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Apresentacao

A Tristeza Parasitaria Bovina (complexo babesiose-
anaplasmose), enfermidade transmitida pelo carrapato Boophilus
microplus, é responsavel por alta morbidade e mortalidade nos
rebanhos de corte e leite da Regiao Sul do Brasil.

Estudos epidemiolégicos identificam zonas de risco e sao
essenciais para a determinacao de estratégias de controle efetivas
na profilaxia da doenca. Um dos entraves para isto € a identificacao
dos animais portadores sadios, ou seja, individuos que possuem o
hemoparasito mas ndo apresentam sintomatologia da doenca. A
presenca destes individuos mantem o reservatério de parasitos no
rebanho e faz com que os carrapatos se infectem, transmitindo
estes hemoparasitos para bovinos sensiveis, perpetuando a
presenca do patégeno no ambiente.

As técnicas de identificacdo de animais portadores sadios
atualmente em uso nao sao as mais adequadas e por isso estao
sendo desenvolvidos métodos moleculares para esta determinacéo.
O diagndéstico molecular das enfermidades dos animais domésticos
vem crescendo de forma exponencial e sua aplicacdo direta oferece
resultados rapidos e sensiveis. A rapidez e agilidade no diagndstico
da Tristeza Parasitaria Bovina possibilita um controle sanitério
efetivo e uma reducédo de perdas produtivas na pecuéria bovina.

Eduardo Salomoni
Chefe Geral da Embrapa Pecuéria Sul
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Introducao

A babesiose bovina, doenca que faz parte do complexo
Tristeza Parasitéria, é causada pelos protozoarios Babesia bovis e B.
bigemina. Esta doenca provoca grandes perdas produtivas
(McCosker, 1981) e, em rebanhos sensiveis, sdo comuns taxas de
mortalidade de mais de 50% (Wright, 1991). A ocorréncia de
babesiose esta relacionada a distribuicao de seu vetor, no nosso
meio, o carrapato Boophilus microplus.

Nas regides tropicais e subtropicais, areas permanentemente
infestadas pelo carrapato, ha um estado de equilibrio entre os
bovinos e os parasitos, criando a situacao de estabilidade enzodtica
- a doenca clinica ocorreria principalmente em animais vindos de
areas onde nao existe o carrapato (Madruga et a/., 1987). Nos
lugares adjacentes a esta zona enzodtica (areas marginais), as
condicoes climaticas nao sdo continuamente favoraveis ao
carrapato, cuja infestacao varia muito conforme a estacao, mas
tanto a Babesia quanto o Boophilus sdo mantidos no ambiente e,
neste caso, suas presencas sao caracterizadas pela ocorréncia de
surtos irregulares da doenca clinica, numa situacao de desequilibrio
ou de instabilidade enzodtica (Solari & Quintana, 1994). Muitas
regioes do Brasil apresentam caracteristicas de instabilidade
enzootica, dentre elas o Rio Grande do Sul (Brasil et al., 1982).
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Nas regides de instabilidade enzoética, para se evitar perdas
por TPB é muito importante, entre outras informacées, que se
conheca o estado imunolégico do rebanho para poder decidir pela
utilizacdo, ou ndo, de métodos de controle e imunizacéo (Young,
1988). O estado imunoldégico do rebanho é determinado pela
presenca, de maneira constante e estavel ou nao, do parasito nos
bovinos. Estes bovinos que abrigam os parasitos em seu organismo
e ndo apresentam a doenca clinica sdo chamados de "animais
portadores sadios", que possuem infeccdo subclinica e sdo os
responsaveis, juntamente com o carrapato, pela manutencdo e
propagacao dos agentes causadores da doenca no meio ambiente.
Portanto, para se conhecer o estado imunolégico do rebanho, é
necessario que se identifique a presenca e se determine a
guantidade de animais portadores sadios.

Como nos portadores sadios a presenca do parasito
dificilmente é detectada através de técnica convencional (esfregaco
sanguineo fino ou gota espessa), esta identificacdao foi
desenvolvida, de maneira indireta, através de testes sorolégicos,
que determinam a presenca de anticorpos especificos no soro dos
animais. Indiretamente se conclui que os animais que tem presenca
de anticorpos especificos sdao portadores do agente que induz a
formacao destes anticorpos.

