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DIVERSIDADE DE HEMOPARASITOS EM BUFALOS D’AGUA (Bubalus bubalis)
DO BRASIL E BOVINOS E BUFALOS AFRICANOS (Syncerus caffer) DE
MOCAMBIQUE

RESUMO - A alta ocorréncia de doengas transmitidas por carrapatos em ruminantes
tem prejudicado o desenvolvimento da pecuaria no Brasil e Mogambique. E comum
observar bovinos e bufalos (Bubalus bubalis) pastejarem juntos, patégenos dos
bufalos podem ameacar a saude dos bovinos e vice-versa. Bufalos selvagens
africanos (Syncerus caffer), por sua vez, desempenham um importante papel como
reservatorios ou portadores de um grande numero de patdégenos transmitidos por
artrépodes. O presente trabalho teve como objetivo determinar a ocorréncia molecular
e diversidade genética de Anaplasma marginale, Babesia spp., Bartonella spp.,
Coxiella burnetii, Ehrlichia spp., Mycoplasma spp. (hemotrdpicos) e Theileria parva em
222 bovinos amostrados em cinco distritos em Maputo, Mocambique, 87 bufalos
selvagens amostrados na Reserva de Marromeu, Mogambique e em 81 bufalos
asiaticos e 257 ectoparasitos associados amostrados no municipio de Passos, estado
de Minas Gerais, Brasil. Essas amostras foram submetidas a ensaios de PCR
convencional (cPCR) baseados em trés genes endoégenos: gapdh de mamiferos, 16S
rRNA de carrapatos e cox-1 de piolhos. As amostras positivas nos genes endégenos
foram testadas por meio de ensaios de PCR convencional (cPCR), nested-PCR
(nPCR), semi-nested-PCR (snPCR) e PCR em tempo real (QPCR) para Anaplasma
marginale (msp1B e msp1a), piroplasmideos (18S rRNA), Babesia bovis (sbp-2, msa-
2b e msa-2c), Babesia bigemina (rap-1a), Coxiella burnetii (IS1111), hemoplasmas
(16S rRNA, 23S rRNA), Bartonella spp. (ITS, gltA, ftsZ, groEL, rpoB, ribC, nuoG e pap-
31), Ehrlichia ruminantium (pCS20 e map1), Ehrlichia minasensis (dsb) e Theileria
parva (18S rRNA, p104, p67 e tpr1). Os fragmentos amplificados foram submetidos
ao sequenciamento de Sanger. As sequéncias obtidas foram submetidas a analises
pelos BLASTN, filogenéticas e de diversidade de gendtipos. Dos 81 bufalos e 257
ectoparasitos associados, 6/257 (2,3%) dos ectoparasitos testaram positivo para
Ehrlichia spp., com sequéncias mostrando de 88,04% a 100% de identidade com E.
minasensis. Para piroplasmideos, 8/81 (9,9%) bufalos e um carrapato (0,7%) testaram
positivo, com sequéncias mostrando >99,9% de identidade com B. bovis e B.
bigemina. Para B. bovis (sbp-2), 1/81 bufalo (1,2%) foi positivo. Ja para hemoplasmas,
25,9% (21/81) das amostras de bufalos foram positivas para ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’, 50,6% (41/81) para Mycoplasma wenyonii, e 23 (28,4%) para ambos 0s
agentes. Ainda, 67/81 (82,7%) dos bufalos, 6/92 (6,5%) dos piolhos e 27/165 (16,4%)
dos carrapatos foram positivas para Mycoplasma spp. (hemotropico). Para A.
marginale foram positivas 46,9% dos bufalos, 1,08% (1/92) dos piolhos e 49,1%
(81/165) dos carrapatos. A andlise de microssatélites demonstrou a presenga dos
genotipos E e C de A. marginale e dez novas estirpes. Dos 87 bufalos selvagens, 35
(40,2%) foram positivos para T. parva, com os haplétipos dos genes p7104 e p67 nao
anteriormente detectados em bufalos selvagens e bovinos na Africa. Cinco (5,7%)
foram positivos para E. ruminantium. Das 222 amostras de bovinos, 49 (22,1%) foram
positivas para Bartonella spp. As sequéncias gltA, ftsZ e nuoG obtidas apresentaram
>99,5% de identidade com Bartonella bovis. Por outro lado, 153 (68,9%) foram
positivas para hemoplasmas: 29 (18,9%) apenas para M. wenyonii, 24 (15,7%) apenas
para ‘Ca. M. haemobos’ e 70 (45,7%) para ambas as espécies. A copositividade para
todos os trés agentes foi detectada em 11 (4,9%) bovinos. Ja, 22 (9,9%) foram


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/microsatellite

Vii

positivas para Ehrlichia sp, com identidade variando de 97,13% a 100% com
sequéncias de E. minasensis; 60 (27%) foram positivas para B. bigemina e 50 (22,5%)
para B. bovis, das quais nove (18%) mostraram-se positivas para o gene msa-2b e 23
(46%) para msa-2c. Também, 215 (96,8%) foram positivas para A. marginale, sendo
129 (60%) positivas para caracterizagéo do referido agente. As sequéncias obtidas
apresentaram a presenca dos genotipos E e G e 15 novas estirpes. O presente estudo
contribui para o entendimento da ocorréncia e diversidade de agentes transmitidos
por vetores em bovinos e bufalos no Brasil e Mogambique.

