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Resumo: O objetivo deste trabalho foi padronizar um protocolo de quantificacdo que possibilitasse
estimar o nivel de infec¢do por de Babesia bigemina em bovinos de corte de trés grupos genéticos e
faixas etérias diferentes. Foram colhidas amostras de sangue de 149 animais, criados em regibes
endémicas para as babesioses. Apos a extracdo do DNA, foi realizada a técnica de gPCR em todos os
individuos. A curva padréo foi elaborada a partir da purificacdo e quantificagdo dos produtos de PCR. A
analise estatistica foi realizada com os dados transformados por logaritmos, empregando-se 0 programa
computacional Statistical Analysis System v.9.1 (SAS). A metodologia empregada ndo permitiu estimar
o nivel de infeccdo na raga Nelore, entretanto, para animais Angus e cruzados, foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) em nivel de infeccdo entre grupos genéticos e categorias etarias
estudadas.
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Estimated Level of Babesia bigemina Infection Using gPCR in Beef Cattle of Different Genetic
Groups

Abstract: The objective of this study was to standardize a protocol for quantification of Babesia
bigemina that would enable to estimative the level of infection in cattle from three genetic groups and
different age groups. Were collected blood samples from 149 animals in regions endemic for babesiosis.
After DNA extraction was performed qPCR technique in all subjects. The standard curve was drawn
from the purification and quantification of PCR products. Statistical analysis was performed
with data transformed by logarithms, using the computer program Statistical Analysis System v.9.1
(SAS). The methodology employed did not estimate the level of infection in the Nelore breed, however,
for animals Angus and crossbred, significant differences were observed (P<0,05) in level of infection
among genetic groups and age categories studied.
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Introducéo

A bovinocultura de corte é uma atividade econdmica de grande importancia para o agronegécio
brasileiro. No entanto, as enfermidades parasitarias sdo consideradas fatores que limitam o seu
desenvolvimento nas regifes dos tropicos. No Brasil, a Babesia bovis e a Babesia bigemina, sdo os
agentes etioldgicos das babesioses bovinas e causam enormes prejuizos aos produtores devido as
restricdes quanto a introducdo de animais Bos Taurus, considerados mais sensiveis tanto ao vetor, o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, quanto aos hemoparasitas. Estas restri¢des constituem-se num
obstéaculo a intensificacdo e aumento da produtividade da pecudria nacional.

A maior resisténcia dos Bos indicus e animais oriundos de cruzamentos com Bos taurus a essas
doengas tem sido verificada, constituindo-se numa é&rea de pesquisa de grande interesse em
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melhoramento genético e parasitologia veterinaria (Jonsson et al., 2008). A identificacdo de animais e
racas mais resistentes pode ajudar no desenvolvimento de estratégias de melhoramento que visem o
aumento da resisténcia genética dos rebanhos, possibilitando a maximizagdo da producgéo na pecuaria.
Assim, 0 objetivo deste trabalho foi padronizar um protocolo de quantificacdo que possibilitasse a
estimativa do nivel de infeccdo por Babesia bigemina em bovinos de corte de grupos genéticos e faixas
etarias diferentes.

Material e Métodos

Foram utilizados 149 animais, sendo 74 bezerros e 75 vacas de trés grupos genéticos diferentes
(puros Bos indicus, Y2Bos indicus + 2Bos taurus e puros Bos taurus), criados em regides endémicas para
as babesioses. Foram colhidas amostras de sangue da veia jugular, sendo o DNA extraido com o Kit
DNA Easy (Invitrogen) de acordo com as informagdes do fabricante, porém com algumas modificagdes.
Posteriormente, as amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo pela técnica de qPCR, utilizando
sequéncias iniciadoras especificas para B. bigemina. O protocolo empregado para estimar a quantidade
de copias do DNA do parasita nas amostras foi uma adaptagdo daquela descrita por Buling et al. (2007).
A gPCR foi realizada com Power Sybr Master Mix (Applied Biosystems), com volume final de 15 uL ¢
DNA na concentragdo de 10 ng. As condi¢des de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de
95°C por 2 minutos, 54°C por 0,30 segundos, 60°C por 30 segundos, seguidas da curva de dissociagdo de
60°C a 95°C por 15 segundos. Para a quantificag@o absoluta, uma curva padrdo foi construida a partir dos
produtos de PCR do amplicon de interesse (88 pares de base). As amostras foram quantificadas
empregando-se o aparelho Nano Drop ND-1000 spectrophotometer. Logo apos, foram feitas dilui¢cdes
seriadas na propor¢do de 1:10. Em cada diluicdo, o nimero de copias foi mensurado utilizando-se a
seguinte féormula: 6x10* x concentragdo em g/uL/ MW (g/mol), de acordo com Ke et al. (2006). Em
seguida, uma andlise de regressdo linear foi realizada, obtendo-se o coeficiente de angulagdo da reta e o
intercepto. Para a estimag@o da quantidade de copias/amostra de sangue, a seguinte formula foi utilizada:
quantidade (copias/ul) = 10 (Cg-b)/m, onde b ¢ o intercepto e m é o coeficiente de angulacdo da reta. A
analise estatistica foi realizada com os dados transformados em log, utilizando-se o programa
computacional Statistical Analysis System v.9.1 (SAS), por meio da utilizagdo do PROC GLM e PROC
UNIVARIATE, considerando os efeitos de grupo genético, categoria animal e interagdo grupo genético
vs categoria animal.

