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RESUMO

Ribeiro, Stephany Rocha. Investigagdo de Babesia, Hepatozoon e Ehrlichia em gambas
(Didelphis sp.) de vida livre do Estado de Sao Paulo, Brasil. Dissertacao (Mestrado Académico
em Animais Selvagens) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu,
p.101, 2024.

Como resultado da crescente urbanizacdo hd um impacto negativo na fauna e
na flora, resultando em desequilibrios ecoldgicos que podem desencadear na
transmissao de zoonoses. O presente estudo teve como objetivo investigar a
presenca de hemoparasitas em sangue de gambas de vida livre resgatados,
aléem de avaliar o hemograma desses animais. Ao total, 115 amostras
sanguineas de gambas (Didelphis albiventris e Didelphis aurita) oriundos do
Parque Zooldgico Municipal "Quinzinho de Barros”, em Sorocaba, Centro de
Manejo e Conservacado de Animais Silvestres - CeMaCAS, em Sao Paulo e da
Vigilancia Ambiental em Saude, de Botucatu foram analisadas investigando-se
a presenca de protozoarios do género Babesia e Hepatozoon e bactérias do
género Ehrlichia. A partir do material coletado foram realizados hemogramas
afim de analisar os valores dos parametros hematologicos das duas espécies de
hospedeiros, confeccdo de esfregacos sanguineos para a procura dos
patégenos empregando microscopia Optica, além da utilizacdo de analises
moleculares para pesquisa de fragmentos de DNA de Babesia spp., Hepatozoon
spp. e Ehrlichia spp. utilizando-se pares de primers especificos para cada
patégeno. Nenhuma das laminas de esfregaco sanguineo foi positiva para os
protozodrios pesquisados, porém em uma lamina foi detectada a presenca de
morulas sugestivas de Erhlichia spp. e a amostra era oriunda de D. albiventris
do municipio de Sorocaba-SP. Como resultado da analise molecular, cinco
(4,34%) amostras foram positivas para Babesia spp. e duas (1,73%) foram
positivas para Ehrlichia spp., todas provenientes do municipio de Botucatu-SP.
Nenhuma amostra foi positiva para protozoarios do género Hepatozoon spp.
Empregando ferramentas de bioinformatica foi possivel confirmar a positividade
de Babesia sp. e Ehrlichia sp. Esses resultados ressaltam a importancia de
novos estudos para melhor compreensdo da ocorréncia e distribuicdo de
diversos patdégenos em populacdes de animais silvestres.

Palavras-chave: bactérias, biologia molecular, gambés, hemoparasitos,

protozoarios.



ABSTRACT

Ribeiro, Stephany Rocha. Investigation of Babesia, Hepatozoon and Ehrlichia in free-living
opossums (Didelphis sp.) from the State of Sdo Paulo, Brazil. Dissertation (Master in Wild
Animals) — Sao Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, p.101, 2024.

As a result of increasing urbanization, there is a negative impact on fauna and
flora, leading to ecological imbalances that can trigger the transmission of
zoonoses. This study aimed to investigate the presence of hemoparasites in the
blood of free-living opossums that were rescued, as well as to evaluate the
complete blood count of these animals. A total of 115 blood samples from
opossums (Didelphis albiventris and Didelphis aurita) were analyzed, originating
from the "Quinzinho de Barros" Municipal Zoo in Sorocaba, the Wildlife
Management and Conservation Center (CeMaCAS) in Sao Paulo, and the
Environmental Health Surveillance in Botucatu. The presence of protozoa of the
genus Babesia and Hepatozoon, as well as bacteria of the genus Ehrlichia, was
investigated. From the material collected, blood counts were taken in order to
analyze the values of the hematological parameters of the two host species,
blood smears were taken to look for pathogens using optical microscopy, and
molecular analysis was used to search for DNA fragments of Babesia spp.,
Hepatozoon spp. and Ehrlichia spp. using specific primer pairs for each
pathogen. None of the blood smear slides were positive for the protozoa
investigated, but one slide showed the presence of morulae suggestive of
Erhlichia spp. and the sample came from Didelphis albiventris in the municipality
of Sorocaba-SP. As a result of the molecular analysis, five (4.34%) samples were
positive for Babesia spp. and two (1.73%) were positive for Ehrlichia spp., all
samples from the municipality of Botucatu-SP. No samples were positive for
protozoa of the genus Hepatozoon spp. Using bioinformatics tools, it was
possible to confirm the positivity of Babesia sp. and Ehrlichia sp. These results
highlight the importance of further studies to better understand the occurrence
and distribution of various pathogens in wild animal populations.

Keyword: bacteria, molecular biology, opossums, hemoparasites, protozoa.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas e as a¢cfes antropogénicas, como desmatamento
e crescimento desordenado das cidades, podem influenciar na quantidade e no
alcance geografico dos vetores responsaveis pela transmissdo de patdgenos
(Carvalho et al., 2020). Como resultado € possivel que a prevaléncia das
enfermidades propagadas por esses vetores aumentem a medida que as
transformagdes ambientais acontecem, e essas mudancas podem ter um
impacto significativo na epidemiologia das doencas infecciosas (Khasnis e
Nettleman, 2005; Rabelo, 2014; Carvalho et al., 2020).

As doencas causadas por patégenos transmitidos por vetores sdo uma
preocupacgdo significativa no contexto da saude global e sdo exemplos a
Chikungunya, Dengue, Doenca de Chagas, Febre amarela, Febre do Oeste do
Nilo, Febre maculosa, Leishmanioses, Malaria, Zika virus, dentre outras
(Carvalho et al., 2020; S&o Paulo, 2022; Codeco et al., 2023; Pinter, 2023;
Santos et al., 2024). Os principais artrépodes vetores sdo 0s acaros, carrapatos,
piolhos, pulgas e mosquitos (Osoério et al., 2019).

Ha trés hemoparasitoses na medicina veterinaria que sao causadas por
patdégenos transmitidos por vetores e se destacam como de grande importancia,
a babesiose, hepatozoonose e a erliquiose e 0s agentes sdo protozoarios do
género Babesia e Hepatozoon e bactérias do género Ehrlichia (Spolidorio, 2009;
Bittencourt et al., 2022). Sdo patdgenos que compartilham o mesmo artrépode
vetor, o carrapato-marrom do cao (Riphicephalus sanguineus) sensu lato,
principal vetor desses patdgenos no Brasil, e podem afetar animais domésticos,
selvagens e o homem (Labruna et al., 2007; Spolidorio, 2009; Alves, 2017).

Os Centros de Triagem e Reabilitacdo de Animais Silvestres, Parques
Zooldgicos e Aquarios desempenham papel fundamental na conservacdo da
fauna silvestre, resgatando, reabilitando e reintroduzindo animais aptos a
retornarem ao seu habitat e cuidando de animais impossibilitados de retornar a
natureza, de acordo com a legislacao brasileira (IBAMA, 2015; MMA, 2018).

Além disso, contribuem para a pesquisa cientifica, promovem o conhecimento
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sobre a biologia e medicina veterinaria das espécies, sobre o bem-estar e
comportamento animal, realizam pesquisas epidemiologicas e aplicam técnicas
de conservagéo tanto in situ quanto ex situ (Barros, 2023).

A crescente interagcdo entre seres humanos e animais proporciona
beneficios emocionais e fisicos, porém sem as medidas sanitarias adequadas
pode aumentar o risco de transmissédo de zoonoses (Day, 2011; Machado et al.,
2019). Decorrente da destruicéo dos habitats naturais, animais selvagens tem se
aproximado de areas urbanas, intensificando o contato com animais domeésticos
e seres humanos, 0 que aumenta 0 risco de transmissdo de patdogenos
zoondticos (Khasnis e Nettleman, 2005; Day, 2011; Rabelo, 2014; Carvalho et
al., 2020).

Nesse cenario, ressalta-se a relevancia do conceito de Sautde Unica (One
Health), que enfoca a interconexao inseparavel entre a saude humana, animal e
ambiental (CRMV-SP, 2021). Esse conceito representa uma visdo integrada, e
mostra que essa interconexao impacta diretamente em questdes como doencas
emergentes e reemergentes, zoonoses, globalizacdo, mudancas climaticas e
transformacdes ambientais (Day, 2011; CRMV-SP, 2021).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GENERO Babesia

Agente etioldgico e ciclo bioldgico

Patogenos do género Babesia spp. sdo protozoarios intraeritrocitarios
pertencentes ao Filo Apicomplexa, Classe Sarcodina, Ordem Piroplasmida,
Familia Babesiidae, Género Babesia e possuem aproximadamente 100 espécies
descritas que parasitam animais domeésticos, silvestres e o homem (Olicheski,
2003; Brandao e Hagiwara, 2002; Chauvin et al., 2009; Braga e Silva, 2013;
Soares, 2015).

As espécies do protozoario descritas como responsaveis por causar
infeccdo em canideos domésticos no mundo s&o a Babesia canis e a Babesia
gibsoni levando ao desenvolvimento da babesiose canina, considerada uma das

infeccbes mais importantes que afeta canideos domeésticos e é causada por
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hemoprotozoarios transmitidos por carrapatos (Braga e Silva, 2013; Soares,
2015; Dias e Ferreira, 2016; Pereira et al., 2021).

Caracteres moleculares, patogenicidade, imunidade cruzada, distribuicéo
geogréfica e especificidade do vetor sdo aspectos que foram considerados na
diferenciagdo e classificacdo de trés subespécies da espécie Babesia canis,
sendo elas Babesia canis canis, Babesia canis vogeli e Babesia canis rossi
(Uilenberg, 2006; Braga e Silva, 2013; Soares, 2015). Esses critérios ajudam a
compreender a diversidade genética, a distribuicdo geografica e a capacidade
patogénica desses agentes parasitarios. No Brasil, a principal espécie
responsavel por causar a babesiose canina € a Babesia canis vogeli (Soares,
2015).

Babesia canis pertence ao grupo das grandes Babesias medindo cerca
de 2,4 x 5,1 ym, geralmente estao presentes aos pares no interior dos eritrécitos,
apresentando uma conformacéo piriforme e podendo variar sua posicdo no
interior do citoplasma, estando centralizados ou mais periféricos (Brandao e
Hagiwara, 2002; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016).

Babesia gibsoni pertence ao grupo das pequenas Babesias, medindo
cerca de 1,0 x 3,2 um, geralmente presentes individualmente no interior dos
eritrécitos e apresentando conformacédo que varia de arredondadas a ovais
(Brandédo e Hagiwara, 2002; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016).

A prevaléncia da doenca e a sua distribuicdo geografica estdo diretamente
relacionadas a presenca do vetor, que se encontra principalmente nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (Branddo e Hagiwara, 2002; Braga e Silva,
2013; Soares, 2015; Pereira et al., 2021).

Exemplares de microorganismos morfologicamente similares a B. canis
foram identificados em uma variedade de canideos selvagens, como cachorros-
do-mato, chacais, coiotes, graxains-do-campo, lobos e raposas (Soares, 2015).
No entanto, quando se trata de B. canis vogeli, o papel dos carnivoros silvestres
na epidemiologia da doenca € questionavel, uma vez que o principal vetor, o
carrapato-marrom do céo (R. sanguineus), estd mais adaptado e € comumente

encontrado em ambientes urbanos (Soares, 2015).



18

Transmissao

A transmissao do protozoario para o hospedeiro ocorre principalmente por
meio da inoculagdo dos esporozoitos presentes na saliva do vetor no momento
do repasto sanguineo, porém, pode ocorrer também por meio de transfuséo
sanguinea onde o animal doador esteja infectado com o patogeno (figura 1)
(Brandéo e Hagiwara, 2002; Uilenberg, 2006; Vieira et al., 2013; Dias e Ferreira,
2016; Bittencourt et al., 2022).

Bounos et al., (1993) sugeriram a ocorréncia de transmissao
transplacentéria ao identificarem Babesia gibsoni em esfregacos sanguineos de
uma cadela e seus filhotes que tinham trés dias de vida. A transmissao entre 0os
vetores € descrita por Chauvin et al., (2009) como transovariana (vertical) e
transestadial (entre as fases de larva, ninfa e adulto) (Taboada et al., 1997,
Branddo e Hagiwara, 2002).

O principal vetor da Babesia canis vogeli sdo os carrapatos da espécie R.
sanguineus, familia Ixodidae (Brandao e Hagiwara, 2002; Olicheski 2003; Dias e
Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022). Esse ixodideo apresenta um ciclo
trioxénico e nidicola e tem distribuicdo geogréafica em todo o territério nacional,
especialmente em ambientes urbanos, o que implica na presenca do protozoario

em todo o pais (Soares, 2015).

Patogenia

Durante o processo de reproducdo do protozoério, que ocorre de forma
assexuada no interior dos eritrcitos, as babésias causam a ruptura das
heméacias (hemdlise), levando a ocorréncia de um quadro de anemia hemolitica
regenerativa (Olicheski, 2003; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016).

A hemodlise, além de causar anemia, desencadeia em liberacdo de
hemoglobina, levando a um quadro de hemoglobinemia, hemoglobindria e
bilirrubinemia, (Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016) e favorece a liberacao de
pirbgenos que causam o aumento da temperatura corporal (Olicheski, 2003;
Soares, 2015).

Quadros de hemdlise intensa podem causar uma sobrecarga do figado e
desencadear em ictericia, congestdo hepéatica e esplénica além de hiperplasia

do sistema fagocitico mononuclear gerando hepatoesplenomegalia (Olicheski,
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2003; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016). A hemoglobindria intensa também
pode levar a quadros de nefropatias, devido a sua nefrotoxicidade (Olicheski,
2003; Soares, 2015).

Decorrente da anemia, a um quadro de hipdxia que aumenta o
metabolismo anaerdbico podendo levar ao desenvolvimento de acidose
metabolica, com consequente diminuicdo da oxigenacdo tecidual (Olicheski,
2003; Soares, 2015). Hipovolemia advinda da acéo sistémica de mediadores
inflamatorios, choque endotoxico e infecgdes sistémicas ocasionam um quadro
irreversivel de comprometimento organico que pode desencadear na sindrome

de disfuncdo multipla de 6rgaos e levar ao 6bito (Olicheski, 2003; Soares, 2015).



Figura 1. Ciclo biolégico da Babesia spp.
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Sinais clinicos e alteracdes laboratoriais
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A babesiose pode se manifestar de formas que variam de subclinica

(inaparente), hiperaguda, aguda a cronica (Braga e Silva, 2013; Soares, 2015;
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Dias e Ferreira, 2016). Podem ser classificada clinicamente em ndo complicada
e complicada (Lobetti et al., 2002).

A babesiose ndo complicada geralmente decorre de uma hemdlise de
baixa intensidade e resulta em uma doenca onde o animal é assintomatico ou o
hospedeiro apresenta sinais inespecificos e leves como apatia, anorexia,
caquexia, diarreia, febre, letargia, mucosas palidas e, nesses casos, a anemia
pode variar de branda a grave (Lobetti et al., 2002; Braga e Silva, 2013; Soares,
2015; Dias e Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022).

Em casos em que a lise de hemécias é mais intensa pode se observar
anemia intensa, hemoglobinemia, hemoglobindria, bilirrubinemia, bilirrubindria,
ictericia, pneumonia e oObito (Lobetti et al., 2002; Braga e Silva, 2013; Soares,
2015; Dias e Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022). Em alguns casos menos
comuns, é relatado a presenca de alteracbes neurolégicas como ataxia,
desequilibrio e paralisia, distarbios respiratérios como taquipneia e dispneia,
alteracOes circulatorias como taquicardia, hipotenséo e diminuicdo do tempo de
preenchimento capilar, além de agressividade e extrema apatia (Soares, 2015;
Nelson e Couto, 2015).

Segundo Lobetti et al., (2002) a babesiose complicada esta associada ao
comprometimento de varios Orgaos, com sinais especificos indicativos de
faléncia de cada 6rgdo e o envolvimento cerebral, hepético, pulmonar e renal
sao condicdes clinicas reconhecidas.

A resposta inflamatéria pode levar a sindrome da resposta inflamatéria
sistémica resultando na sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgéos (Lobetti et
al., (2002). A gravidade das manifestacdes clinicas e o comprometimento dos
orgaos depende de fatores como a intensidade da hemdlise, a patogenicidade
da cepa envolvida e a susceptibilidade do hospedeiro que incluem a resposta
imune do animal, idade e infec¢cdes concomitantes (Braga e Silva, 2013; Vieira
et al., 2013; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016).

