UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA DE Anaplasma marginale EM
BOVINOS AMOSTRADOS EM ITU, ESTADO DE SAO
PAULO

Amanda Barbosa Garcia

Bidloga

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

DIVERSIDADE GENETICA DE Anaplasma marginale EM
BOVINOS AMOSTRADOS EM ITU, ESTADO DE SAO
PAULO

Amanda Barbosa Garcia

Orientadora: Prof2. Dr2. Rosangela Zacarias Machado

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencdo do titulo de

Mestre em Microbiologia Agropecuaria.



Garcia, Amanda Barbosa
G216d Diversidade genética de Anaplasma marginale em bovinos
amostrados em ItU, estado de Séo Paulo / Amanda Barbosa Garcia. --
Jaboticabal, 2020
75 p. : il., tabs., mapas + 1 CD-ROM

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal
Orientadora: Rosangela Zacarias Machado

1. Diversidade genética. 2. Bovinos Infec¢Bes. 3. Microbiologia. I.
Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




’A%%%V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
25 , -

unes

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAQ: DIVERSIDADE GENETICA DE Anaplasma marginale EM BOVINOS
AMOSTRADOS EM ITU, ESTADO DE SAO PAULO

AUTORA: AMANDA BARBOSA GARCIA
ORIENTADORA: ROSANGELA ZACARIAS MACHADO

Aprovada como parte Qas exigéncias para obtengio do Titulo de Mestra;em MICROBIOLOGIA
AGROPECUARIA, pela Comiss@o Examinadora: -

L \ G C/Q/\CUO(/J’
Lo )«/1
Profa. Dral SANGELA ZACARIAS MACHADC

Departam/em de Patolagia Veterinasia / FCAV / UNESP - Jaboticabal -

: oo Za codan ) addao '
V| Profa. Dra. ANA PATRICIA YATSUDA NATSUI
Departamento Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatoldgt SP / Ribeirdo Preto/SP

Departamento de Patologia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias ias e Veterinarias - UNESP
2

Jaboticabal, 08 de abril de 2020

Facuidade de Cléncias Agréras e \ in&nias - Campus de Jabol: -
Via de Acessas Prof Paulo Donate Castellane, sfn, 14884900, Jabolicaba! - SZo Paulo .
https:iwww.feav.unesp.bifilip 9 pgimicrobiologia-agr {aCNPJ: 48.031.918/0012-87.




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

AMANDA BARBOSA GARCIA — nascida em 29 de maio de 1995 no municipio de
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. Em 2014 ingressou no curso de graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) —
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal, obtendo o
titulo de bacharela, com énfase em Fauna, em fevereiro 2018. Durante a graduac&o,
foi bolsista da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP),
na modalidade Iniciagdo Cientifica, no periodo de maio de 2015 a abril de 2016 sob
a orientacdo da Prof?2 Dr? Silvana Martinez Baraldi Artoni, na area de anatomia e
fisiologia de animais de producdo. Em abril de 2016 ingressou no laboratério de
Imunoparasitologia sob orientagdo do Prof. Dr. Marcos Rogério André, onde foi
bolsista da Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), na
modalidade Treinamento Técnico |, no periodo de maio de 2016 a novembro de
2016, na éarea de Patologia animal. Em marco de 2018, a aluna ingressou no
mestrado pelo Programa de P6s-graduagdo em Microbiologia Agropecuaria (FCAV —
UNESP) sob a orientagdo da Prof? Dr?2 Rosangela Zacarias Machado, com bolsa da
Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar aos meus pais, Rita Barbosa e Edmilson Garcia, & minha
avo paterna Marilene e a minha madrinha Maria José, por todo o apoio pessoal, e as
vezes financeiro, e por sempre acreditarem em mim, sem nunca duvidar de que eu
seria capaz. Vocés nunca me abandonaram, muito obrigada por tudo.

Ao meu companheiro de vida, Felipe Matos, por estar do meu lado em mais
uma etapa académica, obrigada pelo amor até nas horas mais adversas, vocé me
faz forte.

A minha orientadora, Prof2 Dr2 Rosangela Zacarias Machado, por toda a
ajuda, incetivo, ensinamentos, conselhos, por acreditar que eu era capaz de concluir
este tabalho e por compartilhar sua paixdo pela Parasitologia comigo, meus mais
sinceros agradecimentos.

Ao Prof. Dr. Marcos Rogério André, por estar sempre presente, me ajudando,
me incentivando e me guiando em varias etapas deste trabalho.

A todas as funcionarias da Imunodot Diagnosticos, principalmente a Marcia
Jusi e Carla Freschi, por toda a paciéncia, a ajuda e os conhecimentos, muito
obrigada por dividirem o espaco de trabalho de vocés comigo.

A Inalda Angélica Souza Ramos pela ajuda na anélise das amostras e por me
ensinar muito sobre o Anaplasma. Aos demais amigos de laboratério: Renan
Amaral, Livia Perles, Priscila Ikeda, Luiz Ricardo Gongalves, Ana Claudia Calchi,
Leidiane Lima, Mariele de Santi, Jaqueline Camargo, Ana Carolina Santiago, pela
ajuda, parceria e amizade.

A Maria Eduarda Furquim e Victéria Valente, por tudo que compartilhamos até
aqui, a amizade de vocés me deixa extremamente feliz, sou muito grata.

Ao meu grande amigo Andrei Itajahy, pela ajuda desde a prova do mestrado
até a Ultima etapa dele, vocé € uma inspiragdo pra mim.

As minhas amigas lashilei Pasquini e Gabriella Cavazzini, parceiras de
mestrado, obrigada por todos os trabalhos, conselhos palavras de apoio durante

estes dois anos.



Aos meus amigos que estdo comigo desde a graduagao, em especial: Juliana
Lemes, Gustavo Moraes, Amanda Rosa, Murilo Garavelo e Fernanda Salti, vocés
fizeram toda a diferenca nesta etapa da minha vida, obrigada por tanto.

A bateria universitaria da Unesp Jaboticabal, Batuka, por ser o meu reflgio,
por me trazer tanta alegria, por me ensinar a amar o samba e a fazer parte dele.

Aos funcionarios do Departamento de Patologia Veterinaria, principalmente a
Mabel Mastro Custddio e Rafaela Beraldo, que me ajudaram muito, em qualquer
coisa que eu solicitasse, sou muito grata.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP -
Processo 2018/05366-7) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq - Processo 401403/2016-5) pelo apoio financeiro que possibilitou
a realizacao do presente trabalho.

A Coordenacdo do programa de PoOs-Graduacdo em Microbiologia
Agropecuaria e a Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior —
Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e e e e s et eeeaeeeenenns il
LISTA DE TABELAS ..ottt ettt e e e e e e s s e e e e e e e e e anns iv
RESUMO ....ceiiiiie ettt ettt e e e e e s ettt et e e e e e e e s s bbb et e e e eeeeessnsnabbneeeeaeeeesaanns Y
AB STRACT ittt e e e e e e s e b — ettt e e e e e e e e —ereea e e e e e e anrarrrrareaaeeeeaaan vi
1. INTRODUGAO ..ottt ettt 1
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 3
2.1 O gENero ANAPIASIMA ......ccooiiiiiiiiiiiie e 3
2.2 Enfermidades causadas pelo género Anaplasma........cccccccevvveviiiiiiiiiiiiiiineennnnnn. 3
2.3 Anaplasmose bovina ao redor do MUNAO...........ccceiviieeiiiiiiiiiii e 4
2.4 Transmiss80 de A. Marginale ... 6
A O I Tt go] o oTo SRR ] (o] cO P 8
2.6 ANAplasmoSe NO BrasSil ........ccooviiiiiiiiiii e 8
2.7 Diversidade Genética de A. marginale...............veeiiiieeciiiieiiie e 11
2.8 Susceptibilidade a A. MArginale ..........ccoooeeeeeiiiiiiiii e 14
2.9 Tratamentos e vacinas para ANaplasmoSe ... 15
3. OBUIETIVOS ..o e 18
3.1 ODBJetiVO Geral ......ccooiiiiiiiiiii 18
3.2 ODbjetivoS ESPECITICOS ...uuiiiieiiieiieie e 18
4, MATERIAL E METODOS......coo oottt ettt sae e e 19
4.1 Colheitas das amOSIIAS.........uuuiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeee et 19
4.2 VolumMe gIOBUIAT ........eiieee e 20
4.3  EXragao de DNA ...ttt 20

4.4 Reacdo de Amplificacdo para o gene enddgeno gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GapaR). .......uuuiiii i ——— 21
4.5 PCR gquantitativa em tempo real (QPCR) para A. marginale (gene msp1p) .21
4.6 PCR convencional para A. marginale baseada no gene msp1a.................. 22
4.7 Eletroforese em gel de agaroSe .........coouuiiiiiiiiiiii i 23
4.8 Reag0eS de ClONAGEIM.....ccoi it 23
4.8.1 Reacéao de ligagao do produto amplificado com o vetor pGEM-T Easy.....23

4.8.2 Transformacao das células competentes de Escherichia coli One Shot
MAECH L™ TLR e 23

4.8.3 Minipreparagao do DNA plasmidial.............cccoviiiiiiiiiiiii e, 24



4.8.4 PCR convencional para confirmacéo da presenca do inserto-alvo............ 24
4.9 Purificacdo e sequenciamento dos produtos amplificados...........ccccvvvveeeennn. 25
4.10. ANAlISE dAS SEOUENCIAS ......eeeriiieeiiiiiiiiiiiiee e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e 25
4.10.1 Analise das sequéncias Consenso baseadas no gene mspla................ 25
4.10.2 Classificacdo de genotipos de A. marginale e identificacdo da diversidade
(0[] 01 [ T TT PO 25
4.10.3 ANAlISeS flOGENETICAS ......ccouiiiiiiiiiie e 26
4.11 Ensaio Imunoenzimatico Indireto (IELISA) .......ccoooriiiiiiiiiiieeeee e 27
5. RESULTADOS ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e e s et e e e e e e e e s e nnnbereeeeeaens 28
5.1.  Volume gloDUIAK ..........oveiiiiec e 28
5.2, ANAlISES MOIECUIAIES ......cceeiiiiiiiiiieeee 28
5.2.1 Ensaios de qPCR para A. marginale baseados no gene msp18............... 28
5.2.2 Ensaios de cPCR para A. marginale baseados no gene msp7a e analise
de identidade das sequéncias obtidas pelo BLASTN ..........uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 29
5.2.3 Andlise de diversidade genética de A. marginale baseada no gene msp1a
............................................................................................................................ 29
5.2.4 Inferéncia FilOgENETICA..........uuriiiiieeiiiiiiiiieee e 38
5.3. Soropositividade para A. marginale pelo Ensaio Imunoenzimético Indireto
(=TI IS TR 42
B. DISCUSSAD ..ottt sttt ettt 42
7. CONCLUSOES ..ottt ettt 49

8. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt 50



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

LISTA DE FIGURAS

Ciclo de vida de A. marginale em bovinos.............cccceevvvvviiiiiiinnnnns

Cidade de Itd, localizada no estado de Séao Paulo, sudeste
brasileiro, com as seguintes coordenadas: Latitude: 23° 15' 57"
Sul, Longitude: 47° 17" 57" O€Ste.......uceiieeiiiiiiiiee e

Numero de ocorréncia de cada repeticdo em tandem encontrada
no gene msp1a de estirpes de A. marginale em bovinos de corte

numa fazenda situada em Itd, estado de S&o Paulo.....................

NUmero de repeticdbes em tandem do gene mspla e seu
tamanho (niUmero de aminoacidos) encontrado em estirpes de A.
marginale em bovinos de corte numa fazenda situada em Itd,

eStado de SA0 PaUIO. . ...

Correlacdo entre o numero de gendtipos e 0 numero de
repeticbes encontradas em estirpes de A. marginale em bovinos

de corte numa fazenda situada em Itd, estado de Sao Paulo........

Arvore filogenética com sequéncias do gene mspla de A.
marginale. A arvore foi construida utilizando o método
probabilistico de Maxima Verossimilhanca (MV) e modelo
evolutivo TN+F+G4 com sequéncias de A. marginale detectadas
em bovinos de corte proveniente de uma fazenda na cidade de
Itu, estado de Sao Paulo. Estdo apresentadas sequéncias de A.
marginale de outros paises e de estados brasileiros. Os nimeros
de acesso no GenBank estdo apresentados ao lado das
sequéncias, entre parénteses. Os clusters contendo as
sequéncias do presente estudo foram divididos numericamente,

seguindo a ordem de posicionamento dos demais clusters.

Mapa com estudos conduzidos no Brasil com a classificagéo de

gendtipos segundo Estrada-Pefa et al. (2009).

p. 20

p. 36

p. 37

p. 38

p. 41

p. 45



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

LISTA DE TABELAS

Caracterizacao dos gendtipos e estirpes das amostras positivas
para o gene mspi1a de A. marginale, com numero do animal,
identificacdo da coleta, estimativa da riquetsemia por gPCR
absoluta e distribuicdo geografica, de acordo com o banco de
dados do RepeatAnalyZer........ccoooeeeeeeeiiiieeeeeeee e
Identificacdo dos gendtipos segundo Estrada-Pefia et al. (2009)
nos bovinos de corte situados em uma fazenda no municipio de

[t0, estado de S0 PaAUIO. .....couiie e

Caracterizacdo das estirpes das 12 amostras clonadas para o
gene msp1a de A. marginale, com identificacdo dos animais,
colheita e estirpe de cada CloNe...........cccceeeeiiiiiiiiiiiiieeeee
indices métricos de diversidade genética do gene mspla de A.
marginale encontrados em gado de corte de uma fazenda
situada na cidade de Ita, estado de S&o Paulo,
comparativamente aos indices encontrados em outros estados
brasileiros (Sado Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Para
(bufalos), Goias e Mato Grosso do Sul), assim como os valores

para o Brasil e 0 mundo, segundo o Software Repeat Analyzer...

