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RESUMO

Os bafalos (Bubalus bubalis) se mostram bem adaptados na Amazénia, em especial no
estado do Para, no entanto sdo escassas as informacdes sobre aspectos sanitarios dos
rebanhos. As doengas transmitidas por carrapatos como a Piroplasmose e a Anaplasmose
causam importantes perdas em rebanhos bovinos, no entanto ainda existe um debate sobre
0 grau de susceptibilidade de bubalinos a estas doencas bem como faltam informac6es
sobre a caracterizacdo destes patdgenos que infectam bubalinos. O presente estudo
objetivou determinar a prevaléncia e 0s possiveis fatores de riscos associados a infecgdo
por Piroplasmida e Anaplasma sp. em bubalinos na regido do Baixo Amazonas e
caracterizar molecularmente estes patdgenos infectantes de bubalinos na regido. Foi
realizado um estudo transversal considerando dois niveis de amostragem (fazenda e
animal) sendo obtidas 621 amostras de sangue total de bubalinos oriundos de 60
propriedades na regido, incluindo areas de varzea e de terra firme. Ectoparasitas presentes
nos bubalinos foram coletados e foi aplicado questionario epidemiologico. Amostras de
sangue total e ectoparasitas foram submetidas a extracdo de DNA e analise da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers (BAB2), BAB-143-167 (5°-
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3) senso e BAB-694-667 (5'-

GCACTCTARTCTCAAAG-3) anti-senso que amplifica um fragmento de 551 pb do gene
18S rRNA da ordem Piroplasmida e o primer EHR16SD rRNA que amplifica fragmento
de 344 pb do gene 16S rRNA de quase todos os membros da familia Anaplasmatacea.
Amostras positivas na PCR foram submetidas a sequenciamento no BLAST para analises
de caracterizacdo e identificacdo das espécies. Os resultados obtidos mostraram a
prevaléncia de 2,09% de Piroplasma sp. A andlise dos fatores de risco entreanimais
apresentou resultados significativos nos fatores relacionados a faixa etéria, local da
propriedade, realizacdo de controle de ectoparasitas e se existia a presenca de animais
silvestres. J& na andlise de Fatores de risco entre fazendas, os bubalinos amostrados em
areas de terra firme possuiram 4,5 vezes (1-19, 95% IC) maior risco de estarem infectados
com Piroplasma em comparacdo aos animais mantidos na VVarzea. Dentre 0s 13 animais
positivos, o resultado do sequenciamento permitiu a identificacdo de cinco amostras ao
nivel de espécie ndo sendo possivel identificar todas as amostras positivas. Cinco bufalos
eram positivos para Theileria, sendo quatro bufalos infectados por Theileria buffeli e um
infectado por Theileria ocidentalis. Em relagdo aos ectoparasitas, dos 95 coletados, oito
carrapatos foram positivos na PCR para Piroplasmida, porém nenhuma amostra houve

sucesso no sequenciamento e identificacdo da espécie. Com relacdo a Anaplasmataceae,



somente dois animais foram positivos, assim a prevaléncia foi de apenas 0,32% (0,04-
1,16, 95% IC), deste modo, devido ao nimero reduzido de animais positivos, a analise de
fatores de risco é considerada irrelevante. O sequenciamento dos animais positivos,
revelou infeccdo por Anaplasma platys com 99,42% de similaridade e Anaplasma
phagocytophilum com 98,49% de similaridade. Um bdfalo positivo tinha piolho, no
entanto nenhum tinha carrapato. O presente estudo identificou pela primeira vez Theileria
buffeli e Theileria ocidentalis, Anaplasma platys e Anaplasma phagocytophilum em

bubalinos na regido do Baixo Amazonas.

Palavras-chave: Bufalos. Theileira. Anaplama. Babesia. Ectoparasitas. Fatores de risco.



ABSTRACT
Buffaloes (Bubalus bubalis) are well adapted in the Amazon, especially in the state of
Para, however information on health aspects of the herds is scarce. Diseases transmitted
by ticks such as Piroplasmosis and Anaplasmosis cause important losses in cattle herds,
however there is still a debate about the degree of susceptibility of buffaloes to these
diseases as well as information on the characterization of these pathogens that infect
buffaloes is lacking. The present study aimed to determine the prevalence and possible
risk factors associated with infection by Piroplasmid and Anaplasma sp. in buffaloes in
the Lower Amazon region and to molecularly characterize these pathogens infecting
buffaloes in the region. A cross-sectional study was carried out considering two sampling
levels (farm and animal) and 621 samples of whole blood of buffaloes were obtained from
60 properties in the region, including floodplain and dry land areas. Ectoparasites present
in buffaloes were collected and an epidemiological questionnaire was applied. Whole
blood and ectoparasite samples were subjected to DNA extraction and polymerase chain
reaction (PCR) analysis using primers (BAB2), BAB-143-167 (5'-
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3") sense and BAB-694- 667 (5'-
GCACTCTARTCTCAAAG-3) antisense that amplifies a 551 bp fragment of the 18S
rRNA gene of the Piroplasmid order and the EHR16SD rRNA primer that amplifies a 344
bp fragment of the 16S rRNA gene from almost all members of the Anaplasmatacea
family. PCR positive samples were submitted to BLAST sequencing for characterization
and species identification analysis. The results obtained showed a prevalence of 2.09% of
Piroplasma sp. The analysis of risk factors among animals showed significant results in
factors related to age group, location of the property, performance of ectoparasite control
and whether there was the presence of wild animals. In the analysis of Risk Factors
between farms, the buffaloes sampled in areas of dryland had 4.5 times (1-19, 95% CI)
greater risk of being infected with Piroplasma compared to animals kept in wetland.
Among the 13 positive animals, the sequencing result allowed the identificationof five
samples at the species level, not being possible to identify all the positive samples.Five
buffaloes were positive to Theileria, with four buffaloes infected with Theileria buffeli
and one infected with Theileria Ocidentalis. Regarding ectoparasites, of the 95 collected,
eight ticks were positive in PCR for Piroplasmid, but no sample was successful in
sequencing and identifying the species. Regarding Anaplasmataceae, only two animals
were positive, so the prevalence was only 0.32% (0.04-1.16, 95% ClI), thus, due to the

reduced number of positive animals, the analysis of factors risk is considered irrelevant.



The sequencing of positive animals revealed infection by Anaplasma platys with 99.42%
similarity and Anaplasma phagocytophilum with 98.49% similarity. One positive buffalo
had lice, however none had ticks. The present study identified for the first time Theileria
buffeli and Theileria Ocidentalis, Anaplasma platys and Anaplasma phagocytophilum in

buffaloes in the Lower Amazon region.

Keywords: Buffaloes. Theileira, Anaplama, Babesia, Ectoparasites, Risk factors.
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1 INTRODUCAO

Os bufalos se mostram super adaptados na Amazonia, em especial no estado do
Pard. No entanto, a precariedade da sanidade dos animais, devido a caréncia de manejo
adequado, constitui um dos principais desafios na sua cadeia produtiva, uma vez que a
falta de diagndstico contribui pra a disseminacdo de doencas, trazendo consigo, prejuizos
aos produtores. Outro aspecto que limita 0 manejo sanitario pauta-se nas condicGes
climaticas da regido, apresentando altos indices pluviométricos na época do inverno
(LOURENCO JUNIOR e GARCIA, 2008).

De acordo com dados do IBGE (2017), a regido norte apresenta 0 maior rebanho
bubalino do pais, concentrando cerca de 66% do efetivo, sendo que os estados do Amapa
e Par4, juntos, reunem cerca de 60% do rebanho. E no Para, a maior parte de concentra
no arquipélago Ilha de Marajo, a maior ilha fluviomaritima do planeta.

No que se refere a regido oeste do estado do Pard, dados da Adepara mostram que
a cidade de Santarém se destaca na bubalinocultura, apresentando um rebanho de
aproximadamente 8.400 cabecas, advindas de 232 propriedades rurais.

