
with human ehrlichiosis. J.Clin. Microbiol. 29, 2741 2745.

Dawson, J. E., J. E. Childs, K. L. Biggie, D. Moore, D. Stallkn-
echt, J. Shaddock, J. Bouseman, E. Hofmeister, and J. G. Ol-
son, 1994: White-tailed-deer as a potential reservoir of
Ehrlichia spp. J. Wildl. Dis. 30, 162-167.

#2011 Blackwell Verlag GmbH ¢ Transboundary and Emerging Diseases.

61



J. A. G. Silveira et al.

Dawson, J. E., K. L. Biggie, C. K. Warner, K. Cookson, S. Jen-
kins, J. F. Levine, and J. G. Olson, 1996: Polymerase chain
reaction evidence of Ehrlichia chaffeensis, and etiologic agent of
human ehrlichiosis, in dogs from southest Virginia. Am.

J. Vet. Res.57, 1175-1179.

Duarte, J. M. B., 2007: Salide populacional em cervideos, o desafio
da Medicina da Conserva¢do. One World-One Health: Brazil
2007 — Symposium Healthy Ecosystems, Live-stock and Human
Livelihoods: An Innovative Public-Private Partnership. Available
at http://www.oneworldonehealth.org/
oct2007/presentations/duarte.html (accessed January 24,

2010).

Duarte, J. M. B., M. L. Merino, S. Gonzalez, A. L. V. Nunes, J. M.
Garcia, M. P. J. Szabot, J. R. Pondolfi, I. G. Arantes, A.A. do
Nascimento, R. Z. Machado, J. P. Araujo Jr, J. L. Ca- tao-Dias,
K. Werther, J. E. Garcia, R. J. S. Girio, and E. R. Matushima,
2001: Order Artiodactyla, family Cervidae
(deer). In: Fowler, M. E. and Z. S. Cubas (eds), Biology,
Medicine, and Surgery of South American Wild Animals, pp.
402-422. lowa State University Press, Ames, IA. Dumler, J.

S., A. F. Barbet, C. P. J. Bekker, G. A. Daseh,

G. A. Palmer, S. C. Ray, Y. Rikihisa, and F. R. Ru- ramgirwa,
2001: Reorganization of genera in the families Rickettsiaceae
and Anaplasmataceae in the other Rickettsi- ales: unification
of some species of Ehrlichia with Ana- plasma, Cowdria with
Ehrlichia and Ehrlichia with Neorickettsia, descriptions of six
new species combinations and designations of Ehrlichia
phagocytophila. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 51, 2145-2165.

Ewing, S. A., J. E. Dawson, A. A. Kocan, R. W. Barker,

C. K. Warner, R. J. Panciera, J. C. Fox, K. M. Kocan, and E. F.
Blouin, 1995: Experimental transmission of Ehrlichia chaffeensis
(Rickettsiales: Ehrlichiae) among White-tailed- deer by
Amblyomma americanum (Acari: Ixodidae). J. Med. Entomol.
32, 368-374.

Ferreira, R. F., A. M. F. Cerqueira, A. M. Pereira, P. B. Vel-ho,
R. R. M. Azevedo, I. L. F. Rodrigues, and N. R. P. Al-
mosny, 2008: Cross-reaction evaluation of PCR-Anaplasma
platys positive dogs tested to Anaplasma phagocytophilum
antibodies by commercial ELISA.Rev. Bras. Parasitol. Vet.

17, 5-8.

de la Fuente, J., J. C. Garcia-Garcia, E. F. Blouin, and
K. M. Kocan, 2001a: Differential adhesion of major surface
proteins 1a and 1b of the ehrlichial cattle pathogen Ana-
plasma marginale to bovine erythrocytes and tick cells. Int. J.
Parasitol. 31, 145-153.

de la Fuente, J., R. A. Van Den Bussche, and K. M. Kocan,
2001b: Molecular phylogeny and biogeography of North
American isolates of Anaplasma marginale (Rickettsiaceae:
Ehrlichieae). Vet. Parasitol. 97, 65-76.

de la Fuente, J., J. C. Garcia-Garcia, E. F. Blouin, S. D. Rodri-
guez, M. A. Garcia, and K. M. Kocan, 2001c: Evolution and
function of tandem repeats in the major surface protein la of
the ehrlichial pathogen Anaplasma marginale. Anim. Health Res.
Rev.2, 163-173.

2 2011 Blackwell Verlag GmbH « Transhoundary and Emerging Diseases.

Molecular Detection of Anaplasmataceae in Brazilian Deer

de la Fuente, J., L. M. F. Passos, R. A. Van Den Bussche,

M. F. B. Ribeiro, E. J. Facury-Filho, and K. M. Kocan, 2004:
Genetic diversity and molecular phylogeny of Anaplasma
marginale isolates from Minas Gerais, Brazil. Vet. Parasitol.
121, 307-316.

de la Fuente, J., P. Ruybal, M. S. Mtshali, V. Naranjo, L. Shug- ing,
A.J. Mangold, S.D. Rodriguez, R. Jiménez, J. Vicente, R.
Moretta, A. Torina, C. Almazan, P. M. Mbati, S. de Echa- ide
Torioni, M. Farber, R. Rosario-Cruz, C. Gortazar, and
K. M. Kocan, 2007: Analysis of world strains of Anaplasma
marginale using major surface protein la repeat sequences.
Vet. Microbiol. 119, 382-390.

de la Fuente, J., F. Ruiz-Fons, V. Naranjo, A. Torina, O.
Rodriguez, and C. Gortazar, 2008: Evidence of Anaplasma
infections in European roe deer (Capreolus capreolus) from
southern Spain. Res. Vet. Sci. 84, 382-386.

Guglielmone, A. A., 1995: Epidemiology of babesiosis and ana-
plasmosis in South and Central America. Vet. Parasitol. 57,
109-120.

Kawahara, M., Y. Rikihisa, Q. Lin, E. Isogai, K. Tahara,

A. Itagaki, Y. Hiramitsu, and T. Tajima, 2006: Novel genetic
variants of Anaplama phagocytophilum, Anaplasma bovis,
Anaplasma centrale, and a novel Ehrlichia sp. in wild deer and
ticks on two major Islands in Japan. Appl. Environ. Microbiol.
72, 1102-1109.

Kawahara, M., T. Tajima, H. Torii, M. Yabutani, J. I. M. Harasa- wa,
E. Isogai, and Y. Rikihisa, 2009: Ehrlichia chaffeensis infec- tion of
Sikadeer, Japan. Emerg. Infect. Dis. 15, 1991-1993.

Kocan, K. M., J. de la Fuente, and E. F. Blouin, 2008: Advances
toward understanding the molecular biology of the
Anaplasma-tick interface. Front. Biosci. 13, 7032—7045.

Kuttler, K. L., 1984: Anaplasma infections in wild and domes- tic
ruminants: a review. J. Wildl. Dis. 20, 12-20.

Labruna, M. B.,and M. C. Pereira, 2001: Carrapatos em c2s no
Brasil. Clin. Vet. 30, 24-32.

Lee, M., D, Yu, J. Yoon, Y. Li,J. Lee, and J. Park, 2009: Natu- ral
co-infection of Ehrlichia chaffeensis and Anaplasma bovis in a
deer in South Korea. J. Vet. Med. Sci. 71, 101-103.

Little, S. E., D. E. Stallknecht, J. M. Lockhart, J. E. Dawson, and
W. Davidson, 1998: Natural coinfection of a white- tailed
deer (Odocoileus virginianus) population with three Ehrlichia
spp. J. Parasitol. 84, 897-901.

Losos, G. J., 1986: Infectious Tropical diseases of Domestic ani-
mals. Longman Sicientific & Technical, Ottawa, ON, Can- ada,
pp. 938.

Machado, R. Z., J. M. B. Duarte, A.S. Dagnone, and M. P. J.
Szabot, 2006: Detection of Ehrlichia chaffeensis in Brazilian
marsh deer (Blastocerus dichotomus). Vet. Parasitol. 139,
262-266.

Madigan, J. E., and N. Pusterla, 2000: Ehrlichial diseases. Vet.
Clin. North Am Equine Pract. 16, 487-499.

Massung, R. F., K. Slater, J. H. Owens, W. L. Nicholson,

T. N. Mather, V. B. Solberg, and J. G. Olson, 1998: Nested
PCR assay for the detection of granulocytic ehrlichiae. J. Clin.
Microbiol. 36, 1090-1095.

62


http://www.oneworldonehealth.org/

Molecular Detection of Anaplasmataceae in Brazilian Deer

McGarey, D. J., and D. R. Allred, 1994: Characterization of
hemagglutinating components on the Anaplasma marginale
initial bodysurface and identification of possible adhesins.
Infect. Immun. 62, 4587-4593.

McGarey, D. J., A. F. Barbet, G. H. Palmer, T. C. McGuire, and
D. R. Allred, 1994: Putative adhesins of Anaplasma
marginale: major surface polypeptides 1a and 1b. Infect.
Immun. 62, 4594-4601.

Moreira, S. M., 2001: Estudo retrospectivo (1998-2001) da
erliquiose canina em Belo Horizonte: avaliaggo clinica e
laboratorial de infecgtes experimentais. PhD thesis, Escolade
Veterinaria da UFMG, Belo Horizonte, Brazil.

Munderloh, U. G., C. M. Tate, M. J. Lynch, E. W. Howerth,

T. J. Kurtti, and W. R. Davidson, 2003: Isolation of na Ana-
plasma sp.organism from White-tailed-deer by tick cell cul- ture.
J. Clin. Microbiol. 41, 4328-4335.