As alteragcbes hematologicas mais evidentes e caracteristicas da
babesiose canina sdo a anemia e a trombocitopenia (Brandao e Hagiwara, 2002;
Braga e Silva, 2013; Soares, 2015; Moraes et al., 2016). Nos primeiros dias apés
a infeccdo € comum a presenca de anemia normocitica normocrémica de baixa
intensidade que pode tornar-se anemia macrocitica hipocrémica regenerativa

com a progressdo da doenca (Braga e Silva, 2013; Dias e Ferreira, 2016). Em
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alguns casos, reticulocitose pode ser observada e essas alteracfes sdo
resultados da presenca de hemacias jovens na corrente sanguinea, necessarias
devido a crescente destruicdo de eritrocitos, tanto pela acéo direta do parasita
guanto pela atividade do sistema fagocitico (Soares, 2015).

Ainda €& possivel observar hiperbilirrubinemia, bilirrubindria,
hemoglobinuria, trombocitopenia, acidose metabdlica, azotemia, cilindros renais
e reticulocitose, que é proporcional a gravidade da anemia (Braga e Silva, 2013;
Dias e Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022).

As alteracdes leucocitarias sédo variaveis, podendo resultar em um
aumento ou diminui¢cdo na contagem de glébulos brancos (Braga e Silva, 2013).
Soares (2015) defende que a leucocitose por neutrofilia € a alteragdo mais

comumente encontrada.

Diagnadstico

O diagnéstico da babesiose canina pode ser realizado por meio da
avaliacdo dos sinais clinicos associados a exames complementares. Estes
podem incluir exames diretos, como o esfregaco sanguineo e testes
moleculares, além de exames indiretos, como testes soroldgicos (Brandéo e
Hagiwara, 2002; Silva et al., 2011; Braga e Silva, 2013; Soares, 2015; Dias e
Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022).

O esfregaco sanguineo € um exame de triagem importante no diagnéstico
desta hemoparasitose, € empregado durante a fase aguda da doenca
(parasitemia) e o teste é realizado com uma gota de sangue periférico (Braga e
Silva, 2013; Soares, 2015; Pereira et al., 2021). O exame baseia-se em verificar
a presenca do protozoario na lamina (Soares, 2015). Apesar de sua rapidez, alta
viabilidade, baixo custo e alta conclusividade, este método possui baixa
sensibilidade quando a parasitemia esta reduzida (Branddo e Hagiwara, 2002;
Silva et al., 2011; Braga e Silva, 2013; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016;
Pereira et al., 2021; Bittencourt et al., 2022).

O diagnéstico baseado em testes moleculares empregando Reacdes em
Cadeia da Polimerase (PCR) visa buscar fragmentos de DNA do patdégeno em
amostras biolégicas (sangue ou fragmentos de 6rgdos). Esse teste demonstra
maior especificidade e sensibilidade, permitindo detectar o agente mesmo em

situacOes de baixa parasitemia, além de possibilitar a distincdo entre as espécies



23

e subespécies do protozoario (Branddo e Hagiwara, 2002; Olicheski 2003;
Soares, 2015; Bittencourt et al., 2022). No entanto, esse método diagnostico é
mais comumente empregado em pesquisas e estudos epidemiolégicos (Brandao
e Hagiwara, 2002; Olicheski 2003; Silva et al., 2011; Braga e Silva, 2013; Dias e
Ferreira, 2016).

Os testes soroldgicos sdo métodos indiretos que se baseiam na pesquisa
de anticorpos antibabésia circulantes e podem ser empregados durante as fases
subaguda ou crénica da doenca, quando a parasitemia € baixa e as provas
soroldgicas mais empregadas sao o ensaio imunoenzimético — ELISA e areacao
de imunofluorescéncia indireta — RIFI (Branddo e Hagiwara, 2002; Olicheski,
2003; Braga e Silva, 2013; Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016; Bittencourt et
al., 2022).

A RIFI tem sido amplamente utilizada por sua alta sensibilidade e
moderada especificidade, conforme Soares (2015), com uma titulagao de “corte”
de 1:40, além de seu baixo custo e facil operacionalidade (Brandéo e Hagiwara,
2002; Olicheski, 2003; Dias e Ferreira, 2016),

No entanto, Braga e Silva (2013) apontam limitacbes em sua
especificidade devido a possibilidade de resultados falso-positivos, que podem
ocorrer devido a exposicdo prévia ao patdogeno ou reacdes cruzadas, e falso-
negativos, que podem acontecer em casos de infec¢des recentes devido ao
tempo necessério para deteccao de anticorpos anti-Babesia pds infeccdo (cerca
de 5-10 dias pos infeccao).

Bittencourt et al., (2022) sugerem que possa ocorrer reacdes cruzadas,
sendo dificil diferenciar entre infeccbes ativas e infecgcdes prévias. O meétodo
sorolégico ELISA apresenta alta sensibilidade e baixa especificidade (Soares,
2015).

Deve-se ter cautela ao interpretar os resultados dos testes soroldgicos e
correlaciona-los com as manifestacGes clinicas do hospedeiro, bem como os
dados laboratoriais, especialmente a contagem de plaquetas (Olicheski, 2003;
Dias e Ferreira, 2016).

Potencial zoonético

A babesiose humana é uma zoonose que foi descrita em paises do

continente Europeu e Americano e trata-se de uma infeccado geralmente branda
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ou assintomatica, porém em alguns casos pode levar a quadros graves incluindo
Obito (Brandao e Hagiwara, 2002).

Segundo Brandéo e Hagiwara (2002), os seres humanos parecem atuar
como hospedeiros acidentais da doenca, pois ndo parece haver uma espécie de
Babesia spp. que cause infec¢do exclusivamente em humanos. O diagnostico
deve ser cuidadoso pois a infeccéo por protozoarios do género Babesia spp. se
assemelha a infeccao por Plasmodium spp., causador da Maléaria (Alecrim et al.,
1983; Olicheski, 2003).

O primeiro caso de infeccdo humana por protozoarios do género Babesia
spp. no Brasil foi relatado por Alecrim et al., (1983) por meio de exame direto em
laminas de esfregaco sanguineo, de um homem que trabalhava como auxiliar
veterinario no estado do Pernambuco e havia sido diagnosticado previamente
com maléria.

As espécies de maior importancia para os seres humanos sao a B. microti,
B. bovis e a B. divergens, os sintomas apresentados podem variar de leves como
febre, calafrios e sudorese noturna, a quadros mais graves e fatais em pacientes
iImunocomprometidos e as alteragbes laboratoriais esperadas s&o anemia,
hemoglobinuria, proteindria, aumento discreto de ureia, creatinina, bilirrubinas

totais e fracOes e desidrogenase latica (LDH) (Castro e Minkoves, 1999).

2.2 GENERO Hepatozoon

Agente etioldgico e ciclo bioldgico

O género Hepatozoon spp. faz parte de um grupo de hemogregarinas
pertencentes ao Filo Apicomplexa, em conjunto com outros trés géneros
(Haemogregarina, Karyolysos e Cyrilia) e possui cerca de 300 espécies descritas
(Smith, 1996; Kubo et al., 2008; Telford, 2010). Estad classificado
taxonomicamente como pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Conoidasida,
Ordem Eucoccidiorida, Subordem Adeleorina, Familia Hepatozoidae e Género
Hepatozoon spp (Smith, 1996; Kubo et al., 2008; Telford, 2010).

Até o momento, as espécies de Hepatozoon que se destacam infectando
mamiferos incluem o Hepatozoon canis, presente na Europa, Asia, Africa,

Oriente Médio e América do Sul, e o Hepatozoon americanum, cuja ocorréncia
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foi descrita exclusivamente nos Estados Unidos. (Baneth et al., 2003; O’Dwyer,
2011).

O ciclo do protozoario é bem definido para canideos domésticos (figura
2), porém ainda ndo possui sua descricdo esclarecida para outras espécies de
mamiferos e o0s sinais clinicos em mamiferos silvestres ainda seguem
desconhecidos (O’'Dwyer, 2011).

Nos hospedeiros invertebrados definitivos, ocorre a fase de
desenvolvimento sexuado e esporogonia, ocorrendo desenvolvimento de
oocistos poliesporocisticos (O’Dwyer, 2011). Nos hospedeiros vertebrados
intermediarios ocorre merogonia seguida de gamontogonia, sendo que o estagio
de gamonte ocorre nas células sanguineas (nas hemacias de aves e répteis e
nos leucécitos dos mamiferos) (O’'Dwyer, 2011).

Varios animais pertencentes a classe Mammalia foram identificados como
hospedeiros vertebrados para parasitas do género Hepatozoon, incluidos nas
ordens Carnivora, Chiroptera, Dasyuromorphia, Didelphimorphia, Diprotodontia,
Hyracoidea, Lagomorpha, Microbiotheria, Peramelemorphia, Rodentia e
Soricomorpha (Smith, 1996; Merino et al., 2009; Santos, 2020; Marques et al.,
2022). O patégeno foi encontrado nos seis biomas brasileiros — Amazonia,

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Marques et al., 2022).



Desenho: Luis Salgado
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Figura 2. Ciclo biolégico do Hepatozoon canis.
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Transmissao

A transmissdo do protozodrio ocorre principalmente por meio da ingestao
do hospedeiro invertebrado definitivo infectado e contendo oocistos (Smith,
1996), mas também pode ocorrer secundariamente pela predacdo de um
hospedeiro vertebrado intermediario infectado contendo cistos (Baneth et al.,
2007; Maia et al., 2014; Mendoza-Roldan et al., 2021) pois o ciclo presa-predador
leva a infeccdo do predador ao se alimentar da presa infectada pelo parasita
(Johnson et al., 2008).

A transmissdo via presa-predador foi descrita em canideos e felinos
silvestres e serpentes no Continente Africano e na Bacia do Mediterraneo (Tomé
et al., 2014; Harris et al., 2020), répteis em Madagascar (Maia et al., 2014),
roedores no Brasil (Perles, 2019), e Johnson et al., (2008) descreveram a
transmissdo de Hepatozoon americanum mediante a predacdo de um
hospedeiro vertebrado paraténico.

Os hospedeiros invertebrados definitivos mais comuns sao os carrapatos,
acaros, pulgas e dipteros hematofagos, que atuam como vetores (Smith, 1996;
Merino et al., 2009; Ribeiro, 2019; Mendoza-Roldan et al., 2021; Santos, 2020;
Marques et al., 2022). O vetor primario do Hepatozoon canis no Brasil € o
carrapato R. sanguineus, conhecido popularmente como carrapato-marrom do
cdo. Esta espécie de carrapato é amplamente distribuida em diversas regides do
pais e é considerada o vetor mais importante na transmisséo do patégeno entre
os canideos domésticos (O’'Dwyer et al., 2009).

No entanto, € importante mencionar que ha controvérsias nesse assunto,
pois alguns estudos também relatam a presenca de carrapatos do género
Amblyomma spp. em mamiferos infectados por Hepatozoon canis. (O’'Dwyer et
al., 2001; Forlano et al., 2005, 2007; Criado-Fornelio et al., 2006).

Sinais clinicos e achados laboratoriais

A infeccdo por Hepatozoon canis geralmente resulta em uma doenca com
carater subclinico e em muitos casos, por apresentarem baixa parasitemia, 0s
animais afetados sdo assintomaticos (Spolidorio et al., 2009; Baneth, 2011;
O’Dwyer, 2011). Diferentemente do relatado em infec¢gdes por Hepatozoon

americanum que comumente leva a quadros debilitantes e fatais (Baneth, 2011).
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No entanto, alguns sinais clinicos podem ser observados, como anorexia,
perda de peso, letargia, palidez de mucosas, apatia, vomito, diarreia, febre,
secrec¢do ocular, polilria, polidipsia e altera¢cdes na marcha (Mundim et al., 1994,
2008; Gondim et al., 1998; Paludo et al., 2003, 2005). Esses padrbes foram
observados em areas onde a prevaléncia da infeccédo por Hepatozoon canis tém
sido relatada. Fatores como idade do animal, imunossupresséo e/ou infeccdes
concomitantes podem contribuir para agravar os sintomas da Hepatozoonose
(Baneth, 2011; O’'Dwyer, 2011; Spolidorio et al., 2009).

Até o momento, ndo ha total clareza sobre o impacto causado pelo
Hepatozoon spp. em animais silvestres, porém alguns estudos associaram a
presenca do patégeno a doenca clinica em hienas e coiotes (Kocan et al., 2000;
East et al., 2008).

Diversos estudos destacam achados laboratoriais associados a infeccéo
por Hepatozoon spp., que podem incluir anemia, leucocitose por neutrofilia,
linfopenia, eosinopenia e monocitose (Gondim et al., 1998; Mundim et al., 2008).
Além disso, foram observadas altera¢6es bioquimicas, como aumento nos niveis
de ureia, fosfatase alcalina e creatina quinase (Gondim et al., 1998). Em casos
de baixa parasitemia, caes positivos podem néo apresentar nenhuma alteracao

hematoldgica significativa (Paludo et al., 2003; O’'Dwyer et al., 2006).

Diagndstico

O diagnéstico da infeccado por Hepatozoon spp. pode ser realizado por
meio de diversos exames complementares, tais como testes soroldgicos para
deteccdo de anticorpos, exame histopatologico (realizado post mortem), teste
parasitologico e analise molecular (Baneth et al., 2003; O’Dwyer et al., 2006;
O’Dwyer, 2011; Otranto et al., 2011; Perles, 2019).

A deteccdo de anticorpos de animais infectados por Hepatozoon spp.
antes da formacdo de merontes pode ser uma estratégia para identificar a
presenca do parasita em estagios iniciais da infeccdo ou em casos de baixa
parasitemia (Baneth et al., 1998). Isso é especialmente relevante quando se
considera que a formacéao de merontes pode levar algum tempo apdés a infeccéo
inicial — cerca de 13 dias, segundo um estudo experimental (O’Dwyer, 2011).

O diagnéstico da hepatozoonose pode ser realizado também mediante

exame post mortem, por meio do exame histopatolégico ou citologia, pois em
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casos de infeccdo pelo protozodrio ha a presenca de cistos em alguns 6rgaos
como baco, figado e medula 6ssea, porém ausentes nos musculos (Baneth et
al., 2003; O’'Dwyer, 2011). Otranto et al., (2011) relatam sua preferéncia pela
citologia da camada leucocitaria em detrimento do esfregaco sanguineo.

O teste parasitologico (esfregaco sanguineo) é amplamente utilizado
como técnica diagnostica de infec¢cdes causadas por patégenos do género
Hepatozoon spp. (Marques et al., 2022) e envolve a visualizagdo dos gamontes
dentro das células sanguineas infectadas (Baneth et al., 2003; O’Dwyer et al.,
2006). Embora essa metodologia permita a detec¢cdo dos gamontes, a simples
morfologia ndo possibilita a diferenciacdo de espécies e, além disso, em casos
de baixa parasitemia ou infeccdo intermitente, os gamontes podem nao ser
detectados, portanto, o teste apresenta baixa sensibilidade (Baneth et al.,1998;
O’Dwyer, 2011; Perles, 2019).

A Hepatozoonose também pode ser diagnosticada por meio da PCR,
técnica reconhecida por sua alta sensibilidade e especificidade. Atualmente, é
amplamente empregada para o diagnéstico preciso da infec¢do. (Almeida et al.,
2013; Demoner et al.,, 2016; da Silva et al., 2017; Soares et al., 2017;
Otranto et al., 2011; Perles, 2019). No entanto, ainda ndo integra a rotina clinica
hospitalar, sendo mais comumente empregada em pesquisas e estudos

epidemioldgicos.

2.3 GENERO Ehrlichia

Agente etioldgico e ciclo bioldgico

Bactérias do género Ehrlichia pertencem a ordem Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae, sdo intracelulares obrigatérios, infectam principalmente
leucécitos (macréfagos, mondcitos e neutréfilos) de mamiferos, séo
morfologicamente caracterizadas como GRAM negativas, pleomérficas, com
parede celular ndo proteica e ausente de lipopolissacarideo de peptidioglicano
(Aguiar, 2015; Taques, 2020; Armando, 2022; Bittencourt et al., 2022).

O género possui seis espécies descritas, sendo elas E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E. ruminantium e E. minasensi. A Ehrlichia canis
foi a Unica espécie do género isolada em caes no Brasil (Aguiar, 2015; Taques,
2020; Armando, 2022).
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Infectam mamiferos e algumas espécies da bactéria naturalmente
acometem canideos, equideos, ruminantes e o0 homem e raramente infectam
gatos (Aguiar, 2015). Nos carrapatos a bactéria infecta as células intestinais,
hemocele e das glandulas salivares (Taques, 2020). A infeccdo pela bactéria
Ehrlichia canis leva ao desenvolvimento da erliquiose monaocitica canina (EMC),
considerada a principal doenca canina transmitida por carrapatos no Brasil
(Spolidorio et al., 2010; Bittencourt et al., 2022).

