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DE PONTES, L.G. Aspectos Cruciais Sobre Doenças Em Búfalos 
Sorodoadores: Do Manejo Dos Animais À Identificação De Marcadores 
Moleculares De Sanidade. Botucatu, 2018. 96 p. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 
RESUMO 

O uso de animais de grande porte como sorodoadores tem se mostrado de 
grande importância para a produção do selante de fibrina do Centro de Estudos de 
Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP). O objetivo deste trabalho foi certificar um 
plantel de bubalinos, realizar uma investigação sobre os potenciais candidatos à 
biomarcadores de brucelose em soro de búfalos e evidenciar o isolamento e a 
quantificação pioneira de exossomos (EVs) do soro de bubalinos com theileriose e 
babesiose. Realizaram-se os seguintes testes sorológicos: brucelose (BRU), 
leptospirose (LEP), febre aftosa (FMD), rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR), diarréia 
viral bovina (BVD), varíola bovina (Pox) e tuberculose, língua azul (BTV), estomatite 
vesicular (EV) - sorotipos cocal (COCV) e alagoano (VSAV), leucose bovina (BLV), 
neospora (NC), toxoplasmose (TX) e testes bioquímicos laboratoriais. Todas as 
amostras de soro foram submetidas ao diagnóstico sorológico para detecção de 
brucelose, diagnóstico de reação em cadeia da polimerase para detecção de 
theileriose e babesiose, cromatografia líquida de afinidade, isolamento de exossomos, 
digestão de proteínas em solução, análise de espectrometria de massa e ferramentas 
de bioinformátca. Observamos um enriquecimento de 90,5% de proteínas nos soros 
de búfalos após este protocolo de depleção. A análise MS/MS evidenciou que as 
principais diferenças no proteoma dos animais com brucelose. No que se refere ao 
exossosmos isolados e quantififcados neste trabalho, nossa metodologia é fortemente 
encorajadas para o isolamento e caracterização de EVs em infecções por 
Apicomplexa em animais de fazenda. Concluímos que, este estudo em diferentes 
frentes como manejo, doenças infeciosas e doenças parasitárias pode ser empregado 
em pequenas propriedades e em escala nacional para o controle de doenças e 
notificação obrigatória e doenças de grande perda econômica. 
 
Palavras-chaves: Sorodoadores, Brucelose, Theileriose, Análise Proteômica, 
Shotgun, Vesículas Extracelulares. 
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DE PONTES, L.G. Crucial Aspects About Diseases in Buffalo Serum 
Donors: From Animal Management to Identification of Molecular 
Biomarkers Of Healthy. Botucatu, 2018. 96 p. Tese (Doutorado) - Faculdade 

de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 
ABSTRACT 
The use of large animals as sorbozers has been shown to be of great importance for 
the production of fibrin sealant from the Center for the Study of Venoms and 
Poisonous Animals (CEVAP). The objective of this work was to certify a flock of 
buffaloes, to conduct an investigation of the potential candidates for brucellosis 
biomarkers in buffalo serum and to evidence the isolation and the pioneer 
quantification of buffalo serum exosomes (EVs) with theileriose and babesiosis. The 
following serological tests were carried out: brucellosis (BRU), leptospirosis (LEP), 
foot-and-mouth disease (FMD), infectious bovine rhinotracheitis (IBR), bovine viral 
diarrhea (BVD), bovine pox (Pox) and tuberculosis, blue tongue (BTV), vesicular 
stomatitis (EV) - cocal (COCV) and alagoan (VSAV) serotypes, bovine leukosis 
(BLV), neospora (NC), toxoplasmosis (TX) and laboratory biochemical tests. All 
serum samples were submitted: 1) serological test; 2) Polymerase chain reaction; 3) 
Depletion; 4) Isolation of exosomes; 5) Mass spectrometry and 6) Analysis and 
interpretation of the data. The MS / MS analysis showed that the major differences in 
the proteome of animals with brucellosis. Regarding the isolated and quantified 
exosmos in this work, our methodology is strongly encouraged for the isolation and 
characterization of EVs in Apicomplexa infections in farm animals. We conclude that 
this study on different fronts such as management, infectious diseases and parasitic 
diseases can be used in small properties and nationally for the control of diseases 
and mandatory notification and diseases of great economic loss. 
 
Keywords: Serum Donors, Brucellosis, Theileriose, Proteomic Analysis, Shotgun, 
Extracellular Vesicles. 
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RESUMO 
 
Introdução 

O Selante de Fibrina Heterólogo é um produto biológico que consiste de uma 

serinoprotease extraída do veneno de Crotalus durissus terrificus e do crioprecipitado rico 

em fibrinogênio extraído do sangue de bubalinos Bubalus bubalis. O objetivo deste trabalho 

foi certificar um plantel bubalino para produção de selante, o qual atualmente, está sendo 

utilizado no tratamento de pacientes com úlceras venosas crônicas por meio de um Ensaio 

Clínico Fase I/II, em conformidade com as normas regulamentadoras da Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

 

Métodos 

Para este estudo utilizamos 29 machos e 28 fêmeas de Búfalos (Bubalus bubalis), 

com 18 meses de idade, foram avaliados por meio de exames clínico-laboratoriais e 

monitorados semestralmente entre 04/09/2014 e 27/03/2017. No início do manejo do 

rebanho, realizaram-se os seguintes testes sorológicos para melhor conhecer o estado 

sanitário dos animais: brucelose (BRU), leptospira (LEP), febre aftosa (FMD), rinotraqueíte 

infecciosa bovina (IBR), diarréia viral bovina (BVD), varíola bovina (Pox) e tuberculose, 

língua azul (BTV), estomatite vesicular (EV) - sorotipos cocal (COCV) e alagoano (VSAV), 

leucose bovina (BLV), neosporose (NC), toxoplasmose (TX), tuberculose (TB) eimeriose (E) 

e pesquisa de ovos de estrongilídeos (POE). Testes bioquímicos laboratoriais para 

proteínas de fase aguda (haptoglobina e fibrinogênio) foram realizados semestralmente. As 

amostras que se mostraram positivas para hemoparasitas foram submetidas ao exame de 

reação em cadeia da polimerase (PCR) para confirmação da infecção parasitária. 

