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RESUMO

O patégeno intracelular Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae)
¢ endémico em muitas regides tropicais e subtropicais do mundo. A infeccdo do bovino
com A. marginale causa anaplasmose bovina, devido a replicacdo do microrganismo
nos eritrocitos do hospedeiro, sendo responsével por considerdveis perdas econdmicas a
criacdo de gado. A transmissdo de A. marginale para bovinos ocorre biologicamente por
carrapatos ou mecanicamente por insetos hematéfagos e instrumentos contaminados
com sangue infectado. Uma cepa de A. centrale, naturalmente atenuada tem sido usada
extensivamente para controle da anaplasmose bovina em diversas regides do mundo. A
vacina de A. centrale € produzida em bovinos esplenectomizados oriundos de dreas
livres de carrapato, todavia uma contaminacdo acidental por A. marginale € um risco
durante o processo de producdo. Por este motivo, a produgcdao da vacina deve ser
avaliada, para garantir uma amostra de A. centrale livre de contaminacdo. Durante a
fase aguda da doenga, o diagndstico € realizado pela observacido de A. marginale por
esfregaco sanguineo, porém durante a fase cronica, este método ndo tem a sensibilidade
necessdria para detectar animais que portam niveis baixos de parasitemia. Sendo, o
método de detec¢do molecular o mais indicado para detectar tanto anaplasmose aguda
quanto cronica e diferenciar entre A. marginale e A. centrale. Deste modo, no presente
trabalho um ensaio de PCR foi padronizado para detectar e diferenciar A. marginale de
A. centrale em amostras de sangue bovino. Foram utilizados primers para o gene msp4
de Anaplasma sp. para a amplificagdo do material obtido a partir de uma extracdo de
DNA de sangue congelado de bovinos experimentalmente infectados com A. centrale e
A. marginale. A PCR se mostrou especifica, sem amplificar o DNA de outros
hemoparasitas. O teste se mostrou sensivel para detectar a quantidade 0,25 pg para o
DNA de A. centrale e 0,125 pg para detectar o DNA de A. marginale, mostrando-se util
para detectar animais a campo persistentemente infectados com A. marginale e
vacinados com A. centrale, os quais foram indetectdveis pela microscopia 6ptica. Em
resumo, a PCR € um teste mais sensivel e especifico que a microscopia Optica para
detectar e diferenciar as espécies de A. centrale e A. marginale, mostrando-se util para

auxiliar no controle de qualidade durante a producao da vacina.



Palavras - chaves: Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, diagndstico, controle,

protecao.



ABSTRACT

The  intracellular  pathogen  Anaplasma  marginale  (Rickttsiales:
Anaplasmataceae), is endemic in many tropical and subtropical regions of the world.
Infection of cattle with A. marginale causes bovine anaplasmosis, due to replication of
the microrganism inside the erythrocytes being responsible for considerable economic
losses to livestock. The transmission of A. marginale to cattle occurs biologically by
ticks or mechanically by blood sucking insects and instruments contaminated with
infected blood. A strain of A. centrale, naturally attenuated, has been used extensively
to control bovine anaplasmosis in various regions of the world. The vaccine with A.
centrale is produced in splenectomized cattle from tick-free areas, however accidental
contamination by A. marginale represents a risk during the production process.
Therefore, production of the vaccine should be evaluated to ensure a sample of A.
centrale free of contamination. During the acute phase of the disease, diagnosis is made
by observing A. marginale by blood smear, but during the chronic phase, this method is
not as sensitivity as required to detect animals that carry low levels of parasitemia.
Being, the molecular detection method more appropriate for detecting both acute and
chronic anaplasmosis and differentiate between A. centrale and A. marginale. Thus, in
this study a PCR assay was standardized to detect and differentiate A. centrale and A.
marginale in samples of bovine blood. Primers for msp4 gene of Anaplasma sp. were
used for amplification of material obtained from a DNA extraction of frozen blood from
bovines experimentally infected with A. centrale and A. marginale. The PCR showed to
be specific, do not amplifying the DNA of other hemoparasites. The test was sensitive
to detect the amount of 0.25 pg of DNA from A. centrale and 0.125 pg of DNA from A.
marginale, proving to be useful for detecting field animals persistently infected with A.
marginale and vaccinated with A. centrale, which were undetectable by optical
microscopy. Briefly, PCR is a more sensitive and specific test than the optical
microscopy analysis to detect and differentiate the species A. centrale and A. marginale

showing to be useful to assist the quality control during the vaccine production.

Key-words: Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, diagnosis, control, protection.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

A anaplasmose bovina € uma doenga nao contagiosa decorrente de uma infeccao
por Anaplasma marginale transmitida principalmente por carrapatos (AUBRY and
GEALE, 2011) e constitui um dos principais fatores limitantes para o melhoramento da
produtividade bovina em dreas tropicais e subtropicais do mundo. A distribuicdo de A.
marginale ocorre entre as coordenadas 40° N e 32° S, incluindo Américas, Europa, Asia,
Africa e Oceania (KOCAN et al., 2003). Nas regides onde a multiplicacio do vetor
ocorre o ano todo, assim como em muitos paises da América Latina, os bovinos tornam-
se infectados naturalmente logo no primeiro ano de vida (KOCAN et al., 2003;
VIDOTTO e MARANA, 2001), estabelecendo-se um equilibrio natural devido a uma
parasitemia moderada desde o nascimento (ERIKS et al., 1989). Em regides de
instabilidade enzodtica, isto €, em regides onde infestacoes de carrapatos nao sao
constantes, os bovinos por ficarem longos periodos sem contato com o parasita, tém
seus niveis de anticorpos diminuidos, da mesma forma que animais de dreas livres e
surtos de anaplasmose podem ocorrer pela introdug¢do desses bovinos em areas com
presenca do parasita. Em dreas denominadas livres, nas quais a sobrevivéncia,
multiplicagdo e atividade do artrépode vetor, os carrapatos, ndo sdo efetivas devido as
condicdes climéticas (ESTRADA-PENA et al., 2012), a doenca pode vir a ocorrer no
caso de entrada acidental de carrapatos em periodos favordveis a sua sobrevivéncia,

assim como por outros vetores mecanicos.

O percentual de animais doentes e a taxa de mortalidade dependem de algumas
condi¢cdes epidemioldgicas, tais como: numero de vetores no ambiente, estado
nutricional e doengas concomitantes (KIESER et al., 1990). As perdas devido a
anaplasmose sdo de grande importincia comercial e variam entre raga, sexo, idade e
parametros fisiologicos, de forma que os prejuizos causados a produtividade bovina sdo
devidos desde a presenca do carrapato até a transmissao do agente. O carrapato por si s6
gera queda na produgdo de carne, leite e na qualidade do couro. Além do que, os

problemas causados pelo uso de acaricidas como método de controle deste vetor, podem
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as vezes ser mais importantes que aqueles prejuizos causados pelo proprio agente
(JONSSON et al., 2001). Estima-se que as perdas geradas pela anaplasmose podem
alcancar até 300 milhdes de ddélares por ano nos Estados Unidos, e aproximadamente
800 milhdes de ddlares na América Latina (KOCAN et al., 2003). No entanto, para o
Brasil que possui o segundo maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com mais
de 200 milhdes de cabecas de gado distribuidas em todo o territério nacional e o qual
lidera o ranking de maior exportador de carne bovina do mundo (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2012), ainda nao foram calculados tais prejuizos (SOUZA et al.,
2001). As perdas geradas pela anaplasmose sdo estimadas através da anélise da perda de
peso, reducdo da producdo do leite, nimero de abortos, custos do tratamento e indices

de morbidade e mortalidade dos bovinos (KOCAN et al., 2003).

Por meio de uma politica de erradicacdo através de notificacdo obrigatdria, a
anaplasmose foi erradicada no Canadd desde 1969 (HOWDEN et al., 2010). No Brasil,
a anaplasmose € endémica em algumas regides (MARANA et al., 2009; BARROS et
al., 2005; SOUZA et al., 2001; GONCALVES, 2000). Entre as areas consideradas de
estabilidade enzodtica para A. marginale estdao as mesorregioes do Vale do Paraiba-R]J
(SOUZA et al., 2001), do Norte Fluminense-RJ (SOUZA et al., 2000), do norte do
Parana (VIDOTTO et al., 1998) e os Estados de Rondonia, Acre (BRITO et al., 2006) e
Bahia (BARROS et al., 2005). Ja as areas consideradas de instabilidade enzodtica
incluem toda a regido sudeste do Brasil (GONCALVES, 2000), a regido do nordeste do
Estado do Pard (GUEDES, Jr. et al., 2008) e a regido do centro-sul do Estado do Parana
(MARANA et al., 2009). No Rio Grande do Sul, o nimero de carrapatos € varidvel
devido ao frio e ocorréncia irregular de chuvas durante o ano. Condi¢des climéticas
amenas favorecem o desenvolvimento de pastagens, facilitando o encontro parasito-
hospedeiro, acarretando niveis elevados de infestacdo. Segundo Farias (2001), os
municipios de Santa Vitéria do Palmar, parte dos municipios de Jaguardo e Arroio
Grande sdo regides livres de carrapatos e a maioria dos surtos € proveniente dos

municipios de Pelotas, Capao do Ledo e Rio Grande.

No entanto, a epidemiologia da anaplasmose pode ser sensivel as mudancgas
climéaticas, devido ao aquecimento global. Estimativas de aumento na temperatura

média entre 1 - 3,5°C pode ser impactante na biologia e no habitat natural dos
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carrapatos, gerando o aparecimento de carrapatos em regides ndo habitdveis
anteriormente, além de tudo sobre a ocorréncia de transmissdo e surtos da doenca

(GITHEKO et al., 2000).

1.2 Transmissao

Os métodos de transmissdo de Anaplasma sp. incluem as formas bioldgica,
mecanica e iatrogénica. A forma bioldgica ocorre através de artropodes hematéfagos,
nos quais os carrapatos sao os principais vetores. Durante os trés estddios de vida
parasitaria, o carrapato pode infectar-se e transmitir A. marginale para o bovino. Pode
ocorrer de estadio para estddio, quando o carrapato se infecta em um estddio e transmite
para o estddio seguinte (transestadial ou interestadial), em carrapatos de um unico
hospedeiro, monoxenos, como o Rhipicephalus (Boophilus) microplus (AGUIRRE et
al., 1994) e em carrapatos de miultiplos hospedeiros como o Dermancentor variabilis
(KOCAN et al., 1980) ou ainda dentro do mesmo estadio (intraestadial) de larvas,
ninfas ou adultos. Acredita-se que a transmissdo intraestadial por carrapatos machos,
destacando as espécies R. microplus na América do Sul, Dermacentor andersoni e
Dermacentor variabilis nos Estados Unidos, ¢ um importante mecanismo de
transmissdo bioldgica. Assim como os proprios bovinos, os carrapatos machos tornam-
se persistentemente infectados, devido a infec¢do generalizada e persistente nas células
intestinais e glandula salivar. A replicagdo bacteriana dentro das células do epitélio
intestinal e das células dos 4cinos da glandula salivar do carrapato permite que este
vetor seja capaz de adquirir o microrganismo de bovinos persistentemente infectados e
transmiti-lo para novos bovinos susceptiveis (SCOLES et al., 2008), ainda que o R.
microplus, apesar de realizar duas ecdises num tunico hospedeiro, pode mudar de
hospedeiro num segundo instar e transmitir a infec¢do para multiplos bovinos
susceptiveis (PALMER et al., 2001; KOCAN, 1992; KOCAN et al., 1992b).

A transmissdo mecanica geralmente ocorre por insetos hematéfagos tais como as
moscas dos estdbulos (Stomoxys calcitrans) e os tabanideos (Tabanus sp.),
popularmente conhecidos como mutucas (KESSLER, 2001). Os tabanideos, apesar de

apresentarem um grande aparato bucal, uma alimentacdo frequente e ininterrupta, sao
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menos eficientes que os carrapatos na transmissdo de A. marginale (SCOLES et al.,
2008), pois os carrapatos se tornam infectados mesmo depois de um pequeno periodo de
alimentacdo em bovinos com infeccdo aguda ou cronica (ERIKS et al., 1993). Em
certas dreas dos Estados Unidos, América Central, América do Sul e Africa existem
isolados geograficos de A. marginale ndo infectivos em carrapatos, os quais parecem ter
sua transmissdo realizada mecanicamente por espécies de moscas como Tabanus sp.e
Stomoxys sp. (DE LA FUENTE et al., 2001b; WICKWIRE et al., 1987). No Brasil, a
disseminagdo da anaplasmose por dipteros hematéfagos ocorre com maior intensidade
em épocas quentes e Umidas, quando a populacdo desses vetores € maior (KESSLER,
2001). A transmissdo da Anaplasma sp. deve ocorrer dentro de poucos minutos ja que o
microrganismo nao sobrevive mais que cinco minutos fora do animal (HAWKINS et
al., 1982). Dessa forma a transmiss@o por insetos hematéfagos é efetiva se os bovinos
estiverem proximos e a picada for imediata entre um bovino infectado e um bovino
sauddvel (susceptivel) (WHITTIER et al., 2009). Quando ocorre a utilizacdo da mesma
agulha para todos os animais, através de seringas automaticas ou quando nao se observa
os cuidados necessdrios de lavagem e esterilizagdo dos instrumentos de cirurgia, entre
um animal e outro caracteriza-se a transmissao iatrogénica (KOCAN et al., 2005). A
transmissdo transovariana, embora jd tenha sido demonstrada em D. andersoni
(HOWELL, STILES and MOE, 1941), ainda é bastante controversa, pois nao foi
claramente demonstrado ocorrer em outras espécies de carrapatos infectados com A.
marginale (KOCAN et al., 2004).

