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RESUMO

A babesiose e anaplasmose bovina sdo enfermidades distintas, que constituem o
complexo chamado de Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), caracterizada por infeccéo
das células vermelhas do sangue. Sua distribuicdo nos rebanhos ocasiona reducéo na
produtividade e grandes perdas econdmicas para a pecuaria mundial. Anaplasma
marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina s@o as espécies prevalentes no Brasil. O
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o vetor biologico das babesioses, e a
anaplasmose, além do carrapato pode ser transmitida por moscas hematéfogas ou
fomites. Sabe-se que, os bufalos podem se infectar com os agentes da TPB, porém
pouco é conhecido a extensdo dessa infeccdo e como ela afeta a salude desses
animais. Assim o presente estudo teve o objetivo de determinar a frequéncia e o nivel
de infeccdo por B. bovis, B. bigemina e A. marginale em 108 bufalos d’agua (50
bezerros e 58 fémeas adultas), naturalmente infestados com o carrapato R. (B).
microplus, oriundos de fazendas localizadas em areas endémicas para as babesioses
no estado de Sdo Paulo. Foram colhidas amostras de sangue dos capilares auriculares
para confecccdo de esfregacos em laminas de vidro e sangue da veia caudal para
extracdo de DNA e determinacdo do volume globular (VG) pela técnica do
microhematocrito. A técnica de espectroscopia de impedancia eletroguimica foi
realizada com o soro dos bovinos, com o objetivo de diferenciar animais saudaveis dos
animais infectados com B. bovis. Para tanto, antigenos provenientes de cultura foram
imobilizados em eletrodos de ouro (150 nm de espessura) dando origem a um
dispositivo biossensor utilizando o composto [Fe (CN)s]*’*como prova redox. Os
esfregacos de sangue periférico foram corados com May Grunwald-Giemsa para a
pesquisa dos hemoparasitas por meio de microscopia Optica. As extracbes de DNA
foram feitas usando o Easy-DNA™ Kit (Invitrogen). Foram testados protocolos de
amplificacdo do DNA com primers especificos para B. bigemina, B. bovis e A. marginale
por meio de Nested PCR (nPCR) e PCR em tempo real quantitativo (QPCR), usado para
estimar o numero de coépias (NC) do gene do citocromo b (mt-cytB) de ambas as
babesias e do gene de superficie 1b (msplb) de Anaplasma em todas as amostras.
Foram visualizados merozoitas de B. bigemina nos esfregacos sanguineos de trés
bezerros do rebanho de Alambari (todos com menos de 0,1 de parasitemia). As técnicas
moleculares, nPCR e gPCR foram mais sensiveis para a detec¢do dos parasitas que 0
exame direto das laminas, sendo que as frequéncias de infec¢do foram de 20.37% e
100% para B. bovis e 59.26% e 100% para B. bigemina, respectivamente. O NC do
gene do mt-cytB de B. bovis e B. bigemina mostrou efeitos significativos (p<0.05) para
rebanho-idade, espécies e sua interacdo. Os valores de NC foram superiores (p<0.05)
para B. bovis (2.81 + 0.07) quando comparado a B. bigemina (2.61 = 0.07) e A.
marginale (0.57 + 0.07). Estes dados sugerem uma elevada frequéncia de infec¢éo por
B. bovis e B. bigemina na populacdo de bufalos estudada. Os testes preliminares do
dispositivo de diagnostico da infeccao por B. bovis mostraram alteragdes na impedancia
do sistema usado e evidenciaram claramente que o0 biossensor € capaz de
diferencia/detectar os animais infectados, podendo ser explorado para a detecgéo
rapida da B. bovis e estendido também para a detecgéo de outros parasitas.

PALAVRAS CHAVE: babesioses, anaplasmoses, qPCR, bufalo, biossensores



ABSTRACT

Bovine babesiosis and anaplasmosis are distinct diseases, which constitute the
syndrome called tick fever, characterized by infection of red blood cells. Its distribution in
herds causes the reduction in productivity and high economic losses to livestock
worldwide. Anaplasma marginale, Babesia bovis, and Babesia bigemina are the
predominant species in Brazil. Rhipicephalus (Boophilus) microplus is the biological
vector of babesiosis and anaplasmosis may be transmitted by ticks, hematophagous
flies, and fomites. It is known that the water buffalo can become infected with Babesia
and Anaplasma, but little is known the extent of the infection and how it affects the
health of these animals. Thus, the present study aimed to determine the frequency and
the level of infection by B. bovis, B. bigemina and A. marginale in 108 water buffalo (50
calves and 58 adult females), naturally infested with the tick R. (B). microplus raised in
farms located in areas of endemic stability in S8o Paulo state. From each animal, a
blood sample from the jugular vein was taken for DNA extraction and packed cell volume
(PCV) determination. Samples from auricular vessels were taken for blood smears. The
body temperature was measured with a mercury thermometer column. Electrochemical
impedance spectroscopy technique was used to differentiate the serum of uninfected
animals from the serum of animals infected with B. bovis. To this end, antigens derived
from culture were immobilized on gold electrodes (150 nm thick) to give a biosensor
device using the compound [Fe (CN) 6] 3- / 4-proof redox. The peripheral blood smears
were stained with May-Grunwald-Giemsa for research of hemoparasites by optical
microscopy. DNA extractions were performed using the Easy DNA TM Kit (Invitrogen).
DNA amplification protocols were tested with primers specific to B. bigemina, B. bovis,
and A. marginale using nested PCR (nPCR) and quantitative real-time PCR (gqPCR).
gPCR was used to estimate the number of copies of the gene cytochrome b (mt-cytB) of
both babesias and Anaplasma msp 1b gene in all samples. Merozoites of B. bigemina
were seen in blood smears of three calves from the Alambari herd (all less than 0.1 of
parasitemia). Molecular techniques, nPCR, and gPCR, were more sensitive in the
detection of parasites that direct examination of the blood smears and the frequencies of
infection were 20:37% and 100% for B. bovis and 59.26% and 100% to B. bigemina,
respectively. CN of the mt-cytB gene of B. bovis and B. bigemina showed significant
effects (p <0.05) of herd age, species, and their interaction. The CN values were higher
(p=0.05) for B. bovis (2.81 + 0:07) when compared to B. bigemina (2.61 + 12:07) and A.
marginale (0:57 = 0:07). These data suggest a high frequency of infection by B. bovis
and B. bigemina in the population of water buffalo studied. Preliminary testing of
diagnosing infection with B. bovis device showed changes in the impedance in the
system used and clearly demonstrated that the biosensor can detect infected animals,
which can be exploited for rapid detection of B. bovis infections and also extended for
the test to other parasites.

key words: babesiosis,anaplasmosis, gPCR,water buffalo, biosensors
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1. INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e as doencas que ele transmite
se constituem em uma das principais causas de prejuizos para o0s produtores de
bovinos em toda a América Latina (NARI, 1995). As babesioses bovinas sé&o
provocadas por duas espécies de protozoarios do género Babesia, B. bovis e B.
bigemina. Estes parasitas tém como vetor bioldgico o carrapato R. (B.) microplus, &caro
com ampla distribuic&o no territério brasileiro.

As perdas econbmicas ocasionadas pela Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) no
Estados Unidos no inicio do século XX levaram a investigagdes que demonstraram, pela
primeira vez, o envolvimento de um artrépode na transmissdo de doencas. Além da
grande importancia dessa descoberta para os estudos epidemioldgicos de varias
enfermidades, esse conhecimento possibilitou a erradicacdo da babesiose bovina nos
Estados Unidos, por meio da erradicacdo do transmissor, Boophilus annulatus
(KREIER, 1977). No Brasil, devido a sua grande extensao territorial, a erradicagao do
carrapato ndo é viavel e desse modo, o conhecimento da relagcdo parasita hospedeiro e
da epidemiologia da TPB torna-se muito importante para que novas técnicas de controle
possam ser desenvolvidas.

As areas de ocorréncia da TPB séo classificadas como livres, de estabilidade ou
de instabilidade endémica, dependendo, da dindmica da populacdo dos carrapatos
vetores (MAHONEY e ROSS, 1972). A estabilidade endémica, situagdo que ocorre na
maior parte do Brasil, caracteriza-se pela transmissao frequente das babésias para os
bovinos, sendo que a infeccdo priméaria ocorre logo apds o nascimento quando estdo
protegidos pela imunidade passiva conferida pelos anticorpos colostrais e por fatores
ndo especificos (presenca de timo, hemoglobina fetal, etc.). As areas de instabilidade
caracterizam-se pela ocorréncia mais tardia da primeira infeccdo e prolongados
periodos sem a presenca dos carrapatos, o que reduz os niveis de anticorpos dos
animais. Nessa situacdo, a exposicdo a carrapatos infectados pode originar surtos
graves de babesioses (De WALL, 1996).



Sabe-se que os bovinos apdés a infeccdo primaria pelos agentes da TPB
tornamse portadores sadios, e o diagnoéstico por meio de exame direto de esfregacos de
sangue periférico ndo apresenta sensibilidade suficiente para que os parasitas possam
ser detectados. Os estudos epidemiolégicos séo feitos geralmente usando-se testes
soroldgicos, que detectam anticorpos especificos contra os parasitas. Segundo
WAGNER et al.,, 1992, uma das limitacbes desses testes é que eles indicam a
exposi¢cdo ao agente, mas nado informam sobre o estagio da infecgdo. Usualmente as
técnicas moleculares s@o sensiveis o suficiente para detectar bovinos portadores
(OLIVEIRA et al., 2008).

Em areas de estabilidade endémica, onde os bovinos estdo frequentemente na
presenca do ectoparasita, taxas de 100% da doenca foram identificadas, através da
técnica de amplificacdo do DNA do parasita tanto em vacas, como em bezerros. Estes
estudos, evidenciaram que bovinos de racas zebuinas, apesar de apresentarem uma
resisténcia a TPB, permanecem infectados e servem como reservatorios para essa
enfermidade (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005).

A transmissao transovariana de Babesia em R. (B.) microplus, é considerada um
fator de grande importancia para a manutencdo desta endemia, e explica a sua vasta
distribuicdo geogréafica (MEHLHORN & SCHEIN, 1984).

Usando técnicas moleculares Oliveira et al. (2005) estudaram a parasitemia por
babesias em uma regido endémica do estado de S&o Paulo, e mostraram que, bovinos
adultos sédo portadores sadios dos agentes da TPB e somente animais jovens
apresentavam sinais clinicos da infec¢do. Péde-se também verificar que os carrapatos
gue se alimentaram do sangue dos bezerros, foram mais eficazes na transmisséo da
babesiose para seus descendentes.

Poucos estudos foram realizados com bubalinos, mas sabe-se que eles podem
se contaminar com os agentes da TPB. Em estudos conduzidos por Rajput et al. (2005)
no Paquistao, bufalos e bovinos criados no mesmo sistema, foram comparados através
da técnica de esfregaco sanguineo, quanto a prevaléncia de infeccdo por Anaplasma
marginale. As taxas de infec¢ao verificada para os bovinos, foram 26,82% superiores
gquando comparadas aos bubalinos. Segundo Gomes et al. (2008), estudos realizados

com bufalos criados na regido de Selviria (MS), mostraram soro conversdo para a
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anaplasmose e babesioses, devido a transmissédo dos anticorpos presentes no colostro
aos bezerros.

De acordo com a Associacédo Brasileira de Criadores de Bubalinos, o rebanho
nacional de bufalos atualmente esta estimado em 2,3 milhdes, e o Brasil apresenta um
grande potencial para a produgdo, principalmente de leite. Os animais da raca
Mediterraneo (origem italiana), possuem aptiddo para a producao de carne e leite e sédo
considerados 0s mais numerosos no Brasil, seguido das ragas Murrah e Jafarabadi.

De forma geral, os bubalinos sdo animais de facil adaptacdo, devido a sua
rusticidade, além de apresentarem uma elevada resisténcia aos parasitas e doencas.
Apesar dos efeitos das doencas sobre os bufalos serem muitas vezes pouco evidentes,
nao se conhece a real extenséo e dos efeitos da infeccao pelos agentes da TPB nesses

animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tristeza Parasitaria Bovina

A Anaplasmose e babesiose formam o complexo denominado no Brasil de

Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) (GRENDA, 2008), que tém como agentes o0s
protozoarios do género Babesia e a bactéria Anaplasma marginale. Estes parasitas sao
responsaveis por grandes perdas econémicas no Brasil quando acometem bovinos
(GRISI et al., 2002). No territério brasileiro, além de Anaplasma marginale (THEILER,
1910), ocorrem B. bigemina (SMITH & KILBORNE, 1893) e B. bovis (BABES, 1888).
Os protozoarios sdo transmitidos pelo carrapato ixodideo R. (B.) microplus
(BERENGUER, 2006), que é o unico vetor biolégico conhecido no Brasil. Esses
hemoparasitas provocam reducfes drasticas na produtividade dos rebanhos mesmo
gue nado se considere os gastos com acaricidas. A sua distribuicdo localiza-se entre os
paralelos 32° Norte e 32° Sul, sendo encontradas em varias regides da Africa, Asia,
Europa, América do Sul e Central, llhas do Caribe e do Pacifico (KUTLER, 1998). O
carrapato R. (B). microplus encontra condi¢cbes climéticas favoraveis para seu
desenvolvimento no Brasil, do extremo Sul em direcdo ao Norte ou Nordeste,
possibilitando completar até 5 geracdes por ano, em locais com temperaturas medias
anuais acima de 17°C. Estacbes secas rigidas podem reduzir a sobrevivéncia do
carrapato, pela reducdo da postura, jA que os estagios de vida livre sdo muito
dependentes das condi¢cbes de umidade ambiental (FURLONG E EVANS, 1991).

Estima-se, que as perdas econbmicas devido ao R. (B.) microplus, relativa a
reducdo da producéo de leite e da carne bovina no Brasil transcende a ordem de US$ 3
milhdes (GRISI et al., 2014).

A distribuicdo geografica da TPB é dependente da presenca do ectoparasita
vetor, que precisa de condi¢des climaticas favoraveis para finalizar seu ciclo biolégico
(MADRUGA et al., 1993, SACCO, 2002). A doenca € mais prevalente em paises
tropicais e subtropicais, afetando industrias de gado e causando um enorme impacto
econdmico no mundo todo (NAYEL et al., 2012).