Por muito tempo a determinac@o do estado imunoldgico de
rebanhos tem sido feita através do imunodiagndstico por
Imunofluorescéncia Indireta (IFl), um teste que indica a presenca de
anticorpos especificos no soro dos animais e, indiretamente, a
presenca do parasito. Entretanto, esta técnica apresenta
inconvenientes como: (a) resultados positivos em auséncia de
infeccdo, como no caso de anticorpos colostrais ou animais que
tenham sido esterelizados por quimioterapia, (b) técnica extenuante
para o operador, o que limita o nimero de amostras a serem
processadas, (c) técnica de dificil padronizacao pois seus resultados
sdo influenciados por julgamento subjetivo do operador e (d) nem
sempre é muito especifica (Wright, 1991 e Bose et a/., 1995).
Conseqlientemente € necessario que se estabeleca uma técnica
especifica e simples para a determinacdo da presenca do agente no
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meio ambiente, através da deteccao de portadores sadios, e a
classificacdo dos rebanhos como estéveis ou instaveis.

Esta presenca pode ser determinada através do cultivo in vitro
do sangue de animais suspeitos, de subinoculacdao de sangue
destes animais em animais susceptiveis ou por provas de ELISA de
captura (Morzaria et al., 1992), porém estes métodos sao
demorados e/ou caros ou simplesmente impraticaveis em trabalhos
epidemiolégicos (Bose et a/l., 1995).

O uso de técnicas moleculares como ferramenta para o
diagnéstico de parasitos na area de Veterinaria tem tido um rapido
desenvolvimento nesta Ultima década, entretanto permanece mais
como uma técnica de pesquisa do que de rotina para fins de
diagnéstico (Comes et al., 1996). Thompson (1999) cita que
recentes metodologias de diagndéstico tém sido desenvolvidas para
Trypanosoma spp e Toxoplasma spp, entre outros, entretanto
enfatiza a necessidade de se desenvolver métodos de deteccao
sensiveis e rapidos para a utilizacdo em levantamentos
epidemiolégicos de Babesia spp.

Dentre estas técnicas, a de reacdo em cadeia de polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) se destaca por permitir a
amplificacdo de genes ou de fragmentos destes a partir de
pequenas quantidades de DNA possibilitando assim o diagnéstico
direto do parasito no sangue de animais portadores sadios. A
técnica amplifica o gene de interesse em 1x10'* vezes o que é
possivel ser visualizado em gel de agarose e permitir um diagnéstico
da presenca/auséncia do parasito no hospedeiro.

Os diagramas abaixo mostram os passos da técnica e como
esta amplifica a seqliéncia nucleotidica de interesse. A
especificidade da técnica é dada através da utilizacdo de primers -
oligonucleotideos ou sequéncias curtas de DNA sintetizadas em
laboratério - que se hibridizam em locais Unicos da cadeia de DNA
do parasito e permitem que uma DNA polimerase copie o DNA desta
regido duplicando-o a cada ciclo e gerando quantidade suficiente de
DNA do gene de interesse para ser visualizado em gel de agarose.

N
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Amostra de sangue

Amplificagdao do DNA de
Babesia sd[Jp das hemadcias
parasitadas através da
técnica de PCR

Gene de interesse:
seqiiéncia de Babesia
spp com
500bp de tamanho

mpm 1 2 3 4
O f] T ] T o i |
7500 |

00> | .-

250bp =

Eletroforese e visualizagfo
do resultado em gel de
agarose

Amostra Resultado

1 Positivo
2 Positivo
3 Negativo
4

Negativo

mpm = marcador de
peso molecular
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Reaciio em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)

a. DNA fita dupla d. Extensdo: sintese do DNA do gene de interesse pela
Tag DNA polimerase {*} a partir dos primers
Gene de interesse especificos

Gene de interesse

B adenina B timina
[ citosina M cuanina

Primer 1

b. Desnaturagdo da fita dupla de DNA a 95°C Primer 2

Gene de interesse

Gene de interesse Gene de interesse

; e. Finaldo 1" ciclo - De uma fita dupla sio geradas 2
¢. Anelamento dos primers | e 2 especificos para a fitas duplas contendo o gene de interesse

seqiiéncia de DNA do gene de interesse

Primer 1

Gene de interesse

Nova fita gerada com o gene de interesse

Nova fita gerada com o gene de interesse

Primer 2 : |

Gene de interesse
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f. Inicio 2° ciclo - Desnaturagio f.  Inicio 2°. ciclo - Desnaturagio

g. Anelamento dos primers | e 2 especificos para a g. Anelamento dos primers | e 2 especificos paraa
seqiiéncia de DNA do gene de interesse seqiiéncia de DNA do gene de interesse