E sugerido que A. marginale tenha co-evoluido com o R. microplus, devido ao
fato de sua subespécie, Anaplasma centrale (THEILER, 1911), ser transmitida apenas
pelo carrapato Rhipicephalus simus encontrado na Africa (POTGIETER, 1979;
POTGIETER and VAN, 1987). Estudos demonstraram que diferentes isolados de A.
marginale s3o infectantes para os bovinos, mas ndo para carrapatos, como os isolados
Flérida, Illinois e Califérnia de A. marginale, devido as propriedade de adesdao dos
isolados (KOCAN et al., 2003; DE LA FUENTE et al., 2002; DE LA FUENTE et al.,
2001b). E suposto que as repeti¢des em tandem da regidio N-terminal da principal
proteina de superficie 1 alfa (MSPla), a qual tem como fun¢do biolégica a adesd@o em
células de carrapatos e de bovinos, seja um pré-requisito essencial e suficiente para

mediar a infec¢do das células do carrapato e hospedeiro mamifero (DE LA FUENTE et
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al., 2001b). Comparacdes gendmicas revelaram polimorfismos entre as cepas de A.
marginale (DARK et al., 2006). Todas, incluindo as cepas ndo transmitidas por
carrapato, codificaram as repeticoes na porcdo N-terminal da MSPla, exceto A.
centrale, a qual pode ser representada como um grupo externo as cepas de A. marginale,
pois utiliza um mecanismo alternativo para invadir o epitélio intestinal que nio a
MSPla. Dessa forma é sugerido que a transmissdo de A. centrale ndo estd restrita
apenas a capacidade de adesdo, invasdo e replicacdo dentro das células do epitélio
intestinal e glandula salivar, de modo que estas bactérias foram bem sucedidas em D.
andersoni, porém sem efetiva transmissdo para bovinos susceptiveis (UETI et al.,
2007). A possivel explicagdo para a cepa A. centrale ndo ser transmitida por D.
andersoni pode incluir desde a replicagdo dentro de um tipo acinar errado, auséncia de
uma sinalizacdo vetor-patégeno eficiente para o desenvolvimento da infecgdo,
ineficiente secrecao na saliva ou a cepa ndo sobreviver no inicio da transmissao para o
hospedeiro. J4 a cepa Mississipi de A. marginale, a qual apresenta similar falha de
transmissdo como a cepa Fldrida, a falha pode estar relacionada com a inefici€ncia de
colonizagdo do intestino médio do D. andersoni, pois embora tenha apresentado altos
niveis de parasitemia em bovinos, todos os carrapatos D. andersoni alimentados com
esta cepa apresentaram menores niveis de replicacdo no intestino médio total quando
comparada a alimentacdo com a cepa Sta Maries. Contudo, é sugerido que existam
fendtipos de transmissdo conservados, positivos e negativos, entre as cepas de A.
marginale, e diferencas entre as espécies de carrapatos, que determinam a ocorréncia de
uma eficiente interacdo em nivel de adesdo, sobrevivéncia e replicagdo (UETI et al.,
2007). De forma que a eficiéncia da transmissao de Anaplasma sp. para bovinos
susceptiveis engloba multiplos fatores, os quais incluem desde nicho especifico dentro
do hospedeiro, rdpido crescimento na dose infecciosa, manuten¢do de infectividade fora

do hospedeiro a disponibilidade de novos hospedeiros (PALMER et al., 2009a).

1.3 Vetores, reservatorios e portadores

Os carrapatos R. annulatus no México e E.U.A. e o R. microplus no Brasil, sdo
importantes vetores de A. marginale em bovinos, enquanto que algumas espécies de

Dermacentor como D. andersoni, D. variabilis e D. albipictus sao importantes vetores
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nos Estados Unidos (KOCAN et al., 2009). Cerca de 20 espécies de carrapatos em todo
o mundo sdo descritos como transmissores biologicos de A. marginale (KOCAN et al.,
2004). Dentre as espécies do género Rhipicephalus transmissores estdo: Rhipicephalus
annulatus, Rhipicephalus calcaratus, Rhipicephalus decoloratus, Rhipicephalus
microplus, Rhipicephalus evertsi, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus bursa e
Rhipicephalus simus dentre as espécies do género Dermacentor estdo: Dermacentor
albipictus, Dermacentor andersoni, Dermacentor hunteri, Dermacentor occidentalis e
Dermacentor variabilis, e as espécies Ixodes ricinus, Ixodes scapularis, Argas persicus,
Ornithodoros lahorensis, Hyalomma excavatum e Hyalomma rufipes. As espécies do
género Amblyomma parecem ndo transmitir nenhum isolado de A. marginale, e algumas
espécies do género Dermancentor nao transmitem os isolados Florida, Califérnia e
Illinois de A. marginale. Em geral, os carrapatos vetores de A. marginale sao
Rhipicephalus spp. € Dermacentor spp. (GUGLIELMONE,1995; WICKWIRE et al.,
1987).

O género Anaplasma inclui trés patégenos de ruminantes A. marginale, A.
centrale e A. ovis. No Brasil, os proprios bovinos sdo considerados portadores naturais
de A. marginale (ESTRADA-PENA et al., 2012), sendo nos bovinos a doenca clinica
mais notdvel em relacdo aos outros ruminantes. A. centrale € uma espécie menos
patogénica em bovino quando comparada com A. marginale, e € extensivamente usada
como vacina viva em vadrias regides do mundo como Israel, Australia, Africa e América
do Sul. A infeccdo com A. centrale, em certas ocasides, pode incorrer a doenga clinica
(KOCAN et al., 2010), porém é um evento de rara notificacio (DREHER et al., 2005;
HOFMANN-LEHMANN et al., 2004). A espécie A. ovis € parasita de ovinos e caprinos
e ndo causa infeccdo persistente em bovinos. Ja a infec¢do persistente com A. marginale
pode ser estabelecida, além de nos bovinos, em outros ruminantes selvagens tais como
mulas (Odocoileus hemionus hemionus), veados de cauda branca (Odocoileus
virginianus), veados de cauda preta (Odocoileus henzionus columbianus), antilopes
(Antilocapra americana), carneiro (Ovis canadensis canadensis), Rocky Mountain
Elkou (Cervus elaphus nelsoni) (ZAUGG et al., 1996; KUTTLER, 1984) e bisontes
(Bison bison) (ZAUGG et al., 1996).
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Bovinos que sobrevivem a infeccdo aguda permanecem persistentemente
infectados, aparentemente sauddveis, apresentando niveis menores que 10’ eritrécitos
infectados por mL de sangue, o que € indetectdavel por andlise com microscopio 6ptico
(KOCAN et al., 1992a). Os niveis de A. marginale em animais persistentemente
infectados flutuam e podem afetar a propor¢cdao de novos carrapatos que se tornam
infectados. Em bovinos persistentemente infectados, niveis baixos de parasitemia (104,
duram de 4 - 8 dias de cada ciclo replicativo que consistente de cinco semanas. Bovinos
com niveis baixos de parasitemia sdo capazes de transmitir o agente para novos
carrapatos numa percentagem de 27%, e os carrapatos por sua vez, de transmitir
Anaplasma sp. mais eficientemente para bovinos susceptiveis quando adultos, do que
quando ninfas. Elevados niveis de parasitemia (10°) em bovinos persistentemente
infectados resultam em um aumento da taxa de infeccdo em mais de 80% para

carrapatos adultos e 50% em adultos expostos quando ninfas (ERIKS et al., 1993).

Como o tempo de vida dos eritrécitos é de aproximadamente 120 dias, para
manutencdo da infeccdo persistente os eritrocitos sdo reinfectados continuamente
através do processo de evasdo da resposta imune, gerada pelas variantes antigénicas de
A. marginale (KIESER et al., 1990). Portanto, bovinos persistentemente infectados além
de raramente apresentarem sintomas pela segunda vez (RICHEY and PALMER, 1992),
sdao importantes na epidemiologia tal como na propaga¢do da anaplasmose, pois como
hospedeiros de A. marginale podem servir como fonte infecciosa pela propagacao

mecanica ou por transmissao bioldgica através do carrapato (KOCAN et al., 2010).

1.4 Taxonomia, morfologia e desenvolvimento

Desde a revisdo taxondmica aceita em 2001 (DUMLER et al.,, 2001), os
membros da ordem Rickettisales foram reclassificados em duas familias
Anaplasmataceae e Rickettisiaceae. Segundo a andlise das caracteristicas bioldgicas e
genéticas do rRNA 16S, groESL e genes de proteinas de superficie, considerou-se que o
membro da familia Rickettsiaceae engloba todas as bactérias intracelulares obrigatdrias
que crescem livremente no citosol da célula hospedeira, enquanto a familia

Anaplasmataceae compreende todas as bactérias intracelulares obrigatdrias que crescem
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e replicam-se dentro de vacuolos derivados de membrana da célula hospedeira
(RIKIHISA, 1991). A familia Anaplasmataceae (ordem Rickettisales) passou a ser
composta por quatro géneros com diferentes graus de similaridade: Anaplasma (96,1%),
Ehrlichia (97,7%), Wolbachia (95,6%) e Neorickettsia (94,9%). Portanto, o gé€nero
Anaplasma passou a conter além das espécies Anaplasma marginale, Anaplasma
centrale e A. ovis as espécies Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys e

Anaplasma bovis anteriormente denominadas Ehrlichias (DUMLER et al., 2001).

Em 1908, Sir Arnold Theiler visualizou A. marginale pela primeira vez, através
de andlise microscopica de eritrécitos de bovinos africanos que manifestavam anemia
aguda, como pontos a margem destes eritrocitos corados, denominando-se o termo
“marginale”, e como sendo o agente microbiano da doenca conhecida como “mal da
bile” (THEILER, 1911; THEILER, 1910). Dois anos depois, este mesmo pesquisador
isolou um microrganismo menos patogénico que A. marginale, designando-o como
subespécie de A. marginale, A. centrale (THEILER, 1911), o qual devido a sua
localizagdo no centro dos eritrécitos infectados foi denominado o termo ‘“centrale”.
Theiler também concluiu apds vérias observacdes microscopicas com infeccdes puras e
mistas com os dois patégenos, que a espécie Anaplasma ndo € um protozodrio, pois se
trata de parasitas intraeritrociticos ausentes de membrana nuclear, contendo apenas
cromatina e semelhantes as bactérias. Concluindo que, anaplasmose e babesiose sao
doencas diferentes, mas que podem coinfectar um mesmo animal, ao contrdrio do que
Smith e Kilborne em 1893 haviam publicado por engano, descrevendo a espécie A.
marginale como sendo o agente da febre do Texas e pertencente ao ciclo da Babesia
bigemina devido aos multiplos estddios distintos do parasita. No entanto, somente em
1926 que Darlington publicou um artigo sobre esta doenca nos Estados Unidos, como
sendo a mesma doenca que Theiler havia chamado de mal da bile ou anaplasmose,
caracterizada por febre e anemia, sucedida em bovinos geralmente durante as estacdes

de verdo e outono (KOCAN et al., 2010; PALMER, 2009).

O complexo ciclo de desenvolvimento de A. marginale é coordenado com o
ciclo de alimentacio do carrapato adulto, macho D. andersoni, persistentemente
infectado (KOCAN, 1992; KOCAN et al., 1992b). O carrapato adquire o patdégeno

durante a alimentacdo sanguinea em eritrécitos infectados. Anaplasma sp. desenvolve-
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se no intestino e via hemolinfa pode invadir outras células do carrapato como ovdrio,
tibulos de Malpighi, células musculares e células dos 4cinos das glandulas salivares
(KOCAN et al., 2004), caracterizando uma infec¢do generalizada a qual habilita o
patégeno a se manter em carrapatos machos persistentemente infectados (GE et al.,
1996). A cada sitio de infec¢do no carrapato, A. marginale desenvolve-se dentro de um
vactolo ou colonia ligado a membrana, formado devido a uma invaginacdo da
membrana celular, caracterizando a primeira forma encontrada do seu desenvolvimento,
a qual é denominada de forma vegetativa ou reticulada. Esta se divide por fissdo bindria
dentro de uma coldnia, e cada forma vegetativa pode conter de quatro a oito bactérias,
as quais em uma infec¢do aguda podem estar presentes em 70% ou mais dos eritrocitos
bovinos (KOCAN et al., 2003). As coldnias aumentam de tamanho a cada replicagdo e
em até 48 horas podem conter centenas de microrganismos. A partir da forma reticulada
¢ gerada a forma densa ou infectiva que em trés dias, apresenta um tamanho de 0,5 - 0,8
um, caracterizada por ser uma forma mais arredondada e com distribuicdo mais
uniforme de ribossomos em sua superficie. Esta forma pode sobreviver fora das células
por um tempo determinado e capaz de iniciar um novo ciclo infeccioso quando
transmitida através da glandula salivar do carrapato para um novo bovino (KOCAN et

al., 2003).
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Figura 1. Ciclo de vida de Anaplasma marginale em bovinos e carrapatos. Eritrécitos
infectados sdo ingeridos por carrapatos (Dermacentor spp.) através do repasto
sanguineo. O primeiro sitio de infec¢do no carrapato ocorre nas células do intestino,
posteriormente outros tecidos sdo infectados assim como as células da glandula salivar,
através da qual Anaplasma sp. é transmitida para novos bovinos susceptiveis. Sdo
visualizadas duas formas infectivas de A. marginale no carrapato. A primeira forma
encontrada € a forma vegetativa ou reticulada que gera a segunda forma encontrada de
Anaplasma sp. denominada de forma densa ou infectiva a qual consegue sobreviver fora

da célula.