MAHONEY e ROSS (1972) classificaram a ocorréncia das babesioses em areas

livres, area de instabilidade ou estabilidade endémica, de acordo com a dinamica
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populacional dos carrapatos. As areas livres caracterizam-se pela auséncia do
carrapato vetor, devido as condi¢cdes climaticas que impedem o seu desenvolvimento
(MADRUGA et al., 1993, SACCO, 2002). Nas éareas de instabilidade endémica tém-se a
presenca de uma estacao fria ou seca que acaba impedindo o desenvolvimento da fase
de vida livre do acaro durante uma época do ano. Com isso, 0S animais passam um
longo tempo sem contato com o carrapato e 0s protozoarios inoculados por ele e assim,
os titulos de anticorpos caem a niveis incapazes de conferir protecdo contra 0s
hemoparasitas, quando a populacédo de carrapatos volta a crescer na estacdo quente
(De WALL, 1996). Pesquisas realizadas no Brasil mostraram areas de instabilidade
endémica na regido de Londrina-PR (VIDOTTO et al., 1997) e também a mesorregiao
norte Fluminense-RJ para B. bigemina (SOUZA et al., 2000b).

Areas de estabilidade endémica sdo evidenciadas pela presenca do vetor
durante todos os meses do ano, sendo raros 0s casos de doenca clinica (MADRUGA et
al., 1993, SACCO, 2002). Um estudo realizado por Oliveira-Sequeira e pesquisadores
(2005), através do uso de técnicas de amplificacdo de DNA, verificou-se que em areas
endémicas as taxas de infec¢cdo das duas espécies de Babesia sdo semelhantes em
bovinos jovens e adultos. Assim, os agentes da TPB estdo simultaneamente presentes
na maioria dos animais criados nas regioes de estabilidade endémica (BRITO et al.,

2013).

Os métodos de profilaxia usados para controlar a TPB sao: a quimioprofilaxia, o
controle dos vetores, a premunigéo e o uso de vacinas (GONCALVES, 2000).

A quimioprofilaxia consiste na utilizacdo de drogas especificas em doses
subterapéuticas. Baseia-se em 2-4 aplicacdbes de subdoses de tetraciclina
(24mg/kg/PV), pela via IM, com intervalos de 21 dias para anaplasmose, ja para a
babesiose faz-se uso de derivados das diamidinas e do imidocarb. A dose terapéutica
deste é de 3,5 mg/kg de peso, em dose Unica, via intramuscular. De acordo com Ristic
& Montenegro-James (1988), o controle do carrapato pode ser feito de duas formas:
erradicacdo e controle estratégico. O controle estratégico no Brasil € usado em
determinadas areas e de maneira geral nota-se a utilizacdo indiscriminada de certos
produtos carrapaticidas (OLIVEIRA et al., 1993). J& a premuni¢do, é uma metodologia

muito usada, com o objetivo de proporcionar o desenvolvimento de imunidade contra as
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hemoparasitoses (LIMA, 1991, NOGUEIRA et al., 1991) e consiste na inoculagdo de
pequena quantidade de sangue de animais portadores sadios nos animais a serem
imunizados. Essa técnica confere uma protecdo a infeccdo, mesmo que tenham
variacdes entre as amostras das espécies dos hemoparasitas (LIMA, 1991).

Medidas especificas de controle geralmente ndo sdo necessérias para animais
nascidos em areas endémicas, jA& que sua imunidade adquirida no colostro é
gradualmente reforcada por repetidas exposi¢cdes aos microrganismos inoculados pelos
carrapatos.

Inimeros métodos de vacinacdo tém sido estudados e desenvolvidos em
condicBes de campo e de laboratério, como formas imunoprofilaticas contra a tristeza
parasitaria bovina (CALLOW & MELLORS, 1996). De acordo com Dias (2001), a
vacinacdo pode ser realizada com o uso da vacina atenuada em forma de triplice (A.
marginale, B. bigemina e B. bovis), porém, pode ocasionar uma manifestacdo clinica da
doenca, sendo que em alguns casos se torna necessario tratar os animais para evitar

Obitos. Vacinas efetivas ndo estédo ainda disponiveis para uso a campo.

2.2 Anaplasma spp

O género Anaplasma compreende duas espécies que acometem bovinos,
Anaplasma marginale (THEILER, 1910) e A. centrale (THEILER, 1911). A. marginale é o
patégeno transmitido por carrapatos mais prevalente em bovinos no mundo. Essa
bactéria da ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae, sao encontradas em seis
continentes sendo responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade em gado
criado em regides temperadas, tropicais e subtropicais (KOCAN et al., 2010). Além do
gado, A. maginale foi diagnosticada em outras espécies de animais domésticos e
selvagens, tais como a girafa (KUTTLER e JOHNSON, 1986) e bufalos d’agua (SILVA,
et al., 2014).

Anaplasma sp s&o bactérias gram negativas, parasitas intracelulares
obrigatérios, encontrados unicamente dentro de vacuolos ligados a membrana
citoplasmatica do hospedeiro (DUMLER et a., 2001). A morfologia de Anaplasma pode
variar de acordo com a localizacéo geografica da doenca (JAIN, 1993). Sdo observados

como “corpusculos de inclusdao” violeta escuros, arredondados e pequenos, com
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aproximadamente 0,3-1,0 um dentro da hemécia. Geralmente é encontrado um
microrganismo por hemacia e ele se aloja na margem exterior, como esta demonstrado

na (figura 1).

Figura 1: Corpusculos intra-eritrocitarios de Anaplasma marginale (setas) em esfregaco

sanguineo corado com Giemsa.

\.

Kt

Fonte: OLIVEIRA (2002).

A. centrale, € usada como vacina viva para imunizacdo de bovinos, por ser
menos patogénica quando comparada a A. marginale (de la FUENTE et al., 2005).

Em 1910, Theiler, na Africa do Sul, designou de “pontos marginais”, os parasitas
encontrados dentro das hemécias e distinguiu a anaplasmose da babesiose. As
inclusGes foram observadas e localizadas marginalmente em eritrocitos de bovinos
anémicos (THEILER, 1911). A anaplasmose bovina foi largamente diagnosticada nas
regides tropicais, subtropicais e em muitas zonas temperadas do continente europeu,
apos as publicacées de THEILER (1910-1911), (KOCAN et al., 2010).

Segundo Kocan (1992), a infec¢cdo por A. marginale, ocorre durante o repasto
sanguineo, quando os eritrécitos dos bovinos infectados séo ingeridos pelo carrapato. A
rickettsia se desenvolve nas células intestinais, o que leva a infec¢do de outros tecidos
do carrapato, inclusive a glandula salivar, que é a fonte de transmissao para os bovinos

durante a alimentacao.
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O ciclo da anaplasmose no hospedeiro bovino se inicia pela adesdo dos
corpusculos iniciais da rickettsia a superficie dos eritrécitos, que leva a invaginagédo da
membrana citoplasmatica, formando um vacuolo parasitéforo a partir da membrana da
célula hospedeira (BUENING, 1979). A multiplicacdo de A. marginale no vacuolo é
realizada por fissdo binaria, formando enormes colbénias que podem conter milhares de
organismos (KOCAN et al., 2010). Esta bactéria pode ser transmitida de forma
mecanica por moscas hematdéfagas ou fbmites contaminados com sangue, e
biologicamente, por carrapatos (BRITO et al., 2010; GEALE, 2011). A transmissdo
mecanica por artropodes tem sido relatada em dipteros sugadores de sangue, tais como
as moscas dos géneros Tabanus e Stomoxys, e mosquitos (FOIL,1989). Desta forma,
este tipo de transmisséo é considerado a principal via de disseminacdo de A. marginale
em areas da Ameérica do Sul, América Central e Africa, onde os vetores ndo ocorrem
(EWING, 1981). Segundo Kocan et al. (2004), a transmissdo biolégica de A. marginale é
realizada por aproximadamente 20 espécies de carrapatos, sendo que 0s principais
vetores biolégicos sdo os carrapatos dos géneros Rhipicephalus spp. nos tropicos e o
Dermacentor spp. em areas temperadas.

Nos carrapatos a transmisséo pode ocorrer de duas formas diferentes:
transestadial (de um estagio para o outro) e a intraestadial (dentro da mesma fase)
(KOCAN et al., 1992). A transmisséo interstadial de A. marginale foi demonstrada em
carrapatos de trés hospedeiros: D. andersoni e D. variabilis nos Estados Unidos
(KOCAN, 1986), e R. simus na Africa do Sul (POTGIETER et al., 1983), e carrapatos de
um hospedeiro: R. annulatusem Israel, América Central, América do Sul, e México
(SAMISH et al., 1993).

A transmissdao intraestadial de A. marginale é efetuada por carrapatos adultos
machos (DE LA FUENTE et al., 2001) que podem transmitir a bactéria, ao se
deslocarem de um animal para o outro (KOCAN et al., 1992).

Segundo Zaugg e Kuttler (1984), a transmissao transplacentaria de A.
marginale pode acontecer quando vacas sofrem anaplasmose clinica durante a
gestacdo (KOCAN et al, 2003, SANTAROSA et al, 2013). A transmisséo
transplacentaria de Anaplasma foi relatada também em vacas portadoras do
microrganismo (POTGIETER & VAN RENSBURG, 1987; RIBEIRO et al, 1995).
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O periodo de incubacdo da A. marginale varia de duas a quatro semanas, uma
vez que depende da sensibilidade do hospedeiro e da quantidade de parasitas
inoculados (MARQUES, 2003).

Segundo Taylor et al. (2010), os sinais clinicos da Anaplasmose incluem anemia
grave, fraqueza, desidratacdo, febre e ictericia. A fase aguda da doenca €é evidenciada
por febre (39,4 - 41,7°C) que permanece por 3 a 7 dias.

De acordo com Mahoney (1977) a febre nos animais, estd associada ao
surgimento do parasita na circulacdo sanguinea, que é considerado o primeiro sinal
clinico da doenca, sendo diagnosticado no esfregaco sanguineo.

O quadro de anemia é imunomediada por anticorpos, que promovem a hemolise
extravascular, por lesarem as membranas dos eritrécitos parasitados (STOCKHAM e
SCOTT, 2011). Depois da infec¢do, aumenta gradativamente o namero de eritrocitos
infectados que sdo fagocitados por macrofagos, sendo que muitas células nao
infectadas podem ser também fagocitadas aumentando o risco de morte dos animais
afetados (KOCAN et al., 2003)

O diagndstico da anaplasmose bovina pode ser realizado através da técnica de
esfregaco sanguineo, corado por Giemsa, em animais com sintomas clinicos, na fase
aguda da doenca. InUmeros testes sorolégicos tém sido empregados extensivamente
para estudos epidemiolégicos (DREHER et al., 2005).

Métodos moleculares possuem um alto nivel de sensibilidade e especificidade
na identificacdo do DNA de A. marginale (GALE et al.,, 1996, MOLAD et al., 2006).
Entretanto, os ensaios de PCR convencionais nhao permitem uma estimativa precisa da
concentracdo inicial do DNA alvo do parasita, ja que eles podem fornecer apenas
resultados qualitativos. Um ensaio quantitativo com alta reprodutibilidade € necessario
para determinar o grau de infeccdo de A. marginale. Ensaios com PCR em tempo real
(QPCR) foram desenvolvidos para a quantificacdo de coOpias do gene msp5 de A.
marginale, em carrapatos infectados (FUTSE et al., 2003). Esses métodos, embora
sensiveis, sdo baseados na deteccdo e amplificacdo do DNA usando um intercalante de
dupla fita fluorescente o SYBR Green (corante verde). Em um estudo realizado por

Carelli e colaboradores (2007), foi feito um ensaio de gPCR em tempo real baseado na
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tecnologia TagMan, que é descrita para uma detecc¢do rapida e quantificacéo precisa do

DNA de A. marginale presente em amostras de sangue de gado infectado naturalmente.

2.3 Babesia spp.

As babesioses bovinas sao enfermidades causadas por protozoarios do género
Babesia, parasita que pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem
Eucoccidiorida, sub-ordem Piroplasmorina e familia Babesiidae (BOCK et al., 2004).

Em 1888, um pesquisador da Roménia chamado Victor Babés comecou a
investigar as causas de uma doenca caracterizada por anemia hemolitica que acometia
bovinos na Europa. Este cientista conseguiu associar essa enfermidade ao surgimento
de microrganismos no interior de eritrocitos dos animais infectados, designando os de
Haematococcus bovis (UILENBERG, 2006).

Foram Smith& Kilborne (1893), que no final do século XIX, observaram os
microrganismos intraeritrocitarios em bovinos com sintomas da chamada “Febre do
Texas” no Sul dos Estados Unidos.

O primeiro diagnostico da babesiose no Brasil foi feito por Francisco Fajardo em
1901. Ele detectou a doenca através da técnica de esfregaco sanguineo, e conseguiu
visualizar os protozoarios presentes no sangue dos animais (FONSECA & BRAGA,
1924).

As babesias morfologicamente sdo protozoarios piriformes, que possuem
nucleo, nucléolo e trés membranas e, no limite anterior, o chamado "complexo apical”,
um conjunto de organelas secretoras, composto por roptrias e micronemas que
produzem enzimas responsaveis pela penetracdo dos parasitas nas células vermelhas
(KAKOMA & MELHORN, 1994).

De acordo com Taylor e pesquisadores (2010), B. bovis é conhecida por ser
pequena, pleomorfica, tipicamente reconhecida como pequenos corpos arredondados
ou como corpos pareados em forma de péra, formando um angulo obtuso no interior do
eritrocito. Suas medidas variam de 1,0-1,5 um as formas arredondadas e 0s corpos em

formato de péra 1,5-2,4 um de tamanho como podemos visualizar na (figura 2).
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Figura 2: Merozoitas de Babesia bovis em esfregaco de sangue corado por Giemsa.

Fonte: OLIVEIRA (2002).

Para babesiose sdo conhecidas duas formas de infecgédo por Babesia pelo qual
as fémeas adultas do R. (B.) microplus podem contrair os protozoarios. A primeira é
pela da via alimentar, quando a fémea ingere sangue infectado com 0s merozoitas e a
segunda é pela via vertical, devido a transmisséao transovariana do protozoario no acaro.
De acordo com os pesquisadores Kakoma & Melhorn (1994), os pioneiros no estudo
sobre a existéncia de uma forma de reproducdo sexuada das babesias nos carrpatos
foram Koch e Kleine no ano de 1906. Essas formas diferentes dos protozodrios foram
entdo chamadas de corpos estrelados ou raiados, que sdo 0os gametas das babesias.
Esses corpos estrelados se unem, no intestino da fémea (teleégina), dando origem aos
oocinetos, que penetram dentro da célula da parede intestinal. Através do processo de
fissdo multipla, os oocinetos se desenvolvem e multiplicam-se, rompendo as células e
liberando os esporocinetos na hemolinfa (FARIAS, 1995).

