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Apresentacao

O Rio Grande do Sul é um Estado com grande vocacdo pecudria, tendo
um rebanho bovino de mais de 12 milhdes de cabeca.

Este rebanho é composto por 10 milhdes de gado de corte e, 2 milhdes
de gado leiteiro segundo estimativas de técnicos de campo. O diferencial
deste rebanho em relag8o aos outros Estados do pais é a alta qualidade
das racas européias de corte como Hereford e Aberdin Angus, e
cruzamentos entre si, com Zebuinos e sintéticos como Braford e
Brangus, que sao constituidos de 2/3 europeu e 1/3 Zebuino.

De forma geral estas populacdes sdo sensiveis ao complexo Tristeza
Parasitéria transmitida pelo carrapato, que ocasiona grandes perdas
economicas.

Diagndsticos veterinérios devem estar sempre em evolucio e dentre as
técnicas moleculares se destaca a PCR por sua especialidade e
sensibilidade.,

Roberto Silveira Collares
Chefe Geral do CPPSUL
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Introducéao

A Babesia bigemina é um protozodrio que parasita as hemacias dos
bovinos & que é transmitido pelo carrapato Rhipicephalus Boophilus
microplus. Este hemoparasito, junto com a Babesia bovis e o Anaplasma
marginale, faz parte do complexo Tristeza Parasitdria Bovina, que
provoca perdas produtivas e alta mortalidade em rebanhos sensiveis
{(McCOSKER, 1981; WRIGHT, 1991).

O desenvolvimento de técnicas moleculares para o eficiente diagndstico
de animais infectados por B. bigemina tem sido um dos focos de
pesquisa dos Laboratorios de Hemoparasitologia e de Genética Animal da
Embrapa Pecudria Sul e tem por objetivo futuros estudos epidemiolo-
gicos da babesiose na Regido Sul do Brasil.

A deteccdo da B. bigemina é facilmente obtida em animais com doenca
clinica através da técnica de esfregaco sanglineo, onde sio observadas
hemacias parasitadas em microscdpio dptico. No entanto, esta técnica
nao & sensivel o suficiente para detectar o parasito em animais
recentemente infectados ou em animais com infeccao cronica
iportadores sadios).
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Mos animais recentemente infectados, a parasitemia € extremamente
baixa até o 5° dia pds-inoculacdo, portanto com poucas chances de
detecco através do esfregaco sanglineo. Este método tampouco &
eficiente na detecgéo de portadores sadios.

Os estudos epidemiolégicos sdo baseados na constatacio da presenca
iou ndo) do agente em animais que podem ser portadores sadios (ou
nao). E é realizada através de métodos que identifiguem o patégeno
nestes animais, como por exemplo, o teste de subinoculacdo, Este teste
consiste na inoculacdo de sangue de animais de campo (doador) em
animais sensiveis e esplenectomizados (receptor): quando o receptor
apresenta o quadro clinico da doenca, indica que o doador € portador
sadio. Este teste, além de ser extremamente laborioso e caro, exige a
realizacao de esplenectomia nos animais, o que o limita para estudos
amplos de epidemiclogia.

Alem deste teste, a constatacdo da presenca do agente em animais
portadores é realizada rotineiramente através de exames que detectem a
presenca de anticorpos especificos no soro, tais como a IFl (imunofluo-
rescéncia indireta) e ELISA (‘enzyme-linked immunosorbent assay'). Estes
testes, porém, ndo detectam diretamente a presenca do parasito, mas
sim, se 0s animais desenvolveram resposta imune, o que, indiretamente,
indica gque os animais sdo portadores do agente ou ja tiveram contato
com este. Estes testes detectam a presenca de anticorpos especificos
para Babesia em bovinos a partir de 14 dias de infeccdo, mesmo em
animais com baixa parasitemia.

O teste de IFl é o teste de imunodiagndstico utilizado hd mais tempo,
tendo servido de base a grande maioria dos estudos epidemioldgicos
realizados até o momento, mas possui as desvantagens de n&o ser
absolutamente sensivel e especifico e ser extremamente laborioso. Por
outro lado, o teste de ELISA é um teste automatizado, porém possui a
desvantagem de dificil obtencéo de antigenos padronizados.

Considerando o exposto, o Unico teste capaz de detectar a presenca do
parasito vivo nos animais portadores sadios é o teste de subinoculacéo,
Mo entanto, considerando a impossibilidade do uso deste em larga escala,
como em estudos epidemioldgicos, tem-se a necessidade de desenvolver
técnicas laboratoriais que permitam esta identificacdo, como a PCR
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ireacao em cadeia de polimerase), uma técnica molecular que identifica a
presenga de determinados agentes através do seu DNA.