Palavras-chave: Bartonellaceae, Coxiella burnetii, Ehrlichiaceae,
hemoplasmas, Piroplasmida, Syncerus caffer
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DIVERSITY OF HEMOPARASITES IN WATER BUFFALOES (Bubalus bubalis)
FROM BRAZIL AND CATTLE AND AFRICAN BUFFALOES (Syncerus caffer)
FROM MOZAMBIQUE

ABSTRACT - The high occurrence of tick-borne diseases in ruminants has hindered
the development of livestock production in Brazil and Mozambique. It is common to
observe cattle and water buffaloes (Bubalus bubalis) grazing together, and pathogens
harbored by buffaloes may threaten cattle health and vice versa. African wild buffaloes
(Syncerus caffer), in turn, play an important role as reservoirs or carriers of a wide
range of arthropod-borne pathogens. This study aimed to determine the molecular
occurrence and genetic diversity of Anaplasma marginale, Babesia spp., Bartonella
spp., Coxiella burnetii, Ehrlichia spp., Mycoplasma spp. (hemotropic), and Theileria
parva in 222 cattle sampled in five districts in Maputo, Mozambique, 87 wild buffaloes
sampled in the Marromeu Reserve, Mozambique, and 81 Asian buffaloes and 257
associated ectoparasites sampled in the municipality of Passos, Minas Gerais State,
Brazil. These samples were subjected to conventional PCR (cPCR) assays targeting
three endogenous genes: mammalian gapdh, tick 16S rRNA, and louse cox-1.
Samples positive for endogenous genes were tested using conventional PCR (cPCR),
nested PCR (nPCR), semi-nested PCR (snPCR), and real-time PCR (qPCR) assays
for Anaplasma marginale (msp18 and msp1a), piroplasmids (18S rRNA), Babesia
bovis (sbp-2, msa-2b, and msa-2c), Babesia bigemina (rap-1a), Coxiella burnetii
(IS1111), hemoplasmas (16S rRNA, 23S rRNA), Bartonella spp. (ITS, gltA, ftsZ, groEL,
rpoB, ribC, nuoG, and pap-31), Ehrlichia ruminantium (pCS20 and map1), Ehrlichia
minasensis (dsb), and Theileria parva (18S rRNA, p104, p67, and tpr1). Amplified
fragments were subjected to Sanger sequencing. The obtained sequences were
analyzed using BLASTn, phylogenetic, and genotype diversity analyses. Of the 81
buffaloes and 257 associated ectoparasites, 6/257 (2.3%) ectoparasites tested positive
for Ehrlichia spp., with sequences showing 88.04% to 100% identity with E.
minasensis. For piroplasmids, 8/81 (9.9%) buffaloes and one tick (0.7%) tested
positive, with sequences showing >99.9% identity with B. bovis and B. bigemina. For
B. bovis (sbp-2), 1/81 (1.2%) buffalo was positive. Regarding hemoplasmas, 25.9%
(21/81) of buffalo samples were positive for ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’,
50.6% (41/81) for Mycoplasma wenyonii, and 28.4% (23/81) for both agents.
Additionally, 67/81 (82.7%) buffaloes, 6/92 (6.5%) lice, and 27/165 (16.4%) ticks were
positive for hemotropic Mycoplasma spp. For A. marginale, 46.9% of buffaloes, 1.08%
(1/92) of lice, and 49.1% (81/165) of ticks were positive. Microsatellite analysis
revealed the presence of A. marginale genotypes E and C and ten novel strains.
Among the 87 wild buffaloes, 35 (40.2%) were positive for T. parva, with p104 and p67
gene haplotypes not previously detected in wild buffaloes or cattle in Africa. Five (5.7%)
were positive for E. ruminantium. Of the 222 cattle samples, 49 (22.1%) were positive
for Bartonella spp. The obtained gltA, ftsZ, and nuoG sequences showed >99.5%
identity with Bartonella bovis. Conversely, 153 (68.9%) were positive for hemoplasmas:
29 (18.9%) only for M. wenyonii, 24 (15.7%) only for ‘Ca. M. haemobos’, and 70
(45.7%) for both species. Copositivity for all three agents was detected in 11 (4.9%)
cattle. Additionally, 22 (9.9%) were positive for Ehrlichia sp., with identity ranging from
97.13% to 100% with E. minasensis sequences; 60 (27%) were positive for B.
bigemina and 50 (22.5%) for B. bovis, of which nine (18%) were positive for the msa-
2b gene and 23 (46%) for msa-2c. Moreover, 215 (96.8%) were positive for A.



marginale, with 129 (60%) yielding sequences suitable for characterization. The
obtained sequences revealed the presence of genotypes E and G and 15 novel strains.
This study contributes to the understanding of the occurrence and diversity of vector-
borne agents in cattle and buffaloes in Brazil and Mozambique.