Apés a reproducdo sexuada no intestino dos carrapatos, varios ciclos de
reproducdo assexuada ocorrem nos diversos oOrgaos, chegando até as glandulas
salivares (BOCK et al., 2004 HODGSON, 1992). Durante o repasto sanguineo do
carrapato, este inocula as formas infectantes da Babesia spp, 0s esporozoitas, que
estdo presentes nas suas glandulas salivares (RADOSTITS et al., 2008). Em seguida,

ao penetrarem no interior da membrana celular dos eritrgcitos, através da endocitose,
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0S esporozoitas se transformam em trofozoitas (quando se alimentam) e merozoitas,
guando se multiplicam por merogonia ou fissdo binéria (FRIEDHOFF, 1988).

O ciclo final de esporogonia de B. bovis ocorre nas glandulas salivares das
larvas (carrapatos) cerca de 2 a 3 dias apos a fixagcdo no hospedeiro bovino e, de B.
bigemina, nas glandulas salivares de ninfas de carrapatos apés 8 a 10 dias, quando as
formas infectantes, ou esporozoitas, sdo produzidas (CALLOW & HOYTE, 1961; RIEK,
1964, 1966, CALLOW, 1968).

As babesioses no Brasil sdo transmitidas exclusivamente pelo carrapato
monoxeno R. (B.) microplus, que €& considerado seu principal vetor e um dos
ectoparasitas do gado mais importantes, devido ao seu impacto direto na transmissao
de patdgenos que acometem na producao da carne, leite e tambémo couro (BOCK et
al., 2004). A disseminacédo desse carrapato ocorre nos paises da América Central e do
Sul, Asia, Sudeste da Africa e Australia (GUGLIELMONE, 1995, BOCK et al., 2004).

B. bovis é conhecida por ser o organismo mais patogénico, quando comparado
a B. bigemina, podendo provocar altas taxas de mortalidade em bovinos. Esta espécie
de babesia apresenta predilecdo pelos capilares das visceras como baco, figado, rins,
pulmao, coracéo e cérebro (MASSARD, FREIRE, 1985, EVERITT et al., 1986, BROWN
et al., 2006, CHAUVIN et al., 2009). Também é considerado um dos mais importantes
parasitas do sangue, que afetam bovinos e bufalos e nas suas formas agudas, reduz o
desempenho produtivo dos animais afetados (TALKHAN et al., 2010, ZIAPOUR et al.,
2011).

A doenca clinica causada por B. bigemina é caracterizada por hemoglobinaria,
febre e anemia aguda. Em contraste, a infeccdo por B. bovis pode ser mais severa e
frequentemente fatal, com sintomatologia nervosa caracterizada por incoordenacao
motora, salivagdo anormal, ranger de dentes e letargia (FLORIN-CHRISTENSEN et al.,
2014).

Os sinais clinicos mais frequentemente observados nas babesioses séo: o
isolamento do animal, inquietagdo, procura de local sombreado para deitar-se. As
mucosas apresentam-se avermelhadas e inflamadas, a medida que os globulos
vermelhos vao se rompendo, elas tornam-se palidas e podem apresentar 0s primeiros

sinais de anemia. Esta fraqueza pode ocorrer de forma muita rapida, com 75% ou mais
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dos eritrocitos sendo destruidos em pouco tempo, levando a quadros de hemoglobinuria
grave. Depois do inicio da febre, o quadro critico do animal geralmente se resolve em
uma semana. Caso o animal sobreviva, ha queda de peso grave, queda na producao de
leite, possiveis abortos e recuperacéo lenta.

Segundo Branddo & Hagiwara (2002), a esplenomegalia é consequéncia do
aumento de sua microvasculatura interna, devido a liberacdo sistémica de mediadores
inflamatérios. Os sinais clinicos como anemia, febre, hemoglobindria, ictericia em
animais, onde existem carrapatos R. (B.) microplus, geralmente sdo suficientes para
justificar um diagndstico de babesiose.

Para a confirmacéo do diagndstico, exames de esfregacos sanguineos, corados
com Giemsa, irdo revelar a presenca dos hemoparasitas nos eritrécitos (TAYLOR et al.,
2010).

A analise sanguinea em ruminantes € uma notavel extensdo do exame fisico,
sendo sugestivas algumas condicfes de doenca quando este revela incertezas para
finalizar o diagnostico (JONES, 2007). Diferencas hematolégicas dentro dos intervalos
de normalidade tém sido mostrada em bovinos e bubalinos em relacédo a idade, sexo,
idade, alimentacdo e regido onde vivem (JUNIOR et al., 2001, FERNANDEZ et al.,
2005, SAUT, 2006). Em um estudo desenvolvido por Franga et al. (2011), mostrou que
os valores hematolégicos de células vermelhas e leucécitos sofreram variacbes de
acordo com a idade dos bufalos avaliados, com 6, 12 e 24 meses de idade,
respectivamente.

As babesioses sao tradicionalmente diagnosticadas pela identificacdo dos
parasitas no esfregaco sanguineo, usando o microscopio, contudo, este método nao é
sensivel o suficiente para detectar os parasitas na fase subclinica ou crénica da
infeccdo (FAHRIMAL et al.,, 1992). Em contraste, a técnica molecular baseada na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem apresentado um potencial para detectar
diretamente o parasita com elevada sensibilidade, 100 vezes maior, qguando comparada
aos métodos de diagndstico direto com esfregacos sanguineos (BOSE et al., 1995;
FAHRIMAL et al.,, 1992, MOSQUEDA et al.,, 2012). Pesquisas desenvolvidas por
Oliveira-Sequeira et al. (2005) e Oliveira et al.(2008), mostraram que através dessa

técnica de biologia molecular, foi possivel o diagnostico do DNA de parasitas em
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amostras de sangue de animais aparentemente sadios, infectados com B. bovis e B.
bigemina em area endémica para as babesioses. A reacdo de nPCR demonstrou-se
altamente sensivel na deteccdo de B. bovis em 94 bufalos positivos para esta espécie
de babesia, quando comparadas a metodologia direta de esfregacos sanguineos dos
animais estudados (OBREGON et al., 2012).

Apéds o surgimento da PCR quantitativa, com o advento de novas tecnologias
moleculares, surgiu o PCR em tempo real que fornece medigbes simultaneas da
expressdo do gene em varias amostras diferentes (HIGUCHI et al., 1993). A gPCR
baseia-se em um método que faz o uso de reagentes fluorescentes que permite
acompanhar o andamento da reacdo em tempo real (MONIS et al., 2005).

Usando a técnica de gPCR Gigliotti (2013), mostrou que a frequéncia de
parasitemia por B. bovis foi de 100%, sendo que o método soroldgico (ELISA-teste)
detectou apenas 74,39% de bovinos infectados pelo protozoario. BILHASSI et al., 2014
também usaram gPCR para estimar o nivel de infec¢do por B. bovis em animais da raca
Angus, Nelore e cruzados encontrando altas frequéncias de infeccdo em todos os
grupos de animais estudados.

Outra forma de diagnéstico amplamente usada, baseia-se na deteccdo de
anticorpos contra os parasitas, como a imunofluorescéncia indireta e o0s testes
imunoenziméticos (BOSE et al., 1990, ARAUJO et al., 1998).

B. bigemina é identificada como grande babesia, de forma piriforme maior que
2,5 um de comprimento e as formas arredondadas medem 2 um. Possuem corpusculos
em forma de péra encaixados em angulo agudo dentro da célula eritrocitaria madura,

como estd demonstrado na (figura 3):
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Figura 3: Merozoitas de Babesia bigemina em esfregaco de sangue corado com Giemsa.

Fonte: OLIVEIRA (2002).

2.4 Biossensores

Os exames sorolégicos e moleculares citados na secdo 2.3 sao bastante
sensiveis e especificos. Contudo, a estrutura laboratorial necesséria para a realizacao
desses exames é complexa. A necessidade de pessoal qualificado, de reagentes e
equipamentos de custo elevado basicamente exclui a possibilidade de implementacéo
desses exames como testes de rotina em campo. O fato anterior € motivador para que
meétodos rapidos, menos custosos e ao mesmo tempo confidveis, sejam desenvolvidos
e validados para o diagnéstico da Babesia bovis, nho mesmo sentido daquilo ja
desenvolvido e consolidado para outras doencas bovinas. Por exemplo, dispositivos
biossensores ja foram propostos/desenvolvidos para diferenciar entre animais
infectados com febre aftosa e animais vacinados “saudaveis” (APARICIO et al.; 2009),
(PATENTE-Deposito BR 10 2013 006812-8).

Um biossensor € um dispositivo analitico no qual o material de origem bioldgica,
tais como enzimas, organelas, parte de tecido animal ou vegetal, microrganismos,

s

antigenos ou anticorpos, entre outros, € imobilizado junto a um transdutor adequado
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que € capaz de converter uma reagdo de origem biolégica em um sinal apropriado
(RATHAKRISHNAN e SEKARAN, 2013). O sinal criado é proporcional & concentracao
do analito a ser detectado. Dessa forma, o biossensor € classificado de acordo com o
transdutor utilizado em: eletroquimico (amperométrico, potenciométrico e
condutimétrico) (RATHAKRISHNAN e SEKARAN, 2013), Optico (medida de
luminescéncia, fluorescéncia, etc.) (PANTEGHINI, 2006), e detector de massa, onde se
usa a relacdo da frequéncia dos cristais piezoelétricos (WATTAL e DATTA, 2010).

Um biossensor pode ser representado com o esquema basico mostrado na
(figura 4). Através da interacdo entre 0 antigeno presente na amostra que se pretende
analisar e o anticorpo imobilizado no transdutor, um sinal elétrico € gerado e entéo
processado. Neste caso, 0 biossensor pode ser denominado imunossensor devido a

origem da reacdao biologica (LUPPA et al., 2001).

Figura 4: Apresentagdo de um biossensor. O antigeno presente na amostra de interesse interage com o
anticorpo imobilizado no transdutor, resultando em um sinal que pode ser visualizado em um computador
acoplado no sistema (HOLFORD et al., 2011).

@ = Antigeno > > = Anticorpo

Saida do Sinal

Amostra
Transdutor
Fonte: FIGUEIREDO et al.; 2013.
2.4.1 Configuragéao experimental dos biossensores/imunossensores

eletroquimicos

Os biossensores mais utilizados s&o os eletroquimicos, particularmente, por
oferecerem alta especificidade, baixo custo e facilidade de instrumentacdo aliada a
tecnologias de miniaturizacdo e microfabricagcdo. Neste sentido, um biossensor para a

deteccdo de B. bovis foi proposto. Testamos como prova de conceito a deteccédo deste
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protozodrio através da imobilizagdo de antigeno no transdutor e deteccdo de anticorpos
anti-B. bovis presentes em amostras de soro dos animais. Dentre as varias opcdes de
deteccdo eletroquimica, optamos por utilizar neste trabalho a de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS), por ser uma técnica ja consolidada para a detec¢éo de
interagcdes antigeno-anticorpo (FIGUEIREDO et al., 2015).

O biossensor proposto foi desenvolvido no grupo de Nanomedicina e
Nanotoxicologia do (GNANO) da Universidade de Sao Paulo (USP- Sao Carlos/SP),
onde foi realizado parte do experimento. No Laboratério de biossensores do GNANO, é
realizada a quantificacdo de diversos analitos de interesse clinico e ambiental, através
de diversas técnicas elétricas e/ou eletroquimicas (FIGUEIREDO et al., 2015).

Optamos por detectar apenas o hemoparasita Babesia bovis como prova de
conceito, tendo em vista que esta € a mais patogénica. Vale ressaltar que o sistema
pode ser adaptado também para a Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Detalhes

nos eletrodos utilizados e da operacéo dos biossensores serdo mostrados mais adiante.

2.5. Bufalos d’agua

Os bufalos domésticos pertencem a familia Bovidae, género Bubalus e espécie
bubalis. A Associacéo Brasileira de Criadores de Bufalo (ABCB), identifica quatro racas
com padrédo estabelecido, sendo trés conhecidas respectivamente como Murrah,
Mediterraneo e Jafarabadi que fazem parte dos bufalos de agua ou de rio, originaria da
Asia (Bubalus bubalis bubalis) e apresentam 50 cromossomos. Ja a quarta raca
classificada Carabao, tém sua origem na Indonésia, Sri Lanka e das Filipinas e é usada
para a producéo de carne e tracdo. S&o animais de porte pequeno e conhecidos como
bufalos de pantano (B. b. kerebao), com 48 cromossomos (EGITO et al., 2006).

Os bdfalos possuem caracteristicas exclusivas, como rusticidade e alta
resisténcia a enfermidades, habilidade de sobreviver em climas com alta umidade e
temperatura, e também apresenta um enorme potencial zootécnico para seus produtos
como carne, leite e couro (FERNANDEZ et al., 2005).

A introducéo de bufalos no territorio brasileiro ocorreu em 1895 e foi realizada
por imigrantes politicos da Guiana Francesa, que trouxeram em um barco um grupo de

bidfalos do tipo Carabao na llha de Maraj6. Em seguida, foram feitas inUmeras
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importacdes desses animais pelo mesmo criador na regido do Nordeste, Sul de Minas,
Baixo Amazonas e da llha de Maraj6 (MARQUES, 2000). Em 1948, surgiram o0s
primeiros relatos da entrada no estado de Sao Paulo de bubalinos das racas Murrah e
Jafarabadi (india), e entre os anos de 1962 e 1989 ocorreram importacées de animais
das racas Murrah, Jafarabadi e Mediterraneo procedentes da Asia, Itdlia e América
Central e chegando as regides do norte (Belém/Pard) e Sudeste (Sao Paulo) do pais
(ANUALPEC, 20009).

Segundo Silva et al. (2014), o rebanho de bufalos no Brasil estd baseado por
volta de 1,15 milh&o de animais, resultando no maior da Ameérica Latina.

Os bubalinos albergam ectoparasitas como carrapatos (Anocenter nitens,
Amblyomma spp e R. (B.) microplus e também endoparasitas como cestddeos,
nematddeos e trematdodeos (MOHAN, 1968).

B. bovis, B. bigemina e A. marginale tém sido descritas em bufalos e essa
infeccdo tem sido relacionada a presenca do carrapato R. (B.) microplus em todas as
areas de criacdo desses animais. Embora mais resistentes aos agentes da TPB os
bidfalos podem ser potenciais portadores desses parasitas e também atuar como
reservatérios destes agentes, transmitindo para outros animais (BOCK et al., 2004;
SILVA et al.,, 2013 a,b). Assim, ferramentas que possam agregar conhecimento e
eficadcia no diagndstico e epidemiologia das hemoparasitoses, poderdo contribuir para o
melhor controle das doencas.
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3. OBJETIVOS
Esse trabalho teve como objetivo estudar a infeccéo pelos agentes da TPB em
bafalos de faixas etarias diferentes, criados em areas endémicas para o carrapato R.