Parola, P., B. Davoust, and D. Raoult, 2005: Tick- and flea-
borne rickettsial emerging zoonoses. Vet. Res. 36, 469-492.

Picoloto, G., R. Ferreira de Lima, L. A. O. Olegario, C. M. E.
Carvalho, A. C. R. Lacerda, W. M. Tomas, P. A. L. Borges, A.
O. Pellegrin, and C. R. Madruga, 2010: Real time poly- merase
chain reaction to diagnose Anaplasma marginale in cattle and
deer (Ozotoceros bezoarticus leucogaster) of the Brazilian
Pantanal. Rev.Bras. Parasitol. Vet. 19, 186-188.

Ramos, R., C. Ramos, F. Araijo, R. Oliveira, I. Souza, D. Pi-
mentel, M. Galindo, M. Santana, E. Rosas, M. Faustino, and L.
Alves, 2010: Molecular survey and genetic characterization of
tick-borne pathogens in dogs in metropolitan Recife (north-
eastern Brazil). Parasitol. Res.107, 1115-1120.

Sacchi, A. B. V., 2009. Identificacid e Prevaléncia de Agentes
Rickettsiais (Rickettsiales: Anaplasmataceae) em Cervo-do-
pantanal (Blastocerusdichotomus) utilizando métodos sorolo
gico e molecular. PhD thesis, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, Jaboticabal, Brazil.

Santos, F., J. S. Coppede, A. L. A. Pereira, L. P. Oliveira, P. G.
Roberto, R. B. R. Benedetti, L. B. Zucoloto, F. Lucas, L.

J. A. G. Silveira et al.

Sobreira, and M. Marins, 2007: Molecular evaluation of the
incidence of Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Babesia spp.
in dogs from Ribeirao Preto, Brazil. Vet. J. 179, 145-

148.

Silaghi, C. H. A., 2008: Prevalence and genetic analysis of Ana-
plasma phagocytophilum and spotted fever group rickettsiae in
the tick Ixodesricinus in urban and periurban sites in
southern Germany. PhD thesis, Ludwig-Maximilians-Univer-
sitét, Munchen, Germany.

Silveira, J. A. G, E. M. L. Rabelo, and M. F. B. Ribeiro, 2011:
Detection of Theileria and Babesiain brown brocket deer
(Mazama gouazoubira) and marsh deer (Blastocerusdichoto-
mus) in the State of Minas Gerais, Brazil. Vet. Parasitol. 177,
61-66.

Sreekumar, C., S. Anandan, S. Balasundaram, and G. Rajavelu,
1996: Morphology and staining characteristics of Ehrlichia
bovis. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 19, 79-83.

Stuen, S., 2007: Anaplasma phagocytophilum — the most wide-
spread tick-borne infection in animals in Europe. Vet. Res.
Commun. 31, 79-84.

Tamura, K., D. Peterson, N. Peterson, G. Stecher, M. Nei, and S.
Kumar, 2011: MEGAS5: molecular evolutionary genetics analysis
using maximum likelihood, evolutionary distance, and
maximum parsimony methods. Mol. Biol. Evol. 28,

2731-2739.

Tiepolo, L. M., and W. M. Tomas, 2011: FamUlia Cervidae. In:
Reis, N. R., A. L. Peracchi, W. A. Pedro and I. P. Lima (eds),
Ordem Artiodactyla, pp. 293-307. Mamiferos do Bra-
sil, Londrina.

Uilenberg, G., F. Thiaucourt, and F. Jongejan, 2004: On molec- ular
taxonomy: what is in a name? Exp. Appl. Acarol. 32,

301-312.

Walker, J. B., J. E. Keirans, and |. G. Horak, 2005: The Genus
Rhipicephalus (Acari: Ixodidae): A Guide to the Brown Ticks of
the World. Cambridge University Press, Cambridge, pp.

643.

63



5.1.3 Resultados e discussédo que ndo constam nos artigos publicados
5.1.3.1 Deteccdo de hemoprotozoarios e ixodideos em cervideos capturados apés

submissdo do artigo do item 5.1.1.1

Apo0s a submissdo do artigo, foram capturados mais oito veados-catingueiros de vida
livre (MGI14 a MGI21). No nPCR, sete (87,5%) foram positivos (MGI15 a MGI21) e
apos o sequenciamento nucleotidico, todos obtiveram similaridade com T. cervi
(méxima identidade de 98% a 100%). Em trés dos cervideos foram realizados
esfregacos sanguineos e todos eles apresentaram trofozoitos intraeritrociticos. O volume

globular variou de 25 a 41%.

Em relacdo aos carrapatos, dos oito cervideos examinados, quatro estavam infectados
por carrapatos (MGI15 a MGI17 e MGI19). Dois animais estavam infestados por
Rhipicephalus microplus, dois por Dermacentor nitens e dois por Amblyomma
cajennense. A coinfestacdo ocorreu em dois animais, sendo que o MGI16 estava
parasitado por R. microplus e D. nitens e 0 MGI17 por R. microplus e A. cajennense
(TAB. 7).

Considerando todos os 29 cervideos capturados no estado de Minas Gerais, 21 (72,4%)
foram positivos no nPCR para hemoprotozoarios. Das 21 amostras positivas, 16
(76,2%) obtiveram similaridade com T. cervi, trés (14,3%) com Theileria sp., uma
(4,7%) com B. bovis e uma (4,7%) com B. bigemina. Coinfec¢cdo com mais de uma
especie de Apicomplexa ndo foi detectada em nehnum dos animais. Dos 21 animais
parasitados, dez (47,6%) eram machos adultos, sete (33,3%) eram fémeas adultas, um
(4,7%) era macho filhote, dois (9,5%) eram fémeas filhotes e um (4,7%) ndo tinha

dados.

Em relacdo aos 23 animais de vida livre, 18 (78,2%) estavam positivos no nPCR para
hemoprotozoarios. Dos animais positivos, 14 (77,7%) por T. cervi, trés (16,6%) por
Theileria sp. e um (5,5%) por B. bigemina. Dos 21 animais oriundos do IBAMA, 16
(76,2%) estavam parasitados por Theileria spp., sendo trés (14,3%) por Theileria sp. e
13 (61,9%) por T. cervi. Em nenhum dos animais foi detectado Babesia spp. Dos dois
animais oriundos da Fazenda Engenho-d’agua, um (50%) estava parasitado por B.

bigemina e o outro (50%) por T. cervi. Dos seis cervideos da Fundacdo Zooboténica de
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Belo Horizonte, trés (50%) estavam parasitados, sendo que dois (33,3%) estavam
parasitados por T. cervi, e um (16,6%) por B. bovis. Considerando as especies de
cervideos em cativeiro, dos dois M. gouazoubira, um estava parasitado por T. cervi e

dos quatro B. dichotomus, em um foi detectado T. cervi e em outro B. bovis (TAB. 1).
TABELA 1

Frequéncia de infeccdo por hemoprotozarios nos cervideos do estado de Minas Gerais, capturados em

2010, conforme a origem ou a espécie do animal

Animais nPCR  Theileriasp. T.cervi B.bigemina B. bovis
MG 21/29 3/29 16/29 1/29 1/29
(72,4%) (10,3%) (55,2%) (3,4%) (3,4%)
Vida livre 23/18 3/23 14/23 1/23 0/23
M. gouazoubira  (78,2%) (13%) (60,8%) (4,3%)
IBAMA 16/21 3/21 13/21
M. gouazoubira  (76,2%) (14,3%) (62%) 0721 0/21
Fazenda Engenho 2/2 02 1/2 1/2 02
M. gouazoubira  (100%) (50%) (50%)
L 3/6 2/6 1/6
Cativeiro (50%) 0/6 (33,3%) 0/6 (16.6%)
Zoo 1/2
M. gouazoubira 1/2 072 (50%) 072 072
Zoo 2/4 1/4 1/4
B. dichotomus  (50%) 0/4 (25%) 0/4 (25%)

A infestacdo por carrapatos foi observada somente nos cervideos de vida livre (TAB. 2).
Dos 23 animais de vida livre, onze (47,8%) estavam parasitados por carrapatos, sendo
sete (30,4%) parasitados por R. microplus, oito (34,8%) por D. nitens, e seis (26%) por
A cajennense. A coinfestacdo ocorreu em sete (30,4%) dos 23 cervideos, sendo que trés
(13%) estavam parasitados por R. microplus e A. cajennense, dois (8,7%) estavam
parasitados por R. microplus e D. nitens e dois (8,7%) estavam parasitados por trés
espécies de ixodideos. Dos onze M. gouazoubira infestados por carrapatos, quatro
(36,4%) eram fémeas adultas, quatro (36,4%) eram machos adultos, dois (18,2%) eram

fémeas filhotes e um (9%) cervideo ndo tinha dados.
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TABELA?2

Frequéncia da infestacdo por ixodideos em M. gouazoubira, pertencentes ao estado de Minas Gerais,

capturados em 2010, conforme a origem do animal

I o R. D. A. R. micropluse R. microplus e R. mlgroplus,
Animais Parasitismo . . . . . D. nitens e
microplus nitens cajennense D. nitens A. cajennense A cai
. cajennense
Vida livre 11/23 7123 8/23 6/23 2/23 3/23 2/23
(47,8%) (30,4%) (34,8%) (26%) (8,7%) (13%) (8,7%)
IBAMA 10/21 7121 7/21 6/21 2/21 3/21 2/21
(47,6%) (33,3%) (33,3%) (28,6%) (9,5%) (14,3%) (9,5%)
Fazenda
1/2 1/2
Engenho (50%) 0/2 (50%) 0/2 0/2 0/2 0/2

5.1.3.2 Estudo da transmissdo dos hemoparasitos pelos ixodideos

Amostras de hemolinfa foram coletadas de espécimes de A. cajennense e R. microplus
oriundas dos cervideos MGI11, MGI12 e MGI22. Nos exames de esfregaco de
hemolinfa corados por Panético Rapido, ndo foram encontrados esporocinetos de

Babesia/Theileria ou corpusculos de hemoparasitos nos hemacitos.