Transmissao

A transmissédo da bactéria € realizada durante o repasto sanguineo pelos
carrapatos ixodideos do género R. sanguineus, que apresentam ciclo trioxeno,
habito nidicola e possui distribuicdo geografica descrita em quase todo o territorio
nacional, principalmente em areas urbanas, significando provavelmente que a
bactéria esteja amplamente distribuida por todo o pais (Aguiar, 2015; Armando,
2022; Bittencourt et al., 2022). Ha também descricdo de transmissdo do agente
durante transfusdes sanguineas (Aguiar, 2015; Armando, 2022; Bittencourt et
al., 2022).

No vetor, a transmissdo do patdgeno nao ocorre de forma vertical,
transovariana, ou seja, as larvas de R. sanguineus ndo transmite a bactéria
(Aguiar, 2015; Armando, 2022). No entanto, ocorre transmissao transestadial, o
que significa que as fases de ninfa e adultos sdo responsaveis pela transmisséo
do patogeno (Aguiar, 2015; Armando, 2022).

Patogenia

Durante o repasto sanguineo o carrapato transmite a bactéria para o
hospedeiro, porém, h& necessidade de que o carrapato fique fixado no
hospedeiro por algumas horas para aumentar a temperatura e reativar o
patdgeno (Aguiar, 2015). O agente penetra nas células mononucleares de
defesa como corpusculos elementares e se multiplica em dois estagios, 0s
corpusculos iniciais e as morulas (figura 3) (Aguiar, 2015; Armando, 2022). O
periodo de incubacgdo da bactéria é de oito a 20 dias e a doenca é classificada

em fase aguda, subclinica e crénica (Aguiar, 2015; Armando, 2022).
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Figura 3. Ciclo biolégico da Ehrlichia spp.
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Na fase aguda da doenca, que tem duracédo entre duas a quatro semanas,
por haver a presenca de muitas bactérias na corrente sanguinea, o hospedeiro
atua como fonte de infeccdo (Armando, 2022). Protegida no interior da célula, a
bactéria circula pelo organismo através da corrente sanguinea e atinge outros
orgdos como o baco, linfonodos e figado, causando manifestacdes clinicas
inespecificas como esplenomegalia, linfadenomegalia e hepatomegalia (Aguiar,
2015; Armando, 2022).

Na fase subclinica, o hospedeiro é assintomatico, geralmente encontram-
se alteracdes hematolégicas discretas e ha uma intensa estimulacao antigénica,
aumentando a resposta humoral e levando a producdo de anticorpos (Aguiar,
2015; Armando, 2022). Nesse momento, processos de riquetsemia podem ser
desencadeados inimeras vezes, o que facilita a infeccdo de novos carrapatos
(Aguiar, 2015).

Na fase crbnica, que pode se estender por anos, 0s sinais clinicos sao
mais pronunciados, facilitando o diagnéstico da doenca devido a presenca do

agente na corrente sanguinea (Aguiar, 2015; Armando, 2022).
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Sinais clinicos e achados laboratoriais

A bactéria ndo possui predilecdo por idade nem sexo e o grau de
viruléncia depende das diferentes cepas de Ehrlichia spp., sendo que a forma
mais grave geralmente acomete animais imunossuprimidos (Nelson e Couto,
2015). Os sinais clinicos séo inespecificos podendo ser confundida com outras
enfermidades, aumentam a medida que a infeccao progride ao longo do tempo
(Armando, 2022) e a doenca apresenta trés fases: aguda, subclinica e crénica
(Aguiar, 2015).

Na fase aguda da doenca o animal pode ser assintomatico ou apresentar
sinais inespecificos, que se iniciam apés 14 dias da infec¢cdo, como apatia,
anorexia, hipertermia, letargia, perda de peso e taquipneia, e alguns sinais mais
graves como febre, esplenomegalia, linfadenomegalia e organomegalia em baco
secundaria a replicacdo leucocitaria nesses 0Orgdos, além de equimoses,
petéquias e sufusdes na pele secundaria a trombocitopenia e vasculite (Aguiar,
2015; Armando, 2022).

A fase subclinica pode se estender por meses ou anos, o animal
apresenta sinais discretos a imperceptiveis e € nessa fase que ocorre a elevacéo
dos anticorpos (Aguiar, 2015; Armando, 2022).

Na fase crbnica, que pode ocorrer meses ou anos poés infeccdo, as
manifestacdes clinicas sdo mais graves e podem levar o animal ao 6bito (Aguiar,
2015). Pode-se observar edema periférico, emaciagdo e pancitopenia que
desencadeiam em mucosas hipocoradas, além de hipertermia, esplenomegalia,
hepatomegalia e linfadenopatia (Aguiar, 2015; Armando, 2022). Podem ocorrer
alteracdes reprodutivas em animais ndo castrados como edema de escroto nos
machos, periodo prolongado de estro nas fémeas, infertilidade, abortos e mortes
neonatais (Aguiar, 2015; Armando, 2022).

Outras manifestacdes clinicas comuns séo as alteracdes oculares e 0s
sinais neuroldgicos, sendo as mais comuns observadas o deslocamento de
retina, hemorragia subretinal, hifema, uveite e a cegueira e ataxia, convulsdes,
disfuncdo neuromotora e vestibular central ou periférica, hiperestesia e
meningoencefalite (Aguiar, 2015; Armando, 2022).

Dentre as alteragbes hematoldgicas encontradas, a trombocitopenia é a
mais frequentemente observada (Aguiar, 2015). Além disso é observado
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também a diminuicdo da agregacao plaquetaria, pancitopenia com auséncia de
danos na medula 0ssea, reducéo de eritrocitos e hemoglobina sérica, anemia
nao regenerativa na fase aguda (Aguiar, 2015; Armando, 2022). Na avaliacao
leucocitaria encontra-se leucopenia, neutrofilia com desvio a esquerda,
linfopenia causada pela acdo dos glicocorticoides enddgenos e durante a fase
aguda € mais comum detectar moérulas nos esfregacos sanguineos (Aguiar,
2015).

A anemia identificada nas avaliacbes hematoldgicas resulta de uma
hipoplasia medular (diminuicdo da producédo de células sanguineas na medula
0ssea), que pode progredir para aplasia medular, e ocorre na fase cronica da
enfermidade, sendo a principal causa de morte associada a doenca (Aguiar,
2015; Armando, 2022).

Decorrente do aumento das globulinas, no exame bioquimico observa-se
variados graus de hipoalbuminemia e hiperproteinemia que levam a diminuicédo
da relacdo albumina/globulina (Aguiar, 2015). Outros achados bioquimicos
comuns na doenca sdo consequentes aos danos teciduais hepéticos e renais,
onde observa-se niveis elevados de alanina aminotransferase (ALT), creatinina,

fosfatase alcalina (FA), lactato desidrogenase (LDH) e ureia (Aguiar, 2015).

Diagnostico

O diagnéstico da erliquiose pode ser obtido por meio da analise dos sinais
clinicos apresentados pelo animal associados a exames complementares. Estes
podem incluir métodos diretos para verificar a presenca do antigeno, como o
esfregaco sanguineo, testes moleculares e isolamento, além de métodos
indiretos que verificam a presenca do anticorpo, como o0s testes soroldgicos
(Armando, 2022).

O esfregaco sanguineo € um método diagndstico direto que se baseia na
visualizacdo de moérulas de Ehrlichia spp. no interior de mondécitos circulantes
dos animais infectados (Armando, 2022). O teste € mais eficaz quando
empregado durante a fase aguda da doenca, onde ha bactérias circulantes no
sangue periférico, e possui baixa sensibilidade quando a parasitemia esta
reduzida (Aguiar, 2015).

O diagnodstico baseado na PCR o qual se baseia na pesquisa de

fragmentos de DNA da bactéria em amostras biolégicas do hospedeiro,
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demonstra maior especificidade e sensibilidade pois permite detectar o patdgeno
mesmo em quadros de baixa parasitemia, quando ainda nao teve formacao de
moérulas nem soroconversao (Aguiar, 2015; Taques, 2020).

O cultivo celular para isolamento da bactéria a partir de amostras
sanguineas é considerado o método diagnéstico mais sensivel, porém leva cerca
de 30 dias para se obter o resultado entdo, dessa forma, esta técnica € mais
utilizada para fins de pesquisa (Aguiar, 2015).

Os testes soroldgicos sdo métodos indiretos que se baseiam na pesquisa
de anticorpos que indicam que o0 animal teve contato com o antigeno em algum
momento prévio (Armando, 2022). O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é utilizado
em clinicas e hospitais veterinarios e trata-se de um teste rapido que detecta
anticorpos especificos (Armando, 2022). A reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) € a prova sorolégica mais empregada para deteccao de anticorpos
anti-Ehrlichia canis devido a sua alta sensibilidade, e utiliza o soro sanguineo
como amostra para analise (Aguiar, 2015; Armando, 2022).

No entanto, é importante interpretar os resultados dos exames sorolégicos
com cautela e em associacdo as manifestacbes clinicas e outros exames
laboratoriais, pois um resultado positivo indica apenas que o animal teve contato
com o patdbgeno em algum momento prévio e ndo necessariamente estd em

processo ativo de infecgcéo (Aguiar, 2015).

Potencial zoonético

O primeiro relato de seres humanos infectados por bactérias do género
Ehrlichia spp. na América do Sul ocorreu na Venezuela (Perez et al., 1996).
Dentre as espécies do género, trés foram descritas infectando seres humanos,
sendo elas a E. canis, E. chaffeensis e Ehrlichia ewingii (Perez et al., 1996;
Bouza-Mora et al., 2016; Armando, 2022).

O primeiro relato de E. canis infectando humanos ocorreu em 1996 na
Venezuela, por meio de andlises sorolégicas e moleculares (Perez et al., 1996).
Bouza-Mora et al., (2016) relataram o primeiro diagndéstico confirmado de E.
canis em humanos na América Central, por meio de uma pesquisa conduzida na
Costa Rica e baseada em andlises moleculares de humanos doadores de

sangue.
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Erliquiose Monocitica Humana (EMH) é uma doenca infecciosa que
possui como agente etioldgico a bactéria Ehrlichia chaffeensis. E transmitida pelo
carrapato-estrela (Amblyomma americanum) sendo amplamente distribuida na
América do Norte (Aguiar, 2015; Taques, 2020) e considerada como a principal
espécie do género a parasitar humanos (Bouza-Mora et al., 2016). A infec¢éo
em humanos depende da presenca do vetor (A. americanum) e do hospedeiro
reservatorio (Odocoileus virginianus — cervo-de-cauda-branca) (Bouza-Mora et
al., 2016).

A Erliquiose Granulocitica Humana (EGH) e a Erliquise Granulocitica
Canina (EGC) séao infec¢Oes caracterizadas pelo parasitismo dos neutrofilos pela
bactéria Ehrlichia ewingii, transmitida pelo carrapato-estrela (Amblyomma
americanum) na América do Norte, embora existam relatos de transmisséo por
R. sanguineus, o que amplia as possibilidades de sua ocorréncia no Brasil
(Aguiar, 2015). A infeccdo por essa bactéria € menos comum (Bouza-Mora et al.,
2016).

O parasitismo de humanos por essas espécies de bactérias vem se
tornando de grande importancia para a saude publica e é crucial manter a
vigilancia epidemiolégica em locais onde se tenha a proximidade do ser humano
com os patdégenos, somado a presenca vetor e do hospedeiro (Aguiar 2015;
Bouza-Mora et al., 2016).

2.4 INTERLIGACAO ENTRE SERES HUMANOS, ANIMAIS DOMESTICOS E
ANIMAIS SELVAGENS

A interacdo entre animais e seres humanos tem aumentado com o passar
do tempo e os animais de companhia desempenham papel significativo na vida
das pessoas, tanto como apoio emocional quanto na saude fisica (Alves, 2019;
Cardoso e Carvalho, 2021). No entanto, a auséncia da posse responsavel e de
cuidados médicos veterinarios, como vacinagdo e controle parasitario, podem
levar ao aumento do risco de transmisséo de zoonoses visto que alguns animais
vivem em sistema semi domiciliado e podem carrear parasitas, como pulgas e
carrapatos, do ambiente externo para dentro de casa (Day, 2011; Machado et
al., 2019).
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A interacdo entre o agente causador, o hospedeiro suscetivel e o

ambiente sdo componentes da triade epidemioldégica das doencas
transmissiveis, sendo o0 agente biolégico um organismo capaz de causar uma
infeccdo, e o hospedeiro o organismo que abriga o agente infeccioso e fornece
um ambiente propicio para sua sobrevivéncia e multiplicagdo (BRASIL, 2010).

O aumento da globalizacdo leva a disseminacdo de doencas entre
diferentes regibes geogréficas e as alteracdes ambientais acarretam a
destruicdo de habitats naturais, podendo levar os animais selvagens a se
aproximarem de areas urbanas, aumentando o contato com seres humanos e
animais domeésticos com consequente aumento na transmissdo de patdégenos
zoondticos (Khasnis e Nettleman, 2005; Day, 2011; Rabelo, 2014; Carvalho et
al., 2020).

No Brasil, a deteccao de Babesia spp., Hepatozoon spp. e Ehrlichia spp.
em gambas foi relatada em outros estudos, como pode ser observado na tabela
1 (Melo et al., 2016; Silva et al., 2017; Soares et al., 2017; Souza et al., 2017;
Lopes et al., 2018; Colle et al., 2019; Guimarées et al., 2019; Gongalves et al.

2021; André et al., 2022; Weck, 2022).

Tabela 1. Distribuicdo dos patégenos em gambas, biomas brasileiros e técnicas de diagndstico

utilizadas.
Patégeno Espécie Bioma Técnica Autor
Ehrlichia canis D. albiventris e Mata Atlantica Soroldgica Melo et al., 2016
D. aurita

Hepatozoon spp.

D. albiventris

Cerrado +

Microscopia +

Silva et al., 2017

Mata Atlantica Molecular
Babesia spp. D. marsupialis Amazbnia Molecular Soares et al., 2017
Hepatozoon spp. D. albiventris Pantanal Molecular Sousa et al., 2017
Ehrlichia sp. D. albiventris Mata Atlantica Molecular Lopes et al., 2018
Babesia spp. e D. marsupialis Amazobnia Molecular Colle et al., 2019
Hepatozoon spp.
Ehrlichia canis D. aurita Mata Atlantica Molecular Guimaraes et al., 2019
Babesia sp. D. albiventris Cerrado Microscopia +  Gongalves et al., 2021
Molecular
Hepatozoon sp. D. albiventris Cerrado Molecular André et al., 2022
Hepatozoon spp. D. aurita Cerrado + Molecular Weck, 2022

Mata Atlantica

Fonte: Prépria autora
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2.5 GENERO Didelphis

A Ordem Didelphimorphia é composta por mamiferos marsupiais e
atualmente compreende em sua totalidade 19 géneros e 95 espécies presentes
no continente americano sendo que, no Brasil, sdo descritos 16 géneros e 55
espécies (Nascimento e Horta, 2014). O género Didelphis, familia Didelphidae,
possui seis espécies descritas: D. albiventris, D. aurita, D. imperfecta, D.
marsupialis, D. pernigra e D. virginiana sendo que, no Brasil, ha ocorréncia das
guatro primeiras espécies citadas (tabela 2) (Nascimento e Horta, 2014).

Sé&o popularmente conhecidos como gambas, gamba-de-orelha-preta,
gamba-de-orelha-branca, gamba-comum, sarué, serigué, serigué, cassaco,
timbo, raposinha, dentre outros nomes populares que variam de acordo com a
regido do pais (Nascimento e Horta, 2014).

Os representantes deste Género possuem habitos
crepusculares/noturnos, arboricolas, oportunistas, solitarios (se aproximando em
periodos de época reprodutiva para acasalamento), habitos alimentares
generalistas e sao considerados animais sinantrépicos pois apresentam a
capacidade de se adaptarem a diferentes ambientes, inclusive os modificados
pelo homem, se beneficiando de recursos como alimento e abrigo (Rossi et al.,
2006; Nascimento e Horta, 2014; Bezerra-Santos et al., 2021).

As espécies do Género possuem ampla distribuicdo geografica no
continente americano sendo encontrado do sul do Canada ao sul da Argentina,
e a Unica espécie descrita em clima temperado é a Didelphis virginiana (Gamba-
da-Virginia), encontrada em regiées da América do Norte e Central (Nascimento
e Horta, 2014).