Os bufalos s@o considerados animais de dupla aptiddo (carne e leite) e apresentam
algumas vantagens frente aos bovinos, dentre elas a maior capacidade de aproveitamento
de forragem de baixa qualidade (HUHN et al., 1986), como também suaadaptabilidade a
diferentes tipos de ambientes, o que abre possibilidades para bubalinocultura em regifes
menos favordveis a criacdo de bovinos, como por exemplo as regifes de varzea
(MINERVINO et al., 2008; VALE et al., 2013).

Apesar da alta rusticidade dos bubalinos, a espécie € afetada por uma grande
diversidade de parasitas, no entanto sdo escassos 0s estudos sobre a prevaléncia de
ectoparasitas e de patdgenos transmitidos por carrapatos (SILVA et al., 2014). Dentre as
doencas que acometem bubalinos, pode-se destacar a anaplasmose, causada por bactérias
do género Anaplasma e a piroplasmose, causa por parasitas dos géneros Babesia e/ou
Theileria, que constituem doengas de grande interesse econdmico para a pecuaria, uma
vez que causam grandes prejuizos aos produtores.

Em bovinos, a anaplasmose € causada por bactérias intraeritrocitarias obrigatorias
Anaplasma marginale e Anaplasma centrale, tendo os carrapatos como 0s principais
vetores (DAHLGREN et al., 2011). Ja a theileriose, também conhecida por piroplamose,
¢ causada pelos protozoarios hemoparasitas intracelulares Theileria annulata e Theileria
parva, tendo, também, o carrapato como seu principal transmissor (SCHNITTGER et al.,

2000), com deteccdo em maior frequéncia utilizando das técnicas de microscopia, a
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partir o esfregaco sanguineo, embora se configure com uma técnica de baixa deteccdo em
comparacdo com as técnicas de biologia molecular.

Deste modo, por conta da escassez de estudos sobre a prevaléncia de doencas
transmitidas por ectoparasitas, em especial relacionados a deteccdo molecular de
Piroplasmideos e patogenos da familia anaplasmataceae, e, além da importancia da
bubalinocultura na regido do Baixo Amazonas e no estado do Para, torna-se uma grande

necessidade, maiores e mais aprofundadas pesquisas sobre tais patdégenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico da bubalinocultura

Os bufalos (Bubalus bubalis), sdo pertencentes a familia bovidae e subfamilia
bovinae, sdo originarios do continente asiatico e amplamente distribuidos pelos demais
continentes (DAME et al., 2006). Sua domesticacdo se deu durante o terceiro milénio

a.C. na Mesopotamia, nos vales do Hindu e, em seguida, na China (MARQUES, 2000).

No Brasil, os primeiros animais foram introduzidos no final do seculo XIX, devido
suas caracteristicas exdticas e a rusticidade, com o objetivo de preencher o chamado
“vazio pecuario” nas regides desfavoraveis a pecuaria bovina (BERNARDES, 2007). De
acordo com Moreira et al., (1994), os blfalos se destacam pela rusticidade, fertilidade,
longevidade, podendo alcancar até 15 anos de vida; precocidade, com elevadataxa de

natalidade, acima dos 80% e baixa taxa de mortalidade, com cerca de 3%.
2.2 Aspectos produtivos

Os bafalos sdo animais de dupla aptiddo, ou seja, apresentam potencial tanto para
a producdo leiteira quanto para a producdo de carne, mas, por conta de sua forca e
resisténcia, € amplamente utilizado para tracdo. Deste modo, passa a ser considerado de
tripla aptiddo, principalmente em locais de dificil acesso, tais como terrenos inundados,

como € o caso de algumas regides do norte do Brasil (OLIVEIRA, 2005).

Das racas disponiveis, o Brasil apresenta quatro delas com reconhecimento da
ABCB (Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos): Murrah, Mediterraneo,
Jafarabadi e Carabao (ROCHA?Z, 2007). E, com a tendéncia no consumo de carnes com
baixo teor de gordura e alto valor proteico, a carne de bdfalo vem se tornando uma
poderosa alternativa de consumo, alavancando a cadeia produtiva e chamando a atengéo
de investidores do setor pecuario (ROCHA!, 2007; Oliveira, 2005).

O rebanho global de bufalos é estimado em mais de 208 milhGes de cabecas
distribuidas por 77 paises, nos cinco continentes, no entanto a maior concentragdo de
animais da espécie € na Asia que detém 96,8% do rebanho mundial de bubalinos
(Minervino et al., 2020). Segundo dados do IBGE de 2020, estado do Para é lider no
ranking nacional, apresentando um efetivo de 605.110 cabegas, equivalente a 40,27% da

producdo brasileira. Os principais municipios produtores sdo Chaves (31,5%), Soure
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(15,37%), Cachoeira do Arari (7,98%) e Almeirim (14,49%), que, juntos, concentram
quase 70% desse rebanho no estado.

2.3 Aspectos reprodutivos

O periodo de gestacdo em bubalinos apresenta tempo de duracdo médio de 300
dias, com variagdo de 299 a 340 dias, conforme condi¢cbes ambientais e fatores
fisiologicos. No que se refere ao intervalo de partos, o nivel de aceitacdo é de 2 bezerros
a cada trés anos (AL-AMIN et al., 1988).

Segundo Tonhati et al (2000), a idade ao primeiro parto é fator importante, pois
descreve as caracteristicas produtivas e reprodutivas em um determinado rebanho, e,
sendo assim, quanto mais precoce € o animal, mais descendentes ird produzir. Ribeiro
(2008), afirma que a idade ao primeiro parto de bufalos é mais tardia que de bovinos,
variando de 35 a 56 meses, sendo que em analises de registros da Embrapa Oriental, foram
verificadas médias de 39,8 meses de idade ao primeiro parto em fémeas das racas Murrah

e Mediterraneo.

2.4 Aspectos de sanidade

Embora sejam considerados animais rusticos, o0s bufalos apresentam
susceptibilidade as infec¢des parasitarias, justamente pela tendéncia de aglomeracéo por
longos periodos, bem como por deficiéncias nutricionais e confinamento com alta taxa de
lotagdo (COCHRILL, 1981; LAU, 1999).

Segundo Lima (2000), as parasitoses apresentam importancia no desenvolvimento
da pecuéria de um modo geral, haja vista que é responsavel por causar grandes prejuizos
econdmicos no que diz respeito a baixa produtividade do rebanho, morte dos animais,
além dos altos gastos com tratamentos e medicamentos. Assim, Furlong et al., (1985)
afirmam que é importante conhecer a biologia dos parasitas, para entdo reduzir seus

efeitos na producdo animal.

Os bubalinos séo hospedeiros de uma variedade de parasitas, podendo ser tanto
endoparasitas, quanto ectoparasitas (MOHAN, 1968). Dentre os ectoparasitas que
infectam os bubalinos, podem-se destacar os carrapatos e os piolhos. Os carrapatos atuam
como excelentes vetores de doengas por apresentarem propriedades biologicasespecificas

como o hematofagismo, boa fixagdo nos hospedeiros, ingurgitamento lento,
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longevidade dos estagios no ambiente, bem como transmissdo transovariana e poucos
inimigos naturais (HARWOOD & JAMES, 1979).

Apesar dos bubalinos serem conhecidos popularmente por apresentarem
resisténcia as infecgdes por carrapatos, estudos mostram a existéncia de algumas espécies
que os parasitam, entretanto, em menor intensidade quando comparado aos bovinos, onde
se destacam Ripicephalus (Boophilus) microplus e Amblyomma cajennense
(NITHIKATHKUL et al.,2002).

No Brasil € grande a escassez de estudos sobre a parasitose de carrapatos em
bufalos, entretanto, Rocha et al., (1969), em seu estudo, observaram a presenca de
infestacdo natural de R.(B) microplus e Dermacentor nitens em bubalinos de Sdo Paulo
e Minas Gerais.

Segundo Furlong (1993), é um grande desafio controlar e erradicar o carrapato, no
Brasil, devido suas dimensdes continentais, porém, manter a imunidade contra os agentes
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, é fator essencial para minimizacéo de perdas

econdmicas.

No que se refere ao piolho, destaca-se H. tuberculatus como o principal
ectoparasita que acomete os bubalinos (VENEZIANO et al.,2007; BASTIANETTO et

al.,2009), que também pode transmitir doencas como a anaplasmose (SILVA, 2014).