 

Resultados 

Os resultados preliminares evidenciaram que, nenhum animal foi positivo para 

tuberculina. Oito foram positivos para Eimeriose e cinco para pesquisa de ovos de 
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estrongilídeos. Em relação aos testes sorológicos: nenhum animal foi reativo para FA, Pox, 

BTV, EV, BLV e LEP. O teste para brucelose (BRU) foi positivo para um, dois casos de IBR 

e seis de BVD. A toxoplasmose foi positiva em nove e, neosporose em 11 casos. As 

concentrações de haptoglobina determinadas durante todo o estudo para animais 

saudáveis variaram de 5,3 à 12,7 mg/dL. Durante o estudo, quatro animais apresentaram 

hemocultura positiva para Theileria spp., cinco para Babesia bovis e quatro para Theileria 

spp. e Babesia bovis. No surto de anaplasmose ocorrido em 02/02/2016, determinou-se 

que, a amplitude de variação da haptoglobina para animais saudáveis é de 11,6 à 19,7 

mg/dL. Paralelamente, evidenciou-se também que após o surto, os valores de fibrinogênio 

no sangue dos animais, variaram de 405,53 a 1.168,70 com uma média de 728,61 mg/dL. A 

margem de segurança para animais saudáveis variou de 400 a 785,5 mg/dL. A reação de 

PCR confirmou a presença dos hemoparasitos de Theileria spp e Babesia bovis.  

 

Conclusões 

O manejo de búfalos é complexo, requer reavaliações periódicas, sendo necessário 

um marcador sensível. A análise da proteína de fase aguda haptoglobina, juntamente com 

testes clínicos e laboratoriais, permitiu estabelecer limites matemáticos confiáveis para a 

saúde animal, bem como mostrar que os búfalos doentes eram exceções. 

 

Palavras-chave: Búfalos, Manejo, Proteína de fase aguda, Haptoglobina, Saúde animal. 
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ABSTRACT 

Background 

The heterologous fibrin sealant is a biological product consisting of a serinoprotease 

extracted from the venom of Crotalus durissus terrificus and a fibrinogen-rich cryoprecipitate 

extracted from the blood of buffaloes Bubalus bubalis. The objective of this study was to 

certify a buffalo herd for sealant production and subsequent treatment of patients with 

chronic venous ulcers in a phase I/II clinical trial, in compliance with the Brazilian Health 

Regulatory Agency (ANVISA) regulatory norms.  

 

Methods 

Fifty-seven buffaloes (Bubalus bubalis), 29 males and 28 females, 18 months of age, 

were evaluated by means of clinical and laboratorial exams and monitored semiannually 

between 09/04/2014 and 03/27/2017. The following serological tests were performed: 

brucelosis (BRU), leptospira (LEP), foot mouth disease (FMD), infectious bronchitis rhinitis 

(IBRF), bovine pox (Pox) and tuberculosis, bluetongue virus (BTV), vesicular stomatitis (EV) 

- cocal (COCV) and alagoano (VSAV) serotypes, bovine leukosis virus (BLV), neosporosis 

(NC) and stronylid egg research (POE). Laboratory biochemical tests for acute phase 

proteins (haptoglobin and fibrinogen) were performed semiannually. Samples that were 

positive for hemoparasites were submitted to a polymerase chain reaction (PCR) test to 

confirm the parasitic infection. 

 

Results 

The preliminary results evidenced that no animal tested positive for tuberculin. Eight 

were positive for Eimeria and five for stronylid egg research. Regarding the serological tests: 

no animals were reactive for FA, Pox, BTV, EV, BLV and LEP. The test for BRU was positive 
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for one, two IBR and BVD 6 cases. Toxoplasmosis was positive in nine and neosporosis in 

11 cases. The haptoglobin concentrations determined throughout the study for healthy 

animals ranged from 5.3 to 12.7 mg / dL. During the study, four animals showed positive 

blood culture for Theileria spp., five for Babesia bovis and four for Theileria spp. and Babesia 

bovis. In the outbreak of anaplasmosis that occurred on 02/02/2016, it was determined that, 

the range of variation of haptoglobin in the healthy animals ranged from 11.6 to 19.7 mg/dL. 

At the same time, it was also evidenced that after this outbreak, the values of fibrinogen in 

the blood of the animals ranged from 405.53 to 1,168.70 with an average of 728.61 mg/dL. 

The safety margin for healthy animals ranged from 400 to 785.5 mg/dL. The PCR reaction 

confirmed the presence of Theileria spp and Babesia bovis hemoparasites. 

 

Conclusions 

Buffalo management is complex, requiring periodic reevaluations, requiring a sensitive 

marker. The analysis of the acute phase protein haptoglobin, together with clinical and 

laboratory tests, allowed to establish reliable mathematical limits for animal health, as well as 

to show that the buffalo patients were exceptions. 

 

Keywords: Buffaloes, Management, Acute phase protein, Haptoglobin, Animal health.  
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1. INTRODUÇÃO 

Existem cerca de 158 milhões de búfalos de água (Water buffalo) no mundo, 

sendo que 97% deles estão na Ásia1,2,3. Os búfalos são uma espécie chave para os 

pequenos produtores nos países em desenvolvimento4 e um recurso importante 

para obtenção de fibrinogênio na produção do selante de fibrina heterólogo, 

atualmente 5,6. Búfalos domésticos têm distribuição global e são encontrados em 

129 países, principalmente tropicais e subtropicais7,8. Há muitos paises onde os 

búfalos são mais importantes que o gado bovino, como Índia e Paquistão e, isso se 

deve a grande habilidade de adaptação, elevada fertilidade e longevidade produtiva 

destes animais9.  

Segundo censo do IBGE de 2016 e o Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatistica da produção pecuária brasileira, estima-se que no Brasil, a criação de 

bufalo tem um crescimento anual de 4,7%10. Do total de 1,5 milhões de cabeças, a 

região Norte do Brasil concentra 64,3% destes animais11. O manejo sanitário para a 

produção de búfalos varia amplamente em diferentes países, dependendo da 

economia local, clima, geografia, sistemas de cultivo, tamanho das fazendas e 

objetivo principal para a produção de búfalos: leite, carne ou sorodoadores 12-14.  

