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DIVERSIDADE GENETICA DE Anaplasma marginale EM BOVINOS DE
CORTE NO PANTANAL BRASILEIRO

RESUMO - Poucos séo os estudos acerca da diversidade genética de Anaplasma
marginale nos rebanhos bovinos brasileiros, principalmente no que diz respeito a
bovinos de corte. O presente estudo teve como objetivo avaliar a diversidade
genética de A. marginale, com base nos genes msp7a e msp4, em Bos taurus
indicus amostrados no Pantanal brasileiro. Aliquotas de sangue com e sem EDTA
foram colhidas de 400 bovinos (200 vacas e 200 bezerros) em cinco propriedades
de cria e recria extensiva. Enquanto as amostras de soro foram submetidas ao
Ensaio Imunoenzimatico Indireto (IELISA) para deteccdo de anticorpos IgG anti-A.
marginale, amostras de sangue total foram submetidas a avaliacdo do
hematocrito e confeccdo de esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, PCR
em tempo real quantitativa (qQPCR) baseada no gene msplgB, semi-nested
(sn)PCR baseada no gene msp1a e PCR convencional (cPCR) baseada no gene
msp4 para A. marginale. Os produtos amplificados nos ensaios de snPCR e
cPCR foram purificados e sequenciados pelo Método de Sanger. Sequéncias do
gene mspla foram submetidas a analise de diversidade pelo software
RepeatAnalyser. Sequéncias do gene msp4 foram submetidas a analise de
distancia Network pelo software Splitstree e de gendtipos pelo Software DnaSP5
e PopART. Cinco animais (duas vacas e trés bezerros) apresentaram corpusculos
de A. marginale em esfregacos sanguineos. As frequéncias de animais positivos
pelo iELISA, gPCR e snPCR foram de 72,25% (289/400), 56,75% (227/400) e
22,9% (52/227), respectivamente. Os testes de IELISA e gPCR mostraram fraca
concordancia kappa. Vacas (154/200) mostraram-se estatisticamente mais
soropositivas que bezerros (135/200) (P<0,05). Na qPCR, o numero de bezerros
(138/200) e valor médio de quantificacdo (1,3 x 10° copias mspla A.
marginale/pL) mostraram-se maiores quando comparados aqueles encontrados
para as vacas (89/200; 3,9 x 10%) (P<0,05). A rickettsemia estimada pela gPCR
nao mostrou correlacdo com o hematécrito dos animais. A analise de
microssatélites das 26 sequéncias mspia obtidas revelou a presenca dos
gendtipos E (76,9%), C (15,38%) e B (7,69%). O software RepeatAnalyzer
mostrou a ocorréncia de 14 estirpes circulantes na regido sob estudo, com oito
nunca antes descritas na literatura (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-
100; EV7-11-10-15; 1-11-11-27-18; 1-11-10-15; T1-27-13-18). Alta diversidade
genética de A. marginale foi encontrada em bovinos de corte no Pantanal
Brasileiro. Os indices de diversidade genética revelaram alta diversidade entre o
grupo de gendtipos/estirpes analisados, bem como na regido de colheita,
indicando a circulacdo de novos genadtipos/estirpes no pais, porém com baixa taxa
de dispersao. A cPCR para o gene msp4 de A. marginale revelou 6,16% (14/227;
4 vacas e 10 bezerros) de positividade, Dois genoétipos foram identificados entre
as 14 sequéncias do presente estudo. Dezesseis genotipos foram obtidos entre
as sequéncias estudadas em conjunto com as obtidas no GenBank, mostrando
gue os genotipos msp4 de A. marginale circulantes em bovinos de corte no
Pantanal brasileiro sdo filogeograficamente relacionados aqueles circulantes em
paises das América do Sul e Central, Europa e Asia.

Palavras-Chave: anaplasmose bovina, Bos taurus indicus, msp7a, tandem
repeats, msp4, filogeografia, Brasil.



GENETIC DIVERSITY OF Anaplasma marginale IN BEEF CATTLE FROM BRAZILIAN
PANTANAL

ABSTRACT - There are few studies about the genetic diversity of Anaplasma
marginale in Brazilian cattle herds, especially with regard to beef cattle. The
present study aimed to evaluate the genetic diversity of A. marginale based on the
mspla and msp4 genes in Bos taurus indicus, sampled in the Brazilian Pantanal.
Blood aliquots with and without EDTA were collected from 400 cattle (200 cows
and 200 calves) in five extensive breeding and rearing properties. While the serum
samples were submitted to the Indirect Immunoenzyme Assay (IELISA) for the
detection of anti-A. marginale 1gG antibodies, whole blood samples were
submitted to the evaluation of hematocrit and Giemsa-stained blood smears,
guantitative real-time PCR (qPCR) based on the msplB gene, semi-nested (sn)
PCR based on the mspla gene and conventional PCR (cPCR) based on the msp4
gene for A. marginale. The amplified products obtained in the snPCR and cPCR
assays were purified and sequenced by the Sanger Method. Sequences of the
mspla gene were submitted to diversity analysis by the RepeatAnalyser software.
msp4 gene sequences were submitted to Network distance analysis using the
Splitstree software and genotypes analysis by the DnaSP5 and PopART software.
Five animals (two cows and three calves) presented A. marginale corpuscles in
blood smears. The frequencies of IELISA positive animals, g°PCR and snPCR
were 72.25% (289/400), 56.75% (227/400) and 22.9% (52/227), respectively. The
IELISA and qPCR tests showed weak kappa concordance. Cows (154/200) were
statistically more seropositive than calves (135/200) (P <0.05). In the gPCR, the
number of calves (138/200) and mean value of quantification (1.3 x 10° copies
mspla A. marginale/uyL) were higher when compared to those found for cows
(89/200; 3.9 x 10%) (P <0.05). The rickettsemia estimated by gPCR showed no
correlation with the hematocrit of the animals. Microsatellite analysis of the
obtained 26 mspla sequences revealed the presence of E (76.9%), C (15.38%)
and B (7.69%) genotypes. RepeatAnalyzer software showed the occurrence of 14
circulating strains in the studied region, with eight never previously described in
the literature (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-3- -p-100; EV7-11-10-15; 71-
11-11-27-18; 1-11-10-15; 1-27-13-18). High genetic diversity of A. marginale was
found in beef cattle in the Brazilian Pantanal. The genetic diversity indexes
showed high diversity among the group of genotypes / strains analyzed, as well as
in the studied region, indicating the circulation of new genotypes / strains in the
country, but with low dispersion rate. The cPCR based on the msp4 gene of A.
marginale showed 6.16% (14/227, 4 cows and 10 calves) of positivity. Two
genotypes were identified among the 14 sequences of the present study. Sixteen
genotypes were obtained among the sequences found in the presente study in
conjunction with those obtained in GenBank, showing that A. marginale msp4
genotypes circulating in beef cattle in the Brazilian Pantanal are
phylogeographically related to those circulating in countries of South and Central
Ameérica, Europe and Asia.
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Keywords: Bovine anaplasmosis, Bos Taurus indicus, Brazil, mspla, tandem
repeats, phylogeography, Brazil.



INTRODUCAO

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegocio brasileiro no
cenario mundial. O Brasil, que possui 0 segundo maior rebanho comercial do
mundo, com mais de 209 milhdes de cabegas, lidera o ranking de maior
exportador de carne bovina mundial. Desde 2004, o pais assumiu a lideranga nas
exportacdes, com um quinto da carne comercializada internacionalmente e
vendas em mais de 180 paises. Seis estados brasileiros (Mato Grosso, Séo
Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Para) contribuiram com mais
de 62% do total de abates (MAPA, 2012). O Pantanal Sul Matogrossense possui
qguatro milhdes de bovinos de corte criados de forma extensiva em pastagens
nativas sujeitas a inundagdes periddicas, com importante papel na economia local
e nacional (ABREU et al., 2008).

Anaplasma marginale € o agente Anaplasmataceae (Ordem Rickettsiales)
intraeritrocitario patogénico de maior prevaléncia no mundo (KOCAN et al., 2003).
Este hemoparasita possui grande capacidade de evaséo a resposta imunoldgica
do hospedeiro, resultando em animais cronicamente infectados (KOCAN et al.,
2004; AUBRY; GEALE, 2011). Tais animais, embora n&do apresentem sinais
clinicos, atuam como fontes de infeccdo para carrapatos e insetos hematofagos,
vetores biol6gicos e mecanicos, respectivamente, e também na contaminacao de
fémites, resultando na transmissdo do agente e na ocorréncia de surtos da
doenca em areas endémicas (PALMER et al., 2009; LAURING; ANDINO, 2010). A
transmissao transplacentaria também mostra-se relevante, fazendo com que o
agente se dissemine ao longo de geracfes dentro do rebanho (SILVA et al.,
2015).

Estima-se que as perdas geradas por esta enfermidade possam alcancar
até 300 milhGes de ddlares/ano nos EUA, e aproximadamente 800 milhdes de
dolares na América Latina (KOCAN et al., 2003). Porém, para o Brasil tais

prejuizos ainda ndo foram calculados (SOUZA et al., 2001).

Atualmente, os métodos de controle e prevencdo de A. marginale
apresentam limitacdes, uma vez que as vacinas desenvolvidas até o momento
ndo mostram elevada eficacia. O tratamento com antibidticos, da mesma forma,
ndo tem se mostrado eficaz em varios sistemas de criacdo, pois animais tratados

podem apresentam recidiva da doenca, além de representar um alto custo para o



2

produtor. Assim, ainda sdo necessarios novos estudos para esclarecer 0s
mecanismos envolvidos na resisténcia do agente e escape da resposta imune do
hospedeiro (SILVA et al., 2015).

A membrana externa de A. marginale é capaz de induzir resposta
imunologica por meio de proteinas de superficie (ARAUJO et al., 2003). Estudos
baseados na analise das tandem repeats de msp7a de A. marginale, objetivando
conhecer a diversidade genética do parasita, jA foram realizados em bovinos
amostrados em alguns estados do Brasil, como S&o Paulo (MACHADO et al.,
2015; SILVA et al., 2016), Minas Gerais (POOHL et al., 2013), Goias (MACHADO
et al., 2015), Parana (VIDOTTO et al., 2006) e Rio de Janeiro (BAETA et al.,
2015; SILVA et al., 2015), comprovando a existéncia de diferentes estirpes do
parasita circulantes nestes rebanhos. Ainda, estudos foram conduzidos acerca da
diversidade genética das estirpes circulantes do referido parasita em bufalos nos
estados do Para (SILVA et al.,, 2014a) e Rio de Janeiro (SILVA et al., 2014b).
Desta forma, estudos sdo necessarios em outros estados brasileiros a fim de se
conhecer a diversidade genética de A. marginale em nosso pais. Enquanto a
analise de tandem repeats da msp7a permite o estudo da diversidade genética de
A. marginale, a msp4 demonstrou variacdo de sequéncia suficiente para apoiar a

sua utilizacdo em estudos filogeograficos (DE LA FUENTE et al., 2003).

O bioma Pantanal é a maior zona umida de agua doce do mundo, com uma
area estimada de 138.183 km? (maior que Portugal ou a Bulgéaria), que ocupa
areas no Brasil, Paraguai e Bolivia (ALHO, 2005). A principal atividade econémica
da regido é a producéo extensiva de gado de corte, com um rebanho estimado
em quatro milhdes (ABREU et al., 2008). O municipio pantaneiro de Corumba
possui 0 segundo maior efetivo de bovinos do Brasil, com 1,9 milhdes de
cabecas. Ainda, a regido do Pantanal possui uma rica diversidade biolégica com
algumas espécies de carrapatos compartilhando animais selvagens e domésticos
como hospedeiros (CAMPOS-PEREIRA et al.,, 2000; RAMOS et al., 2016). Na
regido pantaneira da Nhecolandia, municipio de Corumbd, bovinos foram
encontrados parasitados por R. microplus (55,67 %), Amblyomma sculptum (38%)
e A. parvum (4,1%) (RAMOS et al., 2016).

Assim, a pesquisa teve como objetivo identificar e caracterizar a
diversidade genética de estirpes circulantes de A. marginale em bovinos

naturalmente infectados, pertencentes a rebanhos de corte do Pantanal brasileiro.



Tal estudo, a longo prazo, contribuird para o desenvolvimento de planos de
controle contra este agente nesta regido e, consequentemente, no Brasil. O
conhecimento da variedade dessas estirpes circulantes no pais auxiliara, no
futuro, no desenvolvimento de vacinas e no entendimento dos mecanismos de

escape a resposta imune deste patégeno.



Il REVISAO DE LITERATURA
2.1.Taxonomia de A. marginale e historico

Anaplasma marginale pertence a ordem Rickettsiales, reclassificada por
Dumler et al. (2001), por meio de analises dos genes 16S sRNA, groESL e
proteinas de superficie (MSPs) em duas familias: Anaplasmataceae e
Rickettsiaceae. A analise filogenética dos agentes Anaplasmataceae revelou
quatro grupos geneticamente diferentes: (1) Anaplasma com 96,1% de
similaridade, (2) Ehrlichia com 97,7%, (3) Wolbachia com 95,6% e (4)
Neorickettsia com 94,9%. Estes microrganismos sao parasitas intracelulares
obrigatorios, encontrados exclusivamente dentro de vacuolos ligados & membrana
citoplasmatica da célula do hospedeiro vertebrado ou invertebrado. O género
Anaplasma, até entdo, albergava as espécies A. marginale, A. centrale e A. ovis,
sendo estes patdégenos especificos de ruminantes. Com a reclassificacao, foram
incluidas ao género as espécies: A. platys (anteriormente E. platys), A. bovis
(anteriormente E. bovis), e A. phagocytophilum, que uniu os agentes E.

phagocytophila, E. equi e 0 agente da HGE (Erliquiose Granulocitica Humana).

Recentemente novas espécies foram propostas: A. odocoilei (TATE et al.,
2013) e A. capra (LI et al., 2015). Ademais, o crescente uso de técnicas
moleculares para deteccdo de patégenos tem propiciado a descricio de novos
agentes. A exemplo disto, Ybafiez et al. (2012) identificaram uma possivel nova
espécie de Anaplasma sp. relacionada a A. phagocytophilum, detectada em
Cervus nippon oriundos de Hokkaido, no Japao. Guo et al. (2016), por sua vez,
propuseram a inclusdo de uma nova espécie no género sob estudo, ‘Candidatus

Anaplasma boleense’, a qual foi detectada em mosquitos na China.

Smith e Kilborne (1883) relataram que carrapatos eram vetores da
enfermidade conhecida como “Febre do Texas no gado bovino, observando
"pontos marginais" nos eritrocitos de animais com anemia. Concluiram assim, que
seriam fases evolutivas do ciclo das babesias. Posteriormente, Theiler (1910,
1911), estudando bovinos anémicos na Africa do Sul, classificou a babesiose e a
anaplasmose como doencas diferentes que podem coexistir em um mesmo
animal. Posteriormente, A. marginale passou a ser detectado em outros paises
nas regides tropical, subtropical e temperada, sendo também descrito infectando

outras espécies de ruminantes, tais como como bufalo d’agua (Bubalus bubalis),



5

bafalo Africano (Syncerus caffer), bison americano (Bison bison), veado-mula
(Odocoileus  hemionus hemionus), veado-de-cauda-branca (Odocoileus
virginianus), veado-de-cauda-negra (Odocoileus hemionus columbianus), alce-da
montanha (Cervus elaphus nelsoni), cervos-do-Pantanal (Blastocerus dichotomus)
e cabras (Capra aegagrus hircus) (ZAUNGG et al., 1996; MACHADO et al., 2006;
KOCAN et al., 2010; MACHADO et al., 2017; SILVA et al., 2018).

No Brasil, o primeiro estudo relacionado a diversidade genética de A.
marginale com base na andlise de tandem repeats do gene mspla foi
desenvolvido em gado de leite no estado do Parané por Vidotto et al. (1995). Em
seguida, estudos da mesma natureza foram desenvolvidos com amostras de A.
marginale detectadas em gado de leite nos estados de Minas Gerais (Poohl et al.,
2013), S&o Paulo (Machado et al., 2015; Silva et al., 2016) e Goias (Machado et
al., 2015). Silva et al. (2014a, 2014b) investigaram a diversidade genética do

referido patdgeno em bufalos na llha do Maraj6 e no Rio de Janeiro.

2.2. Ciclo bioldégico de A. marginale

Durante o repasto sanguineo, os eritrocitos dos bovinos infectados por A.
marginale sdo ingeridos pelo carrapato, promovendo a infeccdo das suas células
do intestino médio e outros tecidos, incluindo a glandula salivar, pela qual o
patégeno é transmitido, durante a alimentacao, para outros bovinos. Em cada sitio
de infeccdo no carrapato, a forma vegetativa se desenvolve dentro de vacuolos ou
colbénias, multiplica-se por divisdo binaria, desenvolvendo-se até a forma
infectante denominada de corpusculo denso (KOCAN, 1986; KOCAN et al.,
1992a, 1992b). A sobrevivéncia dos corpusculos densos em eritrocitos fora dos
hospedeiros vertebrados permite que ocorra, além da transmissdo bioldgica, a
transmissdo mecanica por dipteros hematéfagos e fomites contaminados
(KOCAN et al., 2010; AUBRY; GEALE, 2011). No carrapato, a primeira forma de
A. marginale observada dentro da colénia é a reticulada (vegetativa), a qual se
divide por fisséo binaria, formando grandes colénias que podem conter centenas
de organismos. A forma reticulada, em seguida, transforma-se na forma densa,
sendo que esta forma infectante pode sobreviver fora das células do hospedeiro

por um periodo limitado de tempo.
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Nos bovinos, o periodo de incubacéo varia de 7 a 60 dias, sendo em média
28 dias, onde a dose infectante é determinante para essa variagdo temporal
(KOCAN et al., 2010). Uma vez no sangue do animal, o organismo penetra no
eritrocito, invaginando a membrana celular de modo a formar um vacuolo,
dividindo-se e formando um corpusculo de inclusao contendo até oito corpusculos
iniciais. Ap6s a infeccdo, o numero de eritrocitos infectados aumenta
geometricamente. Eritrocitos infectados sdo posteriormente fagocitados pelas
células do sistema fagdcito mononuclear (SFM), resultando no desenvolvimento
de anemia leve a grave e ictericia, sem hemoglobinemia ou hemoglobinudria. Os
sinais clinicos incluem febre, perda de peso, aborto, letargia e, muitas vezes, 6bito
(RISTIC, 1977). Os bovinos que sobrevivem a infeccdo aguda desenvolvem
infeccbes crénicas caracterizadas por rickettsemia ciclica de baixo nivel (KIESER
et al., 1990).