Em bovinos, aparentemente A. marginale infecta células endoteliais, as quais
beneficiam a infec¢do célula a célula e a replicacdo dentro de eritrécitos maduros, de
forma a servir como um local de protecdo das células do sistema imune proporcionando

um reservatorio para novas infeccdoes (MUNDERLOH et al., 2004). Entretanto, ndo se
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sabe se Anaplasma sp. infecta primeiro as células endoteliais ou os eritrdcitos, € quais
seriam as possiveis implicagdes disto (RODRIGUEZ et al., 2009). A entrada de A.
marginale nas células do bovino ocorre por endocitose dependente de moléculas de
adesdo expressas na membrana celular da bactéria, sua saida acontece no quarto dia por
um processo controlado por ambas as membranas, externa e interna do eritrécito
bovino. As membranas se fundem, rompendo esse complexo membranoso sem que haja
extravasamento do contetdo citoplasmético (KOCAN et al., 2004).

Em bovinos imunocompetentes Anaplasma sp. pode sobreviver e se multiplicar
por no minimo sete anos (KIESER et al., 1990) de modo que a infec¢cdo persistente é
mantida através de variantes antigénicas geradas pelas proteinas de superficie MSP2
(DE LA FUENTE and KOCAN, 2001c) e MSP3 permitindo ao microrganismo evadir a
resposta imune do hospedeiro (BRAYTON et al., 2005).

O estadio de desenvolvimento de A. centrale ndo foi descrito, porém UETI et al.
(2007) demonstraram que a cepa vacinal aderiu, colonizou e replicou-se em células do
epitélio intestinal e glandula salivar de D. andersoni, mesmo carecendo de toda a regiao
repetida da MSP1a (SHKAP et al., 2002), porém sem efetiva transmissao para bovinos
susceptiveis, mostrando que as regides repetitivas N-terminais da MSPla ndo sdo
necessdrias para entrada e colonizacdo desta cepa dentro do carrapato (UETI et al.,

2007).

1.5 Patologia e sinais clinicos

O periodo pré-patente da infeccao por A. marginale € varidvel devido ao nimero
de organismos infectantes, viruléncia da cepa (FARIAS, 1995) e a propria resisténcia
natural do animal, variando de 7 a 60 dias com média de 28 dias (RISTIC and
CARSON, 1977). Em bezerros, esse periodo também € influenciado quando os niveis
de anticorpos colostrais diminuem e estes, por sua vez, entram em contato com O
carrapato (PACHECO et al., 2004). Apresentam niveis de parasitemia superiores a 0,3%
(ZAUGG et al., 1996), o qual € o menor nivel de parasitemia no animal para que a

transmissdo por carrapatos seja eficiente (KIESER et al., 1990).
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O pico de parasitemia varia de 2 a 13% com média de 7%, e ocorre de uma a
quatro semanas apds o aparecimento das primeiras hemadcias parasitadas (RISTIC,
1960). No momento em que os eritrécitos infectados sdo detectados, o animal pode nao
apresentar qualquer sintoma clinico. O nimero de eritrocitos parasitados aumenta
gradativamente devido a replicagdo do microrganismo, podendo alcangar niveis maiores
que 70%. Apds o estabelecimento do microrganismo nos eritrcitos é que os primeiros
sinais clinicos da anaplasmose comecam a aparecer, normalmente entre 4 - 9 dias
(RISTIC and CARSON, 1977). A temperatura acima de 40°C pode ocorrer antes da
infec¢do de 1% dos eritrdcitos e a temperatura acima de 41°C pode persistir por toda a
parasitemia, com aumentos anormais detectados antes da morte do animal. O sinal mais
grave da doenca estd associado a anemia leve ou acentuada devido a fagocitose dos
eritrécitos infectados pelas células do sistema reticulo-endotelial bovina, especialmente
células do sistema reticulo-endotelial do bago, por serem as células mais sensiveis no
reconhecimento das anormalidades dos eritrécitos. As mucosas parecem ictéricas e a
urina castanha devido ao aumento da concentracdo sérica dos pigmentos biliares, nao
ocorre hemoglobinemia e hemoglobintria, os quais sao sinais caracteristicos de
babesiose (KOCAN et al., 2004; KOCAN et al., 2003). Com a diminui¢do dos
eritrcitos 0s animais tornam-se anoréxicos, fracos e depressivos, a producdo do leite
cai em vacas em lactagdo, e gravidas podem abortar assim como o0s touros podem
desenvolver infertilidade temporaria, além do observado aumento das taxas
respiratdrias, atonia ruminal associada a desidratacdo e perda de peso além da letargia,
levando o animal a morte (KOCAN et al., 2010). Os animais podem se recuperar dentro
de 1 - 4 dias depois dos primeiros sinais da doenga caso a doenca seja detectada e

tratada corretamente neste periodo (RICHEY and PALMER, 1992).

Em animais com menos de seis meses de idade a doenca € rara, animais entre
um e dois anos de idade podem desenvolver a doenca aguda, mas raramente ocorre
6bito. J4 os animais com mais de 6 meses de idade, por terem perdido a imunidade
parcial gerada pelos anticorpos colostrais, apresentam niveis de anticorpos baixos os
quais sdo insuficientes para controlar a bacteremia e geralmente animais com mais de 2
anos de idade desenvolvem a doenca aguda ou hiperaguda com riscos de mortalidade
entre 29% e 49% (KOCAN et al.,, 2003), podendo alcancar de 50% a 60%

especialmente quando os bovinos se encontram estressados (KOCAN et al., 2010).
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Enquanto para babesiose os bovinos da espécie Bos indicus sdo mais resistentes ao
desenvolvimento da doenca devido sua genética (AGUIRRE et al., 1988), para
anaplasmose todas as racas de bovinos apresentam alto risco ao desenvolvimento da
doenca se expostos ao agente virulento de A. marginale (JONSSON et al., 2008). A taxa
de mortalidade dos bovinos engloba nimero de vetores no ambiente, estado nutricional,
o qual é um dos principais fatores estressantes em bezerros, de forma que, quando em
periodo de desmama se evidencia perda de peso e maior suscetibilidade a doencas

(OLIVEIRA et al., 20006).

1.6 Diagnésticos

As principais observagdes macroscopicas sao sangue aquoso, mucosas ictéricas,
figado e baco aumentado, rins aumentados e escuros, vesicula biliar distendida com bile
densa, grumosa e congestdo cerebral. Entretanto, com a diversidade de viruléncia da
cepa de A. marginale e a susceptibilidade do hospedeiro, os sinais clinicos podem variar
e um diagnéstico laboratorial mais detalhado para identificagdo do agente € necessario

(FARIAS, 1995).

Anaplasmose muitas vezes é confundida com babesiose pelos sintomas clinicos,
dessa forma € necessdrio teste de diagndstico que confirme a presenca do parasita. No
método de esfregaco sanguineo Babesia sp. é maior e encontra-se localizada mais
perifericamente que A. marginale (DE LA FUENTE and KOCAN, 2001c). O padrao
ouro para deteccdo de A. marginale seria a subinoculacdo do sangue de um animal
infectado em um bezerro esplenectomizado (COETZEE and APLEY, 2006; COETZEE
et al., 2006). Entretanto, ¢ um método caro, demorado e gera questdes de bem-estar
animal, j& que os bezerros tornam-se muito doentes depois da subinoculacdo do sangue
infectado e, muitas vezes devem ser sacrificados (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH (OIE) 2008). Assim, como método alternativo, tdo sensivel quanto
as subinoculagdes é o cultivo celular, mas também requer tempo prolongado para a
conclusdo do diagnéstico (BOSE et al., 1995). Dessa forma, testes t€ém sido validados

utilizando a deteccdo microscopica de A. marginale em comparagdo com outros
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resultados soroldgicos, da mesma forma que o teste de ELISA foi validado com a

utilizacdo da PCR e a qual ainda ndo foi validada (VIDOTTO e MARANA, 2001).

1.6.1 Diagnésticos diretos

Durante a fase aguda da anaplasmose, altos niveis de parasitemia sdo facilmente
visualizados pelo método de esfregaco sanguineo. Os eritrdcitos infectados sdo corados
por corantes hematoldgicos convencionais (Giemsa, Wright, May-Grunwald), ou
corantes rdpidos comerciais (Instant Prove e Panético Répido LB) e visualizados sob o
microscOpio Optico. A. marginale pode ser visualizada como formas arredondadas
normalmente proximas a membrana dos eritrocitos infectados (MARCELINO et al.,
2012). A. centrale pode estar situada a partir da margem dos eritrécitos infectados,
possuindo aparéncia semelhante, sendo dificil a diferenciagdo destas duas espécies por
este método, ainda mais quando se trata de bovinos persistentemente infectados
(WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (OIE) 2008). Neste sentido, a
hibridizacdo por sondas de DNA ou RNA, e o método de PCR sado altamente sensiveis

para a detecc¢do e diferenciagcdo de Anaplasma spp. (FARIAS, 1995).
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Figura 2. A. marginale em eritrécitos circulantes Figura 3. A. centrale em eritrécitos circulantes

Foto: J.R. Martins Foto: J.R. Martins.
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As sondas de RNA sdo desenvolvidas para detectar e quantificar niveis ndo
detectaveis do DNA da Anaplasma sp. em eritrécitos de bovinos portadores e carrapatos
infectados. A sensibilidade € de 0,01 ng de DNA, de 500 a 1.000 eritrécitos infectados
em 0,5 mL de sangue, o que equivale a uma parasitemia de 0,000025%, portanto 4.000

vezes mais sensivel que o método de esfregaco sanguineo (ERIKS et al., 1993).

A sensibilidade da PCR € equivalente a 0,0001% de parasitemia (HOPE et al.,
2004), e a nested PCR (nPCR), possui sensibilidade de 30 eritrécitos infectados por
microlitro de sangue, o equivalente a 0,0000001% de parasitemia (TORIONI DE et al.,
1998), correspondente a um aumento de 10 a 100 vezes na sensibilidade com relacdo ao
teste de PCR convencional e sonda de RNA descritas por GE et al. (1995) e ERIKS et
al. (1989). A especificidade da reacdao também pode ser alta, j4 que o projeto dos
primers € realizado segundo uma regido conservada do genoma, detectando o agente
dentro de uma familia, género ou espécie especifica (VILJOEN, NEL and

CROWTHER, 2005).

1.6.2 Diagnésticos indiretos

Os testes sorolégicos demonstram uma boa sensibilidade em animais portadores,
dentre eles estdo os testes imunoenziméticos de ELISA direto, indireto e competitivo,
Western-blot e o teste do cartdo. Atualmente, os testes soroldgicos mais utilizados para
a identificacdo de animais infectados com A. marginale sio os teste de ELISA e o teste

de cartdo (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (OIE) 2008).

Geralmente o teste de ELISA apresenta sensibilidade limitada em infec¢oes
iniciais, reacdo cruzada com outras espécies e baixa especificidade para detectar
bovinos verdadeiramente negativos (AUBRY and GEALE, 2011). Porém, ja foi
relatado apresentar sensibilidade de 93% e especificidade de 96%, sem apresentar
reacOes cruzadas com B. bovis ou B. bigemina (MONTENEGRO-JAMES et al., 1990).
O teste de ELISA competitivo utiliza anticorpo monoclonal (Mab) especifico para a
proteina MSP5 (ANAF16C1), apresenta alta sensibilidade e especificidade, podendo

detectar Anaplasma spp. em animais infectados e persistentemente infectados
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(TORIONI DE et al., 1998), no entanto, ndo pode diferenciar as espécies de Anaplasma
(VISSER et al., 1992).

O Western-Blot é outro teste imunoenzimatico que pode detectar a infeccao
por A. marginale em poucos dias apds a exposi¢do ao agente, podendo ser empregado
em casos de animais com infec¢ao aguda ou cronica (KWAK and SMITH, 1989), mas

também nao diferencia entre as espécies de Anaplasma.