A matéria-prima de origem animal possui um mercado promissor por ser o 

início da linha de produção para as indústrias e centros de pesquisas em 

biotecnologia15. O Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP) 

da UNESP produz atualmente, o Selante de Fibrina Heterólogo, o qual atua como 

cola biológica em procedimentos cirúrgicos e também, no tratamento de úlceras 

venosas crônicas. A equipe de pesquisadores do CEVAP propôs a prospecção de 

um selante de fibrina a partir de uma serinoprotease extraída do veneno da serpente 

Crotalus durissus terrificus associada ao crioprecipitado rico em fibrinogênio 
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extraído de bubalinos. Segundo Thomazini-Santos e colaboradores (1998), o 

plasma de búfalos da espécie Bubalus bubalis apresenta uma concentração de 

fibrinogênio superior aos demais animais analisados (ser humano, bovinos, equinos 

e ovinos) e o tempo de coagulação próximos ao obtidos nas amostras de seres 

humanos
16

.  

A incorporação de tecnologia no campo é fundamental para obtenção de 

aumento de produtividade17,18. Pesquisas realizadas nas últimas décadas 

mostraram que o manejo sanitário19 adequado de acordo com os Programas 

Nacionais de Saúde Animal do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), o rastreamento de doenças por testes bioquímicos e a quantificação de 

proteínas de fase aguda20 poderão fornecer informação úteis no diagnóstico, 

prognóstico e monitoramento de doenças em búfalos no Estado de São Paulo 21,22. 

Esta conduta permitirá: a) a eutanásia de animais que tenham doenças de 

notificação obrigatória como brucelose23 e tuberculose 24, as quais são responsáveis 

por abortos e febre, emagrecimento e aumento de linfonodos, além de outros sinais 

clínicos que provocam reduções significativas na produtividade25 de insumos destes 

animais e, b) garantir a eutanásia de animais com processos inflamatórios, muitas 

vezes não detectáveis por exames clínicos por médicos veterinários26, como mastite 

subclinica27 e hemoparasitas28 (Theileria e Babesia) por serem de difícil diagnóstico 

em búfalos, animais muito robustos29. 

Sabe-se que a haptoglobina é uma das proteínas de fase aguda em ruminantes30 que 

podem ser utilizadas para monitorar a saúde de animais de grande porte. A dosagem da 

haptoglobina é uma análise de baixo custo pesquisada na clínica médica animal como 

biomarcador precoce de processos inflamatórios31, infecciosos32, danos teciduais33 e 

condições de estresse34. Isto se deve ao fato de suas concentrações sanguíneos se 
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apresentarem < 0,1 g/dL em bovinos saudáveis e se elevarem em mais de 100 vezes 

durante a ocorrência das condições patológicas, antes mesmo que surjam sinais 

clínicos e ocorram alterações no leucograma 36-38. Com estas características, a 

haptoglobina apresenta um alto potencial para uso em diferentes segmentos da 

cadeia produtiva pecuária brasileira 39,40.  

Portanto, o objetivo deste trabalho foi certificar a sanidade de um rebanho 

bubalino para produção de selante, o qual esta sendo utilizado no tratamento de 

pacientes com úlceras venosas crônicas em um ensaio clínico de Fase I/II, em 

conformidade com as normas regulamentadoras da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA).  

 

2. MÉTODOS  

2.1. Declaração de ética do uso de animais 

Todas as etapas experimentais foram realizadas com a aprovação do Comitê 

de Ética em Uso de Animais da Faculdade de Medicina, através do projeto de 

pesquisa intitulado "Busca por marcadores moleculares para tuberculose e 

brucelose no plasma de bubalinos" sob certificado nº 1134/2015 - CEUA. O 

manuseio e cuidado dos animais foram realizados por uma equipe de profissionais.  

 

2.2. Animais 
Cinquenta e sete bubalinos da espécie Bubalus bubalis, sendo 29 machos e 

28 femeas da raça Murrah, de 18 meses de idade, não lactantes, pertencentes à 

Fazenda localizada na Latitude: -22.8744/Longitude: -47.9964 Pereiras, SP 

(propriedade privada) foram selecionados para doadores de sangue deste estudo 

durante o período de 04/09/2014 e 27/03/2017. Estes animais foram criados em 
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pastagem suplementada com silagem de milho (Zea maiz L.) e feno de Tifton 85 

(Cynodon spp.), com água potável e sal mineral "ad libitum", apresentando escore 

corporal entre 3 e 4 na escala de 1 a 5. Todas as condições de manejo e sanidade 

dos búfalos, que incluem esquemas de vacinação e controle de endo e 

exoparasitas, foram realizadas de acordo com os Programas Nacionais de Saúde 

Animal - Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). Os critérios 

para seleção dos animais para este experimento foram: negativos para todas as 

doenças supracitadas, ausência de lesões e/ou processos infecciosos e escore 

corporal adequado.  

 

2.3. Coleta de sangue 

As amostras de sangue dos animais foram obtidas através de punção da veia 

jugular externa por meio de agulhas estéreis em tubos sem anticoagulante BD 

Vacutainer® e em tubos com citrato de sódio 10% (v/v) da BD Vacutainer®. Após a 

centrifugação dos tubos à 1.500g durante 15 minutos, as amostras de soro e plasma 

foram armazenadas em freezer -80oC 41. 

 

2.4. Análises Bioquímicas e de Microscopia óptica 

As análises descritas a seguir foram realizadas na Fazenda Privada onde se 

encontravam os animais, no Instituto Biológico de São Paulo, SP e no Centro de 

Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP), Botucatu, SP. Para melhor 

visualização das etapas experimentais, numeramos as análises de 1 a 13:   

1) O teste de tuberculina foi realizado através da injeção intradérmica do 

derivado protéico purificado 42-44 nos búfalos. Após 48 horas, a reação tuberculínica 

foi medida pelo aumento da espessura da dobra de pele;  
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2) O teste de contagens de oocistos por grama (OPG) foi realizado para 

identificação de Eimeria spp 45 por microscopia ótica sob objetiva de 40x;  

3) Pesquisa de ovos de estrogilídeos (POE) foi realizada nas fezes por 

microscopia ótica sob objetiva de 40x 46;  

4) Para detecção de anticorpos contra Brucella abortus foram realizadas as 

provas imunológicas de soroaglutinação47,48. A realização e a interpretação das 

provas de soroaglutinação lenta em tubo (SAL), 2-mercaptoetanol (2-ME) e antígeno 

acidificado tamponado seguiram as recomendações de Abertnethy et al. (2012)49, 

respeitando a metodologia de interpretação contida no Regulamento Técnico do 

Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose - 

PNCEBT, publicado, inicialmente, na Instrução Normativa No2, de 10 de janeiro de 

200150, onde os resultados da 2-ME e da SAL são avaliados juntos; 

5) Para  detecção de anticorpos contra Leptospira spp. foi realizado o teste 

de soroaglutinação microscópica 51;  

6) Realizou-se o diagnóstico sorológico de febre aftosa pelas técnicas de 

ELISA3ABC e eletroimunotransferencia (EITB). Este teste sorológico segue o 

programa nacional de erradicação da febre aftosa/MAPA e Organzação Mundial de 

Saúde Animal/OIE 52. 