Diferentes reacfes de nPCR foram realizadas em DNA extraido de glandulas salivares
de carrapatos oriundos dos cervideos para a procura de parasitos dos géneros Babesia,
Theileria, Anaplasma e Ehrlichia. Foram analisadas as glandulas salivares de espécimes
de A. cajennense oriundas dos cervideos MGI11 e MGI19 (colhidas ninfas e analisadas
as glandulas dos adultos, conforme metodologia descrita), de adultos de D. nitens que
infestavam os cervideos MGI8, MGI9 e MGE2 e de adultos de R. microplus oriundos
do cervideo MGI9 e MGI17.

Machos e fémeas de A. cajennense oriundos das ninfas colhidas do espécime MGI11
ndo foram positivos em nenhuma reagdo de nPCR, apesar do sangue desse cervideo ser
positivo para T. cervi, A. marginale e Anaplasma sp. (similaridade com A.
phagocytophilum e A. platys). Desses carrapatos, também foi realizada a analise
morfoldgica da glandula salivar, corada com verde metil-pironina e ndo foi observada a

hipertofria do &cino, que € sugestiva de infeccgéo.

As glandulas salivares dos espécimes A. cajennense adultos oriundos das ninfas
colhidas do espécime MGI19 apresentaram duas bandas no nPCR, porém, uma maior (+
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500pb) e a outra menor (x 250pb) do que a banda para a regido 16S rRNA de
Babesia/Theileria (430 pb) (FIG. 2). Entretanto, o sequenciamento desses fragmentos
ndo foi satisfatorio e devido a limitacdo da quantidade desse material, ndo foi possivel a
repeticdo do método. O sangue do cervideo MGI19 foi positivo para T. cervi e A.

marginale.

O “pool” de glandulas salivares de machos e¢ fémeas de D. nitens oriundos do cervideo
MGI8 foi nPCR positivo para Babesia/Theileria e no sequenciamento houve
similaridade com Theileria sp. (82% de identidade com Theileria sp. isolada de
ruminante selvagem na China. Nimero de acesso: AY262121.1). Como a amostra ndo
apresentou uma identidade muito elevada com as sequéncias depositadas no GenBank
esse resultado néo é conclusivo. Porém, no sangue total e no figado do cervideo MGIS,

foi detectado T. cervi.

Ja o “pool” de glandulas salivares de machos e fémeas de D. nitens oriundos do
cervideo MGI9 apresentou uma banda de tamanho esperado para Babesia/Theileria,

porém de fraca intensidade, ndo possibilitando o sequenciamento.

FIGURA 2: Andlise dos produtos da nPCR em gel de agarose 1% corado com Gel Red. Primers: 1°
reacdo: RIB19/RIB20; 2° reacdo: BabRumF/BabRumR. 1- Peso molecular (banda alvo: 430 pb); 2-
Controle positivo B. bovis/B. bigemina; 3 a 6 — glandulas salivares de carrapatos parasitando cervideos,
sendo: 3- MGI19/ A. cajennense; 4- MGI8/D. nitens; 5- MGI9/ B. microplus; 6- MGI9/ D. nitens; 7-

branco da 1° reacéo; 8- branco da 2° reagdo.

Machos e fémeas de R. microplus oriundos do cervideo MGI17 foram nPCR positivos
para Anaplasma através da analise do gene msp4. Apds o sequenciamento nucleotidico,
o “pool” de fémeas de R. microplus apresentou 98% de similaridade com A. marginale
(ndmero de acesso no genBank: EU677383.1; EU283845.1) e o de machos de R.
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microplus 97% de similaridade com a amostra de A. marginale (nUmero de acesso no
genBank: AY998121.1). O sangue oriundo desse cervideo também foi nPCR positivo

para A. marginale.

Nenhuma glandula salivar foi positiva para Ehrlichia spp. granulocitica (Massung et al.
1998) e Ehrlichia spp. monocitica (Kawahara et al., 2009). Os resultados encontrados

nesse subtopico encontram-se sumarizados na TAB. 3.

TABELA3

Resultado do exame da hemolinfa, nPCR e sequenciamento nucleotidico das glandulas salivares dos
carrapatos oriundos dos cervideos de vida livre, capturados de 2007 a 2010, pertencentes ao estado de

Minas Gerais
Animal/carrapato Hemolinfa - Glandula s_allvar_ - -
nPCR A. marginale nPCR Babesia/Theileria Sequenciamento
MGI8/D. nitens X - + Theileria sp.
MGI9/ D. nitens X - F+ X
MGI9/ B. microplusg X - - X
MGI11/ A. cajennense - - X
MGI12/ A. cajennense - X X X
MGI17/ R. microplus 3 X + - A. marginale
MGI17/ R. microplus ¢ X + - A. marginale
MGI19/ A. cajennense X - -
MGI22/ R. microplus - X X X
MGEZ2/ D. nitens X - - X

Nota: x (exame ndo realizado); + (deteccdo do hemoparasito); - (ndo deteccdo do hemoparasito); F (banda

fraca no gel de agarose); 3 (carrapatos machos); ¢ (carrapatos fémeas).
5.1.3.3 Outros ectoparasitos encontrados

Em alguns cervideos foram encontrados outros ectoparasitos, além de carrapatos. Nos
animais MGI7 e MGI8 foram encontrados Solenopotes binipilosus, que s&o piolhos
sugadores pertencentes a Ordem Anoplura. No cervideo MGI12 foi encontrada uma
pulga da espécie Rhopalopsyllus lugubris lugubris, e no animal MGE2, foram

encontradas sarnas do género Psoroptes no pavilhdo auricular (FIG. 3).
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FIGURA 3: Ectoparasitos encontrados em cervideos, pertencentes ao estado de Minas Gerais. A: piolho

fémea da espécie S. binipilosus; B: Pulga fémea da espécie R. lugubris lugubris; C: dois espécimes de

sarna copulando, sugestivo do género Psoroptes.

Em cervideos brasileiros do género Mazama ha descrigdo das espécies de pulgas R.
lugubris lugubris e R. australis tamoyus (Linardi & Guimardes 2000). Em Mazama spp.
brasileiros, ja foram descritos o parasitismo por piolhos sugadores das espécies
Haematopinus tuberculatus, e Linognathus stenopsis em cervideos cativos em
zooldgico (Serra-Freire 1997). Em cervideos do género Mazama, na Argentina, ja foi
descrito o parasitismo por S. binipilosus (Castro & Cicchino 1998). No cervideo sul-
americano “Huemul” (Hippocamelus bisulcus) foram encontrados piolhos da espécie S.

binipilosus e sarnas do género Psoroptes (Gonzalez-Acuna et al. 2007).
5.1.3.4 Animais necropsiados

Seis veados-catingueiros de vida livre, que vieram a Obito apds a captura, foram
necropsiados. Esses animais, na maioria dos casos, ja chegavam debilitados ao CETAS
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do IBAMA ou nas clinicas veterinarias credenciadas, principalmente por serem muito
sensiveis a situacOes de captura e transporte, ou por serem recolhidos com fraturas de
atropelamento. Os animais necropsiados foram: MGI8, MGI1l, MGI12, MGI13,
MGI14 e MGI19. Os resultados das andlises dos esfregacos por aposicdo e do nPCR

realizados em materiais colhidos na necropsia encontram-se na TAB. 4.

Em alguns cervideos, a positividade nos testes moleculares foi confirmada pela
observacao do parasito no esfregaco por aposi¢do. Na FIG. 4 encontra-se um exemplo
de um trofozoito observado no esfregaco por aposicdo do baco do espécime MGI12.
Nos esfregacos de figado dos cervideos MGI8 e MGI11, foram observadas hemécias
parasitadas por Babesia/Theileria, sendo que na amostra hepatica do MGI8, foi
confirmado o género Theileria sp. no sequenciamento nucleotidico. No esfregaco por
aposicdo do cérebro desse animal, foram observadas hemacias parasitadas por
hemoprotozoérios no interior de capilares (FIG. 5). Comparado com os resultados do
sequenciamento do sangue total, o animal MGI8 foi positivo para T. cervi e A.

marginale, apesar de ndo terem sido observados Anaplasma nos 6rgaos examinados.