Distribuicdo dos animais soropositivos na pesquisa de
anticorpos IgG anti Ananplasma marginale usando antigeno
total e a proteina recombinante de superficie MSP5 e a

quantificacdo média no ensaio de qPCR por colheita...................

p. 30

p. 33

p. 34

p. 35

p. 42



DIVERSIDADE GENETICA DE Anaplasma marginale EM BOVINOS
AMOSTRADOS EM ITU, ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - Anaplasma marginale € uma bactéria, Gram negativa, intracelular
obrigatéria parasita de eritrocitos e o principal agente da Anaplasmose bovina. Esta
doenca causa anemia severa, provocando a reducdo do ganho de peso e da
producdo de leite e gerando grandes perdas econdmicas na pecuaria mundial. A
diversidade genética desta bactéria vem sendo caracterizada com base na
sequéncia das proteinas de superficie (MSPSs), principalmente, na proteina MSP1aq,
sendo possivel identificar as diferentes estirpes geogréficas de acordo com as
diferengas nas sequéncias de aminoacidos. O presente estudo teve como objetivo
investigar a diversidade genética de A. marginale em bovinos de corte da raca
Angus naturalmente infectados durante um surto da enfermidade. Vinte bovinos,
com idades entre 6 e 9 meses, oriundos de uma fazenda no municipio de Itd, estado
de Sao Paulo foram acompanhados por quatro meses e quatro colheitas de sangue
foram realizadas. Amostras de soro foram submetidas a Ensaio Imunoenzimatico
Indireto (IELISA) para deteccdo de anticorpos IgG anti-A. marginale. As oitenta
amostras de sangue total obtidas, foram submetidas a extracdo de DNA, PCR em
tempo real quantitativa (QPCR) para o gene msp 18, semi-nested PCR (snPCR) para
0 gene msp1a, clonagem do fragmento alvo e sequenciamento pelo método de
Sanger. As sequéncias obtidas foram submetidas a analises de diversidade genética
pelo software RepeatAnalyzer. O ensaio Imunoenzimético Indireto (IELISA),
utilizando Ag total, revelou baixa soroprevaléncia (22,5%) nos animais amostrados
apesar de 100% de positividade na gPCR, com quantificacdo entre 10° e 10 nimero
de coépias de DNA/uL, mostrando uma possivel imunossupressao causada pela
presenca do patdgeno. Na snPCR, baseada no gene msp7a, 57,5% (46/80) das
amostras mostraram-se positivas. A analise de microssatélites de 36 sequéncias
obtidas mostrou a presenca do genétipo H (58,3%), F (25%), E (19,4%), C (2,7%) e
G (2,7%). Através do programa Repeat Analyzer foram identificadas varias estirpes
na regiao estudada, algumas delas nunca antes descritas na literatura, como 13 27
132713 F;16 FF;127;63 29104 29;1LJ1131J113;16F 17; 16 F 91 entre outras.
Foi encontrada alta diversidade genética da bactéria A. marginale circulando nos
animais estudados, identificando mais de uma estirpe circulante em um mesmo
animal.

Palavras-chave: Anaplasmose bovina, Diversidade genética, Genétipo, MSP1a
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GENETIC DIVERSITY OF Anaplasma marginale IN BOVINES SAMPLED IN ITU,
STATE OF SAO PAULO

ABSTRACT - Anaplasma marginale is a Gram-negative, obligatory intracellular
erythrocyte parasite and the main agent of bovine Anaplasmosis. This disease
causes severe anemia, causing a reduction in weight gain and milk production and
generating major economic losses in livestock worldwide. The genetic diversity of this
bacterium has been characterized based on the sequence of surface proteins
(MSPs), mainly in the protein MSP1a, making it possible to identify the different
geographical strains according to the differences in the amino acid sequences. The
present study aimed to investigate the genetic diversity of A. marginale in Angus beef
cattle naturally infected during an outbreak of the disease. Twenty cattle, aged 6 to 9
months, from a farm in the city of Itd, state of S&o Paulo, were followed for four
months and four blood samples were taken. Serum samples were subjected to the
Indirect Immunoenzymatic Assay (iIELISA) to detect antibodies IgG anti-A. marginale.
The eighty whole blood samples obtained were subjected to DNA extraction,
guantitative real-time PCR (qPCR) for the msp18 gene, semi-nested PCR (snPCR)
for the msp1a gene, cloning of the target fragment and sequencing by the Sanger
method. The obtained sequences were subjected to genetic diversity analysis using
the RepeatAnalyzer software. The Indirect Immunoenzymatic assay (iIELISA)
revealed low seroprevalence in the sampled animals despite 100% positivity in the
gPCR, with quantification between 10° and 10’ number of DNA copies/pL, showing a
possible immunosuppression caused by the presence of the pathogen. In snPCR,
based on the msp7a gene, 57.5% (46/80) of the samples were positive. Microsatellite
analysis of 36 sequences obtained showed the presence of genotype H (58.3%), F
(25%), E (19.4%), C (2.7%) and G (2.7%). Through the RepeatAnalyzer software,
several strains were identified in the studied region, some of them never before
described in the literature, such as 13 27 1327 13 F; 16 F F; 1 27; 63 29 104 29; LJ1
13 1J1 13; 16 F 17; 16 F 91 among others. High genetic diversity of A. marginale

bacteria was found circulating in the animals studied, identifying more than one

circulating strain in the same animal.

Keywords: Bovine anaplasmosis, Genetic diversity, genotype, MSPla



1. INTRODUCAO

Bactérias do género Anaplasma sdo alfa-proteobactérias, Gram negativas,
pertencentes a familia Anaplasmataceae. Estes microrganismos sao intracelulares
obrigatorios de eritrécitos (KOCAN et al., 2010). Este género apresenta grande
importancia veterinéria e na medicina por ter agentes causadores de doencgas, como
a anaplasmose granulocitica humana, causada pela espécie Anaplasma
phagocytophilum (WOLDEHIWET, 2010) e a anaplasmose bovina, causada pela
bactéria Anaplasma marginale, que atinge grande parte do rebanho bovino do Brasil,
sendo uma enfermidade que gera muitas perdas econdmicas. A transmissédo desta
bactéria é feita através de carrapatos da espécie Riphicephalus microplus, que séo
seus vetores biologicos, mas também pode ocorrer transmissdo mecanica por
moscas dos géneros Tabanus e Stomoxys e, ainda, fomites contaminados. (KOCAN
et al., 2004)

A anaplasmose bovina ocorre em areas tropicais e subtropicais e € uma das
principais causas de reducdo na producao de carne e de leite nos bovinos em todo o
mundo. No Brasil, a enfermidade €& considerada endémica, causando uma
parasitemia persistente em bovinos de corte e de leite de todas as idades
(CANGUSSU et al.,, 2018). Os ruminantes selvagens e domésticos podem
desempenhar o papel de hospedeiros vertebrados para as anaplasmoses
transmitidas por artropodes, em especial, os carrapatos. (MACHADO et al., 2016). O
Brasil € portador do segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200
milhdes de cabecas. Além disso, desde 2004, assumiu a lideranca nas exportacdes,
com um quinto da carne comercializada internacionalmente e exportacdo para mais
de 180 paises (MAPA 2014). Seis estados brasileiros (Mato Grosso, Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais e Para) contribuiram com mais de 62% do
total de abates.

O A. marginale possui uma diversidade de estirpes que dificultam o controle
da doenca. Tal diversidade genética vem sendo caracterizada com base na
sequéncia das proteinas de superficie (MSPs), constituindo-se o principal foco para
o desenvolvimento de vacinas (PALMER et al., 1999). Seis proteinas principais de



superficie (MSPla, MSP1B, MSP2 MSP3, MSP4 e MSP5) foram inicialmente
estudadas. Essas proteinas, expostas na superficie da bactéria, sdo facilmente
acessiveis ao sistema imunolégico do hospedeiro, desempenhando importantes
funcdes para a sobrevivéncia do parasita (ARULKANTHAN et al., 1999).

Os tratamentos disponiveis no mercado sdo os medicamentos, como as
tetraciclinas, as fluoroquinolonas e o dipropionato de imidocarb, que, a principio,
atuam bem contra a anaplasmose aguda, mas ndo evitam que uma infeccao
persistente se instale no animal (COETZEE et al.,, 2005). A infeccdo persistente
permite que novos animais possam ser infectados atraveés dos artropodes vetores
que circulam entre o animal parasitado e o sadio e por féomites contaminados, como
agulhas reutilizadas. (KOCAN et al., 2003; 2004)

Trabalhos sugerem uma nova maneira de imunizacédo do gado, como vacinas
recombinantes baseadas em proteinas de superficie do A. marginale, para evitar a
infeccdo por anaplasmose bovina (CROSBY et al., 2015; DERINGER et al., 2017,
CANGUSSU et al., 2018). O desafio para a producdo de uma vacina eficaz contra a
doenca é a existéncia de diversas variantes da bactéria, devido as mutacdes nas
proteinas de superficie (DE LA FUENTE et al., 2010).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O género Anaplasma

Anaplasma marginale € uma alfa-proteobactéria, intracelular, parasita obrigatoria
de eritrécitos pertencente a familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales. Theiler et
al. (1910) constatou que a enfermidade causada pelo A. marginale era distinta da
doenca intitulada de babesiose e ambas podiam parasitar os animais. Baseando-se
nos trabalhos do mesmo autor, logo ficou claro que esta bactéria distribuia-se nas
areas tropicais e subtropicais, sendo descrita pela primeira vez nos Estados Unidos
por Darlington (1926). No Brasil, o primeiro registro da bactéria foi feito por Carini em
1910 (CARINI, 1910).

O género Anaplasma foi reclassificado por Dumler et al. (2001), que observou a
formacdo de quatro grupos geneticamente distintos. As mudltiplas analises e
alinhamentos do gene 16S rRNA e a confirmacgdo através de compara¢gdes com o
gene groESL revelou tais grupos, sendo eles: Anaplasma, Neorickettsia, Ehrlichia e
Wolbachia, com 96,1%, 94,4%, 97,7% e 95,6% de similaridade, respectivamente
(DUMLER et al., 2001).

2.2 Enfermidades causadas pelo género Anaplasma

A anaplasmose € uma doenca transmitida biologicamente por carrapatos, que
atinge diferentes hospedeiros, dependendo da espécie dentro do género
Anaplasma. Entre os agentes etiolégicos estdo o A. marginale, A. platys, A. centrale,
A. bovis, A. ovis, A. phagocytophilum (DUMLER et al., 2001; RAR E GOLOVLJOVA,
2011).

Dentre as enfermidades destaca-se a anaplasmose granulocitica, causada pelo
A. phagocytophilum, em diversas espécies como humanos, cachorros, cavalos,
cabras, ovelhas e também alguns gatos (STUEN et al., 2013). Esta doenca, em
humanos, possui diferentes graus de distribuicdo ao redor do mundo: na Europa é
considerada rara, com poucos casos relatados, enquanto nos Estados Unidos é
considerada emergente e de grande importancia na saude publica (SEO et al.,

2018). Em ruminantes domeésticos o A. phagocytophilum causa a “febre do



carrapato”, chamada em inglés de “tick-borne-fever” (TBF) cujos sintomas incluem
febre alta e anorexia, além de queda na producéo de leite (STUEN et al., 2013).

A anaplasmose bovina tem como agente etiologico o A. marginale. Esta
bactéria faz parte do complexo de enfermidades chamada de Tristeza Parasitaria
Bovina (TPB), que ainda conta com a Babesia bovis e Babesia bigemina (FONSECA
E BRAGA, 1924; MASSARD E FREIRE, 1985). O Brasil, pais onde a endemia se faz
presente, € portador do segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 172
milhdes de cabecas (CENSO AGROPECUARIO, 2017) enfrenta problemas com a
anaplasmose bovina, tendo relato em praticamente todas as regifes do pais.

A. marginale causa diversos sinais clinicos, no animal parasitado, como
febre, perda de peso, aborto, letargia, ictericia e, muitas vezes, morte dos animais
mais velhos do que 2 anos (KOCAN et al., 2003). Sendo assim, esta bactéria € uma
das principais causas da reducdo na producéo de carne bovina e de producéo de
leite mundial (KOCAN et al., 2010; AUBRY E GEALE, 2011)

2.3 Anaplasmose bovina ao redor do mundo

A anaplasmose bovina afeta animais presentes em regides tropicais e
subtropicais. E considerada endémica nos estados do Atlantico Sul, estados
costeiros e varios estados no Centro-Oeste e Oeste dos Estados Unidos
(MCCALLON et al., 1973). Porém, devido ao transporte de gado e as formas de
transmissdo, a doenca ja foi identificada em praticamente todos os estados do pais
(KOCAN et al, 2010).

No México, na América do Sul, na América Central e em algumas regioes da
Africa e Asia a enfermidade também é considerada endémica, com varia¢cdes de
soroprevaléncia frente a bactéria. Na Europa, o parasita € mais encontrado em
paises Mediterraneos com a associagdo entre bovinos e espécies selvagens (DE LA
FUENTE et al., 2005; KOCAN et al., 2010)

A busca por A. marginale em animais selvagens também se faz necessaria,
uma vez que estes animais possam ter contato com rebanhos domeésticos. Tendo
isto em vista, Machado et al. (2016) conduziram estudo em Mog¢ambique com 97

amostras de sangue total de bufalos da espécie Syncerus caffer. Pela qPCR,



baseada no gene msp1(, setenta amostras mostraram positividade, com parasitemia
variando entre 10° a 10° copias do fragmento alvo/ul de DNA. Dentre estes 70
animais, sessenta e cinco foram positivos frente a técnica de PCR convencional para
o gene msp5. O estudo também buscou identificar outras espécies do género
Anaplasma no sangue dos animais, concluindo que os bufalos desta regido da Africa
mostraram estar parasitados, simultaneamente, por diferentes espécies de
Anaplasma, sendo elas A. marginale, A. centrale e A. phagocytophilum, sendo este
o primeiro estudo a diagnosticar Anaplasma spp. em bufalos desta regiao
(MACHADO et al., 2016).

Buscando identificar a presenca de A. marginale em dois estados na india,
965 amostras sanguineas provenientes de rebanho bovino foram submetidas a PCR
convencional para o gene conservado msp4. A prevaléncia da bactéria foi de 16,4%
nos dois estados amostrados. Vinte e quatro amostras foram clonadas tendo como
gene alvo o msp4, e o resultado obtido mostrou diversidade genética entre as
estirpes, que se posicionaram filogeneticamente préximas a estirpes encontradas no
Brasil, México, Hungria, Zimbabue e Prico. Esta diversidade pode ser explicada por
uma pressao evolutiva ou por migracoes de estirpes entre as regides (GEORGE et
al., 2017).