Didelphis albiventris, popularmente conhecido como gamba-de-orelha-
branca, € uma espécie de marsupial extremamente adaptavel e pode ser
encontrada em todos os biomas e regides brasileiras (Costa et al., 2021). Ja
Didelphis aurita, popularmente conhecido como gamba-de-orelha-preta, possui
sua principal distribuicdo no bioma Mata Atlantica, no entanto, embora menos
comum, também esta presente no Cerrado, principalmente em regides de
transicdo (Astua et al., 2021). De acordo com a IUCN e com a Portaria MMA n°
148, o status de conservacdo dessas duas espécies € considerado “menos
preocupante” (Astua et al., 2021; Costa et al., 2021; BRASIL, 2022).
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Tabela 2. Relacdo das espécies descritas do género Didelphis, distribuicdo geografica e status

de conservacao segundo a IUCN.

Espécie Distribuicdo geogréfica Status de Conservacao (IUCN)
D. albiventris Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai Pouco preocupante (LC)
D. aurita Nordeste da argentina, leste do Brasil e sudeste do Pouco preocupante (LC)
Paraguai
D. imperfecta Pequenas extensdes na Venezuela, Brasil, Suriname Pouco preocupante (LC)
e Guianas
D. marsupialis Trinidad e Tobago, Guianas, México e Bacia Pouco preocupante (LC)

Amazoénica (Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Peru

e Venezuela)

D. pernigra Toda regido dos Andes Pouco preocupante (LC)

D. virginiana América do Norte e América Central (Canada, EUA, Pouco preocupante (LC)

México, Belize, Costa Rica, Nicaragua, Guatemala,

Honduras e El Salvador)

Fonte: Prépria autora

O gamba desempenha importante papel ecolégico como dispersor de
sementes, atuando no reflorestamento e como controlador de pragas por se
alimentar de insetos e animais pec¢onhentos, além de auxiliar na limpeza do
ambiente ao se alimentar de animais mortos (figura 4) (Rossi et al., 2006;
Nascimento e Horta, 2014).

Devido a sinantropia exercida pela espécie, esses animais podem atuar
ativamente na epidemiologia de doencas parasitarias de interesse para a saude
publica pois circulam entre o ambiente urbano e o rural (Rossi et al.,, 2006;
Nascimento e Horta, 2014).

No ambiente urbano esses animais procuram por abrigo, agua e alimento,
e por apresentarem héabitos alimentares onivoros e oportunistas podem se
infectar no momento da alimentacdo ao serem expostos a parasitas (Rossi et al.,
2006; Nascimento e Horta, 2014). Ainda no ambiente urbano, comumente sofrem

ataques de animais domeésticos, principalmente de céaes, especialmente as



39

fémeas em épocas reprodutivas por estarem mais lentas devido a presenca dos
filhotes no marsupio e/ou na regido dorsal do corpo.

Pesquisas anteriores documentaram que esse grupo de mamiferos
desempenha um papel crucial na transmissao de uma variedade de patégenos,
tanto endoparasitas quanto ectoparasitas. Ayla et al., (1973) sugeriram que
talvez os marsupiais Didelphideos sejam mais suscetiveis a infeccdes por
hemoparasitas do que a maioria dos mamiferos eutérios.

Os ectoparasitas mais comumente encontrados nos gambéas séo insetos
como piolhos e pulgas, e arachideos como acaros e carrapatos (Nascimento e
Horta, 2014). Em casos de parasitismo por piolhos e pulgas, o hospedeiro pode
ter irritacdo de pele, prurido e, em casos de infestacdes mais graves, quadros
de anemia (Nascimento e Horta, 2014). Os acaros comumente causam sarna,
que resulta em prurido intenso e irritagdo cutdnea. J4 os carrapatos causam
prurido e irritacdo cutanea local (Nascimento e Horta, 2014).

Ectoparasitas possuem grande relevancia médico-veterinaria e para a
saude publica, pois, além de parasitarem os animais, podem veicular agentes
patogénicos e, consequentemente, transmiti-los aos seres humanos
(Nascimento e Horta, 2014). A babesiose, borreliose, dipetalonemose,
dipilidiose, doenca de Lyme-simile, febre maculosa, erliquiose, mixomatose,
peste bubdnica, salmonelose e tripanossomoses sao exemplos de doencgas
causadas por patdgenos transmitidos a gambéas por &caros, carrapatos, piolhos
e pulgas (Nascimento e Horta, 2014).

Esses pequenos marsupiais sdo considerados potenciais reservatorios
de diversos patdgenos, tais como Trypanosoma spp., Leishmania spp.,
Plasmodium, hemogregarinas, artrépodes hematéfagos, dentre outros,
desempenhando, assim, papel importante na abordagem da Satide Unica (Ayla
et al., 1973; Nascimento e Horta, 2014; Roque et al., 2014; Barros et al., 2017;
Jansen et al., 2018; Zecca et al., 2020).
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Figura 4. Papel ecolégico dos gambas.
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Devido ao seu comportamento, biologia, abundancia de espécimes e alto
namero de animais resgatados por centros de conservacao e zoolbgicos, 0s
gambas sdo considerados como modelos de estudos bioldgicos, ecoldgicos e
evolutivos.

Estudos complementares acerca do papel do gamba na epidemiologia e
transmissdo de patdgenos sdo necessarios, além da educacdo ambiental da

populacdo sobre a importancia ecoldgica que a espécie desempenha.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

O presente estudo objetivou investigar a infeccdo de protozoarios do
género Babesia spp. e Hepatozoon spp. e/ou bactérias do género Ehrlichia spp.
em gambas (Didelphis aurita e Didelphis albiventris) de vida livre no Estado de

Sao Paulo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as possiveis alteracdes clinicas e laboratoriais por
meio de exame fisico, hemograma completo e testes parasitolégicos, nos

hospedeiros analisados;

- Empregar analises moleculares na investigacdo de
fragmentos de DNA de Babesia spp., Hepatozoon spp. e/ou Ehrlichia spp.
em amostras sanguineas de gambas (Didelphis albiventris e Didelphis

aurita);

- Realizar avaliacdo e comparacdo dos parametros
hematolégicos dos gambas (Didelphis albiventris e Didelphis aurita) com

foco em contribuir com novos dados a literatura.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AUTORIZACOES

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob protocolo 0237/2022 e obtiveram
autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) sob o nimero 84319-1.

As coletas sanguineas de parte das amostras foram realizadas em estudo
prévio a este e obtiveram autorizacdo do CEUA sob o protocolo 0055/2021 e do
SISBIO sob numero 78287-1, respeitando todas as normas éticas estabelecidas
(Rodrigues, 2022).
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4.2 LOCAIS DE ESTUDO

O presente estudo foi desenvolvido no Parque Zoologico Municipal
"Quinzinho de Barros" (PZMQB) em Sorocaba/SP, no Centro de Manejo e
Conservacao de Animais Silvestres (CeMaCAS), em S&o Paulo/SP, e na
Vigilancia Ambiental em Saude (VAS), em Botucatu/SP. As amostras foram
oriundas de sete municipios do Estado de Sao Paulo, sendo esses Botucatu,

Diadema, Franco da Rocha, Iperd, Osasco, Sdo Paulo e Sorocaba (figura 5).

Figura 5. Localizacéo geogréfica dos locais de coleta das amostras biolégicas dos gambas
inseridos no presente estudo.

Legenda

win mopcran

Fonte: MapChart

4.2.1 Parque Zoolégico Municipal "Quinzinho de Barros" - PZMQB

O Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de Barros”, ou Zoolégico de
Sorocaba, foi inaugurado em outubro de 1968 e desde 1993 é considerado
cartdo postal da cidade de Sorocaba. O Parque Zooldgico possui uma area de
128.339 metros quadrados, fica situado entre os bairros Vila Horténcia e Vila
Haro, o lago ocupa uma éarea de aproximadamente 17.500 metros quadrados e

h& uma area de 38.700 de mata secundaria que é abrigo de 1.200 animais em
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180 espécies de mamiferos, aves e répteis (figura 6) (Prefeitura de Sorocaba,
2023).

Tem como objetivos o oferecimento de recreagdo e contato com a
natureza através de visitacdo, programas de educacdo ambiental, colaboracéo
em projetos de pesquisa que geram conhecimento sobre a Medicina da
Conservacao (comportamento, reproducédo e fisiologia animal), atuando na
conservacao de fauna por meio de planos de manejo (in situ e ex situ). Dos
animais mantidos sob cuidados humanos no Zoolégico, cerca de 70% séao
pertencentes a fauna nacional. Devido as condi¢fes de infraestrutura (Programa
de educacdo ambiental, laboratoério, auditorio, biblioteca...), é classificado pelo
IBAMA na categoria A (Prefeitura de Sorocaba, 2023).

O periodo de coleta de amostras foi de novembro/2022 a marc¢o/2023 e
foram obtidas um total de 32 amostras sanguineas, sendo 29 amostras de

Didelphis albiventris e trés de Didelphis aurita.

Figura 6. Localizacédo geogréafica do PZMQB, no municipio de Sorocaba.
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Fonte: Google Earth

4.2.2 Centro de Manejo e Conservacao de Animais Silvestres — CeMaCAS

A Divisdo da Fauna Silvestre (DFS) foi criada em outubro de 1993 com o

intuito de cuidar dos animais silvestres pertencentes aos parques municipais.
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Atualmente possui duas unidades de atendimento e manejo no municipio de Sao
Paulo, uma no Parque Anhanguera (CeMaCAS) (figura 7) e outra no Parque
Ibirapuera (Prefeitura de Sao Paulo, 2023).

Desenvolve ac¢des de conservacao da fauna silvestre no municipio, realizando
0 recebimento e resgate de animais silvestres (6rfaos, vitimados e oriundos de
apreensdo atuando no combate ao trafico) pela Policia Ambiental e pela entrega
voluntaria de municipes. Possui atendimento médico veterindrio com suporte
laboratorial e atua na triagem, recuperacao, reabilitagdo e destinacdo dos animais
silvestres (Prefeitura de Sao Paulo, 2023).

O periodo de coleta de amostras deu-se de janeiro a maio de 2023 e foram
obtidas um total de 21 amostras sanguineas, sendo quatro amostras de Didelphis

albiventris e 17 de Didelphis aurita.

Figura 7. Localizagéo geogréafica do CeMaCAS, no municipio de S&o Paulo.
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Fonte: Google Earth

4.2.3 Vigilancia Ambiental em Saude (VAS)

A Vigilancia Ambiental em Saude é uma divisdo da Secretaria Municipal
de Saude de Botucatu (figura 8). Atua no resgate de animais silvestres no

municipio, realiza 0 monitoramento e controle de zoonoses, controle de animais
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sinantropicos, dentre outras agfes interligadas a saude publica (Prefeitura de
Botucatu, 2023).

As coleta das amostras foram realizadas no periodo de julho a novembro
de 2021, em projeto anterior a esse (Rodrigues, 2022) sendo obtidas um total de
62 amostras sanguineas de Didelphis albiventris.

Figura 8. Localizacédo geogréfica do VAS, no municipio de Botucatu.
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Fonte: Google Earth

4.3 OBTENCAO DO MATERIAL

Durante os exames de rotina e/ou admisséo dos animais nas instituicoes,
foi realizada contencdo fisica de cada individuo, com uso de equipamentos de
seguranca (luva de raspa), por profissionais capacitados para tal procedimento.
As amostras sanguineas foram obtidas por meio de puncao das veias jugular,
femoral ou coccigea lateral, a depender da experiéncia do manipulador,
conforme mostra figura 9. Foram coletados em média 1,5 mL de sangue total
utilizando-se agulhas 24G e/ou 22G e seringas de 3 mL.

O material obtido foi armazenado de duas formas: 0,5 mL do sangue total
foi acondicionado em microtubo contendo EDTA para posterior realizacdo de
hemograma completo e papa de leucdcitos e, 1 mL de sangue foi acondicionado
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em microtubo de plastico Eppendorf contendo EDTA e congelado a -20°C até a

extracdo do DNA.

Figura 9. Coleta sanguinea em Didelphis albiventris.

Coleta sanguinea em exemplar de Didelphis Albiventris, fémea adulta. A: veia jugular direita. B:

veia coccigea lateral esquerda. C: veia femoral direita. Animais A e C sob contengéo quimica e
animal B sob contencdo fisica.
Fonte imagem A e C: Arquivo pessoal;
Fonte imagem B: Rodrigues, L.P., 2022,

Durante a avaliacao fisica dos gambas, observou-se que poucos animais
estavam infestados por ectoparasitas, o que pode estar relacionado ao seu
hébito alimentar, visto que esses marsupiais se alimentam também de pulgas e

carrapatos (Nascimento e Horta, 2014).

4.4 ANALISES LABORATORIAIS

Os hemogramas e as laminas de esfregacos sanguineos das amostras
dos animais oriundos do Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros”

foram realizados no Laboratério da Clinica Veterinaria Cdo Boy, Sorocaba, SP.
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Enquanto isso, os hemogramas e esfregacos sanguineos das amostras
provenientes dos animais do Centro de Manejo e Conservacdo de Animais
Silvestres foram realizados no Laboratério de Estudos da Fauna Silvestre, S&o
Paulo, SP (figura 10).

Esses métodos diagndsticos foram realizados nas amostras dos animais
provenientes do Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros” e do Centro
de Manejo e Conservacao de Animais Silvestres — CeMaCAS pois 0 material
disponivel era sangue fresco, diferentemente das amostras provenientes da
Vigilancia Ambiental em Saude — VAS, que se tratava de DNA genbdmico

congelado.

4.4.1 Hemograma

Foram realizados hemogramas completos dos 32 animais do PZMQB e
19 do CeMaCAS, logo ap0s a coleta sanguinea, totalizando 51 amostras,
utilizando sangue total fresco. Devido ao baixo volume sanguineo, nao foi
possivel realizar hemogramas completos de dois animais do CeMaCAS. No caso
dos 62 animais provenientes do VAS Botucatu, o congelamento prévio das
amostras impediu a realizacdo dos hemogramas. Portanto, foi possivel realizar
hemogramas de 51 dos 115 animais (44,35%).

A realizacdo dos hemogramas completos permitiu a avaliagdo das
principais linhagens celulares (eritrocitos, leucocitos e plaguetas) de cada
animal. Os hemogramas foram realizados e interpretados por patologistas
clinicas especializadas em Patologia Clinica de Animais Silvestres, por meio de
parceria estabelecida para a execuc¢ao deste projeto.

4.4.2 Avaliagdo morfologica

Da amostra obtida para realizacdo do hemograma (0,5 mL de sangue),
um capilar sanguineo foi preenchido e levado a centrifuga para separacao dos
componentes sanguineos (plasma, plaguetas + glébulos brancos e globulos
vermelhos) e com a papa leucocitaria foram confeccionadas de uma a duas
extensdes sanguineas por amostra, totalizando 77 laminas.

Para a confeccdo das laminas, foi utilizada a técnica de cunha, também
conhecida como método de deslizamento. Logo apds a secagem, as laminas

foram coradas com kit comercial Panético rapido, segundo as instru¢des do
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fabricante e, posteriormente, cada lamina foi analisada individualmente em
microscopio optico. A pesquisa pelos parasitas intracelulares ocorreu por meio

da observacéo de alta magnificacéo (objetiva de 100x) em 6leo de imerséo.

Figura 10. Fluxograma das analises laboratoriais realizadas no estudo.
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4.5 ANALISES MOLECULARES

As extracOes de DNA e a quantificacdo do material extraido de todas as
amostras sanguineas foram realizadas no Laboratério de Genética Animal do
Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, UNESP, SP. Enquanto isso, as Reac6es em Cadeia da Polimerase,
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purificacdo e o sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Carrapatos
e outros Artropodes Apteros do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro/RJ (figura
11).

4.5.1 Extracao de DNA

A extracdo de DNA das 115 amostras obtidas foi realizada pela técnica de
fenol/cloroférmio, segundo protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001) com
modificacdes (anexo 1). Para a quantificacdo do DNA extraido, foi utilizado o
espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer — Termo Fisher
Scientific), por meio de absorbancia a 260-280mm.

A qualidade do material foi avaliada pela técnica de eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corado com Gel Red (Uniscience) (0,1uL/10 mL), imerso em
tampado TAE 1X (Tris-Acido Acético — EDTA) e visualizados em digitalizador de

imagens sob luz ultravioleta.