(B.) microplus, no estado de Séo Paulo.

Objetivos especificos:

1- Adaptar protocolos baseados em PCR para identificagdo e quantificacéo
das infeccbes por B. bovis, B. bigemina e A. marginale em bufalos d’agua de
localidades e faixas etérias diferentes (bezerros e vacas) e compara-los com a técnica
ouro, que é o exame direto de esfregacos sanguineos corados com Giemsa e comparar
entre nPCR e gPCR,;

2- Determinar os dados de volume globular (VG), que permitam inferir sobre
0 estado de saude dos animais estudados;

3- Desenvolver técnica de diagnostico para B. bovis usando o método da
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés electrochemical impedance

spectroscopy), utilizando um novo biossensor.
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4. MATERIAL E METODOS

Laboratorios

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Sanidade Animal da
Embrapa Pecuaria Sudeste, localizado em Séo Carlos, SP e no Laboratério de
biossensores do grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNANO) da Universidade
de S&o Paulo (USP-Séao Carlos/SP).

4.1 Animais Experimentais e colheita das amostras

Foram utilizados 108 animais experimentais que integravam os rebanhos de
guatro propriedades localizadas em diferentes cidades no estado de Sao Paulo: Sao
Carlos localizada a 22° 01' de latitude sul e 47° 53' de longitude oeste (n= 14 vacas);
Ibaté localizada a 21°57'17" de latitude sul e longitude 47°59'48" de longitude oeste (n=
48, sendo 12 bezerros fémas, 13 bezerros machos e 23 vacas), Alambari localizada a
23° 33' 03" de latitude sul e 47°53'56" de longitude oeste (n=25 bezerros, sendo 12
fémeas e 13 machos) e Dourado localizada a 22°06'00" sul e 48°19'03" de longitude
oeste, (n= 21 vacas). Os rebanhos de origem dos animais experimentais sdo explorados
para a producdo de leite, especificamente para a fabricacdo de mussarela. Todos o0s
animais eram criados de modo extensivo, e a ordenha mecénica era feita com bezerro
ao pé. Os animais utilizados no experimento eram das racas Mediterraneo, com
diferentes graus de sangue Murrah.

As vacas apresentavam idades entre trés e cinco anos e os bezerros de ambos
0S sexos, tinham entre 1 e 8 meses e foram mantidos sem tratamento contra parasitas
por pelo menos trinta dias, sendo que o rebanho de Sao Carlos era criado sem 0 uso de
gualquer medicamento. Apenas o rebanho de Dourado tinha esquema de controle de
doencas, incluindo controle da tuberculose e brucelose (soroaglutinacdo). Entre os
meses de novembro de 2011 a janeiro de 2012, foram colhidas simultaneamente,
amostras de sangue periférico, provenientes de vasos auriculares de cada animal, para
a confeccdo de esfregacos sanguineos em laminas histologicas de vidro (limpas e

secas) e determinacao direta da parasitemia por exame direto por microscopia optica,
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volume globular (VG) e extracdo de DNA. O sangue foi extraido com agulhas 25 x 8 BD
e tubos a vacuo de 4mL contendo o anticoagulante, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), utilizando-se um adaptador para a realizacdo da venopuncao de cada animal.
ApoGs as colheitas, todas as amostras foram identificadas, acondicionadas em isopor
com gelo e transportadas para o laboratorio de Sanidade Animal da Embrapa Pecuaria
Sudeste, Sao Carlos-SP, onde foram processadas e analisadas.

4.2 Técnicas hematologicas

O volume globular em todas as amostras foi determinado pelo método de
microhemataocrito (JAIN, 1993). Os esfregacos sanguineos foram fixados com metanol e
corados com solucdo de May-Gruenwald-Giemsa. A pesquisa de hematozoarios foi
realizada em todo o esfregaco e a parasitemia determinada pela contagem do numero
de eritrocitos parasitados em 1.000 células, utilizando microscopio éptico com ocular

reticulada e objetiva de 100x.

4.3 Extracdo de DNA das amostras de sangue

O DNA foi extraido das amostras de sangue, com a utilizacdo do Kit DNA Easy
(Invitrogen, EUA) de acordo com as informacfes do fabricante e com algumas
modificacdes. Primeiramente, as amostras de sangue foram invertidas até a perfeita
homogeneizagao. Apds, foram pipetados 300uL de sangue e adicionados 400uL de
solucdo A, misturando-os por inversao por varias vezes colocando-os em microtubos de
1,5mL. Os tubos foram identificados e incubados a 65°C, durante 6 minutos. Em
seguida, foram adicionados 800 pL, de cloroférmio, agitando-se em vortex
vigorosamente, até que apresentassem coloracdo marrom escura. Em seguida,
adicionou-se 200uL de solugédo B, sendo as amostras novamente homogeneizadas até
gue se tornassem viscosas. Em processamento, foram centrifugadas a velocidade
maxima (14.000 rpm) em microcentrifuga por 10 minutos a temperatura ambiente
(25°C). A fase aquosa de cada amostra foi transferida para tubos de 1,5mL limpos
edevidamente identificada. Logo apos, o DNA foi precipitado adicionando-se 1mL de
etanol a 100% gelado, misturando-se por inversdo até que se formasse um precipitado

visivel. As amostras foram novamente centrifugadas a velocidade maxima durante 5
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minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os sobrenadantes foram decantados
e adicionou-se 1mL de etanol a 80% gelado. Os tubos foram submetidos novamente
centrifugados a velocidade maxima por 2 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram decantados e os tubos centrifugados a velocidade méxima
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se o etanol residual,
inverteram-se o0s tubos colocando-os para secar no fluxo laminar por 2 horas. Apés a
secagem, os DNAs precipitados foram adicionados de 200uL de solugdo tampéao — TE
(Tampé&o TRIS - EDTA). Os DNAs foram separados por fazendas, identificados e
acondicionados em caixas plasticas para microtubos de 1,5mL em freezer a -80°C para

posterior avaliacdo da concentracao e qualidade das amostras extraidas.

4.4 Avaliacdo do DNA

A concentracdo e a avaliacdo da qualidade do DNA gendmico extraido foi
determinada usando-se o aparelho Nano Drop ND-1000 spectrophotometer. Todas as
amostras foram acondicionadas em freezer a -80°C até o momento da execucdo das

técnicas moleculares.

4.4.1 Otimizacao das reacdes de PCR e Nested-PCR (nPCR) para B.bigemina

Na otimizacdo da técnica foram empregadas aliguotas de DNA positivas
extraidas de amostras, contendo exclusivamente B. bigemina (gentilmente cedida pela
Prof2 Dra. Rosangela Zacarias Machado da Unesp Jaboticabal).

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando as sequéncias iniciadoras ou
"primers", de acordo com o protocolo descrito por GUERRERO et al. (2007), (Qquadro
1). As reacdoes foram feitas em tubos de 0,2 ml, empregando-se um volume final de
25ul, sendo 5yl de solucdo de DNA das amostras teste e 20ul de tamp&o de reacao
composto de 12,5uL Master Mix Red Neobio (150mM Tris-HCI; 40mM, (NH4)2So 4;
40mM MgClI2), 5,5uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA) e 1uL de cada primer
(10mM). As reacoes foram identificadas e incubadas em termociclador “Mastercycler
Gradient” (Eppendorf), empregando-se a seguintes sequéncias de ciclos que se

repetiram 40 vezes, selecionadas durante a padronizacdo: desnaturacdo a 94°C por 1
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minuto, anelamento a 66°C e extensdo a 72°C, também por um minuto. Para o Nested
usou-se 0 mesmo programa, mudando-se as condi¢cdes de anelamento para 57°C e as
condicdes da reacdo, com o volume final de 25ul, sendo 2ul de solugdo de PCR e 23yl
de tampé&o de reacdo com a mesma composi¢cao descrita para a PCR.

Para leitura das amplificacées por Nested PCR, realizou-se a eletroforese dos
produtos de amplificacdo em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5
pgg/ml). O comprimento dos produtos amplificados foi estimado pela inclusédo de um
padrdo de pares de base (100 Base-Pair Ladder — Amersham Pharmacia Biotech) em
cada gel de corrida. A visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada em

transiluminador UV, com 262 pares de bases (pb) para a B.bigemina.

Quadro 1: Sequéncia dos nucleotideos dos primers utilizados na amplificacdo do DNA de Babesia spp. e
B. bigemina com o tamanho dos produtos de amplificagcédo. PCR: (primers KB16/KB17) NPCR:
(primers KB18/KB19).

PCR e nPCR “Primer” Oligonucleotideos (5" — 3’) Produto (PB)

CAT CAG CTT GAC GGT AGG G

Babesia spp. (F)2 KB 16 600

GTCCTT GGC AAATGCTITC

(R)2 KB17

GAT GTA CAA CCT CAC CAG AGT ACC

B. bigemina (F)2 KB 18 262

CAA CAA AAT AGA ACCAAG GTC CTAC

(R)2 KB19

2 (F) “primer” forward; (R) “primer” reverse
Fonte: autoria préopria

4.4.2 Otimizacao das reacdes de PCR e nPCR para B.bovis

As reagbes de PCR foram realizadas utilizando as sequéncias iniciadoras
primers, através do protocolo descrito por FIGUEIROA et al. (1993) para B. bovis
(quadro 2). As reacdes foram feitas em tubos de 0,2 ml, empregando-se um volume

final de 25ul, sendo 5ul de solucdo de DNA das amostras teste e 20ul de tampao de
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reacao composto de 12,5uL Master Mix Red Neobio (150mM Tris-HCI; 40mM, (NH4)2So
4; 40mM MgCl2), 5,5 pyL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA) e 1uL de cada primer
(10mM). As reagOes foram identificadas e incubadas em termociclador

“Mastercycler Gradient” (Eppendorf), empregando-se a seguintes sequéncias de ciclos
gue se repetiram 40 vezes, selecionadas durante a padronizacdo: desnaturagéo a 95°C
por 2 minutos, anelamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C, também por um
minuto. Para o Nested usou-se 0 mesmo programa, alterando-se as condi¢cdes de
anelamento para 68°C e as condi¢cdes da reacdo, com o volume final de 25ul, sendo 2yl
de solugcédo de PCR e 23ul de tampao de reacdo com a mesma composi¢ao descrita
para a PCR. Em seguida foi efetuada a eletroferese em gel de agarose a 1,5% com
visualizacdo em transiluminador UV das bandas de 350 pb obtidas na PCR e de 290 pb

do nPCR para B. bovis.

Quadro 2: Sequéncia de nucleotideos dos primers para B. bovis e com 0s respectivos tamanhos dos
produtos de amplificacdo na PCR (BOR/BOF) e nPCR (BORN/BOFN).

Sequéncia |Primer|Oligonucleotideos (5' - 3") Produto
(pb)

B. bovis BOR |CCAAGGAGCTTCACCGTACGAGGTCA 350
BOF |CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA
BORN [ CTACCGAGCAGAACCTTCTTCACCAT 290
BOFN [ TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACC

Fonte: autoria préopria

4.4.3 Otimizacao das reacdes de PCR e nPCR para Anaplasma marginale

As reacdes de PCR foram efetuadas utilizando as sequéncias iniciadoras
(“primers”), através do protocolo descrito por Figueiroa et al. (1993) para A. marginale,
(quadro 3). As reag0Oes foram feitas em tubos de 0,2 ml, empregando-se um volume
final de 25ul, sendo 5ul de solucdo de DNA das amostras teste e 20ul de tampao de
reagdo composto de 12,5uL Master Mix Red Neobio (150mM Tris-HCI; 40mM, (NHa4)
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2S0 4; 40mM MgCl2), 5,5uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA) e 1uL de cada primer
(10uM). As reagdes foram identificadas e incubadas em termociclador

“Mastercycler Gradient” (Eppendorf), empregando-se a seguintes sequéncias de ciclos
gue se repetiram 40 vezes, selecionadas durante a padronizacéo: desnaturacao a 95°C
por 2 minutos, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C, também por um
minuto. Para o Nested usou-se 0 mesmo programa, alterando-se as condi¢cdes de
anelamento para 60°C e as condi¢cdes da reagao, com o volume final de 25ul, sendo 2pl
de solugdo de PCR e 23ul de tampdo de reacdo coma mesma composicdo descrita
para a PCR. Apos foi realizada a eletroferese em gel de agarose a 1,5% com
visualizacdo das bandas positivas em transiluminador UV dos fragmentos de 200 pb e

150 pb, na PCR e nPCR, respectivamente para A. marginale.

Quadro 3: Sequéncias iniciadoras externas primers para amplificacdo de DNA de Anaplasma marginale.

Sequéncia |Primer |Oligonucleotideos (5' - 3') Produt
0 (pb)
A. marginale | Am9 |TTGAAGGTTGAAGTGCAGGT 200
AM10 |CCATATCGAATGCACCAAAC
Aml1l |CACATTTCTTGGAGCTGG 150
AM12 | TCTCTGCGACTTTGAACC

Fonte: autoria préopria

4.5 Padronizacao das reacdes da PCR em Tempo Real quantitativo (QPCR)

4.5.1 Otimizacao das reacdes de qPCR para B. bovis, B. bigemina e A. marginale

As padronizacOes dos testes de qPCR para as quantificacdes do namero de
copias de um fragmento do gene mitocondrial do citocromo b (mt-cyB) de B. bovis e B.

bigemina, foram as mesmas usadas por Giglioti et al. (2016). Para A. marginale, a

33



guantificacdo do NC das mesmas amostras foi baseada conforme a metodologia
descrita por Carelli et al., (2007), com modificagbes, sendo usadas sequencias
iniciadoras que flanqueiam o gene de proteina principal de superficie (msplb) de A.
marginale.

As amostras de DNA extraidas dos isolados de B. bovis, B. bigemina e A.
marginale foram gentilmente cedidas pela Prof2 Dra. R. Z. Machado, responsavel pelo
laboratério de Imunoparasitologia do departamento de Patologia Veterindria da
UNESP/FCAV de Jaboticabal, SP, que mantém estes isolados por meio da passagem
em bezerros esplenectomizados por cerca de 25 anos de uma amostra fornecida pelo
instituto Desiderio Finamor (RS/Brasil). As sequéncias iniciadoras para os estudos de

gPCR estéo apresentadas no quadro 4.

Quadro 4: Sequéncias iniciadoras utilizados na quantificacdo do DNA de B. bovis, B. bigemina e A.
marginale pela técnica de gPCR.