No estudo conduzido na Africa do sul, por Hove et al. (2018), foram colhidas
517 amostras sanguineas de bovinos de racas mistas provenientes das nove
provincias do pais. Fazendo uso da técnica de Sequenciamento de nova geracao
baseada no gene msp1g foi possivel identificar as variantes de A. marginale para o
referido gene. Os autores também submeteram as amostras a técnica de snPCR
para 0 gene msp1a e clonagem deste fragmento alvo. Como resultados, foram
identificadas 36 novas repeticdes baseadas no gene msp7a, mostrando que hd uma
alta diversidade genética da bactéria, com alguns genétipos de msp7a amplamente
distribuidos pelo pais e outros que aparecem apenas uma vez em cada provincia
(HOVE et al., 2018)

Em Mocambique, estudo de Jesus Fernandes et al. (2019) objetivou
investigar a ocorréncia de espécies de Anaplasma em bovinos amostrados em cinco
diferentes distritos do pais. Através de ensaios de PCR convencional para os genes
msp4, msp5, 16SRNA e groEL foi possivel identificar as espécies, sendo elas A.



platys, A. phagocytophilum, ‘Candidatus Anaplasma boleense, A. ovis e A. centrale.
Através de andlises filogenéticas baseadas nos genes msp4 e msp5, as sequéncias
obtidas se posicionaram no clado de A. marginale, com evidéncia de ocorréncia de 8
e 5 haplotipos diferentes para cada gene, respectivamente (DE JESUS
FERNANDES et al., 2019)

2.4 Transmissao de A. marginale

A transmissao de A. marginale para o bovino pode se dar biologicamente por
carrapatos, por moscas de forma mecanica, por via transplacentaria e ainda por
fébmites contaminados, como agulhas, seringas e outros utensilios. Ja foram
descritas 20 espécies de carrapatos como vetores no mundo (KOCAN et al., 2010).
O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus € considerado um vetor biolégico
importante para a transmissao da bactéria, que pode ser transmitida de estagio para
estagio (interestadial ou transstadial) ou dentro do mesmo estagio (intrastadial). Ja a
transmissdo transovariana entre carrapatos ndo foi observada até o presente
momento (STICH et al., 1989; KOCAN et al., 2010). A infec¢cdo se da quando o
carrapato efetua o repasto sanguineo entre 0s bovinos, ingerindo eritrocitos
parasitados pela bactéria. Dentro do vetor, o A. marginale se instala nas células
intestinais, aonde ira se desenvolver e, em seguida, migrar para outros tecidos,
como a glandula salivar. Na glandula salivar do carrapato a bactéria forma coldnias
que podem conter centenas de organismos, que se reproduzem por divisao binaria.
A primeira forma do A. marginale dentro destas col6nias é chamada de corpusculos
reticulados (forma vegetativa). Em seguida a forma reticulada se transforma nos
corpusculos densos, que é a forma infectante da bactéria e pode sobreviver fora das
células do hospedeiro por um certo periodo de tempo. (KOCAN et al., 2010).

A transmisséo da bactéria por via mecanica também ja foi observada sendo feita
por moscas do género Stomoxys e Tabanus (EWING, 1981; FOIL, 1989;
POTGIETER, 1979 SCOLES et al., 2005) ou fomites contaminados com o0s
corpusculos densos, como agulhas com sangue infectados, dispositivos de

identificac&o auricular e instrumentos de castracdo (KOCAN et al., 2010).



A transmissao por via transplacentaria ja foi descrita em trabalhos como o de
Silva et al. (2015) e Silva et al. (2016), onde bezerros recém nascidos foram
identificados como positivos para A. marginale.

O periodo de incubac&o nos bovinos pode variar de 7 a 60 dias, tendo em média
28 dias, dependendo da quantidade de bactéria inoculada no animal. Dentro da
corrente sanguinea do bovino, A. marginale invade os eritrocitos e se multiplica em
seu interior, assim o numero do parasita cresce geometricamente. Durante a
infeccdo, os eritrécitos infectados sdo fagocitados pelo Sistema Mononuclear
Fagocitario, resultando em uma queda de eritrécitos circulantes, levando a uma

anemia que pode variar de leve a grave (RISTIC, 1977).
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Figura 1. Ciclo de vida de A. marginale em bovinos. (Cortesia de Katherine M
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2.5 O artropode vetor

A anaplasmose bovina é transmitida biologicamente por carrapatos ixodideos,
sendo o mais importante o Rhipicephalus (Boophilus) microplus, (“carrapato-do-boi”).
Este artrpode inicialmente vivia apenas na india e Indonésia parasitando bovinos
da Asia (OSTERKAMP et al., 1999; BARRE E UILENBERG, 2010) porém, devido ao
transporte de animais e as condi¢des favoraveis dos climas tropicais e subtropicais
esta espécie espalhou-se por todo o mundo dando inicio a pragas de dificil controle.
Introducdes frequentes de racas europeias de gado Bos taurus nestas areas
facilitaram tais invasdes, devido ao fato de esta espécie de bovino ndo apresentar
resposta imune eficiente contra o R. microplus (FRISCH, 1999; CHEVILLON et al.,
2012).

Frequentemente controlada por carrapaticidas, as populacdes de R. microplus
rapidamente buscaram novas formas de se adaptar, parasitando, com sucesso
hospedeiros néo pertencentes a familia Bovidae (LABRUNA et al. 2001,
BATTSETSEG et al. 2002) e se tornando resistentes, ao longo de suas geracoes,
aos compenentes quimicos dos carrapaticidas encontrados no mercado
(CHEVILLON et al., 2012).

A distribuicdo geogréfica atual desta espécie de carrapato encontra-se em
paises da Asia, na Australia, llhas do Pacifico, Madagascar e llhas do Oceano
indico, Américas Central e do Sul, além de partes do sul e sudeste da Africa
(BARRE E UILENBERG 2010). E importante ressaltar que novas introducbes em
novas areas geograficas continuam ocorrendo, tal como a introducéo acidental de R.
microplus na Africa Ocidental em 2006 (MADDER et al. 2007).

2.6 Anaplasmose no Brasil

No Brasil o género Anaplasma se mostra bastante frequente devido ao clima
tropical do pais. A anaplasmose bovina é considerada endémica e a pecuaria, uma
das fracbes mais importantes na economia do pais, sofre pela alta ocorréncia da
doenca (VIDOTTO et al., 1999). Sendo assim, ndo sao raros os casos de surtos da

doenca com animais naturalmente infectados.



A prevaléncia molecular da bactéria nas regides brasileiras pode variar, sendo
de 16,3% na zona semi-arida do estado de Sergipe (OLIVEIRA et al., 1992) e
ficando proxima a 100% nos estados da Bahia (ARAUJO et al., 1995), da Paraiba
(MADRUGA et al., 1994), Rio de Janeiro (SILVA et al., 2015), assim como em Minas
Gerais (RIBEIRO E REIS, 1981).

Na regido Sul, Vidotto et al. (2006), no estado do Parand, identificaram trés
estirpes de A. marginale provenientes de bovinos de diferentes regides do estado.
Utilizando o gene msp4 como marcador molecular, foi possivel classifica-las como
sendo proximas de sequéncias oriundas dos Estados Unidos, Asia e de Israel. A
proximidade filogenética com sequéncias de A. marginale destes outros paises pode
ser um indicio de que o transporte de animais e a importacdo de rebanhos é um dos
fatores que torna possivel introduzir novas estirpes em territorio brasileiro.

No Para, Silva et al.,, (2013) detectaram A. marginale em bufalos que
conviviam com o gado da regido. De acordo com o ensaio de ELISA indireto, 49%
dos animais (245/500) foram soropositivos frente a bactéria. Além disso, pela nested
PCR (nPCR) baseada no gene msp5 5.4% (27/500) dos animais mostraram
positividade. Estes resultados mostram que os bufalos da regido podem estar
vulneraveis a bactéria devido a sua proximidade com bovinos de corte que sdo
hospedeiros com infec¢éo persistente.

Nos estados de Sdo Paulo e de Goias foram conduzidos estudos por Machado
et al., (2015), objetivando detectar diferentes estirpes de A. marginale em um surto
de anaplasmose bovina em gado leiteiro. Em cada estado foram coletados 100
amostras de sangue de animais que apresentavam sinais clinicos da doenca.
Baseados em ensaios de gPCR, nPCR para o gene msp7a e em analises de
microssatélites para o mesmo gene foram encontrados 3 diferentes gendtipos nos
animais da regido de Goias (C, D e E) e 2 gendtipos (E e H) nos bovinos de Sao
Paulo. Na gPCR para o gene msp18 94% do gado de S&o Paulo mostrou-se
positivo, contra 34% dos animais de Goias. Além da identificacdo de gendtipos, o
trabalho também mostrou que ha estirpes mais predominantes circulando nestas
regides, que causaram sinais clinicos de anaplasmose bovina nos animais

estudados, sdo elas 1-10-15 e a-B>-I, sendo a Ultima a mais patogénica e associada

com a mortalidade de animais. Vale ressaltar que na cidade de Mambai (GO), no
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local onde os bovinos se encontravam, havia uma grande infestacdo por moscas,
transmitindo a bactéria mecanicamente entre os animais.

Em estudo conduzido na regido sudeste, no estado do Rio de Janeiro, Silva et
al. (2015) avaliaram 20 bezerros a cada 3 meses durante seu primeiro ano de vida,
sob condi¢Bes naturais de infeccdo. A parasitemia dos animais variou de 10% a 10*2
copias de um fragmento do gene msp1B/uL de DNA. Apesar destes valores o0s
animais nao apresentavam sintomatologia clinica evidente. Este foi o primeiro
trabalho a encontrar envidéncias que comprovam a transmisséao transplacentaria da
doenca no Brasil, sendo identificados 3 bezerros que nasceram infectados, com as
repeticbes do gene mspl1a 4—63-27, 78-242-25-31 e 1 —102—15. Também foram

encontradas novas estirpes circulantes que, filogeneticamente, se posicionaram
proximas a estirpes ja identificadas em Israel e Porto Rico. Estes resultados
sugerem que estas novas variantes de A. marginale podem ser oriundas de
mutacoes recentes sofridas pelas estirpes ja existentes (SILVA et al., 2015).

Em S&o Paulo, Silva et al. (2016) conduziram estudo na cidade de Taiacu
com 20 animais proveniente do cruzamento entre Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus. Estes bovinos foram avaliados a cada trés meses durante o seu primeiro
ano de vida. A prevaléncia da bactéria baseada na qPCR para o gene msp18 variou
de 10%? a 10’ copias do fragmento alvo/uL de DNA. Os animais também foram
soropositivos frente ao A. marginale com taxas que variaram de 20% a 80%,
aumentando com o passar do tempo. Alguns dos animais apresentavam
sintomatologia clinica e também repiques da doenca, tendo a necessidade de repetir
o tratamento com medicamentos. Neste trabalho os autores encontraram evidéncias
de transmissao transplacentéaria, em 15% (3/20) dos animais. Uma baixa diversidade
genética foi encontrada, apesar da alta soropositividade e da constante presenca de
moscas e carrapatos.

Sendo o primeiro estudo em bovinos de corte no Pantanal Sul-
matogrossense, de Souza-Ramos et al. (2019) observaram uma alta parasitemia nos
animais pelos ensaios de qPCR, variando entre 10% e 10° cépias do gene msp18/uL
de sangue. Apesar da presenca da bactéria no sangue destes animais, 0S mesmos
nao apresentavam sintomatologia clinica, estando com uma infeccéo persistente e

atuando como possiveis focos de novas infec¢des, transmitidas através do carrapato
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vetor. A raca do animal também pode ser um indicativo de maior adaptacdo. Neste
estudo os bovinos eram da raca Nelore, considerada mais adaptada tanto ao clima

tropical da regido, quanto a infestacdo por carrapatos.

2.7 Diversidade Genética de A. marginale

Uma das estirpes de A. marginale, localizada em St. Maries, EUA teve o seu
genoma completo codificado e identificou-se 62 proteinas de superficies e, entre
elas, 49 pertencentes a superfamilia das MSPs de MSP1 e MSP2 (BRAYTON et al.,
2005).

A diversidade genética do A. marginale vem sendo caracterizada com base na
sequéncia das proteinas de superficie, constituindo-se o principal foco para o
desenvolvimento de vacinas (PALMER et al., 1999). As proteinas MSP1a, MSP1j,
MSP2 MSP3, MSP4 e MSP5 foram inicialmente identificadas em isolados de A.
marginale derivados de eritrocitos bovinos e de tecidos de carrapatos. Essas
proteinas, expostas na superficie da bactéria, séo facilmente acessiveis ao sistema
imunolégico do hospedeiro, desempenhando importantes funcbes para a
sobrevivéncia do parasita (ARULKANTHAN et al., 1999). Elas estdo envolvidas nas
interacbes da bactéria com seus hospedeiros vertebrados e invertebrados (DE
LAFUENTE et al., 2001; 2003; 2005; KOCAN et al., 2003; 2004; BRAYTON et al.,
2005; KOCAN et al., 2010). A proteina MSP1a demostrou ser uma adesina para
eritrocitos bovinos e células do carrapato vetor. E no complexo N-terminal desta
proteina que se encontra o dominio de adesédo, que € indispensavel para a invasao
de células hospedeiras e transmisséo de A. marginale (DE LA FUENTE et al., 2001).

As proteinas MSP2 e MSP3 sao proteinas imunodominantes no A. marginale
(VIDOTTO et al., 1994). A MSP2 se encontra em todos o0s representantes do género
Anaplasma e é codificada por grandes familias multigénicas polimorficas (PALMER
et al.,, 1998; BRAYTON et al., 2005). As variacbes antigénicas desta proteina
ocorrem durante as infecgcbes persistentes de A. marginale, tanto em carrapatos
qguanto em bovinos (DE LA FUENTE et al., 2001; BRAYTON et al., 2005), desta

forma a bactéria consegue enganar o sistema imune do hospedeiro e manter a
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persisténcia da infeccdo (BATTILANI et al, 2017). J& a MSP3 varia nas
propriedades antigénicas (BRAYTON et a., 2005).