Apesar da importancia dos anticorpos na resposta imune contra A.
marginale, é improvavel que, isoladamente, esses sejam capazes de proteger 0s
bovinos contra o agente. Dessa forma, torna-se evidente a importancia da
resposta celular, a qual envolve a participacao de linfécitos T auxiliadores (CD4+),
produtores de interferon-y (IFN-y). O IFN-y ativa macrofagos, aumentando a
producéo de oxido nitrico (NO), substancia que tem acao toxica sobre o patdgeno
(BROWN et al.,, 1998; BROWN et al.,, 2001b). Além disso, IFN-y atua sobre
linfocitos B, estimulando a producéo de IgG2 (ESTES et al., 1994). Esse isotipo
de imunoglobulina apresenta maior capacidade de promover fagocitose por meio
de opsonizacao do que a IgG1 (MCGUIRE et al., 1979), estando provavelmente
envolvido no processo de neutralizacdo e infectividade dos corpuasculos iniciais de

A. marginale mediada por anticorpos (TUO et al., 2002).
2.3. Importancia e epidemiologia de A. marginale

O Brasil é considerado regido endémica para A. marginale. A prevaléncia
deste patdégeno estimada por métodos soroldgicos (IELISA) em ruminantes
domésticos no territério brasileiro pode variar de 16,3% no semiarido sergipano
(OLIVEIRA et al., 1992) até valores proximos a 100% nos estados de Minas
Gerais, Paraiba, Bahia, Parani, Para, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Goias
(RIBEIRO; REIS, 1981; MADRUGA et al., 1994; ARAUJO et al., 1995; VIDOTTO
et al., 1995; SOUZA et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2014a;
SILVA et al., 2014b; SILVA et al., 2015; MACHADO et al., 2015; SILVA et al.,
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2016). J4 a prevaléncia estimada por estudos moleculares (PCR) pode variar de
7,5% para bufalos na Ilha do Maraj6 (Pard) até valores préximos ou igual a 100%,
como encontrado em bovinos de Taiacu-SP (POOHL et al., 2013; SILVA et al.,
2014a; SILVA et al., 2014b; SILVA et al., 2015; MACHADO et al., 2015; SILVA et
al., 2016).

A anaplasmose bovina provoca impacto econémico nos paises endémicos,
principalmente devido a alta morbidade e mortalidade em rebanhos suscetiveis.
As perdas sédo decorrentes do baixo ganho de peso, reducdo da producao de
leite, abortamento, gastos com tratamento e mortalidade (KOCAN et al., 2003).
Nos Estados Unidos, onde a anaplasmose ocorre na forma de surtos de casos
agudo e superagudos da doenca, as perdas anuais em bovinos de corte
resultantes da morbidade e mortalidade sé&o estimadas em US$ 300 milhdes. Ja
na América Latina, onde a anaplasmose ocorre predominantemente na forma
cronica e ocasionalmente aguda, essas perdas foram estimadas em US$ 875
milhdes (KOCAN et al., 2003).

A relacédo entre a populacdo de vetores com a anaplasmose bovina gera
trés situacOes epidemiologicas distintas: a primeira € observada nas regides onde
ha uma flutuacdo sazonal na populacdo de vetores, que pode ser devida as
condicBes climaticas ou pode ser provocada por estratégias inadequadas no
controle de ectoparasitas (ARAUJO et al., 2003). Neste caso, 0s animais estio
sem contato com o patdogeno por um longo periodo e, ao serem expostos,
apresentam sintomatologia clinica aguda, com altas taxas de mortalidade
(RIBEIRO et al., 1984; OLIVEIRA et al., 1992). A segunda situacdo ocorre em
areas onde a populacdo de vetores esta presente durante o ano todo, sendo 0s
animais mais resistentes a infeccdo por desenvolverem imunidade nos primeiros
meses de vida, ao serem infectados por A. marginale quando ainda estdo
protegidos pelos anticorpos colostrais. Nesta situacdo epidemiologica ndo sao
esperados surtos, nem altas taxas de mortalidade em animais adultos (RIBEIRO;
REIS, 1981; ARAUJO et al., 2003). A terceira situacdo ocorre em areas marginais,
onde as condicfes climaticas ndo sao totalmente favoraveis ao desenvolvimento
do carrapato, porém possibilitam a ocorréncia de infestacbes temporarias em
populacio de risco (ARAUJO et al., 2003).

A transmissdo de A. marginale pode ocorrer mecanicamente por moscas

hematéfagas ou fémites contaminados com sangue, biologicamente por
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carrapatos e, menos comumente, por via transplacentaria (PALMER et al., 2000;
KOCAN et al., 2004; AUBRY; GEALE, 2011).

A transmissdo mecanica pode ocorrer por fomites contaminados com
sangue, incluindo agulhas, serras de descornas, pingas de nariz, instrumentos de
tatuagem, dispositivos para brincos auriculares e instrumentos de castragao
(KOCAN et al., 2010). A transmissdo mecéanica por artropodes tem sido relatada
em dipteros hematéfagos, principalmente dos géneros Tabanus spp. e Stomoxys
sp. A transmissao mecanica pode ser a rota principal de infec¢cdo dos bovinos por
A. marginale em determinadas areas dos Estados Unidos, América Central,

América do Sul e Africa onde vetores carrapatos estio ausentes (EWING, 1981).

Ja a transmissédo biologica é efetuada por cerca de 20 espécies de
carrapatos, sendo as principais pertencentes aos géneros Dermacentor sp. em
areas temperadas e Rhipicephalus spp. nos tropicos (KOCAN et al.,, 2004). As
estirpes de A. marginale naturalmente transmitidas por R. microplus em areas
tropicais sdo geneticamente distintas das estirpes comumente transmitidas por
Dermacentor andersoni em regides temperadas (FUTSE et al., 2003; SCOLES et
al., 2007). A transmissao biolégica deste agente pode ocorrer de duas formas
distintas, transestadial (a partir de um estagio para outro) e intraestadial (dentro
da mesma fase) (KOCAN et al., 1992a, 1992b). A transmissao transestadial de A.
marginale foi demonstrada em carrapatos de trés hospedeiros (D. andersoni e D.
variabilis) nos Estados Unidos e Africa do Sul (Rhipicephalus (Boophilus) simus),
e carrapatos de um hospedeiro (Rhipicephalus (Boophilus) annulatus) em Israel,
América Central e México (KOCAN et al., 2003). A transmissédo intraestadial &
realizada por carrapatos adultos machos quando se deslocam de um hospedeiro
para outro. Assim, 0s carrapatos machos podem desempenhar um papel
importante na transmissdo biolégica de A. marginale, pois sdo cronicamente
infectados com o patdgeno e podem transmitir o agente repetidamente por se
deslocarem de um animal a outro e terem um periodo de vida superior aos das
fémeas (KOCAN et al., 1992a, 1992h).

Estudos ja relataram a ocorréncia de transmissao transplacentaria de A.
marginale no Brasil (GRAU et al., 2013; POOHL et al., 2013; SILVA et al., 2015).
A transmissdo transplacentaria pode ocorrer quando vacas desenvolvem
anaplasmose aguda durante a gestacdo ou em condicdes de constantes

reinfecgcbes em areas endémicas, podendo contribuir para a epidemiologia desta
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doenca em algumas regides (POTGIETER; VANRENSBURG, 1987; KOCAN et
al., 2003; SILVA et al., 2015).

2.4. Susceptibilidade animal a A. marginale

A primeira imunidade de bezerros recém-nascidos frente aos agentes
infecciosos € fornecida por anticorpos colostrais, 0s quais constituem um
importante fator para o estabelecimento do equilibrio parasito-hospedeiro
(POTGIETER; STOLTZ, 1994). Em éareas endémicas, bezerros sao infectados
pela primeira vez durante os primeiros meses de vida, quando em geral, 0s
animais encontram-se protegidos pelos anticorpos colostrais. A falha na
transferéncia da imunidade passiva, ou mesmo o declinio natural dos anticorpos
colostrais, associados as altas infestacbes por carrapatos e moscas, sao fatores
gue devem ser considerados para a ocorréncia de anaplasmose neste periodo
(MADRUGA et al., 1985; RIBEIRO et al., 2003). Herrero et al. (1998) mostraram
gue 79% dos bezerros apresentam anticorpos colostrais logo apds o nascimento,
diminuindo para 13% no primeiro més de vida. Assim, quando as fémeas
gestantes sdo naturalmente expostas a A. marginale e ndo ocorrem falhas na
passagem de anticorpos colostrais, 0os bezerros tornam-se imunes durante o0s
primeiros dias de vida. Porém, a exposicdo dos bezerros a baixa carga do
patdogeno neste periodo é fundamental, pois propiciara o desenvolvimento de

imunidade ativa sem a ocorréncia de doenca clinica.

Os individuos que sobrevivem a fase aguda permanecem cronicamente
infectados, o que é fundamental para a transmissdo continua do agente no
rebanho, visto que nao ocorre transmissdo transovariana no carrapato. A
habilidade de A. marginale em causar infeccdo crbnica € propiciada pela
capacidade de variacdo antigénica das proteinas de membrana externa,
escapando assim do sistema imune do hospedeiro. A manutencdo de uma
populacdo de carrapatos infectados € dependente de um reservatério animal
infectado (PALMER et al., 1999). Assim, a infeccdo dos carrapatos pela
alimentacdo em animais cronicamente infectados parece ser relativamente
eficiente, onde mais de 50% dos carrapatos tornam-se infectados apds a
alimentacao (ERIKS et al., 1993).

A infecc@o de eritrécitos maduros por A. marginale elimina a possibilidade

de que a persisténcia da infec¢do seja unicamente devido a prote¢do contra a
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resposta imune na célula hospedeira, pois a vida média dos eritrécitos de bovinos
de 160 dias implica na emergéncia continua e reinfec¢cdo de novas hemacias para
manter a infeccdo. Assim, a infeccdo cronica deve ser um processo dinamico
caracterizado pela continua invaséo de eritrocitos e replicagdo (PALMER et al.,
2000). A identificacao de ciclos repetidos de riquettsemias, cada um com aumento
progressivo de organismos, seguido de uma diminuicdo abrupta, levou a hipétese
de que a cronicidade da infeccdo reflete o surgimento sequencial e o controle
imune de variantes antigénicas (KIESER et al., 1990). A eficicia da infeccdo de
carrapatos e o desenvolvimento de niveis elevados de formas infectantes de A.
marginale nas glandulas salivares, juntamente com a longevidade da
riguettsemia, possuem um papel fundamental para a infecgcdo cronica e
transmissao continua (PLAMER et al., 2000).

2.5. Diversidade genética de A. marginale

Anaplasma marginale possui mais de 20 proteinas que induzem imunidade,
sendo algumas capazes de realizar variacdo em sua estrutura molecular (KOCAN
et al., 2010). Seis Proteinas Principais de Superficie (MSPs) foram identificadas
para A. marginale, oriundas de eritrécitos bovinos e células de carrapatos
infectados. Destas proteinas, enquanto msp4 e msp5 sdo expressas por genes
individuais, e né&o variam antigenicamente dentre os isolados, msp1a, msp1p,
msp2 e msp3 sao expressas por familias multigénicas e podem variar
antigenicamente (KOCAN et al., 2003). A proteina msp7a é um heterodimero
composto por mspia (100kDa) e msp1B (105kDa). Estas proteinas séao
estruturalmente nédo relacionadas e ligadas de forma ndo-covalente (BARBET;
ALLRED, 1991). A msp1a, expressa por um unico gene polimorfico, € composta
por uma regido conservada e outra regido variavel contendo um numero de
unidades mutavel de sequéncias repetidas (ALLRED et al., 1990). A mspi1B é
codificada por uma familia multigénica que parecem recombinar, aumentando a
antigenicidade do patdgeno (BARBET; ALLRED, 1991).

A proteina msp4 é codificada por um Unico gene, tornando-a extremamente
conservada. Entretanto, por mostrar variacdo suficiente em sua sequéncia, é
utilizada em estudos filogeogréaficos (DE LA FUENTE et al., 2003; MOLAD et al.,
2009). A analise das alteracdes dos codons e aminoacidos sobre a filogenia de
msp4 evidenciou que a mesma nédo esta sob presséo de sele¢do positiva (DE LA

FUENTE et al., 2003). Sequéncias msp4 mostraram relacdes filogeograficas entre
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isolados de A. marginale do México, Brasil, Argentina, Australia e india, do gado
mestico, zebuino e europeu, sugerindo processos evolutivos semelhantes entre
estes isolados (DE LA FUENTE et al., 2004; MOLAD et al., 2009; GEORGE et al.,
2017).

A proteina de superficie msp1a, por sua vez, € uma adesina para eritrocitos
e células do intestino de carrapatos, enquanto msp7 mostra aderéncia apenas
para eritrocitos de bovinos (MCGAREY; ALLRED, 1994; MCGAREY et al., 1994,
DE LA FUENTE et al., 2001b, 2001c). A regido variavel da msp7a contém
epitopos para célula B altamente imunogénicos (PALMER et al., 2000; BLOUIN et
al., 2002). Além disso, também contém epitopos de células Thi na regido
conservada, a qual também pode estar envolvida na imunoprotegcdo (BROWN et
al., 2001a). A msp1a tem sido utilizada na identificacdo de estirpes geograficas de
A. marginale por apresentar diferengcas na massa molecular e sequéncia de
aminoacidos (DE LA FUENTE et al., 2007). Baseado nesta classificacdo, a
diversidade genética de A. marginale foi descrita em rebanhos bovinos na Europa
(DE LA FUENTE et al., 2005a), Africa (MTSHALI et al., 2007; MUTSHEMBELE et
al., 2014), Oriente Médio (MOLAD et al., 2009), América do Norte (PALMER et al.,
2001; ALAMZAN et al., 2008), América do Sul (GARCIA-GARCIA et al., 2004;
RUYBAL et al.,, 2009) e Asia (YBANEZ et al., 2014). No Brasil, variacdes
significativas nas sequéncias repetidas da msp7a das estirpes de A. marginale
foram observadas em bovinos dos estados do Parana (VIDOTTO et al., 2006),
Minas Gerais (POOHL et al., 2013), Rio de Janeiro (SILVA et al., 2015), Para
(SILVA et al., 2014a), Sdo Paulo (MACHADO et al., 2015; SILVA et al., 2016) e
Goias (MACHADO et al., 2015).

As sequéncias repetidas da msp7a de A. marginale posicionam-se dentro
da regido com maior mutabilidade, onde a posicdo dos aminoacidos é mais
variavel (DE LA FUENTE et al., 2001a; BOWIE et al., 2002). Enquanto as regides
antigénicas localizam-se em dominios intracelulares putativos, a parte da proteina
exposta extracelularmente apresenta baixa antigenicidade. A baixa antigenicidade
desta regido da msp71a, que afeta a adesdo de A. marginale a receptores da
célula hospedeira, pode representar um mecanismo envolvido na manutencgéo de
infeccdes crénicas (DE LA FUENTE et al., 2001a; BOWIE et al., 2002). Assim,
torna-se importante caracterizar as sequéncias repetidas da mspfa de A.

marginale, uma vez que essas parecem desempenhar fun¢cdées importantes na
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viruléncia deste agente na infeccdo de células hospedeiras em carrapatos, ou
ainda, as repeticdes em série poderiam apresentar outras fun¢des que ainda nao
foram descritas (ALLRED et al., 1990; DE LA FUENTE et al., 2001a; CABEZAS-
CRUZ et al., 2013).

Recentemente, foi desenvolvida uma ferramenta de andlises para as
repeticdes de mspla de A. marginale, que também fornece recursos de banco de
dados, onde os gendtipos sdo descritos de forma alfanumérica (HOVE et al.,
2018). Neste sentido, Catanese et al. (2016) desenvolveram o software
RepeatAnalyzer, a qual foi projetada para rastrear, gerenciar, analisar e catalogar
sequéncias curtas repetidas (SSRs) e gendtipos. A idéia do RepeatAnalyzer se
originou de um programa muito simples para identificagdo de SSRs desenvolvido
por Carter Hoffman (2015), e se ramificou para adicionar muitos novos recursos
de analise. Atualmente, o RepeatAnalyzer mantém uma lista de todas as
repeticdbes e linhagens conhecidas de A. marginale, os locais onde foram
relatadas e as fontes originais desses relatorios. Neste sentido, o software pode
determinar quais repeticbes uma determinada sequéncias contém, e se o
gendtipo foi previamente relatado. Também €& fornecido uma variedade de
recursos de analise, incluindo: analise de diversidade genética para uma regiao
geografica especifica; analise de gendtipos para uma SSR, estirpe e localizacéo
especificada; e visualizacéo de resultados de pesquisa em mapas geograficos. O
RepeatAnalyzer foi desenvolvido usande A. marginale como organismo modelo,
porém a ferramenta também pode ser usada no estudo de outras bactérias com
loci SSR (CATANESE et al., 2016).