Diagnésticos veterinarios que utilizam técnicas moleculares tiveram um
rapido avanco nos dltimos 15 anos, embora a pesguisa é guem mais
tenha se beneficiado destas novas tecnologias (COMES et al., 1996).
Dentre as técnicas moleculares se destaca a PCR por sua sensibilidade e
especificidade. Amplificacdo de fragmentos de DNA do parasito podem
ser obtidos de pequenas quantidades de DNA possibilitando assim um
diagnéstico direto. Esta técnica também permite rapidez em estudos
epidemioldgicos (BOSE et al., 1995). D teste de PCR j& é utilizado como
método de rotina na identificacdo de outros agentes como os causadores
da tuberculose, leptospirose e leucose (AZAMBUJA et al., 1994) e do
mal de Chagas (CARRIAZO et al., 1998).

Dando continuidade a um trabalho de identificacdo de animais porta-
dores sadios atraves da técnica de PCR, ja realizado com B. bovis
(BENAVIDES et al., 2001), foi desenvolvido um experimento na Embrapa
Pecudria Sul com o objetivo de testar a possibilidade desta identificacio
em infecgbes por B. bigemina.

Desenvolvimento da técnica

O experimento foi realizado utilizando 22 bovinos divididos nos seguintes
grupos:

1. Portadores sadios de B. bigemina. Oito bovinos de campo, animais
vacinados com cepa atenuada de B, bigemina nove meses antes do inicio
deste experimento. Estes animais eram de aproximadamente um ano de
idade, sem sintomatologia clinica de tristeza parasitaria bovina.

2. Receptores de subinoculacdo do grupo 1. Oito terneiros sensiveis
esplenectomizados.

3. Controle positivo de B. bigemina (portador clinice). Dois terneiros
sensiveis, esplenectomizados, inoculados com 1 x 107 eritrécitos
parasitados por 8. bigemina.

4. Controle negativo. Dois bovinos sensiveis - ndo portadores de Babesia spp.
Resultado negativo em teste de subinoculacio em terneiro
esplenectomizados.

5. Receptores de subinoculacdo do grupe 4. Dois terneiros sensiveis
esplenectomizados.
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Mos diagramas 1 e 2 estao apresentadas as coletas realizadas. O
diagrama 3 mostra os controles positivos, bem como o teste de
subinoculacdo realizado para confirmar os controles negativos.

Diagrama 1. Metolodogia desenvolvida.

A confirmacao da condicdo de bovinos portadores sadios e negativos
{grupos 1 e 4] foi realizada através da subinoculacao de 500ml de
sangue de cada um destes animais em terneiros sensiveis
esplenectomizados (grupos 2 e 5). Os animais inoculados e
subinoculados (grupos 2, 3 e B) foram monitorados quanto aos
parametros de determinacio de temperatura retal, volume globular e
nivel de parasitemia, do inicio até 21 dias apds cada infecgao, para
verificar o desenvolvimento de sintomatologia clinica.

A coleta de sangue foi realizada por puncéo da jugular para a posterior
extracao de DNA e para obtencdo de soro. Para a realizacdo da técnica
de PCR foram utilizadas amostras de sangue dos animais do grupo 3
(durante a fase clinica de cada infeccdo) e dos grupos 1 e 4. Para a
realizacao da técnica de IFl foram utilizadas amostras de soro dos
animais dos grupos 1, 3 e 4 aos 15, 30 e 60 dias ap6s a fase clinica de
cada infeccao.

A parasitemia foi determinada através da analise de esfregacos de
sangue periférico corados com Giemsa-May Griinwald. A sorologia foi
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Diagrama 2. Coleta de amostras.

Diagrama 3. Controles positivo e negativo,

realizada pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IICA, 1987) nos
soros dos receptores nos periodos de subinoculacdo e pos-
subinoculacao.

Reacdo de PCR. Cada reacdo foi composta de 2,5U de Tag DNA
polimerase, 1,5mM MgCl2, 1X de tampdo de PCR, 200uM dNTPs, 20ng
de DNA gendmico, 0,32uM de cada um dos primers (forward e reverse)
e adgua estéril até completar 25ul de volume de reacdo final. Os primers
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usados para detectar 8. higemina foram: 5' cat cta att tct ctc cat acc
cct cc 3° (BilA), Figueroa et al. (1993) e b" aaa ttc ctec gge ttc aac tot
gag 3' (BilBS - seqliéncia desenhada). O fragmento de DNA amplificado
foi de 28Bbp.

Condicdes de PCR. Desnaturaco inicial de 95°C por 2min (hot-start),
55°C de anelamento por 1min e 73°C de extensao por 1,5min, seguidos
de 40 ciclos a 95°C por 1min, 55°C por 1min, 73°C por 1,5min e
extensdo final de 73°C por 15min,

Condicdes de eletroforese. Os 25ul de produto de PCR foram
submetidos a eletroforese em mini-géis de 10% de poliacrilamida, a 10W
por 30min e os géis foram analisados apds coloracdo com nitrato de
prata. O marcador molecular de 100bp DNA ladder foi usado para
conferir o tamanho dos fragmentos amplificados.

Amostras de sangue de animais esplenectomizados também foram
retiradas diariamente a partir do 4° dia pos-subinoculacio (dpsi) até
tratamento especifico com o objetivo de comparar os resultados de PCR
com os de deteccac por esfregago sangiliinec e assim quantificar o
numero de dias entre subinoculacio e aparecimento do parasito no
animal infectado.