4.5.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Para a investigacao da presenca de fragmentos de DNA de Babesia spp.,
Hepatozoon spp. e Ehrlichia spp. nas amostras de sangue dos animais
estudados, foram realizadas PCRs, convencional e Nested-PCR, em
termociclador AmpliGene Lite (Loccus). Os conjuntos de primers utilizados neste
trabalho, bem como as principais informacgdes e referéncias estao listados na
tabela 3.

Babesia spp.

As analises de PCR foram realizadas com os pares de primers
denominados BAB143-167 forward e BAB858-834 reverse que amplificam um
fragmento de aproximadamente 715pb de Babesia spp. do gene 18S rRNA
(Lemos et al., 2012).

As reacfes de PCR foram realizadas com um volume total final de 25uL,
contendo 2,5 uL Buffer 10X desprovido de MgCl2 (Invitrogen, Massachusetts,
EUA), 0,75 uL de MgCl: (Invitrogen, Massachusetts, EUA), 0,5 uL dNTP (Cellco
Biotech, Sao Paulo, Brasil), 0,5 uL de cada primer, 0,2 uL de Platinum Tagq DNA

Polymerase (Invitrogen, Massachusetts, EUA), 2,0 uL de DNA gendmico e
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18,05 uL de agua ultrapura livre de DNase e RNase. Controle positivo (DNA de
Babesia vogeli) e controle negativo (agua ultrapura livre de DNAse e RNAse)
foram utilizadas em cada reacdao.

Os ciclos de temperatura da PCR seguiram o protocolo citado por Lemos
et al., (2012) e consistiu em uma desnaturacgéao inicial por 5 minutos a 95°C, 40
ciclos repetitivos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 64°C, 1 minuto a 72°C, seguidos
de uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Hepatozoon spp.

As andlises de PCR foram realizadas com os pares de primers
denominados Hepl144-169 forward e Hep743-718 reverse, que amplificam um
fragmento de aproximadamente 574pb de Hepatozoon spp. do gene 18S rRNA
(Almeida, 2012).

As reacgOes de PCR foram realizadas com um volume total final de 25uL,
contendo 2,5 uL Buffer 10X desprovido de MgCl2 (Invitrogen, Massachusetts,
EUA), 0,75 uL de MgCl: (Invitrogen, Massachusetts, EUA), 0,5 uL dNTP (Cellco
Biotech, Sao Paulo, Brasil), 0,5 uL de cada primer, 0,2 uL de Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen, Massachusetts, EUA), 2,0 uL de DNA gendmico e 18,05
uL de agua ultrapura livre de DNase e RNase. Controle positivo (DNA de
Hepatozoon spp.) e controle negativo (agua ultrapura livre de DNAse e RNAse)
foram utilizadas em cada reacdo.

Os ciclos de temperatura da PCR seguiram o protocolo citado por Almeida
(2012) e consistiu em uma desnaturacao inicial por 5 minutos a 95°C, 35 ciclos
repetitivos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C,
seguidos de uma extenséao final de 7 minutos a 72°C.

Ehrlichia spp.

Para pesquisa de Ehrlichia spp. foi realizada uma primeira reagao de PCR
com os pares de primers denominados DSB-330 forward e DSB-720 reverse
que amplificam um fragmento de 401pb e 349pb, respectivamente, do gene dsb,
conforme descrito por Doyle et al., (2005) e Almeida (2012). Com os pares de
primers denominados DSB-380 senso e DSB-720 anti-senso, que amplificam um
fragmento de 349pb do gene dsb, foi realizada a técnica de Nested-PCR
(Almeida, 2012).

As reacfes de PCR foram realizadas com um volume total final de 25uL,

contendo 2,5 uL Buffer 10X desprovido de MgCl2 (Invitrogen, Massachusetts,
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EUA), 0,75 uL de MgCl: (Invitrogen, Massachusetts, EUA), 0,5 uL dNTP (Cellco
Biotech, S&o Paulo, Brasil), 0,2 uL de Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen,
Massachusetts, EUA), e 18,05 uL de &gua ultrapura livre de DNase e RNase. A
primeira reacao de PCR contou ainda com 0,5 uL do primer DSB-330 senso, 0,5
uL do primer DSB-720 anti senso e 2,0 uL de DNA gendmico, e a segunda reacéo
(Nested-PCR) contou com 0,5 uL do primer DSB-380, 0,5 uL do primer DSB-720
e 2uL do amplicon da primeira reag&o. Controle positivo (DNA de Ehrlichia spp.)
e controle negativo (Agua ultrapura livre de DNAse e RNAse) foram utilizadas em
cada reagao.

Os ciclos de temperatura seguiram o protocolo citado por Almeida (2012)
e na primeira reacdo de PCR consistiu em uma desnaturacéo inicial por 3
minutos a 95°C, 35 ciclos repetitivos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a
50°C, 30 segundos a 72°C, seguidos de uma extensao final de 5 minutos a 72°C.
Na Nested-PCR a desnaturacao inicial por 3 minutos a 95°C, 30 ciclos repetitivos
de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 52°C, 30 segundos a 72°C, seguidos de

uma extensao final de 5 minutos a 72°C.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a detec¢éo

de Babesia spp., Hepatozoon spp. e/ou Ehrlichia spp.

Agente Regido Gene alvo e Sequéncia dos primers 5’ — 3’ Fragmento Referéncia
genética pares de amplificado bibliogréafica
primers (pb)
Babesia spp. 143-167 18S
858-834 rRNA
BAB143-167 F - CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 715 pb Lemos et al.,

2012
BAB858-834 R — CCTCTGACAGTTAAATACGAATGCC

Hepatozoon spp. 144-169 18S
743-718 rRNA
HEP-F F - GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 574 pb Almeida, 2012
HEP-R R — ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG
Ehrlichia spp. Dsb
Doyle et al.,
DSB-330 F - GATGATGTTTGAAGATATSAAACAAAT 401 pb 2005
DSB-380 F- ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG
DSB-720 R — CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC 349 pb
Almeida, 2012

Fonte: Prépria autora
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4.5.3 Eletroforese horizontal em gel de agarose

Para a visualizagdo do fragmento de DNA amplificado, os produtos
(amplicons) da PCR e da Nested-PCR foram submetidos a técnica de
eletroforese em gel de agarose a 2%, imerso em tamp&o TAE 1X (Tris-Acido
Acético — EDTA) corrido em cuba horizontal (Loccus LCH-13x15) a 90V por 50
minutos e apos a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo.

Os géis foram visualizados em transiluminador (Benchtop UV
Transilluminator, Cambridge, Reino Unido) com o software UVP®
VisionWorksLS™ (LifeScience Software) comparados a um padrdo de peso
molecular de um 1 Kb Plus (Uniscience). As amostras que revelaram bandas na
altura dos controles positivos foram consideradas positivas.

4.5.4 Purificacéo

Os produtos da PCR que apresentaram o tamanho de banda esperado
foram purificados utilizando o kit comercial ReliaPrep™ DNA Clean-Up and
Concentration System (Promega, Madison, EUA), segundo as orientacdes do

fabricante e submetidos a reacédo de sequenciamento.

4.5.5 Sequenciamento genético

O DNA foi sequenciado em ambas as direcdes, aplicando os mesmos
iniciadores da PCR e o Big Dye Terminator™ Cycle Sequencing Kit versao 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). As sequéncias nucleotidicas
foram lidas por um sequenciador automatico ABI 3730xI DNA analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA).

As sequéncias obtidas foram editadas com o software Chromas Pro,
versdao 1.5 (Technelysium Pty Ltd.,, Tewantin, Queensland, Australia) e
submetidas a identificacdo de similaridade com sequéncias conhecidas
utiizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) para verificar a
homologia com sequéncias correspondentes disponiveis no GenBank (Altschul
et al., 1990).
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Figura 11. Fluxograma das analises moleculares realizadas no estudo.

Amostra de sangue Extracdo DNA DNA gendmico

R

U

PCR NanoDrop

3

Eletroforese Purificacao

. An
o o

Sequenciamento

Ferramenta BLASTn <:|

Fontes das imagens: Canva / Google imagens / https://www.gratispng.com

5 RESULTADOS

Foram obtidas 115 amostras dos trés locais de coleta, sendo 95 da
espécie D. albiventris e 20 D. aurita, e as informacdes encontram-se descritas
na tabela 4. O grupo era composto por 33/115 (28,70%) machos, 58/115
(50,43%) fémeas e 24/115 (20,87%) animais com sexo indeterminado. Dentre
estes, 16/115 (13,91%) eram filhotes, 16/115 (13,91%) jovens e 83/115 (72,18%)

adultos, conforme mostra tabela 5.
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Tabela 4. Informag@es relativas as espécies dos gambas inseridos no estudo.

ESPECIE NOME POPULAR PZMQB CeMaCAS VAS Total por
Sorocaba SP Botucatu espécie
Didelphis albiventris ~ Gamba-de-orelha-branca 29 4 62 95
Didelphis aurita Gamba-de-orelha-preta 3 17 0 20
Total de animais por localidade 32 21 62 115

Fonte: Prépria autora

Tabela 5. Informac®es relativas ao sexo e a faixa etaria dos gambas inseridos no estudo.

SEXO E FAIXA ETARIA DOS ANIMAIS

N° %
SEXO Fémeas 58 50,43
Machos 33 28,70
Indeterminado 24 20,87
FAIXA Filhotes 16 13,91
ETARIA Jovens 16 13,91
Adultos 83 72,18

Fonte: Propria autora

5.1 ECTOPARASITAS

Dos animais oriundos do PZMQB, seis gambas apresentaram infestacao
por pulgas da espécie Ctenocephalides felis, dois gambas por carrapatos
Amblyomma longirostre e um animal por larvas L2 de Cochliomyia hominivorax.

Do CeMaCAS havia dois gambdas parasitados por pulgas, um por
carrapatos e um por acaro. Nao foi realizada a identificacdo morfologica desses
ectoparasitas.

Do VAS, seis gambas apresentaram infestacdo por pulgas e dois estavam
parasitados por carrapatos. N&o foi realizada a identificacdo morfologica desses
ectoparasitas.

N&o foram realizadas analises moleculares nos ectoparasitas coletados.

5.2 HEMOGRAMA

Dentre os 51 animais examinados, 32 pertenciam a espécie D. albiventris
e 19 a espécie D. aurita. Entre os animais de D. albiventris, 16 eram fémeas,
nove machos e sete tinham o sexo indeterminado, além disso, sete eram jovens
e 25 adultos. Por sua vez, dentre os animais de D. aurita, havia trés fémeas, um
macho e 15 animais com sexo indeterminado, e em relacéo a faixa etéaria, trés

eram jovens e 16 adultos. Os pesos dos animais variaram entre 0,460kg e 2,8kg.
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Os resultados dos parametros hematologicos de D. albiventris e D. aurita

obtidos no presente estudo encontram-se listados nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Valores minimos, maximos, média e desvio-padrdo dos parametros hematolégicos
de Didelphis albiventris do Estado de S&o Paulo.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Didelphis albiventris Referéncia*
Minimo Maximo Média (desvio-padrao) Média
Hemacias (x108/uL) 2,14 53 3,72 (£ 0,74) 4,16
Hemoglobina (g/dL) 4,9 12,3 9,0 (+ 2,08) 10,3
Hematocrito (%) 17 45 30,33 (£ 5,96) 34,35
VCM (fL) 62,2 117,11 84,12 (+ 11,16) 90,25
HCM (pg) 14,4 31,7 24,90 (£ 3,60) 28
CHCM (%) 22,68 44,4 29,77 (£ 4,23) 33,9
Eritroblastos /100 Leu 0 14 0,90 (+ 3,44) -
Leucécitos totais (/uL) 2100 24900 12 269,12 (+ 4795,64) 9480
Neutrofilos Bastonetes (x108/uL) 0 7 0,28 (= 1,25) 4,6
Neutréfilos Segmentados (x10°%/ulL) 18 69 46,53 (£ 11,95) 47,44
Linfocitos (x10%/uL) 25 78 46,75 (+ 11,45) 41,56
Eosinofilos (x108/uL) 0 15 3,74 (£ 3,72) 3,5
Mondcitos (x108/uL) 0 4 2,25 (+1,24) 3,2
Basofilos (x108/uL) 0 0 0(x0) 1
Plaquetas (/uL) 26 600 1 292,000 230 245,16 (+ 228084,83) -
Proteina Plasmética Total (g/dL) 7,2 8,2 7,8 (+ 0,58) 5,6

*Valores de referéncia: Tratado de animais selvagens, 2014.

Fonte: Prépria autora

Tabela 7. Valores minimos, maximos, média e desvio-padrdo dos parametros hematolégicos
de Didelphis aurita do Estado de S&o Paulo.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Didelphis aurita Referéncia*
Minimo Maximo Média (desvio-padrao) Média
Hemaécias (x106/uL) 0,67 6,42 4,05 (+ 1,41) 5,40
Hemoglobina (g/dL) 1,8 16,9 10,86 (x 3,57) 12,78
Hematdcrito (%) 6 52 36,08 (+ 9,94) 38,66
VCM (fL) 63,36 130,58 93,08 (+ 19,34) 71,69
HCM (pg) 16,27 36,02 27,87 (£ 7,08) -
CHCM (%) 23,26 38,41 30,05 (+ 5,08) 33,01
Eritroblastos /100 Leu 0 8 0,72 (+ 1,96) -
Leucdcitos totais (/uL) 2415 29 190 11 342,21 (£ 6835,45) 19 678,52
Neutrofilos Bastonetes (x10%/uL) 0 0 0(x0) 0,77
Neutréfilos Segmentados (x108/ulL) 20 88 55,78 (+ 15,56) 41,12
Linfécitos (x108/uL) 1 50 24,05 (+ 12,63) 41,97
Eosinofilos (x108/uL) 1 32 12,84 (+ 8,97) 13,79
Mondcitos (x108/uL) 0 10 2,78 (+ 2,30) 1,75
Basofilos (x10%/uL) 0 5 0,84 (+ 1,26) 0,59
Plaquetas (/uL) 22 000 1 720,000 485 470,58 (+ 422004,76) 514,70
Proteina Plasmatica Total (g/dL) 5,4 8,2 6,9 (+ 0,86) 7,95

*Valores de referéncia: Moreira, 2013.

Fonte: Propria autora
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5.3 MICROSCOPIA OPTICA

Na avaliacdo das laminas de esfregaco sanguineo foi observada a
presenca de inclus6es em neutréfilos compativeis com morulas, sugestivas para
Ehrlichia spp. em um animal 1/77 (1,29%), conforme pode-se observar na figura
12. Tal achado sugere a possibilidade de infecgdo por Ehrlichia spp. (Aguiar,
2015; Bouza-Mora et al., 2016; Taques, 2020; Armando, 2022; Macedo e Lima,
2023).

Figura 12. Inclus6es em leucécitos (setas) sugestivas de Ehrlichia spp.

Imagens demonstrando mérulas sugestivas de Ehrlichia spp. em leucécitos de Gambé-de-
orelha-preta (Didelphis aurita) parasitado por ovos e larvas L2 de mosca (Cochliomyia
hominivorax), provenientes do PZMQB. Aumento de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Nenhuma das 77 laminas de esfregacos sanguineos foi positiva para
Babesia spp. e/ou Hepatozoon spp. (tabela 8). Em uma das laminas foi
observada a presenca de inclusdes intraplaquetérias, sugestivas de Anaplasma
spp., em 1/77 (1,29%), porém, essa amostra nao foi avaliada molecularmente
(Ramos, 2009; Cavalcante, 2021; Lopes et al., 2022).

Tabela 8. Esfregago sanguineo das amostras dos gambéas examinados.

ESPECIE ECTOPARASITAS ORIGEM ESFREGACO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. aurita N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Pulgas PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Né&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Né&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Né&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Pulgas PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Pulgas PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Pulgas PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Carrapatos PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. aurita N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. aurita Ovos de mosca e larvas PZMQB MORULAS
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris Nao PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o PZMQB NEGATIVO
D. albiventris N&o CeMaCAS NEGATIVO
D. albiventris N&o CeMaCAS NEGATIVO
D. aurita Pulgas CeMaCAS NEGATIVO




D. aurita Carrapatos CeMaCAS NEGATIVO
D. albiventris N&o CeMaCAS NEGATIVO
D. albiventris N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Acaro (sarna) CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Nao CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Nao CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Pulgas CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Nao CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Nao CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita Nao CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO

D. aurita N&o CeMaCAS NEGATIVO
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*Negativos para os patdgenos investigados no presente estudo.

Fonte: Propria autora

5.4 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR)

As amostras apresentaram concentracdo de DNA superiores a 6,1ng/uL,

valores suficientes para as analises propostas neste estudo.