Dentre as provas de aglutinacdo presentes, estdo a aglutinagdo em tubo capilar,
aglutinagdo répida e conglutinacao ripida ou teste do cartdo. Sao muito utilizadas como
prova de campo por serem rdpidas e sensiveis (MOLLOY et al., 1999), ainda mais, apds
ter incluido o fator sérico bovino como controle negativo aumentando a sensibilidade na
deteccao de anticorpos contra o patdgeno (KUTTLER, 1975). Dessa forma, apresenta
reacoes inespecificas e os resultados sao varidveis de lote para lote e de laboratério para

laboratério (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (OIE) 2012).

1.7 Imunidade contra A. marginale

Como A. marginale nao replica dentro de células que expressam em sua
superficie antigenos da classe I do complexo de histocompatibilidade principal (MHC I)
e estrutura de processamento de antigeno (MADRUGA, ARAUJO e SOARES, 2001), a
resposta imune protetora contra a Anaplasma sp. requer a ativagdo tanto das células T
CD4 * quanto de anticorpos (PALMER et al., 1999). As células T CD4+ ativadas pelo
antigeno sdo fundamentais para aumentar o estimulo da producdo de IgG2 através da
secrecdo de IFN-y (BROWN et al., 1998; ESTES et al., 1994) de forma que também
estimula a expressao do receptor Fc exclusivo de macréfagos de bovino o qual se liga
apenas a IgG2 facilitando a fagocitose (TIZARD, 2002). In vitro, tanto IgG1 quanto
IgG2 sdo capazes de se ligar a macrdéfagos ativos, mas apenas IgG2 opsonizam
mondcitos e neutréfilos, sendo possivel que esta classe seja a mais importante no
processo de fagocitose desse patdgeno in vivo (BROWN et al., 1998). Os anticorpos
participam da resposta imune contra A. marginale de duas formas: neutralizando as

bactérias extracelulares de forma a impedir que elas se fixem e penetrem em novos
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eritrocitos (MCGAREY and ALLRED, 1994), e opsonizando os antigenos expressos na
superficie da célula infectada para as cé€lulas T CD4+ ativar os macréfagos através da
secrecdo de IFN-y a produzir moléculas bactericidas, tais como 6xido nitrico (NO)
(BROWN et al., 1998). O ¢6xido nitrico sozinho nao € toxico para a bactéria, mas, os
produtos gerados através da reagdo com o anion superéxido s@o muito toxicos. Dessa
forma, a eliminacdo continua do 6xido nitrico pelos macréfagos permite a eliminagdo
eficiente de vérios microrganismos (TIZARD, 2002). Esta é a maneira mais eficiente de
eliminacdo de bactérias intracelulares obrigatérias que ndo podem ser alvos diretos do

MHC I (PALMER et al., 1999).

A imunidade contra Anaplasma sp. depende do perfil da especificidade dos
anticorpos produzidos. No entanto, ndo existe correlacdo entre o titulo de anticorpo e o
nivel de protecdo, exceto em animais jovens, nos quais mesmo titulos baixos podem

conferir protecdo (MOREL, 1989).

Os bovinos apresentam uma forte resposta de IgG1 e IgG2 que varia ao longo do
curso da infec¢do aguda e persistente, sendo os titulos de anticorpos mantidos entre
3.000 e 100.000 durante a infec¢do persistente (PALMER et al., 1994; TEBELE et al.,
1991). A resposta de anticorpos é direcionada especialmente contra a proteina de
membrana externa imunodominante e antigenicamente varidvel, MSP2 (LOPEZ et al.,
2005; PALMER et al., 1994) embora outras MSPs tais como as MSP3 antigenicamente
varidvel a qual compartilha a parte C-terminal conservada da proteina MSP2, a MSP1,
MSP4 e MSP5 também podem ser detectadas em testes de imunomarcagdes (PALMER
et al., 1999; TEBELE et al., 1991). As MSPs sdo proteinas facilmente acessiveis ao
sistema imunolégico do hospedeiro e demonstram importantes funcdes para a
sobrevivéncia, replicacdo e transmissdo do parasito, de forma que essas proteinas
expressas na superficie do patégeno sio consideradas candidatas ao desenvolvimento de
vacina alvo para a indugdo de resposta imune protetora no hospedeiro vertebrado e ou

prevengdo da colonizagdo no vetor (NOH et al., 2008).

O processo de evasdao de Anaplasma sp. contra resposta imune do hospedeiro
durante uma infec¢@o persistente estd relacionada com a desregulagdo dos mecanismos

de defesa inato e adaptativo do hospedeiro. A. marginale evoluiu mecanismos Unicos



32

para persistir no eritrocito bovino, perdeu genes que codificam lipopolissacarideos
(LPS) e peptidoglicanos (PGN), ativadores dos mecanismos de defesa celular, os genes
que codificam as proteinas de superficie variam extensivamente, principalmente os
genes da MSP2, além de secretar fatores de viruléncia através do sistema de secrecdo do

tipo IV (TESS ou T4SS) (BROWN, 2012).

1.8 Proteinas de superficie principal de A. marginale

As proteinas de superficie de A. marginale (MSPs) estdo envolvidas nas
interagdes com hospedeiros vertebrados e invertebrados. Devido a forte pressdo seletiva
exercida pela resposta imune do hospedeiro, as MSPs evoluem rapidamente (DE LA
FUENTE et al., 2001a; DE LA FUENTE et al., 2001b), sendo atualmente o principal
foco para o desenvolvimento de vacinas (PALMER et al., 1999). MSPs sao conservadas
tanto em eritrcitos bovinos quanto em células de carrapatos (BARBET et al., 1999),
podem estar presentes de duas formas no parasita, expressas na membrana externa de
corpusculos ou como componentes soliveis sdo secretadas sob a forma de vesiculas ou
bolhas na membrana destes corpos servindo como fatores de viruléncia para a bactéria
(DE LA FUENTE et al., 2001a; LEAL et al., 2000).

Inicialmente foram detectadas seis MSPs na membrana dos corpusculos de A.
marginale: MSPla, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 (BARBET et al., 1987,
OBERLE et al., 1993; PALMER and MCGUIRE, 1984). Destas proteinas a MSP1b,
MSP2 e MSP3 sao codificadas por familias multigénicas, resultando na expressao de
cOpias polimérficas, e as MSPla, MSP4 e MSPS sado codificadas por um tnico gene,

sendo conservadas entre diferentes amostras do agente (PALMER et al., 1999).

Superfamilia MSP1

A MSPI ¢é formada por um complexo de MSP1a e MSP1b ligados por pontes de
dissulfeto. A MSP1a é codificada pelo gene mspla presente em cdpia tnica, apresenta
variacdo de tamanho molecular de 60 a 105 kDa em diferentes regides geograficas

devido aos 28 - 31 aminodcidos que se repetem em tandem de duas a oito vezes, 0s
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quais estdo localizados na por¢cao amino (N-) terminal da proteina (DE LA FUENTE et
al.,, 2003; DE LA FUENTE et al., 2002; DE LA FUENTE et al.,, 2001; DE LA
FUENTE et al., 2001a; ALLRED et al., 1990), além de induzir uma forte resposta de
células T e neutralizagdo por células B devido a existéncia de epitopos sensiveis nesta
regido conservada da proteina (DE LA FUENTE et al., 2004; GARCIA-GARCIA et al.,
2004; KOCAN et al., 2003).

Ambas as regides amino (N-) e carboxi (C-) terminais da por¢ao MSPla sdo
glicosiladas, também, em particular a regido N-terminal desta proteina apresenta 25
sitios de O-glicosilacdo (DE LA FUENTE et al., 2003; DE LA FUENTE et al., 2002).
A funcgdo bioldgica da glicosilacdo de MSPla e MSPI1b sdo desconhecidas, mas os
residuos de carboidratos encontrados na regido glicosilada podem contribuir na
propriedade de adesdo das membranas, assim como a glicosilacdo pode funcionar como
uma prote¢do contra proteases durante o desenvolvimento das proteinas de membranas,
contribuindo para a variagdo antigénica e fenotipica do patégeno (KOCAN, DE LA
FUENTE and BLOUIN, 2008) a fim de conseguir se aderir e infectar a célula
hospedeira.

A funcdo bioldgica da MSPla € servir de adesina para ajudar na invasdo e
transmissdo de algumas cepas de Anaplasma sp. aos eritrécitos bovinos e células de
carrapato (DE LA FUENTE et al., 2001a). E um exemplo de proteina relacionada com a
interagdo patdgeno—hospedeiro (BROWN et al., 2001), estando amplamente distribuidas
entre os isolados brasileiros de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul,
Mato Grosso do Sul e Pernambuco (KANO et al., 2002).

A MSPIb € codificada por uma familia multigénica, composta por cinco
membros, dos quais dois sdo completos (msplfl e msplf2) e trés incompletos ou
parciais (pg) (msplPpgl, msplPpg2 e msplfpg3) (VISESHAKUL et al., 2000),
considerados como provaveis pseudogenes funcionais, os quais permitem a variagao
antigénica de MSP1b (BRAYTON et al.,, 2005). MSP1b € codificada pelos genes
msplP1 e msplP2, os quais mantém-se conservados durante a replicagdo bacteriana,
porém apresenta pequenas variacdes devido ao processo de recombinacio e selecdo de
sub-populacdes (BOWIE et al., 2002). E uma proteina polimérfica entre os isolados

brasileiros e apresenta variagdes de tamanho de 100 - 105 kDa (OBERLE et al., 1988), a
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qual forma um complexo com a proteina MSP1a, apresentando papel de adesdo apenas
para eritrocitos bovinos e ndo para células de carrapatos (DE LA FUENTE et al.,

2001a).

Superfamilia MSP2

A MSP2 € uma proteina imunodominante de superficie com tamanho de 36 kDa
(KOCAN et al., 2002). E codificada por uma familia de genes polimérficos (PALMER
et al., 1994), apresenta uma regido central hipervaridavel que se estende do aminodcido
180 ao aminodcido 275. E flanqueada por regides N- e C-terminais altamente
conservadas (FRENCH et al., 1998) e ocorre como mondmeros ou multimeros ligados
por pontes de dissulfeto (VIDOTTO et al.,, 1994). A MSP2 € expressa tanto na
parasitemia aguda quanto na crdnica, e sua pressao seletiva ocorre logo na glandula
salivar do carrapato, sendo que nas primeiras 48 horas apds a alimentacdo é expressa no
intestino médio do carrapato (LOHR et al., 2002). Durante o ciclo de parasitemia a
MSP2 exibe multiplas variantes antigénicas devido a inser¢des, dele¢des e substitui¢des
de aminodcidos (KOCAN et al., 2001), as quais induzem anticorpos especificos para
essa regido altamente varidvel durante a infeccao persistente (FRENCH et al., 1998). Os
pseudogenes ou alelos doadores de msp2 possuem uma regido central hipervaridvel
flanqueada por regides altamente conservadas 5° e 37, sua recombinacdo dentro de um
sitio de expressdo funcional gera novas variantes responsaveis pela evasao da resposta
imune (BRAYTON et al., 2001). A variabilidade génica € gerada pelo rearranjo de mais
que 10 pseudogenes funcionais inteiros em um Unico sitio de expressdo génica
(BRAYTON et al., 2005; BRAYTON et al.,, 2001), neste contexto, distintas
configuragdes aumentam exponencialmente devido a conversdo de segmentos génicos,
nos quais vdrios sitios de expressdo sdo gerados pela recombinagdo de segmentos de
oligonucleotideos dos alelos doadores (PALMER et al., 2009a). Foi sugerido que as
variagdes genotipicas ndo sdo geradas rapidamente em um animal, j4 que um tUnico
genoétipo foi identificado em um animal num periodo de dois anos, porém em dareas
endémicas, uma grande variedade antigénica dentro de um rebanho foi encontrada

(PALMER et al., 2001).
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A MSP2 esta presente em isolados de diversas regides brasileiras tais como
Minas Gerais, Parand e Rio Grande do Sul, identificados pelo anticorpo monoclonal
ANAF19E2 (KANO et al., 2002), e nas regides de Mato Grosso do Sul e Pernambuco
identificados pelo anticorpo monoclonal ANAO50A2, ANAOS58A2, ANAOG66A2 e
ANAO70A2 (OLIVEIRA et al., 2003).