O RepeatAnalyzer calcula quatro métricas de diversidade genética, cada
uma capturando a diversidade de repeticdes em uma regido geografica de uma
maneira diferente. Tais métricas dividem-se em dois grupos: aquelas que
mensuram a quantidade de repeticbes diferentes e aquelas que medem a
distribuicdo dessas repeticbes. Com cada uma dessas categorias, ha uma
formulacado global e local. A versao local de uma métrica calcula a pontuacdo de
forma independente em cada genétipo e a média desses valores juntos para obter
a pontuacao final, enquanto a versao global examina todos os genaétipos juntos. A
métrica GDM1-L pode ser interpretada como o percentual de repeticdes Unicas
em cada genaétipo na regido, enquanto a pontuacdo GDM1-G é a porcentagem de

repeticbes Unicas em todos o0s genodtipos da regido. A GDM2-L pode ser
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interpretada como a quantidade de variagdo (medida como desvio padrdo) no
namero de ocorréncias das repeticbes em um gendtipo, enquanto a pontuacao
GDM2-G é a quantidade de variacdo no numero de ocorréncias de todas as
repeticbes em todos os gendtipos da regido (CATANESE et al.,, 2016;
ZAMANTUNGWA et al., 2016).
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[l OBJETIVOS
3.1.0bjetivo geral

O presente estudo objetivou avaliar, por meio de um estudo transversal, a
diversidade genética de Anaplasma marginale em bovinos naturalmente

infectados, pertencentes a rebanhos de corte no Pantanal brasileiro.

3.2. Objetivos especificos

e Investigar a soroprevaléncia para A. marginale em bovinos de corte
naturalmente infectados em propriedades localizadas no Pantanal

brasileiro;

e Estimar a rickettsemia de A. marginale detectadas nos animais por meio da

PCR em tempo real quantitativa absoluta (qQPCR);
e Verificar a concordancia entre os resultados obtidos pela qPCR e IELISA;

e Verificar a possivel associacdo entre a rickettsemia de A. marginale

estimada pela gPCR e o valor de hematdécrito dos animais parasitados;

e Investigar a diversidade genética de A. marginale nos rebanhos estudados

pela analise de tandem repeats de mspla;

e Tracar inferéncia filogeografica das estirpes de A. marginale com base no

gene msp4,

e Investigar o numero de haplotipos e entropia de sequéncias msp4 e mspla
de estirpes de A. marginale circulantes em bovinos de corte no Pantanal

brasileiro.
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IV MATERIAL E METODOS
4.1. Area experimental e animais

Foram amostrados bovinos de corte (Bos taurus indicus) provenientes de
cinco propriedades de cria e recria, mantidos em regime extensivo na Regido
Central do Pantanal brasileiro, Sub-regido da Nhecolandia (18° 59’ 15” S; 56° 37’
03”) (Figura 1). As propriedades foram selecionadas por conveniéncia. A

distancia entre as propriedades amostradas variou de 30-50km.

Legenda

Mato Grosso do Sul

- Subregido Nhecolandia A ‘f ?i"’ 500 ) INOvAN

Figura 1. Localizacédo e divisdo geogréfica do Pantanal brasileiro no estado do
Mato Grosso do Sul, com destaque para a area de estudo, sub-regido da
Nhecolandia (em verde). (Fonte: Programa Q-GIS v.2.8).

Considerando a inexisténcia de dados a respeito da prevaléncia de A.
marginale nesse estado, foi pressuposta uma prevaléncia esperada de 50%,
conforme Stevenson (2008). O tamanho da amostra foi determinado através do
método de amostragem aleat6ria sistematica, onde o niumero minimo de animais
teria precisdo absoluta de 5% e intervalo de confianca de 95%, Dessa forma,
foram colhidas amostras de sangue de 400 animais, das categorias: vaca (= 6

anos) e bezerros (7-12 meses) (Tabela 1).
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Tabela 1. Localizacdo em coordenadas geograficas das propriedades estudadas

e numero (n) por categoria animal amostrados por propriedade no Pantanal

brasileiro (agosto de 2016 e abril 2017).

Propriedade Latitude Longitude Vacas (n) Bezerros (n) Total
(n)
*Fazenda A 19°08'34" S 56° 47' 35"W 45 53 98
*Fazenda S 19° 16'27" S 56° 38' 16" W 42 41 83
*Fazenda P 18°54'26" S 56° 31' 23" W 39 41 80
**Fazenda N 19°15'08" S 57° 03' 44" W 38 34 72
**Fazenda C 19°09'19" S 57°50' 42" W 36 31 67
200 200 400

Total

*Primeira colheita (agosto/2016) **Segunda colheita (abril/2017)

4.2. Delineamento do estudo

Para a obtencdo do numero amostral de 400 animais, realizaram-se duas
colheitas, sendo a primeira em agosto de 2016 e a segunda em abril de 2017, em
um estudo transversal (aprovado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal CONCEA e pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
CEUA, FCAV, UNESP, Protocolo n° n°12375/15).

Em todas as propriedades estudadas os animais eram mantidos em regime
extensivo de cria e recria, com alimentacdo a base de duas espécies de
gramineas, o Capim-mimoso (Axonopus purpusii) e o Capim-mimosinho
(Reimarochloa brasiliensis). Os bezerros eram apartados das suas maes com
idade variando entre 8 e 12 meses, sendo posteriormente vendidos ou leiloados,
para outras regides do MS, SP e até para paises adjacentes, como a Bolivia. As
matrizes que mantinham bom estado de higidez ao longo da criacdo sofriam
descarte para abate com idade variando de 13-15 anos. Todos 0s animais
estavam parasitados por carrapatos em diferentes intensidades. Lactonas
macrociclicas (avermectinas) injetaveis eram amplamente utilizadas para o

controle de carrapatos (Rhipicephalus microplus e Amblyomma sculptum. Moscas
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hemat6fagas, como moscas-do-chifre (Haematobia irritans) e também mutucas
(Tabanus spp.), foram observados em quase todas as propriedades. Materiais
como agulhas e outros perfuro-cortantes eram reutilizados durante o manejo de
vacinagao e pequenas cirurgias, sem descontaminacédo ao passar de um animal
para o outro. Enquanto as Fazendas A e S apresentaram suspeita clinica de
anaplasmose em bezerros de 8 meses, a Fazenda P apresentou sinais clinicos de
anaplasmose bovina em bezerros de 4-6 meses, porém sem confirmacao

laboratorial.
4.3. Colheita de Amostras de Sangue

Foram colhidas duas amostras de sangue diretamente da veia caudal ou
jugular dos bovinos e, para a seguranca da equipe, todo procedimento de colheita
foi conduzido com os animais no brete de contencéo. A organizacdo do material de
colheita, identificacdo dos animais e também dos tubos de colheita foi realizada em
locais improvisados no campo. Objetos perfurantes, como agulhas foram
descartados em locais apropriados, e 0 mesmo procedimento foi utilizado para luvas
e materiais contaminados com sangue. Amostras de soro sanguineo obtidas com
tubos sem anticoagulante foram utilizadas para a realizacgdo do Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (IELISA). Amostras de sangue total colhidas em tubo com
anticoagulante EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra — Acético Sodico 300 mmol/L.)
foram utilizadas para a dosagem do volume globular, confeccdo de esfregacos
sanguineos e extracdo de DNA para posterior realizacdo da Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) e quantificacdo absoluta da riquettsemia (QPCR) (Figura 2).



18

Figura 2. Organizacdo do material para colheita de amostras de sangue (A);
colheita de sangue pela veia caudal dos animais (B); bezerros Nelore (Bos taurus
indicus) (C); Organizacdo dos animais para a entrada na seringa e brete de
contencédo (Pantanal — MS) (D).

4.4. Volume globular

O volume globular dos animais amostrados foi determinado pela técnica de
micro-hematocrito. Tubos capilares (micro-hematdcrito) (Perfecta®, Mooca, S&o
Paulo) foram preenchidos com sangue, vedados com fogo e centrifugados a
10.000 rpm durante cinco minutos. Posteriormente, os valores foram
determinados com o auxilio de uma escala prépria para a técnica, considerando
como nao-anémicos 0s bovinos com um volume globular entre 24% e 46%, e
anémicos aqueles que apresentaram volume globular inferior a 24% (DOUGLAS;
WARDROP, 2010).

4.5. Avaliacéo de esfregacos sanguineos corados

A busca por corpusculos de A. marginale em eritrocitos foi realizada pela
leitura de campos homogéneos de esfregagos sanguineos corados com Giemsa
(May-Grunwald-Giemsa e Wright Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos) e previamente fixados com Metanol (Synth®, S&do Paulo, SP),

utilizando microscoépio de luz (Olympus BX40) com objetiva de imersdo (100X).



19

Foram avaliados no minimo 40 campos (aproximadamente 200 células vermelhas
por campo) (RIBEIRO; REIS, 1981).

4.6. Ensaio Imunosorbente Enzimético Ligado a Enzima Indireto (iELISA)

Para a deteccdo de anticorpos da classe IgG anti- A. marginale empregou-
se a técnica de ELISA indireto (iIELISA), segundo protocolo estabelecido por
Machado et al. (1997) para B. bovis e adaptado para A. marginale por Andrade et
al. (2004). O antigeno total de A. marginale utilizado foi produzido no Laboratério
de Imunoparasitologia da FCAV/UNESP Jaboticabal, em uma concentracdo 6tima
10 pg/mL, diluido em tampao carbonato bicarbonato 0,5M e pH 9,6. Apds
incubacgé&o por 12 horas a 4° C, realizou-se blogueio com PBS Tween 20 (pH 7,2),
adicionado de 6% de leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé, Brasil). As placas
(Maxisorp®; Nunc, Thermo Scientific, Brasil) foram incubadas por 90 minutos a
37°C, em camara Umida. ApoOs trés lavagens com tampdo PBS-Tween 20,
adicionaram-se a placa de ELISA soros de referéncia positiva, negativa e soros-
testes, os quais foram diluidos 1:400 em solucdo PBS-Tween 20 acrescida de 5%
de soro normal de coelho. As placas foram novamente incubadas a 37°C por 90
minutos. Apos trés lavagens com tampéo PBS-Tween 20 adicionou-se a placa de
ELISA o conjugado anti-lgG de bovino (Sigma®, St. Louis, EUA), ligado a
fosfatase alcalina na diluicdo de 1:30000 em PBS-Tween 20 acrescida de 5% de
soro normal de coelho, com posterior incubacao e lavagem. Por fim, adicionou-se
o substrato da enzima fosfatase alcalina, p-nitrofenil fosfato (Sigma®, St. Louis,
MO, EUA), diluido a 1mg/mL em tampé&o dietanolamina pH 9,8 (Sigma®, St. Louis,
EUA). As placas foram seladas com papel aluminio e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (B.T.-100;
Embrabio, Sdo Paulo, Brasil), com filtro de 405nm. O ponto de corte foi calculado
como 2,5 vezes a absorbancia média dos soros controle-negativo (MACHADO et
al., 1997).

4.7. Extracdo de DNA

DNA das amostras de sangue total dos bovinos foi extraido a partir do
protocolo descrito por Kuramae-lzioka (1997). Para tal, adicionaram-se 250 pL de
cada amostra de sangue em microtubos DNAse e RNAse free (Kasvi®, Abrado
Calixto, Curitiba, Brasil). Em seguida, foram acrescentados 800 pL de tampé&o de

lise, previamente aquecido em banho-maria a 65°C por 15 minutos, constituido de
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160 mM de Tris (hidroximetil) aminometano hidrocloridrico (Tris-HCI pH 8,0 60mM
(Synth®, Vila Mary, Sdo Paulo, Brasil). 0,5M de éacido etilenodiaminotetra-acético
(EDTA) (Synth®, Vila Mary, Sdo Paulo, Brasil). 20 mM de cloreto de sédio (NaCl)
(Synth®, Vila Mary, Sdo Paulo, Brasil). Dodecil sulfato de sédio (DSS) a 0,5%
((Merck®, Darmstadt, Germany) polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma®, St. Louis, MO,
EUA) a 1% e B-mercaptoetanol a 0,2% (Sigma®, St. Louis, MO, EUA), procedendo-
se a incubacao em banho-seco a 65°C por 40 minutos. O contetido do microtubo foi
homogeneizado em agitador tipo vértex por 15 segundos, a cada 20 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pL de acetato de potassio a 5M (Synth®,
Vila Mary, Sdo Paulo, Brasil). Apés esse procedimento, as amostras foram
colocadas no gelo por 20 minutos, e depois centrifugadas por 10 minutos, a 10000
rpm por uma temperatura de 10°C. O sobrenadante foi coletado e acondicionado em
novos microtubos. Posteriormente, foram acrescentados 600 pL de cloroférmio
(Merck®, Darmstadt, Germany), alcool isoamilico (Acros Organics®, New Jersey,
USA) 24:1. As amostras foram novamente homogeneizadas por 20 segundos,
seguidas por uma centrifugacdo a 10000 rpm a 10°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido, e novamente centrifugado por 10 minutos, a 10000 rpm
e 10°C e em seguida foi recolhido em novo microtubo, sendo acrescentados 1000
UL de alcool absoluto (Merck®, Darmstadt, Germany) e armazenado a -20°C durante
12 horas. Passado esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos,
nas mesmas condic¢des ja mencionadas. Foi realizado o descarte do sobrenadante e
adicionados 800 pL de alcool 70% (Merck® Darmstadt, Germany). As amostras
foram novamente centrifugadas, sob as condicdes ja descritas. O sobrenadante foi
descartado e o material precipitado colocado para secar em estufa a 37°C por um
periodo de aproximadamente 2 horas. Por fim, foram adicionados 50uL de TE (Tris-
HCI 10mM, pH 8,2; EDTA 1mM) para a eluicdo do DNA extraido.

As amostras de DNA foram devidamente identificadas e conduzidas para
avaliacdo espectrofotométrica pelo NanoDrop (Thermo Scientific®, San Jose, CA,
Estados Unidos) da concentracdo do DNA extraido, bem como das relacbes
260/280 e 260/230, que indicam o grau de pureza do material obtido. As amostras

de DNA foram armazenadas a uma temperatura de -20°C.

4.8. Reacdo de Amplificacdo para o gene enddégeno gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase (gapdh)
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Para verificar a presenca de inibidores nas amostras de DNA, foi realizado
um ensaio de PCR para o gene enddgeno gapdh, seguindo o protocolo
estabelecido por Birkenheuer et al. (2003). A reacdo de amplificacao foi realizada
utilizando uma reagao de volume total final de 25 pL, com uma mistura contendo 5
pL do DNA da amostra, 0,2 uM de cada deoxinucleotideo, 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Integrated DNA Technologies®, Cedar Rapids, EUA),
3,0 mM de Cloreto de Magnésio, 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase
(Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), tamp&do da PCR e agua ultra-
pura esterilizada q.s.p (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin,
EUA). A sequéncia térmica e de tempo de amplificacdo foi de: desnaturacéo
inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos compostos por desnaturacéo a 95°C por 15
segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos, e extensao final a 72°C por 5 minutos. Para tal, foi utilizado o par de
primers GAPDH — F (5 -CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e GAPDH — R (5’ -
CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’) (BIRKENHEUER et al., 2003).

4.9. PCR em tempo real quantitativa (qPCR) para A. marginale (gene msp18)

As amostras positivas na PCR convencional baseada no gene gapdh foram
submetidas a um ensaio de PCR em tempo real quantitativa (QPCR), segundo
descrito por Carelli et al. (2007), com modificacBes para o gene msp1(. A reacéo
teve volume total final de 10 pL, contendo uma mistura de 1 yL do DNA da
amostra, 0,9 pM de cada oligonucleotideo iniciador AM-F (5-
TTGGCAAGGCAGCAGCTT-3) e AM — R (5-TTCCGCGAGCATGTTGCAT-3),
0,2 uM da sonda de  hidrolise AM - sonda (6FAM-5'-
TCGGTCTAACATCTCCAGGCTTTCAT-3-BHQ1) (Integrated DNA
Technologies®, Cedar Rapids, EUA), 5 pyL do tampédo da PCR (GoTaq® qPCR
Master Mix, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e agua ultrapura
esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, EUA) q.s.p.
As reacdes de amplificacdo foram conduzidas com placas de PCR de padréo
baixo do tipo “multiplate unskirted” (BioRad®, Hercules, Califérnia, EUA). Os ciclos
foram realizados sob as seguintes condi¢cdes: 95°C durante 10 minutos e 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. As reagOes de amplificacdo foram
conduzidas em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler (BioRad®,
Hercules, CA, EUA). Todas as amostras foram testadas em duplicatas. Para a

quantificacdo do numero de copias de DNA-alvo/uL foi utilizado o plasmideo
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PSMART (Integrated DNA Technologies®, Coralville, lowa, EUA) contendo a

sequéncia alvo com 95 bp para amplificacdo do DNA de A. marginale (gene

msp1p).

A eficiéncia da reacéo foi calculada por meio de diluicbes seriadas feitas a
fim de construir uma curva padrdao com diferentes concentracoes de DNA
plasmidial contendo a sequéncia-alvo (2,0 x 107 copias/pL a 2,0 x 10° cépias/ uL).
O numero de copias de plasmideos foi determinado de acordo com a formula (Xg/
uL DNA/ [tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6.022 x 102 x cépias do plasmideo
/ uL. Como controle negativo da recdo utilizou-se Agua estéril ultra pura
(Thermofisher Scientific®, Carlsbad, California, EUA) e uma aliquota de DNA da

amostra Jaboticabal de A. marginale serviu como controle positivo da reacao.
4.10. PCR convencional (cPCR) para A. marginale baseada no gene msp1a

As amostras positivas na gPCR para o gene msp18 de A. marginale foram
submetidas a semi-nested PCR para amplificacdo do fragmento do gene msp1a
do referido agente, utilizando os protocolos descritos por De la Fuente et al.
(2001) e Lew et al. (2002), com modificacdes. A primeira reacdo foi conduzida
com um volume final de 25 yL de mistura, contendo 2,5 uL de DNA gendmico,
12,5 uL de PCR Master Mix® (Qiagen®, Madison, EUA), 9 uL de agua ultra pura
esterilizada (Qiagen®, Madison, EUA) e 0,5 uM de concentracdo de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores 1733F- (5-TGTGCTTATGGCAGACATTTCC-3)) e
3134R1- (5’-TCACGGTCAAAACCTTTGCTTACC-3) (Integrated DNA
Technologies®, Cedar Rapids, EUA). Posteriormente, na segunda reacgédo, foi
utilizado um volume final de 25 pL de mistura, sendo 1 L de DNA gendémico
amplificado na primeira reacéo, 12,5 uL de PCR Master Mix (Qiagen®, Madison,
EUA), 10,5 uL de agua ultra pura esterilizada (Qiagen®, Madison, EUA) e 0,5 uM
de cada oligonucleotideo iniciador 1733F- (5’-TGTGCTTATGGCAGACATTTCC-
3) e 2957R2—(5-AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC-3) (Integrated DNA
Technologies®, Cedar Rapids, EUA).