Babesia spp.

Das 115 amostras testadas na PCR convencional para protozoarios do
género Babesia spp. (18S), cinco foram positivas (94, 102, 103, 109 e 114),
sendo quatro animais do sexo feminino (80%) e um masculino (20%), conforme
mostram as figuras 13 e 14 e a tabela 9. Todas as amostras eram provenientes
do municipio de Botucatu, SP. A prevaléncia de infeccédo por Babesia spp. foi de
4,34%. Todas as amostras positivas foram sequenciadas e submetidas ao

BLASTnN — Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose da PCR para Babesia spp.

L N N
92 93 94 95 9% 97 9 99 100 101 102 103 104 105 106

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, da PCR
para um fragmento do gene 18S rRNA, de amostras sanguineas de Didelphis albiventris.
Coluna 1: padrdo de peso molecular 1 Kb Plus (Uniscience); Colunas 2 e 3: controles positivos
Babesia vogeli; Coluna 4: controle negativo; Colunas 5-28: amostras 83-106 dos espécimes em
estudo. As amostras 95, 102 e 103 foram consideradas positivas.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose da PCR para Babesia spp.

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, da PCR
para um fragmento do gene 18S rRNA, de amostras sanguineas de Didelphis albiventris.
Coluna 1: padrao de peso molecular 1 Kb Plus (Uniscience); Colunas 2 e 3: controles positivos
Babesia vogeli; Coluna 4: controle negativo; Colunas 5-13: amostras 107-115 dos espécimes
em estudo. As amostras 109 e 114 foram consideradas positivas

Fonte: Arquivo pessoal.

Hepatozoon spp.

Todas as amostras sanguineas dos gambas foram negativas na PCR para

a deteccéo de protozoarios do género Hepatozoon spp. (gene 18S rRNA).

Ehrlichia spp.

Para o gene dsb de Ehrlichia spp., duas amostras (66 e 11) foram

positivas e pertenciam a dois animais do sexo feminino (100%), conforme
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mostram as figuras 15 e 16 e a tabela 9. Todas as amostras eram provenientes
do municipio de Botucatu, SP. A prevaléncia de infec¢ao por Ehrlichia spp. foi de
1,73%. Todas as amostras positivas foram sequenciadas e submetidas ao

BLASTnNn — Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico.

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose da PCR para Ehrlichia spp.

PM 53 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 C+ C+ C-

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, da PCR
para um fragmento do gene dsb, de amostras sanguineas de Didelphis albiventris. Coluna 1:
padréo de peso molecular 1 Kb Plus (Uniscience); Colunas 2-25: amostras 59-82 dos
espécimes em estudo; Coluna 26 e 27: controles positivos Ehrlichia spp.; Coluna 28: controle
negativo. A amostra 66 foi considerada positiva.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose da PCR para Ehrlichia spp.

—— e e e —
PM 107 108 108 FION 12 (omeiias C+ C+~ C-

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, sob luz ultravioleta, da PCR

para um fragmento do gene dsb, de amostras sanguineas de Didelphis albiventris. Coluna 1:
padréo de peso molecular 1 Kb Plus (Uniscience); Colunas 2-9: amostras 107-114 dos
espécimes em estudo; Colunas 10 e 11: controles positivos de Ehrlichia spp.; Coluna 12:
controle negativo. A amostra 111 foi considerada positiva.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 9. Dados das amostras positivas do presente estudo.

ID amostra HOSPEDEIRO ORIGEM PATOGENO  METODO DIAGNOSTICO
28 D. aurita PZMQB Ehrlichia-like Microscépico
94 D. albiventris VAS Babesia spp. Molecular
102 D. albiventris VAS Babesia spp. Molecular
103 D. albiventris VAS Babesia spp. Molecular
109 D. albiventris VAS Babesia spp. Molecular
114 D. albiventris VAS Babesia spp. Molecular
66 D. albiventris VAS Ehrlichia spp. Molecular
111 D. albiventris VAS Ehrlichia spp. Molecular

Fonte: Prépria autora

5.5 SEQUENCIAMENTO GENETICO

As amostras amplificadas foram sequenciadas e submetidas a analises
BLASTnN para avaliagédo da similaridade de sequéncias no banco de dados NCBI
GenBank (Altschul et al., 1990).

As sequéncias de nucleotideos das cinco amostras positivas para
Babesia spp. foram alinhadas com outras disponiveis no GenBank e o0s
resultados indicaram uma identidade de 100% com o isolado Babesia sp. GP1
(MW290046) (Gongalves et al., 2021), conforme apresentado na tabela 10.

Tabela 10. Resultados do BLASTn para o gene Babesia.

Amostra Identidade GenBank Referéncia  Localidade
BAB 94 100,00% Babesia sp. Isolado GP1 Gongalves et Brasilia
(717/717) (MW290046) al., 2021
BAB 102 100,00% Babesia sp. Isolado GP1 Gongalves et Brasilia
(717/717) (MW290046) al., 2021
BAB 103 100,00% Babesia sp. Isolado GP1 Gongalves et Brasilia
(717/717) (MW290046) al., 2021
BAB 109 100,00% Babesia sp. Isolado GP1 Gongalves et Brasilia
(7171717) (MW290046) al., 2021
BAB 114 100,00% Babesia sp. Isolado GP1  Gongalves et Brasilia
(717/717) (MW290046) al., 2021

Fonte: Stephany Rocha Ribeiro

As sequéncias de nucleotideos das duas amostras positivas para
Ehrlichia spp. também foram alinhadas com outras disponiveis no GenBank. Os
resultados para a amostra 66 indicaram uma identidade de 100% com o
Uncultured Ehrlichia sp. clone GNa (KY207546) (Lopes et al., 2018) e com
Ehrlichia sp. isolate DA5.1 (OP270482) (Tarragona et al., 2022) (tabela 11). Ja,
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a amostra 111, apresentou 99,71% de identidade com Ehrlichia sp. isolate DA5.1
(OP270482) (Tarragona et al., 2022), conforme observado na tabela 11.

Tabela 11. Resultados do BLASTn para o gene Ehrlichia.

Amostra Identidade GenBank Referéncia  Localidade
ER 66 100,00% Uncultured Ehrlichia sp.  Lopes et al., Natal, Rio
(325/325) clone GNa (KY207546) 2018 Grande do
Norte
Ehrlichia sp. isolate DA5.1  Tarragona et Provincia
(OP270482) al., 2022 Formosa,
Argentina
ER 111 99,71% Ehrlichia sp. isolate DA5.1  Tarragona et Provincia
(349/350) (OP270482) al., 2022 Formosa,
Argentina

Fonte: Stephany Rocha Ribeiro

6 DISCUSSAO

Na avaliacdo dos parametros hematolégicos de D. albiventris,
Casagrande et al., (2009) relataram valores menores de heméacias, hematdécrito
e leucécitos, porém valores semelhantes de hemoglobina e proteina plasméatica
total (PPT). Segundo o estudo de Carneiro et al., (2010), ha semelhancas nos
valores de heméacias, hemoglobina e hematocrito, porém os autores relataram
niveis menores de PPT e maior contagem de leucécitos. Em contraste, de acordo
com Tarragona et al., (2011), os valores para 0S mesmos parametros séo
maiores do que os descritos aqui neste trabalho. Segundo o encontrado no
Tratado de Animais Selvagens (Nascimento e Horta, 2014), os valores séo
semelhantes para hemécias, hemoglobina, hematécrito e leucdcitos, porém os
valores de PPT s&o menores que os do presente trabalho.

Nos estudos com D. aurita, Casagrande et al., (2009) relataram valores
menores para hemdacias, hemoglobina, hematécrito e leucdcitos, porém
observaram niveis mais altos de PPT. De acordo com Moreira (2013), os valores
de hemacias e hematdcrito sdo semelhantes aos aqui descritos, mas 0s niveis
de hemoglobina e leucécitos sdo maiores. Enquanto Teixeira (2021), descreveu
valores menores de hematdcrito e PPT, porém apresentou resultados

semelhantes de hemacias, hemoglobina e leucdcitos.
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As divergéncias entre os valores dos estudos podem refletir diferencas
nas metodologias aplicadas, variagbes geograficas, fatores biologicos
intrinsecos a espécie e/ou técnicas laboratoriais utilizadas.

No presente trabalho optou-se utilizar como referéncia os valores
hematoldgicos descritos para Didelphis albiventris no Tratado de animais
selvagens (Nascimento e Horta, 2014), enquanto para Didelphis aurita os valores
foram baseados nos resultados relatados por Moreira (2013). Essas escolhas
foram fundamentadas na confiabilidade dos estudos selecionados. Foram
elencados dois trabalhos como referéncia pois ndo encontramos estudos
recentes na literatura que informassem os valores hematoldgicos para ambas as
especies, desta forma, utilizou-se uma referéncia para cada espécie.

N&o houve positividade em nenhuma das laminas de esfregago
sanguineo para os protozodrios estudados (Babesia spp. e Hepatozoon spp.),
no entanto, esses resultados podem corroborar com o que foi mencionado por
outros autores, que descreveram a babesiose e a hepatozoonose como doencas
com caréter crénico e parasitemia intermitente (Baneth et al.,1998; O'Dwyer et
al., 2001; Brandao e Hagiwara, 2002; Silva et al., 2011; Braga e Silva, 2013;
Soares, 2015; Dias e Ferreira, 2016; Perles, 2019; Pereira et al., 2021;
Bittencourt et al., 2022). Essa condicdo pode dificultar o diagnéstico por meio de
testes parasitolégicos devido a baixa parasitemia, o que pode explicar a auséncia
de deteccgdo dos parasitas nas laminas de esfregago sanguineo.

Embora tenham sido observadas morulas compativeis com Ehrlichia spp.
em esfregaco sanguineo de uma amostra, ndo houve deteccdo molecular por
PCR dessa amostra em questdo. Com base na interpretacdo do hemograma do
animal, os resultados sugerem anemia macrocitica hipocrémica,
trombocitopenia, desidratacdo e possiveis sinais de um processo inflamatorio
e/ou infeccioso. Mesmo que a anemia mais comumente identificada na erliquiose
seja anemia regenerativa, essas alteracdes laboratoriais encontradas sao
compativeis com o observado em infeccBes por Ehrlichia spp. (Aguiar, 2015;
Armando, 2022).

A deteccéo de Babesia spp., Hepatozoon spp. e Ehrlichia spp. foi relatada
em outros estudos realizados com gambas no Brasil, como pode ser observado
natabela 1 (Melo et al., 2016; Silva et al., 2017; Soares et al., 2017; Souza et al.,
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2017; Lopes et al., 2018; Colle et al., 2019; Guimaraes et al., 2019; Goncalves
et al. 2021; André et al., 2022; Weck, 2022).

Melo et al., (2016) relataram o diagnéstico sorolégico de Ehrlichia canis
em D. albiventris e D. aurita nos municipios de Biritiba-Mirim, Salesopolis, S&o
Bernardo do Campo, Sao Paulo e Sorocaba, no Estado de S&do Paulo. Porém,
no presente trabalho, optou-se pelas avaliacGes parasitoldégica e molecular, ndo
incluindo a avaliacdo soroldgica.

De acordo com o estudo de Silva et al.,, (2017), das 19 amostras
analisadas de gambés de orelha branca (D. albiventris) da regido de Botucatu,
SP, uma apresentou resultado positivo para a presenca de Hepatozoon spp.
tanto no esfregaco sanguineo quanto na PCR, enquanto outra amostra foi
positiva apenas na PCR. Porém, em nosso estudo, onde pesquisamos 0 mesmo
patégeno, no mesmo hospedeiro e na mesma regido, ndo houve deteccdo
molecular.

Em um estudo conduzido por Soares et al., (2017) na regido da Amazonia
brasileira, foi detectado molecularmente a presenca de Babesia spp. em D.
marsupialis. No entanto, a pesquisa ndo detectou a presenca de Hepatozoon
spp.

Segundo o estudo de Souza et al., (2017), que analisou roedores,
marsupiais e carnivoros no Pantanal, Hepatozoon spp. foi detectado
morfologicamente em D. albiventris. Em outra pesquisa envolvendo roedores e
marsupiais na Amazonia brasileira, D. marsupialis apresentou resultado positivo
para deteccado de Babesia spp. e Hepatozoon spp. (Colle et al., 2019).

De acordo com Guimarées et al., (2019) em estudo realizado no Rio de
Janeiro houve a detecgdo molecular de “um novo gendtipo de Ehrlichia sp.
intimamente relacionado a gendtipos de E. canis previamente relatados em caes
no Brasil”, em Didelphis aurita.

Em estudo realizado por André et al. (2022), amostras sanguineas e
carrapatos coletados de 43 gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) de
fragmentos florestais urbanos do centro-oeste do Brasil foram avaliadas por meio
de técnicas morfologicas e moleculares com o objetivo de investigar a presenca
de Ehrlichia spp, Anaplasma spp e Hepatozoon spp. Como resultado, os autores

descreveram a ocorréncia de "supostos novos genotipos de Ehrlichia sp. e
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Hepatozoon sp. em gambas-de-orelha-branca e carrapatos Amblyomma
dubitatum associados do centro-oeste do Brasil".

Weck (2022) relatou que em um estudo realizado com roedores e
marsupiais do Cerrado e na Mata Atlantica, foi detectado molecularmente a
presenca de Hepatozoon spp. em um individuo da espécie D. aurita do Mato
Grosso do Sul e nao foi detectada a presenca de Babesia spp. nem Ehrlichia
spp.

Achados anteriores sobre a ocorréncia de Babesia spp., Hepatozoon spp.
e Ehrlichia spp. relataram a deteccdo dos patdgenos em outros hospedeiros
(canideos, roedores silvestres e gambas) especificamente na regido do Estado
de Séo Paulo, o que confirma a presenca dos patdogenos nessa regiao geografica
(O’Dwyer et al., 2006; O'Dwyer et al., 2009; Spolidorio et al., 2009; Demoner et
al., 2016; Silva et al., 2017; Perles et al., 2019; Taques, 2020).

Em estudo conduzido por Gongalves et al. (2021), Babesia spp. foi
detectada parasitando populacdes de D. albiventris em dois locais do Cerrado,
Brasilia e Campo Grande, com uma alta taxa de infeccdo (32,83%). Além disso,
também houve a deteccdo de Babesia spp. em carrapatos A. dubitatum
coletados de D. albiventris de Campo Grande, fato que indica que esses
ectoparasitas podem atuar como vetores do patdgeno.

Segundo o estudo de Lopes et al. (2018), uma nova cepa de Ehrlichia foi
identificada parasitando Didelphis albiventris no Estado do Rio Grande do Norte
e foi denominada Ehrlichia sp. cepa Natal. Essa descoberta em areas
degradadas da Mata Atlantica é particularmente importante pois destaca a
influéncia negativa das acdes antropicas no surgimento de novos agentes
infecciosos (Carvalho et al., 2020).

Tarragona (2022) detectou a presenca da mesma cepa Natal em
Didelphis albiventris na provincia de Formosa, na Argentina, marcando o
primeiro relato desse parasitismo no pais. As Ehrlichias detectadas no presente
trabalho séo relacionadas com Ehrlichia sp. cepa Natal descritas por Lopes et al.
(2018). As andlises filogenéticas que confirmaram a semelhanca entre as cepas
encontradas em ambas as regifes sdo de extrema importancia e sugerem que
esse patdgeno possa ter um alcance geografico maior do que o inicialmente

pensado.
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Nesse estudo, adicionamos novos dados sobre a ocorréncia de Babesia
sp. e Ehrlichia sp. no Brasil, identificando cinco espécimes de D. albiventris
infectados por Babesia sp. e dois espécimes de D. albiventris infectados por
Ehrlichia sp. Esses resultados ressaltam a importancia de novos estudos para
melhor compreensdo da ocorréncia e distribuicdo de diversos patdogenos em
populacdes de animais silvestres.

A presenca de patdgenos como Babesia e Ehrlichia em um grupo
amplamente distribuido, como os gambas, pode resultar em importantes
implicac6es para a saude publica, especialmente em regiées onde o contato com
animais silvestres é frequente. Essas descobertas evidenciam a importancia de
investigar a relacdo entre patdégenos, vetores e hospedeiros, além da
necessidade de mais pesquisas em &reas de conservacdo e ambientes
antropizados. Ressalta-se também a relevancia dos gambas como importantes
reservatorios de uma variedade de patdégenos e, devido a sua ampla distribuicao
geografica e contato com diferentes biomas e ecossistemas, a espécie

desempenha papel significativo na dindmica de doencgas zoondticas.