2.5 Reacdo em cadeia da polimerase

A biologia molecular se configura como a nova frente de investigacdo, permitindo
avancos no diagndstico de diversas doencas, detectando com maior precisdo e entregando
resultados altamente robustos, além de sensiveis e rapidos, quando comparados com as
técnicas convencionais, como por exemplo, a microscopia (BOLLELA et al., 1999;
LORENZ, 2012).

De acordo com Martire (2002), a PCR é capaz de amplificar um fragmento de
DNA in vitro, de um gene de interesse de determinado microrganismo a partir da selecédo
dos iniciadores, ou primers como sdao conhecidos. Dentro de um curto periodo de tempo,
as sequéncias sdo amplificadas em mais de um milhdo de vezes.

A metodologia para a realizacdo desta técnica foi desenvolvida por um grupo de
pesquisadores no ano de 1985, repetindo trés reacdes simples de desnaturacéo,

anelamento e sintese, variando apenas a temperatura em cada etapa, também necessita
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de determinados reagentes para que ocorra a correta reacdo, onde se destaca a amostra,
primers, dNTP’s, Taq polimerase, MgClI? tampdo da PCR e, um equipamento, o
termociclador (AGNE et al., 2009; SANTOS et al., 2014).

Segundo Farah (1997), ao seguir essas trés etapas, consegue-se obter milhdes de
copias da sequéncia de DNA de interesse, uma vez que 0 nimero de copias cresce de
maneira exponencial a cada ciclo. E, de acordo com Pierre et al (1991), a sensibilidade da
PCR pode ser ainda mais aumentada apos a amplificacdo do produto, por meio de uma
segunda reacdo de PCR, com o objetivo de amplificar um fragmento interno da primeira

amplificagdo, metodologia conhecida como Nested-PCR.

2.6 Anaplasma

Constitui 0 género de bactérias que causam a anaplasmose, caracterizada como uma
doenca hemoliticacausada pela acdo de bactérias intraeritrocitarias obrigatorias, gram-
negativas, classificadas na ordem das Rickettsiales, familia Anaplasmataceae e género
Anaplasma (SPARE et al., 2020).

De acordo com Dumler et al., (2001), a descoberta do género Anaplasma se deu
em 1910, por Sir Arnold Theiler, na qual engloba seis espécies, sendo elas: Anaplasma
marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma phagocytophiilum, Anaplasma ovis,
Anaplasma bovis e Anaplasma platys; onde Dumler et al., (2001) realizaram a
reorganizacdo da ordem Rickettsiales baseada em estudos filogenéticos do RNA
ribossémico 16S (16S rRNA) e do gene groESI, resultando na substituicdo da familia
Ehrlichiaceae pela familia Anaplasmataceae. Sendo assim, o género Anaplasma que
continha somente Anaplasma marginale, Anaplasma centrale e Anaplasma ovis, passou
a abranger as bactérias Ehrlichia bovis e Ehrlichia platys, foram reclassificados como
Anaplasma bovis e Anaplasma platys, ja Ehrlichia phagocytophila e Erhlichia equi, por
conta de semelhanca genética, ocorreu a unificacdo para a espécie Anaplasma
phagocytophilum.

Dahlgren et al., (2011) afirmam que Anaplasma sp. sdo vetores de doencas, tendo
0 carrapato como seu principal transmissor, assim, apresentam importancia significativa
na saude publica bem como na saude animal, onde é responsavel por prejuizos
econdmicos na pecudria afetando a satde e a produtividade animal. Entretanto, o destaque
do género como fator importante para a satde publica, reflete no aumento do interesse em
pesquisas com a finalidade de obter dados sobre a sua biologia, genética e patobiologia
(WOLDEHIWET, 2010).
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Em bubalinos, poucos séo os estudos realizados com anaplasmose, mas o0 que se
sabe, é que em comparacao aos bovinos, sua prevaléncia é bem inferior, sendo observada
em alguns trabalhos, tais como Corréa (2011) e Silva et al. (2013) onde relataram a
ocorréncia, ainda que baixa, de Anaplasma marginale. Embora seja baixa a prevaléncia,
percebe-se que Anaplasma marginale é a principal bactéria das Anaplasmataceae que
infectam bubalinos.

Anaplasma marginale e Anaplasma centrale sdo as principais espécies, sendo que
Anaplasma centrale é caracterizada como sendo de menor potencial de patogenicidade. A
forma de identificacdo e diferenciacdo das bactérias citadas, se da pela visualizagcdo em
microscopio, onde pontos ou corpusculos de inclusdo ao serem observados nafronteira
das hemaécias, caracterizam Anaplasma marginale, ja, quando ha a observacdo de
corpusculos no centro dos eritrdcitos, caracteriza-se como Anaplasma centrale (KOCAN
et al., 2003).

2.6.1 Ciclo de vida

O ciclo de vida do Anaplasma abrange tanto vertebrados quanto carrapatos
ixodideos, uma vez que os vertebrados atuam como reservatorio dessas bactérias, servem
de fonte de infecgdes para o vetor carrapato (VILLAR et al., 2016).

A primeira replicacdo dessas bactérias acontece no intestino médio do carrapato,
guando o mesmo se alimenta do hospedeiro infectado, apds isso, ha o direcionamento das
bactérias para o epitélio das glandulas salivares do carrapato, marcando a segunda
replicacdo da bactéria (UETI et al, 2009). Posteriormente a isso, 0 carrapato infecta o
proximo hospedeiro inoculando a saliva, com o intuito de preparar o local para se
alimentar (MELO, 2018).

Carrapatos ixodideos apresentam potencial de transmissdo de Anaplasma sp. via
transestadial e ndo via transovariana (RAR e GOLOVLIJOVA, 2011), podendo também
transmitir por via mecanica, por meio de fomites (toda e qualquer particula capaz de

transportar patdgenos) contaminados com sangue (DIKMANS, 1950).

2.6.2 Anaplasma marginale

Esta espécie apresenta distribuicdo geografica em todo o globo terrestre,

principalmente em regides de clima tropical e subtropical, e, 0 aumento da disseminacéo
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pode estar atrelado ao transporte de bovinos de regiGes endémicas para regides nao
endémicas, bem como o aquecimento global que atua no deslocamento das populagdes de
vetores (KOCAN et al., 2010). A bactéria também foi encontrada em locais que
apresentam clima moderado, tais como Estados Unidos, Canada, Ruassia e Hungria
(BURSAKOV e KOVALCHUK, 2019; HORNOK et al., 2007; KOCAN et al., 2010;
RAR et al., 2015).

E conhecido popularmente como parasita dos bovinos, haja vista que causaelevado
prejuizo econdmico. No entanto, Anaplasma marginale apresenta diversos outros
hospedeiros, dentre os quais destacam-se os bufalos, bisontes, veados, antilopes, carneiros
selvagens e a girafa (AUBRY e GEALE, 2011).

No que se refere as vias de transmissdo, foram descritas trés: a biologica, a
mecanica e a transplacentaria (ZAUG, 1985). A bioldgica abrange cerca de 20 espécies
de carrapatos, que pode ocorrer tanto de maneira interestadial quanto intraestadial (STICH
et al., 1989). A mecénica ndo necessita de vetores biolégicos, uma vez que podeocorrer
por fomites infectados (DA SILVA et al., 2013). J& a transmissao transplacentariaocorre
principalmente em bovinos, onde bezerros nascem saudaveis, porém portadores dadoenca
(KOCAN et al., 2015).

2.6.3 Anaplasma centrale

Quanto a sua distribuicdo geografica, se estende sobre as regiGes tropicais e
subtropicais do mundo (RAR e GOLOLJOVA, 2011). Por um determinado periodo de
tempo, acreditava-se que somente os bovinos eram hospedeiros de Anaplasma centrale,
no entanto, apds pesquisas, foi descoberto outros animais como hospedeiros: ovelhas,
gnus e antilopes (HOSSEINI-VASOUKOLAEI et al., 2014; KHUMALO et al., 2016).