As reacbes de amplificacdo foram conduzidas de acordo com sequéncia
térmica: desnaturagdo inicial de 94°C por 5 minutos, 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 63°C por 1 minuto e 72°C a 2 minutos a, seguidos de uma extensao
final a 72°C por 2 minutos. No segundo ciclo a sequéncia térmica de amplificacéo

consistiu de desnaturacéo inicial a 94-C por 5 minutos, 40 ciclos de 94°C por 30



23

segundos, 65°C por 1minuto, 72°C por 2 minuto, e extenséo final de 72°C por 2

minutos.
4.11. cPCR para A. marginale baseada no gene msp4

As amostras positivas na gPCR para A. marginale baseada no gene msp1a
também foram submetidas a PCR convencional baseada no gene msp4,
utilizando o protocolo previamente descrito por De la Fuente et al. (2002). A
reacao foi conduzida com um volume final de 25 pL, contendo 5 pL de DNA
gendmico, tampéo concentrado 10X, 0,75 mM de MgCly, 1,25 uM de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores msp45- (5'-
GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC-3’) e msp43- (5-
CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC -3’) (Integrated DNA Technologies®,
Cedar Rapids, EUA), 0,2 uM de deoxinucleotideo trifosfato (dNTP’s), 0,1 U de
Tag DNA Polimerase Platinum (Thermofisher Scientific®, Carlsbad, California,
EUA) e agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison,
Wisconsin, EUA) g.s.p. e. A sequéncia térmica utilizada foi com desnaturacéo
inicial de 94°C por 30 segundos, 35 ciclos, de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto, seguidos por uma extensao final a 72°C por 5

minutos.
4.12. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etideo (0,625 pL/mL) em tampéao
de corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 44 M acido bdérico; 12,49mM EDTA). O
processo foi realizado a 100 V/350mA durante 50 minutos. Para a determinacgao
do tamanho em pares de pb (pb) desses produtos foi utilizado um marcador de
peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific®, Sam Jose, CA, EUA). Os
resultados foram visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz
ultravioleta acoplado a um programa computacional de analise de imagens

(ChemiDoc Imaging System, BioRad® , Hercules, Califérnia, EUA).
4.13. Purificacéo e sequenciamento dos produtos Reamplificados

Apbés a PCR, os produtos foram purificados com Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific®, San Jose, CA, EUA), de acordo com as

recomendacdes do fabricante. A quantificagdo do material purificado foi realizada
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em aparelho espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific®, San Jose,
CA, EUA). O sequenciamento dos produtos amplificados e purificados foi feito por
meio de sistema automatizado baseado no método de terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977). O processo foi conduzido em
sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystem®, Foster City,
CA, EUA), no Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV/UNESP), Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica
(CREBIO), utilizando os mesmos oligonucleotideos empregados nos ensaios de
cPCR para A. marginale baseados nos genes mspla e msp4.

4.14. Anélise das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de msp1a e
msp4 de A. marginale

A trimagem foi feita pelo programa Phred/Phrap/Consed (EWING et al.,
1998), que avalia os eletroferogramas gerados nos sequenciamentos, observando
a qualidade dos picos correspondentes a cada base sequenciada e conferindo um
valor de probabilidade de erro a cada uma das amostras. Foram consideradas as
bases com qualidade acima de 20. As sequéncias consenso também foram
geradas pelo Phred/Phrap/Consed. O programa BLASTn (ALTSCHUL et al.,
1990) foi utilizado para comparar a identidade das sequéncias de nucleotideos
obtidas com aquelas armazenadas em banco de dados internacionais (GenBank)
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (BENSON et al., 2002).

A porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos dos
genes msp1a e msp4 de A. marginale obtidas no presente estudo também foi
investigada a partir da ferramenta “Sequence identity matrix” no programa Bioedit
v. 7.0.5.3. Ja para verificar a variabilidade entre as sequéncias de aminoacidos foi
realizada a analise de entropia. Para tal, as sequéncias de nucleotideos dos
referidos genes foram convertidas em aminoacidos com o auxilio da ferramenta
de traducdo ExPaSy [http://web.expasy.org/translate/] do Instituto Suico de
Bioinforméatica, alinhadas e em seguida submetidas a analise por meio da
ferramenta “Entropy (H(x)) plot” via Bioedit v. 7.0.5.3 (THOMPSON et al., 1994;
DE LA FUENTE et al., 2002).

4.15. Variagcdo na sequéncia de aminoacidos da mspla e msp4 de A.

marginale
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A porcentagem de identidade entre as sequéncias de aminoacidos dos
genes msp1a e msp4 de A. marginale obtidas no presente estudo foi realizada a
partir da ferramenta “Sequence identity matrix” no programa Bioedit v. 7.0.5.3.
Para verificar a variabilidade entre as sequéncias de aminoéacidos, foi feita a
analise de entropia. Para tal, as sequéncias de nucleotideos de msp71a e msp4
foram convertidas em aminoacidos com o auxilio da ferramenta de traducéo
ExPaSy [http://web.expasy.org/translate/] do Instituto Suico de Bioinformética,
alinhadas e em seguida submetidas a analise por meio da ferramenta “Entropy
(H(x)) plot” via Bioedit v. 7.0.5.3 (THOMPSON et al., 1994; DE LA FUENTE et al.,
2002).

4.16. Andlise das sequéncias de DNA e classificacdo dos gendtipos (gene

mspla)

Para andlise da diversidade genética foram incluidas neste estudo as
amostras de A. marginale disponibilizadas no GenBank
[http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/] que possuiam sequéncias de aminoacidos
analisadas em tandem (CABEZAS-CRUZ et al.,, 2013). Um microssatélite foi
localizado na mspla entre a sequéncia putativa de Shine-Dalgarno (GTAGG) e o
coédon de iniciacdo da traducdo (ATG) (DE LA FUENTE et al., 2001). A estrutura
de microssatélites € determinada por GTAGG (G/A TTT) m (GT) n T ATG
(ESTRADA-PENA et al., 2009). A analise dos genoétipos foi realizada conforme a
nomenclatura proposta por De la Fuente et al. (2007). A distancia SD-ATG foi
calculada segundo a formula (4 x m) x (2 x n) x 1, descrita por Estrada-Pefia et al.
(2009). Para o calculo do gendtipo e suas estirpes também foi utilizado o software
RepeatAnalyzer, o qual vem sendo utilizado para identificar, armazenar, gerenciar
e analisar tandem repeats. A diversidade genética foi calculada pelos indices
métricos (Tabela 2) que mensuram a porcentagem de repeticdes Unicas em uma
regido e também a regularidade com a qual as repeticdes sao distribuidas. O
programa também permitiu realizar o calculo da frequéncia de cada repeticdo
(SSRs) na regido geografica estudada (pelo niamero de genotipos) e listar o
conjunto delas que séo exclusivas para a regido determinada, sendo as mesmas
descritas alfanumericamente (CATANESE et al., 2016; HOVE et al., 2018).
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Tabela 2. indices métricos de diversidade genética utilizados pelo programa
RepeatAnalyzer para caracterizacdo dos genotipos e estirpes de A. marginale
circulantes em bovinos no Pantanal brasileiro.

indice Significado

GDM1 E GDM2 (local) Frequéncia de gendtipos comparada entre
eles e disperséao local.

GDM1 E GDM2 (global) Frequéncia de gendtipos comparada com
outros ja existentes e dispersao global.

Fonte: Catanese et al. (2016)

4.17. Diversidade de gendtipos

O alinhamento das sequéncias dos genes msp7a e msp4 obtidos no
presente estudo foram utilizados para calcular a diversidade de nucleotideos (1),
nivel de polimorfismo (diversidade de haplétipo — [dh]), nUmero de haplétipos (h) e
a média do numero de diferencas nucleotidicas (K) utilizando o programa DnaSP
v5 (LIBRADO; ROZAS, 2009).

4.18. Analise de distancia de nucleotideos e polimorfismo do gene msp4 de

A. marginale

Foi realizada a Andlise de distdncia Network, utilizando o Software
Splitstree, com os parametros Neighbour-Net e Uncorrected p-distance, das
sequéncias msp4 detectadas no presente estudo em conjunto com aquelas
obtidas via GenBank, cujo polimorfismo foi avaliado pelo Software DnaSP5
(LIBRADO; ROZAS, 2009).

4.19. Andlise estatistica

Os resultados obtidos no IELISA e qPCR para as categorias vacas e
bezerros, assim como a frequéncia de animais positivos por propriedade e foram
analisados pelo teste Qui-Quadrado (x?). O valor médio de quantificacdo da
rickettsemia estimada pelo qPCR foi analisada pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney, utilizando-se o software The R Project for Statistical Computing (R
version 3.4.4). Valores de P<0,05 foram considerados como estatisticamente
significativos para uma das categorias ou propriedade estudadas. O indice de

concordancia geral entre os testes IELISA e qPCR foi estimado pelo Coeficiente


https://cran.r-project.org/src/base/R-3
https://cran.r-project.org/src/base/R-3
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kappa (LANDIS E KOCH, 1977). A correlacao entre a magnitude de rickettsemia
estimada pela gPCR com o hematdcrito foi avaliada pelo indice de correlagédo de

Pearson (r).

V RESULTADOS
5.1. Volume globular e esfregaco sanguineo

Enquanto o VG (%) das vacas variou de 22% a 50%, o de bezerros variou
de 26% a 48%. Corpusculos de A. marginale foram detectados nos esfregacos

sanguineo de cinco animais (2 vacas e 3 bezerros).
5.2. Frequéncia de anticorpos IgG anti- A. marginale

No teste IELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti- A. marginale,
72,25% (289/400) das amostras mostraram-se positivas, com ponto de corte
médio de 0,190. Dos 289 animais soropositivos, 53,28% (154/289)
corresponderam a vacas e 46,71% (135/289) a bezerros. Na andlise da
frequéncia de soropositividade por categoria, as vacas apresentaram maior
namero de animais soropositivos (77%; 154/200) quando comparadas aos
bezerros (67,5%; 135/200) (P<0,05). Na analise geral, a taxa de soropositividade
de bezerros nao diferiu estatisticamente daquela de bezerras (P=0,05) (dados néao
mostrados). Entre as cinco propriedades estudadas, a Fazenda A agrupou um
maior numero de bovinos soropositivos (94,9%; 93/98); quando comparada
estatisticamente com a Fazenda C (92,5%; 62/67), ndo foi observada diferenca
significativa na frequéncia de soropositivos (P=0,05). Similarmente, as taxas de
soropositividade encontradas nas fazendas Sao José e Novo Horizonte também
nao diferiram estatisticamente (P=0,05) (Tabela 3). A mudanca de coloracdo das
amostras reagentes (soropositivas) ao conjugado ligado a fosfatase alcalina pode

ser vista na Figura 3.
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Figura 3. Placa de iELISA (Maxisorp®; Nunc, Thermo Scientific, Brasil). As
amostras soropositivas para A. marginale apresentam mudanca de coloracao
guando adicionado o conjugado anti-lgG bovino ligado a fosfatase alcalina
(Sigma®, St. Louis, MO) na diluicdo de 1:30000. Leitura por espectrofotometria no
leitor de ELISA (B.T. -100, Embrabio, S&o Paulo, Brasil).
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Tabela 3. Frequéncia de bovinos de corte soropositivos para A. marginale do Pantanal brasileiro pelo iELISA, de acordo com a categoria

animal estudada (Vaca/Bezerro) e propriedade de origem.

Propriedades Vacas (n)** % Bezerros (n)*** % Total % Geral
Fazenda A (44/45) 97,8% (49/53) 92,4% (93/98) 94,99%®
Fazenda S (35/42) 83,3% (30/41) 73,2% (65/83) 78,3%®) "
Fazenda P (13/39) 33,3% (2/41) 4,9% (15/80) 18,7%)
Fazenda N (30/38) 78,9% (24/34) 70,6% (54/72) 75%®) ™
Fazenda C (32/36) 88,9% (30/31) 96,8% (62/67) 92,5064 )
Total (154/200) T7%@* (135/200) 67,50%®) " (289/400) 72,25%

*Letras minusculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (P<0,05); **Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa (P <0,05) *** (n) para nimero de animais positivos/nimero de animais amostrados por propriedade
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5.3. PCR convencional (cPCR) para o gene endégeno (gapdh)

Todas as 400 amostras de DNA extraidas do sangue dos bovinos
mostraram-se positivas na cPCR para o gene enddgeno (gapdh). O ensaio foi
realizado ap6s a avaliacdo espectrofotométrica da concentracdo meédia e das
relacdes de absorbancia (260/280 e 260/230 nm) das amostras de DNA extraidas,
as quais assumiram valores de 25,14 ng/uL, (DP = 10,14), 1,8 nm (DP = 0,12) e
1,33 nm (DP + 0,56), respectivamente. Na Figura 4 é possivel observar a
eletroforese em gel agarose a 1,0% da cPCR para o gene gapdh (fragmento de

aproximadamente 450 pb).

M C+3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 C-

450 pb —

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etideo.
Os amplimeros mostrados na foto séo relativos a cPCR para controle endégeno
(gene gapdh). Canaleta M: marcador de peso molecular em escala de 100 pares
de bases (Life Technologies®); canaleta C+: controle positivo (DNA extraido de
bovino); canaleta C-: controle negativo (Agua ultra-pura esterilizada, Promega®);
amostras positivas nas canaletas 3-15.

5.4. Frequéncia de animais positivos na gPCR para A. marginale baseada no

gene msp1B

Todas as 400 amostras de DNA extraidas do sangue dos bovinos
mostraram-se positivas na cPCR para o gene enddgeno (gapdh). Dentre estas,
56,75% (227/400) mostraram-se positivas na gPCR para A. marginale baseada no
gene msp1B. Das 227 amostras positivas, 39,20% (89/227) corresponderam a
vacas e 60,79% (138/227) a bezerros. Por categoria, 0 niumero de bezerros
positivos (69%; 138/200) mostrou-se estatisticamente maior quando comparado
aquele de vacas (44,5%; 89/200) (P<0,05). Nao houve diferenca na frequéncia de
positivos de acordo com o sexo dos bezerros (P=0,05) (dados ndo mostrados).
Entre as cinco propriedades estudadas, a Fazenda A apresentou um maior
numero de bovinos positivos (81,6%; 80/98) para A. marginale na gPCR (P<0,05).
A Fazenda S, Novo Horizonte e Caceres nao diferiram estatisticamente quanto ao

namero de animais positivos na gPCR (P = 0,05) (Tabela 4). A quantificacdo
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média do numero de copias de um fragmento de 95pb do gene msp1B de A.
marginale por pL de DNA foi de 3,9x10* (DP + 5,26 x10%), com Cq médio de 32,60
(DP £ 0,73) para as vacas. Ja para bezerros, a média quantificacdo foi
significativamente maior 1,3x10° (DP + 6,73 x107) (P<0,05), com Cqg médio de
30,27 (DP = 1,7). As duas vacas e 0s trés bezerros que apresentaram
corpusculos de A. marginale no esfregagco sanguineo, apresentaram o
hematdcrito dentro dos valores normais, variando de 28-45% e quantificacdo de
2,12X10% a 5,64 x 10% com maior valor para bezerros.A correlagdo entre a
magnitude de rickettsemia estimada pela gqPCR com o hematdcrito, avaliada pelo
indice de correlagdo de Pearson (r), foi de -0,0032, sendo considerada

estatisticamente inexistente.

Todos os parametros dos ensaios de (gPCR (eficiéncia, inclinacao,
coeficiente de determinacdo e y-intercepto) estdo apresentados na Tabela 5 e
Figura 5 (A e B) de acordo com o Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) (BUSTIN et al., 2009). O indice
kappa entre os testes IELISA e gPCR apresentou concordancia de 0,14, sendo

considerada como baixa.
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Figura 5. Curvas de amplificacdo (A) e padrdo (B) da gPCR para A. marginale
baseada no gene msp1B. A figura A apresenta os ciclos de amplificacdo das
amostras-teste (em azul) e da diluicdo seriada de um plasmideo contendo a
sequéncia-alvo de A. marginale (em vermelho). A curva-padréo (B) do niumero de
ciclos (Cq) versus as diluicbes seriadas dos padrbes com diferentes
concentracfes de DNA plasmidial contendo a sequéncia-alvo de 95 pb de msp18
de A. marginale (2,0 x 107 cépias/ pL a 2,0 x 10° cépias/ pL).
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Tabela 4. Frequéncia de bovinos de corte positivos na qPCR para A. marginale baseada no gene msp 18 no Pantanal brasileiro,
de acordo com a categoria animal estudada (Vaca/Bezerro) e propriedade de origem.

