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Teste comparativo entre amostras de DNA extraídas de diferentes matrizes de 
sangue para a quantificação Babesia bovis 

Marina Bacelar¹, Pamella Cristini Silva¹, Rodrigo Giglioti², Henrique Nunes de Oliveira², 
4Cintia Hiromi Okino³, Márcia Cristina de Sena Oliveira

¹Bolsista PIBIC/CNPq, graduação em Medicina Veterinária, Centro Universitário Central Paulista – 
UNICEP, São Carlos, SP, marina.bacelar@hotmail.com
²Departamento de Zootecnia - Universidade Estadual Júlio de Mesquita Filho, UNESP/FCAV, 
Jaboticabal, SP, Brasil.
³Analista da Embrapa Pecuária Sudeste, São Carlos, SP.
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A detecção e quantificação dos níveis de Babesia spp. em amostras de sangue de bovinos 
por meio de estudos moleculares tem sido amplamente utilizadas. Entretanto, amostras de 
sangue podem ser consideradas um tipo de matriz problemática para métodos de 
diagnósticos moleculares, devido a presença de alguns inibidores de PCR. Diante disso, o 
presente estudo objetivou comparar diferentes tipos de matrizes provenientes de sangue 
para extração de DNA e subsequente quantificação do número de cópias (NC) de Babesia 
bovis por meio da qPCR. Para isso, foram usados 32 bezerros com idades homogêneas, 
que foram submetidos a colheitas de sangue e preparadas seis tipos de matrizes 
provenientes das amostras, todas com volume final de 30mL: (1) sangue total colhido da 
ponta da cauda (1) e da jugular (2), cartão FTA impregnado com sangue total da ponta da 
cauda (3) e jugular (4), eritrócitos isolados por centrifugação (5) e soro obtido do sangue da 
jugular (6). Todas as amostras de matrizes foram submetidas à extração de DNA total 
usando o kit Easy - DNA™ kit (Invitrogen™) e em seguida à quantificação do NC de B. bovis. 
As sequencias iniciadoras usadas para as quantificações do NC de B. bovis eram 
provenientes de regiões que flanqueiam o gene mitocondrial do citocromo b. Os dados de 
NC foram transformados em log10 (n+1) e foram analisados por meio dos modelos mistos, 
enquanto que os dados qualitativos (positivos e negativos) foram comparados pelo teste de 
qui-quadrado. O NC entre as diferentes matrizes também foram correlacionados por meio 
do coeficiente de correlação de Pearson. Todas as análises foram realizadas usando o 

ypacote estatístico SAS . O NC de B. bovis estimados para as matrizes 1, 3 e 5 não 
diferiram entre si (p > 0,05), no entanto, os mesmos apresentaram maiores níveis de NC 
(p < 0,05) em relação aos demais. A média estimada de NC para as amostras de soro (6) 
ficaram próximas de zero. Em relação às frequências de positivos, as matrizes 1, 2, 3, 4 e 
5 não diferiram entre si (p > 0,05), sendo que, apenas as amostras de DNA de soro 
apresentaram frequência de positivos muito menor em relação às demais. Altas correlações 

positivas do NC entre as diferentes matrizes foram observadas (r ≥ 0.74, p < 0,5), com 

exceção da correlação da matriz de soro com as demais que ficaram próximas de zero. 
Baseando-se nos resultados do presente estudo, concluímos que amostras de DNA 
provenientes de sangue da ponta da cauda dos bovinos (tanto sangue direto como 
impregnado em papel) apresentam maior quantidade do nível de B. bovis, que 
consequentemente, poderia aumentar a sensibilidade da técnica da qPCR. Embora a matriz 
contendo eritrócitos isolados não tenha diferido das duas matrizes citadas, ela não 
apresentou pureza do DNA adequada.

Apoio financeiro: Embrapa seg. 02.17.00.005.00.00, FAPESP n. 2017/11297-5, CNPq 
PIBIC n. 152954/2017-1
Área: Produção animal.
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