Em relacdo a transmissdo, pode ocorrer tanto de forma mecanica, através de
inoculagéo sanguinea, como biologica, por meio dos carrapatos (THEILER, 1911). Kocan
(et al., 2003) afirmam que a manifestacéo clinica da doenca é branda em bovinos e ainda
fornece imunidade protetora contra A. marginale. Por conta disso, é utilizada como vacina
viva no controle da anaplasmose bovina.

Em bubalinos, estudos realizados com anaplasmose ainda sao escassos, no entanto,
é sabido que a prevaléncia em bufalos é inferior em comparagdo aos bovinos (SILVA et
al., 2014). Estudos realizados por Raiput et al., (2005), demostraram a inferioridade da

prevaléncia de Anaplasma marginale em bufalos comparados com
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bovinos, uma vez que foi verificado maior percentual de infeccdo em carrapatos que
parasitam bovinos. Reddy et al., (1988), verificaram que, dificilmente os animais
apresentavam parasitemia superior a 1%. Correa (2011), constatou, no Brasil, a
prevaléncia soroldgica de 43% em bovinos naturalmente infectados. Ja Souza et al.,

(2000), observaram a prevaléncia de 98% para Anaplasma marginale em bovinos.

2.6.4 Impactos econdmicos da anaplasmose

Por se tratar de uma hemoparasitose, é considerada fator de risco aos animais,
causando prejuizos econdmicos para as cadeias produtivas, como no caso da anaplasmose
bovina, que causa grandes prejuizos devido ao elevado nimero de morbidade e
mortalidade nos rebanhos (MELO, 2018). Associado a estes prejuizos, destaca-se a perda
de peso dos animais, reducdo na producédo leiteira, maior frequéncia de abortos, altos
custos com tratamentos medicamentosos e controle da doenca (KOCAN et al., 2003;
MENDONCA et al., 2015; SOUZA et al., 2021).

De acordo com Ribeiro et al., (1983), a Anaplasmose € a principal causa de morte
de bezerros, e, juntamente com a Babesiose, demandam cerca de 500 milhdes de dolares
por ano (GRISI et al., 2002). Segundo Kocan et al., (2003), estima-se que nos Estados
Unidos, os custos de um caso clinico de anaplasmose gira em torno de 400 d6lares/animal.
Jano Brasil, 5,27 dolares/animal (SOUZA et al., 2021).

2.6.5 Métodos de diagnostico de anaplasma

O diagndstico de anaplasmose pode ser realizado de maneira direta ou indireta. O
diagnostico direto € realizado através de microscopia, baseado na deteccdo de corpusculos
dentro dos eritrocitos em esfregacos sanguineos (VIDOTTO; MARANA, 2001; AUBRY
e GEALE, 2011), ou também, pelo método de Ramanowsky, no entanto, apresentam baixa
faixa de detec¢cdo (GALE et al., 1996), limitando o diagndstico para a avaliagdo debovinos
com baixa carga bacteriana (MELO, 2018).

Ja os métodos de diagnostico indireto, que podem ser chamados de soroldgicos,
quantificam anticorpos especificos contra Anaplasma spp. (AUBRY e GEALE, 2011).
Destaca-se 0s ensaios imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), método de fixacdo de complemento (CF), teste de
aglutinacdo do cartdo (CAT) e a citometria de fluxo (AUBRY e GEALE, 2011; OIE,



2012).

Segundo Coelho et al., (2007), ainda no campo, o diagnéstico de anaplasmose
pode ser feito atraves da verificagdo e correta identificacdo dos sinais clinicos, no entanto,
esses sinais se expressam alguns dias ap0s o pico da rickettsemia, periodo em que o quadro
de anemia se mostra mais intenso.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também é uma técnica frequentemente
utilizada no diagndstico de Anaplasma spp., uma vez que apresenta alta sensibilidade,
podendo diferenciar animais infectados com A. marginale e animais vacinados com A.
centrale (MOLAD et al., 2006).

2.7 Babesia

O género Babesia é representado por protozoarios hemoparasitas intracelulares
pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida, familia Babesiidae e sdo
caracterizados pela presenca de um complexo apical e um citoesqueleto Unico, o que
difere de outros eucariotos (BOSE et al., 1995; GORDON; SIBLEY, 2005). Sao descritas
oito espécies com potencial para infectar bovinos e duas sdo encontradas no Brasil:
Babesia bigemina e Babesia bovis (UILENBERG, 2006; VIDOTTO et al., 1995;
GUGLIELMONE, 1995).

De acordo com Fonseca & Braga (1924), a primeira ocorréncia no Brasil se deu
em 1901 quando foi diagnosticado no exame de animais recém importados e em fase de
aclimatacdo no estado do Rio de Janeiro. Friedhoff (1988), afirma que a infec¢do dos
ectoparasitas Babesia sp. ocorre no decorrer da hematofagia dos animais com parasitemia.

A incidéncia de Babesia sp. na hemolinfa dos carrapatos, o estresse, época do ano

e tipo de pastagem séo alguns dos fatores que contribuem para surgimento da babesiose,

bem como as caracteristicas genéticas dos animais como por exemplo dos animais
europeus, na qual ja se sabe que apresentam maior sensibilidade comparado ao gado zebu
e as ragas indianas (BOCK et al., 1999; GONCALVES et al., 2000; JONSSON, 2006).

O género Babesia é capaz de infectar diferentes hospedeiros tais como ruminantes
selvagens, canideos, felideos, roedores e o bufalo africano, atraves de vetores biologicos
e mecénicos (DE LA FUENTE et al. 2005). Frente ao desenvolvimento de doengas
causadas pelos agentes da babesiose, os bubalinos sdo considerados resistentes,
entretanto, os bezerros podem desenvolver sintomas ao se depararem com situacdes
adversas (TERKAWIA et al., 2011; SILVA et al., 2014).



Atualmente, em nivel mundial, a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), responde por
grandes perdas econdémicas em decorréncia do menor ganho ou perda de peso dos animais
parasitados, baixa da producdo de leite, infertilidade ou subfertilidade dos touros,
abortamentos, mortalidade, e acima de tudo, muitos gastos com medicamentos e servico
médico veterinario (ARAUJO et al., 1998; ADHAM et al., 2009).

2.7.1 Métodos de diagnostico

Segundo Terkawia et al.,, (2011), o diagndstico € realizado por meio da
identificacdo dos parasitos em esfregaco sanguineo, entretanto, sendo uma técnica barata,
rapida e bem simples, ndo apresenta boa sensibilidade, tanto que é indicado apenas para
animais gque apresentam doenca clinica, uma vez que pode gerar resultados inconsistentes

em animais com a infec¢do no estado subclinico e/ou cronico.

Outras metodologias que tém sido bastante utilizadas nos estudos epidemiolégicos
da babesiose sdo as técnicas soroldgicas, uma vez que podem verificar a presenca e a
intensidade de anticorpos especificos no soro de animais, servindo também como
indicador da presenga do agente, entretanto, apresenta algumas limitagfes, como néo
conseguir realizar o diagnostico precoce nas formas agudas da doenca (MAHONEY:;
WRIGHT; MIRRE, 1973).

No entanto, a técnica de biologia molecular, a PCR (Rea¢cdo em Cadeia da
Polimerase), apresenta maior sensibilidade que as técnicas citadas anteriormente, sendo
capaz de detectar cerca de 10 pg de DNA do parasita em amostras sanguineas (BOSE et
al., 1995). De acordo com Costa-Junior et al., (2006), a sensibilidade desta técnica pode

ser aumentada com a utilizacdo da técnica de Nested PCR.

A adocdo do uso das técnicas moleculares de PCR na pesquisa epidemiolégica das
infeccbes por Babesia sp. tém apresentado importantes informagdes, permitindo a
deteccdo de agentes infecciosos tanto em hospedeiros vertebrados quanto emectoparasitas
(OLIVEIRA et al., 2004).

2.8 Theileria

Constitui 0 género de protozoarios hemoparasitas intracelulares, pertencentes a
familia Theileriidae, ordem Piroplasmida, subclasse Piroplasmida e filo Apicomplexa
(PURNELL, 1978; ROBINSON, 1982; UILENBERG, 1995).