7) O teste sorológico para IBR/IPV foi realizado por meio da técnica de 

virusneutralização, conforme descrito no manual de técnicas diagnósticas e vacinas 

da OIE. Este protocolo para IgG é usado nos países que usam vacina deletada, no 

continente europeu 53. 

8) No diagnóstico diferencial da varíola bovina, levou-se em consideração as 

seguintes patologias: A presença de vaccínia, pseudovariola bovina54,55  
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9) O diagnóstico laboratorial para Língua azul foi realizado pela detecção de 

anticorpos específicos pela técnica de ELISA  (Blue tongue  vírus) 56-58;  

10) O diagnóstico sorológico de Estomatite vesicular foi realizado por 

virusneutralização para os seguintes sorotipos: cocal e  alagoas 59,60;     

11) Para o diagnóstico de leucose bovina, realizou-se a identificação de 

anticorpos específicos contra a glicoproteína 51 do BLV pela técnica de ELISA 61,62;  

12) A determinação das concentrações de haptoglobina foi realizada no 

soro67; 

 13) A determinação do fibrinogênio foi realizada no plasma através do 

método de  coagulometria 68.  

 

2.5. Hemocultura de parasitas 

Na capela de fluxo laminar, as amostras de sangue foram separadas em três 

tubos de ensaio contendo 5 mL de meio LIT (Liver Infusion Tryptose). Em cada um 

dos tubos, foram inoculados plasma, camada de leucócitos e hemácias 69-71, 

respectivamente. As hemoculturas foram mantidas em estufa à 28-30ºC. Após 15 

dias da inoculação, foi realizada a primeira leitura, retirando-se de cada tubo, uma 

alíquota de três microlitros e inseridas entre uma lâmina e uma lamínula. A 

observação da presença de hemoparasitas foi realizada sob microscopia óptica com 

uma objetiva de 400X. 

 

2.6. Extração do DNA das amostras de sangue  

Todas as porções de sangue da hemocultura (camada de leucócitos, plasma e 

sedimento de hemácias) foram adicionadas em um único tubo, centrifugadas e 

lavadas várias vezes com PBS pH 7,2, a fim de promover a concentração dos 
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parasitas. Após esse procedimento, o DNA de cada amostra foi extraído. A 

purificação do DNA sanguíneo foi realizada utilizando o kit comercial da marca 

Illustra Blood GenomicPrep (GE Healthcare®), seguindo as recomendações do 

fabricante. Os DNAs foram mantidos a -20°C até o momento do uso 72. 

 

2.7 Quantificação do DNA extraído das amostras de sangue 

A quantificação do DNA extraído das amostras de sangue foi realizada utilizando o 

equipamento Quantifier (Nanovue, GE Healthcare Bio-Sciences®/UK). Após a 

calibração, 2 μL de cada amostra de DNA extraída foram adicionados e a leitura foi 

acionada pelo software próprio do fabricante para a obtenção dos resultados73. 

 

2.8 PCR para Theileria spp. e Babesia Bovis em búfalos 

Para realizar PCR para Theileria spp. e Babesia bovis, foram inicialmente 

selecionados vinte amostras de DNA de animais positivos em hemocultura. Apenas 

as amostras de Theileria spp. foram submetidos ao ensaio de nested PCR78. Os 

dois pares de primers utilizados nesta etapa experimental foram descritos na Tabela 

1. 

Tabela 1: Sequências do conjunto de primers utilizados para detecção de DNAs de hemoparasitas 
 
Pathogen Target gene  Assays  Oligonucleotide sequences (5' > 3') Product size (bp) Reference 

Theileria  - 18S rRNA PCR 5 ́- GAAACGGCTACCACATCT -3`  778pb [78] 

  5 ́-CGCCTATTCTAACTTGACCTGAAT-3`    

 nPCR 5 ́- TTAAACCTCTTCCAGAGT - 3`  581pb [78] 

  5 ́- TCAGCCTTGCGACCATAC� - 3`   

B.bovis - GAU9/GAU10 PCR 5´- CTGTCGTACCGTTGGTTGAC -3´ 541pb [79] 

  5´- CGCACGGACGGAGACCGA -3´    

 

Um teste inicial também foi realizado para determinar a sensibilidade das 

técnicas de PCR e nPCR para Theileria  e B. bovis 78,79. Posteriormente, foram 
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testadas diferentes temperaturas de anelamento: 55, 56, 57, 58, 59 e 60oC; e 

diferentes concentrações de Cloreto de Magnésio (MgCl2): 1,5 mM, 1,75 mM, 2,0 

mM e 2,5 mM; além de diferentes concentrações de primers: 0,12μl, 0,16μl, 0,4μl e 

0,6μl . Após os resultados das análises, os testes de sensibilidade da técnica foram 

feitos para os dois agentes. Todos os reagentes usados nessas reações foram 

produzidos pela Invitrogen®. Na segunda reação (nPCR), 1μL do produto da 

primeira reação e as mesmas concentrações de todos os reagentes mencionados 

acima foram utilizados em um volume final de 50μL de mistura. Os produtos das 

reações foram submetidos à eletroforese em gel de agarose à 1,3% (m/v) em 

tampão TBE com padrão de massa molecular de 100pb (Ludwig Biotec®). 

Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etídio  na concentração de 

0,4 μg/mL (Invitrogen®) e visualizados sob transiluminador UV (BioRad®), sob 

comprimento de onda 296nm80. 