7 CONCLUSAO

O aumento do contato de animais selvagens, domésticos e 0 ser humano,
resultante da destruicdo dos habitats naturais e alteragfes climaticas, leva ao
aumento do risco de transmissdo de doencas zoonéticas. Decorrente do
presente trabalho aqui apresentado, tem-se o primeiro relato publicado de
diagndstico molecular de Babesia spp. e Ehrlichia spp. infectando Didelphis
albiventris no municipio de Botucatu, SP. Isso demostra que estes patdégenos,
comuns em canideos domeésticos, também estado circulando na fauna selvagem,
e tém o potencial de infectar seres humanos que entram em contato com esses
animais.

Os valores de hemograma das duas espécies estudadas (D. albiventris e
D. aurita) foram diferentes dos valores descritos na literatura. Resultado que
evidencia a necessidade de estudos complementares acerca dos parametros
hematolégicos de gambas.

Ressalta-se ainda a importancia de Centros de Triagem e Reabilitagdo de

Animais Selvagens, Parques Zooldgicos e Aquarios na Conservagdo da Fauna
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Silvestre e no ambito da Saude Unica, funcionando como servico de exceléncia

na vigilancia passiva de enfermidades em animais selvagens.
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ABSTRACT: The aim of this study was to investigate, parasitologically and molecularly, the
presence of vector-borne agents in free-living white-eared opossums (Didelphis albiventris) and
black-eared opossums (Didelphis aurita) in the state of Sdo Paulo, in addition to tracing the
hematological profile of these animals. The hosts analyzed were rescued by the Municipal
Zoological Park “Quinzinho de Barros”, in Sorocaba; the Wildlife Management and Conservation
Center - CeMaCAS, in Sdo Paulo; and by the Botucatu Environmental Health Surveillance. From
the material collected (whole blood), blood counts were taken from 51 animals in order to analyze
the values of the hematological parameters of the two host species, as well as blood smears from
77 individuals to search for pathogens using optical microscopy. Molecular analysis was also used
to search for DNA fragments of Babesia spp., Hepatozoon spp. and Ehrlichia spp. in 115 hosts,
using specific primer pairs for each pathogen. Of the 77 blood smears taken, one (1.29%) showed
the presence of morulae suggestive of Ehrlichia spp. None of the blood smear slides were positive
for the protozoa investigated. Of the 115 animals analyzed, five (4.34%) were positive in the
conventional PCR test for Babesia spp. based on the 18S rRNA gene. Two (1.73%) samples were
positive in the Nested-PCR for Ehrlichia spp. based on the dsb gene. No samples were positive
for protozoa of the genus Hepatozoon spp. Using bioinformatics tools, it was possible to confirm
the positivity of Babesia sp. and Ehrlichia sp. The sample that showed morulae in the
parasitological test was from Didelphis aurita from the municipality of Sorocaba/SP and all the
samples that tested positive in the molecular tests were Didelphis albiventris from the
municipality of Botucatu/SP. These results highlight the importance of further studies to better

understand the occurrence and distribution of various pathogens in wild animal populations.

Key words: Hemoparasites, hematological parameters, marsupial, molecular biology,

parasitology, wildlife.
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1. INTRODUCTION

Environmental changes, generally resulting from anthropogenic actions such as
the disorderly growth of urban centers and the destruction of natural habitats, can
influence the geographical range of vectors responsible for disease transmission,
impacting the epidemiology of infectious diseases (Khasnis and Nettleman, 2005; Rabelo,
2014; Carvalho et al., 2020). As a result of these events, wild animals approach urban
areas in search of shelter and food, intensifying contact with domestic animals and
humans and, consequently, increasing the risk of transmitting zoonotic pathogens
(Carvalho et al., 2020).

The genus Didelphis belongs to the family Didelphidae, Order Didelphimorphia
and has six species described on the American continent; of these, four occur in Brazil
(Nascimento and Horta, 2014). They are marsupials with crepuscular/nocturnal habits,
arboreal, opportunistic, solitary and generalist feeding habits, and are considered
synanthropic animals because they have the ability to adapt to rural, peri-urban and urban
environments (Rossi et al., 2006; Nascimento and Horta, 2014; Bezerra-Santos et al.,
2021). They play an important ecological role as seed dispersers, pest controllers and in
cleaning up the environment by feeding on dead animals (Rossi et al., 2006; Nascimento
and Horta, 2014). They act in the epidemiology of various parasitic diseases, as they are
considered disseminators of parasites such as arthropods, helminths and protozoa (Ayla
et al., 1973; Nascimento and Horta, 2014; Roque et al., 2014; Barros et al., 2017).

Among these agents are the protozoa Babesia spp. and Hepatozoon spp. and the
bacterium Ehrlichia spp., responsible for causing babesiosis, hepatozoonosis and
ehrlichiosis, respectively (Spolidorio, 2009; Bittencourt et al., 2022). These pathogens
share the same arthropod vector, the brown dog tick (Rhipicephalus sanguineus sensu
lato), the main vector of these pathogens in Brazil, and parasitize domestic, wild animals
and humans (accidental host) (Labruna et al., 2007; Spolidorio, 2009; Alves, 2017).

Pathogens of the genus Babesia spp. are intracellular protozoa belonging to the
family Babesiidae and order Piroplasmida, which parasitize the blood cells of vertebrate
animals and are transmitted mainly through the inoculation of sporozoites present in the
saliva of the vector at the time of blood transfusion (Branddo and Hagiwara, 2002;
Olicheski, 2003; Uilenberg, 2006; Chauvin et al., 2009; Braga and Silva, 2013; Vieira et
al., 2013; Soares, 2015; Dias and Ferreira, 2016; Bittencourt et al., 2022).

The genus Hepatozoon spp. comprises apicompexous protozoa belonging to the
family Hepatozoidae and order Eucoccidiorida, which can infect various vertebrate hosts
and are transmitted mainly through ingestion of the infected definitive invertebrate host
containing oocysts, but can also occur secondarily through predation of an infected
intermediate vertebrate host containing cysts (prey-predator cycle) (Smith, 1996; Baneth
et al., 2007; Kubo et al., 2008; Telford, 2010; Maia et al., 2014; Mendoza-Roldan et al.,
2021).

Ehrlichia spp. are obligate intracellular gram-negative bacteria with zoonotic
potential, which belong to the family Anaplasmatacea and order Rickettisiales, infect
mainly mammalian leukocytes and are transmitted mainly during blood transfusions by
ticks (Aguiar, 2015; Taques, 2020; Armando, 2022; Bittencourt et al., 2022)

This study focused on assessing the occurrence of Babesia, Hepatozoon e
Ehrlichia in blood of free-living opossums from state Sdo Paulo, by means of
parasitological and molecular analyses, as well as tracing the hematological profile of
these animals by means of a complete blood count.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study area

This study was carried out at the Municipal Zoological Park “Quinzinho de
Barros” (PZMQB) in Sorocaba, at the Wildlife Management and Conservation Center
(CeMaCAYS), in Sdo Paulo city, and at the Environmental Health Surveillance (VAS), in
Botucatu. The samples were from seven municipalities in the state of S&o Paulo, namely
Botucatu, Diadema, Franco da Rocha, Iper6, Osasco, Sdo Paulo and Sorocaba (Figure 1).

Figure 1. Geographical locations where the biological samples of the opossums included in this study
were collected.
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2.2 Sample collection

The samples were obtained by puncturing the jugular, femoral or lateral coccygeal
veins during routine examinations and/or when the animals were admitted to the
institutions. The material obtained was stored in microtubes containing EDTA. Part of
the biological samples was refrigerated for laboratory analysis (blood count and blood
smear), while another part was frozen at -20°C until DNA extraction for molecular
analysis.

2.3 Hematological evaluation

To evaluate the main cell lineages (erythrocytes, leukocytes and platelets), a
complete blood count was taken of 32 Didelphis albiventris (white-eared opossum) and
19 Didelphis aurita (black-eared opossum). Hematocrit was measured by centrifuging
capillaries filled with blood. Hemoglobin was obtained using the cyanomethemoglobin
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method (LabTest®) and read on a semi-automated biochemical device (Bioplus®). The
hematimetric indices were obtained according to the formulas established for domestic
animals. The total protein value was obtained using a refractometer. Cell counts were
carried out in a Neubauer chamber using Gower's liquid and Turk's liquid as diluents. The
platelet count was estimated on a slide. The leukocyte differential and cell morphology
analysis were performed by counting blood smears stained with rapid Panoptic.

2.4 Microscopic analysis

The morphological evaluation of the infective forms of the pathogens was
performed by analyzing blood smear slides. A blood capillary was filled and taken to the
centrifuge to separate the blood components (plasma and platelets + white blood cells and
red blood cells), and blood smear slides were made from the buffy coat.

2.5 Molecular analysis

DNA was extracted using the phenol/chloroform method described by Sambrook
and Russel (2001), with modifications. A spectrophotometer (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer - Termo Fisher Scientific) was used to quantify the DNA using
absorbance at 260-280mm. The quality of the material was assessed using the 1.5%
agarose gel electrophoresis technique, stained with Gel Red (Uniscience) (0.1puL/10 mL),
immersed in TAE 1X buffer (Tris-Acetic Acid - EDTA) and viewed on an image scanner
under ultraviolet light. To investigate the presence of DNA fragments of the pathogens in
the blood samples of the animals studied, conventional PCR (Babesia spp. and
Hepatozoon spp.) and Nested-PCR (Ehrlichia spp.) were performed in an AmpliGene
Lite thermal cycler (Loccus). The primer sets used in this work, as well as the main
information and references are listed in table 1.

PCR analyses for Babesia spp. were performed using the primer pairs BAB143-
167 forward and BAB858-834 reverse, which amplify a fragment of approximately 715pb
of Babesia spp. from the 18S rRNA gene (Lemos et al., 2012). The PCR consisted of an
initial denaturation for 5 minutes at 95°C, 40 repetitive cycles of 1 minute at 95°C, 1
minute at 64°C, 1 minute at 72°C, followed by a final extension of 5 minutes at 72°C
(Lemos et al., 2012).

For Hepatozoon spp., PCR analyses were performed with the primer pairs
Hepl144-169 forward and Hep743-718 reverse, which amplify a fragment of
approximately 574pb of Hepatozoon spp. from the 18S rRNA gene (Almeida, 2012). The
PCR consisted of an initial denaturation for 5 minutes at 95°C, 35 repetitive cycles of 30
seconds at 95°C, 30 seconds at 50°C, 1 minute at 72°C, followed by a final extension of
7 minutes at 72°C (Almeida, 2012).

For Ehrlichia spp. a first PCR reaction was performed with the primer pairs DSB-
330 forward and DSB-720 reverse which amplify a fragment of 401pb and 349pb,
respectively, from the dsb gene, as described by Doyle et al. (2005) and Almeida (2012).
With the pairs of primers named DSB-380 forward and DSB-720 reverse, which amplify
a 349pb fragment of the dsb gene, the Nested-PCR technique was performed (Almeida,
2012). The temperature cycles followed the protocol cited by Almeida (2012) and the
first PCR reaction consisted of an initial denaturation for 3 minutes at 95°C, 35 repetitive
cycles of 15 seconds at 95°C, 30 seconds at 50°C, 30 seconds at 72°C, followed by a final
extension of 5 minutes at 72°C. In Nested-PCR, initial denaturation for 3 minutes at 95°C,
30 repetitive cycles of 15 seconds at 95°C, 30 seconds at 52°C, 30 seconds at 72°C,
followed by a final extension of final extension of 5 minutes at 72°C.

The PCR reactions were performed with a total final volume of 25uL, containing
2.5 uL 10X Buffer devoid of MgCl; (Invitrogen, Massachusetts, USA), 0.75 uL of MgCl»
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(Invitrogen, Massachusetts, USA), 0.5 uL dNTP (Cellco Biotech, Séo Paulo, Brazil), 0.5
uL of each primer, 0.2 uL of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Massachusetts,
USA), 2.0 uL of genomic DNA and 18.05 uL of ultrapure water free of DNase and RNase.
In the case of PCR for Erhlichia spp., the first reaction included 0.5 uL of the DSB-330
sense primer, 0.5 uL of the DSB-720 anti-sense primer and 2.0 uL of genomic DNA, and
the second reaction (Nested-PCR) included 0.5 uL of the DSB380 primer, 0.5 uL of the
DSB-720 primer and 2uL of the amplicon from the first reaction. DNA from Babesia
vogeli, Hepatozoon spp. and Ehrlichia spp. was used as a positive control, and ultrapure
water free of DNAse and RNAse was used as a negative control in each reaction.

To visualize the amplified DNA fragment, the PCR amplicons were subjected to
electrophoresis on a 2% agarose gel, immersed in TAE 1X buffer (Tris-Acetic Acid -
EDTA) and run in a horizontal vat (Loccus LCH-13x15) at 90V for 50 minutes and after
the run, the gels were stained with ethidium bromide and visualized on a transilluminator
(Benchtop UV Transilluminator, Cambridge, UK) with UVP® VisionWorksLS™
software (LifeScience Software) compared to a 1 Kb Plus molecular weight standard
(Uniscience). Samples that showed bands at the height of the positive controls were
considered positive.

The PCR products that showed the expected band size were purified using the
commercial kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System (Promega,
Madison, USA), according to the manufacturer's instructions and submitted to the
sequencing reaction. DNA was sequenced in both directions in an automated ABI 3730xI
DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A,) and the same PCR primers
and the BigDye Terminator™, version 3.1 Cycle Sequencing® Kit (Applied Biosystems)
were used in sequencing reactions. The sequences obtained were edited using the
Chromas Pro, version 1.5 (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Queensland, Australia) and
submitted to identification of similarity with known sequences using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLASTN) to check for homology with corresponding sequences
available in GenBank (Altschul et al., 1990). Phylogenetic reconstructions were made
using maximum likelihood analysis with PHYML, version 3.0 (Guindon et al., 2010) and
the evolutionary model indicated by MEGA, version 6.0 through BIC (Babesia T93+G;
Ehrlichia T92+G). An approximate likeli-hood ratio test (aLRT), with 1000 replicas, was
used to estimate branch robustness.

Table 1. Primer sequences used for the amplification of target sequences of Babesia spp., Hepatozoon spp.

and Ehrlichia spp.

Agent Gene Primer pair Primers sequence 5’ — 3’ Amplified Bibliographic
fragment (bp) reference
Babesia spp. 18S BAB143-167 F - CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA 715 bp Lemos et al.,
rRNA 2012

BAB858-834 R - CCTCTGACAGTTAAATACGAATGCC

Hepatozoon spp. 18S HEP-F F - GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC 574 bp Almeida,
rRNA 2012
HEP-R R - ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG
Ehrlichia spp. dsb DSB-330 F - GATGATGTTTGAAGATATSAAACAAAT 401 bp Doyle et al.,
2005
DSB-380 F- ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 349 bp
DSB-720 R-CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC Almeida,

2012

Source: Author
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3 RESULTS

3.1 Sample collection

A total of 115 blood samples were obtained from individuals of the species
Didelphis albiventris and Didelphis aurita when they were admitted to the institutions,
regardless of the health status of each one. The group consisted of 95 D. albiventris and
20 D. aurita, of which 28.70% were males, 50.43% were females and 20.87% were
animals of indeterminate sex. Of these, 13.91% were joeys, 13.91% were juveniles and
72.18% were adults.

3.2 Ectoparasites

Of the animals from the PZMQB, six opossums were infested with fleas of the
species Ctenocephalides felis, two opossums with Amblyomma longirostre ticks and one
animal with L2 larvae of Cochliomyia hominivorax. At CeMaCAS, two opossums were
parasitized by fleas, one by ticks and one by a mite. In the VAS, six opossums were
infested with fleas and two were parasitized by ticks. Morphological identification of the
ectoparasites from CeMaCAS and VAS was not carried out. No molecular analysis was
carried out on the ectoparasites collected.

3.3 Hematological evaluation

Complete blood counts were performed on 32 animals from PZMQB and 19 from
CeMaCAS, immediately after blood collection, totaling 51 samples, using fresh whole
blood. Of the samples from D. albiventris, the mean values obtained were: red blood cells
3.7 x 106/pL, hemoglobin 9.0g/dL, hematocrit 30.33%, VCM 84.12fL, HCM 24.90pg,
CHCM 29.77%, erythroblasts 0.9/100 leu, total leukocytes 12. 269.12/uL, rod neutrophils
0.28 x 106/uL, segmented neutrophils 46.53 x 106/uL, lymphocytes 46.75 x 106/uL,
eosinophils 3.74 x 106/uL, monocytes 2.25 x 106/pL, basophils 0 x 106/uL, platelets
230,245. /uL and total plasma protein 7.8g/dL (table 2).