Propriedades Vacas (n)*** % Bezerros (n)*** % Total % Geral
Fazenda A (27/45) 60% (53/53) 100% (80/98) 81,6%"
Fazenda S (15/42) 35,7% (35/41) 85,3% (50/83) 60,2%®
Fazenda P (13/39) 33,3% (1/41) 2,4% (14/80) 17,5%)
Fazenda N (17/38) 44,7% (21/34) 61,7% (38/72) 52,7%®
Fazenda C (17/36) 47,2% (28/31) 90,3% (45/67) 67,1%®
Total (89/200) 44,5% (138/200) 69%®) (227/400) 56,75%

*Letras minusculas diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (P<0,05); **Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa (P <0,05) *** (n) para nimero de animais positivos/nimero de animais amostrados por propriedade
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Tabela 5. Parametros dos ensaios de gPCR para A. marginale baseados no gene msp1f a partir de amostras de sangue de 200

vacas e 200 bezerros amostrados no Pantanal brasileiro.

A. marginale

(gene msplp) E R? Inclinagéo Y-intercepto Cq SQ
Vacas
A. marginale
(gene msplp) 94,65 0,993 -3,461 41,277 32,60 3,9x10*
Bezerros
Média 101,8 0,999 -3,574 42,498 38,12 2,67x107
Minimo 90,5 0,975 -3,28 39,99 25,76 5,56x102
E R? Inclinacéo Y-intercepto Cq SQ
91,62 0,9954 -3,5408 41,462 30,276 1,3x10°
Méximo 93,5 0,999 -3,565 41,862 37,002 4,39x108
Minimo 90,8 0,99 -3,489 41,183 24,862 2,45x10°

E: eficiéncia de amplificagdo; R? :coeficiente de determinago; Cq: ciclo de quantificagdo; SQ (Starting Quantity — Quantidade de DNA inicial: cépias de um fragmento de 95pb do gene MSP18

de A. marginale por pL de DNA).
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5.5. Andlises baseadas no gene msp1a de A. marginale
5.5.1.1. Frequéncia de animais positivos na snPCR

Das 227 amostras que mostraram-se positivas para A. marginale na gPCR
dirigida ao gene msp1B, 22,9% (52/227) mostraram-se positivas na snPCR
baseada no gene msp7a, das quais 9,69% (22/227) correspondiam a categoria
vacas e 13,21% a categoria bezerros (30/227). Com base na intensidade de
bandas obtidas na eletroforese em gel de agarose, apenas 47,27% (26/52)
amplicons obtidos de vacas (53,84%;14/26) e bezerros (46,15%;12/26) foram
submetidos ao sequenciamento pelo método de Sanger. Na avaliacdo geral do
total de amplicons do gene msp71a de A. marginale, 92,3% (24/26) pertenciam a
bovinos da Fazenda A, 3,85% (1/26) a Fazenda S e 3,85% (1/26) a Fazenda P.
As frequéncias de positividade por categoria (vaca/bezerro) para A. marginale nos
ensaios de iELISA e qPCR estdo apresentadas na (Tabela 6).
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Tabela 6. Co-positividade e co-negatividade das amostras de sangue de bovinos de corte amostrados do Pantanal brasileiro

nas técnicas sorolégica (iELISA) e molecular (qPCR) utilizadas para diagnostico de A. marginale segundo a categoria de

animais (vacas/bezerros).

Vacas Bezerros
gPCR
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total Geral
. 81 154 o 117 18 135 289
Positivo 73 (36,5%) Positivo
(40,5%) (77%) (58,5%) (9%) (67,5%) (72,25%)
. i 16 30 46 ) 21 44 65 111
iIELISA Negativo Negativo
(8%) (15%) (23%) (10,5%) (22%) (32,5%) (27,75%)
111 200 138 62 200 400
89 (44,5%)
(55,5%) (100%) (69%) (31%) (100%) (100%)
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5.5.1.2. Anédlise de identidade e divergéncia de nucleotideos e entropia de

aminoacidos

A identidade e divergéncia nucleotidica entre as sequéncias do gene
msp1a de A. marginale obtidas no presente estudo mostraram variacao de 48% a
100% e 0% a 52%, respectivamente. A menor identidade (48%) e maior
divergéncia (52%) das sequéncias colhidas no Pantanal (MS) foram encontradas
na comparacao entre #MS7 (MS9) e #MS9 (MS25). J& a maior identidade (100%)
e menor divergéncia (0%) foram obtidas entre #MS1 (MS14; MS19), #MS4 (MS6),
#MS5 (MS18; MS20; MS22), #MS7 (MS25), #MS11 (MS12), #MS13 (MS15),
#MS14 (MS19), #MS17 (MS23), #MS18 (MS20; MS22) e #MS20 (MS22). Ao
comparar as 26 amostras do estudo com 24 amostras do gene mspla de A.
marginale selecionadas no BLASTn e obtidas via GenBank (JX844209;
JX844213; KC470183; KC470176; AY702926; KT121549; KC181903; DQ811778;
JF957806; AY998121; KJ575598; KF005076; KJ575599; AY191826; KJ626206;
DQ501244; AY702931; LINS7; LINS10; LINS16; LINS1453; GOIAS1806;
AY355284; AY010247), observou-se uma variacao de identidade de 47% a 100%.
A maior identidade (100%) e menor divergéncia (0%) foram observadas ao se
comparar as amostras #MS4 e #MS6 com a KJ626206 (obtida de Amblyomma
cajennense 1- Rio de Janeiro). Ja a menor identidade (47%) e maior divergéncia
(53%) foram observadas entre DQ811778 (Bovino- Texas EUA) e #MS9 (Tabela
7). Na andlise de entropia de aminoacidos do gene msp7a de A. marginale,
observaram-se 42 picos de alta entropia distribuidos ao longo do grafico, com

tamanho amplitude variando entre 0,16 e 1,49 (Figura 6).
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Tabela 7. Matriz de identidade e divergéncia entre as 26 sequéncias de nucleotideos do gene msp7a de A. marginale detectadas em bovinos
de corte amostrados no Pantanal brasileiro, comparativamente a amostras prewamente depositadas no GenBank.

MS1 MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7 MS8 MS9 MS10 MS11 MS12 MS13 MS14 MS15 MS16 MS17 MS18 MS19 MS20 MS21 MS22 MS23 MS24 MS25 MS26 B C D E F G H | J K L M N o P Q R S T u v w X

MS18 ID 82% 81% 82% 78% 82% 69% 79% 69% 80% 95% 95% 80% 100% 80% 99% 81% 78% 100% 78% 80% 78% 81% T77% 69% 69% 97% 96% 83% 83% 71% 69% 73% 68% 66% 81% 80% 69% 80% 80% 83% 62% 70% 80% 80% 80% 81% 72% 67% 80%
MS2 82% ID 99% 70% 89% 70% 78% 90% 59% 68% 80% 80% 69% 83% 69% 82% 97% 89% 82% 89% 97% 89% 97% 90% 78% 74% 81% 79% 95% 86% 76% 82% 87% 83% 81% 69% 69% 59% 69% 69% T70% T74% 76% 69% 69% 69% 69% 80% 58% 69%
MS3 81% 99% ID 69% 88% 69% 78% 89% 58% 67% 79% 79% 68% 82% 68% 81% 95% 88% 81% 88% 96% 88% 95% 89% 78% 73% 80% 78% 94% 85% 75% 82% 86% 83% 82% 68% 68% 60% 68% 68% 69% T74% 75% 68% 68% 68% 68% 79% 59% 68%
MS4 82% 70% 69% ID 68% 100% 58% 69% 84% 96% 79% 79% 97% 82% 97% 82% 69% 68% 82% 68% 67% 68% 69% 67% 58% 82% 81% 78% 70% 70% 80% 58% 61% 57% 56% 97% 97% 84% 97% 97% 100% 51% 80% 96% 96% 96% 97% 62% 78% 94%
MS5 78% 89% 88% 68% ID 68% 76% 98% 58% 68% 76% 76% 68% 78% 68% 78% 88% 100% 78% 100% 87% 100% 88% 99% 75% 72% 78% 75% 91% 82% 74% 78% 81% 77% 75% 68% 68% 58% 68% 68% 68% 75% 74% 69% 69% 69% 68% 77% 57% 69%
MS6 82% 70% 69% 100% 68% ID 58% 69% 84% 96% 79% 79% 97% 82% 97% 82% 69% 68% 82% 68% 67% 68% 69% 67% 58% 82% 81% 78% 70% 70% 80% 58% 61% 57% 56% 97% 97% 84% 97% 97% 100% 51% 80% 96% 96% 96% 97% 62% 78% 94%
MS7 69% 78% 78% 58% 76% 58% ID 77% 48% 58% 69% 69% 58% 69% 58% 69% 76% 76% 69% 76% 75% 76% 76% 76% 100% 60% 70% 66% 78% 71% 61% 85% 86% 77% 77% 60% 59% 57% 59% 59% 58% 81% 62% 58% 58% 58% 59% 67% 58% 59%
MS8 79% 90% 89% 69% 98% 69% 77% ID 59% 68% 78% 78% 69% 79% 69% 79% 89% 98% 79% 98% 87% 98% 89% 97% T7% 74% 79% 75% 92% 83% 75% 79% 83% 77% 76% 70% 70% 59% 70% 70% 69% 73% 75% 69% 69% 69% 69% 78% 58% 69%
MS9 69% 59% 58% 84% 58% 84% 48% 59% ID 83% 68% 68% 86% 69% 86% 70% 58% 58% 69% 58% 61% 58% 58% 57% 48% 70% 70% 72% 59% 60% 69% 54% 52% 47% 48% 84% 84% 71% 84% 84% 84% 54% 69% 83% 83% 83% 83% 53% 64% 80%
MS10 80% 68% 67% 96% 68% 96% 58% 68% 83% ID 78% 78% 96% 80% 96% 80% 67% 68% 80% 68% 65% 68% 67% 67% 57% 81% 80% 76% 67% 68% 79% 57% 61% 56% 55% 96% 96% 82% 96% 96% 96% 50% 78% 94% 94% 94% 97% 61% 76% 92%
MS11 95% 80% 79% 79% 76% 79% 69% 78% 68% 78% ID 100% 79% 96% 79% 95% 81% 76% 95% 76% 77% 76% 81% 76% 69% 70% 96% 92% 81% 81% 69% 67% 73% 67% 65% 81% 80% 68% 80% 80% 79% 60% 69% 80% 80% 80% 79% 71% 66% 78%
MS12 95% 80% 79% 79% 76% 79% 69% 78% 68% 78% 100% ID 79% 96% 79% 95% 81% 76% 95% 76% 77% 76% 81% 76% 69% 70% 96% 92% 81% 81% 69% 67% 73% 67% 65% 81% 80% 68% 80% 80% 79% 60% 69% 80% 80% 80% 79% 71% 66% 78%
MS13 80% 69% 68% 97% 68% 97% 58% 69% 86% 96% 79% 79% ID | 80% 100% 81% 68% 68% 80% 68% 66% 68% 68% 67% 58% 82% 82% 76% 69% 69% 80% 57% 62% 57% 56% 97% 97% 84% 97% 97% 97% 51% 80% 95% 95% 95% 96% 62% 77% 93%
MS14 100% 83% 82% 82% 78% 82% 69% 79% 69% 80% 96% 96% 80% ID 80% 99% 81% 78% 100% 78% 80% 78% 81% 77% 69% 70% 97% 96% 83% 83% 71% 69% 73% 68% 66% 81% B81% 69% 81% 81% 83% 62% 70% 80% 80% 80% 81% 72% 67% 80%
MS15 80% 69% 68% 97% 68% 97% 58% 69% 86% 96% 79% 79% 100% 80% ID | 81% 68% 68% 80% 68% 66% 68% 68% 67% 58% 82% 82% 76% 69% 69% 80% 57% 62% 57% 56% 97% 97% 84% 97% 97% 97% 51% 80% 95% 95% 95% 96% 62% 77% 93%
MS16 99% 82% 81% 82% 78% 82% 69% 79% 70% 80% 95% 95% 81% 99% 81% ID 81% 78% 99% 78% 80% 78% 81% T77% 69% 69% 98% 95% 83% 84% 71% 69% 73% 68% 67% 81% 81% 69% 81% 81% 82% 62% 71% 80% 80% 80% 80% 72% 67% 80%
MS17 81% 97% 95% 69% 88% 69% 76% 89% 58% 67% 81% 81% 68% 81% 68% 81% ID 88% 81% 88% 94% 88% 100% 87% 76% 73% 80% 78% 93% 85% 75% 80% 85% 81% 78% 69% 68% 59% 68% 68% 69% 72% 74% 69% 69% 69% 67% 79% 57% 68%
MS18 78% 89% 88% 68% 100% 68% 76% 98% 58% 68% 76% 76% 68% 78% 68% 78% 88% ID  78% 100% 87% 100% 88% 99% 75% 72% 78% 75% 91% 82% 74% 78% 81% 77% 75% 68% 68% 58% 68% 68% 68% 75% 74% 69% 69% 69% 68% 77% 57% 69%
MS19 100% 82% 81% 82% 78% 82% 69% 79% 69% 80% 95% 95% 80% 100% 80% 99% 81% 78% ID  78% 80% 78% 81% 77% 69% 69% 97% 96% 83% 83% 71% 69% 73% 68% 66% 81% 80% 69% 80% 80% 83% 62% 70% 80% 80% 80% 81% 72% 67% 80%
MS20 78% 89% 88% 68% 100% 68% 76% 98% 58% 68% 76% 76% 68% 78% 68% 78% 88% 100% 78% ID | 87% 100% 88% 99% 75% 72% 78% 75% 91% 82% 74% 78% 81% 77% 75% 68% 68% 58% 68% 68% 68% 75% 74% 69% 69% 69% 68% 77% 57% 69%
MS21 80% 97% 96% 67% 87% 67% 75% 87% 61% 65% 77% 77% 66% 80% 66% 80% 94% 87% 80% 87% ID 87% 94% 87% 75% 71% 78% 82% 92% 83% 73% 85% 84% 79% 80% 66% 66% 56% 66% 66% 67% 77% 73% 66% 66% 66% 66% 77% 55% 66%
MS22 78% 89% 88% 68% 100% 68% 76% 98% 58% 68% 76% 76% 68% 78% 68% 78% 88% 100% 78% 100% 87% ID 88% 99% 75% 72% 78% 75% 91% 82% 74% 78% 81% 77% 75% 68% 68% 58% 68% 68% 68% 75% 74% 69% 69% 69% 68% 77% 57% 69%
MS23 81% 97% 95% 69% 88% 69% 76% 89% 58% 67% 81% 81% 68% 81% 68% 81% 100% 88% 81% 88% 94% 88% ID  87% 76% 73% 80% 78% 93% 85% 75% 80% 85% 81% 78% 69% 68% 59% 68% 68% 69% 72% 74% 69% 69% 69% 67% 79% 57% 68%
MS24. 77% 90% 89% 67% 99% 67% 76% 97% 57% 67% 76% 76% 67% 77% 67% 77% 87% 99% 77% 99% 87% 99% 87% ID | 76% 72% 77% 74% 90% 82% 74% 78% 82% 77% 76% 67% 67% 57% 67% 67% 67% 75% 74% 69% 69% 69% 68% 77% 57% 68%
MS25 69% 78% 78% 58% 75% 58% 100% 77% 48% 57% 69% 69% 58% 69% 58% 69% 76% 75% 69% 75% 75% 75% 76% 76% ID  60% 70% 66% 78% 71% 61% 85% 86% 77% 76% 60% 59% 57% 59% 59% 58% 81% 61% 58% 58% 58% 58% 67% 58% 59%
MS26  69% 74% 73% 82% 72% 82% 60% 74% 70% 81% 70% 70% 82% 70% 82% 69% 73% T72% 69% 72% 71% 72% 73% 72% 60% ID 70% 66% 74% 79% 90% 63% 68% 62% 62% 83% 82% 70% 82% 82% 81% 56% 89% 81% 81% 81% 81% 71% 65% 78%
A" 97% 81% 80% 81% 78% 81% 70% 79% 70% 80% 96% 96% 82% 97% 82% 98% 80% 78% 97% 78% 78% 78% 80% 77% 70% 70% ID 93% 82% 83% 71% 69% 74% 69% 66% 82% 82% 71% 82% 82% 81% 62% 71% 81% 81% 81% 80% 72% 67% 80%
B*  96% 79% 78% 78% 75% 78% 66% 75% 72% 76% 92% 92% 76% 96% 76% 95% 78% 75% 96% 75% 82% 75% 78% 74% 66% 66% 93% ID 80% 80% 67% 71% 69% 64% 64% 77% T77% 65% T7% T7% 79% 64% 67% T77% T77% T7% T77% 69% 63% 76%
C* | 83% 95% 94% 70% 91% 70% 78% 92% 59% 67% 81% 81% 69% 83% 69% 83% 93% 91% 83% 91% 92% 91% 93% 90% 78% 74% 82% 80% ID 91% 76% 82% 87% 81% 80% 69% 69% 59% 69% 69% 70% 74% 75% 69% 69% 69% 68% 81% 59% 69%
D*  83% 86% 85% 70% 82% 70% 71% 83% 60% 68% 81% 81% 69% 83% 69% 84% 85% 82% 83% 82% 83% 82% 85% 82% 71% 79% 83% 80% 91% ID 84% 75% 79% 74% 72% 70% 70% 60% 70% 70% 70% 67% 83% 70% 70% 70% 69% 84% 59% 70%
E*  71% 76% 75% 80% 74% 80% 61% 75% 69% 79% 69% 69% 80% 71% 80% 71% 75% 74% 71% 74% 73% 74% 75% 74% 61% 90% 71% 67% 76% 84% ID 66% 69% 66% 64% 80% 81% 68% 81% 81% 80% 58% 97% 80% 80% 80% 79% 75% 68% 82%
F* " 69% 82% 82% 58% 78% 58% 85% 79% 54% 57% 67% 67% 57% 69% 57% 69% 80% 78% 69% 78% 85% 78% 80% 78% 85% 63% 69% 71% 82% 75% 66% ID 92% 78% 80% 58% 58% 53% 58% 58% 58% 87% 66% 57% 57% 57% 57% 71% 55% 58%
G* | 73% 87% 86% 61% 81% 61% 86% 83% 52% 61% 73% 73% 62% 73% 62% 73% 85% 81% 73% 81% 84% 81% 85% 82% 86% 68% 74% 69% 87% 79% 69% 92% ID 82% 81% 63% 62% 58% 62% 62% 61% 81% 69% 61% 61% 61% 61% 73% 58% 62%
H'8 | 68% 83% 83% 57% 77% 57% 77% 77% 47% 56% 67% 67% 57% 68% 57% 68% 81% 77% 68% 77% 79% 77% 81% 77% 77% 62% 69% 64% 81% 74% 66% 78% 82% ID 94% 58% 58% 64% 58% 58% 57% 74% 65% 57% 57% 57% 56% 69% 67% 59%
I8 66% 81% 82% 56% 75% 56% 77% 76% 48% 55% 65% 65% 56% 66% 56% 67% 78% 75% 66% 75% 80% 75% 78% 76% 76% 62% 66% 64% 80% 72% 64% 80% 81% 94% ID 56% 56% 62% 56% 56% 56% 74% 65% 56% 56% 56% 56% 69% 65% 57%
J* . 81% 69% 68% 97% 68% 97% 60% 70% 84% 96% 81% 81% 97% 81% 97% 81% 69% 68% 81% 68% 66% 68% 69% 67% 60% 83% 82% 77% 69% 70% 80% 58% 63% 58% 56% ID | 98% 83% 98% 98% 97% 51% 80% 98% 98% 98% 96% 62% 78% 94%
K*  80% 69% 68% 97% 68% 97% 59% 70% 84% 96% 80% 80% 97% 81% 97% 81% 68% 68% 80% 68% 66% 68% 68% 67% 59% 82% 82% 77% 69% 70% 81% 58% 62% 58% 56% 98% ID 83% 100% 100% 96% 51% 80% 96% 96% 96% 96% 62% 78% 94%
L* | 69% 59% 60% 84% 58% 84% 57% 59% 71% 82% 68% 68% 84% 69% 84% 69% 59% 58% 69% 58% 56% 58% 59% 57% 57% 70% 71% 65% 59% 60% 68% 53% 58% 64% 62% 83% 83% ID 83% 83% 83% 50% 68% 82% 82% 82% 83% 52% 90% 80%
M* | 80% 69% 68% 97% 68% 97% 59% 70% 84% 96% 80% 80% 97% 81% 97% 81% 68% 68% 80% 68% 66% 68% 68% 67% 59% 82% 82% 77% 69% 70% 81% 58% 62% 58% 56% 98% 100% 83% ID 100% 96% 51% 80% 96% 96% 96% 96% 62% 78% 94%
N* 80% 69% 68% 97% 68% 97% 59% 70% 84% 96% 80% 80% 97% 81% 97% 81% 68% 68% 80% 68% 66% 68% 68% 67% 59% 82% 82% 77% 69% 70% 81% 58% 62% 58% 56% 98% 100% 83% 100% ID  96% 51% 80% 96% 96% 96% 96% 62% 78% 94%
O*  83% 70% 69% 100% 68% 100% 58% 69% 84% 96% 79% 79% 97% 83% 97% 82% 69% 68% 83% 68% 67% 68% 69% 67% 58% 81% 81% 79% 70% 70% 80% 58% 61% 57% 56% 97% 96% 83% 96% 96% ID 51% 80% 95% 95% 95% 98% 62% 78% 94%
P* " 62% 74% 74% 51% 75% 51% 81% 73% 54% 50% 60% 60% 51% 62% 51% 62% 72% 75% 62% 75% 77% 75% 72% 75% 81% 56% 62% 64% 74% 67% 58% 87% 81% 74% 74% 51% 51% 50% 51% 51% 51% ID 58% 52% 52% 52% 51% 63% 50% 52%
Q" 70% 76% 75% 80% 74% 80% 62% 75% 69% 78% 69% 69% 80% 70% 80% 71% 74% 74% T70% 74% 73% 74% T74% T74% 61% 89% 71% 67% 75% 83% 97% 66% 69% 65% 65% 80% 80% 68% 80% 80% 80% 58% ID 79% 79% 79% 79% 76% 68% 81%
R* | 80% 69% 68% 96% 69% 96% 58% 69% 83% 94% 80% 80% 95% 80% 95% 80% 69% 69% 80% 69% 66% 69% 69% 69% 58% 81% 81% 77% 69% 70% 80% 57% 61% 57% 56% 98% 96% 82% 96% 96% 95% 52% 79% ID 100% 100% 95% 61% 77% 93%
S* 80% 69% 68% 96% 69% 96% 58% 69% 83% 94% 80% 80% 95% 80% 95% 80% 69% 69% 80% 69% 66% 69% 69% 69% 58% 81% 81% 77% 69% 70% 80% 57% 61% 57% 56% 98% 96% 82% 96% 96% 95% 52% 79% 100% ID 100% 95% 61% 77% 93%
80% 69% 68% 96% 69% 96% 58% 69% 83% 94% 80% 80% 95% 80% 95% 80% 69% 69% 80% 69% 66% 69% 69% 69% 58% 81% 81% 77% 69% 70% 80% 57% 61% 57% 56% 98% 96% 82% 96% 96% 95% 52% 79% 100% 100% ID 95% 61% 77% 93%