MSP3

MSP3 € uma familia de proteina imunodominante multigénica, conhecida
anteriormente como AMS86 (PALMER et al.,1986). Devido a regido central
hipervaridvel apresenta uma grande variagdo de 543 pb, com tamanhos de 65 — 86 kDa
em diferentes regides. Varidveis antigenicamente sdo geradas a partir de pseudogenes
inteiros, os quais se recombinam dentro de um sitio Unico de expressdo e entre os
isolados de diferentes regides geogréaficas (KOCAN et al., 2003), servindo para evadir a
resposta imune do hospedeiro durante a infec¢do aguda e persistente (MEEUS et al.,
2003). Entre os isolados brasileiros apenas o isolado de Minas Gerais apresenta o
epitopo para a por¢do MSP3 a partir dos anticorpos monoclonais AMG75C2 e
AMG76B1 (MEEUS et al., 2003: KANO et al., 2002). H4 um sitio de expressao
completo para msp3 com sete pseudogenes funcionais, os quais sdo determinados como
copias de genes truncados que sdo expressos como parte de uma proteina funcional
completa, apés a recombinacdo num Unico sitio de expressdo. Dessa forma, embora
definido como coOpias inativas sua funcionalidade continua a ser determinada
(BRAYTON et al., 2005). O sitio msp3 codifica blocos de aminoacidos relacionados
com a familia multigénica msp2 (BRAYTON et al., 2005: ALLEMAN et al., 1997).
Apenas o sitio de msp3 codifica a proteina completa, sendo a regido C-terminal,
compartilhada com a MSP2. Apds o evento de duplicacdo original é que os genes msp2
e msp3 se divergem, originando proteinas antigenicamente diferentes de 40 e 80 kDa
(MEEUS et al., 2003). Na regido varidvel N-terminal da MSP3 existe pelo menos um
epitopo conservado da MSP2, e na regido N-terminal de MSP2 existe sequéncias de
aminodcidos conservadas que sdo idénticas as sequéncias de aminodcidos da MSP3

(MEEUS et al., 2003).
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MSP4

Esta proteina tem sido usada para caracterizar diversidade genética de
Anaplasma spp. (DE LA FUENTE et al., 2004). Por se tratar de uma proteina
conservada antigenicamente e estruturalmente, estd presente em diferentes isolados de
A. marginale, tais como nos isolados brasileiros do Parand, Sao Paulo, Minas Gerais,
Rio Grande do Sul e Pernambuco (KANO et al., 2002) e em isolados de A. centrale
(OBERLE et al., 1993). A MSP4 esta presente na membrana externa e interna da
bactéria, apresenta tamanho de 31 kDa, e € codificada por um gene de cdpia Unica
(KOCAN et al., 2002; OBERLE et al., 1993). Sua fun¢do bioldgica € desconhecida, mas
sdo proteinas que exercem pressao seletiva no sistema imune do hospedeiro e por isso

estdo envolvidas na interagcdo patégeno-hospedeiro (KOCAN et al., 2003).

MSP5

E uma proteina com massa molecular de 19 kDa, conservada entre os isolados
de A. marginale, A. centrale e A. ovis, codificada por um gene de cépia tnica (VISSER
et al., 1992). A MSP5 foi detectada nos isolados brasileiros de Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul e Pernambuco de A. marginale (KANO
et al., 2002).

Por possuir um epitopo imunodominante altamente conservado entre diferentes
espécies de Anaplasma, o qual € detectado pelo anticorpo monoclonal ANAF16C, a
MSPS5 ¢ utilizada como antigeno para a elabora¢do de ELISAs para o diagndstico de A.

marginale (VISSER et al., 1992).

1.9 Outras proteinas de membrana

Novas proteinas foram detectadas através da separacdo -eletroforética
bidimensional da membrana externa da bactéria e andlise por espectrometria de massas
das proteinas que reagiram com IgG1 e IgG2 de bovinos imunizados com a membrana

de A. marginale. Foram sequenciadas sete proteinas que nao puderam ser identificadas a
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partir de pesquisas no BLAST para identificar sequéncias homdlogas em outros
microrganismos. As sequéncias AM197 e AM854 tiveram identidade com provaveis
proteinas em Ehrlichia canis, a sequéncia AM127, teve identidade com a proteina
hipotética em Ehrlichia chaffeensis, enquanto as sequéncias AM072, AM366, AM387,
e AMS529 ndo tiveram similaridade de sequéncia com qualquer proteina identificada até
o momento (LOPEZ et al., 2005).

No genoma de A. marginale, isolado de Sta Maries, foi identificado o sistema de
secrecao tipo IV (T4SS ou TESS, do inglés, Type IV secretion system) cuja organizagao
¢ semelhante a que foi descrita em Anaplasma phagocytophilum e E. chaffeensi, com
um operon contendo sodB, virB3, virB4 e virB6 e outro mais distante contendo virB8,
virB9, virB10, virB11 e virD4 (OHASHI et al., 1998).

Em A. phagocytophilum o T4SS € um fator de viruléncia os quais secretam
proteinas efetoras tais como anquirina, proteina que contém dominios repetidos de
ankyrina (AnkA). Estas proteinas secretadas possuem distintos mecanismos de
sinalizagdo que podem ter papel na ligacdo e invasao da célula hospedeira (NIU et al.,
2010; RIKIHISA et al., 2010). Em A. marginale a funcdo do T4SS ainda nao foi
determinada, mas sugere-se que a retenc¢do deste gene num organismo patogénico tao
pequeno, indica seu requerimento para a invasdo e sobrevivéncia dentro do eritrécito

bovino e células do carrapato (BRAYTON et al., 2005).

1.10 Imunizacao

A imunidade protetora contra a anaplasmose bovina é desenvolvida apds a
recuperacdo da infeccdo aguda natural ou pela imunizagdo com organismos vivos ou
mortos, fracdes de membrana ou com proteinas de superficie purificadas, que
apresentam epitopos apropriados para células B e T (TEBELE et al., 1991). Atualmente
existem tratamentos quimioterdpicos e controle de vetores, mesmo assim a vacinacdo €
o meio mais seguro e eficaz de controle da anaplasmose bovina em todo o mundo
(PALMER et al., 1999). Todos os tipos de vacina utilizados até o0 momento reduzem ou
previnem os sinais clinicos da doenga, porém ndo previnem que os animais tornem-se

persistentemente infectados com A. marginale.
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Imunizagdes com organismos vivos foram iniciadas por Sir Arnold Theiler (1910) e
continuam sendo o método de escolha em muitas regides do mundo (KOCAN et al.,
2003; THEILER, 1911). O processo de imunizagdo consiste da inoculacio de eritrdcitos
parasitados com o microrganismo menos patogénico, A. centrale em bovinos (KOCAN
et al., 2003). A isoeritrélise neonatal pode ocorrer quando bezerros ingerem colostro de
vacas com altos titulos de anticorpos de forma que vacas sensibilizadas transferem
isoanticorpos aos neonatos, causando elevada mortalidade (ROGERS et al., 1988).
Assim, € sugerido que os animais imunizados sejam acompanhados por um médico
veterindrio a fim de evitar futuras perdas (BENAVIDES et al., 2000).

A imunizacdo com a cepa viva de A. marginale requer 0 monitoramento constante
dos animais vacinados e tratamento com baixas doses do farmaco tetraciclina aos
primeiros sinais da doenga clinica. Essa estratégia de vacinac@o € conhecida também
como método de infec¢do x tratamento ou premuni¢do, no qual o animal torna-se
persistentemente infectado, tem custos elevados e muitas vezes tornam-se impraticaveis
quando todo um rebanho deve ser vacinado (KOCAN et al., 2003).

Cepas atenuadas (RISTIC et al., 1968) também té€m sido avaliadas como vacinas
vivas contra anaplasmose bovina. As cepas sdo selecionadas apds passagens seriadas em
cervideos ou ovelhas ou mesmo submetidas a exposi¢do a radiacdo por Cobalto (*°Co)
(RISTIC et al., 1968), ndo sendo sugerida sua utilizagdo em animais com mais de um
ano, devido ao risco de a cepa se tornar virulenta (KOCAN et al., 2003). Sendo assim,
animais vacinados com o organismo atenuado também devem ser acompanhados por
um médico veterindrio a fim de evitar futuras perdas (BENAVIDES et al., 2000).
Atualmente o método mais eficiente de inducdo de imunidade protetora contra
anaplasmose € por meio de imunizacdo com vacina viva de A. centrale (BROWN,
2012), pois compartilha com A. marginale epitopos responsdveis pela resposta imune
protetora, dentre os quais, estdo os epitopos para linfécitos T CD4+ (SHKAP et al.,
2002), embora, possa causar eventualmente, doenca clinica em bovinos adultos e falha
na prote¢do contra cepas muito virulentas de A. marginale (BRIZUELA et al., 1998;
POTGIETER and VAN, 1982).

As vacinas com antigenos mortos ou inativados foram desenvolvidas inicialmente
nos Estados Unidos na década de 60 (BROCK, 1965), e apesar de possuirem algumas

vantagens perante as vacinas vivas, nao sdo utilizadas com frequéncia devido a
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necessidade de inoculagdes anuais, o alto custo na purificacdo de Anaplasma sp. a partir
de eritrdcitos bovino e a falta de protecdo cruzada entre isolados de diferentes regides,
além de a protecdo ser menor que a induzida pela vacina viva. As vantagens deste
método sdo devido ao baixo nimero de organismos infecciosos veiculados pelo sangue,
0 armazenamento barato, e o fato de as reacdes pds-inoculacdo apresentarem minima
relevancia clinica (BROCK, 1965).

Devido a técnica de DNA recombinante, com enfoque nas proteinas de superficie de
A. marginale, e ao sucesso no cultivo in vitro deste patégeno em células de carrapato,
novas perspectivas surgiram quanto ao desenvolvimento de novas e mais eficientes
vacinas contra este patdgeno (ARAIjJ O et al.,, 2003). Em varios estudos com A.
marginale, a imunizagdo de bovinos com proteinas de membrana externa purificada,
induziu protecdo contra niveis elevados de parasitemia e a doenca clinica (BARBET et
al., 2000). No entanto, nenhuma das proteinas individuais induziu protecio equivalente
a do complexo de membranas externas (BARBET et al., 2000; ABDALA et al., 1990),
no qual a protecdo € associada a elevados titulos de IgG2 e linfécitos T CD4 + contra
as MSPs (BARBET et al., 2000). Da mesma forma, nao foi eficiente a prote¢do contra
altos niveis de bacteremia e anaplasmose clinica, mesmo apresentando uma ripida
resposta humoral, quando foi produzida a vacina de A. centrale em células de carrapato

IDES (LASMAR et al., 2012).

1.11 Vacina viva de A. centrale

A partir de observacdes, Theiler relatou que um animal pode ser inoculado mais de
uma vez com A. centrale correndo o risco de desenvolver uma leve reacdo devido a uma
diferenca na cepa de Anaplasma sp., porém a primeira infec¢do daria imunidade
suficiente para proteger o animal. Essas informacdes serviram de base para o
desenvolvimento da vacina de A. centrale (THEILER,1912; THEILER, 1911).

A. centrale é uma espécie de bactéria menos patogénica para bovinos em relacdo a
A. marginale. Foi importada da Africa em 1934, local onde originalmente foi isolada
em 1911 (THEILER, 1911). A. centrale devido ao fato de relativamente ndo ser

transmitida por R. microplus, € utilizada como vacina hd mais de 100 anos (BOCK and
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DE VOS, 2001) em vérios paises do mundo como Austrélia, Africa do Sul, Israel,
Paraguai, Uruguai, Argentina, Brasil, € mais recentemente em Zimbabwe e Malawi
como uma vacina heter6loga, a qual induz uma protecdo contra anaplasmose clinica
prevenindo a morte. No Brasil, foi padronizada pela Embrapa (KESSLER et al., 2002),
e veterindrios a utilizam extensivamente para a prevencdo de surtos de anaplasmose
bovina em condi¢des de campo. A vacina deve ser administrada preferencialmente via
intramuscular ou subcutanea, por serem além de vias de facil aplicagdo também
apresentam um bom desempenho (BOCK and DE VOS, 2001). A vacina desenvolve
infec¢do persistente semelhante as variacOes antigénicas descritas em A. marginale
(SHKAP et al., 2002) e neste caso nao hé necessidade de revacinagdes (TEBELE et al.,
1991; ABDALA et al., 1990; RISTIC and CARSON, 1977). A imunidade parcial é
gerada dentro de 6 - 8 semanas, sendo detectados niveis de anticorpos para A. centrale
em até nove anos apds a vacinagdo, os quais nio apresentaram diminui¢ao aparente em
testes de sensibilidade (MOLLOY et al., 2001). A imunidade protetora gerada contra a
cepa virulenta de A. marginale nao impede a infec¢do, mas previne a morte devido a
presenca de epitopos imunodominantes semelhantes entre as duas espécies, tais como 0s
epitopos de células T CD4+ (SHKAP et al., 1991). Estudos revelaram que a imunidade
protetora estd correlacionada com a ligacdo dos anticorpos IgG2 as proteinas de
superficie principais (PALMER et al., 1999; BROWN et al., 1998). A imunizag¢dao com
a cepa vacinal induz a expressao de IgG2, os quais se ligam ao conjunto de proteinas de
superficie da cepa virulenta, independente das variacdes existentes entre as cepas de A.
centrale e A. marginale, as quais sdo de 60% a 84%, exceto nas variantes MSP2 e
MSP3, e protege contra niveis elevados de bacteremia e doenca. Contudo, a base da
imunidade protetora contra a cepa virulenta ainda permanece desconhecida (AGNES et
al., 2011). Embora a cepa vacinal ndo induza a produ¢do de anticorpos para a MSP1,
proteina consistente com diferencas estruturais de A. marginale (HERNDON et al.,
2010), também nao induz niveis de anticorpos relevantes para as proteinas conservadas
MSP4 e MSP5 em desafio contra a cepa Sta. Maries de A. marginale (MOLAD et al.,
2004). Mesmo assim € sugerido que a auséncia de anticorpos para MSP1 reflita na baixa
imunogenicidade no contexto da vacinacdo com A. centrale (AGNES et al., 2011).