Primer 1 Primer 1
Primer 2 Primer 2

Primer 1 Primer 1
Primer 2 Primer 2

Mi@
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Final do 2° ciclo - De duas fitas duplas sdo geradas 4
fitas duplas contendo o gene de interesse

Primer 1

|

Nova fita gerada com o gene de interesse

Nova fita gerada com o gene de interesse

Primer 2

Primer 1

Nova fita gerada com o gene de interesse

Nova fita gerada com o gene de interesse

Primer 2

IIII B

Ao final de 40 ciclos serdo geradas 1x10"* cdpias da
seqiiéncia de DNA que contém o gene de interesse

... apos 30-40 ciclos inumeras
copias de DNA sao geradas

Identificacdo de Bovinos Portadores Sadios de Babesia spp Através da Técnica de PCR |

1.5
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Embora a presenca/auséncia de Babesia spp. através da
técnica de PCR ja tenha sido demonstrada em sangue bovino
(Figueroa et al., 1993, Calder et al., 1996 e Salem et a/., 1999)
cabe padronizar e implantar a técnica como meio de diagnéstico de
Babesia spp. existentes na Regidao Sul do Estado. A técnica de
PCR, por sua sensibilidade e especificidade, tem um grande
potencial de utilizacdao no diagnéstico das condicoes
epidemiolégicas de rebanhos e pode ser empregada na otimizacao
de programas estratégicos de controle.

Neste sentido, em 1999 foi iniciado, na Embrapa Pecuaria Sul,
um trabalho de pesquisa cujo objetivo é testar, e se necessario,
desenvolver, um procedimento por meio de PCR para diagnosticar
eficientemente animais portadores sadios de Babesia spp. Tal
diagndstico auxiliara futuros estudos epidemioldgicos da doenca na
Regiao Sul do Brasil.

Material e Métodos
O experimento proposto seré realizado na Embrapa Pecuaria

Sul e no Laboratério de Genética da UFRGS. Serao utilizados 48
bovinos divididos nos seguintes grupos:

A. Portadores sadios de B. bovis. Bovinos da raca Hereford inoculados com
dose vacinal de B. bovis atenuada - (dose vacinal = 1x10’ eritrécitos
parasitados por B. bovis atenuada).

B. Receptores de subinoculacdo do grupo A. Dez terneiros sensiveis
esplenectomisados.

C. Portadores sadios de B. bigemina. Dez bovinos de campo, carrapateados,
de aproximadamente um ano de idade, sem sintomatologia clinica de
tristeza parasitaria bovina.

D. Receptores de subinoculacdo do grupo B. Dez terneiros sensiveis
esplenectomisados.

E. Controle positivo de B. bovis (portador clinico). Dois terneiros sensiveis,
esplenectomisados, inoculados com 1 x 107 eritrécitos parasitados por B.
bovis.
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F. Controle positive de B. bigemina (portador clinico). Dois terneiros sensiveis,
esplenectomisados, inoculados com 1 x 10 eritrécitos parasitados por B.
bigemina.

G. Controle negativo. Dois bovinos sensiveis - ndo portadores de Babesia spp.
Resultado negativo em teste de subinoculacdo em terneiro esplenectomisado.

H. Receptores de subinoculacdo do grupo G. Dois terneiros sensiveis
esplenectomisados.

A confirmacao da condicao de bovinos portadores sadios e
negativos (grupos A, C e G) sera efetuada através da subinoculacao
de 500 ml de sangue de cada um destes animais em terneiros
sensiveis esplenectomisados (grupos B, D e H). QOs animais
inoculados e subinoculados (grupos B, D, E, F e H) serdo
monitorados em relacdao a determinacao de temperatura retal,
volume globular e nivel de parasitemia, do inicio até 21 dias apds
cada infeccao, para verificar o desenvolvimento de sintomatologia
clinica.