Baseada na proteina MSP1a é possivel identificar as diferentes estirpes
geograficas de acordo com as diferencas nas sequéncias de moléculas e
aminoacidos (DE LA FUENTE et al.,, 2007). Enquanto o C-terminal da proteina é
altamente conservado, os N-terminais sdo altamente variaveis, com o numero e a
sequéncia de aminoacidos constantes para uma determinada estirpe de A.
marginale (DE LA FUENTE et al., 2001a; PALMER et al., 2001; ESTRADA-PENA et
al., 2009). Alguns trabalhos descrevem a diversidade genética desta bactéria
baseada nas repeticdes em tandem da MSP1a como Ferreira et al. (2001) e Vidotto
et al. (2006) no Parana, de la Fuente et al. (2005) e Pohl et al. (2013) em Minas
Gerais e Silva et al. (2015) no Rio de Janeiro. As analises destas repeticbes em
tandem resultaram em diferentes genétipos, nomeados A, B, C, D, E, F, G H e |,
seguindo o modelo proposto por Estrada-Pena et al., (2009) onde um microssatélite
€ localizado na MSP1a a 5 UTR entre a sequéncia putativa de Shine-Dalgarno
(GTAGG) e o codon de iniciacao da traducéo (ATG).

Recentemente, Catanese et al. (2016) desenvolveram o sofware
RepeatAnalyzer, que analisa e identifica sequéncias curtas repetidas, as tandem
repeats, as quais o programa chama de SSRs. Este programa possui uma base de
dados sobre todas as repeticdes e gendtipos de A. marginale, assim como os locais
onde foram encontradas e os trabalhos as quais pertencem. Sendo assim, o
software pode indicar onde as SSRs ja foram relatadas ou se é a primeira vez que
tal repeticao € identificada pelo programa. Além disto, outras andlises também séo
fornecidas, como a analise de diversidade genética de determinada regidao, nimero
de aminoacidos contidos nas sequéncias depositadas, indices de repeticées Unicas,
assim como a sua distribuicdo na regido especifica e mapas geograficos com a
distribuicdo dos genotipos (CATANESE et al., 2016).

Diferentes estirpes de A. marginale ja foram associadas & casos de surtos de
anaplasmose no Brasil, sendo frequentemente encontradas em rebanhos, como no
estado de S&o Paulo e Goias (MACHADO et al., 2015). Mundialmente, estirpes
como a a-B3I e a 1-10-15, por exemplo, ja foram descritas em surtos ocorridos no
México (ALMAZAN et al., 2008) e Argentina (RUYBAL et al., 2009). Palmer et al.,
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(2001) descreveram uma infeccdo persistente de A. marginale em rebanhos de
bovinos amostrados nos Estados Unidos. Nao demostrando sinais clinicos de
anaplasmose, estes animais desempenhavam o papel de reservatérios da bactéria,
disseminando-a para carrapatos da area e contribuindo para a circulacdo das
estirpes na regiéo.

Muitas cepas de A. marginale ja foram identificadas ao redor do mundo, que
se diferem em sua morfologia, caracteristicas antigénicas e sua capacidade de ser
transmitida por carrapatos (SMITH et al., 1986; DE LA FUENTE et al., 2001a;
KOCAN et al., 2004; CABEZAS-CRUZ et al., 2013) sendo de extrema importancia
conhecer cada uma delas para estudos de epidemiologia e de estratégias de
controle (CABEZAS-CRUZ E DE LA FUENTE, 2015; JAIMES-DUENEZ et al., 2018).
Na Colémbia, Jaimes-Duefiez et al. (2018) estudaram a diversidade genética do A.
marginale em fazendas localizadas nas regifes de Antioquia e Arauca, sendo o foco
do estudo bovinos, bufalos e carrapatos que parasitavam estes animais. Os
resultados mostraram que dos 1432 bovinos analisados, 785 (54.8%) mostraram
significantemente positivos para A. marginale baseados na PCR para o gene msp5.
As andlises moleculares do mesmo gene mostraram que 13.1% (20/152) bufalos
foram positivos. Para a avaliacdo de diversidade genética foram isolados 15
amostras de bovinos e 3 de bufalos, onde foram encontrados 3 diferentes genaétipos
baseado no gene msp1a, C, E e K, na regido de microssatélite 5’UTR . O gendétipo E
foi 0 mais frequente (72%) e foi encontrado em ambos os hospedeiros, enquanto os
gendtipos C e K foram detectados apenas nos bovinos. Todos os isolados diferiram
um do outro no padrdo de repeticdo em tandem de mspla. O niamero de repeticbes
variou de dois a quatro.

Aktas e Oziibek (2017) também relataram diversidade genética da bactéria em
vacas leiteiras localizadas em uma fazenda no Peru. Baseada nas sequéncias de
microssatélite do msp7a amplificadas pela PCR detectou-se distancias SD-ATG
entre 19 e 23 nucleotideos e trés gendtipos, E, C e G. Sendo assim foi confirmada a
presenca de gendtipos diferentes circulantes na regido.

No estudo de Silva et al. (2015) no Rio de Janeiro, a avaliacédo de diversidade
genética de A.marginale, sob condi¢cdes de infeccdo natural, baseada nas tandem

repeats da proteina MSP1a, revelou 19 estirpes diferentes. Este grande numero
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talvez possa ser consequéncia de uma exposi¢cao natural do rebanho a carrapatos
qgue transmitem a bactéria (Rhipicephalus microplus), pois os animais do presente
estudo ndo foram isolados e tratados para qualquer infestacdo por artrépodes,
sendo assim, animais de fora da amostragem podem ter introduzido novas estirpes
ao rebanho.

O estudo de Souza-Ramos et al. (2019) identificou, pelos ensaios de PCR
baseados no gene msp7a, quatorze estirpes circulantes em bezerros e vacas
localizadas em diferentes fazendas no Pantanal-Sulmatogrossense. Dentre estas
quatroze, oito estirpes eram novas, nédo sendo relatadas na literatura anteriormente,
sao elas 1-10-13-13-18; 1- 27-18; EV8-EV8-17; a-B-B-8-100; EV7-11-10-15; 1-11-
11-27-18; 1-11-10-15; 1-27-13-18, mostrando uma alta diversidade de estirpes na

regido estudada.

2.8 Susceptibilidade a A. marginale

Em seus primeiros meses de vida bezerros encontram-se protegidos por
anticorpos transferidos pela mae, através do leite (POTGIETER e STOLTZ, 1994).
Porém, este grupo de animais ndo esta totalmente imune a anaplasmose bovina e
trabalhos, como o de Silva et al. (2015), ja relataram a bactéria circulando entre eles.
Isto se deve a alguns fatores como: possivel falha na transferéncia de anticorpos
oriundos da mae, o declinio natural dos anticorpos ao longo dos primeiros meses de
vida, altas infestacbes por carrapatos e moscas (RIBEIRO et al., 2003) e, ainda,
transmissao transplacentaria, relatada em diversos trabalhos (ZAUGG, 1985; GRAU
et al., 2013; COSTA et al., 2016; SILVA et al., 2015; 2016; AKTAS E OZUBERK,
2017) A exposicdo dos bezerros a uma baixa carga parasitaria durante seus
primeiros dias de vida é importante para que o animal desenvolva uma imunidade
ativa contra o parasita, sem a dependéncia da imunidade passiva dada pelo colostro
(SOUZA-RAMOS et al., 2019).

A enfermidade se torna crdnica uma vez que 0S animais consigam passar
pela fase aguda da doenca. Medicamentos, como as tetraciclinas e fluoroquinolonas,
gue atuam sobre a A. marginale conseguem agir somente sobre a fase aguda. Esta
infeccéo é essencial para que o parasita continue circulando entre o rebanho, sendo

0 carrapato vetor o responsavel por transmiti-lo através do repasto sanguineo entre
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o animal infectado e o sadio. Eriks et al. (1993) demonstrou que a alimentacéo dos
carrapatos entre animais cronicamente infectados e sadios parece ser eficiente,
observando que 50% dos carrapatos se tornam infectados apés se alimentarem. Em
relacdo aos tratamentos existentes, a Organizacdo Mundial da Saude Animal prop6s
que a enrofloxacina, o imidocarb e a oxitetraciclina fossem utilizados para o
tratamento de infeccdes persistentes de A. marginale em bovinos. (SILVA et al.,
2016). No entanto, estudos demonstraram que esses antimicrobianos sao eficazes
apenas na forma aguda da enfermidade, tornando a infec¢ao persistente (COETZEE
et al., 2005).

A infeccdo cronica também depende da invasdo da bactéria em novas
hemacias, continualmente. Levando em conta o tempo de vida de um eritrécito, por
volta de 160 dias, o A. marginale precisa reinfectar novas hemécias e fazer
replicagdes continuas para que o animal permaneca com bactéria (PALMER et al.,
2001). Devido a capacidade de variacdo antigénica de suas proteinas de superficie
0 parasita consegue escapar do sistema imune do hospedeiro e assim permanecer

replicando-se exponencialmente dentro dos eritrocitos (PALMER et a., 1999).

2.9 Tratamentos e vacinas para Anaplasmose

Por mais de 100 anos, A. marginale subsp. A. centrale compds a vacina viva
para anaplasmose bovina (THEILER, 1910). Hoje, este tipo de vacina ainda é usado
por paises da Africa, America do Sul, Oriente Médio e na Australia (BELL-SAKY! et
al., 2015). Entretanto, j4 foi demonstrado que esta vacina oferece baixa, ou até
mesmo nenhuma protecdo. Além disso, vacinas vivas podem trazer desvantagens,
como risco de cotransmissdo de outros patdégenos de ruminantes transmitidos pelo
sangue, como a leucemia bovina, patégenos desconhecidos ou ainda patégenos
emergentes, e risco potencial da doenca transmitida pela prépria cepa presente na
vacina. Por estes motivos alguns paises proibem este tipo de preven¢dao, como 0s
Estados Unidos e a Unido Europeia (BRAYTON et al.,, 2006; BELL-SAKYI et al.,
2015; QUIROZ-CASTANEDA et al., 2016).

As vacinas chamadas de mortas também sé&o utilizadas. Elas sdo baseadas
no uso da bactéria extraida de eritrocitos bovinos, porém apresentam desvantagens,

como a possivel contaminacdo com antigenos presentes na membrana dos
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eritrocitos e a ampla variacdo antigénica em diferentes regides geograficas
(OCAMPO ESPINOZA et al., 2006). Os dois tipos de vacinas, as vivas e mortas,
apesar de induzirem uma resposta imune do hospedeiro e diminuir os sinais clinicos
da doenca, ndo agem de maneira eficaz sob a infeccdo, de modo que ela se torna
persistente (KOCAN et al., 2010). Uma vez que 0s animais apresentem quadros de
anaplasmose crbnica, novos bovinos podem ser infectados e, desta maneira, a
doenca nao é erradicada dos rebanhos.

O desafio para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a
anaplasmose é a grande diversidade de estirpes, geneticamente distintas uma das
outras. Estudos filogenéticos feitos nos Estados Unidos mostraram que ha mais
gendtipos de A. marginale do que se era conhecido anteriormente (DE LA FUENTE
et al., 2001b, 2002, 2007, 2010; MTSHALI et al., 2007). Para que esta suposta
vacina apresente uma eficicia seria necessario a habilidade de proteger o animal de
mais de um genotipo. Sendo assim, a vacina ideal contra a anaplasmose seria a que
induz uma imunidade protetora e previne a infeccdo de bovinos e de carrapatos,
além de impedir a capacidade vetorial dos carrapatos (KOCAN et al., 2010).

Ja foi relatada protecéo contra o A. marginale utilizando-se vacinas contendo
MSP1 e MSP2, proteinas imunodominantes que fazem parte da superficie da
bactéria. Porém, quando combinadas, as proteinas ndo oferecem esta protecdo
(PALMER E MCELWAIN, 1995; QUEIROZ-CASTANEDA et al., 2016). De la fuente
et al. (2005) ja trabalhava com possiveis vacinas contendo epitopos variados das
proteinas de superficie de A. marginale. Em seu trabalho observou-se que vacinas
contendo diversos epitopos revelavam uma protecao parcial para os animais, porém,
quando os epitopos em questdo eram os provenientes das proteinas MSP1a ou
MSP2, a vacina mostrava ser mais eficaz, revelando melhores resultados.

E conhecido que as proteinas de superficie de A. marginale podem proteger
0 gado contra a doenca clinica e até a infeccdo em alguns individuos (BROWN et
al., 1998; NOH et al., 2008). Por isto busca-se a identificacdo de antigenos e
epitopos para o desenvolvimento de uma vacina que contenha subunidades com
papeis importantes na ativacdo da resposta imune (NOH e BROWN, 2012).
Experimentos ja foram feitos buscando entender quais proteinas de superficie

desempenham os papeis mais importantes na infeccdo e concluiu-se que um
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complexo de proteinas se mostrou eficaz na imunizagdo do gado. Este complexo foi
composto por 11 protéinas de superficie do A. marginale, sendo elas: OMP1, OMP7-
9, MSP1a, MSP2, MSP3, MSP4, OpAG2, Am779 e o peptidoglicano associado a
Am854 (NOH et al., 2008; SUAREZ E NOH, 2011).

Ainda faltam informacdes para que uma vacina ampla possa ser
desenvolvida e que atinja estirpes de regides geograficas distintas, porém existem
fortes evidéncias sugerindo que um subconjunto dos candidatos a vacina podem ser
conservados e, portanto, é possivel o desenvolvimento de uma vacina com ampla
protecdo (JUNIOR et al., 2010). As proteinas OMP7 a 9 mostram alta porcentagem
de identidade quando comparadas. A OMP7 das estirpes brasileiras tem de 65-72%
de identidade com a estirpe de St. Maries na Florida (JUNOR et al., 2010). Entre as
cepas americanas esta porcentagem é mais alta, entre 86 a 99% (AGNES et al.,
2011). Cangussu et al., (2018) desenvolveram uma proteina hibrida contendo
repeticoes da proteina de superficie MSP1a e das proteinas de membranas
OMP7/8/9 para criacdo de uma vacina que fosse eficaz no controle da anaplasmose
e no desenvolvimento da resposta imune dos animais. Os camundongos utilizados
no experimento, que receberam a vacina teste, mostraram-se imunizados
desenvolvendo resultados satisfatérios como queda na riquettsemia, nenhum sinal

clinico e alta imunogenicidade nos resultados de ELISA indireto.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou avaliar, por meio de um estudo longitudinal, a
diversidade genética do A. marginale em bovinos naturalmente infectados e em
situacdo de surto da doenca, pertencentes a um rebanho de corte da raca Angus na

cidade de Itd, no estado de Sao Paulo.