Ut 81% 69% 68% 97% 68% 97% 59% 69% 83% 97% 79% 79% 96% 81% 96% 80% 67% 68% 81% 68% 66% 68% 67% 68% 58% 81% 80% 77% 68% 69% 79% 57% 61% 56% 56% 96% 96% 83% 96% 96% 98% 51% 79% 95% 95% 95% ID 62% 77% 93%
72% 80% 79% 62% 77% 62% 67% 78% 53% 61% 71% 71% 62% T72% 62% 72% 79% 77% 72% T77% T77% 77% 79% T77% 67% 71% 72% 69% 81% 84% 75% 71% 73% 69% 69% 62% 62% 52% 62% 62% 62% 63% 76% 61% 61% 61% 62% ID 53% 63%

W* | 67% 58% 59% 78% 57% 78% 58% 58% 64% 76% 66% 66% 77% 67% 77% 67% 57% 57% 67% 57% 55% 57% 57% 57% 58% 65% 67% 63% 59% 59% 68% 55% 58% 67% 65% 78% 78% 90% 78% 78% 78% 50% 68% 77% 77% 77% 77% 53% ID 80%
XY  80% 69% 68% 94% 69% 94% 59% 69% 80% 92% 78% 78% 93% 80% 93% 80% 68% 69% 80% 69% 66% 69% 68% 68% 59% 78% 80% 76% 69% 70% 82% 58% 62% 59% 57% 94% 94% 80% 94% 94% 94% 52% 81% 93% 93% 93% 93% 63% 80% ID

X

*(A-JX844209 B- JX844213 C- KC470183 D- KC470176 E- AY702926 F- KT121549 G-KC181903 H- DQ811778 I- JF957806 J- AY998121 K- KJ575598 L- KFO05076 M-
KJ575599 N- AY191826 O- KJ626206 P- DQ501244 Q- AY702931 R-LINS7 S- LINS10 T- LINS16 U- LINS1453 V- GOIAS1806 W- AY355284 X- AY010247).
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Figura 6. Entropia obtida a partir das sequéncias de aminoacidos de gene mspla de A. marginale obtidas em amostras de
sangue de bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro.
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5.5.1.3. Diversidade genética de A. marginale

Utilizando o software RepeatAnalyzer para a classificagcdo genotipica
alfanumérica e identificacdo de estirpes, foram encontradas 14 estirpes, com seis
ja relatadas na literatura (a-B-B-B-I'; a-B-I'; 27-27; 42-25-31; 1-22-2-13-18; 1-22-2-
13) e oito nunca antes descritas (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-
100; EV7-11-10-15; 1-11-11-27-18; 1-11-10-15; 1-27-13-18). Na Fazenda S, uma
vaca (MS14) estava infectada com a estirpe T1-22-2-13-18 de gendtipo E. Na
Fazenda A, uma vaca (MS1) estava infectada com a estirpe 1-22-2-13 e genotipo
E. Ambas as estirpes citadas anteriormente foram previamente descritas na

Argentina (Chaco).

Uma vaca (MS9) e um bezerro (MS15) da Fazenda A estavam infectados
com a estirpe 27-27 e gendtipo E, assim como uma vaca (MS13) pertencente a
Fazenda P. Relatos anteriores dessa estirpe foram encontrados na China e no

Estado de Minas Gerais, Brasil.

A estirpe 42-25-31 foi detectada em uma vaca da Fazenda A (MS10) e
previamente em bovinos de Madagascar (Sofia). Na Fazenda A, uma vaca (MS5)
e quatro bezerros (MS18; MS19; MS21; MS23) estavam infectados com a estirpe
a-B-B-B-I', a qual foi previamente relatada na Argentina (Santa Fé), México (Nayrit
Santiago e Jalisco Tapalta) e nos estados brasileiros de S&o Paulo (Lins e Taiagu)
e Goias (Mambai). Os cinco animais acima discriminados estavam infectados com
0 genotipo E, com excecdo do bezerro MS23, o qual apresentou o genotipo C.
Um bezerro da Fazenda A (MS26) mostrou-se infectado pela estirpe a-B-I' com
gendtipo E, ja relatada na Argentina (Chaco) e México (Nayarit Santiago). Os
dados sobre a caracterizacdo geral das estirpes e genoétipos encontrados em

bovinos nas cinco propriedades do Pantanal brasileiro encontram-se na Tabela 8.

As oito novas estirpes (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-100;
EV7-11-10-15; T1-11-11-27-18; T1-11-10-15; 71-27-13-18) foram detectadas em
bovinos da Fazenda A. Duas vacas (vaca 31 — MS1 / vaca 20 — MS12) estavam
infectadas com a estirpe EV7-11-10-15 de gendtipo E. Outra nova estirpe, a 1-10-
13-13-18, infectou 0 maior nimero de animais (n=3) da propriedade (bezerro 10 -
MS20 / vaca 8 - MS2/ vaca 10 - MS3), compreendendo ao gendtipo C. A estirpe 1-
27-18 de genotipo E foi encontrada em duas vacas (vaca 24 - MS6 / vaca 13 -
MS4). Uma vaca e um bezerro (vaca 26 — MS7 / bezerro 22 - MS24),
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apresentaram a estirpe EV8-EV8-17 de gendtipo E. Uma vaca (vaca 32 - MS8)
apresentou a estirpe a-B-B-B-100 de gendtipo E. Dois bezerros (bezerro 3 - MS17
/ bezerro 18 - MS22) apresentaram a estirpe 1-11-11-27-18 de gendtipo B. Um
bezerro (bezerro 23 - MS25) apresentou a estirpe 1-11-10-15 de gendtipo E; outro
bezerro (bezerro 2 — MS16), por sua vez, mostrou-se infectado com a estirpe T1-
27-13-18 de genotipo E. A distribuicdo das novas estirpes descritas neste estudo,
bem como detalhes sobre o valor da riquettsemia, podem ser visibilizados na
Tabela 9. Mapas elaborados no Software RepeatAnalyser indicando a distribuicéo
de todos os gendtipos e estirpes encontrados neste estudo, a nivel mundial e
nacional podem ser observados nas Figuras 7 e 8.

Os indice métricos de diversidade genética, GDML1- local®(0,854) e GDM1-
Global? (0,339), obtidos no Pantanal brasileiro revelaram alto valor, indicando que
as repeticdes (SSRs) foram bem diversas entre si e também na regido estudada.
Os indices GDM2-Local? (0,051) e GDM2-Global? (0,037) revelaram baixo valor,
mostrando que as SSRs se apresentaram em quantidades aproximadas, ou seja,
ocorreram aproximadamente o mesmo numero de vezes e que a distribuicdo na
regido sob estudo foi uniforme. Os valores mostraram-se baixos para ambas as
métricas do GDM2, indicando que as SSRs sdo pouco dispersas. Comparando
com estudos conduzidos em outros estados brasileiros com bovinos de leite em
Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Goias e bufalos no Para, o
indice GDM1 também apresentou valores préximos ou igual a (1) (Parana),
indicando que a maioria das SSRs ndo sao iguais e, desta forma, a presenca de
uma alta diversidade. A distribuicdo das repeticbes nesses estados brasileiros
também se mostrou uniforme, uma vez que GDM2 apresentou valor mais préximo
de zero. Esse resultado foi similar quando comparado de forma geral (Brasil e
mundo). Os indices mostraram estirpes diferentes em cada regido e pouco

disseminadas (Tabela 10).
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Tabela 8. Caracterizacdo dos genaétipos e estirpes das 26 amostras positivas para
0 gene mspla de A. marginale, com identificagdo dos animais, propriedade de
origem e distribuicAo geografica de acordo com o banco de dados do
RepeatAnalyzer.

Genotipo
NUmero (ESTRADA Genotipo/estirpe
da PENA et al., (CATANESE et al., Distribuicao das estirpes
amostra Identificacao Propriedade 2009) 2016) (Brasil/mundo)
Argentina (Chaco 2 var 1; Chaco3 varl,;
Chaco7; Chaco 8); Brasil, Mato Grosso do
MS1 Vaca 3 Fazenda A E T22-213 Sul
MS2 Vaca 8 Fazenda A C 7110131318 Brasil, Mato Grosso do Sul
MS3 Vaca 10 Fazenda A C 110131318 Brasil, Mato Grosso do Sul
MS4 Vaca 13 Fazenda A E T2718 Brasil, Mato Grosso do Sul
Argentina (Santa fé 37,43,50,59) / México,
Nayarit, Santiago Ixcuintla/ México,
Jalisco Tapalpa/ Brasil, Sdo Paulo/Brasil,
MS5 Vaca 22 Fazenda A E aBBBIl Goias/ Brasil, Mato Grosso do Sul
MS6 Vaca 24 Fazenda A E T2718 Brasil, Mato Grosso do Sul
MS7 Vaca 26 Fazenda A E EV8B EV8 17 Brasil, Mato Grosso do Sul
MS8 Vaca 32 Fazenda A E af BB 100 Brasil, Mato Grosso do Sul
China (AM3-27a); Brasil, Minas Gerais
(UFMGZ2); Minas Gerais (Minas-5); Minas
Gerais (13,273); Brasil, Mato Grosso do
MS9 Vaca 33 Fazenda A E 27 27 Sul
Madagascar, Sofia; Brasil, Mato Grosso
MS10 Vaca 37 Fazenda A E 42 25 31 do Sul
MS11 Vaca 31 Fazenda A E EV7 1110 15 Brasil, Mato Grosso do Sul
MS12 Vaca 20 Fazenda A E EV7 1110 15 Brasil, Mato Grosso do Sul
China (AM3-27a); Brasil, Minas Gerais
(UFMGZ2); Minas Gerais (Minas-5); Minas
Gerais (13,273); Brasil, Mato Grosso do
MS13 V126 Fazenda P E 27 27 Sul
Argentina (Chaco 2 var 1; Chaco3 varl,;
Chaco7; Chaco 8)); Brasil, Mato Grosso
MS14 V94 Fazenda S E T22-21318 do Sul
China (AM3-27a); Brasil, Minas Gerais
MS15 B1 Fazenda A E 27 27 (UFMGZ2); Minas Gerais (Minas-5); Minas
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MS16

MS17

MS18

MS19

MS20

MS21

MS22

MS23

MS24

MS25

MS26

B2

B3

B5

B8

B10

B13

B18

B21

B22

B23

B28

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

Fazenda A

1271318

7111127 18

aBBpr

aBBpr

110131318

aBppT

711112718

aBppr

EV8 EV8 17

1111015

aplr

Gerais (13,273

); Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Argentina (Santa fé 37,43,50,59) / México,
Nayarit, Santiago Ixcuintla/ México,
Jalisco Tapalpa/ Brasil, Sdo Paulo/Brasil,
Goiéas/ Brasil, Mato Grosso do Sul

Argentina (Santa fe 37,43,50,59) / México,
Nayarit, Santiago Ixcuintla/ México,
Jalisco Tapalpa/ Brasil, Sdo Paulo/Brasil,
Goiéas/ Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Argentina (Santa fé 37,43,50,59) / México,
Nayarit, Santiago Ixcuintla/ México,
Jalisco Tapalpa/ Brasil, Sdo Paulo/Brasil,

Goias/ Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Argentina (Santa fé 37,43,50,59) / México,
Nayarit, Santiago Ixcuintla/ México,
Jalisco Tapalpa/ Brasil, S&do Paulo/Brasil,

Goias/ Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Brasil, Mato Grosso do Sul

Argentina (Chaco 2 var 2; México, Nayarit
Santiago Ixcuintla); Brasil, Mato Grosso
do Sul
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Tabela 9. Organizacdo das oito novas estirpes de mspla de A. marginale, com seus genaotipos,
guantificacédo absoluta e identificacdo dos bovinos positivos da Fazenda A, Pantanal brasileiro.