 

2.9 Eletroforese em gel de agarose para análise de PCR 

Alíquotas de 10μL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 2μL 

da solução azul de bromofenol, as quais foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose à 1,3% (m/v) em tampão Tris-borato-EDTA (TBE) à 0,5% (v/v)74. O gel de 

eletroforese foi preparado com 1,5 g de agarose pura em 50 mL de tampão Tris-

EDTA-Borato 0,5X (TBE)75. A agarose foi dissolvida em TBE pré-aquecido e o gel 

corado em solução Syber Safe®. A corrida foi realizada à 100 volts por 50 minutos 

(Electrophoresis Power Supply EPS 301). Ao final, as bandas foram visualizadas em 

ultravioleta transiluminado, com filtro de 300nm (MS Major Science® UVDI) 76. Para 

o padrão de massa molecular, foi utilizada a Escada de DNA (LowRanger 100bp 

DNA Ladder / NORGEN). A visualização das bandas no gel e a fotodigitalização 



 
Tese de Doutorado                                                                                               Letícia Gomes de Pontes 

14 
 
 

foram realizadas sob transiluminação com luz ultravioleta (296nm) 77. 

 

2.10 Análises Estatísticas 

Uma análise descritiva dos resultados foi realizada a partir da construção de 

uma banco de dados no programa Microsoft Office Excel®, onde foram depositados 

todos os resultados, bem como as características epidemiológicas dos animais do 

estudo. Os dados obtidos foram analisados utilizando ANOVA e, os testes de Tukey 

foram utilizados para avaliar o efeito do tratamento, com diferenças consideradas 

significativas quando p<0,05. Para aquisição da matriz de análise, normalizou-se os 

dados obtidos e submetemos os dados aos seguintes testes: Kolmogorov-Smirnova e 

Shapiro-Wilk 81.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Animais e Testes sorológicos 

Dentre os 57 animais avaliados durante este estudo, todos foram negativos 

para qualquer alteração clínica em seu estado sanitário durante este projeto 

(04/09/2014 and 27/03/2017) e as funções vitais (freqüência respiratória, batimentos 

cardíacos, movimentos ruminais e temperatura corporal) permaneceram dentro dos 

limites fisiológicos 82-84 .  

O diagnóstico sanitário inicial do rebanho foi realizado com testes pertencentes 

a plataforma de provas imunológicas de soroaglutinação, ELISA3ABC e EITB, 

ELISA, virusneutralização e  detecção de anticorpo no mês de setembro de 2014. 

Estes testes foram capazes de identificar as principais doenças de notificação 

obrigatória e de grande impacto econômico, dos quais resultaram os dados 

demonstrados na Tabela 2. 
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Tabela 2: Resultados dos exames sorológicos e parasitológicos para avaliar a sanidade do rebanho de Bubalus bubalis da propriedade particular situada na 
cidade de Pereiras, SP, Brasil, em setembro de 2014. 

    PPD  COPROLÓGICO  SOROLÓGICO 
      Bactérias  Vírus  Parasito 

N° Sexo LVB/14 Colheita TB  EIM POE  BRU LEP  FA IBR BVD Pox BTV EV BLV  NC TX 
   COCV VSAV  

1 F 18699 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
2 M 18700 4/9/2014 NR  200 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
3 F 18701 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
4 M 18702 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR 2,2 NR NR NR NR NR  NR NR 
5 M 18703 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
6 M 18704 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
7 M 18705 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR 1 NR NR NR NR NR  NR R 
8 F 18706 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR R 
9 F 18707 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 

10 M 18708 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
11 F 18709 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
12 F 18710 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
13 F 18711 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
14 M 18712 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
15 F 18713 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
16 F 18714 4/9/2014 NR  0 0  R NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
17 F 18715 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
18 M 18716 4/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
19 M 18717 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
20 M 18718 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
21 F 18719 4/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
22 F 18720 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR R 
23 F 18721 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR 0,3 NR NR NR NR NR NR  NR NR 
24 M 18722 30/9/2014 NR  0 50  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
25 M 18723 4/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
26 F 18724 4/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR 2,2 NR NR NR NR NR  NR R 
27 F 18725 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
28 M 18726 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
29 F 18727 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
30 M 18728 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
31 M 18729 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR 3,1 NR NR NR NR NR  R NR 
32 M 18730 4/9/2014 NR  0 50  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
33 M 18731 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
34 F - - NR  ISF ISF  ISF ISF  ISF ISF ISF ISF ISF ISF ISF ISF  NR NR 
35 F 18732 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR ISF ISF NR  NR R 
36 F 18733 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 
37 M 18734 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR ISF ISF NR  NR R 
38 M 18735 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR ISF NR NR NR  NR R 
39 F 18736 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR ISF NR NR NR NR NR  R R 
40 F 18737 4/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
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N°: Número individual do brinco da orelha esquerda. LVB/14: Identificação laboratorial do Instituto Biológico de São Paulo. PPD: Derivado de Proteína Purificada 
(Tuberculina). TB: Tuberculose. EIM: Eimeria spp (OPG). POE: Estrogilídeos (POE). BRU: Brucela spp. LEP: Leptospira. FA: Febre Aftosa. IBR: Rinite Bronquite 
Infecciosa. Pox: Varíola Bovina. BTV: Língua Azul (Blue tongue vírus). EV: Estomatite Vesicular. COCV: Sorotipo Cocal. VSAV: sorotipo Alagoas. BLV: Leucose 
Enzoótica Bovina. NC: Neosporose - Neospora caninum (RIFI). TX: Toxoplasmose (RIFI). M: Macho. F: Fêmea. NR: Não Reagente. R: Reagente (positivo). ISF: 
Amostra Insuficiente. Positividade para alguma das doenças em análise está em vermelho. Positividade para doença de notificação obrigatória. EM NEGRITO: fêmea 
livre das doenças analisadas - animal doador. 
 

 

 
 

41 F 18738 4/9/2014 NR  0 50  NR NR  NR NR 1,9 NR NR NR NR NR  NR NR 
42 M 18739 4/9/2014 NR  0 150  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
43 F 18740 30/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
44 M 18741 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
45 M 18742 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR ISF NR NR NR  NR NR 
46 M 18743 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR 0,3 NR NR ISF NR NR NR  NR NR 
47 F 18744 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
48 M 18745 30/9/2014 NR  50 0  NR NR  NR NR NR NR ISF NR NR NR  NR NR 
49 M 18746 30/9/2014 NR  ISF ISF  NR NR  NR NR NR NR ISF ISF ISF NR  NR NR 
50 F 18747 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
51 F 18748 30/9/2014 NR  0 150  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
52 F 18749 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
53 M 18750 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R R 
54 M 18751 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
55 M 18752 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  NR NR 
56 M 18753 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR 1,6 NR NR NR NR NR  NR NR 
57 F 18754 30/9/2014 NR  0 0  NR NR  NR NR NR NR NR NR NR NR  R NR 

                       



 
Tese de Doutorado                                                                                               Letícia Gomes de Pontes 

18 
 
 

Trinta e três animais enumerados por 1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 16, 17, 18, 21, 24, 

25, 22, 23, 26, 32, 31, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 48, 46, 51, 53, 56 e 57 

apresentaram positividade para alguma das doenças analisadas no início do projeto 

e, consequentemente, foram afastados do rebanho principal. Os demais ensaios 

bioquímicos e moleculares como dosagem de fibrinogênio, haptoglobina e reação 

em cadeia da polimerase foram realizados em todos os 57 animais para que 

pudéssemos ter segurança que os animais não tivessem qualquer doença 

infecciosa e/ou parasitária não detectada pelos ensaios sorológicos para chegarmos 

à um perfil diagnóstico ideal a indicarmos os animais soro doadores finais.  