A vacina de A. centrale ndo € licenciada nos Estados Unidos e Unidao Européia,

devido ao fato de ser uma vacina viva, produzida a partir do sangue de bovinos, os quais
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podem transmitir patdgenos contaminantes conhecidos e nido conhecidos através da
vacina (ROGERS et al., 1988). Adicionalmente, a vacina ndo induz imunidade uniforme
contra as cepas de A. marginale isoladas de diferentes regides, e surtos foram relatados
em animais vacinados (BOCK and DE VOS, 2001). Entretanto, nesse mesmo estudo os
autores mostraram que apesar de a resposta de bovinos vacinados terem sido variadas
nas diferentes regides de uso extensivo, a protecdo contra A. marginale foi adequada
para prevenir a doenca clinica na maioria dos casos, pois embora existam cepas de A.
marginale altamente virulentas e diferentes antigenicamente por toda parte do mundo,
sd0 os bovinos quem devem apresentar habilidade em montar uma resposta imune
protetora contra a diversidade de A. marginale mesmo quando imunizados com a vacina
de A. centrale. Bovinos adultos sem exposicdo prévia com o patdégeno sao bovinos
altamente susceptiveis a desenvolver a doenca clinica, mesmo quando € inoculada uma
cepa de baixa viruléncia (LASMAR et al., 2012). Alguns isolados de A. marginale da
Africa e América do Sul séo resistentes a imunidade produzida por A. centrale, e neste
caso, uma cepa denominada ‘Dawn’ (isolada na Austrdlia em 1991), cepa menos
patogénica que A. marginale € utilizada. Nestas regides, a cepa ‘Dawn’ € mais eficiente
que a cepa A. centrale (BOCK and DE VOS, 2001), mostrando ser protetora contra
desafios heter6logos com cepas australianas (BOCK et al., 2003). Isolados de A.
marginale derivados de bufalos sdo menos patogénicos que A. centrale, porém
apresentam uma protecdo menos eficiente contra desafio com cepas virulentas de A.
marginale (POTGIETER and VAN, 1983).

O controle da anaplasmose bovina deve ser feito em sentido profildtico, evitando o
desenvolvimento da doenga, pois o tratamento quimioterdpico, quando se trata de um
nimero grande de animais é mais caro e nem sempre eficaz (SACCO, 2001). E
recomendado vacinar animais sensiveis, passiveis de adoecer, animais de dreas livres e
de instabilidade enzodtica. Em dreas endémicas € importante que os bezerros entrem em
contato com os carrapatos para que se tornem imunes naturalmente. Recomenda-se
vacinar bezerros de 6 - 9 meses de vida, nesta idade, os riscos de reacdes com a vacina
sd0 minimos, e a vacinacdo ird prevenir fortemente a doenga exibindo uma protecdo
duradoura (BOCK and DE VOS, 2001). O in6culo de A. centrale é padronizado e por se
tratar de microrganismos vivos hd o desenvolvimento de uma infeccdo subclinica, que

ndo requer tratamento, entretanto pode desenvolver leves alteracdes nos valores
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sanguineos e hipertermia. Portanto, ndo é recomendada a imunizac¢do de vacas gestantes
e nem de animais adultos (SACCO, 2001). No caso de transporte do animal, deve—se
observar sua origem, de 4rea endémica ou ndo endémica, e a raca. Neste caso, o
requerimento de vacinacdo pode ser uma medida de seguranca nas propriedades para a
identificacdo de bovinos vacinados e aceitos para exportacdo (BOCK and DE VOS,

2001).

1.12 Controle de qualidade da vacina de A. centrale

A vacina é produzida em bezerros esplenectomizados, para garantir o
rendimento maximo da produ¢do da vacina, mantidos em quarentena. Devido a vacina
ser fornecida congelada, seu transporte € dificultado ja que a cepa deve ser mantida em
nitrogénio liquido. Seu controle de qualidade é de extrema importancia visto que outros
organismos presentes no sangue do bovino podem contaminar a vacina e serem

disseminados de forma ampla (BOCK et al., 2003).

Segundo autoridades veterindrias, as quais disponibilizam os requisitos
processuais especificos para aprovagao ou licenciamento dos produtos bioldgicos de uso
veterindrio, as andlises de risco para vacinas veterindrias sdo estabelecidas sob os
principios de garantia de qualidade, que incluem o risco relacionado com a
contaminacdo das mesmas por agentes infecciosos (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH (OIE) 2008).

Se o bezerro doador estiver infectado com A. marginale, pode ser observado no
esfregaco do bezerro esplenectomizado geralmente dentro quatro semanas, periodo no
qual as hemdcias come¢am a ser parasitadas, mas podem se estender até oito semanas,
dependendo da cepa de A. marginale. Animais que apresentam baixos niveis de
parasitemia, além de ser clinicamente saudéveis sdo de dificil deteccdo microscopica e
servem como portadores infecciosos para uma continua transmissdao do agente
patogénico. Sendo assim, a contaminagdo da vacina de A. centrale com A. marginale,
principalmente por insetos hematéfagos, é um risco durante todo o seu processo de
producdo. Como A. marginale é mais virulenta que A. centrale, sua contaminagdo pode

rapidamente tornar todo o lote da vacina virulento, comprometendo e limitando sua
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utilizacdo. Portanto, € necessario um teste de diagndstico capaz de detectar animais
persistentemente infectados e de diferenciar entre as espécies de A. centrale e A.
marginale para auxiliar no controle da qualidade da vacina viva de A. centrale de forma
a cumprir com as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

(MAPA).

O controle da producdo do antigeno deve estar sempre sendo avaliado para
garantir uma amostra de A. centrale livre de contaminacdo com agentes patogénicos que
possam causar reagdo com a sua inoculacdo, contribuindo a protecdo contra
anaplasmose bovina sem a utilizacdo indiscriminada de antibioticos (WORLD

ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH (OIE) 2012).

1.13 Quimioterapia

z

A quimioterapia é mediada por antimicrobianos, principalmente por meio do
grupo das tetraciclinas. A tetraciclina € utilizada no tratamento da anaplasmose desde
1950, extensivamente nos Estados Unidos (KOCAN et al., 2000), de forma curativa e
profilatica. Porém, além de ndo ser um tratamento de dose unica pode ndo ser
totalmente eficaz (RICHEY and PALMER, 1992). Utilizar o sistema de
antibioticoterapia como um modo de quimioesterilizacdo nao é eficiente mesmo com a
utilizacdo de doses elevadas de tetraciclina (COETZEE et al., 2006), os animais

constituem-se como uma fonte portadora do microrganismo.

Atualmente no Brasil, a base da quimioterapia € realizada por meio de doses de
3 mg/kg de imidocarb (McHardy & Simpson 1974). Existem algumas restricdes quanto
ao uso deste medicamento. O descarte do leite produzido em periodo de caréncia do
produto e a carne ndo deve ser destinada ao consumo humano até 28 dias apds a
medicacdo. Entretanto, as formula¢des do imodocarb sdo de facil aplicagdo, uma vez
que o volume da dose terapéutica ¢ menor em relacao as tetraciclinas e facilita as tarefas
quando se deve aplicar tratamentos anaplasmacidas a vérios bovinos para o controle de
surtos de anaplasmose (GUGLIELMONE A.A., MANGOLD A.J., MARTINS J.R.,
2003).
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A quimioprofilaxia pode ser realizada por meio da incorporacdo didria do
antibidtico ao alimento do animal. Dificilmente este tipo de administracao resulta em
uma dosificacdo homogénea entre os animais e neste caso além de ndo ser eficaz pode

favorecer ainda mais o surgimento de cepas resistentes (KOCAN et al., 2000).

2. OBJETIVO

Desenvolver uma PCR para diferenciar os isolados de A. marginale e A.

centrale.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao do material biolégico

As amostras experimentalmente infectadas em bovinos oriundos de Santa
Vitéria do Palmar — RS, regiao teoricamente livre de carrapato, foram: a propria cepa
vacinal de A. centrale (oriunda do Uruguai e originalmente importada de Israel), A.
marginale, coinfeccdo de A. centrale e A. marginale e as cepas de B. bovis e B.
bigemina, foram cedidas pelo Dr.° Jodo Ricardo Martins, Médico Veterindrio do
Laboratério de Parasitologia do Instituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor
(FEPAGRO/IPVDF). As amostras de sangue de bovino livre de Anaplasma sp. foram
coletadas de um bovino oriundo de Santa Vitorio do Palmar- RS, mantido em estabulo,
na Faculdade de Veterindria da UFRGS, em tubos a vicuo contendo aproximadamente
3,2% de citrato de sodio.

Todas as amostras foram fracionadas em tubos de 1,5 mL com 200 pL de
sangue, criopreservadas com DMSO 10% e congeladas em nitrogénio liquido até

extracdo do DNA gendmico (DNAg).
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3.2 Extracio do DNAg

A extracdo do DNAg foi baseada no protocolo descrito por Bashiruddin (1999) ,
com modificacdes segundo Sambrook and Russell (2001) e Alberts (2011), utilizando o
método fenol:cloroférmio. A partir de 200 uL. de amostra de sangue total, descongelado
a 4°C e lavado trés vezes com 1 mL de Tris-EDTA pH 7,4, centrifugado em centrifuga
refrigerada (Himac - CR 21 F) a 4°C por 14.000 g por 2 minutos, para a digestdo
protéica foram adicionados 300 pL de dgua, 100 uL de sarcosil 10%, 100 uL de SDS
10% e 20 pL de proteinase K (5 mg/mL) (Promega), homogeneizado suavemente e
incubado em banho-maria a 62°C por 1 hora. O DNAg foi isolado ao adicionar 400 puL
de fenol tamponado pH 8,0 (USB) e 400 uL de cloroférmio. A solucdo foi centrifugada
em centrifuga Mini spin (Eppendorf) a 14.000 g por 2 minutos a temperatura ambiente.
Para precipitacio do DNAg foi adicionado 500 puL de etanol 100% gelado e 50 puL de
KCL (2M) gelado, seguido de incubacdo por 16 horas a - 20°C. As amostras foram
centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C, em uma velocidade de 20.300 g por 30
minutos. O sedimento foi lavado com etanol 70% e secado a temperatura ambiente por
aproximadamente 1 hora para posterior suspensao em 20 uL de dgua.

A qualidade e a concentracdio do DNAg extraido foram avaliados por
espectrofotometria a 260 nm em aparelho ultrospec 10.000 (Pharmacia Biotech). O
DNA também foi analisado em eletroforese em gel de agarose 0,8% (Promega) com
Tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE 1x) pH 8,0. A massa molecular do produto foi
estimada por comparagao com o marcador Hind III (Fermentas). O gel de agarose com
brometo de etidio (0,5 mg/mL) (Sigma), foi submetido a eletroforese a 100 V e o
produto foi visualizado em transluminador ultravioleta e fotografado em camera digital
Nikon (modelo D70S). As amostras de DNAg de bovino nio infectado foram

processadas da mesma forma e serviram como controle negativo nas reacdes de PCR.

3.3 Padronizacao da Reacao em Cadeia da Polimerase

Os primers para amplificacao dos genes mspla, msp3 e msp4 foram projetados

com modificacdes baseado no trabalho de Shkap et al. (2008), a partir das sequéncias
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gendmicas do isolado Israel de A. marginale e do isolado Israel de A. centrale,
disponiveis no Genbank pelos nimeros de acesso: AY786994 e M32871, AY054383 e

AY586402 respectivamente, usando-se o programa vetor NTI ® (Invitrogen).

Tabela 1. Projeto dos primers para deteccdo dos genes mspla, msp3 e msp4, nimero
de acesso Genbank, posicdo e tamanho do amplicon, como determinado seguindo
amplificacio do DNA gendmico do sangue de bovino infectado com A. centrale e

sangue de bovino infectado com A. marginale.

Espécie (gene) Primers Posicao Amplicon (pb) N. acesso

A. centrale (msp4) For: catggggcatgaatgtg 8-26 394 AY054383
Rev: aattggttgcagtgagcgca 383-402

A. centrale (msp3) For: tccagaaggtgaaggagaaga  474-493 991 AY586402
Rev: gcatttacaggaaaggaagca  1444-1464

A. marginale (msp4) For: cccatgagtcacgaagtgg 91-109 753 AY786994
Rev: gctgaacaggaatcttgctce 824-844

A. marginale (mspla) For: tgcattacaacgaacgc 1689-1706 1039 M32871
Rev: gagatgcgctccaaggttg 2710-2728

O protocolo inicial utilizado como modelo para a padronizacio da PCR
convencional foi constituido por uma reagdo com volume final de 25 puL contendo 2,5
puL de tampdo 10 x (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 500 mM KCl), 0,75 uL. de MgCI2 (50
mM), 0,4 uL. de uma mistura de dNTPs (10 mM de cada), 0,5 uL de cada primer (10
pmol/ul), 2,0 uL de DNA (10 ng/uL) e 0,25 uL. de Taqg DNA polimerase (SU/uL
Ludwig Biotec ®). A reacdo foi realizada em termociclador PCR Mimicycler ™ (MJ
Research), programado para as seguintes condicdes: um ciclo de desnaturacdo inicial a
94°C por 4 minutos, seguidos por um total de 35 ciclos de: desnaturagdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30
segundos. E uma extensao final a 72°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C para cessar

a amplificagdo. Para a revela¢do dos produtos de amplificacdo, retirou-se de cada tubo
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10 pLL de amostra e acrescentando 1 uL. de tampdo de amostra (Invitrogen), aplicou-se
em gel de agarose 0,8% em TAE 1x contendo 0,5 mg/ uL de brometo de etideo, que em
seguida foi submetido a eletroforese a 100 V.