O género Theileria engloba espécies de suma importancia na sanidade de bovinos,
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uma vez que causam diversos prejuizos, sao elas: Theileria annulata, Theileria parva e
Theileria sergenti (LI et al., 2007; PRESTON, 2001; SCHNITTGER et al., 2000), sendo
que Theileria annulata e Theileria parva as de maior relevancia, haja vista que também
séo agentes etiologicos da theileriose tropical, conhecida como theileriose mediterranea,
e, febre da Costa Leste, respectivamente (Schnittger et al., 2000) e ainda assim, com maior
destaque na literatura para Theileria annulata.

2.8.1 Theileriose tropical

Apresenta distribuicdo geografica ao longo da Africa do Norte, sul da Europa,
Oriente Médio, Asia e China com o potencial de mortalidade é menor comparado a febre
da Costa Leste com taxa de 70%. Bovinos de ragas europeias, em especial, os de alta
producdo, apresentam-se como mais susceptiveis a contrair a infeccdo (URGUHART et
al., 1998).

2.8.2 Febre da costa leste

Apresenta distribuicdo geografica na Africa Oriental e Central, apresentando alta
percentagem de mortalidade, chegando a 100% em animais introduzidos nestas areas
endémicas, uma vez gque 0s animais nativos apresentam resisténcia natural. Os surtos
dessa doenca podem ser sazonais ou de acordo com as chuvas, assim, quanto mais chuva,
maiores e mais frequentes serdo os surtos. (URGUHART et al., 1998).

Essas doencas apresentam alta gravidade, podendo levar a morte tanto de animais
adultos quanto de bezerros (PRESTON, 2001; SINGH et al., 2001; ZHANG, 1997). Os

animais infectados que conseguem sobreviver a fase aguda, evoluem para um estado
crénico da doenca, onde apresentam um nivel muito baixo de parasitemia, sendo
assintomatico, onde acabam atuando como reservatorio natural do hemoparasita,
facilitando a sua dispersdo (SCHINITTGER et al., 2004).

Juntamente com protozoarios do género Babesia (principalmente Babesia bovis e
Babesia bigemina), causam a doencga conhecida como piroplasmose bovina, transmitida
pelo vetor carrapato, responsavel por infectar rebanhos bovinos e bubalinos,
(SIVAKUMAR et al., 2014). Foi classificada e relatada em 1907, em cervos na Franca
(BETTENCOURT; FRANCA; BORGES, 1907; UILENBERG, 2006).

Segundo VINODKUMAR et al., (2016), as manifestacdes clinicas ndo séo
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observadas com frequéncia em bufalos infectados com piroplasmose, no entanto, Silveira
et al., (2016), relataram uma Theileria spp. relacionados a T. buffeli/orientalis que
acomete bubalinos na Amazonia.

Shaw (2002) afirma que os carrapatos, ao se alimentarem de hospedeiro
contaminado com os piroplasmas de Theileria spp., acabam por se infectarem, onde parte
dos piroplasmas ingeridos sofrem divisdo celular no intestino, tornando-se um cineto
movel. Posteriormente a isso, este cineto conquista o acesso a cavidade geral do carrapato,
alcancando as glandulas salivares, ocorrendo entdo a multiplicacdo do parasita, que sdo

liberados para o hospedeiro vertebrado.

2.8.3 Métodos de diagnostico

2.8.3.1 Diagnostico laboratorial

O diagndstico envolve a deteccdo e identificacdo do patégeno por meio da
observacao de esfregaco sanguineo no microscdpio, o que permite a anélise da morfologia
do parasita (AKTAS et al., 2005; AL-AMERY e HASSO, 2002; CHAE et al., 1999;
D’OLIVEIRA et al., 1995; NORVAL et al., 1992; PRESTON, 2001; SCHNITTGER et
al., 2004).

No entanto, esta metodologia de diagnostico apresenta baixa sensibilidade em
decorréncia do baixo nivel de parasitemia no sangue, bem com a dificuldade de distin¢do
morfoldgica entre as espécies patogénicas e a ndo patogénicas (AKTAS et al., 2005;
D’OLIVEIRA et al., 1995; NORVAL et al., 1992). Atrelado a isso, deve-se levar em
consideracdo a experiéncia do técnico que vai executar as analises e também os fatores
limitantes da microscopia, haja vista que somente vai detectar e identificar o parasita em

amostras de animais expostos ao estado agudo da doenca (ZAEEMI et al., 2010).

2.8.3.2 Diagnostico imunoldgico

Para isso, recorre-se as técnicas sorologicas, especialmente os testes de
imunofluorescéncia indireta (IFA), na qual baseiam-se na deteccdo de anticorpos anti-
antigenos em amostras de soro (procedimento no qual o sangue sofre centrifugacao para
que ocorra a separacao de suas fases) (COLLINS et al., 2020). Apesar de apresentar maior

sensibilidade comparada ao método de microscopia, apresenta alguns entraves, tais como
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a necessidade de técnico experiente e a ocorréncia de reagdes cruzadas entre espécies
proximas (NORVAL et al., 1992, AKTAS et al., 2005, PAPADOPOULOS et al., 1996).

Outra técnica que se destaca no diagnostico, tém por base 0 método de ELISA,
que se mostra de facil utilizacdo, otimizacdo do processamento, permitindo a analise
simultdnea de um maior nimero de amostras. Porém apresenta entrave semelhante a
técnica anterior, reacfes cruzadas entre espécies proximas, fato que prejudica a
especificidade e a confiabilidade (BILGIC et al., 2010).

2.8.3.3 Diagnostico molecular

De acordo com Calder et al., (1996), as técnicas moleculares sdo as que
apresentam maior especificidade e sensibilidade, sendo capaz de detectar baixos niveis
parasitemias, caracteristica de animais portadores assintomaticos, bem como a distin¢éo
entre espécies, 0 que garante uma maior confiabilidade dos dados. Segundo Tanaka et al.,
(2010), boa parte dos testes moleculares utilizados se baseiam na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Apesar de todas as vantagens da técnica de PCR, foram desenvolvidas novas
variantes que adicionam ainda mais vantagens, como € o caso do PCR em tempo real, que
possibilita a observacdo no decorrer da reacdo, bem como a quantificacdo da carga
parasitaria na amostra (PONCHEL et al., 2003).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Realizar a deteccdo molecular de Anaplasma sp. e Piroplasmideos em bubalinos
na regido do Baixo Amazonas e identificar possiveis fatores de riscos associados a infecdo

por estes patdgenos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia de bubalinos infectados por Piroplasmideos (Babesia
sp. e Theileria sp.) por meio da reacdo de polimerase em cadeia.

e Determinar a prevaléncia de bubalinos infectados por bactérias da familia
Anaplasmatacea por meio da reacdo de polimerase em cadeia.

e Determinar os possiveis fatores de risco associados com a deteccdo molecular de
patdgenos transmitidos por carrapatos (Piroplasmidas e Anaplasmatacea).

e Identificar as espécies de Piroplasmidas e Anaplasmatacea infectando bubalinos
por meio de sequenciamento genético.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado na regido do baixo amazonas, que compreende 0 municipio
de Santarém, localizado na regido oeste do Para, norte do Brasil, abrangendo propriedades
localizadas em éareas secas (terra firme) e areas de varzea, estas Ultimas, comumente
encontradas ao longo das margens do rio Amazonas na qual sofrem inundacdes
anualmente. Estas areas de varzea, durante o periodo da seca, oferecem grandes extensdes
de pastagens naturais, Uteis na atividade pecuaria, e, deste modo, os animais séo levados
para essas areas onde ficam pastando por aproximadamente 8 meses, regressando para as
areas secas no pico de cheia do rio Amazonas (LANGENWALDER et al., 2019). O
rebanho de bufalos do municipio de Santarém gira em torno de 8.364 animais, dispostos
em 232 propriedades (MINERVINO et al., 2020).

4.2 Delineamento experimental

Foram utilizados amostras provenientes de um estudo transversal, previamente
relatado por (Batista et al., 2018). Em suma, foi realizada uma pesquisa com amostragem
probabilistica em dois estagios (nivel da fazenda e nivel de animal). A amostragem de
fazendas calculada com 95% de confianca usando Epi Info (CDC), incluiu 60 fazendas de
bufalos (grupos) representando 25,9% do total de fazendas na area de estudo. Adotou-se
uma abordagem de amostragem sistematica para a selecdo de agricultores usando a lista
de agricultores. Se um agricultor se recusasse a ser amostrado, uma fazenda nos arredores
era entdo incluida. A amostragem de animais dentro da fazenda foi calculada no local de
acordo com cada rebanho, seguindo a formula de deteccdo de doengas (CANNON &
ROE, 1982).