Espécie “Primer” Oligonucleotideos (5" - 3’) Produto (PB)

B. bovis (F)2 cbisg-1 TGTTCCAGGAGATGTTGATTC 88
(R)? chisg-2 AGCATGGAAATAACGAAGTG

B. bigemina | (F)? chosg-1 TGTTCCTGGAAGCGTTGATTC 88
(Rycbosg2 | AGCGTGAAAATAACGCATTGC
(F)2 AM-1 TTGGCAAGGCAGCAGCTT

A.marginale = o av2 TTCCGCGAGCATGTGCAT 9%

(F)2: iniciador direto; (R) iniciador reverso. Fonte: autoria prépria

As reacdes de gPCR foram feitas em duplicatas, em microtubos em tiras com
tampa Optica de 200uL ((Low-Profile 0,2 ml 8-Tube Strips without Caps ref. TLS-0851,
BioRad), livres de DNAses e RNAses, com volume final de 12L:

- 5,0uL EvaGreen®Supermix (BioRad);
- 0,3uL de “primer forward” (10uM);
- 0,3uL de “primer reverse” (10uM);
- 4,4uL de agua deionizada; - 2,0uL de DNA.
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Apés, os microtubos foram lacrados com tampas épticas, em tiras (Optical Flat
8-Cap Strips, ref. TCS-0803, BioRad) e colocados no equipamento CFX Real-Time PCR
Detection Systems da BioRad. O reagente usado para as reacdes de gPCR foi o
kitSsoFast™ EvaGreen® Supermix da BioRad (nimero de catalogo: #172-5200). Este kit
contém todos os componentes para a reacdo de gPCR, exceto a amostra e sequencias
iniciadoras. O (quadro 5) mostra o programa empregado no aparelho.

Quadro 5: Ciclos adotados para as reacdes de gPCR.

Etapa do Ciclo Ciclos Temperatura Tempo
Ativacdo Enzimatica 1 95°C 2 minutos
Desnaturacao 95°C 5 segundos
39
Anelamento/Extensao 57°C 30 segundos
Curva de Dissociacéao 1 65-95°C (incremento de 5 segundos/passo
0,5°C)

Fonte: autoria propria

4.6 Construcédo da Curva de Calibracédo para qPCR de Babesia bovis, Babesia
bigemina e A. marginale

Para a construcao da curva de calibracdo para as qPCR de B. bovis e B.
bigemina, produtos de isolados clonados contendo o fragmento do gene mt-cyB foram
usados para a padronizacdo da curva de calibracdo, para cada espécie,
respectivamente. Os produtos clonados de B. bovis e B. bigemina contendo 197,3 ng/uL
e 203,9 ng/uL, quantificados em NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE,
USA), respectivamente foram diluidos em série entre 101 a 102,

Para as quantificagbes do NC do fragmento do gene de msplb de A.
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marginale, a curva de calibracdo foi construida a partir da amostra representativa de
gBlocks® Gene Fragments da Integrated DNA Technologies® (IDT). O gBlocks® sao
fragmentos sintetizados de DNA dupla fita, atualmente utilizados para a construcao de
curva de calibracdo, devido sua alta precisdo e baixo custo comparado a clonagem
molecular. O gBlocks® sintetizado contém a sequéncia alvo de A. marginale e, ainda,
as extremidades aumentadas (sequencias do mesmo gene de interesse) possibilitando
construcdes de curva de calibragéo de alta eficiéncia. Este fragmento possui 308 pares
de bases com uma sequéncia parcial igual a do gene de proteina principal 1b (msplb)
de A. marginale descrito por Carelli et al. (2007). A sequéncia do fragmento de 308
pares de bases do gBlocks® sintetizado esta representada no (quadro 6). A solucéo
‘mae” foi obtida a partir de diluicido do gBlocks®, seguindo as recomendacgbes do
fabricante, para obter uma solucdo de 5ng/uL. Esta solucdo também foi diluidas em

série entre 101 a 1019,

Quadro 6: Sequéncia do fragmento de 308 pares de bases do gBloks® sintetizado para confeccéo da
curva de calibracdo para A. marginale. Em negrito a sequéncia de 95 pares de bases do amplicon de A.
marginale.

Sequéncia do fragmento gBlocs® sintetizado

5 _TACTATCAGGACTTTTGTTGACATTTTATTATGTTCCTGGAAGCGTTGATTCTTTT
GAATGTGTAATTAGAGTGCTTGCTGAAGTCAATATGGGTTGGGCAATGCGTTATTTT
CACGCTCAATGTGTTTCTTTTTGCTTCTTTTTCATGATTTTTTTTACCAGCGGGTGAG
GAGCAAGAATTTGGCAAGGCAGCAGCTTGGGGTCTAGCAGGCTTCAAGCGTACA
GTGGATGAAAGCCTGGAGATGTTAGACCGAGGCATGCACATGCTCGCGGAAGG
CCAGGCACAGATATCACAGGGGATTGAAGC-3

Para cada ensaio de gPCR para cada espécie de hemoparasita foi obtida uma
curva de calibracdo. Os intervalos de quantificacdo para a quantificacdo do NC em cada
curva de calibracdo para cada espécie foram estabelecidos entre um ponto mais
concentrado onde os ciclos quantitativos (Cqgs) apresentavam eram menores ao controle
positivo (DNA de isolado de cada espécie) e a diluigio menos concentrada determinada
proxima do ponto de corte, determinada pelo teste de sensibilidade.
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A padronizacdo da curva de calibracdo para cada espécie possibilitou a
obtencdo dos valores de Eficiéncia da reacédo (E) para as quantificagbes do NC nas
amostras de DNA dos bubalinos.

4.6.1 Sensibilidade analitica para detec¢do B. bigemina, B. bovis e A. marginale

As sensibilidades analiticas para as detec¢des de B. bigemina, B. bovis e A. marginale
foram estimadas a partir de amostras de DNA extraidas de isolados de cada espécie,
respectivamente, que foram diluidas a uma concentracao final del ng/uL. As amostras
foram submetidas a uma diluicdo serial entre 101 a 101° com cinco repeticdes. O ponto
de corte para cada espécie foi determinado onde a ultima diluigdo (amostra menos
concentrada) amplificava mais de 50% de suas amostras (CARAGUELet al., 2011). Foi
construida uma curva de calibracdo para verificar a reprodutibilidade e eficiéncia da
reacao para cada ensaio de sensibilidade.

4.7 Determinacao do Numero de coOpias a partir da qPCR

O NC do gene mt-cyt B e do gene MSP1b foi calculado de acordo com a

férmula descrita por Ke et al. (2006):

6,022x 10%® (%) x Concentracio (=)
mol mol

Numero de cdpias /uL = 5
Massa Molecular (E)

Onde:

- Concentracao (g/mol): se refere a concentracdo ou dos ampicons clonados contendo
sequencias de B. bovis e B. bigemina ou da concentra¢do da sequéncia sintética

(gBlocks®) que foram usados para a construcao da curva de calibragéo;

- 6,022 x 10%2 é o nimero de Avogadro;

- Massa Molecular: é o peso molecular médio da molécula do nucleotideo de fita dupla
(330 x 2) multiplicado pelo tamanho do fragmento clonado (vetor e inserto, 3088 pb).

Para calcular o numero de copias do produto clonado (nUmero de cépias/pL), a
concentragdo determinada em espectrofotbmetro em ng/pL foi convertida para g/pL (x
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10°), e em seguida multiplicada pela concentracéo inicial utilizada na primeira diluicdo
da curva de calibragdo do produto clonado e, no final, multiplicado por 2, pois
corresponde ao volume de DNA da amostra aplicada (2uL). O valor encontrado do
namero de coépias foi utilizado pelo software do equipamento CFX96 da Bio-Rad
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) para calcular a quantidade inicial de DNA de

B. bovis, B. bigeminae A. marginale em cada amostra de DNA dos bubalinos.

4.8 Calculo de Eficiéncia (E) da gPCR para a Quantificacdo de Babesia bovis,

Babesia bigemina e A. marginale

A eficiéncia da reacgéo (E) foi descrita por Pfaffl (2001) e Vandesompele et al.
(2002), e demonstra o quanto que seu alvo estd sendo produzido em cada ciclo de
reacdo. No entanto, a quantidade de DNA alvo sera duplicada, precisamente se o valor
de E for igual a 100% (sendo o limite de deteccdo 95% - 105%). Assim, o valor padrao
da E utilizado nos calculos é de 100%. Durante os ensaios, a E das sequencias
iniciadoras foram avaliadas e registradas. Para esta andalise, uma curva de calibracéo foi
gerada utilizando-se diluicbes seriadas de uma amostra representativa (neste caso,
foram os amplicons clonados de B. bovis, B. bigemina e A. marginale), e em seguida,
gravou-se a (E) para a andlise subsequente da quantificacdo do DNA. O software do
equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) calcula automaticamente a E, na qual foi obtida da

seguinte forma:

E = 10¢-1/slope)
Em que:

Slope (coeficiente angular) = inclinagdo da linha derivada da curva de calibragao
% Eficiéncia = (E- 1) * 100

Os resultados foram analisados com base nos valores do ciclo de quantificacao

(Cq) definidos apds o término de cada reacdo. A linha threshold foi ajustada para um
mesmo valor para todos os ensaios de gPCR, entretanto determinada constante apenas
para a espécie de hemoparasita estudada. Esta linha € que determinara o ponto exato
38



do Cg de cada amostra e dos valores da curva de calibracdo. Para cada reacao foi
obtida uma curva de calibracdo, possibilitando a estimativa da parasitemia por babesias
nos animais. As amostras foram quantificadas em duplicatas e para avaliar a ocorréncia
de contaminacdo em cada ensaio, foram necessérios dois controles negativos (reacao
contendo agua deionizada livre de nucleases ao invés da amostra de DNA). Amostras
em que as repeticbes apresentaram diferencas de Cgs maiores que 0,5 foram

novamente analisadas.

4.9 Purificacado do produto de PCR para clonagem

A purificacdo dos produtos de PCR foram realizadas em amplicons obtidos de
gDNAs de animais de cada regido estudada (Alambari, Sdo Carlos, Dourado e Ibaté).
Para isso utilizou-se kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega #A9281,
Madison, WI, USA). Depois os quatro produtos de amplificacdo de cada hemoparasita,
i.e. B. bovis, B. bigemina em cada rebanho estudado, foram clonados, sequenciados e
depositados no banco de dados NCBI. O produto de PCR purificado foi analisado em
gel de agarose 1% e quantificado em espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop).

4.10 Clonagem do produto de PCR

Os produtos de PCR purificados foram clonados no vetor pGEM®-T Easy
(Promega #A1360, Madison, WI, USA), conforme as especificacbes do fabricante. As

reacdes de ligacdo foram feitas em um microtubo de 1,5mL, livre de DNase e RNase.

Foram adicionados: 20L de agua nuclease free, 10L de pGEM®-T Easy (concentracdo
final a 5ng/0OL), 10L de produto de PCR (concentracao final a 2 ng/0OL), 50L de tampéao
da ligase e 10L de T4 DNA ligase. A reagao foi homogeneizada, incubada a 4°C durante

a noite e utilizada para a transformacéo em bactéria quimiocompetente.
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4.11 Transformacgao em bactéria

As células bacterianas competentes utilizadas foram as Escherichia coli IM109
Competent Cells High Efficiency (Promega #L2004, Madison, WI, USA), mantidas em
estoque a —80°C. A transformacédo foi realizada com choque térmico segundo o
protocolo descrito por Sambrook et al, 1989.As células foram descongeladas em gelo.
Em cada tubo foi adicionado 7uL da reacdo de ligacdo e o material foi suavemente
homogeneizado. A reacdo foi mantida durante 5 minutos no gelo. As bactérias foram
entdo submetidas ao choque térmico por 90 segundos a 42°C, e logo em seguida
colocadas no gelo por 1 minuto. Foram adicionados 800uL de meio de cultura liquido LB
(Luria-Bertani broth - USB) sem antibiético em cada tubo. Os tubos foram incubados em
termo-bloco (Thermo Stat Plus - Eppendorf) a 37°C por 45 minutos sob agitacdo de
300rpm. Decorrido este periodo, 200 pLdas células foram plagueados em 15 mL de
meio LB &gar contendo 15uL de ampicilina (100mg/mL), 50uL de IPTG - Isopropil-b-
DTiogalactosideo- Invitrogen (200 mM) e 40uL de X-gal (100 mg/mL) (USB). As placas
foram incubadas em estufa a 37°C durante a noite. O restante das células foi
armazenado em glicerol a 15% a -20°C.

4.12 Selecao das colbnias recombinantes

O screening das coldnias recombinantes foi realizado utilizando-se a técnica de
blue/white screening, como citado no sistema lacZ do pGEM®-T Easy (Promega
#A1360, Madison, WI, USA). Esta técnica permite verificar se o vetor adquiriu o inserto
de interesse ou ndo. A figura 5 ilustra o sistema de sele¢édo branco e azul. O X-gal,

adicionado ao meio de cultura, € um indutor de O-galactosidase e, ao mesmo tempo, é

clivado por essa enzima, produzindo galactose e 5-romo-4-cloro-3-hidroxiindol (1). A

galactose é oxidada em 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo (2), um produto insolavel azul.
Assim, as colonias que apresentarem o0 gene lacZ funcional (O-galactosidase ativa)
podem ser facilmente distinguidas pela coloracdo azul. A bactéria E. coli ndo produz
Ogalactosidase expontaneamente por nao possuir 0 gene lacZ, mas quando

transformada com um vetor plasmidial que contém este gene (como pGEM®-T Easy)

passa a produzir. O pGEM®-T Easy contém de fato a ORF (Open Reading Frame) do
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gene lacZ, que produz a O-galactosidase. Este plasmideo esta preparado de modo que
no meio desta ORF esta o local de inser¢cdo do gene ou sequencia que se quer clonar.
Quando isso acontece, a sintese de O-galactosidase € anulada. Desta maneira, as

colénias brancas indicam que as bactérias foram transformadas com vetores que
continham o inserto de interesse, 0 que tornou o gene lacZ nédo-funcional, indicando

estas coldbnias como recombinantes.

Figura 5: Reacao de clivagem do X-gal pela B-galactosidase. (1) 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol, (2)
5,5'dibromo-4,4'-dicloro-indigo (AZUL).