3.2 Objetivos Especificos

o Realizar a detecgédo molecular, por PCR em tempo real e PCR convencional,
do A. marginale em bovinos de corte durante surto da doenga, utilizando 20
animais com 1 a 3 repiques da riquettsemia;

o Identificar a diversidade genética do A. marginale nos animais estudados por
meio da andlise das tandem repeats do gene mspla e determinar a carga
parasitaria por qPCR para o gene msp18;

o Realizar ensaios de clonagem para detectar possiveis coinfec¢cdes nos
bovinos amostrados;

o Comparar filogeneticamente as amostras de A. marginale identificadas nos
animais da propriedade com as demais sequéncias disponiveis no GenBank.

o Realizar a deteccdo indireta do A. marginale por meio do Ensaio

Imunoenzimatico Indireto (IELISA)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Colheitas das amostras

As colheitas foram realizadas em um rebanho bovino de corte da raca Angus,
com idades variando entre 6 meses a 9 meses, de uma propriedade localizada na
cidade de It (Latitude: 23° 15' 57" Sul, Longitude: 47° 17' 57" Oeste), no estado de
Sado Paulo (Figura 2) que possuia histérico de anaplasmose bovina e estavam em
situacao de surto da doenca. Foram colhidas amostras de sangue de 20 bovinos (Bos
taurus taurus) da veia jugular, optando-se por animais que durante quadros de
anaplasmose clinica receberam um, dois ou até trés tratamentos, considerando os
repiques (reagudizacao) com sinais clinicos evidentes. Estes animais eram de origem
da fazenda (nascidos no local), com sistema de criacdo extensiva e encontravam-se
infestados por carrapatos, porém nado foi identificada a presenca de moscas no
rebanho. Os 20 bovinos selecionados foram acompanhados durante 4 meses, sendo
realizadas 4 colheitas de sangue: a primeira em 5 de abril de 2017, a segunda em 24
de maio de 2017, a terceira em 12 de junho de 2017, e a ultima em 4 de julho de 2017,
totalizando 80 amostras de sangue e soro. Os tratamentos foram realizados com
oxitetraciclina (1 mL/kg) em trés aplicacBes a cada 24 horas. Além disso, os animais
também receberam doses de Cloridrato de Imidocarb (1 mL/40kg) e diaceturato de
diminazeno (1 mL/20 kg). Duas amostras de sangue foram colhidas de cada animal em
cada colheita. Uma primeira em tubos com anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético) para estimativa da riquettsemia por quantificacdo por gqPCR e obtencéo
de amplicons de mspla por meio de snPCR. A segunda amostra de sangue foi colhida
utilizando tubos sem anticoagulante, visando a obtencdo de soro para a deteccdo de

anticorpos IgG anti-A. marginale pelo Ensaio Imunoenzimatico Indireto (IELISA).
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Figura 2. Cidade de Itd, localizada no estado de Séao Paulo, sudeste brasileiro, com as
seguintes coordenadas: Latitude: 23° 15' 57" Sul, Longitude: 47° 17' 57" Oeste

(Google Imagens).

4.2  Volume globular

O volume globular dos animais amostrados foi determinado pela técnica de
micro-hematdécrito. Foram considerados bovinos ndo-anémicos aqueles animais com
volume globular entre 24% e 46%, e anémicos aqueles que apresentarem volume
globular inferior a 24% (WEISS; WARDROP, 2010).

4.3 Extragcdo de DNA

DNA das amostras de sangue de bovinos foi extraido utlizando o
ThermoFisher Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit, conforme
recomendacdes do fabricante. A concentracdo do DNA obtido de cada amostra,
assim como suas relacbes de pureza, foram mensurados utilizando aparelho
espectrofotometro (NanoDrop - ThermoScientific). As amostras de DNA foram entao

armazenadas a -20 °C, para posterior realizagéo da PCR.
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4.4 Reacado de Amplificacdo para o gene endégeno gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (gapdh).

Para verificar a presenca de inibidores nas amostras de DNA, foi realizada
uma reacdo de PCR convencional para o gene enddgeno gapdh, seguindo o
protocolo estabelecido por Birkenheuer et al. (2003). Para tal, foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores GAPDH-F (5-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3) e
GAPDH-R (5- CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’). A amplificacdo foi realizada
utilizando uma reacédo de volume total final de 25 pL, com uma mistura contendo 5
puL do DNA-amostra, 0,2 puM de cada deoxinucleotideo, 0,4 pM de cada
oligonucleotideo iniciador, 3,0 mM de Cloreto de Magnésio, 1,25 U de Taq Platinum
DNA Polimerase (Invitrogen ®, Carlsbad, California, Estados Unidos), tampédo da
PCR e agua ultra-pura esterilizada g.s.p. A sequéncia térmica e de tempo de
amplificacéo foi de: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos compostos
por desnaturacao a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos e
extensdo a 72 °C por 30 segundos, e extenséo final a 72 °C por 5 minutos
(BIRKENHEUER et al., 2003).

4.5 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) para A. marginale (gene msp1p)

As amostras positivas na PCR convencional anteriormente descrita baseada
no gene gapdh foram submetidas a reacdo de gPCR para A. marginale baseada no
gene msp1B seguindo protocolo previamente descrito por Carelli et al. (2007). A
reacao teve volume final de 10 pL, contendo 1 pL de DNA gendmico, 5 puL de Taq
DNA polimerase (BioRad® CA, Estados Unidos) 0,9 pM de cada iniciador (AM F:- 5'-
TTGGCAAGGCAGCAGCTT-'3 e AM- R: 5-TTCCGCGAGCATGTTGCAT-3’) e 0,2
uM da sonda de hidrélise (AM-sonda: 6FAM-5’-
TCGGTCTAACATCTCCAGGCTTTCAT-3-BHQL1). Os ciclos foram realizados sob as
seguintes condi¢des: 95 °C durante 10 minutos e 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e
1 minuto a 60 °C. As reacOes de amplificacdo foram conduzidas em aparelho
termociclador CFX96 Thermal Cycler® (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos).
Todas as amostras foram testadas em triplicatas. A quantificacdo do numero de

copias de DNA-alvo/pL foi realizada com a utlizagdo do plasmideo pSMART
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(Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA) contendo a sequéncia alvo
para amplificacdo do DNA de A. marginale.

Diluicbes seriadas foram feitas a fim de construir padrdes com diferentes
concentracdes de DNA plasmidial contendo a sequéncia-alvo (2,0 x 10’ cépias/pL a
2,0 x 10° copias/ pL). O nimero de cépias de plasmideos foi determinado de acordo
com a férmula (Xg/ uL DNA/ [tamanho do plasmideo (pb) x 660]) x 6.022 x 10?® x
copias do plasmideo/ pL). Agua estéril ultra pura (Qiagen® Madison, Estados
Unidos) e DNA obtido a partir de amostras de sangue de bovinos negativos (SILVA
et al., 2015) para A. marginale foram utilizados como controle-negativos da reacéao.
Aliguota de DNA da amostra Jaboticabal de A. marginale foi utilizada como controle

positivo da reacao.

4.6 snPCR para A. marginale baseada no gene msp1a

As amostras positivas na gPCR para A. marginale baseada no gene msp1f
foram submetidas a snPCR para o referido parasita, baseada no gene msp1a,
utilizando protocolo previamente descrito por Castafieda-Ortiz et al., (2015). A
reagdo foi conduzida com um volume final de 25 puL, contendo 2,5 puL de DNA
gendmico, 12,5 pL tag PCR MasterMix QIAGEN®, 0,5 pL de cada oligonucleotideo
iniciador e agua ultra-pura esterilizada (QIAGEN®) qg.s.p. A segunda reacéo foi
realizada com volume final de 25 uL, contendo 1 pL de DNA amplificado na primeira
reacao e as mesmas concentracdes dos demais reagentes anteriormente descritas.
As reagdes foram realizadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores F1 (5'-
GTGCTTATGGCAGACATTTCC-3), R1 (5-CTCAACACTCGCAACCTTGG-3) e
msp1aNF (5-CGCATTACACGTTCCGTATG-3’) (CASTANEDA-ORTIZ et al., 2015).
As reacdes de amplificacdo foram realizadas de acordo com sequéncia térmica:
desnaturacao inicial de 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 57
°C por 30 segundos e 72 °C por 35 segundos, seguidos de uma extenséao final a 72
°C por 7 minutos. Na segunda reagdo de PCR objetivando a amplificagdo do
fragmento mais interno do msp7a foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de

termociclador: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 35
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segundos, 65 °C por 58 segundos e 72 °C por 30 segundos, e extenséo final de 72
°C por 10 minutos.

4.7 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 tampao de
corrida TEB pH 8,0. O processo foi realizado a 100 V/350 mA durante 50 minutos.
Para a determinacdo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (Thermo Scientific, Sam Jose, CA, Estados Unidos).
Os resultados foram visualizados e analisados através de um transiluminador de luz
ultravioleta acoplado a um programa computacional de analise de imagens (Chemi-
Doc, Bio-Rad®).

4.8 Reacdes de Clonagem

4.8.1 Reacao de ligacao do produto amplificado com o vetor pGEM-T Easy

As amostras que apresentaram padrées de bandas multiplas na eletroforese
em gel de agarose foram submetidas a clonagem no vetor pGEM-T Easy
(Promega®), seguindo as recomendacdes do fabricante. A reacéo de ligacdo de DNA
de interesse com o vetor, de volume final 10 pL, consistiu em adicionar 3 puL do
inserto (DNA da amostra), 5 uL de tampéao da enzima, 1 pL do vetor pGEM- T Easy,
1 pL da enzima T4 Ligase (Promega®) e agua esterilizada ultra-pura q.s.p. As
solucbes foram misturadas e incubadas a 4 °C por 18 horas para a obtencdo do

ndumero maximo de transformantes.

4.8.2 Transformacao das células competentes de Escherichia coli One Shot
Match 1™ T1R

O produto da ligacdo descrita anteriormente foi utilizado para transformar
células competentes E. coli One Shot Match 1™ T1R Chemically Competent Cells
(Invitrogen Cat # C8620-03) (10° — 10'° cfu/ng de DNA). Foram adicionados os 10 uL
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da reacao de ligagédo a 50 uL de células competentes e a mistura foi mantida por 30
minutos no gelo. O choque térmico das células foi realizado colocando os
microtubos em banho-maria a 42 °C por 2 minutos. Foram adicionados 250 uL de
meio liquido Luria Bertani a cada microtubo e as células foram incubadas a 37°C
durante uma hora e meia, sob agitacdo. Foram adicionados 250 pL de células
transformadas a cada placa contendo meio sdlido Luria Bertani, preparadas com 100
Mg/mL de ampicilina, 40 yL de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside)
(0,026%) e 20 uL IPTG (isopropylthio-B-galactoside)(0,82mM). As colbnias de
bactérias contendo os clones (col6nias brancas) foram transferidas para tubos
Falcon de 15 mL contendo 5 mL de meio liquido LB e 100 ug/mL de ampicilina. Apos
incubacdo a 37 °C por até 24 horas foi feita a extracdo do DNA plasmidial e em

seguida a sua PCR.

4.8.3 Minipreparacdo do DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial foi utilizado o kit illustra™ plasmidPrep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, Reino Unido) seguindo as recomendacbes do
fabricante. As amostras foram armazenadas a -20 °C para serem utilizadas
posteriormente em reacdes de PCR para a confirmacado da técnica de clonagem.

4.8.4 PCR convencional para confirmacéao da presenca do inserto-alvo

O DNA plasmidial extraido dos clones foi submetido a um ensaio de PCR
convencional, utilizando os oligonucleotideos iniciadores M13 F (5
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3) e M13 R (5'-
GTCATAGCTGTTTCCTGTGTGA-3') (LAU et al., 2010), que flanqueam o local de
clonagem do plasmideo pGEM T-easy e, portanto, inclui as inser¢des do gene

msp1a.
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4.9 Purificacdo e sequenciamento dos produtos amplificados

Os produtos de PCR baseados no gene msp1a obtidos pela snPCR e pela
técnica de clonagem foram purificados utilizando-se o kit “ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent” (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. O sequenciamento dos produtos amplificados foi
realizado por meio de técnica automatizada baseada no método de terminacao de
cadeia por dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977) no sequenciador ABI PRISM
3700 DNA Analyzer (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). O sequenciamento
dos amplimeros foi conduzido no Centro de Recursos Biolégicos e Biologia
Genbmica (CREBIO) localizado no Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP Jaboticabal.

4.10. Analise das sequéncias

4.10.1 Analise das sequéncias Consenso baseadas no gene mspla

As sequéncias de nucleotideos provenientes do sequenciamento foram
inseridas no programa Phred Phrap (EWING, 1998) para triagem e avaliacdo da
qualidade dos eletroferogramas. Bases com qualidade acima de 20 foram
consideradas confiaveis. Também no mesmo programa foram geradas as
sequéncias Consenso. O programa BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990) foi usado para
comparar as identidades dos nucleotideos obtidos com sequéncias depositadas no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (BENSON et al., 2002).

4.10.2 Classificacado de genétipos de A. marginale e identificacdo da
diversidade genética

Para analisar a diversidade genética do gene msp7a foram utilizadas as
sequéncias de nucleotideos do presente estudo e sequéncias previamente
depositadas no GenBank. Para identificar o genodtipo foi feita a classificacao
proposta por Estrada-Pefa et al. (2009) seguindo 0s seguintes passos: encontrou-se

a regido chamada de Shine-Dalgarno (GTAGG) e logo em seguida o proximo cédon
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de iniciacdo da traducdo (ATG). Dentro deste intervalo (GTAGG-ATG) foram

contabilizados os GTT, chamando-os de “m” e os GT, chamando-os de “n”. A analise
de sequéncias repetidas foi realizada conforme a nomeclatura proposta por De la
Fuente et al. (2007). A distancia SD-ATG foi calculada segundo a férmula (4 x m) +
(2 x n) + 1 descrita por Estrada-Pefia et al. (2009). Por esta formula foi possivel obter
0 numero de nucleotideos e posteriormente classificar as amostras em genoétipos,
segundo critérios descritos por de la Fuente et al. (2002).