 

3.2 Análises Diagnósticas 

3.2.1 Tuberculina 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento do Brasil recomenda 

que a leitura do teste tuberculínico 85, em bovinos e bubalinos, deve ser realizada 72 

horas (± 6 horas) após a aplicação da tuberculina 85 .   

A reação tuberculínica medida pelo aumento da espessura da dobra de pele 

atingiu o ponto máximo em 48 horas após a inoculação da tuberculina, porém, não 

houve diferença estatística em relação à magnitude das reações observadas às 72 

horas. Segundo as orientações de Tizard 86 em conformidade com o recomendado 

no programa de brucelose e tuberculose/MAPA, todos os animais deste estudo 

foram considerados negativos para o teste de tuberculina.  

 

3.2.2 Eimeria spp.  

Oito animais enumerados por 2, 18, 21, 24, 25, 26, 43 e 48, neste estudo 

apresentaram positividade para pesquisa de ovos de estrongilídeos no exame 
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cropoparasitológico. Os animais criados no pasto estão mais sujeitos à 

contaminação através da ingestão de ovos nas pastagens contaminadas com 

oocistos esporulados (estágio infectante) 87-91 Em alta densidade populacional e 

criações intensivas, o que não ocorreu neste estudo.  

 

 3.2.3 Estrongilídeos 

Cinco animais foram diagnosticados com tricostrongilóides nos ensaios iniciais 

do manejo do rebanho. As helmintoses estão entre as doenças que mais afetam a 

produtividade dos ruminantes em várias regiões do mundo 92-96. Os índices elevados 

de infecção estão atribuídos às variações regionais e sazonais que dependem de 

vários fatores, como temperatura, umidade, regime pluvial, ecossistema, condições 

sanitárias e idade dos animais principalmente em bovinos e bubalinos, onde animais 

jovens são mais susceptíveis às infecções, assim colaborando na elevação dos 

índices de número de ovos 97-108.  

 

3.2.4 Brucelose  

No diagnóstico inicial, apenas um animal foi positivo para a doença de 

notificação obrigatória brucelose pelas provas de SAL, 2-ME e antígeno acidificado 

tamponado 109,110. No Brasil, está em vigor o Regulamento Técnico do Programa 

Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose 111, o qual obriga a 

vacinação, em todo território nacional, de todas as fêmeas das espécies bovina e 

bubalina, na faixa etária de três a oito meses, com a vacina B19, respeitando as 

normas definidas pelo Comitê de Especialistas em Padrões Biológicos da 

Organização Mundial da Saúde 112,113. O comitê de especialistas estabeleceu uma 

dose padrão de 40 a 120x109 bactérias viáveis por animal (injeção subcutânea) 114. 
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O PNCEBT não permite a vacinação de animais adultos, incluindo a B19, a qual 

induz o surgimento de títulos de anticorpos que podem dificultar o diagnóstico 115-117; 

desta forma, a única opção a ser tomada pelos proprietários do rebanho, é 

eutanasiar o animal (abate sanitário) 118-120. Sendo assim, o animal positivo deste 

projeto, foi eutanasiado logo após evidenciarmos sua positividade. 

 

3.2.5. Rinotraqueíte infecciosa bovina e diarréia viral bovina  

Doenças infecto-contagiosas animais como a rinotraqueíte infecciosa bovina 

(IBR) e diarreia viral bovina (BVD) estão disseminadas no rebanho nacional121. A 

BVD é uma doença causada por virus e causa grande impacto econômico 

principalmente na atividade leiteira122,123. A presença do vírus predispõe nestes 

animais a outros microorganismos oportunistas como IBR 124,126. Ambas as doenças 

provocam alterações nos sistemas respiratório e reprodutivo tais como: abortos, 

natimortos, má formação fetal e absorção embrionária 127,128.  

Neste estudo os índices de animais reagentes contra IBR e BVD foram de 

3,5% e 10,5%, respectivamente. Valores que atribuem um efeito negativo no índice 

de fertilizadade do rebanho. Estes resultados diferem dos observados em bovinos 

pois segundo Poletto e coladoradores 131, 32,84% dos animais positivos para IBR e 

29,41% para BVD em média ocorrem em rebanhos bovinos 132-134.  

 

3.2.6 Toxoplasmose 

No Brasil, poucos trabalhos foram realizados sobre ocorrência de anticorpos 

anti-Toxoplasma gondii em bubalinos 135,136. Alguns estudos demonstraram uma 

prevalência do agente em búfalos numa taxa inferior ao observado em bovinos137-

139. Em nosso estudo, nove animais foram detectados sororreagentes para 
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toxoplasmose, sendo assim, uma prevalência de 15,8% dos animais do rebanho. 

Fato que causa maiores índices de aborto e doenças congênitas o rebanho. Dados 

semelhantes aos obtidos por Barros e colaboradores 140 que evidenciaram um 

prevalência de 12,2% em búfalos sororreagentes para toxoplasmose no Paraná, SP. 

Acreditamos que esses achados são um incentivo para novas pesquisas, pois a 

maioria dos estudos indicam que a toxoplasmose é pouco disseminada entre 

bubalinos mas também muito pouco estudada141.  