Resultados e Discusséo
A Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR) possibilitou a
estimativa do nivel de infec¢do por B. bigemina, em bovinos da raca Angus e em animais cruzados,
entretanto, ndo foi possivel estimar o nivel de infeccdo no Nelore, devido provavelmente a pequena
quantidade de DNA alvo presente nas amostras. A curva de regressdo linear apresentou o coeficiente de
angulagdo de -3,15 e coeficiente de determinagdo de 0,98 indicando boa padronizacdo dos primers e
6tima qualidade das amostras de DNA, conforme a figura 1.
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Figura 1. Curva padrdo obtida a partir da regressao linear para B. bigemina.
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Os DNAs de bovinos Angus e cruzados foram avaliados por gPCR e a analise estatistica do nivel
de infeccdo estimado pelo numero de cdpia de DNA alvo presentes nas amostras, mostrou diferencas
significativas (P<0,05) para os trés fatores considerados: grupo genético, categoria e a interacdo entre
ambos. Os resultados observados por esta técnica molecular mostraram ainda que a taxa de infecgdo por
B. bigemina para os 99 animais considerados foi de 100%. A quantidade de DNA alvo destes
hemoparasitas em bezerros foi superior ao detectado em vacas (P<0,05). Os animais cruzados
apresentaram menor nivel de infecgdo quando comparado com Angus, que por sua vez, mostraram alta
suscetibilidade as infeccdes por babesias, conforme a Tabela 1. E interessante notar que as diferencas
entre 0s grupos genéticos nos bezerros foram maiores que nas vacas, evidenciando o efeito da interacéo.

Tabela 1. Médias dos quadrados minimos do logaritmo (base 10) do nimero de cépias de DNA alvo de
Babesia bigemina obtidos pela técnica de qPCR e respectivos erros padréo, de acordo com 0s
grupos genéticos e categorias.

Cruzado Bezerro Vaca Média
Angus 4,80¢" + 0,17 3,582% £ 0,15 4,182+ 0,11
Cruzado 3,62°4+0,15 3,322" + 0,15 3,47°+0,11
Média 420" +0,11 3,45% +0,11

Médias seguidas de letras mindsculas iguais nas linhas e letras maidsculas iguais nas colunas ndo diferem
significativamente (P<0,05).

Estes resultados mostraram que animais cruzados apresentaram um nivel de infeccdo menor
guando comparados aos puros Angus, que por sua vez mostraram maior suscetibilidade as infeccdes por
B. bigemina, especialmente nos animais jovens.

Com relacéo a idade, embora os bezerros sejam considerados a categoria menos suscetivel dentre
os animais do rebanho, indmeros casos clinicos foram registrados nesta faixa etaria. A ocorréncia da
forma clinica das babesioses nos animais jovens pode ser explicada pela queda na imunidade passiva,
gue ocorre a partir do 28° dia ap6s 0 nascimento (Madruga et al., 1984). Desta maneira, é imprescindivel
gue 0S Mesmos sejam expostos aos carrapatos desde o nascimento, estimulando o sistema imunoldgico
por meio das inoculag¢fes dos agentes infecciosos.

Conclusoes
Os resultados obtidos nos permitem concluir que existe diferenca no nivel de infec¢do dos
bovinos dos diferentes grupos genéticos e categorias observadas. Os niveis elevados de infeccdo em
animais da raca Angus demonstram a suscetibilidade deste grupo genético aos agentes das doencas,
sendo que Nelore e cruzados apresentam alta e moderada resisténcia, respectivamente. Existe a
perspectiva que futuramente haja a possibilidade de selecionarmos animais resistentes as babesioses
baseando-se no nivel de infec¢do dos bovinos.
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