As sequéncias Consenso obtidas foram transformadas em aminoacidos com
o auxilio da ferramenta de traducdo ExPaSy [http://web.expasy.org/translate/] do
Instituto Suico de Bioinformatica e a sua variabilidade de aminoacidos foi analisada
através do Software RepeatAnalyzer (CATANESE et al.,, 2016). A diversidade
genética foi calculada usando indices métricos que medem a porcentagem das
repeticdes Unicas em uma regido (GDM1) e também a regularidade com que estas
repeticdes sdo distribuidas (GDM2). O software também calculou a frequéncia de
cada repeticdo (SSRs) na regido estudada e mostra quais estirpes sao Unicas para o
estudo, comparado com estudos depositados no banco de dados.

O GDM1 e o GDM2 séo apresentados em duas variantes, local e global,
dependendo se o calculo métrico € uma média dos valores de cada gendétipo ou de
sua regido, respectivamente (CATANESE et al., 2016).

4.10.3 Analises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos salvas em modo “FASTA” foram alinhadas
com outras sequéncias homoélogas do mesmo gene sequenciado, retiradas do banco
de dados (Genbank), utilizando o software MAFTT. Os alinhamentos salvos em
modo “FASTA” foram transformados em modo Nexus, Phylip e Mega pelo site
Alignment Transformation Enviroment (GLEZ-PENA et al., 2010). Foi realizada
analise de Maxima Verossimilhanca utilizando a plataforma online [Qtree
(http://igtree.cibiv.univie.ac.at/). O modelo evolutivo foi encontrado utilizando o
software jModelTest 2 (GUINDON e GASCUEL, 2003; DARRIBA et al., 2012). Os
suportes dos clados para as analises de Maxima Verossimilhanca foram avaliados
através de analises de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) de 1000 repeticbes. A
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edicdo da éarvore filogenética assim como o enraizamento (via grupo externo) foi
realizada utilizando o software Treegraph 2.0.56-381 beta (STOVER e MULLER,
2010).

4.11 Ensaio Imunoenzimatico Indireto (iELISA)

Para a detecc¢ao de anticorpos da classe IgG anti- A. marginale foi utilizado o
ELISA indireto (iIELISA). Foram feitos dois testes de iELISA, o primeiro sendo
utilizado antigeno total produzido no Laboratério de Imunoparasitologia da
FCAV/UNESP Jaboticabal para a sensibilizagdo das placas, segundo protocolo
estabelecido por Machado et al. (1997) para B. bovis e adaptado para A. marginale
por Andrade et al. (2004). O segundo teste de iELISA foi realizando utilizando a
proteina recombinante MSP5 de A. marginale, seguindo o protocolo de Machado et
al. (1997). Os testes foram realizados utilizando-se concentragdo otima do
antigeno/proreina recombinante de A. marginale de 12ug/mL, diluido em tampéo
carbonato bicarbonato (0,05M, pH 9,6). A cada pocinho da placa foi adicionado 100
Ml do antigeno, deixando dois pocinhos sem antigeno, para o controle da reagao. As
placas foram incubadas por 12 horas a 4 °C e, posteriormente, foi feito o bloqueio
com tampao carbonato-bicarbonato, adicionado de 5% de leite em pd desnatado
(Molico®, Nestlé, Brasil). Realizou-se a diluicdo unica de 1:200 para os soros de
referéncia positiva, negativa e soros-testes As placas foram entéo incubadas por 90
minutos a 37 °C, em camera umida. Apds trés lavagens com tampao PBS-Tween 20
(fosfato salina, pH 7,2 e Tween 20), foi adicionado a placa de ELISA o conjugado
anti-lgG de bovino ligado a fosfatase alcalina na diluigdo de 1:25000, conforme
recomendagdes do fabricante (N° do catalogo A0705, Sigma Chemical Company, St.
Louis, Missouri, Estados Unidos), com posterior incubagdo e lavagem. Por fim,
adicionou-se o substrato da enzima fosfatase alcalina, o p-nitrofenil fosfato (Sigma.
St. Louis, MO), diluido a 1mg/mL em tampao dietanolamina (pH 9,8) (Sigma, St.
Louis, MO), sendo entao as placas seladas com papel aluminio e incubadas por 45
minutos em temperatura ambiente. A leitura das placas foi feita em leitor de ELISA
(B.T. -100; Embrabio, S&o Paulo, Brasil), com filtro de 405nm. Os resultados obtidos

foram agrupados em niveis de ELISA (NE), que variam de 0 (nivel mais baixo) a 9
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(nivel mais alto). Valores (NE = 3) foram considerados positivos. Os calculos dos NE
foram delineados conforme Machado et al. (1997), a partir dos valores de

absorbancia.

Absorbancia média da amostra — Absorbancia média do controle

AP negativo

Absorbancia média dos controles positivos — Absorbancia média dos
controles negativo
Onde A= Amostra de soro bovino teste e P= amostra de soro bovino sabidamente

positiva

5. RESULTADOS
5.1. Volume globular

Sessenta por cento (48/80) das amostras apresentaram volume globular entre
24% e 46%, sendo considerados ndo-anémicos pela técnica de micro-hematdcrito.
Por outro lado, 40% (32/80) das amostras sanguineas apresentaram VG inferior a
24%, com porcentagens que variaram de 14% a 22%. Estes animais, apesar de
serem considerados anémicos, nao apresentavam sintomatologia evidente e

mostravam estar aparentemente sadios.

5.2. Anédlises moleculares

5.2.1 Ensaios de qPCR para A. marginale baseados no gene msp1p

Todas as 80 amostras de DNA foram positivas no ensaio de cPCR para o
gene endogeno (gapdh). Nos ensaios de qPCR baseados no gene msp18 verificou-
se 100% de positividade, com a média de Cqg de 20,57; 24,5; 19,5 e 22,98 para as
colheitas 1, 2, 3 e 4, respectivamente. A quantificacdo ficou entre 10° e 10’ de

copias de um fragmento de msp1B/uL de DNA. Os parametros dos ensaios de qPCR
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foram de 103,7% de eficiéncia, 0,985 de coeficiente de determinacéo, 3,236 para a
inclinagéo e 44,327 no intercepto do eixo y.

5.2.2 Ensaios de cPCR para A. marginale baseados no gene msp71a e analise
de identidade das sequéncias obtidas pelo BLASTn

Dentre as 80 amostras positivas nos ensaios de qPCR, um total de 57,5%
(46/80) mostraram positividade para o fragmento de gene msp7a, sendo elas 13/20
na colheita 1; 14/20 na colheita 2; 9/20 na colheita 3 e 10/20 na colheita 4. Dentre as
amostras positivas sequenciadas foi possivel obter 36 sequéncias com qualidade
referente ao gene msp1a, por meio de analise de qualidade feita pelo programa
Phred Phrap. As sequéncias obtidas, quando submetidas ao BLASTnN, revelaram
porcentagens de identidade variando de 95% a 100% com sequéncias de A.
marginale previamente depositadas no GenBank e cobertura entre 96% a 100%.
Doze amostras foram clonadas, objetivando 3 clones de cada amostra e suas

sequéncias também foram analisadas da mesma forma citada anteriormente.

5.2.3 Andlise de diversidade genética de A. marginale baseada no gene msp1a

Utilizando o software RepeatAnalyzer para a classificacdo genotipica
alfanumérica e identificacdo de estirpes, foram encontradas 36 estirpes nas
amostras que nao foram submetidas a clonagem, das quais seis ja relatadas na
literatura (t 27 18; a B B C;y:Cy:My:l;y; LJ11318;a BB B, EZ.d.Z. d Z,d.Z. b F
EF,EZ.d:Z; d Z:d;Z; d F) e as outras trinta hunca antes descritas (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos gendtipos e estirpes das amostras positivas para o

gene msp1a de A. marginale, com numero do animal, identificacdo da colheita,

estimativa da riquetsemia por gPCR absoluta e distribuicdo geografica, de acordo

com o banco de dados do RepeatAnalyzer.

Riquetsemia

Genotipo

- t. Distribics
Animal absoluta (Estada- Genotipolestirpe is rlbglgao
~ (Catanese et al.,  das estirpes
qPLK Pena et 2016) (Brasil/Mundo)
(msp1B/uL)  al., 2009)
2259 3.54x10° E 13271327 13F Itd, Sdo Paulo,
Brazil
Sao Paulo,
2287 6.07x10° H 127 18 Brazil, Mato
Grosso do Sul,
Brazil
Rio de Janeiro,
Brazil; Sao
Paulo, Brazil;
2308 7.23x10° H app Minas Gerais,
Gy:hvshyiny Brazil; Goiés,
Brazil; Morelo,
Mexico;
Nayarit, Mexico
2250 3.51x10° E 13132713 F It S&o Paulo,
Brazil
2239 2.40x10° E 13271327 13F Itd, Sdo Paulo,
Brazil
2240 4.00x10* E 1327132713 It S&o Paulo,
Brazil
2272 4.56x10° H 16 FE Itd, S&o Paulo,
Brazil
2318 4.45x10° H 16 E 91 Itd, S&o Paulo,
Brazil
2319 1.04x10° H 16 EF Iti, S&o Paulo,
Brazil
2241 5.53x10° H 110 Itd, S&o Paulo,
Brazil
2261 2.46x10° H 127 18 Séo Paulo,

Brazil; Mato



2295

2243

2249

2259

2290

2272

2278

2287

2319

2246

2249

2261

2263

2287

2290

1.12x10°

3.13x10°

7.16x10*

2.0x10°

1.44x10°

2.97x10°

6.37x10*

1.79x10*

3.32x10°

1.40x10°

4.31x10°

1.89x10*

3.41x10*

1.28x10°

1.05x10°

16 F 17

LJ11318

EZd:Z, ¢ Z;¢;Z;
OFF

EZd:Z ¢ Z:9;Z;
OFF

16 FF

16 F

16 F

T27
EZd,Z, ¢ Z,9;Z,
OF
EZd.Z, ¢ Z,9;Z,
OF
EZd,Z, ¢ Z,9;Z,
OF

aBpp

13271327 13

EF

aBpp

Grosso do Sul,
Brazil

Ita, Sao Paulo,
Brazil

Séao Paulo,
Brazil; Minas
Gerais, Brazil

Ita, Sao Paulo,
Brazil

Séao Paulo,
Brazil; México

Itd, Séao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Séo Paulo,
Brazil; México

Séo Paulo,
Brazil; México

Sao Paulo,
Brazil; México

Séao Paulo,
Brazil;
Maranhao,
Brazil;
Argentina

*%

*%

Sao Paulo,
Brazil;
Maranhao,
Brazil;
Argentina
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2291

2295

2319

2239

2241

2261

2263

2291

2295

2318

5.10x10°

6.81x10"

4.38x10°

3.86x10"

1.20x10°

1.72x10°

1.11x10°

4.27x10°

1.22x10°

1.59x10°

aBBBZZ ¢

12718

16 F

LJ1131J113

1327132713

110

16 FF

28MMM

63 29 104 29

T27

Séo Paulo,
Brazil; Mato
Grosso do Sul,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Ita, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

Itd, Sao Paulo,
Brazil

** |_ocal ndo informado pelo programa RepeatAnalyzer.

Em vermelho: estirpes nunca antes relatadas pelo programa RepeatAnalyzer.

32

Pela classificacdo proposta por Estrada-Pefia et al. (2009), o gendétipo H se

mostrou 0 mais comum na regido estudada (19/36), porém outros genétipos foram

relatados, como o F (8/36) e o E (7/36). Os genétipos C e G foram relatados apenas
uma vez. Os animais 2241, 2259, 2263, 2287, 2291, 2295 e 2319 apresentaram

genatipos diferentes ao longo das colheitas (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacdo dos gendtipos segundo Estrada-Pefia et al. (2009) nos
bovinos de corte situados em uma fazenda no municipio de Itl, estado de Sé&o

Paulo.

Amostra Colheital Colheita2 Colheita3 Colheita4d

2239 E - - E
2240 E - -
2241 H - - E
2243 - H - -
2246 - - F -
2249 - F F -
2250 E - - -
2259 E F - -
2261 H - H H
2263 - F E G
2272 H H - -
2278 - H - -
2287 H H F -
2290 - H H -
2291 - - H F
2295 C H H F
2308 H - - -
2312 - - - -
2318 H H H
2319 H F H -

-: amostras sem valores: DNA nao amplificavel na técnica de cPCR para o gene msp1a

Analisando as sequéncias clonadas observou-se que uma mesma amostra
apresentava mais de uma estirpe, 0 que caracteriza coinfecgcdo, como exemplo o
animal 2318 que teve estirpes E Z;9;Z; ¢:Z. b Z.: b FF, aBB B e EZd:Z, d.Z, b;

Z. &. Os dados das estirpes encontradas nas amostras submetidas a clonagem

encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizagdo das estirpes das 12 amostras clonadas para o gene

msp1a de A. marginale, com identificacdo dos animais, colheita e estirpe de cada

clone.
Amostra Colheita Cc1 C2 C3
EZ$;Z, :Z,¢; EZ¢;Z
2263 1 EF Z, 6 Z,0:Z, 6:Z,  6:Z; ¢; Z;
¢;Z,¢FF OFF
2290 1 n/a* /a a B FF
2250 2 16FF 16 F 16 F
EZ0Z  £7.4.7 4.2 ¢
2263 2 0Z0:Z 0 S T e 2829M
Z’¢1Z! ¢!Z! ¢ Z ¢ F F
¢, Z; 0 F re
2295 2 115 FFFFF nla
aBp
2318 2 n/a IMARARARAR n/a
rrrrrrr
2278 3 n/a n/a n/a
2287 3 EF EFE n/a
E Z,¢.Z; E Z:¢;Z;
2318 3 0:Z; 9:Z; ¢ aBpp :Z; ¢; Z;
FF )
E Z:0;Z; $:Z; ¢;
2259 4 n/a Z 0 Z0,Z,6:Z, MMMM
o;Z;0FF
EZ0,Z ¢;Z; ¢;
2272 4 2718 Z; 6 Z;0:Z; &;Z; n/a
¢ Z, ¢73
2287 4 16 N 18 27 18 n/a

n/a: amostra ndo amplificou ha cPCR de confirmacéo da clonagem

Os indices métricos de diversidade genética de A. marginale, GDM1-Local

(0,755) e GDM1-Global (0,25), obtidos das sequéncias clonadas e ndo clonadas,

nos bovinos amostrados revelaram alto valor, sendo os indices medidos de 0 a 1.