A observacdo de parasitos somente nos 6érgdos realca a importancia do exame pos-
mortem. Bago, figado e linfonodo sdo oOrgdos importantes no controle das
hemoparasitoses, ou pela funcdo linfdide ou pela captura e destruicdo das hemaécias
parasitadas (Schalm 1986). Na patogenia da infeccdo por B. bovis ocorre a formacao de
rosetas de hemécias parasitadas nos capilares cerebrais que levam a disturbios
neurologicos (Losos 1986). O parasitismo por T. cervi foi confirmado no sangue total
dos cervideos MGI8 e MGI19 e, além disso, no cérebro desses mesmos animais foi
detectado o gene 18S rRNA para Babesia/Theileria. A patogenia desses hemoparasitos
para os cervideos ndo € totalmente conhecida, assim sendo, ndo se sabe se sua presenca
em capilares do cérebro do hospedeiro pode levar ao aparecimento de sintomas

Nervosos.
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TABELA 4

Resultado dos esfregacos por aposicdo e nPCR realizado em 6rgédos obtidos na necropsia dos cervideos de

vida livre, pertencentes ao estado de Minas Gerais e capturados no periodo de 2007 a 2010

Esfregaco por aposicao nPCR
Animais
Baco Figado Linfonodo Cérebro | Baco Figado Linfonodo Cérebro  Sangue total
MGI8 X +T X +T X + BIT X +B/T T. cervi,
A. marginale
MGI11  +A, +A, X X - +B/IT X X T. cervi,
+T +T A. marginale,
Anaplasma sp.
MGI12  +A, +A, X X - - X X T. cervi,
+T +T A. marginale
MGI13 - - - - - - +B/IT X -
MGI14 - - - - +B/T, +BIT, + BIT, - A. marginale
+A +A +A
MGI19 X X X X +B/T, +BIT +B/T +B/T T. cervi,
+A A. marginale

Nota: x (6rgdo ndo avaliado); + (observacdo de hemoparasitos); - (ndo observacdo de hemoparasitos); A
(A. marginale); T (trofozoito); B/T (Babesia ou Theileria).

Os cervideos MGI11 e MGI12 apresentaram esfregaco de figado e bago positivos para
A. marginale, mas no diagndstico molecular, esses 6rgaos foram positivos somente para
T. cervi. No cervideo MGI13 ndo foram observados hemoparasitos nas analises
moleculares do sangue total, apesar da positividade para Babesia/Theileria no
linfonodo. Ja o animal MGI14 foi positivo somente para A. marginale no sangue total e
foi detectado Babesia/Theileria no bago, figado e linfonodo do animal. O animal
MGI19 foi positivo no nPCR de sangue total, baco, figado e linfonodo tanto para A.
marginale quanto Babesia/Theileria, confirmando a presenca T. cervi no

seqlienciamento do sangue total.
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FIGURA 4: Trofozoito de Babesia/Theileria observado no esfregago por aposic¢do de baco, do cervideo
MGI12 (Corante: Romanowsky; aumento 100X).

FIGURA 5: Hemacias parasitadas por hemoprotozoarios Babesia/Theileria no interior de capilares

cerebrais do cervideo MGI8 (Corante: Romanowsky; aumento 100X).

Além do gene msp4 para a identificacdo de A. marginale e do gene 18S rRNA para a
identificacdo de Babesia/Theileria, foram utilizados os iniciadores com o alvo 16S
rRNA para a procura de Ehrlichia spp. granulocitica (Massung et al. 1998) e Ehrlichia
spp. monocitica (Kawahara et al. 2009). Todos os 6rgaos analisados foram negativos

para a presenca desses micro-organismos.
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5.1.3.5 Infeccéo por Trypanosoma spp.

Em relacdo ao T. evansi, dos 29 cervideos de Minas Gerais submetidos ao semi nPCR,
sete (24,1%) apresentaram bandas de tamanho similar a banda do controle positivo
(MGI3, MGI7, MGI12, MGE1, MGE2, MGZBH1 e MGZBH2) (FIG. 6). Porém,
somente o animal MGZBH1 apresentou sequenciamento nucleotidico homdlogo ao

Trypanosoma evansi evansi isolado de dromedario (98% de identidade).

1SS 98 105111211481

500pb
250pb

FIGURA 6: Andlise dos produtos da semi-nPCR em gel de agarose 1% corado com Gel Red. Primers: 1°
reacdo: TelF/TelR; 2° reacdo: Te2F/TelR. 1- Peso molecular (banda alvo: 219 pb); 2- Controle positivo
T. evansi; 3 a 6 - espécimes de O. bezoarticus, pertencentes ao estado de MS; 7-13 espécimes de M.
gouazoubira, pertencentes ao estado de MG, sendo: 7- MGEL; 8- MGE2; 9- MGZBH2; 10- MGZBH1,
11- BDZBH1; 12- BDZBHZ2; 13- BDZBH3; 14- Branco da 1° rea¢do; 15- branco da 2° reacdo (As bandas

com peso molecular superior a 219 pb sdo inespecificas).

Nenhum animal apresentou banda compativel com T. vivax, cabendo ressaltar que a
Unica combinacdo de iniciadores efetiva foi a que era representada por somente uma

reacdo de PCR, o que diminui a sensibilidade do teste.
5.1.3.6 Coinfec¢do por hemoparasitos

A coinfeccdo por hemoparasitos ocorreu em 19 (65,5%) dos 29 cervideos do estado de
Minas Gerais (TAB. 5). Esse fato foi observado, inclusive, entre membros da mesma
familia Anaplasmataceae, indicando que a presenca de um micro-organismo dessa
familia ndo determina a protecdo contra a infeccdo de outros membros

Anaplasmataceae.
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Em relacdo aos hemoprotozoarios, ndo foi observada a coinfeccdo entre
Babesia/Theileria. A utilizacdo dos mesmos iniciadores para todos 0os membros dessa
familia pode ter contribuido para esse resultado. Porém, quando acontece a deteccao de
dois parasitos com sequéncias diferenciadas, pode ocorrer sobreposi¢cdo dos picos
formados pelos pares de bases na leitura do sequenciador, podendo ocasionar erro na
leitura pelo MegaBace. Esse fato ndo foi observado em nenhuma leitura do
sequenciador. Além disso, utilizando o progama ClustalW2 para alinhar sequéncias
com o alvo 18S rRNA de B. bovis, B. bigemina e T. cervi, é possivel observar varios

locais ndo homologos nas sequéncias, indicando que elas sdo especificas (FIG. 7).

TABELAS

Resultado da presenca de hemoparasitos encontrados nas amostras dos cervideos, pertencentes ao estado

de Minas Gerais. Os animais destacados em negrito sdo aqueles em que a coinfeccgéo foi detectada

E. Anaplasma A.  Anaplasma Theileria T. Babesia B. T.

|dentificagdo chaffeensis sp. bovis marginale sp. cervi higemina bovis evansi

MGI1 +
MGI2 +
MGI3 +
MGl4
MGI5
MGI6
MGI7
MGI8
MGI9 +
MGI10
MGI11 +
MGI12
MGI13
MGIl14
MGI15 +
MGI16 +
MGI17 +
MGI18
MGI19
MGI20
MGI21 +
MGE1
MGE2
MGZBH1
MGZBH2
BDZBH1
BDZBH2
BDZBH3
BDZBH4 +

+ 4+ + 4+ + +

+ + +
+ +
+

+ + + + + + +
+ + + + + + + 4+

+ + +
+
+
+ + + +

+ + + +
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Theileriacervigh |BO164412 1| O T TG GET ARGET AT T G- CT A DGR A TGACCEET AMDGEE 220
E.bovis T TeET e T AR TARGT AT AT AR RE R A ———5T. —— 225
& PRy N A EEEEE & ey
E._bhigeminagh|BJE20D60.1| GAATTASEET T oA T T EEACAGEEAETTTACAR AR TAOCACAT - 275
Theileriacervigh |HO1E4412 (1] GAATTAGEET TOGAT T GEAGAGEEAG T TASA R ATRE TR CATAT- 276
E.bovis ——= AR T - T T T R ARG AEAT T~~~k R OREA R RTTRGARR 26T
A AR AR AR & REE SEE AaEEEEE AR & &
E_higeminzgh|HJE40560.1| T ARG N EE R~ e ——= AR A TTAOO TR -ATOCTGACRD 217
Theileriacervigh |BO164412 1| CTARGGA MR AR A~ 00— —————CAAATTACCCA-ATOCTGACRD 220
E.bovis CTGATGAGGARTET AT GAGEACTCTTTARCATATTOR ROCCRATEOOC 217
N L L O T s &
E._bhigeminagh|BJE20D60.1| ARGEACET AST AT A ACA R R TARCA AT —ACAREECTTTC-ETCTIGTA-A 464
Theileriacervigh |HO1E4412 (1] ARGGAGET ASTGA ARG R A TAR A AT -ANGEEE T TARRAETTTGTA-A 266
E.bovis AR R A T AT A~ —— AT OO EAT O A AGEAT ————E0000EEACR. 260
s REEEE - T I AR R A A
E_higeminzgh|HJE40560.1| TTGEA AT AT - T oA TETAC AR T T A~ RGRETRAOTRATTGEAGEED 512
Theilerizcervigh |HO1E4413 1] TIGEAAT AT R E—CAAT TA-ARCCTCTTOCAGAETAT CRARATTEEAGEEC 418
E.bovis TAT O TeAT T eeA ATA-AA—————— AAAMATRATTARATCATATGAD 403
= Lhis & 5 AE AEE 2 E & AE o &
E_bigeminagh | BIE20060_1| AAGTCTEETEl—— R RECOGOGETAATTOCRECTOCRATAGOGTATAT 56D
Theileriacervigh |BI163412 1| AASTCTGETE —— ARG OGOGETAATTOTASCTOCRATAGDGTATAT 464
E.bovis GAAA T ARG R TR R A T TTRAGRA AT ODGEARRRRCA RGRRRATRE 452

P AEE A & A EEE AR A . - &

TARACTTETIGCAGT -TARARAGCTOETAGT IGTATTTCRGOCTOGC-5T 60
TARRRTTET TG ACT - TARARAGTTOETAGT IGRATTTCTGITEGCATTE. 513
TEAARA AT RO T OCTAT GO AT CRRGETGE—————CTACTACRTOGA. 456

B bigeminagh|HJE40860. 1]
Theilerizcervigh |HO1E4412 1|
E.bovis

FIGURA 7: Alinhamento das sequéncias 18S rRNA de B. bigemina gb/HQ840960.1|, B. bovis
0i|156089128| e T. cervi gb|HQ184412.1|, através do programa ClustalW2, ilustrando os locais ndo

homologos entre essas espécies de hemoparasitos. Os locais ndo homdlogos ndo possuem *

5.1.3.7 Inoculagdo de ruminantes domesticos com amostras de A. marginale

oriundas de cervideos

Amostras de sangue criopreservadas em nitrogénio liquido do veado-catingueiro

(MGI5), positivo para A. marginale e para T. cervi, foram inoculadas por via
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intravenosa em um bezerro esplenectomizado (de raca holandesa com idade entre 10 e
20 dias), mantido no Hospital Veterinario da Escola de Veterindria da UFMG (bezerro
1). Antes da inoculacdo, uma amostra de sangue do animal foi colhida e apresentou-se

negativa no nPCR para Anaplasma sp. e Babesia sp.

