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RESUMO

O trabalho teve como objetivo padronizar a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
identificar Babesia bovis (B.bovis), (causadora da Tristeza Parasitaria Bovina) no rebanho de
bovinos da Fazenda Experimental das Falculdades Integradas de Ourinhos. Foram coletadas 22
amostras de sangue dos bovinos, sendo dezoito fémeas e quatro eram machos. A PCR comprovou
que nove animais (40%) foram positivos apresentando amplificacdo do material genético do
parasita, sendo um macho (25%) e oito fémeas (45%). A padronizacdo foi realizada de forma
adequada e os resultados obtidos de positividade foram encaminhados ao Veterinario Responséavel
para tratamento.
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ABSTRACT

The study aimed to standardize the technique of polymerase chain reaction (PCR) chain to identify
Babesia bovis (B.bovis) (Bovine parasitic cause of Sadness) herd of cattle from Experimental Farm
of the Integrated Falculdades of Ourinhos. Blood samples from 22 cattle were collected, and
eighteen females and four were males. The PCR showed that nine animals (40%) were positive
amplification of the genetic material present in the parasite being a male (25%) and eight females
(45%). The standardization was done properly and the results of positivity were referred to the
Veterinary Officer for treatment.
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INTRODUCAO
A babesiose bovina é causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia

bigemina, que sdo hemoparasitas intracelulares,responsaveis pela doenca do
complexo de Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), que é transmitida pelo vetor
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. (MAHONE; MIRRE, 1979).

Para a bovinocultura esta doenga causa grandes prejuizos econémicos: um

grande indice de mortalidade, diminuicdo na producéo de leite e carne, gastos com



medicamentos, atrasos no ritmo de crescimento dos bezerros e gastos com
vacinas e controles profilaticos. (MASSARD; FREIRE,1985).

A transmissdo da babesiose ocorre pelas fémeas do carrapato que estdo
fixadas na pele do bovino, ingurgitando sangue, ingerindo certos numeros de
parasitas. Esses parasitas ingeridos pelas fémeas s&o transmitidos para sua
descendéncia na fase de ovoposicédo nas pastagens, portanto a transmissao efetiva
da B. bovis, se dar& pela forma larval e a B. bigemina tem um ciclo mais longo por
ser transmitida a partir do estagio da ninfa até a parte adulta. (KESSLER et al.,
1992).

Segundo, Kessler et al. (1998) dependendo da taxa de inoculacdo e da
sensibilidade do hospedeiro, o periodo de incubacéo varia de 7 a 14 dias, podendo
aumentar ou diminuir. A partir do momento que o animal se torna infectado pela B.
bigemina ocorre uma multiplicacdo nos vasos periféricos, e quando infectados pela
B. bovis ocorre uma multiplicacdo nos vasos viscerais.

O animal portador da doenca apresenta hipertermia, anemia,
hemoglobindria, ictericia, hemaciacao e alta mortalidade. (LEMOS, 1998).

O diagnéstico € de suma importancia para diferenciar visto que os sinais
clinicos podem ser confundidos com outras doencas. Com o0 avanc¢o da tecnologia
molecular, a mesma oferece algumas vantagens em relagdo aos testes sorolégicos
mais utilizados, por serem mais especificos, sensiveis e mais ageis. Dentre as
técnicas moleculares que permite a identificacdo do agente, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tem sido utilizada para demonstrar a presenca ou auséncia de
parasitas no sangue dos animais. (MOLINA; TOBO, 2004).

Visto a importancia atual da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), no diagnéstico de doencas infecciosas e sua alta especificidade e
sensibilidade, o presente estudo teve como objetivo padronizar a técnica no
laboratério de Biologia Molecular das Faculdades Integradas de Ourinhos e realizar

um levantamento molecular em bovinos do Hospital Veterinario das FIO.



MATERIAL E METODOS

Foram coletados 10mLs de sangue periférico de 22 bovinos (18 machos e 4
fémeas aleatorios) no Hospital Veterinario das Faculdades Integradas de Ourinhos,
através de puncdo venosa da veia jugular de cada bovino; Foi realizada a
tricotomia da regido da veia jugular e a assepsia do local, garroteado ou
pressionado com o dedo sobre o vaso sanguineo que foi puncionado, de uma
forma que este garrote ndo demore, foi introduzido com firmeza a agulha na pele e
no vaso sanguineo do animal e as amostras de sangue coletadas foram
acondicionados em tubos de ensaio com anticoagulante EDTA com o objetivo de
realizar a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para deteccdo do material
genético de B. bovis.