Keywords: Bartonellaceae; Coxiella burnetii; Ehrlichiaceae; hemoplasmas;
Piroplasmida; Syncerus caffer



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introdugao

A respeito da bubalinocultura no Brasil, o pais apresenta o maior rebanho de
bubalinos fora do continente asiatico, contando com mais de 1,6 milhdes de cabecas,
sendo a maioria desses animais localizados na regido Norte, tendo o estado do Para
como maior produtor do pais. A principal finalidade da criacdo de bufalos no Brasil € a
producao de leite, que é utilizado na fabricagao de queijos, iogurtes e outros produtos
lacteos. Além disso, a carne de bufalo também € apreciada por muitos consumidores.
De acordo com estudos, bufalos sdo animais mais resistentes a doencas e adaptam-
se facilmente a diferentes tipos de clima e solo, sendo capazes de produzir leite
mesmo em regides de clima quente e seco, o que é uma grande vantagem em um
pais como o Brasil.

Em Mogambique, a bovinocultura tem revelado um avango consideravel nas
ultimas décadas. Em 2023, Mogambique atingiu 2.406.285 cabecgas de gado bovino
de corte. A provincia de Gaza lidera em termos de concentragdo, seguida por
Inhambane e Maputo, confirmando a zona sul do pais como o epicentro da pecuaria
bovina. A bubalinocultura é quase ausente no pais. A principal espécie de bufalo
encontrada no pais é o bufalo selvagem (Syncerus caffer), também conhecido como
bufalo-africano, o qual € um membro-chave da carismatica megafauna africana,
habitando uma gama diversificada de habitats, desde savanas secas até florestas
tropicais de montanha. Os bufalos africanos atuam como reservatérios ou portadores
de um grande numero de patégenos transmitidos por artrépodes. Considerando que
em varias propriedades, bovinos e bufalos pastejam juntos, patdgenos de bufalos
podem ameacar a saude de bovinos e vice-versa.

Hemoparasitos representam um entrave na criacido de bovinos e bubalinos em
todo o mundo. Desta forma, o entendimento da ocorréncia e diversidade genética de
agentes transmitidos por artrépodes vetores nestas espécies de ruminantes mostra-
se essencial para a manutencdo de um rebanho saudavel. Embora existam estudos
que investigaram a ocorréncia de Anaplasma marginale e Babesia bovis em bovinos

e bufalos de diferentes espécies no Brasil e Mogcambique, poucos sao aqueles que



buscaram investigar a diversidade genética desses dois agentes que possuem
carrapatos como vetores bioldgicos. Além disso, poucos sao os estudos que buscaram
investigar a ocorréncia de hemoplasmas, Bartonella spp. e Coxiella burnetii em
bubalinos e bovinos no Brasil e em Mogambique. Bartonella bovis foi recentemente
identificada como agente zoonético no México, o que enfatiza a necessidade de mais
estudos acerca da ocorréncia deste patdgeno em criagdes de ruminantes domésticos.
Coxiella burnetii é o agente causador da Febre Q, enfermidade associada a
abortamento em bovinos e uma zoonose de carater, muitas vezes, ocupacional.

As hemoparasitoses estdo geralmente associadas a febre, perda de peso,
abortamentos e até a morte, gerando queda da produtividade e custos veterinarios
para tratamento e profilaxia. O conhecimento acerca da ocorréncia e diversidade de
hemoparasitos favorece a detecg¢do precoce de tais agentes, permitindo a implantagao
de medidas de controle e a prevengao de zoonoses, tornando a vigilancia de agentes
transmitidos por vetores de extrema importancia para a Saude Publica. O presente
estudo teve como objetivo investigar, por meio de métodos moleculares, a ocorréncia
e diversidade genética de agentes bacterianos (Ehrlichiaceae, Bartonellaceae,
Coxiellaceae e Mycoplasmataceae) e protozoarios (Babesia spp. € Theileria spp.) em
bubalinos (Bubalus bubalis) e seus ectoparasitos amostrados no Brasil e em bovinos

e bufalos selvagens (Syncerus caffer) amostrados em Mogambique.
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5. Conclusion

The high molecular prevalence (40.2%) of T. parva in wild African buffaloes
sampled in the Marromeu Reserve, Mozambique, reflects the important role these
animals play as reservoirs for this agent. The p704 and p67 haplotypes of T. parva
detected in wild African buffaloes from Marromeu were not shared with those
previously reported in wild buffaloes and cattle from other locations. This study
provides the first molecular evidence of E. ruminantium in wild African buffaloes from

Mozambique.
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