 

3.2.7 Neosporose 

Bubalinos são susceptíveis à infecção por Neospora caninum 142. Em nosso 

estudo, identificamos positividade em 19,3%. Por não existir uma análise padrão 

para esse diagnóstico em bovinos e em búfalos, várias técnicas são utilizadas, 

sendo que os pontos de corte adotados, são diferentes dependo de cada autor, 

dificultam assim a comparação de resultados143,144,145. Há grande dificuldade em se 

ter um ponto de corte ideal para identificação de um bubalino infectado por N. 

caninum em diferentes regiões do país 146,147. Foram observados, na literatura 

investigada, que não existe ponto de corte determinado para neosporose, sendo 

necessário avaliar a sensibilidade da técnica 148-153. 

 
 

3.2.8 Hemocultura 

Dos 57 animais avaliados, 10 animais apresentaram hemocultura positiva para 

Theileria spp., quatro para Babesia bovis e cinco para ambas espécies parasitária. 

Estes resultados obtidos através da observação das hemoculturas por seis meses 

consecutivos a partir da coleta inicial do sangue dos animais. As culturas em que 

foram observadas a presença de anaplasmose foram repicadas em meio NNN-LIT 
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para manutenção dos parasitas e para a realização das demais provas diagnósticas 

(Figuras 1A e 1B). 

 

 

 

 
 

Figura 1: Hemocultura negativa (A) positivo para Babesia (B) de búfalo em meio LIT (Liver Infusion 
Tryptose). Microscopia óptica, aumento 1000X.  

 

As amostras de sangue consideradas positivas estão evidenciadas na Tabela 

3 e foram posteriormente submetidas ao teste de Reação da Polimerase em Cadeia 

(PCR) para avaliar a infecção por Theileria spp. e Babesia bovis.

A B 
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Tabela 3: Ensaio experimental de hemocultura individual para os animais 
estudados neste trabalho, seguidas da prova de PCR. 

Bufalos  DNA 
quantificação 

PCR positivo Sexo Idade 
(anos) 

Peso  
(kg)  

3 1.6 Theileria F 1,4 410 

8 1.6 Theileria F 1,7 480 

12  1.6 Babesia bovis F 1,5 445 

15 48.4 Theileria F 1,3 380 

17 41.8 Theileria F 1,5 455 

22 1.6 Theileria F 1,5 455 

24 6 Babesia bovis M 1,7 480 

26 54.8 Theileria F 1,5 440 

27 4.2 Theileria F 1,5 455 

34 5 Theileria F 1,7 500 

35 2.5 Theileria and 
Babesia bovis 

F 1,9 530 

36 2.1 Theileria F 1,5 440 

40 1.8 Theileria and 
Babesia bovis 

F 1,3 370 

41 3 Theileria and 
Babesia bovis 

F 1,7 500 

43 3 Theileria F 1,4 410 

47 4 Babesia bovis F 1,5 425 

50 3.7 Babesia bovis F 1,4 415 

51 4.3 Theileria and 
Babesia bovis 

F 1,4 400 

52 8.8 Theileria and 
Babesia bovis 

F 1,5 425 

57 2,5 Theileria F 1,8 520 

 

A tentativa de isolamento de protozoários flagelados da Theileria em bubalinos 

foi realizada de forma pioneira neste estudo, onde se pode constatar êxito nos 

resultados obtidos, conforme tabela 3. A técnica de hemocultura não é de predileção 

dos pesquisadores156, pois apresenta algumas limitações como a possível 

contaminação por bactérias e fungos, além do tempo dispendioso para obtenção de 

resultados 157. Contudo, devido aos poucos relatos de resultados positivos em 

búfalos, temos certeza que nosso estudo poderá auxiliar novas pesquisas na região.  
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3.2.9 Diagnóstico Molecular po Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

Um teste inicial também foi realizado para determinar a sensibilidade das 

técnicas de PCR e nPCR para Theileria  e B. bovis 78,79. Após o teste inicial 

evidenciamos: 

1) Técnicas de PCR para Theileria a melhor temperatura de anelamento 

foi 58oC; Cloreto de Magnésio (MgCl2): 1,5 mM; volume  do primer: 

0,12μl,  

2) Técnicas de nPCR para Theileria a melhor temperatura de anelamento 

foi 60oC; Cloreto de Magnésio (MgCl2): 1,5 mM; volume  do primer: 

0,12μl,.  

3) Técnicas de PCR para B. bovis a melhor temperatura de anelamento 

foi 59oC; Cloreto de Magnésio (MgCl2): 2,0 mM; volume  do primer: 

0,16μl.  

 

A técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir do sangue e as 

culturas em meio LIT foram realizada com os iniciadores 18SF/18SR, nPCR F/nPCR 

R para Theileria spp e GAU9/GAU10 (Internal Transcribed Spacer 1) para Babesia 

bovis, descritos por Cao et. al. 78 e Zanet et. al. 79, os quais amplificam sequências do 

hemoparasitas. Para Theileria spp,  utilizamos iniciadores com 778 pares de base 

(pb) no primeiro PCR e com produtos resultantes de 581pb no segundo nPCR 

(nested). Para Babesia bovis trabalhamos com 541pb.   
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Figura 2: Marcador molecular utilizado foi Low Rager 100bp DNA Ladder da empresa NORGEN (Lot 
# A4823A, n. catálogo 11500) com faixa molecular de 100bp à 2,000bp.  
 

 

 Segue a baixo os resultados obtidos no PCR para Theileria ssp (Figuras 3 a 

5).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) de produtos purificados a partir dos iniciadores 
18SF/18SR; 1 – marcador de massa molecular (100 pb); respectivamente: poço 2 = animal 3; poço 3 
= animal 8; poço 4 =animal 12; poço 5 = animal 15; poço 6 = animal 17; poço 7 = animal 21; poço 8 
=animal 22; poço 9 = animal 23; poço 10 =animal 27; poço 11 =animal 40; poço 12 =animal 41; poço 
13 =animal 43; poço 14 =animal 47; poço 15 =animal 51; poço 16 = controle positivo (Theileria) e 
poço 17 = controle negativo (água ultra-pura). 