Novas Gendtipos

estirpes . _
(Estrada Riquetsemia

(Catanese et Pefa et absoluta gPCR
Amostras Animais al., 2016) Quantidade al., 2009) (msp1B/ L)

Bezerro
MS20 10 PM*
MS2 Vaca 8 1,97x10°
MS3 Vaca 10 T1-10-13-13-18 3 C 2,20x108
MS4 Vaca 13 2,77x10°3
MS6 Vaca 24 T-27-18 2 E 1,70x103
MS7 Vaca 26 3,45x10°3
Bezerro
MS24 22 EV8-EV8-17 2 E 1,76x10°%
MS8 Vaca32  a-B-B-B-100 1 E 9,85 x 103
MS1 Vaca 31 7,11x10°
MS12 Vaca20 EV7-11-10-15 2 E 1,45x10°3
MS17  Bezerro 3 9,53x10°
Bezerro
MS22 18 1-11-11-27-18 2 B 1,30x108
Bezerro
MS25 23 1-11-10-15 1 E PM*

MS16 Bezerro 2 T-27-13-18 1 E 1,86 X 10°
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EV8 EVE8 17)
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(27 27)

(EVT 11.10"15)
(127 1318)
(11111 27 18)
{111 10 15)

Figura 7. Distribuicdo mundial das 14 estirpes de A. marginale (gene msp1a) (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-
100; EV7-11-10-15; 71-11-11-27-18; 71-11-10-15; a-B-B-B-I'; a-B-I'; 27-27; 42-25-31; 1-27-13-18; 71-22-2-13-18; T1-22-2-13)
encontradas em bovinos de corte no Pantanal brasileiro. Seis estirpes (a-B-B-B-I'; a-B-I'; 27-27; 1-22-2-13-18; 1-22-2-13)
também foram previamente relatadas em outras localidades do mundo, como 27-27 na China (AM3-27a), a-B-B-B-I' na
Argentina (Chaco) e México (Nayarit / Santiago), 42-25-31 em Madagascar (Sofia), 1-22-2-13-18 e 1-22-2-13 na Argentina
(Chaco 2 var 1; Chaco3 varl; Chaco7; Chaco 8). Todos os resultados foram gerados no software RepeatAnalyzer.
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Figura 8. Distribuicdo nacional das 14 estirpes de A. marginale (gene msp7a) (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-
100; EV7-11-10-15; 71-11-11-27-18; T1-11-10-15; a-B-B-B-I'; a-B-I'; 27-27; 42-25-31; 71-27-13-18; T1-22-2-13-18; T1-22-2-13)
encontradas em bovinos de corte no Pantanal brasileiro. Das estirpes encontradas, apenas duas foram relatadas anteriormente
em solo brasileiro: 27-27 em Minas Gerais [(UFMG2), (Minas-5) e Minas Gerais (13,273)], a-B-B-B-I' em S&o Paulo (Lins e
Taiacu) e Goias (Mambai). Todos os resultados foram gerados no software RepeatAnalyzer.
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Tabela 10. indices métricos de diversidade genética do gene msp7a de A. marginale encontrados em gado de corte no Pantanal
brasileiro, comparado a outros estados brasileiros (S&o Paulo, Minas Gerais, Para (bufalos), Rio de Janeiro e Goias), bem como
Brasil (geral) e mundo (geral), segundo o Software RepeatAnalyzer.

Séo
Paulo
Pantanal (Lins)
brasileiro -MS 550 paulo Minas Para-
(Taiagu) (Machad Gerais Minas Gerais Marajo Parana Rio de Janeiro Goias
(Souza Ramos  (Silvaet al., oetal., (Poohl et (De la Fuente (Silva et (Vidotto et al., (Silva et al., RJ (Baéta et (Machado et
Métrica et al., 2018) 2016) 2015) al., 2013) et al., 2004) al., 2014a) 2016) 2014b) al., (2015) al., 2015) Brasil (Geral) Mundo
GDM1-
Local® 0,854 0,802 0,8 0,933 0,817 0,75 1 0,792 0,8 0,675 0,828 0,757
GDM1-
Global? 0,339 0,3 0,75 0,909 0,375 0,75 1 0,56 0,71 0,333 0,221 0,154
GDM2-
Local® 0,051 0,093 0,094 0,028 0,086 0,117 0 0,097 0,094 0,153 0,075 0,089
GDM2-
Global? 0,037 0,132 0,093 0,027 0,037 0,117 0 0,05 0,11 0,157 0,034 0,008
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Em relacéo a frequéncia de distribuicdo, as repeti¢cdes 17, 25, 31, 42, EVS,
100, EV7 ocorreram apenas uma vez; as repeticoes 15, r, 22-2; ocorreram duas
vezes; as repeticbes 11, 10, B, a ocorreram trés vezes; 13, 27 quatro vezes; a
repeticdo 18 e T ocorreram 0 maior numero de vezes com cinco e sete repeti¢oes,
respectivamente, mostrando-se como as mais difundidas (Figura 9). A relacéo
entre a quantidade de repeticbes com o nimero de aminoacidos revelou que uma
SSR apresentou tamanho entre 22-24 aminoacidos; duas SSR apresentaram um
tamanho de 28 aminoacidos e mais duas SSR apresentaram entre 30-32
aminoacidos. O maior nimero de repeti¢cdes (12-14) apresentou tamanho entre 28
e 30 aminoacidos (Figura 10). A correlacdo entre o niumero de genotipos e o
niamero de SSR encontradas revelou que um genoétipo apresentou duas
repeticdes; cinco genotipos apresentaram trés repeticdes; quatro genotipos
apresentaram quatro repeticdes, e outros quatro genotipos apresentaram cinco

repeticdes (Figura 11).

Frequency Distribution for Brazil, State of Mato Grosso do Sul

17,25,31, 42, EVS, 100, EV7

-

11.10.B. a
5nY.nY, 222

Number of SSR Sequences
w IS
|

13,27

7 18
| t
o - : -
4 5 6 7

Number of Occurrences

-

Figura 9. Numero de ocorréncia de cada repeticdo em tandem encontrada no
gene msp1a de estirpes de A. marginale em bovinos de corte no Pantanal
brasileiro. A repeticdo T apresentou-se mais difundida (sete repetices) que as
demais, sequida pela 18 (cinco repeticdes).
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Repeat Length Distribution for Brazil, State of Mato Grosso do Sul
u=28.78,0=1.58

14

12 4

10 +

Number of SSR Sequences

22 24 26 28 30 32
Length

Figura 10. Numero de repeticdes em tandem do gene msp1a e seu tamanho
(nimero de aminoéacidos) encontradas em estirpes de A. marginale em bovinos
de corte no Pantanal brasileiro. A maior parte das SSR apresentaram tamanho
entre 28 e 30 aminoécidos.

Genotype Length Distribution for Brazil, State of Mato Grosso do Sul
u=3.79, c=0.94

54

a4
34
24
14
O—J
1 2 3 4 5 6

Length

Number of Genotypes

Figura 11. Correlacdo entre o numero de genétipos e o numero de SSR
encontradas em estirpes de A. marginale em bovinos de corte no Pantanal
brasileiro. Cinco gendtipos apresentaram trés repeticdes e quatro genoétipos cinco
repeticoes.
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5.5.1.4. Analise do numero de gendtipos

Entre as 26 sequéncias do gene msp7a analisadas foram identificados 14
gendtipos, com 324 sitios variaveis e alta diversidade e polimorfismo (HD = 0,928 +
0,032 /11 = 0,09696 + 0,05555 e K = 36,74769) (Tabela 11).

Tabela 11. Polimorfismo e diversidade genética de sequéncias msp7a de A. marginale
detectadas em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro.

ESPECIE (PB) N VS GC% H HD(MEAN*SD) = (MEAN*SD) K
(gene-alvo)
Anaplasma 778 26 324 0,500 14 0,928 + 0,032 0,09696 36,74769
marginale +
(mspia) 0,05555

N, nimero de seqiiéncias analisadas; VS, nimero de sitios variaveis; GC, conteido G x C; H, nimero de genétipos; HD, diversidade de
gendtipos; SD, desvio padréo; =, diversidade de nucleotideos (por local = Pl); K, nimero médio de diferenca de nucleotideos.

5.5.2. Andlises baseadas no gene msp4 de Anaplasma marginale
5.5.2.1. Ensaio de cPCR para o0 gene msp4 de A. marginale

Dos animais positivos na qPCR, 14 (6,16% - 14/227) mostraram-se positivos na
cPCR para o gene msp4 de A. marginale, correspondendo a 4 vacas e 10 bezerros
oriundos da Fazenda A. A Tabela 12 apresenta a identificacdo dos animais positivos

para o gene msp4, quantificacdo na qPCR (gene msp 1) e resultado do iELISA.
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Tabela 12. Amostras de vacas e bezerros (n=14) do Pantanal brasileiro positivas na
cPCR para o gene msp4 de Anaplasma marginale com identificagdo, valor de
guantificacédo (qQPCR baseada no gene msp1p) e resultado do iELISA.

Amostra Identificacdo Propriedade Riquetsemia  ELISA
absoluta
gPCR
(msp1B/ pL)
MS1 V3 Fazenda A 8,33x10° Positiva
MS2 V8 Fazenda A 1,97x10° Positiva
MS3 V10 Fazenda A 2,20x10° Positiva
MS4 B1 Fazenda A 5,25x10° Positiva
MS5 B2 Fazenda A 1,86x10° Positiva
MS6 B3 Fazenda A 9,53x10° Positiva
MS7 B8 Fazenda A 6,86x10° Positiva
MS8 B10 Fazenda A PM Positiva
MS9 B33 Fazenda A 1,52x108 Positiva
MS10 B37 Fazenda A 1,57x108 Positiva
MS11 B42 Fazenda A PM* Positiva
MS12 B44 Fazenda A PM* Positiva
MS13 B46 Fazenda A 4,42x10* Positiva
MS14 V14 Fazenda A PM* Positiva

5.5.2.2. Analise de identidade das sequéncias de nucleotideos do gene msp4

de A. marginale pelo BLASTn

A identidade das 14 sequéncias analisadas para o gene msp4 variou de 99% a
100% para sequéncias de A. marginale previamente depositadas no GenBank, com
valores de query coverage variando dede 99% a 100% e E-value de 0. A andlise
revelou que 92,85% (13/14) das amostras mostraram maior identidade para
sequéncias de A. marginale detectadas na india e apenas 7,14% (1/14) com uma
sequéncia do referido agente obtida em Minas Gerais. Todos os dados obtidos no
BLASTNn, bem como o numero de acesso no GenBank, estdo apresentados na
Tabela 13.
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Tabela 13. Maxima porcentagem de identidade obtida pelo BLASTnh para
sequéncias de A. marginale (gene msp4) detectadas em bovinos de corte
amostrados no Pantanal brasileiro.

Query NUmero
ID (msp4) Tamanho Idengldade Coverage Pais e Fontes de acesso
(pb) (%) (%) no

GenBank

MS1 783 100 100 india KX989516
(GEORGE et al., 2017)

MS2 778 100 100 Brasil (MG) KM624516

(LINS et al. (2014)

MS3 699 100 100 india KX989516
(GEORGE et al., 2017)

MS4 746 100 100 india KX989519
(GEORGE et al., 2017)

MS5 736 100 100 india KX989519
(GEORGE et al., 2017)

MS6 724 100 100 india KX989516
(GEORGE et al., 2017)

MS7 634 100 100 india KX989520
(GEORGE et al., 2017)

MS8 805 100 100 india KX989516
(GEORGE et al., 2017)

MS9 700 100 100 India KX989519
(GEORGE et al., 2017)

MS10 695 100 100 India KX989520
(GEORGE et al., 2017)

MS11 727 99 99 India KX989519
(GEORGE et al., 2017)

MS12 650 100 100 India KX989520
(GEORGE et al., 2017)

MS13 649 100 100 India KX989520
(GEORGE et al., 2017)

MS14 773 99 100 India KX989519

(GEORGE et al., 2017)
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5.5.2.3. Valores de identidade e divergéncia entre sequéncias de nucleotideos
de msp4 de A. marginale detectada em bovinos de corte no Pantanal brasileiro
pelo Bioedit

A identidade entre as sequéncias msp4 de A. marginale obtidas no Pantanal
brasileiro mostrou uma variagcédo de 94 a 100%. A menor porcentagem de identidade
(94%) foi encontrada entre as sequéncias MS1 e MS6, MS8 e MS11, e entre MS14
e MS13. Por outro lado, a maior porcentagem de identidade (100%) foi encontrada
entre as sequéncias MS2, MS4, MS6, MS9, MS10 e MS11. A maior divergéncia de
msp4 foi de 6% correspondente a amostra MS13 em relacdo as amostras MS2,
MS3, MS5, MS6, MS7, MS9, MS10, MS11l, MS12. Por outro lado, a menor
divergéncia observada foi de 0% correspondente a comparagdo entre amostras
MS10 — MS2, MS3, MS5, MS6, MS7, MS9; MS11- MS2, MS3, MS5; MS6- MS7,
MS9, MS10; MS12 - MS4, MS8; MS14 - MS2, MS3, MS5, MS6, MS7, MS9, MS10,
MS11, MS12 (Tabela 14). Das 14 sequéncias msp4 de A. marginale obtidas, a
sequéncia MS2 apresentou uma mutacdo de T x G na posi¢cao 316 do alinhamento

(Figura 13).

Tabela 14. Matriz de identidade e divergéncia entre sequéncias de nucleotideos do gene
msp4 de A. marginale detectadas em bovinos de corte no Pantanal brasileiro.

MS1 MS2 MS3 MSs4 MS5 MS6 MS7 MS8 MS9 MS10 MS11 MS12 MS13 MS14
MS1 ID 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS2 100% ID 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS3 99% 99% ID 99% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 100% 95% 99%
MS4 100% 100% 99% ID 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS5 100% 100% 99% 100% ID 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS6 100% 100% 99% 100% 100% ID 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS7 99% 99% 100% 99% 99% 99% ID 99% 99% 99% 99% 100% 95% 99%
MS8 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% ID 100% 100% 100% 99% 94% 100%
MS9 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% ID 100% 100% 99% 94% 100%
MS10  100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% ID 100% 99% 94% 100%
MS11  100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% ID 99% 94% 100%
MS12  99% 99% 100% 99% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% ID 95% 99%
MS13  94% 94% 95% 94% 94% 94% 95% 94% 94% 94% 94% 95% ID 94%

MS14  100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% ID
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Figura 12. Alinhamento de nucleotideos das sequéncias msp4 de A. marginale detectada em
bovinos de corte no Pantanal brasileiro, com destaque para a area de mutagdo (T x G) na
posicédo 316 da sequéncia MS2.

5.5.2.4. Matriz de identidade e divergéncia entre sequéncias do gene msp4 de A.

marginale com as sequéncias obtidas na plataforma Blastn

Foram selecionadas 22 sequéncias do gene msp4 previamente depositadas no
GenBank, com valores de identidade e query coverage variando de 99% a 100% e E-
value de 0, oriundas da india, Espanha, México, Argentina, Venezuela, Suica, lItalia,
Israel, EUA, China e Brasil (MG). O maior valor de identidade (100%) foi obtido com
amostras da india, Espanha, México, Argentina e China, ja 0 menor valor (99%) foi obtido
em relacdo as sequéncias previamente detectadas na Suica, Italia, Israel, Tunisia, EUA e
Brasil (MG).

A matriz de identidade de nucleotideos obtida pelo Bioedit entre as sequéncias
msp4 de A. marginale obtidas no Pantanal e aquelas obtidas no GenBank mostrou uma
variacdo de 93% a 100%. A menor porcentagem de identidade (93%) e a maior
divergéncia (6%) foi encontrada entre as sequéncias MS13 com AY786994 (Israel),
AY010251 (EUA), AY010294 (EUA), KF739433 (Espanha), KJ512169 (Tunisia) e
KJ512172 (Tunisia). Por outro lado, a maior porcentagem de identidade (100%) e a
menor divergéncia (0%) foi encontrada entre as sequéncias MS1; MS4; MS5; MS6;
MS8;MS9; MS10; MS14 - KX989516 — india; KM624516- Minas Gerais; KX989519-india;
KX989520 — india; JN564647- México; AF428086- Argentina; AF428083- México;
MG676459- india; MG676453- india; KM624517- Minas Gerais; EU677383- Tiwan;
EU283844- Espanha; AY702919- Italia; AY851150- Suica; AY737009- Venezuela;
EF053264- México; AY456002-Espanha; AY829458- Israel. MS2 -KX989516 — india;
KM624516- Minas Gerais; KX989519-india; KX989520 — india; JN564647- México;
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AF428086- Argentina; AF428083- México; MG676459- India; MG676453- india;
KM624517- Minas Gerais; EU677383- Tiwan; EU283844- Espanha; AY702919- Itdlia;

AY851150- Suica; AY737009- Venezuela; EF053264- Meéxico; AY456002-Espanha
(Tabelals).
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Tabelal5. Matriz de identidade e divergéncia entre sequéncias de nucleotideos de msp4 de Anaplasma marginale detectadas em bovinos de
corte amostrados no Pantanal brasileiro em comparacdo com sequéncias de outros paises selecionadas via GenBank.