As varidveis estudadas durante a padronizacdo da reagdo de PCR foram:
temperatura de anelamento dos primers, concentragdo do cloreto de magnésio,
quantidade de primers, quantidade de DNA molde de Anaplasma sp., andlise da
sensibilidade analitica da reac@o e andlise da especificidade analitica dos primers de A.

centrale e A. marginale.
3.3.1 Temperatura de anelamento dos primers

As temperaturas de anelamento testadas para as reacdes com as amostras de
DNAg da vacina de A. centrale, de A. marginale e de DNAg de bovino livre de
Anaplama sp. foram: 49°C, 50°C, 51°C, 52°C e 53°C.

3.3.2 Concentracao de cloreto de magnésio (MgCl,)

Para obten¢do da concentragao ideal de MgCl, na reagao de PCR foram testadas
concentracdes varidveis de MgCl,. As quantidades variadas nas reacdes de PCR
contendo DNAg de cada uma das espécies de Anaplasma ou contendo o DNAg de
bovino livre de Anaplama sp. foram: 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM e 3,0 mM.

3.3.3 Quantidade de primers

Para estabelecer a quantidade ideal de cada par de primers foram realizados

testes com 2,5 pmol, 5,0 pmol e 10 pmol de cada par de primers.



48

3.3.4 Quantidade de DNA molde de Anaplasma sp.

A quantidade ideal de DNA molde de Anaplasma sp. foi determinada alterando a
quantidade de DNAg de A. centrale e A. marginale assim como o DNAg de bovino
livre de Anaplasma sp.. As quantidades foram de 20 ng, 15 ng, 10 ng, 5 ng e 1 ng em
uma solucdo de 25 pL.

3.3.5 Estimativa do limite de detec¢ao da PCR

A partir da estimativa da concentracdo do DNAg por espectrofotometria foram
realizadas sucessivas diluicdes da solug¢do original contendo 1 ng/uLL de DNAg: 1:10
(0,1 ng/uL), 1:100 (0,01 ng/uL), 1:1000 (0,001 ng/uL), 1:2000 (0,0005 ng/uL), 1:4000
(0,00025 ng/uL), 1:8000 (0,00125 ng/uL) e 1:10.000 (0,0001 ng/uL) e em seguida foi
realizada a PCR convencional padronizada com 1 pL das respectivas diluicdes para

estimar a sensibilidade da PCR.

3.3.6 Especificidade analitica dos primers

A andlise da especificidade analitica dos primers foi realizada a partir da PCR
padronizada com os primers para o gene msp4 de A. centrale e de A. marginale para

amplificacdo do DNAg dos protozodrios B. bovis e B. bigemina (10 ng/uL).

3.4. Sequenciamento do amplicon

Os amplicons obtidos pela técnica de PCR foram purificados utilizando o kit
Geneclean® II (QBiogene MP Biomedicals LLC), conforme orientagao do fabricante, e
eletroforese conforme descrito no item 2.3.

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose com o produto purificado para

quantificacdo conforme o item 2.3. Preparagdes contendo 10 ng do DNA purificado de
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A. centrale e A. marginale, e 3,2 pmol de cada primer para o gene msp4 de A. centrale e
A. marginale, foram analisadas no servico de sequenciamento do laboratério de
Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no ABI Prism 3130x1 Applied

Biosystems.

3.5 Comparacao entre PCR e Microscopia

Foram analisadas por PCR 13 amostras de bezerros dos municipios de Sao
Gabriel, Guaiba e Alegrete e comparadas com os testes de microscopia Optica

previamente realizados no laboratério do IPVDF.

4. RESULTADOS

4.1 Temperatura de anelamento dos primers

O resultado da PCR convencional utilizando os pares de primers para o gene
msp4 e os respectivos DNAg das amostras de sangue de bovinos infectados
experimentalmente com A. centrale ou com A. marginale, apresentaram os fragmentos
especificos de 394 pares de bases (pb) para A. centrale e 753 pares de bases (pb) para A.
marginale. Os demais primers testados foram descartados, pois ndo apresentaram 0s
resultados esperados. Os pares de primers para o gene mspla de A. marginale nao
foram utilizados devido a diferen¢a de tamanho do amplicon obtido frente ao esperado,
J& os pares de primers para o gene msp3 de A. centrale ndo foram utilizados devido ao

grande nimero de bandas inespecificas visualizadas no gel de agarose.

Bandas mais nitidas foram visualizadas através do gel de agarose 0,8%, na
temperatura de 53°C, correspondentes tanto ao fragmento de A. centrale (figura 4)

quanto ao fragmento de A. marginale (figura 5). Temperaturas de anelamento abaixo
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esta resultaram em anelamento ndo especifico, e, portanto sem amplificagdo

inespecifica.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
a PCR de padronizacdo da temperatura de anelamento dos primers para o gene msp4 de
A. centrale. As variagdes de temperatura a 49°C, 50°C, 51°C, 52°C e 53°C
correspondem as canaletas de 1 — 5 contendo DNAg de A. centrale e as canaletas de 6 -
10 contendo DNAg de bovino livre de Anaplasma sp. respectivamente. O PCR foi
realizado utilizando 20 ng de DNAg alvo, 5,0 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl.,
0,16 mM de dNTP, tampao da reacdo e 1,25 U Taq DNA polimerase.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
a PCR de padronizacdo da temperatura de anelamento dos primers para o gene msp4 de

A. marginale. As variacdes de temperatura a 49°C, 50°C, 51°C, 52°C e 53°C
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correspondem as canaletas de 1 - 5 contendo DNAg de A. marginale, 6 — 10 contendo
DNAg de bovino livre de Anaplasma sp. O PCR foi realizado utilizando 20 ng de
DNAg alvo, 5,0 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl,, 0,16 mM de dNTP, tampao da
reacdo e 1,25 U Taq DNA polimerase.

4.2 Concentracao de cloreto de magnésio (MgCl,)

Nas menores concentracdes de MgCl, houve pouco produto amplificado, e em
altas concentracdes de MgCl, houve a formagdo de bandas inespecificas, assim como
pode-se visualizar na figura 6. Dessa forma, a concentracdo ideal do cloreto de
magnésio estabelecida foi de 1,5 mM, a qual se mostrou com maior rendimento como

visualizado na figura 7.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
a PCR de padronizacdo da concentracdo do cloreto de magnésio para as amostras de
DNAg de A. centrale, com seu respectivo primer para o gene msp4. Amostras de 1 - 5
contendo DNAg de A. centrale com 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM e 3,0 mM de
cloreto de magnésio respectivamente e amostras de 6 — 10 contendo DNAg de bovino
livre de Anaplasma sp. com 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM e 3,0 mM de cloreto de
magnésio respectivamente. O PCR foi realizado utilizando 20 ng de DNAg, 5,0 pmol de
cada primer, 0,16 mM de dNTP, tampdo da reacdo, 1,25 U Taq DNA polimerase e a
53°C.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
a PCR de padronizacdo da concentracdo do cloreto de magnésio para as amostras de
DNAg de A. marginale, com o par de primer para seu respectivo gene msp4. Amostras
de 1 - 5 contendo DNAg de A. marginale com 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM e 3,0
mM de cloreto de magnésio respectivamente, e as amostras de 6 — 10 contendo DNAg
de bovino livre de Anaplasma sp. com 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM e 3,0 mM de
cloreto de magnésio respectivamente. O PCR foi realizado utilizando 20 ng de DNAg
alvo, 5,0 pmol de cada primer, 0,16 mM de dNTP, tampao da reacdo, 1,25 U Taq DNA

polimerase e a 53°C.

4.3 Quantidade de primers

A quantidade ideal de primers para as reacdes de PCR foi de 5 pmol, a qual

apresentou uma banda mais forte do produto amplificado assim como pode ser

observado na figura 8.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
a PCR de padronizacdo da quantidade de primers para as amostras de DNAg de A.
centrale e A. marginale, com os respectivos primers para o gene msp4. Amostras de 1 —
3 contendo DNAg de A. centrale com 2,5 pmol, 5,0 pmol e 10 pmol de primers
respectivamente, as amostras de 7 - 9 contendo DNAg de A. marginale com 2,5 pmol,
5,0 pmol, e 10 pmol de primers respectivamente, e as amostras de 4 — 6 e 10 - 12
contendo DNAg de bovino livre de Anaplasma sp. com 2,5 pmol, 5,0 pmol e 10 pmol
de primers respectivamente. O PCR foi realizado utilizando 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 0,16 mM de dNTP, 20 ng de DNAg, tampado da enzima, 1,25 U Taqg DNA

polimerase e a 53°C.

4.4 Quantidade de DNA molde de Anaplasma sp.

A quantidade ideal de DNA molde de Anaplasma sp. na reacao de PCR foi de 1
ng, apresentando uma amplificacdo dos produtos esperados, sem nenhuma banda

aparente na canaleta contendo o DNAg de bovino livre de Anaplasma sp.

4.5 Reaciao da PCR convencional padronizada

O protocolo final da reacdo de PCR convencional incluiu um par de primers da

regido conservada da proteina de superficie principal quatro (MSP4) de A. centrale e
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um par de primers da MSP4 de A. marginale projetados com modificacdes baseado no
trabalho de Shkap et al. (2008), utilizando sequencias depositadas no GenBank
(AY054383 e AY786994).

Os testes de amplificacdo dos genes foram realizados por meio de PCR em
reacdes preparadas com um volume final de 25 pL, contendo 2,5 uL. de tampao 10 x (10
mM de Tris-HCI pH 8,5 (500 mM KCl), 0,75 pL de MgCl, (50 mM), 0,4 uL. de uma
mistura de dNTPs (10 mM de cada), 0,5 uL de cada primer (10 pmol/uL), 1,0 uL de
DNA (1 ng/uL) e 0,25 uL de Taq DNA polimerase (SU/uL Ludwig Biotec ®). As
reacoes de amplificacdo foram realizadas em termociclador PCR Mimicycler ™ (MJ
Research), programado para ter um ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos,
seguidos por um total de 35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 53°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. E uma extensao

final a 72°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C para cessar a amplificacao.

4.6 Estimativa do limite de deteccio da PCR

A partir da estimativa da concentracdo de DNAg por espectrofometria foram
realizadas sucessivas diluicdes da solucdo original, contendo 1 ng/ul. de DNAg: 1:10
(0,1 ng/ uL), 1:100 (0,01 ng/ uL), 1: 1000 (0,001 ng/ uL), 1: 2000 (0,0005 ng/ uL),
1:4000 (0,00025 ng/ uL), 1:8000 (0,000125 ng/ uL) e 1:10.000 (0,0001 ng/ uL). Em
seguida foi realizada a PCR convencional padronizada com 1 ulL das respectivas
diluicdes.

Como mostram as figuras 9 e 10, as reacdes foram positivas em todas as
diluicdes exceto nas canaletas 6 e 7, as quais sdo correspondentes a 0,00025 ng/ uL e
0,000125 ng/ ul. para o DNAg de A. centrale e para o DNAg de A. marginale
respectivamente . Dessa forma o limite da detec¢do da PCR convencional foi estimada

em 0,25 pg para o DNAg de A. centrale e de 0,125 pg para o DNAg de A. marginale.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, referente
ao teste de sensibilidade da PCR padronizada com os primers para o gene msp4 de A.
centrale. Amostras de 1 — 7 contendo DNAg de A. centrale nas concentragdes de 0,1 ng,
0,01 ng, 0,001 ng, 0,0005 ng, 0,00025 ng, 0,000125 ng, 0,0001 ng e as amostras de 8 —
14 contendo DNAg de bovino livre de Anaplasma sp. nas mesmas concentracdes. O
PCR foi realizado utilizando 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,16 mM de dNTP, 5,0

pmol de cada primers, 1,25 U Taq DNA polimerase, tampao da enzima e a 53°C.
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564-

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo,
referente ao teste de sensibilidade da PCR padronizada com os primers para o gene

msp4 de A. marginale. Amostras de 1 — 7 contendo DNAg de A. marginale nas
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concentracdes de 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001 ng, 0,0005 ng, 0,00025 ng, 0,000125 ng, 0,0001
ng e as amostras de 8 — 14 contendo DNAg de bovino livre de Anaplasma sp. nas
concentracdes de 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001 ng, 0,0005 ng, 0,00025 ng, 0,000125 ng, 0,0001
ng. O PCR foi realizado utilizando 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,16 mM de dNTP,
5,0 pmol de cada primer, 1,25 U Taq DNA polimerase, tampao da enzima e a 53°C.

