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1. INTRODUÇÃO 

 
O filo Apicomplexa é dividido em quatro grupos principais: Coccidia, 

Gregarinasina (gregarinas), Haemospororida (haemosporídios) e o Piroplasmorida 
(piroplasmídios) (ADL et al., 2012). São caracterizados por apresentarem um 
complexo apical na extremidade anterior do corpo, responsável pela fixação e 
penetração na célula hospedeira (ADL et al., 2012). Piroplasmorida compreende 
dois gêneros importantes, Babesia e Theileria, com ampla distribuição geográfica, 
responsáveis por doenças que podem acometer animais domésticos e silvestres e 
também causar inúmeras perdas econômicas (CONRAD et al., 2006; GRAY e 
WEISS, 2008). Neospora caninum protozoário é o agente etiológico da 
neosporose, uma doença infecciosa devastadora considerada uma das principais 
causas de perda reprodutiva em bovinos e doença neuromuscular em cães de 
todo o mundo (DONAHOE et al., 2015). Roedores e pequenos mamíferos são 
considerados possíveis fontes de infecção de N. canimum em cães e coiotes. 
(MCALLISTER, 2016). Portanto a fauna silvestre corresponde a um grupo 
importante na atuação como reservatórios e hospedeiros intermediários para 
vários grupos de protozoários e outros parasitos causadores de doenças 
(ANDRÉ, 2011). O objetivo desse estudo foi investigar a presença de Neospora, 
Babesia e Theileria em mamíferos silvestres no sul do Rio Grande do Sul. 

 
 

2. METODOLOGIA 
 
 

Foram coletados 14 mamíferos silvestres (10 Cavia aperea, e 4 Galictis 
cuja) atropelados em rodovias do Rio Grande do Sul de acordo com licença 
concedida pelo ICMBio/SISBIO (nº 38913-5 e CEEA nº 8876)  oriundos dos 
municípios de Capão do Leão,  Pelotas e Arroio Grande. Após foram levados ao 
Laboratório de Parasitologia de Animais Silvestres (LAPASIL) da Universidade 
Federal de Pelotas para a coleta de tecidos, que foi realizada durante a necropsia 
dos animais.  

Para extração de DNA foi utilizado o baço dos mamíferos. A extração foi 
realizada com o kit Invisorb® Spin Tissue, seguindo as instruções do fabricante. O 
DNA foi quantificado e teve sua pureza conhecida através de espectrofotometria. 
Para controle de qualidade da extração de DNA, foram utilizadas cepas de 
linhagens conhecidas como controles positivos, e amostras com água e reagentes 
como controles negativos. 

Para o diagnóstico por PCR de Neospora caninum utilizou-se os primers 
NSP6PLUS (5´-CTGGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3') e NSP21PLUS (5´-
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAA-3') (Romano et al., 2009), da região 18S do 



 

 

DNA. As condições de amplificação consistiram de um ciclo inicial de 
desnaturação a 95ºC por 5min, seguido de 40 ciclos a 95ºC por 1min, 63º por 
1min, 72ºC por 1min, e uma extensão final a 72ºC por 5min, seguido por um 
resfriamento a 4ºC.  

 O  diagnóstico de Babesia spp. e Theileria spp. foi realizada seminested 
PCR. Na primeira reação foram utilizados os primers RLB-F2 (5'-
GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3') e RLB-R2 (5'-
CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3') (GUBBELS et al., 1999). A amplificação 
incluiu uma etapa de desnaturação de 5 min a 95°C seguida por 25 repetições de 
30s a 95°C, 45 s a 50°C e 1,5 min a 72°C e uma extensão final a 72°C por 10 
min. Para a segunda reação de PCR foi utilizado 1μl do produto de PCR da 
primeira reação e o primer interno RLB-FINT (5'-
GACAAGAAATAACAATACRGGGC-3') juntamente com RLB-R2. A mistura de 
reação foi realizada em um volume final de 25μl, usando Promega PCRMaster 
Mix (Promega Corporation, WI, EUA), 20 pM de cada primer e 100 ng de DNA. Os 
programas de ciclagem foram idênticos à amplificação direta de RLB-F2 / RLB-
R2, mas o número de ciclos aumentou para 40, enquanto a temperatura de 
anelamento foi de 50°C e 55°C na primeira e na segunda PCR, respectivamente. 
Uma amostra de controle positivo e negativo foram incluídas na reação.  