Apo6s 30 dias da inoculacdo, foram detectadas hemacias com corpusculos de A.
marginale no esfregaco de sangue periférico. No 36° dia pos inoculacdo (DPI), foi
realizado o nPCR e o animal apresentou-se positivo para Anaplasma e negativo para T.
cervi, indicando auséncia da infeccdo por T. cervi. Ap6s sequenciamento nucleotidico,
foi confirmada a infecg@o por A. marginale. O bezerro ndo apresentou febre nem queda
de hematocrito (variou de 37 a 40%) durante o periodo de acompanhamento (superior a
80 dias). No 65 DPI o bezerro 1 apresentou parasitemia por A.marginale de 2,8%,
medida por citometria de fluxo, e uma aliquota de sangue foi coletada de modo esteéril e

criopreservada.

No 81 DPI do bezerro 1, uma bolsa de sangue (500 mL) foi coletada e transferida para
outro bezerro esplenectomizado (bezerro 2). Apos trés DPI, o bezerro 2 apresentou
parasitemia de A. marginale de 1,5% na citometria de fluxo. Esfregacos sanguineos
realizados no 5° DPI detectaram inclusdes intraeritrociticas com parasitemia de 1,5%. A
parasitemia maxima foi de 2,5%, detectada dez DPI. O bezerro 2 ndo apresentou febre
e nem queda do hematdcrito (variou de 37 a 39%). Esse resultado sugere que a amostra
de A. marginale oriunda do veado-catingueiro MGI5 apresentou baixa viruléncia para

bovinos.

Os bezerros foram desafiados com a amostra de A. marginale UFMG2 de alta viruléncia
para a verificagdo da protecdo pela amostra oriunda do veado-catingueiro MGI5. O
bezerro 1 foi desafiado 148 DPI e o bezerro 2 aos 63 DPI. Em ambos os bezerros, foram
inoculados intravenosamente 1,8 mL de cultivo de células IDE8 contendo
aproximadamente 3,6 x 10’ corpusculos de A. marginale, de acordo com Bastos et al.
(2010). Vinte DPI da amostra UFMG2, a infeccdo dos animais foi acompanhada por
afericdo da temperatura, esfregago sanguineo e hematdcrito. Os dois bezerros
apresentaram febre e queda do V.G., 0 que indica que os animais ndo desenvolveram
protecdo contra uma amostra de alta viruléncia de A. marginale. No dia 25 ap6s o

desafio, os animais foram tratados com enrofloxacina por via IM na dose de 7,5 mg/Kg.
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O bezerro 1 veio a 6bito no dia seguinte ao tratamento. E importante salientar que esses
animais foram esplenectomizados e o baco é um 6rgdo de grande importancia na
captura e destruicdo de hemécias parasitadas, sendo esse um possivel motivo de 0s

bezerros ndo terem desenvolvido uma resposta imune efetiva contra a amostra desafio.

Um carneiro adulto esplenectomizado foi inoculado com uma amostra sanguinea do
MGI8, juntamente com o cultivo de A. marginale oriundo de um dos bezerros
inoculados com a amostra MGI5, visando a passagem da amostra em outro pequeno
ruminante de habito alimentar seletivo. Antes da inoculacdo, o sangue do carneiro foi
colhido e testado em nPCR para o gene msp4 de A. marginale e o resultado foi
negativo. Trinta DPI foram observadas hemacias parasitadas no esfregaco sanguineo.
Os esfregacos continuaram positivos por 20 dias apds a primeira deteccdo. A
temperatura retal se manteve em condigdes normais, variando de 38,3°C a 39,1°C. O
volume globular minimo encontrado no animal foi de 23% e o maximo de 30%. A
parasitemia maxima detectada por citometria de fluxo foi de 7,11% e ocorreu nos 27
DPI. Nos 28 DPI, aliquotas de sangue do carneiro foram colhidas assepticamente e
congeladas em nitrogénio liquido, usando DMSO como crioprotetor. Em relacdo aos
resultados obtidos na nPCR, o animal foi positivo para A. marginale oito dias apos a
inoculacéo e até 48 dias apos a inoculacdo o animal ainda permaneceu positivo. Nos 59
e 64 DPI foram colhidas amostras de sangue sem anticoagulante para a obtencdo de soro
e realizagéo de RIFI para deteccdo de anticorpos anti-A. marginale. O animal reagiu na
titulacdo até 1:240 nos dias 59 e 64, indicando que o carneiro desenvolveu resposta

imunologica humoral contra a infeccao.

5.1.3.8 Isolamento e cultivo de A. marginale em celulas IDE8 infectadas com

amostra de A. marginale oriunda de cervideo

A aliquota criopreservada de sangue do bezerro 1 com 2,8% de parasitemia foi utilizada
para a infeccdo de células IDES8 livres. A partir da quarta passagem, cerca de 48 dias
apos a infeccdo da primeira garrafa, foram observados alguns corpdsculos nas células
IDES infectadas sugestivos de A. marginale. Nos esfregacos celulares, foi observado o
desenvolvimento de vacUolos parasitéfagos contendo material amorfo com poucos
corpusculos iniciais, ndo apresentando coldnias tipicas de A. marginale. As células

apresentavam nucleo periférico e vacuolos, porém esses vacuolos ndo se apresentavam
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repletos de corplsculos bem definidos, e sim de corpusculos de diferentes tamanhos e
formas na analise de microscopia éptica em laminas de esfregacos celulares (FIG. 10).

Aliquotas de células IDE8 foram submetidas a estudos morfologicos ultraestruturais por
microscopia eletrénica de transmissdo. No material processado da passagem 16 foram
observadas células IDE8 com corpusculos iniciais integros no interior do vactolo (FIG.
8, seta A). Entrentanto, nas mesmas células foram observados vacuolos parasitofagos
com corpusculos em degeneragédo (FIG. 8, seta B). A partir da passagem 29 a reacdo de
nPCR foi negativa e ndo foram mais observados nos esfregacos celulares estruturas

sugestivas de A. marginale.

FIGURA 8.1 e 8.2: Eletromicrografia de células IDE8 inoculadas com A. marginale de M. gouazoubira
na 16° passagem. A: As setas destacam vacUolos contendo estruturas sugestivas de corpusculos iniciais,
sendo que na fig. 8.1 a membrana do vacuUolo encontra-se preservada. B: As setas destacam vacuolos

contendo estruturas sugestivas de corplsculos iniciais ndo integros, em processo de degeneracéo.

Foi realizada a extracdo de DNA das células IDES8 infectadas seguida de reagdes de
nPCR (FIG. 9) e sequenciamento nucleotidico para o gene msp4. Aliquotas das
passagens quatro, cinco e 11 apresentaram reacOes positivas e 0 sequenciamaneto
demonstrou 99% de identidade com amostras de A. marginale, confirmando a presenca

do micro-organismo no cultivo celular.
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FIGURA 9: Andlise dos produtos da nested PCR em gel de agarose 1% corado com Brometo de etidio.
1- Peso molecular (banda alvo 294pb); 2- Controle positivo A. marginale; 3 a 9- espécimes de Mazama
gouzoubira recolhidos pelo IBAMA-MG; 10 e 11- Cultivo de A.marginale oriundo de cervideo em célula

IDES8 (4° e 5° passagens); 12- Branco da 1°reacdo; 13- branco da 2° reagéo.

Para a observacdo de A. marginale nas culturas de células IDES8, essas células foram
utilizadas como antigeno de RIFI e testados soros de bovinos sabidamente positivos. As
laminas foram confeccionadas com células obtidas na passagem 25, com 15 dias de
infeccdo. Foi observada a fluorescéncia dos corpusculos no interior do citoplasma das

células IDES8 infectadas com soros na dilui¢do de 1:40 (FIG. 11).

Esses dados confirmam que o isolado de A. marginale oriundo de veado-catingueiro
mantiveram, mas nao estabeleceram adequadamente em células IDE8. Na literatura, ha
descricdo de casos de isolados de A. marginale e A. centrale que ndo estabelecem

adequadamente em cultivo in vitro.
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FIGURA 10A e 10B: Células IDE8 do cultivo A. marginale de M. gouazoubira na 22° passagem. Fig. A:
Observam-se vactolos com a presencga de poucos corpusculos iniciais (setas). Fig B: Corpusculos iniciais

livres e bem definidos (Coradas com Romanowsky, x100).

FIGURA 11: Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) com células IDE8 infectadas com A.
marginale oriundo de cervideo, na 25° passagem. Acima, a reagao positiva com fluorescéncia esverdeada

dos corpusculos no interior das células IDES e abaixo a reagdo negativa (x100).
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5.2 Resultados do material de O. bezoarticus oriundos de Mato Grosso de Sul

Foram analisadas 60 aliquotas de papa de hemacias de espécimes de veado-campeiro de
vida livre (O. bezoarticus) procedentes do estado de Mato Grosso do Sul. Por isso, sO
foi possivel a deteccdo parasitos de hemacias, ou seja, protozoarios dos géneros Babesia
e Theileria e bactérias da espécie Anaplasma marginale, ou parasitos extracelulares

sanguineos, como os do género Trypanosoma.