Isto indica que as repeticdes (SSRs) foram bastante diversas entre si e na regiao
estudada. Os indices GDM2-Local (0,06) e GDM2-Global (0,053) mostraram-se

baixos, indicando que as SSRs se apresentam em quantidades iguais entre si, ou

seja, ocorreram aproximadamente o mesmo numero de vezes e que a distribuicdo

entre estes animais foi uniforme. Estes valores de GDM2 baixos indicam que as

SSRs séo pouco dispersas. Os indices métricos de diversidade genética do presente

estudo e de outras regides brasileiras se encontram na Tabela 4.
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Tabela 4. indices métricos de diversidade genética do gene mspla de A. marginale encontrados em gado de corte de uma
fazenda situada na cidade de Itl, estado de S&o Paulo, comparativamente aos indices encontrados em outros estados
brasileiros (S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Para (bufalos), Goias e Mato Grosso do Sul), assim como os valores

para o Brasil e 0 mundo, segundo o Software Repeat Analyzer.

Séo Pantanal Séo S50 Paulo Minas
Paulo brasileiro Paulo (Lins) Minas Gerais Para — Parana Rio de Goias
(Ita) -MS (Taiagu) (Machado Gerais (De la Maraj6 (Vidotto  Janeiro (Machado
Métrica  (Garcia (Souza (Silva et (Poohl Fuente  (Silva et et al., (Silva e Brasil
etal, etal., Mundo
et al,, Ramos et al., 2015) etal., etal., al., 2006) Fonseca, 2015) (Geral)
2020) al., 2019) 2016) 2013) 2004) 2013) 2014)
GDM1 -
Local 0,755 0,854 0,802 0,8 0,933 0,817 0,75 1 0,792 0,675 0.796 0,756
GDM1 -
Global 0,25 0,339 0,3 0,75 0,909 0,375 0,75 1 0,56 0,333 0,159 0,162
GDM2 -
Local 0,06 0,051 0,093 0,094 0,028 0,086 0,117 0 0,097 0,153 0,07 0,086
GDM2 -

Global 0,053 0,037 0,132 0,093 0,027 0,037 0,117 0 0,05 0,157 0,032 0,007
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ocorreram apenas uma vez, a repeticdo a ocorreu cinco vezes e E ocorreu seis
vezes. A repeticdo que mais apareceu dentre as sequéncias foi a 18, com frequéncia
de dez vezes (Figura 3). A relacdo entre a quantidade de repeticdes e o niumero de
aminoacidos mostrou o tamanho das SSRs, uma repeticdo apresentou o tamanho
de 23 aminoacidos e outra com o tamanho de 28 aminoé&cidos. Todas as demais se
mostraram com 29 aminoacidos (Figura 4). A correlacdo entre o numero de

genaotipos e o numero de SSRs encontradas estdo apresentados na Figura 5.

Frequency Distribution for Brazil, Sao Paulo
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Figura 3. Numero de ocorréncia de cada repeticdo em tandem encontrada no gene
msp1a de estirpes de A. marginale em bovinos de corte huma fazenda situada em

Itd, estado de Sao Paulo.
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Repeat Length Distribution for Brazil, Sao Paulo
u=2863,0=1.35

Number of SSR Sequences

o~ 2 2 I

22 23 24 25 26 27 28 29 30
Length

Figura 4. Numero de repeticdes em tandem do gene msp71a e seu tamanho (nimero
de aminoacidos) encontrado em estirpes de A. marginale em bovinos de corte numa
fazenda situada em Itd, estado de S&o Paulo. A maior parte das SSRs apresentaram

tamanho de 29 aminoacidos.
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Genotype Length Distribution for Brazil, Sao Paulo
u=3.45 o0c=1.16
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Figura 5. Correlacdo entre o niumero de gendtipos e o numero de repeticdes
encontradas em estirpes de A. marginale em bovinos de corte numa fazenda situada

em Itd, estado de S&o Paulo.

5.2.4 Inferéncia Filogenética

A inferéncia filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanca (MV) e
modelo evolutivo TN+F+G4 mostrou a formacéo de vinte e quatro clusters (grupos)
contendo as sequéncias do gene msp71a detectadas em bovinos de corte da cidade
de Itd, Sdo Paulo. A arvore foi construida com base nas sequéncias dos bovinos
amostrados no local estudado e sequéncias de outros paises (Russia, Estados
Unidos, Africa do Sul, Argentina, Italia, Porto Rico, México, Turquia, Coldmbia) e
estados brasileiros (Minas Gerais, Parani, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro)
previamente depositadas no GenBank (Figura 6).

As sequéncias utilizadas para a construcdo da arvore filogenética incluem

amostras clonadas e também amostras n&o clonadas. E possivel observar que as
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sequéncias que apresentaram repeticbes iguais segundo 0 programa
RepeatAnalyzer se posicionaram préximas em todos os clusters formados. A
sequéncia correspondente ao bovino 2263 (coleta 2) se posicionou proximo a
sequencias encontradas nos Estados Unidos (cluster 2). JA& no cluster 4
encontram-se sequéncias clonadas e nao clonadas que apresentaram repeticbes em
comum, como a F; 29 e 28, segundo o programa RepeatAnalyzer,. Estas mostraram-
se préoximas a Porto Rico e México.

No cluster 7 posicionaram-se sequéncias com o0 genoétipo a 8 B B, que
apresentaram bootstrap de 54 em relacdo a uma sequéncia localizada no Pantanal
Sul-matogrossense (MK030595). Seguindo para o cluster 8 pode-se observar
bootstrap de 84 nos bovinos ali posicionados, 2308 (coleta 1) e os trés clones do
bovino 2318 (coleta 2).

O cluster 12 apresentou bootstrap de 62 em relacdo ao cluster 13, que
agrupa trés sequéncias dos bovinos de Itd, sendo elas o bovino 2287 (coleta 2),
2318 (coleta 4) e 2261 (coleta 4). Estes se posicionaram proximos a sequéncias
encontradas no Pantanal Sul-matogrossense (MKO030578), em Minas Gerais
(JX844213 e JX844206), Rio de Janeiro (KJ398365) e México (JIN564642). Dentro
do cluster 13 observou-se que a repeticdo T apareceu nas trés sequéncias, segundo
0 programa RepeatAnalyzer.

Duas sequéncias se posicionaram no cluster 17, que teve bootstrap de 99,
sendo elas a do bovino 2290 (coleta 1) e 2318 (coleta 1). Segundo o programa de
classificacdo de genoétipos as repeticbes 16 e E foram comuns entre estas
sequéncias. Outras sequéncias de bovinos se posicionaram logo abaixo, formando
clusters individuais, o bovino 2272 (coleta 2), 2278 (coleta 2) e 2295 (coleta 2), tendo
como bootstrap 80, 93 e 74, respectivamente.

Uma sequéncia clonada do bovino 2295 (coleta 2) se posicionou préximo a A.
marginale encontrada no Parana (AY998121), com 98 de bootstrap, formando o
cluster 23. Logo abaixo, no cluster 24, encontram-se as sequéncias dos bovinos
2243 (coleta 2), 2295 (coleta 3) e 2287 (coleta 1), assim como uma sequéncia
proveniente do clone do bovino 2272 (coleta 4). Todas as sequéncias posicionadas
no cluster 24 apresentaram seus respectivos genotipos, tendo em comum a

repeticéo 18 entre todos eles.



40

Em suma, constatou-se uma distribuicdo heterogénea entre as sequéncias de
msp1a de A. marginale obtidas em bovinos de corte da cidade de Itt, Sdo Paulo,
porém pode-se observar que as sequéncias com mesmas repeticbes em seus
genotipos posicionaram-se proximas. Houve a formacgdo de oito clusters com

sequéncias agrupadas, além de 4 clusters com sequéncias isoladas.
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A. marginale Saint Maries (AY010245)

A marginale Okeechobee, EUA (AY010244)
A. marginale from Buffalos, Cuba (KT121563)
A. marginale, Argentina (AF428093)

A. marginale Okmulgee, EUA (AY127060)

A. marginale, Minas Gerais (JX844208)

A. marginale, Africa do Sul (KC470188)

A marginale Stilwater, EUA (AY127061)

A. marginale, Oklahoma EUA (AY127057) Rister 2
A. marginale, Oklahoma EUA (0Q501242)

Itd, Sdo Paulo (bovino 2263 - coleta 2)

A. marginale, alia (AY702929)

A. marginale, Porto Rico (AY191826)

A. marginale, México (KY888159) p———
Itu, Séo Paulo (bovino 2295 - coleta 4)

Iti, Sdo Paulo_clone 3_bovino 2263 coleta2 | 2#M* cluster4
Itd, Sio Paulo_clone 2_bovino 2272_coleta 4 | EZPZ L9 29 IRZ.0L 92913

Ita, Sdo Paulo (bovino 2259 - coleta 2) EZQLQLPLQFF

A. marginale, Turquia (MF377394)

A. marginale, Argontina (AF428094)

Itd, Séo Paulo (bovino 2290 - coleta 3) appp

Itu, Sdo Paulo_clone 2_bovino 2318 _coleta 3 apps

Itd, Sdo Paulo (bovino 2318 - coleta 2) cluster 7

A. marginale, Pantanal Sul-matogrossense (MK030595)

A. marginale, Oklahoma EUA (DQ501244)

Itit, S#o Paulo (bovino 2308 - coleta 1)

Itd, Sdo Paulo_clone 1_bovino 2318 _coleta 2| aBBLYSySySyS. 1. 15, 1555

Ité, Séo Paulo_clone 2_bovino 2318_coleta 2| asrysysysysex e | ClUStErs
Itd, Sdo Paulo_clone 3_bovino 2318 _coleta 2,

Itd, Sdo Paulo_clone 3_bovino 2290_coleta 1 aBFf  cuies

A. marginale, Minas Gerais (AY283198)
Itd, Sdo Paulo_clone 2_bovino 2295 coleta 2 prrpe el
A. marginale, Pantanal Sul-mafogrossense (MK030578)
A. marginale, México (JN564642)
A. marginale, Minas Gerais (JX844213)
A. marginalo, Rio de Janeiro (KJ398365)
A. marginale, Minas Gerals (JX844206) .7
Itu, Sdo Paulo (bovino 2287 - coleta 2)
Iti, Séo Paulo (bovino 2318 - coleta 4) b *-  cluster13
Itd, Sdo Paulo (bovino 2261 - coleta 4) | *°
A. marginale, Pantanal Sul-matogrossense (MK030579)
A. marginale, Africa do Sul (KC470183)
A. marginale, Parand (AY998120)
» = Ita, Séo Paulo (bovino 2290 - coleta 1)
L itd, Sdo Paulo (bovino 2318 coleta 1) | sser = Clusterd?
Itd, Sdo Paulo (bovino 2272 - coleta 2) 158  uis
Ita, Séo Paulo (bovino 2278 - coleta 2) 16F
Itd, Sdo Paulo (bovino 2295 - coleta 2) 15¢
A. marginale, Russis (MG570153)
Itd, S0 Paulo_clone 3_bovino 2318 _coleta 3202 9Z: @ Lo FF  Suster22
A. marginale, Parand (AY998121)
Itd, Séo Paulo_clone 1_bovino 2295_coleta 2[x15 | duster23
A. marginale, Pantanal Sul-matogrossense (MK030583)
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Figura 6. Arvore filogenética com sequéncias do gene msp7a de A. marginale. A arvore foi construida utilizando
0 método probabilistico de Maxima Verossimilhanca (MV) e modelo evolutivo TN+F+G4 com sequéncias de A.
marginale detectadas em bovinos de corte proveniente de uma fazenda na cidade de Itd, estado de Sao Paulo.
Estéo apresentadas sequéncias de A. marginale de outros paises e também de estados brasileiros. Os nimeros
de acesso no GenBank estdo apresentados ao lado das sequéncias, entre parénteses. Os clusters contendo as
sequéncias do presente estudo foram divididos numericamente, seguindo a ordem de posicionamento dos

demais clusters.
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5.3. Soropositividade para A. marginale pelo Ensaio Imunoenzimatico
Indireto (ELISA)

O teste sorolégico IELISA revelou a presenca de anticorpos IgG anti-A.
marginale em 22,5% (18/80) das amostras de soro bovino no teste conduzido com
antigeno total. Quando usada proteina recombinante de superficie MSP5 a

porcentagem de soroprevaléncia foi de 2,5% (2/80) (Tabela 5)

Tabela 5. Distribuicdo dos animais soropositivos na pesquisa de anticorpos
IgG anti A. marginale usando antigeno total e a proteina recombinante de superficie

(MSP5) e a quantificacdo média no ensaio de qPCR por colheita.

Soropositivos

Soropositivos para .
P P para IgG anti A.

Colheita IgG anti A. marginale

Quantificacéo
média na qPCR

(antigeno total) m&rgi;:)le (msp1pB/ul)
1 15% (3/20) 0% (0/20) 3.28x10°
2 40% (8/20) 0% (0/20) 3.23x10°
3 25% (5/20) 5% (1/20) 2.35x10°
4 10% (2/20) 5% (1/20) 1.50x10°
Total 22,5% (18/80) 2,5% (2/80)

6. DISCUSSAO

A anaplasmose bovina é uma das enfermidades mais importantes atualmente
devido a seu impacto negativo sobre a producdo de carne e leite no mundo,
causando grandes perdas econdmicas para os produtores (KOCAN et al., 2010).
Dessa forma, faz-se necesséario conhecer melhor os mecanismos utilizados pelo
agente etiolégico da doenca. Este estudo é o primeiro realizado com bovinos da raca
Angus, onde encontramos uma alta diversidade genética e evidéncia de
superinfeccdo por estirpes de A. marginale em bovinos de corte localizados na
cidade de ItU, estado de S&do Paulo. No Brasil, estudos ja foram conduzidos a fim de
identificar a presenca da bactéria em rebanhos de leite (MACHADO et al., 2015;
SILVA et al., 2015; 2016) e de corte (VIDOTTO et al., 2006; DE SOUZA-RAMOS et
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al., 2019) em diferentes estados, como em S&o Paulo (SILVA et al., 2016), no Rio de
Janeiro (SILVA et al., 2015), no Parana (VIDOTTO et al., 2006), em Minas Gerais
(POHL et al., 2013) e no Mato Grosso do Sul (DE SOUZA-RAMOS et al., 2019),
sendo este Ultimo o primeiro estudo em gado de corte nesta regiao do Brasil.