Os produtos de amplificação foram analisados por electroforese em gel de 
agarose (2%) por coloração Blue Green Loading Dye I (LGC Bio), em solução de 
TBE 0,5X (Tris-base 0,4M; ácido bórico 0,20M, solução de EDTA 0,5M, pH 8,0), 
após  visualizados no transiluminador.  

Os amplicons positivos foram purificados com o kit Products Purification 
Mebep Bioscience e submetidas a sequenciamento no Laboratório de Genômica 
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas.  As sequências 
resultantes foram comparadas com o banco de dados do Genbank usando a 
ferramenta BLAST (Local Alignment Search Tool), e o software Clustal X 
(http://www-igbmc.u-strasbg.fr/BioInfo) foi usado para a construção de 
alinhamentos de múltiplas sequências. 

 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neospora caninum, apresentou 100% de identidade com as sequências 
(GU300774.1; KX683873.1; KF649848.1; MG973172.1) obtidas através de 
pesquisa por BLAST. E com Babesia microti 93,26% com similaridades as 
sequências (AB242176.1; AB190287.1)  em C. aperea. No Brasil, Yai et al. (2008) 
verificaram a presença de anticorpos anti-N caninum em Hydrochoerus 
hydrochaeris  (Caviidae: Rodentia) (n= 213 soros) de 11 localidades do estado de 
São Paulo, pela RIFI, com anticorpos em 20 (9,4%) dos roedores. Truppel et al. 
(2010) relataram no estado do Pará, através da amplificação molecular da região 
Nc5 ou ITS1, 23% (6/26) de positividade para DNA de N. caninum, o protozoário 
foi encontrado nos gânglios linfáticos, coração, fígado e sangue. Apesar deste 
estudo relatar N. caninum em outro hospedeiro e em outros tecidos,  pode-se 
observar semelhanças quanto aos dados de ocorrência do protozoário (Tabela 1). 
Em um estudo realizado no Japão, com 247 roedores (162 Apodemus speciosus: 
Muridae, 63 Apodemus argenteus, Eothenomys andersoni: Cricetidae, 11, 3 
Eothenomys smithii, 4 Microtus montebelli: Cricetidae, 3 Clethrionomys rufocanus: 
Cricetidae  e 1 Urotrichus talpoides: Talpidae), Saito-Ito et al. (2007) relataram 
Babesia microti em 36 roedores (24  A. speciosus, 7 A. argenteus e 5 E. 
andersoni) por detecção de PCR, e 27 destes 36 foram confirmados como 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB242176.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=KHBU5ZPG014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB190287.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=KHBU5ZPG014
https://pt.wikipedia.org/wiki/Muridae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Talpidae


 

 

positivos para esfregaços de sangue. O relato apresenta 93,26% de identidade 
com sequências deste estudo. 

Theileria equi foi encontrada com 100% de identidade com as sequências 
(MG052902.1;MF510479.1; KY952226.1; KX722520.1; KY464024.1; KX227629.1; 
KX227623.1) em G. cuja. No Brasil, através de estudos moleculares, Braga et al. 
(2017) registraram T.  equi em burros, cavalos e mulas da Ilha de São Luís, 
estado do Maranhão com 2/10 (20%), 15/39 (38.5%), 13/90 (14.4%), 
respectivamente. Apesar de referirem-se a um grupo de hospedeiros distintos ao 
do presente estudo, pode-se observar semelhanças quanto aos dados de 
prevalência obtidos. 

 
Tabela 1- Prevalência de Neospora, Babesia e Theileria em mamíferos 

silvestres do Sul do Rio Grande do Sul. 

  

Nº de hospedeiros positivos 

Hospedeiros Protozoários 
  

Prevalência 

 
Neospora Babesia Theileria equi 

 Cavia aperea 
Erxleben, 1777 1 1 Negativos 20% 
Galictis cuja 
(Molina, 1782) Negativos Negativos 1 25% 

 
 

 
 

4. CONCLUSÕES 
 

É importante ressaltar que este é o primeiro relato de Neospora caninum  e 
Babesia microti em C. Aperea, e Theileria  equi  em G.cuja através de análises 
moleculares de tecidos no Brasil. Estudos moleculares atuam auxiliando na 
identificando de potenciais reservatórios e vetores causadores de enfermidades. 
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