Um questionario epidemiologico detalhado foi elaborado incluindo informagdes
das fazendas como localizacdo (terra seca ou vérzea), tamanho do rebanho, tipo de
rebanho (carne ou leite), manejo/condicOes de pastagem/pastejo, controle de carrapatos e
carrapatos, contato com animais selvagens e detalhes dos animais como como sexo, idade,
raca, tipo (carne ou leite), origem, contato com a espécie, transportado para varzea
(BATISTA, 2018).
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4.3 Coleta e processamento das amostras de sangue

As amostras sanguineas foram coletadas por venopuncao jugular externa em tubos
siliconizados vacutainer® contendo acido dietileno diamino tetracético (EDTA). Em
seguida, foram encaminhadas para o laboratério de Sanidade Animal, LARSANA da
Universidade Federal do Oeste do Pard, UFOPA, onde foram devidamente identificadas
e alicotadas em microtubos para entéo, serem congeladas a 20°C negativos para posterior

analises moleculares.

4.4 Coleta de ectoparasitas

Apos realizar a contencdo correta, os bubalinos foram examinados em areas
corporais especificas (dorso, ponta da cauda, pescoco e orelhas). Os ectoparasitas foram
coletados de cada animal, principalmente carrapatos e piolhos (Haematopinus
tuberculatus), logo em seguida foram acondicionados em tubos plasticos do tipo falcon
identificados com a numeracao de acordo com animal a qual foi extraido, conservados em
alcool absoluto e posteriormente identificados a nivel de espécie (ARAGAO &
FONSECA, 1961; MARTINS et al., 2010).

4.5 Extragdo de DNA

4.5.1 Carrapatos e piolhos

Os ectoparasitas foram separados em pool de cinco exemplares por animal e
colocados em microtubos de 1,5 ml, conforme descrito por Sangioni et al. (2005),
adaptado. Os ectoparasitas foram triturados com o auxilio de agulha romba estéril,
acrescido de 150 pl de solucdo tampédo TE pH 8,0 (L0mM TRIS HCI; ImM EDTA) e 450
pl de Isotiocinato de guanidina, seguindo de homogeneizacdo e adicdo de 100 pl de
Cloroférmio. Apoés centrifugagdo (12.000 g por 5 minutos), foram recuperados
aproximadamente 300 ul de sobrenadante e transferido para um novo microtubo de 1,5
ml estéril, sendo acrescido 600 ul de Isopropanol e armazenado em freezer (-20°C) por
no minimo duas horas. Apds esse processo as amostras foram novamente centrifugadas
(12.000 g a 4°C por 15 minutos). O produto sobrenadante foi descartado e o sedimento

exposto em temperatura ambiente por uma hora e em seguida acrescido de 60 pl de TE e
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aquecido em termobloco (56°C por 5 minutos). A solucao final contendo o DNA diluido

em TE foi armazenado em freezer até a sua utilizacdo na PCR.

4.5.2 Sangue total

A extracdo de DNA das amostras sanguineas foi realizada utilizando Kit comercial
(PureLink Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) seguindo asorientagdes

do fabricante.

4.6 Quantificacdo do DNA extraido

Apds o procedimento de extracdo de DNA, as amostras foram encaminhadas para
0 processo de quantificacdo, com o auxilio do equipamento NanoDrop 2000
(Spectrophotometer features, Silverside Rd Bancroft Building Wilmington, de 19810,

USA) e todas as amostras com quantidades abaixo de 30ng/ul de DNA foram re-extraidas.

4.7 Deteccao molecular de patdgenos

A analise molecular utilizou a reacdo de PCR em um primer que pode detectar
principalmente o género Babesia, mas também outros patégenos da familia Piroplasmida,
em especial do género Babesia, mas que também amplifica outros patdgenos da mesma
ordem como Theileria sp. (BAB2), BAB-143-167 (5°-
CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3’) senso e  BAB-694-667  (5-
CACTCTARTCTCAAAG-3) anti-senso, desenvolvido para amplificar um fragmento
551b do Gene 18S rRNA de presente na familia Piroplamida definido por Almeida (2011).

Para detectar organismos da familia Anaplasmataceae, foi realizada uma reacgdo de
PCR com primers que amplificam um fragmento de 344 pb do gene 16S rRNA de
praticamente todos os membros da familia Anaplasmataceae EHR16SD (F-
GGTACCYACAGAAGAAGTCC) e EHR16SR (R-TAGCACTCATCGTTTACAG).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5%, corado com Brometo de Etideo (Invitrogen®) (0,5 pL/mL) em tampao
de corrida TEB 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M é&cido borico; 12,49 mM EDTA).
A eletroforese foi realizada a 100 V por 60 minutos. Para a determinacdo dos produtos
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amplificados foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 a 1000 pares de base
(100 pb DNA Ladder -Invitrogen®). Os resultados foram visibilizados e analisados
atraves de um transiluminador de luz ultravioleta (UV) (Alphalmager HP, San Jose,
California, 95134 USA) acoplado a um programa computacional de analise de imagens
(Eagle-Eye 1lI- Stratagene®, LA, Jolla, CA).

Todos os produtos de PCR positivos gerados nas amostras de campo testadas pelos
protocolos de PCR descritos acima foram purificados e sequenciados utilizando-se o kit
comercial BigDye TM Terminator — Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied
Biosystems e em seguida sequenciados no sequenciador de DNA modelo ABI 3500
Genetic Analyser (Applied Biosystens/Perkin Elmer), segundo seu manual de instrucdes.
As sequéncias obtidas foram editadas pelo pacote de programas Bioedit® e submetidas a
andlise de similaridade com as sequéncias disponiveis no GenBank, através do programa
BLAST analysis (Altschul et al., 1990).

4.8 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados foram consideradas duas condic@es distintas dos

bubalinos: presenca/auséncia de Piroplamida sp. e presenca/auséncia de Anaplasma sp..
Foi aplicado o teste de associacdo de qui-quadrado (x?) entre estas distintas condicdes e

0s possiveis fatores de risco obtidos por meio do questionario epidemiolégico.

Tais analises foram realizadas em dois niveis distintos: Animal-level, considerando
a prevaléncia ao nivel de animal dentre a populacéo total amostrada; herd-level, avaliando
a prevaléncia ao nivel de fazenda, onde cada propriedade foi consideradacomo uma
unidade amostral sendo esta positiva (quando no minimo um animal da propriedade foi
positivo) ou negativa (quando nenhum animal positivo para Piroplasmidaou Anaplasma
sp.). As analises estatisticas foram realizadas com auxilio de programa estatistico (Minitab
17, Minitab Inc, State College, EUA). Foram consideradas significativas as diferencas

€C_ 9

cujo valor de “p” apresentou valores iguais ou inferiores a 0,05.
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5 RESULTADOS

O método de amostragem dentro das 60 fazendas de bufalos, resultou em 621
animais amostrados, sendo a maioria de pequenos rebanhos em terras secas e de varzea.
Animais machos e fémeas de todas as idades foram amostrados e uma descricéo detalhada

foi apresentada por Batista et al., (2018).

5.1 Prevaléncia de anaplasma

Dos 621 animais amostrados, apenas 2 foram positivos para Anaplasma sp.,
apresentando prevaléncia a nivel de animal de 0,32% (0,04 a 1,16 1C 95%). Ambos 0s
animais eram provenientes da mesma propriedade, deste modo, a prevaléncia em nivel de
fazenda foi de 1,66% (0,04 a 8,9 IC 95%). Considerando o limitado ndmero de animais
positivos, a andlise de fatores de risco é considerada irrelevante e, portanto, ndo seré

apresentada.