Os resultados obtidos com os iniciadores cujo alvo foi o gene msp4 de Anaplasma
mostraram 29 (48,33%) dos animais positivos, sendo que duas amostras ndo obtiveram
sucesso no sequenciamento. Desses vinte e nove animais, nove (31,0%) eram machos
adultos, nove (31,0%) eram fémeas adultas, cinco (17,2%) eram fémeas filhotes, quatro
eram machos filhotes (13,8%) e dois ndo possuiam informacdes sobre sexo ou idade
(6,9%) (TAB.6). Apds o0 sequenciamento, o alinhamento e a compara¢gdo com amostras
depositadas no GenBank, com o auxilio do programa BLASTN, foi verificado que
todas as amostras positivas apresentaram entre 91 a 99% de similaridade com amostras

de A. marginale depositadas no GenBank.

Os veados-campeiro do pantanal mostraram uma menor percentagem (48,3%) de
positividade para A. marginale se comparados aos animais oriundos de Minas Gerais
(78,6%). Inumeras razbes podem ter influenciado esse resultado, uma vez que sao
espécies diferentes de cervideos. Uma possibilidade é que M. gouazoubira seja mais
susceptivel a infeccdo do que O. bezoarticus. A outra esté relacionada ao tipo de habitat,
que é distinto entre essas duas especies. A proximidade de pastos pode resultar em uma
maior convivéncia dos cervideos com o bovino domeéstico, que comumente estdo
parasitados por A. marginale. Picoloto et al. (2010) testaram a positividade de
populacdes de veado-campeiro e de bovino doméstico para A. marginale também na
regido pantaneira, através de PCR em tempo real (RT-PCR), e observaram uma

positividade de 16,3% nos veados.

Em relagcdo ao nPCR utilizando os iniciadores para a regido 18S rRNA de Babesia e
Theileria, foi observada uma positividade em 23 (38,3%) dos animais, sendo que seis
amostras ndo obtiveram sucesso no sequenciamento. Apds o sequenciamento, foram

realizados o alinhamento e a comparacdo com amostras depositadas no GenBank, com o
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auxilio do programa BLASTN. Das 23 amostras, foi verificado que 12 (52,2%)
obtiveram similaridade com Theileria cervi (90 a 100% de similaridade com sequéncias
depositadas no GenBank, sendo que trés obtiveram 100% de similaridade com a
amostra do veado-catingueiro MGI12) (FIG. 12); trés (13%) com Babesia bovis (87 a
100% de similaridade com sequéncias depositadas no GenBank, todas advindas de
cervo-da-cauda-branca); e duas (8,7%) com B. bigemina (98% de similaridade com uma
sequéncia isolada de bovino e depositada no GenBank). Dos doze animais positivos
para T. cervi, seis (50%) eram machos adultos, dois (16,6%) eram fémeas adultas, dois
(16,6%) eram fémeas filhotes, um (8,3%) era macho filhote e um animal (8,3%) nao
continha informac6es sobre sexo e idade. Dos trés animais positivos para B. bovis, um
era macho adulto (33,3%), um era fémea adulta (33,3%) e um macho filhote (33,3%). Ja
dos dois animais positivos para B. bigemina, um era macho (50%) e outro fémea adulta
(50%) (TAB. 6).

Testes sorologicos e moleculares em veados-campeiros da regido pantaneira mostraram
alta prevaléncia de Babesia sp. nesses ruminantes (Villas-Boas 2007). Machado &
Mdiller (1996) verificaram prevaléncia de 8,3% de B. bovis e de 29,7% de B. bigemina

em veados-campeiros de vida livre no Parque Nacional das Emas, no estado de Goias.
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CLOSTAL Z.1 multiple sequence aligrment

MEI1Z BT A A A A A AR A A T GAC AGATTGATAGTI CIT TCATEATIC TTT G55 TEETEE G0
OEMETD BET A R AR A AR A AT GRAC AGATTGATAGCI CIT TCATEATIC TTI G5 TEETEE G0
OEME 2B GET OCAGAC AGRGEA REGAAT GAC AR TTGATAG T CIT TCATGATIC TIT GGG TEETEE 60
JEME 29 GETOCAGAT AGRGEA REGAAT GAC ARA TTGATAG T CIT TCATGATTC TIT GGG TEETEE &0
S A A A )
MEI12 TECATGECCETT CTT AST TEETEEAGT GAT TG TCT GET TAATTCDET TAACGARDEARA 120
OEME'TD T ATGEOCGTT CIT ART TG TEEAGT GAT TTG T T GET TAATTCOGT TAACGAADGAGA 120
OEM=2E T AT T I I AT T T AT GAT TIG T T GET TAATTC OGT TAAOGARDERAGAE 120
OEM=E 25 TECATGECCETT CIT AST TEETEEAGT GAT TG TCT GET TAATTCDET TAACGARDEARA 120
O A A A A S A A )
MEI1Z CCTTARCCT GCT ARATAGGET ADGEEAATAGEC TTCGEI TET COCGTEATCECTTCITAS LED
OEMETD T TARCCT GIT ARA TR GET ROGGERA ATAGEC TICEEI TET OO GTIGATCGCTICITAS LED
OEME 2E CCTTAACCT GCT ARA TASGET ADGGEAATAGRC TICGEC TET OO ETEATCGCTTCTI TAS 1ED
JEME 29 COCTTARCCT GCT ARATAGGET ADGEEAATAGEC TTCGEI TET COCGTGATCGCT TCT TAS LED
S A A A )
MEI1Z ARG EACTIT RO ETT ATARAT O ARG AR GTI TARAGEC AAT ARC REETCT GTGATEOCC 240
OEMETD ARGGACTTTGOGETT ATAART OBC ARGGARGTT TARGEC AAT ARCARETCT GTGATSCOCC 240
JEME 2B AGGGACTTT GOGGETT ATARAT OB ARGEARGTT TAAGEI AAT ARC ARG TCT GTEATG DT 240
OEMS 259 AGGGACTTT GOGGETT ATARAT OGCARGEARGTT TRAGEI AAT ARC ARG TIT GTEATE DT 240
O A A A A S A A )
MEI1Z TTAGAT GTCCTEEEC TEC ADGOECEIT ACA CTEATEOET TCATOGAST TTATCC TGS 200
OBEMETD TTAGAT G TR TR A O GT ACA TG AT G OET TCATOGAST TTATOCTIGECIC 200
OEME2E TTAGRT eI C T T A0 BT ACACTGATGOET TCATOGAST TTATOCTIGEIC 200
OEM=E 25 TTAGAT GTCCTGEEC Tl A0 DR GCT ACA CTGATGOET TCATOGAST TTATCCTIGECC 200
O A A A A S A A )
MEI1Z AR T e TAA T T TTAGTA DG AT C GG AT GG AT GAT TAT TGCARTTATTAR. 260
OEMETD AR T R TAAT T TTAGT A AT C GG AT GG AT GAT TAT TGC ARTTATTAR 260
OEME 2B A ARG T GEETAAT T TTAGTACGC AT GG AT GG ATCGAT TAT TGCART TATTAR 260
JEME 29 GAGARE T GEETAAT T TTAGTACGC AT GTG AT EEEATCGAT TAT TGCART TAT TAR 260
S A A A )
MEI1Z TOGTEARDGAGGART GOCTAGTAT GO AR GTC ATC AR TTG TG AGATTADET OOCTEE 420
OEMSTOD TOETEARDGAGEART GOCTAGTAT GG AR GTC ATCAGC TIGTEC AGATTADET OOCTEE 420
OEM=2E T T A A A A A T GO TR TAT GO CAAGTC AT CAGI TIG TEI AGATTAOET OOCTEE 420
OEM=E 25 TG TEAACGAGGAAT BOCTARTAT GO CAAGTCATCARC TIG TEC AGATTACET COCTEE 420
O A A A A S A A )
MEI1Z oC 47232
OBEMETD 0oC 423
OEME 2E oC 422
OEME 259 oC 4232

Frs

FIGURA 12: Alinhamento das sequéncias 18S rRNA de T. cervi, através do programa ClustalW2,
comparando as amostras oriundas de veados-campeiros do MS e a amostra de veado-catingueiro MGI12

de MG. A homologia é representada por * e observada em todos os nucleotideos.

Parasitos da espécie Trypanosoma evansi foram encontrados em 11 (18,3%) dos
veados-campeiros. Porém, apenas duas amostras obtiveram sucesso no sequenciamento
(87 e 94% de similaridade com amostras depositadas no GenBank). Das onze amostras
positivas, trés eram machos adultos (27,3%), trés fémeas adultas (27,3%), dois machos
filhotes (18,2%), duas fémeas filhotes (18,2%) e duas amostras (18,2%) néao
apresentavam os dados do animal (TAB.6). Na regido de Nhecolandia, no Pantanal

brasileiro, os veados-campeiros estudados apresentaram positividade de 68,9% (51/74)
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para T. evansi e de 21,6% (16/74) para T. vivax, ndo havendo diferenca de parasitismo

entre sexo e idade dos animais (Herrera et al. 2010).