Os resultados obtidos na gPCR mostraram positividade de 100% das
amostras de sangue de bovinos de corte para A. marginale utilizando como
marcador o gene msp1B. A técnica de qPCR para o referido gene se mostra
altamente especifica, ndo apresentando reacdes cruzadas com outros patdogenos
(CARELLI et al., 2007). Comparando com as taxas de positividade de outros estudos
conduzidos no Brasil, utilizando o mesmo protocolo, observamos resultados com
taxas de porcentagem variadas. Em S&o Paulo, foi encontrada 80,4% de
positividade em bezerros na cidade de Taiacu (SILVA et al., 2016). Machado et al.
(2015) obtiveram 94% de positividade para o agente em vacas leiteiras de Lins, Sao
Paulo e 38% positivas em Mambai, estado de Goids. Nos animais do presente
estudo, a quantificacdo média ficou entre 10° e 10’ cépias de fragmento de msp18
/uL de DNA, sendo que alguns animais, da raca Angus, apresentavam sinais
clinicos. Entretanto, bovinos de outras racas como o Nelore, por exemplo, mostram-
se menos susceptiveis a A. marginale. No Pantanal Sul-matogrossense, bovinos de
corte Nelore com riquettsemia média de 1,3x10° DNA/uL para bezerros e 3,9x10*
DNA/uL para vacas nao apresentavam sintomatologia clinica e foram considerados
nao anémicos (DE SOUZA-RAMOS et al., 2019). Silva et al. (2015) ao amostrarem,
no Rio de Janeiro, 20 animais provenientes de cruzamento entre Bos taurus taurus x
Bos taurus indicus, observaram riquettsemia média nos bovinos com infecgéo
cronica entre 2,06x10° DNA/UL e 8,76x10° DNA/uL, sendo que os animais nao
apresentavam sinais clinicos de anaplasmose. Comparando estas médias de
riquettsemia e, levando em conta as diferencas de adaptacdo ao clima entre as
racas bovinas, sugerimos que 0s bovinos da raca Angus, deste trabalho, sdo mais
susceptiveis a A. marginale do que bovinos de outras racas. A infestacdo por
carrapatos também pode ter contribuido para estes resultados. Os bovinos da raca
Angus sdo considerados mais susceptiveis a infestacdo por carrapatos, ao contrario

dos bovinos da raca Nelore. Estes possuem glandulas sebaceas que produzem
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substancia repelente, além de possuirem mais mastécitos e eosindfilos, que
garantem uma menor susceptibilidade a A. marginale.

Com base no gene msp1a, o qual mostra-se como principal marcador de
estabilidade genética na identificacdo geografica da bactéria (SILVA et al., 2016), foi
possivel observar grande diversidade de estirpes encontradas nos bovinos
amostrados. Diferente do que foi visto no Pantanal sul-matogrossense (DE SOUZA-
RAMOS et al., 2019) e em Taiacu, Sdo Paulo (SILVA et al., 2016), localidades onde
0 genotipo mais comumente encontrado foi o E, no presente trabalho notamos a
presenca de diferentes genotipos, entre eles o G, F, C e, com uma maior frequéncia,
0 genotipo H (Figura 7). Nenhum dos animais amostrados era importado. Desta
forma, pode-se inferir que a area geografica e a raca dos animais podem ser fatores
determinantes para esta diferenca entre as frequéncias dos genoétipos encontrados.
Pela classificacdo de genotipo proposta por Estrada-Pefia et al., (2009) também foi
possivel observar diferentes genétipos nas amostras entre as quatro colheitas. Estes
genatipos, diferentes a cada colheita, podem indicar um alto nivel de mutacdo da
bactéria A. marginale ou, ainda, uma alta variabilidade da bactéria presente nos
bovinos da regido estudada devido as proteinas de superficie MSP2 e MSP3. A
MSP2 é codificada por grandes familias polimérficas de multiplos genes na espécie
A. marginale. Com essa caracteristica a proteina favorece a persisténcia da bactéria
no organismo do hospedeiro (DE LA FUENTE et al., 2001; BRAYTON et al., 2005;
BATTILANI et al., 2017).
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Figura 7. Mapa com estudos conduzidos no Brasil com a classificacdo de gendétipos
segundo Estrada-Pefia et al. (2009). Trabalhos de: Taiacu — SP (Silva et al., 2016);
Pantanal Sul-matogrossense (Souza-Ramos et al., 2019); Mambai — GO (Machado et
al., 2015); Lins — SP (Machado et al., 2015); Rio de Janeiro - RJ (Silva et al., 2015); S&o
Luis — MA (Gomes et al., 2020 — em andamento); Minas Gerais (Pohl et al., 2013).

A inferéncia filogenética feita para este estudo nos deu algumas informagdes
gue podem ser levadas em consideragdo, como por exemplo: as estirpes, sendo
elas sequéncias clonadas e ndo clonadas, que continham repeticbes em comum se
posicionaram proximas na arvore filogenética. Além disto, algumas das sequéncias
ficaram dispostas proximas a sequéncias provenientes dos Estados Unidos, Porco

Rico e México. Silva et al., (2015) também obtiveram estirpes préximas
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filogeneticamente de sequéncias identificadas em Porto Rico. Outros clusters
posicionaram-se proximos a sequéncias de Minas Gerais, Parana e do Pantanal -
Sul Matogrossense. Em Taiacu, trés estirpes foram submetidas a inferéncia
filogenética e suas posicdes foram proximas a sequéncias de Minas Gerais, S&o
Paulo e Argentina (SILVA et al., 2016). Apesar da inferéncia filogenética contendo
dados de varias regifes ndo ser o mais indicado, as informa¢des nelas contidas
podem nos dar uma ideia de como as estirpes se posicionam em cada localidade.
Pela técnica de clonagem identificamos diferentes estirpes de A. marginale
presentes em um mesmo bovino em uma determinada colheita. Segundo Ueti et al.,
(2012) tal fendbmeno € chamado de superinfeccdo (ou coinfec¢ao), por meio do qual
uma segunda estirpe, geneticamente distinta da primeira, infecta um animal que ja
desenvolveu uma resposta imunoldgica para a estirpe primaria. Notamos esta nova
infeccdo nos animais estudados, pois estes apresentaram de 1 a 3 repiques da
doenca ao longo dos meses observados. Animais que eram tratados e
posteriormente apresentaram repigue da doenca podem ter sido infectados por uma
estirpe distinta daquela anterior ao tratamento ou, entdo, uma estirpe primaria pode
ter sofrido uma mutacao e se transformado em uma nova estirpe. Vale ressaltar que
0s animais, durante as colheitas, estavam infestados por carrapatos (dados néao
mostrados), possibilitando a infec¢do, de maneira continua, por novas estirpes.
Também Ueti et al. (2012) conseguiram confirmar a hipétese de que a superinfeccdo
seria mais comum em regifes tropicais e em animais naturalmente infectados. Em
seu trabalho, tais autores compararam amostras provenientes de regides
temperadas e tropicais. Usando o gene msp7a como marcador, mais de 95% dos
animais da regiao tropical continham mais de um genatipo, indicando superinfeccao.
No Rio de Janeiro, foi possivel observar esta mesma tendéncia, onde os bovinos
apesentaram uma alta diversidade genética do gene msp7a ao longo de seus meses
de vida (SILVA et al., 2015). A clonagem, seguida pelo sequenciamento de produtos
de PCR, sdo ensaios importantes para a obtencao de resultados concretos para o
gene msp1a, pois assim € possivel saber se ha a presenca de multiplas infec¢des
em cada animal (HOVE et al., 2018). Segundo Hove et al. (2018), havia mais de um
gendtipo de A. marginale circulando entre os bovinos amostrados em nove

provincias da Africa do Sul, constatando que os genoétipos circulam entre os
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rebanhos de cada provincia e que novas repeticdes surgem, de maneira
independente, em bovinos de cada regido.

Durante a infeccdo por A. marginale no bovino, o agente parasita
exclusivamente os eritrécitos, os quais sdo, em um segundo momento, fagocitados
pelos macrofagos esplénicos. O sistema imune inato é responséavel pela primeira
resposta a presenca do patdgeno e, logo em seguida, os antigenos do patégeno sao
apresentados aos linfonodos, que por sua vez irdo ativar células B e T para que a
resposta adaptativa seja feita. Ha indicios de que patégenos podem imunossuprimir
as respostas dos linfonodos do animal infectado, causando uma perda de
linforreatividade e, por sua vez, incapacitando a resposta celular adaptativa
(BROWN, 2012). E conhecido que bovinos que apresentam uma infec¢do aguda por
A. marginale desenvolvem uma infecgcéo persistente com bacteremias variando ente
10% a 10’ de A. marginale por microlitro de sangue. Devido & natureza deste agente,
de ndo se replicar dentro de células que expressam moléculas de MHC, hipotetiza-
se que a protecdo para esta infeccdo demande tanto da resposta humoral
(anticorpos), quanto da resposta celular, através de células T auxiliares (CD4+)
(HAN et al.,, 2010; BROWN, 2012). Em sua revisdo, Brown (2012) apresentou
estudos onde foi possivel observar a queda da resposta por células T CD4+ depois
da infeccdo, assim como a falha em estabelecer uma memoria celular estavel
durante a infeccdo (ABBOTT et al.,, 2005; HAN et al., 2008; 2010). Isto nos faz
acreditar que os altos niveis circulantes de antigenos de A. marginale podem
provocar uma supressao no sistema imune adaptativo, levando o bovino a uma
infeccdo persistente. Além disto, variacfes nas proteinas de superficie MSP2, MSP3
e MSP1a também tém um papel importante na persisténcia do agente em bovinos
(PALMER et al., 2009). Sabe-se que bovinos infectados com A. marginale nao
apresentam uma imunossupressao generalizada e, tampouco, alteracées no niumero
de leucécitos e linfécitos, porém pode ocorrer a supressao de células T antigeno-
especificas (BROWN, 2012).

Neste trabalho o teste sorologico de ELISA indireto mostrou baixa
soropositividade dos animais, uma vez que o0s bovinos ndo apresentaram um alto
titulo de anticorpos anti-A. marginale, revelando uma resposta humoral reduzida.

Este resultado, juntamente com o0s constantes repiques da doenca nos bovinos
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amostrados, revela a presenca de uma infeccéo persistente, onde a protecao imune
humoral pareca nédo ter sido eficiente nos animais. Partindo para as possiveis
causas desta resposta imune deficitaria, podemos sugerir algumas hipoteses, como
a ndo expressao de alelos do complexo antigénico dos linfocitos bovinos (BoLA). Os
genes que fazem parte deste complexo medeiam a apresentacdo de antigenos para
as células T especificas (ANDERSON, 1990; LEWIN et al., 1999). A ndo expressao
de seus alelos poderia acarretar em uma resposta celular deficitaria, onde a
apresentacdo do antigeno ndo ocorreria e assim 0s animais ndo desenvolveriam

imunidade contra a bactéria.

O ensaio de iELISA utilizando antigeno total para a sensibilizacdo das placas
mostrou baixa soropositividade, ndo corroborando com estudos prévios feitos pelo
nosso grupo de pesquisa e utilizando o mesmo antigeno total, pertencente ao nosso
laboratério (SILVA et al., 2015; 2016; DE JESUS FERNANDES et al., 2019, DE
SOUZA-RAMOS et al., 2019). Braz Jr et al. (2000) desenvolveram um protocolo para
a deteccao de anticorpos anti-A. marginale em soros de bovinos utilizando antigeno
total. O que observou-se foi uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de
94,87% da técnica, sendo positivos todos 0s soros de bovinos naturalmente
infectados. Utilizando-se a proteina recombinante MSP5 como antigeno, houve
positividade muito baixa, resultados n&o observados em outros trabalhos
(KNOWLES et al., 1996; DE ECHAIDE et al.,1998; MARANA et al., 2009).
Entretanto, variacdes de ensaios sorolégicos se mostram eficazes para o
diagnéstico de anaplasmose, como o ELISA competitivo, que utilizando uma
proteina MSP5 recombinante (rMSP5-PR1) e anticorpos monoclonais, mostrou
sensibilidade de 98,9% e especificidade de 96,4% (MARANA et al., 2009). O gene
msp5 possui antigenicidade e conservacao dos seus epitopos, consequentemente é
bastante utilizado na deteccdo sorolégica de A. marginale. Visser et al. (1992) ja
haviam demostrado a presenca de um Unico gene conservado na proteina MSP5,

diferente do que observa-se em outras proteinas como a MSP13, MSP2 e MSP3.

Desta forma, hipotetizamos que a A. marginale, quando presente no animal,
imunossuprime a sua resposta. Quando comparamos com os estudos conduzidos

por Abbott et al., (2005) e Han et al., (2008, 2010), vemos que a presenca da
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bactéria pode interferir na resposta adaptativa celular, impedindo que o animal

combata, de maneira eficaz, a infecgéo.

7. CONCLUSOES

Uma alta diversidade genética de A. marginale foi observada em um rebanho
de corte da raca Angus em uma propriedade na cidade de Itl, estado de S&o Paulo,
com episodios frequente de surtos de anaplasmose clinica e com a descricdo de
novas estirpes, nao relatadas anteriormente. Ademais, o fenémeno de superinfeccao
foi demonstrado nos animais amostrados, com mais de uma estirpe circulante em
um mesmo animal. A soropositividade indicada pelo iELISA utilizando antigeno total
e a proteina de superficie MSP5 para A. marginale foi baixa, apesar dos animais
serem positivos nos ensaios de gPCR, mostrando assim uma possivel

imunossupressao causada pela presenca do patdégeno.
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