Table 2. Minimum, maximum, mean and standard deviation values for the hematological parameters of

Didelphis albiventris from the state of Sdo Paulo.

HEMATOLOGICAL PARAMETERS

Didelphis albiventris Reference*
Minimum Maximum Mean (standad deviation) Mean
Red blood cells (x10°/uL) 2,14 53 3,72 (£ 0,74) 4,16
Hemoglobin (g/dL) 4,9 12,3 9,0 (+2,08) 10,3
Hematocrit (%) 17 45 30,33 (+ 5,96) 34,35
VCM (fL) 62,2 117,11 84,12 (+ 11,16) 90,25
HCM (pg) 14,4 31,7 24,90 (£ 3,60) 28
CHCM (%) 22,68 44,4 29,77 (£ 4,23) 33,9
Erythroblasts /100 Leu 0 14 0,90 (x 3,44) -
Total leukocytes (/uL) 2100 24900 12 269,12 (+ 4795,64) 9480
Rod neutrophils (x108/uL) 0 7 0,28 (= 1,25) 4,6
Segmented neutrophils (x10%/uL) 18 69 46,53 (+ 11,95) 47,44
Lymphocytes (x10%/uL) 25 78 46,75 (+ 11,45) 41,56
Eosinophils (x105/uL) 0 15 3,74 (£ 3,72) 3,5
Monocytes (x108/uL) 0 4 2,25 (+ 1,24) 3,2
Basophils (x10%/uL) 0 0 0(x0) 1
Platelets (/uL) 26 600 1 292,000 230 245,16 (+ 228084,83) -
Total plasma protein (g/dL) 7,2 8,2 7,8 (£ 0,58) 5,6

* Reference values: Tratado de animais selvagens, 2014.

Source: Author



86

For D. aurita, the average values were: red blood cells 4.05 x 106/uL, hemoglobin
10.86g/dL, hematocrit 36.08%, VCM 93.08fL, HCM 27.87pg, CHCM 30.05%,
erythroblasts 0.72/100-leu, total leukocytes 11. 342.21/uL, rod neutrophils 0 x 106/pL,
segmented neutrophils 55.78 x 106/uL, lymphocytes 24.05 x 106/uL, eosinophils 12.84
x 106/uL, monocytes 2.78 x 106/uL, basophils 0.84 x 106/uL, platelets 485,470.58/uL
and total plasma protein 6.9g/dL (table 3).

Table 3. Minimum, maximum, mean and standard deviation values for the hematological parameters of

Didelphis aurita from the state of S&o Paulo.

HEMATOLOGICAL PARAMETERS

Didelphis aurita Reference*
Minimum Maximum Mean (standad deviation) Mean
Red blood cells (x108/uL) 0,67 6,42 4,05 (£ 1,41) 5,40
Hemoglobin (g/dL) 1,8 16,9 10,86 (+ 3,57) 12,78
Hematocrit (%) 6 52 36,08 (+9,94) 38,66
VCM (fL) 63,36 130,58 93,08 (+ 19,34) 71,69
HCM (pg) 16,27 36,02 27,87 (£ 7,08) -
CHCM (%) 23,26 38,41 30,05 (£ 5,08) 33,01
Erythroblasts /100 Leu 0 8 0,72 (£ 1,96) -
Total leukocytes (/uL) 2415 29 190 11 342,21 (+ 6835,45) 19 678,52
Rod neutrophils (x10%/uL) 0 0 0(x0) 0,77
Segmented neutrophils (x10%/uL) 20 88 55,78 (+ 15,56) 41,12
Lymphocytes (x108/uL) 1 50 24,05 (+ 12,63) 41,97
Eosinophils (x10%/uL) 1 32 12,84 (+ 8,97) 13,79
Monocytes (x10°/uL) 0 10 2,78 (£ 2,30) 1,75
Basophils (x10%/uL) 0 5 0,84 (% 1,26) 0,59
Platelets (/uL) 22 000 1 720,000 485 470,58 (+ 422004,76) 514,70
Total plasma protein (g/dL) 54 8,2 6,9 (+ 0,86) 7,95

*Reference values: Moreira, 2013.

Source: Author

3.4 Microscopic analysis

The results obtained in the evaluation of the blood smear slides were the presence
of morulae compatible with Ehrlichia spp. in one animal (1.29%), suggestive of
ehrlichiosis (Aguiar, 2015; Bouza-Mora et al., 2016; Taques, 2020; Armando, 2022;
Macedo and Lima, 2023). In another slide, the presence of intraplatelet inclusions
suggestive of Anaplasma spp. was also observed in 1/77 (1.29%) (Ramos, 2009;
Cavalcante, 2021; Lopes et al., 2022). There were no positive results in the parasitological
research of the protozoa investigated.

3.5 Molecular analysis

The molecular results indicated that, of the 115 samples evaluated, five amplified
the expected fragment size for Babesia spp. All these five sequences presented 100.00%
identity with the Babesia sp. GP1 isolate (MW290046). Of these animals, four were
female and one male, all from the municipality of Botucatu/SP. Another two samples
showed the expected fragment size for the dsb gene and were considered positive for
Ehrlichia spp., both from female animals, also from the municipality of Botucatu/SP. One
of these sequences, corresponding to the sample 66, showed 100.00% identity with
Uncultured Ehrlichia sp. clone GNa (KY207546) and with Ehrlichia sp. isolate DA5.1
(OP270482), the second sequence, corresponding to the sample 111, exhibited 99.71%
identity with Ehrlichia sp. isolate DA5.1 (OP270482). No sample was positive for
protozoa of the genus Hepatozoon spp.
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In the phylogenetic reconstruction, the studied samples that showed identity with
Babesia were in the same clade as other babesiae not determined at a specific level,
including a new species of Babesia associated with D. albiventris (identified in a blood
sample from this mammal- MW290046, MW290048 and MW290049; and in the
ectoparasite Amblyomma dubitatum- MW342734) in Brasilia and Mato Grosso do
Sul/Brazil (Figure 2). The samples detected infected with ehrlichia, samples 66 and 111,
formed a clade with other ehrlichia not defined at a specific level, called Ehrlichia sp.
strain Natal. (KY207546) (Figure 3).

3 DISCUSSION

The values of the hematological parameters found in the blood counts differ from
those cited in the literature (Casagrande et al., 2009; Carneiro et al., 2010; Tarragona et
al., 2011; Moreira 2013; Nascimento and Horta, 2014; Teixeira 2021). These differences
may reflect differences in the methodologies applied, geographical variations, biological
factors intrinsic to the species and/or laboratory techniques used. The results of the
hematological values found in this study may help veterinarians in the medicine of
opossums, as it contributes to increasing information about these marsupial species.

The absence of infective forms in the blood smear slides is an expected result and
corroborates what has been mentioned by other authors, since the parasitological test has
low sensitivity due to the fact that babesiosis and hepatozoonosis are chronic diseases
with intermittent parasitemia (Baneth et al.,1998; O’Dwyer et al., 2001; Brand&o and
Hagiwara, 2002; Silva et al., 2011; Braga and Silva, 2013; Soares, 2015; Dias and
Ferreira, 2016; Perles, 2019; Pereira et al., 2021; Bittencourt et al., 2022).

Although morulae compatible with Ehrlichia spp. were observed in a blood
smear, corresponding to sample 28, there was no molecular detection and the alterations
found in the blood count suggest macrocytic hypochromic anemia, thrombocytopenia,
dehydration and possible signs of an inflammatory and/or infectious process.

In Brazil, the detection of Babesia spp., Hepatozoon spp. and Ehrlichia spp. in
opossums has been reported in other studies (Melo et al., 2016; Silva et al., 2017; Soares
et al., 2017; Souza et al., 2017; Lopes et al., 2018; Colle et al., 2019; Guimaraes et al.,
2019; Goncalves et al. 2021; André et al., 2022; Weck, 2022).

The serological diagnosis of Ehrlichia canis in D. albiventris and D. aurita in
municipalities in the state of Sdo Paulo was reported by Melo et al. (2016). Silva et al.
(2017) described the parasitological and molecular diagnosis of Hepatozoon spp. in
samples of white-eared opossums (D. albiventris) from the Botucatu region, a result that
differs from our work, in which we investigated the same pathogen, in the same host and
in the same region, but did not obtain positive results. In a study conducted by Soares et
al. (2017) in the Brazilian Amazon region, the presence of Babesia spp. was molecularly
detected in D. marsupialis. However, the study did not detect the presence of Hepatozoon
spp. In an analysis of rodent, marsupial and carnivore samples from the Pantanal, Souza
et al. (2017) morphologically detected the presence of Hepatozoon spp. in D. albiventris.
In a study involving rodents and marsupials in the Brazilian Amazon, Babesia spp. and
Hepatozoon spp. were detected parasitizing D. marsupialis (Colle et al., 2019). In a study
conducted by Guimaraes et al. (2019) in Rio de Janeiro, there was the molecular detection
of “a new genotype of Ehrlichia sp. closely related to genotypes of E. canis previously
reported in dogs in Brazil”, in Didelphis aurita. Weck (2022) reported that in a study
performed with rodents and marsupials in the Cerrado and the Atlantic Forest, the
presence of Hepatozoon spp. was molecularly detected in an individual of the species D.
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aurita from Mato Grosso do Sul, but neither Babesia spp. nor Ehrlichia spp. were
detected.

Through phylogenetic analysis, it was possible to confirm that the five samples
positive for Babesia sp. in this study are related to Babesia sp. detected by Gongalves et
al. (2021) in a study carried out in two Cerrado locations, Brasilia and Campo Grande,
with populations of Didelphis albiventris and ectoparasites found in these animals.

According to the study by Lopes et al. (2018), a new strain of Ehrlichia was
identified parasitizing Didelphis albiventris in the state of Rio Grande do Norte and was
named Ehrlichia sp. strain Natal. Tarragona (2022) detected the presence of the same
Natal strain in Didelphis albiventris in the province of Formosa, Argentina, marking the
first report of this parasitism in the country. Phylogenetic analysis confirmed that the two
Ehrlichia-positive samples detected in this study are related to the Ehrlichia sp. Natal
strain described by Lopes et al. (2018). This finding suggests that this pathogen may have
a wider geographical reach than initially thought, as well as highlighting the negative
influence of anthropogenic actions on the emergence of new infectious agents, given that
the studies were conducted in degraded areas of the Atlantic Forest (Carvalho et al.,
2020).

4 CONCLUSION

In conclusion, our study provides important information on vector-borne agents
in opossums in the southeastern region of Brazil. This is the first study to report the
molecular diagnosis of Babesia sp. and Ehrlichia sp. in free-living Didelphis albiventris
in the municipality of Botucatu, Sdo Paulo, Brazil. In addition, new hematological
parameter values were established for the D. albiventris and D. aurita species. These
results highlight the need for further studies to deepen our knowledge of the occurrence
and distribution of pathogens in the wild, as well as to deepen our understanding of these
marsupial species.
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Figure 2. Phylogeny, inferred by maximum likelihood analysis with evolution model T93+G, of partial sequences from DNA that encoded the
RNAr 18S (735 base pairs) of piroplasmids containing sequences from Babesia sp. obtained from Didelphis albiventris blood samples collected
from Botucatu, Sdo Paulo/Brazil (highlighted with a star) in relation to piroplasmid sequences obtained from GenBank. The numbers on the

branches represent support values (70% cut-off).
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Figure 3. Phylogeny, inferred by maximum likelihood analysis with evolution model T92+G, of partial sequences from the gene Disulfide
Oxidoreductase (dsb) (353 base pairs) of ehrlichia obtained from Didelphis albiventris blood samples collected from Botucatu, Sdo Paulo/Brazil
(highlighted with a star) in relation to ehrlichia sequences obtained from GenBank. The numbers on the branches represent support values (70%

cut-off).
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ANEXO

Anexo 1. Protocolo de Extracdo de DNA — sangue fenol/cloroféormio

1. Colocar o sangue (100 a 200 pL) em um tubo de 2 mL, adicionar as solucdes
de digestdo: 300 puL de TNE 1x; 30 pL TRIS HCl pH 8 a 1m; 0.8 uL SDS 25%;

2. Adicionar 20 pL de Proteinase K;

3. Deixar o tubo em banho seco em 37°C overnight (ou 55°C por duas horas);
4. Adicionar 338 pL de fenol/cloroférmio isoamilico na proporcéo 25:24:1;

5. Levar ao vortex por 15 segundos e centrifugar por 10 min a 12000 rpm;

6. Retirar sobrenadante e transferir para tubo limpo, adicionar dois volumes de
etanol absoluto (observar a quantidade da amostra e multiplicar por 2. Inverter
tubo até a precipitacdo do DNA;

7. Centrifugar por 30 min a 12000 rpm. Descartar sobrenadante;

8. Adicionar 500 pL de etanol 70%. Centrifugar por 10 min a 12000 rpm.
Descartar sobrenadante;

9. Deixar secar e eluir em H,O ultrapura (60 a 80 pL);

10. Armazenar a -20°C.



Anexo 2. Protocolos das Reac6es em Cadeia pela Polimerase (PCR)

PCR convencional — Babesia spp.
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REAGENTE VOLUME
H20 18,05 uL
Buffer 10x 2,5uL
MgCl2 0,75 uL
BAB143-167 0,5uL
BAB858-834 0,5uL
dNTP 0,5uL
Plat. 0,2 uL
DNAg 2 uL
VOLUME FINAL 25 uL

PERFIL TERMICO

PCR convencional — Hepatozoon spp.

REAGENTE VOLUME
H20 18,05 uL
Buffer 10x 2,5uL
MgCl2 0,75 uL
HEP forward 0,5uL
HEP reverse 0,5uL
dNTP 0,5uL
Platinum 0,2 uL
DNAg 2 uL
VOLUME FINAL 25 uL

FASE T°C TEMPO
Desnaturacédo 95 °C 5m
inicial
Desnaturacdo 95 °C im
Anelamento 64 °C 1m 40
Extensao 72 °C im ciclos
Extensdo final 72 °C 5m
PERFIL TERMICO
FASE T°C TEMPO
Desnaturacdo 95 °C 5m
inicial
Desnaturacédo 95 °C 30s 35
Anelamento 50 °C 30s ciclos
Extenséo 72 °C Im
Extensao final 72 °C m
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Nested-PCR - Ehrlichia spp.

REAGENTE VOLUME

H20 18.05 uL PERFIL TERMICO - 1° round
Buffer 10x 2,5uL FASE T°C TEMPO
MgCl2 0,75 uL Desnaturacdo 95 °C 3m
DSB-330F 0,5 uL inicial
DSB-720R 0,5ul Desnaturacdo 95 °C 15s 35
dNTP 0,5uL Anelamento 50 °C 30s ciclos
Platinum 0,2 ul Extensao 72 °C 30s
DNAg 2 uL Extensdo final 72 °C 5m

VOLUME FINAL 25 uL

REAGENTE VOLUME

PERFIL TERMICO - 2° round

H20 18,05 uL
Buffer 10x 2,5uL FASE T°C TEMPO
MgCl2 0,75 uL Desnaturacéao 95 °C 3m
DSB-330F 0,5uL inicial
DSB-720R 0,5uL Desnaturacéao 95 °C 15s 30
dNTP 0,5uL Anelamento 52 °C 30s ciclos
Platinum 0,2 uL Extensao 72 °C 30s
Amplicon 1° ciclo 2uL Extenséo final 72 °C 5m

VOLUME FINAL 25 uL




Anexo 3. Lista das espécies, locais de coleta e seus respectivos

municipios de origem.

ESPECIE LOCAL MUNICIPIO
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis aurita PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Iperé — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis aurita PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis aurita PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba — SP
Didelphis albiventris PZMQB Sorocaba - SP
Didelphis albiventris  CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis albiventris ~ CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis albiventris  CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis albiventris ~ CeMaCAS Diadema — SP
Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP
Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP

Didelphis aurita CeMaCAS Séo Paulo — SP




Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis aurita
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris

CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
CeMaCAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS

Séao Paulo — SP
Sao Paulo — SP
Séao Paulo — SP
Sao Paulo — SP
Séao Paulo — SP
Osasco — SP
Sao Paulo — SP
Sao Paulo — SP

Franco da Rocha — SP

Sao Paulo — SP
Sao Paulo — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
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Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris
Didelphis albiventris

VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS
VAS

Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
Botucatu — SP
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