A coleta de sangue serd efetuada por puncao da jugular
utilizando tubos com EDTA para a posterior extracao de DNA e sem
anticoagulante para obtencao de soro. Para a realizacado da técnica
de PCR serao utilizadas amostras de sangue dos animais dos grupos
E e F (durante a fase clinica de cada infeccéao) e dos grupos A, C e G.
Para a realizacdo da técnica de IFl serdo utilizadas amostras de soro
dos animais dos grupos A, Ce G e dos grupos Ee Faos 15, 30 e 60
dias apds a fase clinica de cada infeccao.

Resultados Parciais
Até o momento foram realizados os desafios para a Babesia

bovis e os resultados do acompanhamento dos animais receptores
sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2.

17
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Tabela 1. Relacao de animais doadores (identificacoes) com seus
respectivos receptores.

Doadora Receptor
(Grupo A) (Grupo B)
217 663
227 654
249 645
253 667
295 659
315 641
326 668

Tabela 2. Animais receptores (Grupo B) que comprovaram a
positividade dos portadores sadios.

Ident 663 Dias apds a subinoculagdo
ifs
P.N. 5 6 7 8 9 10 12 3 14 19
Te ¢ 39.0 39.7 41.0 41.1 39.4 39.4 40.9 38.7 38.6 38.7 39.1
VG 31 31 28 28 23 22 20 20 21 21 21
(%)
tPars 0 0 Bbo Bbo Bbo * Bbo 0 0 0 *
t Tmt 0.04
Ident 654 Dias ap6s a subinoculagéo
if.
P.N. 5 6 7 8 ] 10 12 13 14 19

T¢ ¢ 39.4 39.2 39.5 40.2 39.0 39.0 38.7 3%9.1 38.8 39.3 39.1
VG 27 25 26 24 21 21 21 22 22 22 21
(%)

$Pars 0 0 Bbo Bbo 0 * 0 0 0 0 L
t Tmt
Ident 645 Dias ap6és a subinoculagao
if.
P.N. 5 6 7 8 9 10 12 13 14 19

T ¢ 39.2 39.0 39.0 38.7 38.8 38.6 39.1 41.5 39.6 39.3 39.5

VG (%) 32 32 32 34 31 31 32 29 25 21 26
tParst 0 0 Bbo Bbo 0 Bbo Bbo Bbo Bbo++ 0 *
Tmt
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Ident 667 Dias ap6és a subinoculagao

PN 915 ; 7 7 ] 012 14 19
T® C 39.5 39.4 39.9 40.7 41.1 39.2 39.0 39.6 39.2 39.0 39.0
VG (%) 30 30 30 30 26 22 21 21 21 24
tParst 0 0 Bbo Bbo Bbo++ Bbo++ Bbo 0 0 *

+ Tmt

Ident 659 Dias ap6s a subinoculagao

PN. ~ 5 P ; 3 9 10 12 14 19

TRC OB 1N IS g1, 3 538.7 38.6 38.6 38.5

38.6 38.8 39.9

VG (%) 31 29 27 26 21 21 20 20 21 21
tParst 0 0 Bbo Bbo Bbo * 0 0 0 *
Tmt
Ident 641 Dias apdés a subinoculacgao
PN. 5 6 7 8 9 10 12 14 19

TeC 3953 3850 W4l.0 59.5 38.6 38.7 38.8B 38.9
VG (%) 30 28 25 26 23 22 22 21
tParst 0 Bbo 0 0 0 0 0

39.1 39.1 - 39.0

21 i1
0 *

P.N. - parametros normais

Bbo + + - babesias mortas, esturricadas

Bbo + + + - parasitemia alta, ainda ndo quantificada
* - parasitemia ainda ndo determinada

Tmt - Tratamento veterinario

As amplificacées com DNA de animais B. bovis positivo e
animais portadores sadios resultaram em wuma banda de

aproximadamente 380bp de tamanho (Figura 1).

Figura 1. Visualizacao de fragmento de aprox. 380bp resultante da
amplificacdo com os primers especificos para Babesia bovis.

Legenda:

1 DNA de portador sadio

2 DNA de portador sadio

3 DNA de portador sadio

4 B. bovis Controle negativo
5 B. bovis Controle positivo

6 PCR sem DNA (Ctrl neg.)

7 Marcador de peso molecular

600bp

-380bp

200bp

19
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Conclusao

A identificacdo dos animais portadores sadios para Babesia bovis
foi possivel através da técnica de PCR. Este método laboratorial
proporcionard um diagndstico rapido e sensivel para detectar a
presenca deste hemoparasito no sangue de animais
assintomaticos.
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