Para amplificagdo do fragmento génico (DNA) de B. bovis, foi utilizado
sequéncia de primers descrita na literatura; Os primers utilizados para amplificacédo
foram: Primer BabPF : CAC GAG GAA GGA ACT ACC GAT GTT GA - 26 bases
(50% CG); Massa : 171 ug = 21.3 nmol / Peso Molecular : 8046 e Primer BabPR :
CCA AGG AGC TTC AAC GTA CGA GGT CA - 26 bases ( 53% CG) Massa : 169
ug = 21.1 nmol / Peso Molecular : 7983. As condicbes padronizadas para
Realizacdo da PCR, foram : - Um ciclo unico inicial de 94C, durante 5 minutos, para
promover a desnaturacdo total das fitas de DNA; - 35 ciclos, nas seguintes
temperaturas e tempo: 94C durante 1 minuto (para desnaturacdo), 61C durante 1
minuto (para associacdo do primer especifico, delimitando a sequencia a ser
amplificada), 72C durante 1 minuto (de extensao para acado da Enzima Taq DNA
polimerase, para amplificacdo dos fragmentos copiados)- Um ciclo final de 72C por
7 minutos de extensdo. Apds a realizacdo dos ciclos da PCR espera-se uma
amplificacdo de um fragmento de DNA de 350pb (pares de bases). As condicbes
da PCR e primers utilizados para amplificagdo encontram-se esquematizados na
figura 1.



Figura 1. Ciclagem da PCR e fragmento amplificado através da utilizagao dos Primers especificos.

Ciclos: 94C — 5 minutos, 35 ciclos: 94C — 1 minuto, 61C — 1minuto, 72C — 1 minuto, 7
BabPF

minutos 72C de extensao.

AAAAA

Fragmento génico Babesia bovis

3'CCAAGGAGCTTC FCA3

350 PB BabPR

RESULTADOS E DISCUSSAO
Até o momento foram colhidos e analisados através da Técnica da PCR (

Reacdo em Cadeia da Polimerase), amostra de sangue periférico de 22 bovinos
provenientes da Fazenda Experimental das Faculdades Integradas de Ourinhos. O
DNA gendmico foi extraido e a PCR realizada com a utlizacdo de primers
especificos, com a amplificacdo de um fragmento de 350pb, conforme observado

na figura 2a e b.



Figura 2. Gel de Agarose Corado com Brometo de Etideo, mostrando a extracédo correta De
DNA Genbmico das Amostras. Figura 2 B, Produto da PCR, mostrando a
amplificicacdo De um fragmento de 350pb referente ao DNA de B. bovis. C+,
Controle positivo, C- Controle Negativo e M, Marcador de Peso Molecular (100pb)

Todas as padronizagbes foram realizadas de acordo com o protocolo
estabelecido na figura 1, com a amplificacdo final de um fragmento de 350pb
referente ao material genético da B. bovis. Das 22 amostras colhidas para o estudo
de padronizacao foi observado a amplificagdo do material genético do parasita em
40% das amostras, ou seja, 9 bovinos. Destes 1 macho (25%) e 8 fémeas (45%).
Estudo semelhante realizado na llha de Marajé por Silva JB et al, (2013) foi
observado uma positividade molecular de B. bovis em bufalos Bubalus bubales de
15%, com uma soropositividade de 24,87%. J& na Argentina, Ferrari et AL (2008),
observaram na Provincia de Corrientes que de 103 amostras dos mesmos bufalos
examinadas para B. Bovis encontraram 34% de positividade para PCR, enquanto
na provincia de Lavalle, ainda na Argentina foi encontrado uma positividade de
61%, relatando uma baixa prevaléncia de positividade, justificando que os
bubalinos mantem-se submersos na agua sendo a explicagdo mais aceitavel para
baixa prevaléncia de carrapatos e consequentemente baixa prevaléncia de B. bovis
guando comparados com bovinos.

Ja em um estudo sorolégico brasileiro, realizado em uma microregiao de
Goiania foram pesquisados anticorpos anti-B. bovis em 180 amostras de soro onde
foi demonstrado 98,9% de soropositividade mostrando uma area caracterizada
como elevada estabilidade enzootica para babesiose bovina (Santos HQ, et AL.
2001).



Analisando os dados obtidos nestas 22 amostras colhidas para
padronizacdo da Técnica molecular para diagndstico de Babesia bovis e
comparando com estudos da literatura, sera necessario um estudo mais
aprofundado junto aos profissionais do Hospital Veterinario das FIO, afim de
acompanhar e continuar o diagnéstico molecular nos bovinos do Hospital

Veterinario da Instituicao.

CONCLUSAO
A padronizagcdo do diagnostico Molecular através da Técnica da PCR foi
realizada com sucesso. As amostras analisadas mostraram uma porcentagem de
40% de positividade, sendo necessarios novos estudos moleculares e sorolégicos
nos bovinos da Instituicdo e acompanhamento dos profissionais veterinarios das
FIO.
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