TABELA 6

Frequéncia da infec¢do por hemoparasitos em veados-campeiros pertencentes ao estado de Mato Grosso

do Sul e capturados no ano de 2006, parasitados por hemoparasitos e divididos conforme sexo e faixa

etaria do animal

Total de O. Macho Fémea Macho Fémea Sem dados
bezoarticus adulto adulta filhote filhote
nPCR 23160
RIB + BabRum  (38.3%) X X X X X
T corv 12/23 6/12 212 112 2/12 112
: (52,2%) (50%) (16,6%)  (8.6%)  (16,6%) (8,6%)
o 2/23 12 12
B. bigemina (8.7%) (50%) (50%) 0/2 0/2 0/2
. 3/23 13 13 13
B. bovis (13%) (333%)  (333%)  (333%) 0/3 0/3
v S;ffinap 20/60 9/29 9/29 4129 5/29 2129
Aomargmale (48:33%) (31%) (B1%)  (13.8%)  (17.2%) (6,9%)
Sirg‘l';“TPe%R 11/60 311 311 211 211 211
relerez (18.3%) (27,3%) 27.3%)  (182%)  (18,2%) (18,2%)

Nota: x (dados nédo analisados).
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6. CONSIDERACOES GERAIS
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Foram analisadas amostras sanguineas de 89 cervideos, sendo 29 amostras de animais
pertencentes ao estado de MG e 60 amostras de MS. As amostras de MS foram de
veados-campeiros (Ozotocerus bezoarticus) de vida livre. As amostras sanguineas dos
animais de Minas Gerais originaram-se de veados-catingueiros (Mazama gouazoubira)
e cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus). Foi observada alta percentagem de
animais infectados com alguma espécie de hemoparasitos. Dos animais pertencentes a
MG, todos estavam infectados por algum tipo de hemoparasito, sendo que no animal
MGI13 o parasitismo por Babesia/Theileria sé foi detectado na amostra de baco, e o
animal MGZBH2 apresentou uma banda compativel com T. evansi, porém sem sucesso
no sequenciamento nucleotidico. Dos veados-campeiros do MS, 23,33% (14/60) dos
animais ndo se mostraram infectados por nenhum hemoparasito. Porém, vale ressaltar
que das amostras de veado-campeiro, a extracdo de DNA foi realizada apenas da papa
de hemécias, que é menos efetiva por ser possivel apenas a procura de parasitos
intraeritrociticos ou extracelulares. Esse fato pode ter influenciado na menor ocorréncia
da infeccdo observada nesses animais. Os resultados obtidos no presente estudo indicam
que os cervideos brasileiros podem carrear vérias espécies de hemoparasitos, inclusive

filogeneticamente relacionados.

Até onde foi possivel pesquisar na literatura, o presente trabalho envolve os primeiros
registros de parasitos do género Theileria em cervideos sul-americanos e foi observada
uma alta percentagem de animais infectados. Theileria cervi € um parasito comumente
relatado em cervos da Ameérica do Norte, e geralmente possuem baixa patogenicidade
(Schaeffler 1962; Laird et al. 1988; Yasbley et al. 2005). Os resultados obtidos sugerem
que, em geral, os cervideos apresentam maior taxa de infeccdo por esse protozoério do
que pelo género Babesia. Foi constatado, também, que o bezerro inoculado com T. cervi
ndo se infectou, 0 que sugere que esse parasito ndo tem importancia econdmica na
pecudria, como também foi observado por Kreier et al. (1962). Entretanto em cervideos,
em casos de alta parasitemia e em situacGes que acarretam imunossupressao, 0s animais
podem desenvolver sintomas clinicos (Kocan & Kocan 1991; Fowler 1993; Yabsley et
al. 2005). A deteccdo de B. bovis nos animais pesquisados foi baixa em MG (3,4%) e

em MS (5%). Esse fato é importante, ja que essa espécie de hemoparasito pode ser
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bastante patogénica para M. gouazoubira (Duarte 2006) e também para os bovinos
(Losos 1986).

Ramos et al. (2010) fizeram um levantamento, no estado do Texas (U.S.A), da
ocorréncia de B. bovis e outras espécies de Babesia e Theileria em cervos-da-cauda-
branca através de RIFI e PCR, para avaliar o papel desses animais como reservatorios
desses hemoparasitos. Nessa area, 0s bovinos sdo constantemente monitorados para
evitar o reestabelecimento desses hemoparasitos na regido. Na sorologia foram
detectados cervos positivos para B. bovis e na PCR foi detectada baixa frequéncia (4% a
16%) de cervos positivos para B. bovis. Os autores concluiram que a possibilidade mais
provavel é que o parasito B. bovis “like” isolado de veados ndo ¢ infeccioso para o
bovino, ja que nessa regido a frequéncia de B. bovis nos bovinos é baixa. Para confirmar
essa hipotese, seria necessaria a inoculacdo de uma amostra de B. bovis oriunda de
veados em um bezerro esplenectomizado e a observagdo da patogenia dessa amostra

para o bovino.

Normalmente, o diagnostico de infeccdo de hemoparasitos é realizado através de
esfregacos sanguineos. Devido a ocorréncia de baixas parasitemias nos animais
portadores de T. cervi, 0 exame direto apresenta baixa sensibilidade, além de dificultar o
diagnostico diferencial com B. bovis. No esfregaco sanguineo, algumas caracteristicas
morfolégicas dos parasitos ajudam na distincdo das espécies. Na Theileria, os
trofozoitos possuem formato circular e a cromatina possui o formato de meia-lua, que
cobre um lado do parasito e se extende por toda a circunferéncia, enquanto a cromatina
dos trofozoitos de Babesia geralmente se localiza em apenas um dos lados da
circunferéncia (Kreier 1977). Entretanto, em area endémica para ambos os parasitos,
essas diferencas morfoldgicas ndo sdo suficientes para realizar um diagndstico seguro.
Os animais que apresentaram esfregaco positivo para T. cervi também foram positivos
no NPCR, indicando que esse diagnostico molecular apresenta alta sensibilidade e deve
ser implantado na rotina de exames de sangue de cervideos na America Latina. O
estabelecimento dessa metodologia poderd fornecer, em estudos futuros, um quadro
mais preciso da presenca e distribuicdo desses hemoparasitos em animais silvestres no

Brasil e outras localidades.
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A deteccdo de A. marginale foi alta nos cervideos examinados, sendo de 79,3% em MG
e 48,33% no MS. A anaplasmose bovina apresenta grande importancia econémica para
a pecudria brasileira e o presente estudo reforca a presenca desse micro-organismo em
ruminantes selvagens brasileiros. Porém, pouco se sabe sobre a consequéncia desse
parasitismo para os cervideos. O diagnostico utilizando nested PCR foi mais efetivo do
que de alguns estudos anteriores que utilizaram PCR padrdo ou RT-PCR (Machado et
al. 2006a; Picoloto et al. 2010). Além disso, iniciadores utilizando o gene msp4
detectaram mais cervideos positivos do que as reac¢Ges utilizando o gene mspla. Esses
fatos indicam que o uso de duas reacGes de PCR (nPCR) e do gene msp4 como alvo

mostram-se mais efetivos para deteccdo de A. marginale em baixas parasitemias.

Em relacdo aos outros membros da Familia Anaplasmataceae encontrados no presente
estudo, foi possivel observar que a ocorréncia foi inferior aos de Theileria spp. e A.
marginale. Porém, devem ser ressaltado que algumas espécies tem potencial zoonético,
como E. chaffeensis e A. phagocytophilum. Outros Anaplasma spp. detectados em
cervideos brasileiros e norte-americanos (Sacchi 2009; Munderloh et al. 2003) também
apresentaram esse mesmo perfil, podendo indicar que a espécie presente em cervideos
pode ser uma outra espécie ou subespécie de Anaplasma, que possui maior afinidade

por infectar esses ruminantes selvagens.

Parasitos do género Trypanosoma foram encontrados em menor freqiiéncia, sendo que
T. vivax ndo foi diagnosticado nos cervideos do presente estudo. Em Minas Gerais, 0
unico animal positivo para T. evansi com sucesso no sequenciamento era um animal de
cativeiro, originario do zoologico de Brasilia, que esta localizado em uma regido
endémica para esse parasito. O outro veado-catingueiro pertencente & Fundacdo
Zooboténica de Belo Horizonte também apresentou banda compativel com T. evansi e
esse fato pode indicar a implantacdo de um parasito em animais de cativeiro, que pode
ser devido ao manejo do zool6gico ou a regido onde ele se encontra. A deteccdo de T.
vivax em bovinos no estado de Minas Gerais foi recentemente relatada em um surto que
acometeu bovinos leiteiros em uma fazenda localizada em lgarape, municipio préximo a

Belo Horizonte (Cuglovici et al. 2010).
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Em relacdo aos veados-campeiros oriundos de MS, era esperado encontrar um maior
numero de animais positivos tanto para T. vivax quanto para T. evansi, por se tratar de
uma regido endémica para esses tripanosomatideos. A baixa frequéncia encontrada pode
ser explicada pelo fato do DNA extraido das amostras serem oriundos de papa de
heméacia. No momento da centrifugacdo do sangue dos animais, os Trypanosoma
tendem a se concentrar entre a camada de leucdcito e o plasma (Woo 1970). Durante o
processo da separacdo do plasma e das papas de hemacias, geralmente a camada de
leucdcito também é removida, e com ela a maioria dos Trypanosoma. Cabe ressaltar que
a Unica combinacdo de iniciadores efetiva para o diagnostico de T. vivax bfoi a
representada por somente uma reacdo de PCR, o que também diminui a sensibilidade do

teste.