H ¢ o
p-Galaciosidase M = Br_~ H
X-Gal Py %, P .
? Br T M Br
0 HO H
LR Iy
HO OH
H 1 2

Galactose

Decorrido a etapa anterior, foi realizada uma PCR para confirmacdo das

colénias recombinantes. As colbnias foram repicadas e os palitos usados foram
mergulhados em 200L de agua deionizada. O material foi incubado a 96 °C por 5
minutos para expor o conteudo celular. A reacdo foi realizada em tubos de 0,2mL
contendo: 10L da suspensao celular, 2,50L de tampdo de PCR 10x (sem MgCl2),
0,750L de MgCl2 50mM, 40L de dNTP mix 1,25mM, 10L de primer M13F - 10pM/OL -

(5 GTTTTCCCAGTCAC3), 10L de primer M13R - 10pM/OL )
CAGGAAACAGCTATGAC 3’), 0,50L de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen — Life
Technologies) (5U/0L) e 14,250L de 4gua DNase e RNasefree, constituindo assim um
volume total de 250L. Foi feito também um tubo controle negativo, que continha todo o

mix de reacdo menos a suspensdo celular (seu volume foi substituido por agua
nuclease free). A reacdo foi montada em gelo, brevemente centrifugada (spin) e

imediatamente incubada no termociclador (BioRad).
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As reacdes foram realizadas sob as seguintes condi¢des: 95°C por 2 minutos
para desnaturacao inicial, 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 55°C
por 30 segundos para anelamento e 72°C por 1 minuto para extensao, seguidos de um
acréscimo de 5 minutos a 72°C para a extenséo final. Ao final da reacdo as amostras
foram mantidas no termociclador & 4°C e posteriormente foram armazenadas a -20°C

até o momento do uso. O fragmento amplificado foi analisado em gel de agarose 1%.

4.13 Extracao de DNA plasmidial

Trés colbnias recombinates foram repicadas e inoculadas em 7,5 mL de meio
LB contendo 7,5uL de ampicilina (100ug/uyL), para uma concentracao final de 0,1
Mg/uL. Os tubos foram colocados no shaker (NewBrunswick Scientific — modelo- Excella
E24R) a uma temperatura de 37°C, a 300 rpm durante a noite. A extracdo de dna
plasmidial (mini-prep) foi realizada utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN),
segundo o protocolo sugerido pelo fabricante. A miniprep foi analisada em gel de
agarose 1%. A mini-prep foi quantificada no nanodrop e as amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C.

4.14 Sequenciamento dos plasmideos recombinantes

As amostras foram sequenciadas no equipamento Applied
Biosystems/HITACHI ABI Prism® 3100 Avant genetic analyzer, usando o kit Big Dye

terminator v.3.1 e ap0s, depositadas no GenBank.

4.15 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

Experimentos eletroquimicos normalmente sé@o realizados em uma célula que
contém o eletrolito e trés eletrodos diferentes (figura 6): de trabalho (comumente
composto de ouro, carbono, etc) onde se encontra o receptor imobilizado; referéncia
(usualmente Ag/AgCl) e contra eletrodo (geralmente uma placa de platina). Contudo,
optamos por utilizar eletrodos miniaturizados recentemente fabricados no Laborarério

multiusuéario LNNano (Laboratério Nacional de Nanotecnologia, Campinas/SP) em
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parceria com o0s pesquisadores Dr. Nirton C. S. Vieira e Dra. Idelma A. Terra do
GNANO.

Figura 6: Representacédo de uma célula eletroquimica tipica com 3 eletrodos. Eletrodo de trabalho (ouro),
contra-eletrodo (placa de platina) e eletrodo de referéncia (Ag/AgCl).

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de Trabalho Contra Eletrodo

e

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Potenciostato

A figura 7 mostra os eletrodos miniaturizados formados por filmes metéalicos de
espessura hanométrica. O sistema é composto por dois eletrodos de ouro (trabalho T, e
contra eletrodo C) e um eletrodo de platina como pseudo referéncia R. Os eletrodos
foram fabricados em substratos de vidro submetidos a pulverizagdo catédica para a
deposicdo de uma fina camada de cromo (~ 20 nm) para aderéncia e posterior
deposicdo de uma camada de 130nm de ouro (Au). O mesmo procedimento foi

realizado a deposicao da platina.
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Figura 7: Laminas de vidro (5 cm x 5 cm) contendo 8 conjuntos de eletrodos e eletrodo individual apos o
corte da lamina. Cada conjunto de eletrodos é formado por um eletrodo de platina (contra eletrodo
central) e dois eletrodos de ouro (eletrodo de trabalho e contra eletrodo).

Tl

A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica é caracterizada pela

Fonte: autoria propria

excitacdo da amostra e pela aplicagcdo de sinais AC (Corrente Alternada) de baixa
amplitude em uma grande diversidade de frequéncias (neste caso entre 10 MHz e 100
MHz). A partir da resposta do sistema, pode-se conseguir entdo, dados sobre a
resisténcia e capacitancia do sistema em andlise, sendo muito eficaz para traduzir a
interacdo do analito em superficies funcionalizadas (XU e DAVIS, 2014) e interacdes
biomoleculares, como no caso de interagbes antigeno-anticorpo. Softwares
especializados sdo capazes de criar circuitos equivalentes baseados nos espectros EIS,

fornecendo detalhes sobre as caracteristicas elétricas do filme.

4.15.1 Preparacao do eletrodo

O eletrodo de trabalho foi modificado com antigenos cedidos pela Prof2 Dra. Ana
Gongalves Domingos (Instituto de Higiene e Medicina Tropical - Universidade Nova de
Lisboa, Portugal). Estes foram produzidos através de cultura in vitro contendo
exclusivamente B. bovis. Portanto sdo capazes de se ligar especificamente a anticorpos
anti-B. bovis.

Para a imobilizacdo dos antigenos no eletrodo de Au, utilizamos o método
usado por (FIGUEIREDO et. al., 2015) com pequenas modificacbes. Resumidamente,
os eletrodos de Au foram expostos a uma solucdo aquosa de cloreto de cisteamina
(Sigma-Aldrich) (100mM) por 2 horas, seguido de lavagem com agua para a remocao
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do material fracamente ligado. Esse procedimento garante a formacdo de uma
monocamada automontada com grupos amina expostos. Apés, os eletrodos foram
expostos a uma solucdo de glutaraldeido (Sigma-Aldrich) (2,5% v/v) durante 1 hora,
seguida de lavagem em agua e secagem sob fluxo suave de N2 para ndo danificar o
filme. Para imobilizacdo do antigeno, fez-se a deposi¢cdo de 10ul da solucdo cedida
(diluida 100 vezes em solugdo tampdo PBS (Sigma-Aldrich)) diretamente sobre o
eletrodo modificado. ApoOs 2 horas a temperatura ambiente, os eletrodos foram lavados
com tampdo PBS. Finalmente, o bloqueio de possiveis sitios de ligagdo remanescentes
foi realizado com monoetanolamina (50mM) em 1X PBS durante 30 min a temperatura

ambiente, seguida de nova lavagem no tampao.

4.15.2 Deteccéo de anticorpos anti- B. bovis

As amostras de soro utilizadas nos experimentos com o biossensor foram
provenientes de animais do rebanho de bovinos experimental (com alto titulo de
anticorpos anti-B. bovis) pertencentes a Embrapa Pecuaria Sudeste de Sdo Carlos-SP.
A amostra de controle negativo (soro sem a presenca do parasita) foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Carlos Termignoni, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Centro de Biotecnologia.

As medidas de EIS foram feitas nesta configuracdo de eletrodo demonstrada na
figura 7, utilizando como eletrodo suporte uma solu¢do PBS contendo 2,5 mM de [Fe
(CN)6]®"* como prova redox, utilizando o equipamento AUTOLAB Eco Chemie PGSTAT
12. Para tanto, 4uL do soro bovino (infectado ou ndo) foram depositados sobre os
eletrodos previamente modificados com antigenos de B. bovis. Apds 20 min as medidas

de foram realizadas. Todas as medidas foram realizadas pelo menos em triplicata.
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4.16 Anélise Estatistica

Os resultados das analises de PCR foram agrupados em tabelas de
contingéncia e analisados com o auxilio do teste de Qui-quadrado, usando o
procedimento proc freq do pacote do SAS (2002/2003), com nivel de significancia de %
de probabilidade (p<0,05). Para testar as proporgdes de infectados e nao infectados (P
e N) foram incluidos, os efeitos da categoria animal (vaca e bezerro) e local (Ibaté,

Alambari, Dourado, Séao Carlos).
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5. RESULTADOS

5.1 Dados hematolégicos

Os dados obtidos do volume globular dos animais por rebanho e idade, podem
ser observados na tabela 1. Os dados de volume globular (VG) nas fémeas adultas

variaram de 34,6% a 39,9% e nos animais jovens de 34,6% a 46,4%(tabela 1).

Tabela 1: Médias gerais e os erros padrao do volume globular (VG%) em bubalinos em funcéo da idade
e do rebanho.

rebanho idade VG (%)
Alambari Bezerros 34,6+1,2b
Ibaté Bezerros 46,4+1,20a
Ibaté Fémeas adultas 34,8+1,26b
Dourado Fémeas adultas 39,9+1,32b
Séao Carlos Fémeas adultas 34,6+1,61b

Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente nas colunas (p< 0,05)

Apesar disso, apresentam altas médias de VG, que podem ter sido
influenciadas pela ocorréncia de diarréia que foi observada em muitos bezerros, tanto
de Alambari como de Ibaté, mas com maior intensidade na primeira (tabela 1). Os
valores de volume globular (VG) obtidos de todas as vacas e o0s bezerros de Alambari
foram semelhantes (sem diferenca significativa), enquanto a média para os bezerros de
Ibaté foram significativamente maiores (p<0.05) (tabela 1).

Pelo exame microscopico de esfregacos sanguineos verificou-se amostras
positivas somente para B. bigemina, e exclusivamente bezerros (figura 8) de Alambari,
demonstrando 12% (3/25) dos animais estudados. Todos apresentaram niveis inferiores

a 0,1% de eritrocitos parasitados.
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Figura 8: Merozoita de B. bigemina em eritrdcito de sangue de bufalo corado por Giemsa (1000 X).
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Fonte: autoria prépria

5.2 Resultados dos testes de PCR e nPCR para as amostras de DNA extraidas de
sangue dos animais
5.2.1 B. bovis e B. bigemina

No presente estudo, foi utilizado como DNA alvo, sequéncias dos genes que
codificam as proteinas associadas a roptria (rap 1), especificas para B. bovis. Os
amplicons foram sequenciados e posteriormente depositados no GenBank. Os
depdsitos das sequéncias estdo de acordo com a localizacdo (KC907706 de Ibaté,
KC907707 de Sado Carlos, KC907704 de Dourado e KC907705 de Alambari), e
apresentaram alta similaridade (de 98 % a 100 %) para esta parasitemia. Apesar disto,
nenhuma amostra de bufalo foi positiva na primeira reacdo (PCR) de amplificacdo de
DNA para B. bovis, indicando que os animais apresentavam baixa quantidade deste
protozodrio na circulagdo sanguinea. Os resultados observados mostraram que a taxa
de infeccdo por B. bovis para os bufalos estudados foi de 20.37% para os bezerros e as

fémeas adultas examinadas através do método nPCR e pela qPCR 100% dos animas
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foram positivos. Foram positivos 22 animais para este hemoparasita em cada categoria
(bezerro, vaca) na nPCR e 108 animais positivos na gPCR, respectivamente, conforme
esta apresentado na tabela 2. Para B. bigemina a taxa de infeccdo nos bufalos foram
de 59.26% atraves da nPCR e pela gPCR foi 100%. As reacdes de PCR e nPCR para
B. bovis em bufalos foram bem padronizadas, indicando ndo haver mudancas nos sitios
de anelamento dos "primers" usados (figura 9).

Figura 9: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de B. bovis por Nested PCR. Poc¢o 1=
padrdo de pares de bases; po¢os 2 4 = amostras positivas na PCR; po¢os 5-7 = amostras positivas na
nPCR,, poco 8= controle negativo da reagéo.

Fonte: autoria propria

Os dados relativos aos produtos amplificados (nPCR e gPCR) de infeccéo por

B. bigemina e B. bovis estdo representados na tabela 2.
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Tabela 2: Resumo da deteccdo molecular de Babesia bigemina e Babesia bovis em bubalinos
determinados por nPCR e gPCR de acordo com o rebanho e idade.

+ B. bigemina % (n) + B. bovis % (n)
Rebanho \dade, (n) nPCR gPCR nPCR qPCR

Alambari Bezerros (n=25) 84,0 (21) 100.00 (25) 40.00 (10) 100.00 (25)

Ibaté Bezerros (n=25) 24,0 (6) 100.00 (25) 4.00 (1) 100.00 (25)

Ibaté Fémeas adultas(n=23) 60,8(14) 100.00 (23) 21.74 (5) 100.00 (23)

Dourado Fémeas adultas(n=21) 85,7(18) 100.00 (21) 14.30 (3) 100.00 (21)
S&o0 Carlos Fémeas adultas(n=14) 35,7 (5) 100.00 (14) 21.43 (3) 100.00 (14)
Total 108 59,26 (64) 100.00 (108) 20.37 (22) 100.00 (108)

Os amplicons dos genes de RNA ribossomais 18S de B. bigemina, foram
sequenciados e depositados no GenBank para as quatro localidades, respectivamente
(KF1530076 Sédo Carlos, KC333880.1 Ibaté, KC858975 Dourado e KC858976.1 de
Alambari) e mostraram alta similaridade (93 % a 100 %).

As reacdes de PCR e Nested PCR para B. bigemina em bufalos também foram
bem padronizadas, indicando ndo haver mudancas nos sitios de anelamento dos

"primers" usados (figura 10).

Figura 10: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de B. bigemina por Nested PCR. Po¢o 1=
padrdo de pares de bases; pogos 2 4 = amostras positivas na PCR; pogos 5-7 =amostras positivas na
nPCR,, poco 8= controle negativo da reagéo.

Fonte: autoria prépria
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5.2.2 A. marginale

Os ensaios de PCR para a deteccdo de A. marginale permitiu detectar este
hemoparasita nas amostras de DNA de todos os bufalos testados, sendo visivel a
banda do tamanho esperado na reacgao (figura 11).

Figura 11: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de A. marginale. po¢col= padréo de pares
de bases, pocos 2-4= PCR positivo, po¢o 5= controle negativo da reacao.