Os dois animais positivos para Anaplasma sp. mesmos sdo provenientes de uma
fazenda de medio porte localizada na varzea amaz0nica, regido que apresenta menor
infestacdo de ectoparasitos (Batista et al., 2018), ambos eram novilhas de corte que se
alimentavam de pastagens naturais do Baixo Amazonas em sistema de producdo
extensivo. Um dos bufalos positivos para Anaplasma sp. tinha piolhos, mas nenhum tinha
carrapatos. Na fazenda com os dois animais positivos amostrados tinham um total de 19
bufalos, dos quais nenhum estava infestado por carrapatos e apenas um estava infestado
por piolhos da espécie Haematopinus tuberculatus, e, coincidentemente um dos animais

positivos para Anaplasma era justamente o animal infestado por piolhos.

O sequenciamento de ambas as amostras de sangue total de bdfalos positivas na
PCR, revelou infeccao por duas espécies distintas de Anaplasma, o Anaplasma platys com
99,42% de similaridade de uma sequéncia recuperada em Wuhan, China (ascenséo
GenBank # KU586168) (GUO et al., 2016) e Anaplasma phagocytophilum com 98,49%
de similaridade com a sequéncia MN559940 de Anaplasma phagocytophilum isolado
KWD26 do gene 16S de RNA ribossémico. Interessantemente uma mesma propriedade

apresentou bufalos infectados por duas espeécies distintas de Anaplasma.
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A figura 1 apresenta a arvore filogenética das amostras sequenciadas no presente

estudo.

Figura 1. Posicionamento filogenético das sequencias de Anaplasma sp. amplificadasem

bubalinos no Baixo Amazonas.
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Quanto a investigacdo de Piroplasmideos, dos 621 animais analisados, 13

apresentaram-se positivos na rea¢do em cadeia da polimerase representando 2,09% do

namero total de animais amostrados. No que se refere aos ectoparasitas, 8 carrapatos

foram positivos, correspondendo a 7,6% dos 95 exemplares coletados, no entanto, nos

piolhos ndo se verificou nenhum positivo.



A tabela 1 apresenta a analise dos fatores de risco associados a deteccdo de

Piroplasmideos no sangue de bubalinos ao nivel de animal.

Tabela 1. Fatores de risco associados a presenca de Piroplasma sp. em bubalinos.

Piroplasmida
Fatores de Risco Positivos/Total p*
(%)

Sexo do animal 0,775
Macho 4/236 (1,69%)
Fémea 9/385 (3,34%)

Presenca de ectoparasitas® 0,716
Sim 3/115 (2,61%)
Né&o 10/506 (1,98%)

Presenca de carrapatos 0,040
Sim 3/49 (6,12%)
Né&o 10/572 (1,75%)

Presenca de piolhos 1
Sim 12/549 (2,19%)
Né&o 1/72 (1,39%)

Faixa etaria (meses) 0,003
lal2 3/153 (1,96%)
13a24 10/222 (4,54%)
> 24 0/246 (0,0%)

Aptidao 0,905
Corte 5/229 (2,18%)
Leite 8/392 (2,04%)

Tamanho do rebanho 0,649
Médio 2/56 (3,5%)
Micro 5/218 (2,29%)
Pequeno 6/347(1,73%)

Local da propriedade 0,24
Terra firme 11/420 (2,62%)
Vérzea 2/201 (1,0%)

Origem dos animais 0,65
Compra 2/70 (5,7%)
Fazenda 11/551 (2,9%)

Mantido com outros animais 0,283
Sim 67/420 (2,8%)
Né&o 6/201 (3,9%)

Fonte: Elaborada pelo autor (2022).
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Em relacdo aos fatores de risco associados com a deteccdo molecular de
Piroplasmideos ao nivel de animal, apenas os fatores faixa etaria e infestacdo por
carrapatos apresentaram associacao. Em relacéo a faixa etaria, animais novos, com 1-12
meses de 12-24 meses foram mais positivos para Piroplasmideos que animais acima de
24 meses. Nenhum animal acima de 24 meses apresentou infecc¢ao por parasitas da ordem
Piroplasmida. Em relacdo a infestacdo por carrapatos, bufalos que estavam com
carrapatos no momento da coleta estavam infectados em maior nimero que bubalinos

sem carrapatos.

E valido ressaltar que a maioria dos bufalos positivos para Piroplasmideos era
oriundo de areas de Terra Firme (n=11) com apenas dois animais positivos identificados
em propriedades de varzea. Apesar) da diferencga, devido ao baixo numero de animais
positivos, ndo foi possivel constatar diferenca significativa entre o local da propriedade e

a deteccdo molecular de Piroplasmideos (p=0,24).

Foi possivel a realizacdo do sequenciamento do PCR em apenas cinco animais que
se apresentaram positivos, onde revelou a infeccdo de duas espécies distintas de Theleria
sp., quatro animais infectados por Theileria buffeli, sendo trés com 99,47%, 98,96%,
100% de similaridade com a sequéncia HM538215, respectivamente, e um, com99,80%
de similaridade com a sequéncia EF126184. O outro bufalo apresentou infeccdopor outra
espécie de Piroplasmideo, a Theileria ocidentalis, com 100% de similaridade com a
sequéncia MH208642.

A ocorréncia de Piroplasmideos nas fazendas, detectada no presente trabalho foi
de 16,67% (10/60), a tabela 2 apresenta a relacdo dos fatores de riscos associados a

presenca de Piroplasmas nas propriedades.
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Tabela 2. Relagdo dos fatores de riscos relacionados a presenca de Piroplasmideos nas

propriedades.

40

Fator de risco

Piroplasmida *

Positivos/Total p*
(%)

Presenca de Ectoparasitas* 0,055
Sim 6/31 (19,35%)
Né&o 1/29 (3,45%)

Presencga de Carrapatos 0,123
Sim 4/19 (21,05%)
Né&o 3/41 (7,32%)

Presenca de Piolhos 0,023
Sim 5/20 (25,0%)
Né&o 2/40 (5,0%)

Tamanho do Rebanho
Médio 0/2 (0,0%)
Micro 4/34 (11,76%)
Pequeno 3/24 (12,50%)

Presenca de Silvestres 0,955
Sim 6/51 (11,76%)
Né&o 1/9 (11,11%)

Local de Coleta 0,099
Terra Firme 6/34 (17,65%)
Vérzea 1/26 (3,85%)

Tipo de Pastagem ND
Cultivada 2/19 (10,53%)
Mista 0/5 (0,0%)
Nativa 5/36 (13,89%)

Descanso de Pastagem 0,676
Sim 3/20 (15,0%)
Né&o 4/40 (10,0%)

Mantido com outros animais 0,35
Sim 4/45 (8,89%)
Né&o 3/15 (20,0%)

Faz controle de carrapatos 0,69
Sim 5/36 (13,89%)
Né&o 2/24 (8,33%)

Animais vao pra Varzea 0,47
Sim 6/55 (10,91%)
Né&o 1/5 (20,0%)




Verificou-se na tabela acima que apenas o fator de risco relacionado ao local de
propriedade apresentou resultados relevantes, onde se observou uma tendencia a maior

ocorréncia de Piroplasma sp. em fazendas em areas de terra firme (p = 0,09).
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6 DISCUSSAO

Dentre os quatro animais infectados com T. buffeli, trés apresentaram grande
similaridade com o mesmo gendtipo, mesmo sendo animais de propriedades distintas. Em
estudo realizado na Tailandia que avaliou de maneira mais profunda a variabilidade
geneética de T. orientalis em bovinos e bufalos, foram observadas grandes semelhancas
entre as sequéncias nucleotidicas de isolados do mesmo gendtipo de bovinos e bufalos, e,
portanto, os bufalos foram considerados como reservatorios para esses genotipos de T.
orientalis na Tailandia. Observaram ainda que, T. orientalis que circulam na Tailandia
sdo mais diversos em seus caracteres genéticos do que o previsto anteriormente
(Altangerel et al., 2011).

Em estudo com bovinos no Kenya, foram detectados os patdégenos B. bovis, B.
bigemina, T. parva, T. velifera, T. taurotragi, T. mutans e A. marginale, T. ovis, e T.
orientalis além de coinfec¢des observadas em mais de 50% das amostras positivas (Adjou
Moumouni et al., 2015), o que contrasta com os resultados encontrados no presente estudo
onde ndo foi observada uma menor presenca de animais infectados e uma menor
diversidade de patdgenos apesar do estudo ter sido realizado em uma ampla e diversa
regido e ter incluido 60 propriedades distintas em condicGes de terra firme e de varzea.