Seq-> MS1 ms2 ms3 ms4 MS5 MS6 ms7 ms8 MSs9 Ms10 MS11 ms12 Ms13 Ms14 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
MS1 D 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
MS2 100% 1D 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
MS3 99% 99% ID 99% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 100% 95% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 98%
ms4 100% 100% 99% 1D 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
MS5 100% 100% 99% 100% 1D 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
MS6 100% 100% 99% 100% 100% 1D 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
ms7 99% 99% 100% 99% 99% 99% 1D 99% 99% 99% 99% 100% 95% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 98% 98%
ms8 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 1D 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
Ms9 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 1D 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
Ms10 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 1D 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
Ms11 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 1D 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
ms12 99% 99% 100% 99% 99% 99% 100% 99% 99% 99% 99% 1D 95% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98% 98%
mMs13 94% 94% 95% 94% 94% 94% 95% 94% 94% 94% 94% 9% ID 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 94% 93% 93% 93% 93% 93% 93%
mMs14 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 1D 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
KX989516 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 1D 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
KM624516 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 1D 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
KX989519 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 1D 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
KX989520 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
JIN5S64647 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
AF428086 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
AF428083 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
MG676459 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 1D 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
MG676453 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
KM624517 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
EUB77383 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
EU283844 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99%
AY702919 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99%
AY851150 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99%
AY737009 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
EF053264 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
AY456002 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 98% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% ID 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99%
AY829458 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 98% 94% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% ID 100% 99% 99% 99% 99% 99%
AY786994 100% 99% 99% 100% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 99% 98% 93% 100% 100% 99% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99% 100% ID 99% 99% 99% 99% 99%
AY010251 99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 93% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% 99% 99% 99% 99% 99% ID 99% 99% 99% 99%
AY010248 99% 99% 98% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 93% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% ID 100% 100% 99%
KF739433 99% 99% 98% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 93% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% ID 100% 100%
KJ512169 99% 99% 98% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 93% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% ID 100%
KJ512172 99% 99% 98% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 99% 98% 93% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 99% 100% 100% ID

KX989516 — INDIA; KM624516- MINAS GERAIS; KX989519-INDIA; KX989520 — INDIA; IJN564647- MEXICO; AF428086- ARGENTINA; AF428083- MEXICO; MG676459- INDIA; MG676453- INDIA; KM624517- MINAS GERAIS; EU677383- TIWAN; EU283844- ESPANHA; AY702919- ITALIA;
AY456002-ESPANHA;

AY851150-

SUICA;

AY737009-

VENEZUELA;

EF053264-

MEXICO;

AY829458-

ISRAEL,;

AY010251-EUA;

AY010248-EUA;

KF739433-ESPANHA;

KJ12169-TUNISIA;

KJ5121712-TUNISIA



57

5.5.2.5. Genétipos de Anaplasma marginale baseados no gene msp4

Entre as 14 sequéncias do gene msp4 obtidas no presente estudo, foram
identificados 2 gendétipos, apresentando 1 = 0,00024 + 0,0020 HD = 0,1429 +
0,00011029 e K= 0,14286 (Tabela 16). Entre as 38 sequéncias do gene msp4
analisadas (correspondendo aquelas detectadas no presente estudo e outras retiradas
do GenBank), foram identificados 12 gendtipos, apresentando polimorfismo de HD =

0,570 + 0,004819 e K= 1,96 (Tabela 17).

Tabela 16. Polimorfismo e diversidade genética de sequéncias msp4 de Anaplasma
marginale detectadas em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro.

ESPECIE (PB) N VS GC% H HD(MEAN=*SD) n (MEAN = SD) K
(gene-alvo)
Anaplasma 656 14 1 0,484 2 0,1429 + 0,00024 + 0,0020  0,14286
marginale 0,00011029
(msp4)

N, nimero de seqliéncias analisadas; VS, nimero de sitios variaveis; GC, contetdo G x C; H, numero de haplétipos; HD, diversidade
de gendtipos; SD, desvio padréo; =, diversidade de nucleotideos (por local = Pl); K, nimero médio de diferenca de nucleotideos.

Tabela 17. Polimorfismo e diversidade genética entre as sequéncias msp4 de Anaplasma
marginale detectadas em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro em conjunto
com aquelas obtidas via GenBank.

ESPECIE (PB) N VS GC% H HD(MEAN % SD) n (MEAN £ SD) K
(gene-alvo)

Anaplasma 639 38 1 0,48 1 0,570+0,004819 0,00328 + 0,00085 1,96
marginale

(msp4)
N, nimero de seqiiéncias analisadas; VS, nimero de sitios variaveis; GC, contetdo G x C; H, nimero de haplétipos; HD, diversidade
de gendtipos; SD, desvio padréo; =, diversidade de nucleotideos (por local = Pl); K, nimero médio de diferenca de nucleotideos.

5.5.2.6. Analise de entropia de aminoacidos para o gene msp4 de A.

marginale

As analises de entropia de aminoacidos realizadas a partir do alinhamento

das sequéncias de aminoacidos do gene msp4 de A. marginale estédo
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apresentadas nas Figural4d. Foram observados dois picos de alta entropia logo

no inicio da sequéncia de aminoé&cidos, variando em amplitude de 0,25 — 0,59.

Entropy (Hx) Plot
Alignment: C:\Userslinalda ramos\Desktop\ENTROPIA\P4 fas

Entropy (Hx)

10 20 30 40 50 80 70 20 20 100 110 120 130 140 150 180 170 180 190 200 210
Alignment Posttion (residue number)

Figura 13. Entopia de aminoacidos obtidas das sequéncias do gene msp4 de A.
marginale obtidas de amostras de sangue de bovinos do Pantanal brasileiro.

5.5.2.7. Analise de distancia de nucleotideos

A andlise de distancia por meio do software Splitstree com os parametros
“‘Neighbour-Net e “Uncorrected p-distance mostrou que as 14 sequéncias msp4
de A. marginale detectadas em bovinos de corte no Pantanal brasileiro foram
agrupadas em um Unico grupo com aquelas previamente detectadas na india,
Espanha, México, Venezuela, Suica, Espanha, Italia, Minas Gerais (Brasil),
Argentina e China (Figura 15). Na analise das 38 sequéncias pelo software
DnaSP6, constatou-se a formacdo de 12 gendtipos, sendo o genoétipo #1 0 mais
distribuido, sendo o mesmo detectado em bovinos na india, Espanha, México,
Venezuela, Suica, Espanha, Italia, Minas Gerais (Brasil), Argentina e China. O
gendtipo #1, o qual correspondeu a maioria (50%; 19/38) das sequéncias msp4
detectadas em bovinos no Pantanal brasileiro, mostrou-se relacionado aos
genétipos #2, #8 e #9, detectados, respectivamente, em bovinos no Brasil

(Pantanal brasileiro e Minas Gerais), México e Italia (Figura 16).
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Figura 14. Analise de distancia por meio do software Splitstree com os parametros “Neighbour-Net e “Uncorrected p-distance”. As

sequéncias do gene msp4 do Pantanal brasileiro formaram um clado com as sequéncias da india, Espanha, México, Argentina, China,
Venezuela, Italia e MG (Brasil).
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*Ind —india; Mex — Mexico; Arg — Argentina; EUA — Estados Unidos; Esp — Espanha; Chi- Chile; Isr — Israel; Itl — Itdlia; Sui — Suica;Ven — Venezuela; Min — Minas Gerais, sudeste do Brasil; Mat — Mato Grosso do Sul, centro-oeste do Brasil; Tun —

Tunisia.

Figura 15. Rede de gendtipos msp4 de A. marginale detectados em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro em

conjunto com aqueles obtidos via GenBank.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos no IiELISA mostraram uma alta taxa de
frequéncia de animais soropositivos (72,2%) para Anaplasma spp. Embora A.
marginale tenha sido o Unico agente do género Anaplasma confirmado como
causador de doengas em bovinos no Brasil até o momento, Anaplasma spp.
intimamente relacionado com A. phagocytophilum, A. bovis e A. platys foram
detectados em cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) no Pantanal
(SACCHI et al., 2012). Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade de
reatividade sorolégica cruzada na técnica de ELISA baseada em antigenos
brutos, uma vez que tais genétipos de Anaplasma recém-descritos também

poderiam infectar ruminantes domeésticos no Brasil.

Na andlise da frequéncia de animais soropositivos, as vacas
apresentaram maior soropositividade quando comparadas aos bezerros. Nas
fazendas amostradas, as vacas permanecem grande parte de suas vidas
dentro do rebanho e criagdo, com aumento da exposicdo ao agente e,
consequentemente, altos niveis de anticorpos para A. marginale (PALMER et
al., 1999; VIDOTTO et al., 2004). Ao estudar gado de corte, Grau et al. (2013)
verificaram que vacas cronicamente infectadas com A. marginale e sem historia

de anaplasmose aguda poderiam infectar sua prole por via transplacentaria.

Na analise dos resultados da gPCR pela idade dos animais, foi
encontrado maior niumero de bezerros positivos (69%) quando comparados as
vacas (44,5%). Adicionalmente, maior quantificacdo de msp18 de A. marginale
foi encontrada em bezerros (1,3 x 10°) quando comparados as vacas (3,9 x
10%). Esse achado pode ser devido ao desenvolvimento do sistema
imunoldgico imaturo dos bezerros. Segundo Palmer et al. (1999), as vacas
estariam mais predispostas a infec¢des cronicas, podendo atuar como fonte de
infeccdo para vetores mecanicos (moscas e tabanideos) e biolégicos
(carrapatos Ixodidae). Esses animais também podem disseminar A. marginale
de geracdo em geracao através da via transplacentaria, embora a confirmacéo

deste modo de transmissao no presente estudo néo tenha sido feita.

A correlagdo entre a magnitude da quantificacdo de msp18 de A.

marginale estimada pela gPCR e pelo HT foi considerada estatisticamente
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inexistente, uma vez que o0s animais ndo apresentaram sinais clinicos ou
anemia, o que pode sugerir alguma resisténcia dos animais ao agente. Bilhassi
et al. (2014) investigaram a influéncia da ragca em um estudo comparando a
infeccdo por B. bovis em Nelore, Angus e bovinos mesticos de duas areas
endémicas para babesiose no estado de Sao Paulo, Sudeste do Brasil. A
prevaléncia de infeccdo ndo mostrou diferenca significativa, sendo 96%, 100%
e 98% para os trés grupos genéticos, respectivamente. No entanto, quando se
verificaram niveis parasitémicos estimados por gPCR, estes foram maiores nos
animais Angus e nos bovinos mesticos do que nos animais Nelore. Futuros
estudos visando investigar a influencia da raca na suscetibilidade a

anaplasmose bovina sdo necessarios.

Analisando as 26 sequéncias msp1a de A. marginale obtidas no
presente estudo, o genotipo E (76,9%) foi mais prevalente, seguido pelos
genotipos C (15,4%) e B (7,7%). Os resultados s&o semelhantes aos relatados
em bovinos mesticos (SILVA et al., 2015) e bufalos e carrapatos associados (R.
microplus e A. sculptum) (SILVA et al., 2014b) no Rio de Janeiro. Embora
tenha havido predominancia do gendétipo E em todos os estudos realizados no
Brasil até 0 momento, os genotipos B e C, previamente relatados apenas uma
vez no territorio brasileiro, também foram identificados no presente estudo.
Esse resultado corrobora Estrada-Pefia et al. (2009), que observou que na
América do Sul, especialmente no Brasil e na Argentina, o genotipo E foi o
mais encontrado. A prevaléncia do genétipo E quando comparado aos demais
gendtipos pode sugerir uma melhor adaptacdo desse gendtipo para bovinos e
carrapatos no Brasil. Estrada-Pefia et al. (2009) também relataram que a
distancia SD-ATG dos 23 nucleotideos associados ao genaétipo E, que tem sido
correlacionada com altos niveis de expressao da proteina msp71a, poderia estar
associada a um maior potencial de infectividade dos isolados com esta

repeticdo em tandem.

No presente estudo, seis estirpes detectadas ja foram relatadas no
mundo, a saber: a-B-B-B-I; a-B-I; 27-27; 42-25-31; 1-22-2-13-18; 1-22-2-13.
Neste sentido, Poohl et al. (2013) relataram a a estirpe 27-27 em bovinos no
estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. Por outro lado, a linhagem a-B-B-B-

" foi relatada em bovinos leiteiros nos estados de Sao Paulo (Lins e Taiagu)
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(MACHADO et al., 2015; SILVA et al., 2016), Goias, Mambai (MACHADO et al.,
2015) e Rio de Janeiro (SILVA et al., 2014c). A estirpe de A. marginale mais
difundida no Brasil, a-B-B-B-I, também foi a mais prevalente no presente
estudo (19,2%; 5/26), correspondendo a quatro amostras pertencentes ao
gendtipo E e uma a gendtipo C. Embora a anaplasmose bovina clinica nédo
tenha sido observada no presente estudo, a presenca da cepa a-3-p-p- I' tem
sido associada a surtos de anaplasmose clinica em vacas leiteiras no México
(ALMAZAN et al., 2008) e Brasil (SILVA et al., 2015). Esta estirpe tem sido
associada a uma alta infestacao pelo carrapato R. microplus na América do Sul
(SCOLES et al., 2005; DE LA FUENTE et al., 2007).

Oito estirpes, que nunca haviam sido descritas anteriormente, foram
relatadas no presente estudo (1-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-B-
100; EV7 -11-10-15; 1-11-11-27-18; 7-11-10-15; 1-27-13-18). De la Fuente et al.
(2001) afirmaram que a ocorréncia de mecanismos de transmissdo
independentes (mecanicos e biolégicos) poderia refletir em alta diversidade
genética em areas endémicas. Essa hipdtese foi confirmada em regides
endémicas brasileiras por Silva et al. (2015), que encontraram animais

infectados com multiplas estirpes de A. marginale.

Analisando os indices GDM1 de diversidade genética pelo método
RepeatAnalyzer, verificou-se alta diversidade entre os genotipos / estirpes
analisados, bem como na regido em que o presente estudo foi realizado,
indicando a circulacdo de novos genotipos / estirpes no pais. Os baixos valores
dos indices GDM2 revelaram uma baixa taxa de dispersdo dessas novas
estirpes. Em um estudo semelhante realizado na Africa do Sul, Zamantungwa
et al. (2016) verificaram que o aumento do numero de novos genotipos /
estirpes circulantes indicaria uma maior circulacdo destes na natureza pela
acdo da pressdo de selecdo e consequente mutacdo. Comparando 0s
resultados do presente estudo com os anteriormente realizados em outros
estados brasileiros, também foi observado um alto grau de diversidade

genética e baixa dispersao de gendétipos / estirpes.

Em areas endémicas para anaplasmose bovina nos EUA, Palmer et al.

(2004) mostraram que bovinos e carrapatos cronicamente infectados abrigam
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isolados geneticamente heterogéneos de A. marginale, sugerindo que
diferentes estirpes sdo mantidas durante sua vida ou ciclo biologico,
respectivamente. Além disso, De La Fuente et al. (2001) relataram que a
heterogeneidade genética de A. marginale, que resulta em alta diversidade,
pode ser derivada de diferentes mecanismos de transmissao, cada um
introduzindo diferentes genoétipos e estirpes no rebanho bovino. A venda de
bezerros machos para engorda em outras regides do Brasil e para outros
paises da América Latina, como a Bolivia, pode dispersar as estirpes de A.
marginale encontradas no presente estudo. Segundo De La Fuente et al.
(2007), as transferéncias de gado entre diferentes regides geograficas
representam uma importante fonte de dispersédo de diferentes isolados de A.
marginale, o que também contribui para a diversidade genética. As sequéncias
msp1a de A. marginale detectadas em bovinos de corte no Pantanal brasileiro
mostraram elevado polimorfismo e alto grau de entropia comparativamente as

sequéncias msp4.

Os gendtipos msp4 de A. marginale detectados em bovinos do Pantanal
brasileiro mostraram-se filogeograficamente relacionados aqueles circulantes
em paises das América do Sul e Central, Europa e Asia. De la Fuente et al.
(2002, 2003, 2004) relataram que andlises baseadas no gene msp4 fornecem
informacdes filogenéticas e filogeograficas para isolados de A. marginale.
Jaimes-Duefiez et al. (2018), ao analisarem filogeograficamente amostras de A.
marginale detectadas em bovinos leiteiros em um estudo longitudinal,
constataram que isolados colombianos mostraram alta relacdo com isolados
mexicanos, brasileiros, venezuelanos, europeus e asiaticos, sugerindo uma alta
similaridade genética entre as linhagens mexicanas e sul-americanas. Vidotto
et al. (2006) verificaram uma alta similaridade das sequéncias msp4 de A.
marginale detectadas em bovinos leiteiros do Parana com as oriundas dos

EUA, Europa e Asia.

No Pantanal brasileiro foram detectados dois genogrupos do gene msp4,
com baixa diversidade e polimorfismo, assim como também fora observado por
De la Fuente et al. (2004), George et al. (2017) e Jaimes-Dueiiez et al. (2018)
em Minas Gerais, na india e na Coldmbia, respectivamente. Vidotto et al.

(2006) constataram que a distribuicdo filogeografica das amostras de A.
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marginale foi melhor demonstrada e mais uniforme pela andlise do gene msp4

em relacdo ao gene msp1a.

Neste estudo, o gene msp4 foi considerado como um marcador estavel
para a caracterizacao filogenética de amostras de A. marginale, corroborando
com de la Fuente et al. (2004). As 14 sequéncias do gene msp4 se agruparam-
se em dois genogrupos distintos. Belkahia et al. (2015) relataram que essa
heterogeneidade poderia ser explicada, em parte, pela importagcdo de bovinos
vivos e / ou pela disseminacdo de carrapatos infectados. Estrada-Pefa et al.
(2006) e Rodriguez-Vivas et al. (2014) sugeriram que as condi¢des ambientais
de cada pais poderiam modular a distribuicdo geografica dos genogrupos,
embora estudos relacionados a historia evolutiva e caracteristicas
epidemiologicas destes genogrupos sao ainda necessarios para determinar sua

importancia na pecuaria.
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VIl CONCLUSOES

e Enquanto a soroprevaléncia para A. marginale em bovinos de corte do
Pantanal brasileiro foi alta, a frequéncia de bovinos positivos para A. marginale

pela gPCR foi moderada;

e A concordancia entre o IELISA e gPCR foi considerada fraca e néo foi
verificada correlacdo entre os valores de quantificagcdo pela qPCR e o

hematodcrito dos animais;

e Oito estirpes, nunca descritas anteriormente, foram relatadas no presente
estudo (r-10-13-13-18; 1-27-18; EV8-EV8-17; a-B-8-6-100; EV7-11-10-15; r-11-
11-27-18; 1-11-10-15; 1-27-13-18), com predominancia do genétipo E;

e Os indices de diversidade genética revelaram alta diversidade, indicando a
circulacdo de novos genotipos/estirpes no pais, porém com baixa taxa de

disperséo;

e As sequéncias mspla de A. marginale mostraram elevado polimorfismo e alto

grau de entropia comparativamente as sequéncias msp4;

e Os dois genodtipos de msp4 detectados em bovinos de corte no presente estudo
estdo filogeograficamente relacionados aqueles circulantes em ruminantes de

paises das América do Sul e Central, Europa e Asia.
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