4.7 Especificidade analitica dos primers

A técnica de PCR utilizando os pares de primers para A. centrale e para A.
marginale revelou ser especifica, nao amplificando o DNAg dos hematozodrios B. bovis
e B. bigemina. Esses primers foram capazes de amplificar os fragmentos esperados e de

diferenciar as duas espécies de Anaplasma.

23130-
6557-
4381-

2027-

564-

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo,
referente a andlise da especificidade dos primers para o gene msp4 de A. centrale e para
o gene msp4 de A. marginale da PCR padronizada. As amostras 1, 3, 5 e 8 com 0s
primers para o gene msp4 para A. centrale e as amostras 2, 4, 7 ¢ 9 com os primers para
o gene msp4 para A. marginale. Amostra 1. com DNAg de A. centrale, 2. com DNAg
de A. marginale, 3. e 4. com DNAg de B. bovis, 5. e 6. com DNAg de B. bigemina e as

amostras 7. e 8. com DNAg de bovino livre de Anaplasma sp.. O PCR foi realizado
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utilizando 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,16 mM de dNTP, 5,0 pmol de cada
primer, 1 ng de DNAg, 1,25 U Taq DNA polimerase, tampao da enzima e a 53°C.

4.8 Sequenciamento dos amplicons

O sequencimento do produto amplificado confirmou a identidade da sequéncia
amplificada e especificidade dos primers. Os dois amplicons apresentaram 100% de
identidade com as sequéncias de nucleotideos depositados no Genbank pelo nimero de
acesso: JN564652 para o gene msp4 de A. marginale e CP001759 para o gene msp4 de

A. centrale.

4.9 Comparacio entre PCR e microscopia

Comparando os resultados do teste de PCR convencional com os testes
microscopicos previamente realizados pelo laboratério do IPVDF, a PCR mostrou-se de
maior sensibilidade analitica e especificidade. Dentre as 13 amostras de bovinos de
campo analisadas, apenas quatro delas concordaram com os resultados do esfregaco
sanguineo. O restante das amostras foi positivo para A. marginale, e duas dessas
amostras analisadas foram positivas para infec¢des concomitantes de A. marginale e A.
centrale apenas quando analisadas por PCR. Como o PCR € uma técnica mais sensivel,
pode detectar A. marginale em bovinos persistentemente infectados, além de
diagnosticar a cepa vacinal em bezerros, ao contrdrio do teste microscépico o qual

detectou apenas A. marginale em bovinos sintométicos.
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Tabela 2. Comparacdo dos resultados de microscopia e PCR das amostras de bovinos
dos municipios de Guaiba, Sdo Gabriel e Alegrete naturalmente infectados com

Anaplasma sp.

Amostras Microscopia PCR

A. marginale A. centrale A. marginale

1. Positivo Negativo  Positivo
2. Positivo Positivo Positivo
3. Positivo Negativo  Positivo
4. Positivo Negativo  Positivo
S. Negativo Negativo  Positivo
6. Negativo Negativo  Positivo
7. Negativo Negativo  Positivo
8. Negativo Negativo  Positivo
9. Negativo Negativo  Positivo
10. Negativo Negativo  Positivo
11. Negativo Negativo  Positivo
12. Negativo Positivo Positivo
13. Negativo Negativo  Positivo

5. DISCUSSAO

Para alcancgar os objetivos propostos no presente estudo foi realizada digestdo
enzimatica das proteinas das amostras infectadas e ndo infectadas com os patégenos por
lise enzimatica com proteinase K seguida de extrac¢do por fenol:cloroférmio. A extracao
apresentou bons resultados quanto ao custo e beneficio, por ser uma extra¢do barata,
rapida e pratica, de boa qualidade e rendimento. A PCR convencional também € uma
técnica rapida, sensivel e ndo necessita da viabilidade dos patégenos para a realizacdo
do teste, permitindo que as amostras sejam armazenadas antes da deteccdo do agente

patogénico (GILLESPIE, 1990).
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O PCR convencional foi padronizado através da padronizacdo da temperatura de
anelamento dos primers, concentracdao ideal de cloreto de magnésio, quantidade de
primers e de DNAg. A temperatura ideal é talvez o fator mais critico para a obtengao
de uma alta especificidade dos primers. Quando a temperatura é muito alta, pouco ou
nenhum anelamento podem ocorrer, mas se muito baixa, aumenta o nimero de
anelamentos inespecificos. Teoricamente a temperatura ideal de anelamento dos primers
deve ser 5°C abaixo da menor temperatura de melting (TM) do par de primers, a qual
depende do seu comprimento e da sua composicio (ROSSETTI, SILVA e
RODRIGUES, 2006). Entretanto, na prética o estabelecimento da temperatura 6tima de
anelamento de um primer as vezes € variavel, pois temperaturas de anelamento (Ta) dos
primers para o gene msp4 de A. marginale seria em torno de 55°C, ja para o gene msp4
de A. centrale em 53°C, a qual foi a Ta ideal para detec¢do dos dois microrganismos,
apresentando alta especificidade dos mesmos. Os {fons de magnésio atuam
principalmente como cofator para a enzima Taq DNA polimerase, mas também podem
afetar na temperatura de desnaturagdo das fitas de DNA e assim no anelamento dos
primers. A concentracdo ideal deste reagente na reacdo de PCR varia de 1,3 a 5,0 mM,
sendo possivel regular a especificidade dos primers modificando apenas a concentracdao
deste reagente ao invés de aumentar a temperatura de anelamento. Porém, na reacdo os
dNTPs podem interferir na concentragao ideal do cloreto de magnésio, reduzindo seus
ions livres (BAUMFORTH et al., 1999). Logo, a concentracao de ions de magnésio a
qual foi de 1,5 mM total, livres na solucdo pode estar em uma concentracao de 1,3 mM.
Contudo, concentragdes maiores que 1,5 mM total na solucdo sdo responsaveis pelo
aparecimento de produtos inespecificos devido a alta atividade da enzima
(HENEGARIU et al., 1997). O efeito da concentragdo dos fons de magnésio varia com
diferentes pares de primers e diferentes concentracdes de DNA molde, de maneira que a
concentracdo 6tima deve ser determinada para cada situacdo (ROSSETTI, SILVA e

RODRIGUES, 2006).

A quantidade ideal dos primers recomendada € entre 0,1 e 0,5 uM para cada 0,2 ug
de DNA molde de Anaplasma sp. (INNIS e GELFAND, 1990). A complementaridade
total entre os primers ¢ DNA alvo ndo € necessdria para que a sintese ocorra, porém 0s
primers devem ser o mais especifico possivel para a sequéncia alvo (ROSSETTI,

SILVA e RODRIGUES, 2006). As quantidade ideais de cada primer utilizado para
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amplificacdo do gene msp4 de A. centrale e de A. marginale foram ideais a 5 pmol. A
quantidade determinada dos primers foi eficiente para um bom rendimento da PCR
assim como impediu o surgimento de produtos inespecificos tais como dimeros de
primers. A extensdo dos primers foi conduzida a 72°C, temperatura 6tima para a agao
da Taqg DNA Polimerase, a qual amplifica em um minuto mil bases (CURY, FURUSE e
ARAUJO, 2005).

Uma baixa quantidade de DNA molde € necessdria para uma melhor especificidade
do PCR (CURY, FURUSE e ARAUJO, 2005), 1 ng de DNA molde de Anaplasma sp.
foi a quantidade que se mostrou ideal tanto para o anelamento dos primers quanto para a

nao formagao de produtos inespecificos.

O gene msp4 é conservado entre as espécies de Anaplasma (KANO et al., 2002;
OBERLE et al., 1993), porém nao € idéntico entre as espécies. Por isso, foi possivel a
constru¢do de primers especificos, os quais independentemente de as cepas serem
patogénicas ou ndo patogénicas, detectou e diferenciou as espécies de A. centrale e A.
marginale com especificidade, ndo amplificando o DNAg de outros hemoparasitos
como B. bovis e B. bigemina, os quais sao motivos de insucesso na detec¢ao de bovinos
verdadeiramente negativos nos testes de ELISA, por apresentar grande reatividade

cruzada nos testes de anaplasmose bovina (AUBRY and GEALE, 2011).

Todas as amostras de bezerros a campo analisadas por PCR apresentaram—se
positivas para A. marginale. Dessa forma, podemos concluir que os municipios de Sao

Gabriel, Guaiba e Alegrete indicam uma situa¢do endémica.

A padronizagdo da PCR foi capaz de discriminar entre as duas espécies de
Anaplasma com uma sensibilidade de 0,25 pg para o DNAg de A. centrale e de 0,125
pg para o DNAg de A. marginale, compativel com a sensibilidade da PCR convencional
descrita por Ge et al. (1995). Por meio da PCR foi possivel identificar e diferenciar as
espécies de Anaplasma sp. em bovinos infectados e persistentemente infectados em
amostras de campo, mostrando-se também boa sensibilidade quando comparado ao teste
microscopico, visto que a maior dificuldade na deteccdo da infeccao por A. marginale
com os testes de esfregaco € quando esta se apresenta em cardter assintomético

(KOCAN et al., 1992a). Sendo assim, bovinos negativos para a infeccdo por A.
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marginale através do método de esfregaco sanguineo, ndo sdo bovinos indicados para a
producdo da vacina de A. centrale, visto que podem apresentar quantidades minimas
que sdo indetectdveis microscopicamente. Ainda que, animais tratados com tetraciclina,
ha a diminui¢do do nivel de parasitemia e consequentemente dos niveis de anticorpos
contra Anaplasma sp., acarretando em animais sorologicamente negativos para A.
marginale (KOCAN et al., 2000). Através do método da PCR foi possivel detectar tanto
bovinos infectados persistentemente com A. marginale quanto bovinos vacinados com

A. centrale.

Embora a cepa de A. centrale seja menos patogé€nica que A. marginale, pode causar,
eventualmente, doenca clinica em bovinos adultos e falha na prote¢do contra cepas
muito virulentas de A. marginale (SACCO, 2001). A ocorréncia de falhas da vacina
contra A. marginale em bovinos vacinados € insignificante (CALLOW, 1979) e
incomum. Investigacdes mostraram que as principais causas da falha da vacina se
devem mais a falta de viabilidade do que auséncia de imunogenicidade (BOCK and DE
VOS, 2001). A variabilidade da protecao parece estar envolvida com o rebanho, ou com
a viabilidade de cada bovino em montar uma resposta imune protetora, a qual €
influenciada por indmeros fatores tais como raca, idade (WILSON, 1979), ingestdao de

colostro, estresse nutricional ou ambiental (KUTTLER, 1984; WILSON, 1979) e
infec¢des concomitantes (BOCK et al., 1999; WILSON, 1979).

Mesmo que os bovinos esplenectomizados, oriundos de regides livres de carrapatos,
sirva de sentinela quanto uma contaminagdo acidental por A. marginale através de
insetos hematéfagos (KESSLER, 2001), j4 que os estdbulos onde estes bovinos sio
mantidos, seguem rigorosamente os critérios de eliminacdo dos riscos de contaminagdo
da vacina. E necessdrio a ado¢do de um controle rigido de qualidade que permita maior
seguranca e tranquilidade com sua utilizacio (WORLD ORGANISATION FOR
ANIMAL HEALTH (OIE) 2012).

Sem a necessidade de acompanhamento intensivo, a vacina viva de A. centrale é um
dos métodos de imunizacdo mais econdmico e seguro dentre os outros métodos de
imunizagdo utilizados atualmente em todo o mundo (KESSLER et al., 2002). E a PCR é
uma ferramenta molecular util para auxiliar no controle de qualidade durante e apds a

producdo da vacina de A. centrale, tranquilizando quanto a sua comercializacdo de
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forma que toda a pecudria possa contar com uma vacina segura, econdmica e eficiente

para proteger seu rebanho contra a anaplasmose bovina.

6. CONCLUSAO

1. A PCR para deteccao e difereciacio das espécies de A. centrale e A. marginale foi
padronizada nas condi¢des de: 1,5 mM de cloreto de magnésio, 5 pmol de primers, 1 ng
de DNAg de Anaplasma sp. e a temperatura de 53°C como temperatura ideal de

anelamento dos primers.

2. A PCR analisou quanto a contaminagdo por A. marginale em uma amostra
vacinal a qual foi produzida pelo IPVDF/FEPAGRO e se mostrou livre de

contaminagdo por este patdgeno.

3. A PCR detectou e diferenciou as espécies de A. marginale e A. centrale em
amostras de campo, servindo para detectar bovinos persistentemente infectados com A.

marginale e vacinados com A. centrale.

7. PERSPECTIVAS

Utilizar a PCR padronizada como um método molecular til para:

1. Verificar possivel contaminacdo por A. marginale na vacina de A. centrale
produzida no Estado do Rio Grande do Sul.

2. Auxiliar no controle de qualidade da vacina contra anaplasmose.
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