No presente estudo ndo foram verificadas coinfeccfes entre os patdgenos estudados.

Em estudo nas Filipinas com bovinos e bdfalos e utilizando a mesma reacéo de
PCR do presente estudo, piroplasmas foram detectados em 29,9% dos bovinos e apenas
trés (2,8%) dos bufalos examinados (Prado et al., 2022), o que corrobora com osresultados

do presente estudo que bufalos possuem baixa prevaléncia molecular de Piroplasma.

Em Hubei, China, Theileria buffeli (19.1%) foi a espécie com maior prevaléncia,
no entanto o estudo também identificou outras espécies de piroplasmida como Babesia

orientalis, B. bovis e B. bigemina (He et al., 2012).

Em um dos poucos estudos realizados no estado do Para, conduzido na regido
Nordeste do estado e na Ilha de Maraj0, a prevaléncia de Theileria sp. foi de 4.2% e 3.6%
para Babesia bovis e 1% para Babesia bigemina com uma prevaléncia ao nivel de fazenda
de 50%. Neste estudo a maioria dos animais positivos eram de uma mesma propriedade
com histérico de doenca linfoproliferativa de etiologia desconhecida, sendo que os autores

sugerem que possa ser causada pela Theileria sp. (Silveira et al., 2016).
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Diferentemente do observado, nas 60 fazendas amostradas n&o foi relatado
histérico de doenca crénica ou problemas sanitarios nos rebanhos bubalinos. Ainda séo
necessarios estudos para determinar a susceptibilidade de bubalinos a Theileria sp. e quais
as alteragdes clinicas decorrentes da infeccdo por este patégeno, uma vez que 0s animais

amostrados estavam todos sem sintomas clinicos evidentes.

Em estudo no Maranhdo, uma baixa prevaléncia de Piroplasma foi detectada, com
apenas um bufalo infectado por Theileria sp. (0.35%) (Abate et al., 2018).

No presente estudo, dos 621 animais analisados, foi verificado a positividade para
Anaplasma sp. em apenas dois animais, demonstrando uma baixa infec¢éo. Esses dados
vao de encontro ao estudo realizado por Abate et al. (2018), onde os 287 bufalos
examinados foram negativos para Anaplasma sp., em especial A. marginale. Verifica-se
pelo posicionamento filogenético que as espécies de Anaplasma encontradas em bufalos
na regido estdo distantes de isolados de A. marginale, patdgeno associado a Anaplasmose

bovina.

A baixa prevaléncia de bufalos infectados por Anaplasma sp. no presente estudo
foi um tanto quanto inesperada, uma vez que estudos preliminares na regido do Marajo
com um numero parecido de animais amostrados detectaram mais de 5% de animais
positivos, enquanto a prevaléncia de Anaplasma sp. em bufalos no Baixo Amazonas nao
chegou a 0,5%, ou seja, mais de dez vezes inferior.

Ressalta-se ainda que os achados anteriores do género em bdfalos foram
unicamente de Anaplasma marginale, possivelmente em decorréncia de uma
contaminacdo cruzada entre as espécies bovina e bubalina que pastejam as mesmas areas
(SILVA et al., 2014). Por outro, existe variacdo na deteccdo molecular de Anaplasma sp.
em outro estudo também na Ilha de Marajo, onde Anaplasma marginale foi detectado em

apenas 2% dos animais.

Em estudo realizado no Rio de Janeiro, 10% dos bufalos examinados foram
positivos para A. marginale (SILVA et al., 2014), ja em outro estudo, também realizado
no estado do Rio de Janeiro, de 295 animais amostrados, apenas 1% foi positivo para A.
marginale (CORREA, 2011).

Em outro estudo, recente, realizado na Tailandia (Nguyen, 2020), foi detectado
41% de positividade de organismos da familia Anaplasmataceae (Anaplasma marginale
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e Anaplasma platys-like) em rebanhos bubalinos da regido. J& em Cuba, foi verificado a
detecco de Anaplasma em 54,6% do rebanho bubalino (OBREGON et al., 2019).

Verifica-se uma grande variabilidade de resultados, com detec¢do molecular e com
nameros bastante diferentes, embora considerando estudos realizados no mesmo estado,
isso é decorrente da funcéo dos diferentes fatores de risco para a infeccdo, como por
exemplo a presenca do vetor responsavel pela transmissd@o do patdgeno. Essa grande
variabilidade nos resultados reforca a importancia do estudo realizado, que vem a
contribuir para a identificacdo das espécies de patdgenos em uma area de grande
importancia para a bubalinocultura, onde até 0 momento era carente de informagoes.
Avancos nos estudos filogenéticos certamente irdo permitir um melhor entendimento da
epidemiologia molecular dos patdgenos transmitidos por carrapatos contribuindo para a

adequada identificacdo de hospedeiros reservatorios susceptiveis.

De acordo com Hornok et al. (2018), na Hungria, bufalos criados de maneira
extensiva em sistema de manejo que se assemelha ao utilizado na regido do Baixo
Amazonas (pastejo coletivo em extensas areas de pastagens naturais) ndo apresentaram
Anaplasma phagocytophilum na Hungria, enquanto que outras espécies de ruminantes que
habitam 0 mesmo parque natural hdngaro, apresentaram prevaléncias que chegaram em
até 97%.

As diferencas na prevaléncia de A. phagocytophilum pode estar relacionada aos
habitos de pastejo, haja vista que espécies que se alimentam em areas de pastos mais
extensas Sa0 menos propensas a estarem infestadas por carrapatos, o principal vetor de
Anaplasma sp.. Esta hipotese é suportada por achados conclusivos na regido do baixo
amazonas que verificaram que bafalos em areas de varzea sao menos infestados por
carrapatos do que animais de areas de terra firme (BATISTA et al., 2018). Apesar de ndo
ser comum a infeccdo de bufalos por A. phagocytophilum, um estudo recente demonstrou
uma infecgdo sintomatica deste patdgeno na especie infectada por uma variante genética
do patogenos (ankA gene cluster Il) que havia sido descrita infectando apenas cervideos
(LANGENWALDER et al. 2019).

Outro interessante estudo que avaliou comparativamente a deteccdo molecular de
Anaplasma sp. em bovinos e bdfalos no Egito, verificou que bovinos apresentavam uma

prevaléncia muito superior (68%) em relacdo a bubalinos (29%), com a circulacdo de
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diversos gendtipos, mas com predominancia de linhagens ja descritas e especificas da
regido (AL-HOSARY et al., 2020).

Com relacdo a prevaléncia de Anaplasma sp. em ectoparasitas, os resultados
obtidos a partir de carrapatos e piolhos coletados em bubalinos no baixo Amazonas foram
diferentes dos obtidos por outros grupos em diferentes locais, inclusive no estado do Par4,
na regido do Marajo, onde 17.5% dos carrapatos coletados de bubalinos foram positivos
para A. marginale e que este patdgenos apresentavam linhagem semelhante entre bovinos
e bufalos (DA SILVA et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo verificou a ocorréncia de Piroplasmideos no sangue total de
bubalinos indicando que o parasita infecta esta espécie na regido, alem de identificar pela
primeira vez a presenca de Theileria buffeli e Theileria ocidentalis, Anaplasma platys e

Anaplasma phagocytophilum em bubalinos na regido do Baixo Amazonas.

Verificou-se que bufalos mais jovens e infestados por carrapatos apresentaram
maior frequéncia de infeccdo por Piroplasmideos. Propriedades de terra firme
apresentaram uma tendéncia de maior ocorréncia de Piroplasmideos do que propriedades

localizadas na varzea.

Em piolhos da espécie H. tuberculatus ndo foi detectada a presenca de
Piroplasmideos, inclusive nos exemplares que infestavam bdfalos que foram positivos.
Embora haja a necessidade de estudos mias aprofundados, os presentes resultados indicam
que o pilho apresenta limitada importancia na epidemiologia de Piroplasmideos em

bubalinos.
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