Fonte: autoria préopria

5.3 Especificidade e sensibilidade da gPCR

Em relacéo ao teste de especificidade para cada parasita estudado, um ensaio

de gPCR mostrou temperaturas distintas das curvas de dissociacdo: 77,5°C, 76,0°C e

83°C, respectivamente, para B. bovis, B. bigemina e A. marginale. Esta discriminacao

esta representada na figura 12.
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Figura 12: Curva de dissociacdo para determinacao dos amplicons de DNA de mt-cyB de B. bovis e B.
bigemina e do fragmento do gene MSP1b de A. marginale testadas para isolados de cada espécie
analisadas em triplicatas. B. bigemina= 76,0°C; B. bovis=77,5°C; A. marginale=83°C.
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Para B. bovis e B. bigemina as sensibilidades da gPCR permitiu a deteccao de
até 12 copias de DNA alvo nas amostras de sangue dos bufalos. O ponto de corte
médio para as deteccbes das suas espécies corresponderam ao cq 39 (concentracao:
1ng/uL x 107). A partir deste ciclo, as amostras foram consideradas negativas. Para A.
marginale a sensibilidade estimada foi de 30 coOpias, com Cq médio de
aproximadamente 36 (concentragdo: 1ng/uL x 104), com o ponto de corte estabelecido
para este valor. Os valores de E para cada curva do teste de sensibilidade para B.
bovis, B. bigemina e A. marginale foram 97,5% e 90,1% e 95,6% respectivamente,
mostrando que além de determinar a sensibilidade determinada pelo ponto de corte,
boa reprodutibilidade na realizacdo dos trés ensaios. A figura 13 representada as

curvas de calibracdo construidas a partir de 1ng/uL de amostra de DNA para cada
espécie de isolado para o qual avaliou sua sensibilidade e eficiéncia da reagéo (E).
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Figura 13: Curvas de calibracéo construidas a partir de amostras de DNA diluidas de B. bovis, B.
bigemina e A. marginale para determinacgéo do ponto de corte. Cq: ciclo quantitativo
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5.4 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real (QPCR)

As curvas de calibracdo obtidas para os ensaios de qPCR possibilitaram a
estimativa da quantidade de copias de DNA de Babesia spp. E A. marginale presente
nas amostras de sangue dos bufalos. As mesmas apresentaram valores de eficiéncia da
reacdo (E), coeficiente de determinacdo (r?) e slope dentro dos valores aceitaveis para a
guantificacdo absoluta (95-105%). Para cada espécie analisada foram realizados trés
ensaios para a quantificacdo pela qPCR, cada um contendo uma curva de calibracéo.
As médias seguidas dos desvios dos trés parametros mencionados acima estéo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Valores médios da eficiéncia da reagéo (E), coeficiente de determinagéo e slope para
determinado para cada espécie estudada.

Espécie E r? Slope
B. bovis 97.77+£1.65 0.996+0.001 3.376+0.040
B. bigemina 98.77+2.75 0.998+0.002 3.353+0.067
A. marginale 96.40+1.65 0.997+0.001 3.412+0.042

O intervalo de quantificacdo da curva de calibragdo para as quantificacbes do
NC de B. bovis e B. bigemina ficaram estabelecidos entre 102 a 10-1° (107 x12 a 10? x
12 copias/uL). As diluicdes 102 e 10! foram excluidas da curva, pois se observou que
nas quantificacfes essas diluicbes ndo eram necessarias. Todas as amostras de DNA
dos bufalos analisadas se apresentaram positivas para a presenca de B. bovis e B.
bigemina (tabela 2), uma vez que as mesmas apresentaram valores abaixo do ponto de
corte determinado para as duas espécies (Cq=39), como apresentado na figura 14. O
valor médio do Cq da menor concentracdo da curva de calibracdo, para as duas
espécies, foi de aproximadamente 39, sendo o mesmo valor determinado pelo ponto de
corte. Desta forma, a curva de calibracdo possibilitou a quantificacdo de todas as

amostras que foram consideradas positivas para as duas espécies de babesias.
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Figura 14: Amplificacdes dos produtos da gPCR de B. bovis e B. bigemina. Para ambas espécies, todas
as amostras foram consideradas positivas baseadas no ponto de corte (Cq=39). Ndo houveram
amplificagdo dos controles negativos.
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Para a quantificacdo do NC do DNA de A. marginale o intervalo de quantificacéo
ficou estabelecido entre 10 e 10°. A diluicdo 10710 da curva néo foi utilizada devido sua
reprodutibilidade, a qual ndo reproduziu mais de 50% de amplicons, como ja foi
verificado no teste de sensibilidade. Os ensaios realizados para a deteccdo e
guantificacdo de A. marginale, com base do ponto de corte estabelecido para sua
deteccdo (Cq=36), a maioria das amostras foram negativas para esta espécie, como
nota-se na figura 15. Assim como ja verificado para B. bovis e B. bigemina, as médias
dos Cqgs da menor concentracdo da curva de calibracéo ficaram proximas do ponto de
corte definido para deteccdo de A. marginale, possibilitando assim a quantificacdo de
todas as amostras consideradas positivas (Cg< 36). Em relagdo a detecgdo de A.
marginale, apenas 23,2% (n=25) foram considerados positivos para este parasita
(tabela 4).
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Figura 15: Amplificacdes dos ensaios de qPCR para detec¢éo e quantificacdo de A. marginale. Para este
ensaio, nota-se que mais da metade das amostras de DNA foram negativas para esta espécie, pois
amplificaram apés o ponto de corte estabelecido para sua deteccao (Cg=36).
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A tabela 4 apresenta as porcentagens de bufalos detectados como positivos
pelas duas técnicas estudadas (Nested-PCR e qPCR) separados por regido de criacao
dos animais.

Em relacdo a técnica da gPCR, como ja mencionado, todos os animais foram
positivos para B. bovis e B. bigemina, ndo havendo diferencas estatisticas de infeccao
entre as regides estudadas (tabela 4). Entretanto, em relacdo a deteccdo de A.
marginale, foi verificado que a regido de Alambari, origem apenas dos bezerros, foi o
local de maior de infeccao (P>0.05) verificada desta espécie, com cerca de 68% do total

de positivos, seguidos por Dourado-SP e Sao Carlos-SP (tabela 4).
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Tabela 4: Resumo da deteccdo molecular de Babesia bovis, Babesia bigemina e A. marginale em bufalos d’agua determinado por nested PCR
(nPCR) e PCR quantitativo (QPCR), de acordo com o rebanho e categoria.

Rebanho

+ B. bigemina % (n)

+ B. bovis % (n)

+ A. marginale % (n)

Categoria, (n) nPCR gPCR nPCR gPCR nPCR gPCR
Alambari Bezerros (n=25)  84.00 (21) 100.00 (25) 40.00 (10) 100.00 (25) 100.00 (25) 68.00 (17)
Ibaté Bezerros (n=25) 24.00 (6)  100.00 (25) 4.00 (1) 100.00 (25) 100.00 (25) 0.00 (0)
Ibaté Vacas (n=23) 60.87 (14) 100.00 (23) 21.74(5) 100.00 (23) 100.00 (23) 8.00 (2)
Dourado Vacas (n=21) 85.71(18) 100.00(21) 14.30(3) 100.00 (21) 100.00 (21) 12.00 (3)
Séo Carlos Vacas (n=14) 35.71(5) 100.00(14) 21.43(3) _100.00 (14) 100.00 (14) 12.00 (3)
Total 108 59.26 (64) 100.00 (108) 20.37 (22) 100.00 (108) 100.00 (108) 23.2 (25)




Em relagdo a analise dos dados do NC, foram verificadas diferengas
significativas (P<0.05) entre as espécies estudadas, os locais e a interacdo para as
duas variaveis, a qual evidéncia que a flutuacdo de cada espécie de hemoparasita
variou entre as regides estudadas (tabela 5). O maior nivel de infeccao foi verificado
para B. bovis, seguido por B. bigemina e A. marginale que foram 2,81+0,07, 2,61+0,07
e 0,57+0,07, respectivamente (tabela 5). Em relacdo a regido estudada, Alambari
apresentou o maior nivel de infec¢cdo que diferiu (P<0.05) de todas as outras regides.
Os valores dos NC estédo apresentados na tabela 5, que mostra o nivel de infec¢do das

trés espécies separadas por regido estudada.

Tabela 5: Médias e erros padrdo do numero de cépias (NC) do gene Mt-cyt B de Babesia bovis, Babesia
bigemina e A. marginale de gPCR em amostras de sangue de bufalos d’agua, de acordo com a regido e
categoria estudada.

Regiao Categoria  B. bigemina B. bovis  A.marginale Total
Alambari Bezerro 3.48+0.14a  2.78+0.14a  2.00+0.14a  2.75%0.09a
Dourado Vaca 2.69+0.15bc 2.54+0.15ab  0.35+0.15b  1.86+0.10bc
Ibate Vaca 2.61+0.14bc  2.34+0.14bc  0.12+0.15b  1.69+0.10c
Ibate Bezerro 2.3240.14¢c 2.57+0.14ab  0.01+0.14b 1.63+0.09c
Séo Carlos Vaca 2.95+0.18b  2.82+0.18a  0.39+0.18b  2.05+0.12b
Total - 2.61+0.07 2.81+0.07 0.57+0.07 -

5.5 Resultados do Biossensor

Primeiramente, o processo de imobilizacdo dos antigenos na superficie de Au
(ouro) foi avaliado por EIS. Variacdes da impedancia dos filmes com as etapas do
processo de imobilizagdo servem para caracterizar a ligacdo entre as moléculas e a
superficie do eletrodo. Uma medida tipica apresenta um semicirculo, cujas dimensdes
sdo proporcionais aos valores das impedancias resistivas no eixo das abscissas e
capacitivas nos eixos das ordenadas (ROWE et al., 2011).

A figura 16 mostra os diagramas de Nyquist (impedancia imaginaria X

impedancia real) obtidos utilizando o eletrodo proposto. O diagrama de Nyquist em
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preto foi obtido para o eletrodo de trabalho sem modificacdo. J& o diagrama em
vermelho foi obtido ap6s a imobilizacdo de antigenos de Babesia bovis e bloqueio com
monoetanolamina no mesmo eletrodo de trabalho. Estes resultados foram testados

para a maioria dos eletrodos e sdo bastante reprodutiveis.

Figura 16: Diagrama de Nyquist (impedéancia imaginaria x impedancia real) obtidos utilizando o eletrodo
proposto para o eletrodo de trabalho sem modificacéo (preto) e apés a imobilizagcdo de antigenos de BB
e blogueio com monoetanolamina no mesmo eletrodo de trabalho (vermelho).
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Apés a etapa de imobilizacdo e bloqueio, os eletrodos foram testados para a
deteccédo de anticorpos anti-B.bovis. Neste caso, espera-se um sinal relativamente alto
devido a ligacdo antigeno-anticorpo no caso dos soros positivos. A figural7 mostra os
diagramas de Nyquist obtidos para 0 soro negativo e um dos soros positivos.
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Figura 17: Diagramas de Nyquist (impedéancia imaginaria x impedancia real) (b) para os soros positivo e
negativo de Babesia bovis em diferentes eletrodos com o tempo de exposicéo dos eletrodos ao soro de

20 minutos.

25

| (b)
[ ]
204{-= Etl-Ag Vs
— —u  E1-Ag-Negativo /' ./
®; —e E2-Ag X
X 15{—e E2-Ag-Positivo ;ﬁ’ rod
- /
@ - AN
£ 101 o~ J_,." &
[ ]
N 2 K
S |
7 \/
0,0 , : : .
0 1 2 3 4
Z real. (kQ)

Ja na figura 18 resume os resultados obtidos, onde a diferenca entre a

resisténcia de transferéncia de carga na impedéancia eletroquimica foi calculada (via

software do equipamento) para cada eletrodo antes e ap6s a exposi¢do a cada tipo de

Soro.

Figura 18: Representativo da diferenca entre a resisténcia de transferéncia de carga calculada (via
software do equipamento) para cada eletrodo antes e apds a exposicao a cada tipo de soro. Trés soros
positivos de diferentes animais foram testados e um soro negativo foi medido em trés eletrodos

diferentes.
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6. DISCUSSAO

A analise para deteccdo de hemoparasitas em bubalinos € de grande
importancia para ampliar os conhecimentos sobre a real extensdo da infeccado pelos
agentes da TPB em rebanhos bubalinos criados no estado de Sao Paulo. As técnicas
de biologia molecular atualmente utilizada superam os diagndésticos parasitologicos
convencionais, como os de esfregacos sanguineos. A deteccdo dos protozoarios B.
bovis e B. bigemina e da rickettsia A. marginale por meio de técnicas moleculares
(tabela 4), assegura metodologias mais sensiveis para a busca desses hemoparasitas
em animais portadores sadios, e também permitindo a ampliacdo dos estudos sobre a
dindmica dessas infecgoes.

Estudos epidemiolégicos sobre a prevaléncia da infeccao por babésias, séo
essenciais para a previsao de surtos destas enfermidades. A estabilidade endémica
caracteriza a maior parte das regides brasileiras, onde a presenca do carrapato R. (B.)
microplus ocorre durante todo o ano, de modo que a transmisséo desses protozoarios €
suficiente para contaminar grande parte dos bezerros, antes que a imunidade
proporcionada pelo colostro seja perdida, como foi descrito por MAHONEY & ROSS,
1972 na Australia.

Amostras de sangue de animais com diferentes idades foram testadas por
diferentes métodos para diagnosticar a infeccdo pelos hemoparasitas: exame direto,
NPCR e gPCR. Dados de VG (Volume Globular - hematoécrito) foram usados como
indicadores de saude dos animais.

Os valores do volume globular (VG) dos bufalos foram proximos aos descritos
para bovinos saudaveis que pode variar de 24% a 46% (JAIN, 1993). Nossos achados
sao semelhantes aos verificados por Silva et al., (1992) que trabalharam com diversas
racas de bufalos criados no Vale do Ribeira em S&o Paulo. Estes autores encontraram
maiores valores de VG nos animais mais jovens sendo que descresceu com a idade.
Uma pesquisa realizada por Franca e colaboradores (2011) mostrou que bufalos
mesticos da regido central do Rio Grande do Sul com idades diferentes, seis meses,
um e dois anos, apresentaram valores diferentes de VG, tendo os animais mais jovens

maiores valores quando comparados com os mais velhos. No presente estudo,
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podemos observar que os bezerros de Alambari apresentam niveis de VG semelhantes
aos dos animais adultos e, significativamente inferiores aos observados nos bezerros
de Ibaté. A média dos valores de VG encontrada para os bezerros de Alambari e Ibaté
neste trabalho foi de (34.60 +1.20 e 46.40+1.20) que divergiu dos encontrados por
Gomes et al.(2010) que foi de 40.6+3.2 para animais criados no estado de Sao Paulo.
Segundo Jain (1993), o VG dos animais no terceiro e quarto més de vida sao
reduzidos, em decorréncia da substituicdo das hemacias fetais, o que pode explicar os
menores valores de VG apresentado pelos bezerros de Alambari. Apesar disso, sabese
gue os bufalos podem apresentar variacdes nos valores do VG de acordo com a idade,
regido de criacdo e manejo nutricional e sanitario a que sdo submetidos (Ferrer et al.,
2000; Fenandez et al., 2005).