Espécimes de carrapatos s6 foram encontrados em cervideos de vida livre e as espécies
de ixodideos encontradas sdo comumente ectoparasitos de animais domésticos. Serra-
Freire (1997) relata que A. cajennense, D. nitens e R. microplus sé foram encontrados
em M. gouazoubira que viviam nas proximidades de propriedades de exploragédo
zootécnica. Esse é o caso dos veados-catingueiros encontrados infestados no presente
estudo.

Com excessao do género Trypanosoma, carrapatos possuem um papel crucial na
transmissdo dos hemoparasitos estudados, jA que constituem os seus hospedeiros
intermediérios. O conhecimento dos vetores de parasitos € de bastante relevancia para a
compreensdo da biologia e epidemiologia da doenca causada por ele. As espécies de
ixodideos vetoras de Theileria spp. para cervideos brasileiros ndo eram conhecidas até o
momento, ja que o vetor sabidamente conhecido, A. americanum, ndo foi descrito em
territério brasileiro. No presente estudo, foi detectada a presenca de Theileria sp. na
glandula salivar de D. nitens oriundos do cervideo MGI8, sabidamente portador de T.
cervi no sangue total, figado e cérebro. Esse fato indica que esse carrapato é transmissor
de Theileria para cervideos brasileiros. Dermacentor nitens € conhecido como um
ectoparasito de importancia em eqiinos tanto por danos diretos causado pelo
parasitismo quanto por ser vetor de Babesia caballi. Porém esse carrapato também tem
sido encontrado populacdes silvestres, tendo, assim, importancia direta e vetorial

também para esses animais (Camargo-Neves 2004).
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Algumas amostras de A. marginale ndo sdo infectantes ou transmitidas por carrapatos
(Kocan et al. 2004). A deteccdo de A. marginale na glandula salivar de R. microplus
oriundo do cervideo MGI17, positivo para esse agente na amostra de sangue total,

indica que essa amostra provavelmente é transmitida por esses ixodideos.

Em relacdo aos testes diagnosticos, considerando que testes indiretos detectam
anticorpos, vale ressaltar que uma positividade indica que o animal entrou em contato
com o agente infeccioso e produziu uma resposta imunoldgica contra esse agente.
Anticorpos especificos podem ser detectados tempo depois de o animal ter debelado a
infeccdo. Metodologias de diagnostico indiretas para detec¢do de anticorpos e PCR sem
sequenciamento nucleotidicos dos produtos positivos podem ndo chegar a um
diagnostico especifico de parasitos geneticamente proximos, como o0s dos géneros
Babesia e Theileria. Ja testes parasitoldgicos diretos indicam a presenca do parasito no
hospedeiro, e no caso de testes moleculares, mesmo em baixa parasitemia é possivel a
deteccdo do DNA do agente infeccioso. Isso indica que mesmo que 0s cervideos
apresentem sorologia positiva para hemoparasitos, nao significa que esses animais séo

capazes de carrear a infeccdo por um longo periodo.

O conceito de reservatorio apresenta diferentes definicbes na literatura. Segundo
Abdussalam (1959), é importante considerar a condicdo de reservatorio como temporal
e espacial e a partir de uma abordagem sistémica, pois a interacao entre os parasitos e as
espécies susceptiveis apresenta um carater dindmico devido as variadas pressdes
seletivas. Essas pressfes ocorrem por parte do parasito, como as estratégias de
reproducdo e transmissdo, e também por parte dos hospedeiros, como seu
comportamento e as mudancas que ocorrem em seu habitat. As mudangas no perfil
epidemioldgico de diversas parasitoses, emergéncia de novas doengas ou reemergéncia
de outras consideradas controladas, ocorrem devido a essas interacfes entre parasito e

hospedeiro.

Haydon et al. (2002) definem reservatorio como uma ou mais popula¢es conectadas
epidemiologicamente ou ambientalmente nas quais o patdégeno pode ser mantido
permanentemente e a infeccdo € transmitida para a populacéo-alvo. Segundo os autores,

para a identificacdo de um reservatorio, deve-se incluir: o acumulo de evidéncias
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epidemioldgicas que associam o potencial reservatério com a populacdo- alvo; a
evidéncia da infeccdo natural na populacdo ndo alvo (através de identificacdo prévia da
infeccdo por deteccdo de anticorpos ou por isolamento do agente infeccioso ou deteccao
do seu gene no hospedeiro) somada a transmissdo para a populacdo-alvo (através de
infeccdo experimental); além da caracterizacdo genética do patdgeno em diferentes

populacgdes e a delimitacdo da populacéo-alvo.

Por isso, é necessario cautela para definir uma espécie como reservatério, ja que
espécies assim classificadas apresentam visdo negativa, o que prejudica principalmente
animais silvestres ameacados. Nesse contexto, para classificar cervideos como
reservatorios dos parasitos encontrados na presente pesquisa, S80 necessarios maiores

estudos envolvendo todos os itens descritos acima.

O conhecimento das espécies de parasitos em uma determinada populag¢do é importante
no direcionamento de agdes conservacionistas para animais selvagens, pois fornece a
base para o entendimento da ecologia das enfermidades. Programas de reintroducéo ou
translocacdo de fauna s@o especialmente questionados nesse aspecto, porque a relacdo
parasito-hospedeiro ndo pode ser monitorada de perto no novo habitat, e os animais
introduzidos podem estar susceptiveis a enfermidades ou disseminar os patdégenos para
a fauna local. Essas considerac@es sdo validas inclusive quando os animais sdo trazidos
para o cativeiro, pois as alteragdes ambientais e 0 estresse 0s tornam mais susceptiveis a
enfermidades, possibilitando, inclusive, a ocorréncia de manifesta¢cBes clinicas em
animais portadores, com probabilidade de disseminacdo desses patogenos (Szabd et al.
2003). Duarte (2007) relata que a prevaléncia de hemoparasitos em cervideos que se
encontram em areas de reservas ambientais, sem um contato direto com ruminantes
domeésticos, reflete a condicdo sanitaria verdadeira daquela populacéo, enquanto veados
que habitam areas concomitantes com bovinos podem sofrer influéncias dos agentes

infecciosos dos ruminantes domésticos.

Os cervideos sdo ruminantes notadamente sensiveis aos fatores que resultam em
sensacdo de medo ou estresse. Como consequéncia aos estimulos estressantes,
frequentemente sdo observadas lesbes traumaticas e alteracdes fisiopatologicas. Em
relacdo as alteracbes fisiopatoldgicas, podem ser observados sérios problemas

cardiorrespiratérios e distarbios metabdlicos graves, como a acidose e a miopatia de
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captura (Fowler 1993; Dias 1997). Em situacdes de estresse prolongado os animais
podem entrar em um estado de imunossupressdo, favorecendo o aparecimento de
sintomas clinicos pela presenca de parasitos que estavam latentes. Esse fato deve
receber especial atencdo em animais que vivem em cativeiro e no momento de
contencdo de animais de vida livre quando precisam ser submetidos a alguma

intervencao.

A amostra de A. marginale oriunda do cervideo MGI5 ndo foi estabelecida com sucesso
em cultivo in vitro de IDE8. A presenca do agente no cultivo foi verificada, mas os
corpusculos iniciais do micro-organismo ndo formaram col6nias tipicas nas células
IDE8. O inbculo sanguineo utilizado para infectar as células apresentava baixa
parasitemia, mesmo ap0s a passagem em bezerro, o que pode também ter dificultado o
estabelecimento do A. marginale no cultivo celular. Estudos continuardo sendo
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa com objetivo de isolamento de amostras

brasileiras de Anaplasmataceae oriundas de cervideos brasileiros.

As amostras de A. marginale oriundas dos cervideos MGI5 e MGI8 ndo foram capazes
de gerar febre e queda de hematdcrito, mesmo para ruminantes esplenectomizados,
indicando que essas amostras possuem baixa viruléncia para ruminantes domésticos.
Porém, quando os bezerros foram desafiados com a amostra de A. marginale UFMG2
ndo foram capazes de debelar a infeccdo, indicando que os bezerros ndo desenvolveram
uma imunidade protetora. Os animais desafiados estavam esplenectomizados e o bago €
um 6rgéo de grande importancia na captura e destruicdo de hemacias parasitadas, sendo
esse um possivel motivo de os bezerros ndo terem desenvolvido uma resposta imune
efetiva contra a amostra desafio. Além disso, a dose do inoculo desafio foi muito
superior a dose que um carrapato vetor inocularia em condi¢es naturais. Posteriores
estudos serdo desenvolvidos visando desafiar bezerros ndo esplenectomizados e

inoculados previamente com amostras oriundas de cervideos.
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7. CONCLUSOES
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Cervideos (M. gouazoubira, O. bezoarticus e B. dichotomus) pertencentes
aos estados de Minas Gerais e de Mato Grosso do Sul séo frequentemente
parasitados por hemoparasitos, dentre eles: Anaplasma sp., A. marginale, A.
bovis, E. chaffeensis, B. bovis, B. bigemina, Theileria sp., T. cervi e T.

evansi;

Cervideos de vida livre pertencentes aos estados de Minas Gerais sdo
frequentemente infestados por espécies de carrapatos que comumente
parasitam os animais domesticos, sendo elas: A. cajennense, D. nitens e R.

microplus;

Em glandulas salivares de R. microplus, oriundos de cervideos, houve
ocorréncia de A. marginale, e em glandulas salivares de D. nitens, oriundos

de cervideos, foi sugestivo a presenca de Theileria sp.;

Amostra de A. marginale oriunda de cervideo ndo estabelece adequadamente
em cultivo de células IDES, apesar de evidéncias de que 0 micro-organismo

esteve presente nessas celulas;

As amostras de A. marginale oriundas dos cervideos possuem baixa

viruléncia para ruminantes domésticos.
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