© A comprovacdo que os animais subinoculados eram sensiveis foi obtida

através dos testes de |IFl e PCR na esplenectomia. A reacdo ao desafio
por B. bigemina, via subinoculacao, iniciou no 6° dpsi. Somente 50%
dos animais subinoculados mostraram parasitemias altas e receberam
tratamento especifico entre o 7° e 12° dpsi a fim de evitar perdas por
morte. A variagao de parasitemia nestes animais foi desde mera
presenca no esfregaco (parasitemia patente) até 7,8% de eritrdcitos
parasitados. Durante o desafio, o hematdcrito teve reducio de até
61,3% e a temperatura retal aumentou até 3,2°C. A soroconversio dos
receptores foi observada através das altas titulagdes nos niveis de IgG
anti-8. bigemina.

Embora somente 50% dos terneiros tenham mostrado parasitemia, os
resultados de PCR dos terneiros subinoculados ao longo do monitora-
mento do desafio mostraram gue 100% destes terneiros estavam
parasitados por B. bigemina.
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Das portadoras com PCR-positivo no dia da subinoculacao (5/8; 62,5%]),
todas confirmaram o estado de portador sadio através do resultado de
PCR-positive de seus receptores (Tabela 1). Qutro resultado interessante
foi a capacidade da PCR detectar a presenca dos parasitos em até 5 dias
antes do aparecimento de parasitemia.

Tabela 1. Performance dos animais doadores e seus receptores nos testes de

subinoculacdo para esfregaco sanglineo e PCR.

Bovinos dgaderes — - iFEeapteras- U e R
PCR no dla PCH nn dia Parasitemia pds  PCR pos Dcorréncla

subinoculacio subinoculacdo  subinoculacdo subinoculacdo
i . alta + 3/8
+ - - + 2/8

- - - + 3/8

S— o s e e ' = rrz=

Meste trabalho foi realizada a comparacio dos resultados pela técnica de
PCR com os da subinoculagdo em animais esplenectomizados, teste
considerado padrao para a deteccao de Babesia spp. em animais
portadores sadios. Considerando as desvantagens da prova de
subinoculagdo, como a necessidade de utilizar animais esplenectomi-
zados e custo, se fazia necessario a disponibilidade de outra técnica que
nao apresentasse estes fatores negativos. A idéia de usar o teste de PCR
para identificar a presenca de parasitos foi primeiramente sugerida por
Fahrimal et al. (1992), Figueroa et al. (1992} e Azambuja et al. (1994),
porém nunca havia sido testada em cepas de Babesia spp. da regido Sul
do Brasil.

Os resultados mostraram que a PCR foi incapaz de detectar o estado de
portador sadio em 3/8 (37,5%) dos animais. O uso de uma s6 amostra
de sangue pode ter sido a causa deste insucesso, uma VeZ que o
resultado da PCR depende exclusivamente da presenca de DNA na
amostra inicial &, como em portadores sadios a parasitemia é
extremamente baixa, € possivel que gquantidade de amostra coletada ndo
tenha sido suficiente para extrair o DNA do parasito. E necessario
esclarecer que, mesmo que o DNA extraido seja visualizado em gel de
agarose, é possivel que DNA gendmico de bovino também tenha sido
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extraido junto na amostra, uma vez que & impossivel excluir completa-
mente a presenca de leucdcitos bovinos. Uma forma de evitar este
problema, talvez seja a coleta de uma quantidade maior de volume de
sangue e a extracado de DNA de todo o pellet de hemacias.

Outro fato de interesse ¢ a ndo detecgao de parasitemia patente durante
o processo de subinoculacdo em 4/8 (50%) dos terneiros receptores.
Este fato pode ter sido devido a uma resposta subclinica que dificilimente
& detectada em esfregaco sangilineo, mas foi detectada pela PCR. Vale a
pena ressaltar gue se o teste de PCR nao tivesse sido realizado nos
receptores na fase de pds-subinoculacéo, as vacas doadoras de sangue
destes animais teriam sido consideradas como nao portadoras. Outra
possivel explicacdo pode ter sido a existéncia de variacao na resisténcia
genética dos hospedeiros com relagdo aos parasitos que pode ter
resultado em diferengas nas respostas individuais ao processo de
subinoculacao.

Embora o processo de subinoculagio com 500ml de sangue seja
considerado como teste padrdo para a deteccao de portadores sadios
(CALLOW, 1967}, Léhr (1972) discute que este procedimento ainda
possa ter resultados varidveis.

Este resultado sugere que a PCR & mais sensivel que a subinoculacao e
pode ser utilizado como teste de rotina na identificacdo de animais
portadores sadios, ainda que haja necessidade de maior padronizacao
desta técnica,

Conclusdo

A identificacio de animais portadores sadios para Babesia bigemina
através da técnica de PCR foi possivel em 62,5% das doadoras
estudadas. Ajustes na metodologia deverdo ser realizados para atingir
uma maior taxa de sucesso na deteccdo deste parasito.
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