A deteccdo microscopica de hemoparasitas em esfregacos de sangue é usado
para o diagnostico de babesiose aguda, mas essa deteccdo € dificil em animais
portadores com baixos niveis de parasitemia (ALMERIA et al., 2001). Assim, a rea¢éo
de PCR usada no presente estudo para identificar a presenca dos protozoarios
(Babesia spp) em amostras de sangue de bubalinos, € uma técnica com maior
sensibilidade e especificidade. O exame direto de esfregaco sanguineo comparado com
0 ensaio de nPCR, confirmou que a sensibilidade do primeiro teste ndo é suficiente
para detectar B. bovis e B. bigemina em animais portadores. Estes resultados, foram
semelhantes aos encontrados por TERKAWI et al. (2011) que em um total de 305
amostras de sangue de bufalos portadores, ndo encontraram nenhum animal positivo
para Babesia spp. Por meio do método de esfregaco sanguineo, contudo, pela técnina
da nPCR encontraram 11.2% de animais infectados por B. bovis e 3.6% por B.
bigemina.

Os dois “primers” utilizados nos ensaios de PCR para babesias amplificam uma
regido do gene 18s, sendo uma regido altamente conservada no hemoparasita, fato
gue colaborou na prevencéo do surgimento de falso- negativos. Na primeira reacao (KB
16 e KB 17) o “primer’” € comum as duas babesias (B. bovis e B. bigemina), e na
segunda reacado de nPCR (KB 18 e KB19) o par de “primers” sdo especificos para B.
bigemina (GUERRERO et.al., 2007). Os ensaios de nPCR para B. bovis foram feitos

usando “primers” (BoFN/BoRN) descritos por Figueroa et al (1993). O gene alvo é o
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gue codifica a proteina de roptria 1 (rap -1) e tem sido usado para a deteccdo de
Babesia bovis no Egito, Sul da Africa, Brasil, Portugal, Siri Lanka e nas Filipinas
(ELSIFY et al., 2015). Nossos dados, corroboram os achados de SALAS et al. (2016),
gue também usaram nPCR para deteccdo de babesias em bubalinos, encontrando
frequencias de infecgdo menores (16.2% para B. bovis e 24% para B. bigemina).

O ensaio de nPCR mostrou que a sensibilidade deste método para a deteccao
de DNA de B. bovis e B. bigemina foi menor quando comparado ao método de gPCR
nos mesmos bubalinos testados (tabela 4), onde observamos 100% de positividade
aos parasitas.

Neste estudo foram identificados 20.37% amostras de DNA de bufalos positivos
para B. bovis, enquanto para B. bigemina foram encontrados 59.26% (tabela 4). Estes
resultados divergem dos encontrados por BAWN et al. (2016) em diferentes regides de
Myanmar, que detectaram através da técnica de nPCR apenas 17,1% do gene rap-1
para B. bovis em um total de 713 bovinos avaliados.

Nossos dados divergem dos descritos por Obregén et al. (2012) em Cuba, que
encontraram 42,1% de animais positivos para B. bovis pela nPCR, usando também
como alvo o gene de rap-1 usado nesse experimento.

Apesar da grande sensibilidade dos testes de nPCR, sabe-se que falsos
negativos podem acontecer, devido a presenca de substancias inibidoras da polimerase
gue podem ser co-purificadas com o DNA, porque a sequéncia identificada pelos
primers esta presente em quantidades muito pequenas (Barker et. al., 1994).

O método de gPCR permitiu detectar quantitativamente os niveis de infeccao
por Babesia spp presentes no DNA gendmico do hospedeiro e também apresenta
algumas vantagens como precisdo, baixo risco de contaminacdo e menor tempo de
incubacdo, quando comparado com outros métodos moleculares. Assim pudemos
verificar que os testes de gPCR empregados neste estudo demonstraram, alta
sensibilidade e especificidade em quantificar os fragmentos de DNA de B. bigemina e
B. bovis, como desscrito por Buling et al. (2007). Estes autores compararam a gPCR
desenvolvida por eles (também usada no experimento) com a PCR convencional
empregando o gene 18S do rRNA ribossomal de B. bovis e B. bigemina em amostras

de DNA extraidas de sangue de 80 cavalos. Eles detectaram um cavalo infectado por
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B. bovis e dois por B. bigemina usando a gPCR, porém nenhum foi animal foi detectado
pela PCR.

O estudo realizado por Giglioti et. al (2016) mostrou que a mesma qPCR pbode
distinguir entre as duas espécies de Babesias. Esses autores trabalharam com bovinos
da raca Angus criados em area endémica do estado de Séao Paulo e encontraram 100%
e 98% de animais infectados por B. bovis e B. bigemina, respectivamente.

Com relacdo ao NC encontradas para os bufalos das diferentes fazendas
estudadas no presente experimento, ndo temos dados para comparar. Trabalhando
com bovinos da raca Angus Giglioti et al. encontraram média do NC (e erro padréo)
signiticativamente diferentes (P<0,05) para B. bovis (1.49 + 0.07) e B. bigemina (0.82
+0.06). No presente estudo pudemos também verificar diferencas significativas
(P<0,05) no NC das duas espécies de babesias, locais e interacdo das duas variaveis.
As médias do NC de B. bovis (2.81 £ 0,07) e B. bigemina (2.61 = 0,07) encontradas nas
amostras de sangue dos bufalos foram maiores que aquelas observadas para o0s
bovinos. Os mecanismos que levam a baixos niveis de parasitemia por B. bovis e B.
bigemina em bufalos sdo desconhecidos, embora saiba-se que as babesias infectam
varios vertebrados sem que eles apresentem qualquer sintoma.

Com relacéo aos testes de diagnostico de A. marginale pode-se verificar altas
frequéncias de infeccdo usando a técnica de nPCR (tabela 4). Esses dados obtidos,
diferem dos encontrados por Silva et al. (2014) que empregando a mesma técnica
obteve somente 5,4% de animais positivos, em um total de 500 amostras colhidas
aleatoriamente de bufalos. Silva et al. (2016) também detectaram amostras positivas
para o gene mspl de A. marginale em bezerros (bovinos) criados na regido de Taiacu
(SP) e encontraram frequéncias de infeccdo de 12,85% e 80,4% usando as técnicas de
nPCR e gPCR, respectivamente. Esses dados, divergem dos resultados obtidos no
presente estudo, em que a técnica de nPCR apresentou maior sensibilidade na
deteccéo desta rickettsia em bubalinos quando comparada com qPCR (tabela 4).

Em uma pesquisa realizada por Corréa et al. (2011), usando a mesma técnica
de nPCR que a usada no presente experimento, foi possivel detectar 16 animais
positivos (5,4%) para A. marginale, em um total de 295 amostras de bufalos, criados no
estado do Rio de Janeiro. As altas frequéncias de infec¢do por A. marginale verificadas
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no presente experimento corroboram o estudo de Corona et al., (2012) em Cuba que
encontraram 90,4% de bufalos positivos a esta bactéria, ao analisarem 52 amostras de
DNA originarias de seis propriedades escolhidas ao acaso. Na verdade, altas
frequéncias de infeccdo por A. marginale, eram esperadas tendo em vista a maior
facilidade de dispersédo deste parasita e a sua ampla distribuicdo no globo terrestre,
podendo ser encontrado em toda a regido tropical, subtropical e temperada (KOCAN et
al.,, 2003). Baixas frequencias de infeccdo por A. marginale foram detectadas em
bafalos criados no estado do Para por Silva et al. (2014). Estes autores usaram nPCR
gue tinha o gene que codifica o MSP5 como alvo. Uma das provaveis causas para a
baixa frequéncia de infeccdo encontrada por esses autores foi a baixa infestacdo por
carrapatos nos animais, propiciada talvez pela auséncia de bovinos na regido.

A gPCR para a quantificagdo do DNA de A. marginale no sangue dos bufalos
detectou apenas 23,2% de animais infectados. Nossos dados, divergem dos resultados
obtidos no estudo de Carelli et al. (2007), que utilizando o mesmo gene (msplb) e a
reacdo de qPCR, quantificou e detectou DNA de A. marginale em amostras de sangue
de bovinos. Através desta técnica, foram identificados 39 animais positivos para esta
rickettsia, em um total de 51 testados. A reacdo de nPCR também foi feita e comparada
com a qPCR, que apresentaram uma concordancia de 100% nos resultados obtidos. A
grande diferenca encontrada na deteccdo do DNA de A. marginale por gPCR e nPCR
nos animais do presente experimento pode estar relacionada aos genes alvo usados
em cada protocolo, que foram diferentes. Os fatores que poderiam influenciar nos
resultados diferentes sdo a concentracdo e a qualidade do DNA extraido das amostras
de sangue. Porém, foram usadas as mesmas amostras extraidas com kit que
proporciona Gtima qualidade e pureza do DNA, em todas as andlises. Outro fator que
deve ser considerado € que a quantidade de DNA dos parasitas, apresentavam-se em
guantidades limitadas, tendo em vista que todas as reacbes precisaram da segunda
PCR para evidenciar as bandas de diagnéstico.

Embora as técnicas de biologia molecular e ferramentas afins sejam de alta
especificidade, quando utilizadas para os diagnosticos de diversas doencas, incluindo
as hemoparasitoses, o custo das mesmas compromete sua utilizacdo na rotina, quando

pensamos em grandes rebanhos. Assim, a utilizagdo de novas plataformas que
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proporcionam custos menores € de grande valia para o diagnéstico dessas doencgas. E
nesse estudo utilizamos um biossensor eletroquimico (EIS) que permite diagndstico
rapido, com alta especificidade, baixo custo e facilidade de instrumentacdo aliada a
tecnologias de miniaturizacdo e microfabricacdo. Para essa plataforma foi realizado
ensaios pertinentes a deteccao de B. bovis devido a sua patogenicidade.

Dessa forma, a adicdo de materiais no filme de Au, seja na etapa de
funcionalizacdo, seja na etapa de deteccdo do analito pode ser facilmente detectada
através da técnica EIS, pois altera a resposta na impedancia eletroquimica
principalmente devido as mudancas na capacitancia da dupla camada e na resisténcia
de transferéncia de cargas (BURCU e SEZGINTURK, 2015). No nosso estudo,
conforme ocorre a ligacdo antigeno-anticorpo, por exemplo, a resisténcia de
transferéncia de carga tende a se tornar maior a medida que se aumenta as
concentracbes do analito (anticorpo anti-Babesia bovis). A presenca da reta a
aproximadamente 45° ap06s o semi-circulo € referente a difusdo das espécies no
sistema (XU e DAVIS, 2014). Os diagramas de Nyquist obtidos utlizando a
configuragdo eletroquimica um eletrodo de Au como eletrodo de trabalho, o outro
eletrodo de Au como contra eletrodo e um eletrodo de platina como pseudo referéncia
sem modificacdo (primeiro EIS), indicam que o eletrodo de Au apresentada uma
resisténcia muito baixa (figura 16). O diagrama de Nyquist em vermelho foram obtidos
apos a imobilizacdo dos antigenos no eletrodo de trabalho e etapa de bloqueio
conforme o protocolo de imobilizacdo descrito na parte experimental (figura 16). E
interessante notar que o aumento/diminuicdo é expressivo.

A diferenca nos diagramas esta relacionada com o processo de imobilizagéo,
uma vez que aos antigenos blogueiam a transferéncia eletronica entre eletrolito e
superficie do eletrodo de Au, neste caso ja modificado. Na (figura 17), que compara os
diagramas de Nyquist obtidos para o soro negativo e um dos Soros positivos em
diferentes eletrodos. Vale destacar, a reprodutibilidade da medida no caso da
imobilizacdo dos antigenos, uma vez que os diagramas sdo praticamente 0S mesmos.
Estimamos uma média da medida de Rct para quatro eletrodos diferentes apds a etapa
de imobilizagdo do antigeno. O valor obtido desta média foi Rct = 752,25 Q com erro

percentual de 10 %. O erro parece alto, contudo é condizente com a literatura
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(RIBOVSKI, 2015) e ainda € irrelevante quando exposi¢cdo ao soro, onde Rct aumenta
para ambos 0s casos, tanto nos soros positivos e no soro negativo. Contudo, o
aumento € muito mais expressivo para o soro positivo (figura 17). Ainda, observa-se
uma diferenca significativa na variacdo de Rct (DRct) dos soros positivos. Na (figura
18), observa-se claramente que para a amostra 1 positiva possui um alto valor de Rct
aumentado para ambos. Este fato pode estar relacionado a uma expressdao de
anticorpos anti-BB muito maior neste animal comparativamente aos demais. Contudo,
fica evidente na (figura 18) que as alteracGes na impedancia do sistema evidenciaram
claramente que o biossensor proposto é capaz de diferenciar/detectar quais animais
estavam infectados, podendo ser explorado para a deteccdo rapida da B. bovis e
estendido também para a deteccao de B. bigemina e A. marginale no futuro.

Devido ao longo tempo dispensado nas outra etapas do trabalho, a parte
referente ao biossensor, ainda necessita de mais estudos. Por exemplo, um estudo
sistematico de otimizacdo do protocolo de imobilizacdo e da etapa de deteccao (tempo
de exposicéo, temperatura, pH) , testes de reprodutibilidade, mais testes negativos e de
interferentes, estatistica, etc. Para num futuro proximo, que esse dispositivo esteja
disponivel para o diagnostico rapido e com baixo custo.
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7. CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

Os resultados obtidos neste estudo, permitiram detectar altas frequéncias de
infeccdo por B. bovis e B. bigemina em bufalos bezerros e vacas, criados em

area endémica do estado de Sao Paulo.

As técnicas de amplificagdo de DNA por nPCR e gPCR demonstraram alta
especificidade e sensibilidade para a deteccdo de A. marginale e Babesia

spp em amostras de sangue de bufalos;

O método de gPCR padronizado no experimento, permitiu quantificar o nivel
de infeccdo pelos trés hemoparasitas nas amostras de sangue dos bufalos

estudados;

O biossensor utilizado no experimento através da técnica de EIS, foi capaz
de diferenciar/detectar quais animais (bovinos) estavam infectados, podendo
ser explorado para a detecc¢éo rapida da B. bovis e estendido também para a
deteccédo de B. bigemina e Anaplasma marginale em grandes rebanhos.
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