778 pb 

1 

1 17 
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) de produtos purificados a partir dos iniciadores 
nPCR R e nPCR nested; 1 – marcador de massa molecular (100 pb); respectivamente: poço 2 = 
animal 3; poço 3 = animal 8; poço 4 =animal 12; poço 5 = animal 15; poço 6 = animal 17; poço 7 = 
animal 21; poço 8 =animal 22; poço 9 = animal 23; poço 10 =animal 27; poço 11 =animal 40; poço 12 
=animal 41; poço 13 =animal 43; poço 14 =animal 47; poço 15 =animal 51; poço 16 = animal 52; 
poço 17 = animal 53; poço 18 = animal 54; poço 19 = controle positivo (Theileria) e poço 20 = 
controle negativo (água ultra-pura). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) de produtos purificados a partir dos iniciadores 
GAU9/GAU10; 1 – marcador de massa molecular (100 pb); respectivamente: poço 2 = animal 3; 
poço 3 = animal 8; poço 4 =animal 12; poço 5 = animal 15; poço 6 = animal 17; poço 7 = animal 21; 
poço 8 =animal 22; poço 9 = animal 23; poço 10 =animal 27; poço 11 =animal 40; poço 12 =animal 
41; poço 13 =animal 43; poço 14 =animal 47; poço 15 =animal 51; poço 16 = controle positivo 
(Babesia Bovis) e poço 17 = controle negativo (água ultra-pura). 

778 pb 

581 pb 

1 20 

1 17 

541 pb 
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Tabela 4. Número de bovinos positivos e negativos à técnica de PCR para os iniciadores 
18SF/18SR, nPCR R/nPCR e GAU9/GAU10 a partir de amostras de hemocultura e sangue 
(análise em duplicata).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(*) amostra com quantidade insuficiente para realização do teste.

 Theileria  Th. nested Babesia bovis 
n  18SF e 18SR nPCR R e nPCR  Gau 9 e Gau 10 

 
1 Positivo  * Negativo 

3 Negativo Negativo Negativo 

8 Positivo  Negativo Negativo 

9 Positivo  * Negativo 

12 Negativo Positivo Positivo 
13 Positivo  * Negativo 

15 Negativo Positivo Negativo 

17 Positivo  Positivo Negativo 

21 Positivo  Positivo Negativo 

22 Positivo  Positivo * 

23 Negativo Positivo Negativo 

26 Negativo Positivo Negativo 

27 Negativo Positivo Positivo 
29 Negativo Positivo Positivo 
34 Positivo  Positivo Positivo 
35 Positivo  Positivo Positivo 
36 Positivo  Positivo Negativo 

39 Positivo  Positivo Positivo 
40 Negativo Positivo Negativo 

41 Negativo Positivo Positivo 
43 Negativo Negativo Negativo 

47 Negativo Positivo Positivo 
50 Negativo * Positivo 
51 Negativo Positivo Positivo 
52 Positivo  Positivo Positivo 
57 Positivo  * * 
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 No presente estudo, evidenciamos que 13 animais tiveram diagnóstico 

positivo para Theileria spp. e Babesia spp., respectivamente. Apenas quatro animais 

(animais de número 17, 21, 22, e 36) foram reativos para o primer 18SF/18SR 

(Theileria spp.) e nPCR R/nPCR (Theileria spp.), enquanto cinco animais (animais 

de número 12, 41, 47, 50 e 51) foram reativos para o primer GAU9/GAU10 (Babesia 

spp.) e quatro animais (animais de número 34, 35, 36, e 52) para todos os primers 

testados nesse estudo.  

Babesia spp. e Theileria spp. são protozoários transmitidos por carrapatos e 

capazes de infectar eritrócitos e/ou leucócitos de uma ampla variedade de animais 

domésticos e selvagens158-159. Algumas espécies do gênero Theileria, como T. 

annulata é altamente patogênica para bovinos e causam mortalidade significativa 

entre animais suscetíveis160,161. Theileria é considerada um excelente modelo 

esperimental para observação da relação parasita-hospedeiro, provavelmente por 

causa de uma longa relação evolutiva entre o parasita e o hospedeiro 162. No 

entanto, a doença clínica pode ocorrer em situações de estresse relacionadas com a 

translocação de animais selvagens 163. A theileria é transmitida pelo vetor, 

carrapato-de-boi (Boophilus microplus / Rhipicephalus microplus) é um carrapato da 

família dos ixodídeos, de ampla ocorrência na América do Sul 164. 

No Brasil, existem várias propriedades onde bovinos e búfalos vivem e pastam 

juntos, e assim, patógenos de búfalos podem ameaçar a saúde do bovino e vice-

versa 165. Portanto, o conhecimento de agentes infecciosos de búfalos é essencial 

para a manutenção de animais saudáveis166. A doença clínica causada pelos 

parasitas Theileria ssp e Babesia bovis no búfalo asiático não é comum, embora 

esses animais possam atuar como hospedeiros reservatórios e, a detecção desses 

hemoparasitos em búfalos é tão importante quanto em bovinos 167,168. 
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3.2.10 Haptoglobina sérica 

A resposta de fase aguda é uma reação inflamatória não específica do 

hospedeiro, que tem como objetivo impedir a ação do patógeno e o dano celular169. 

Na medicina humana e cada vez mais na medicina veterinária, a avaliação das 

concentrações destas proteínas plasmáticas, como a haptoglobina, proporcionam o 

diagnóstico e monitoramento de doenças cuja a causa é uma processo de 

inflamação aguda 170,171.   

Na espécie bovina, as proteínas de fase aguda que tem um aumento durante a 

inflamação são haptoglobina e o amilóide sérica A e, por este motivo são as 

proteínas mais avaliadas em bovinos, consequentemente em bubalinos172,173. As 

concentrações plasmáticas de haptoglobina aumentam em condições inflamatórias 

ou infecciosas 174,175. 

A determinação das concentrações séricas de haptoglobina neste estudo foi 

realizada utilizando a técnica de espectrofotométria176 durante os três anos de 

estudo a cada seis meses. Este ensaio não é específico para a espécie bubalina, 

mas é indicada para dosagem de haptoglobina em uma grande variedade de 

espécies, entre elas: humanos, camundongos, ratos, bovinos, felinos, caninos, 

suínos, ovinos, caprinos, equinos e coelhos 177-181.  

Em nosso estudo, ao realizarmos os testes periódicos em nosso rebanho de 

bubalinos sorodoadores para o selante de fibrina, evidenciamos um surto de 

anaplasmose em 02/02/2016, onde ao observar atentamente, os valores de 

haptoglobina, foi evidenciado que os valores variaram de 6,8 à 177,6 mg/dL, com 

uma média de 28,81 mg/dL. A margem de segurança para animais saudáveis variou 

de 11,6 a 19,7 mg/dL, segundo as análises estatísticas utilizadas neste estudo. Os 
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dados mencionados estão representados na Figura 6.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 

Figura 6: Valores de haptoglobina referência para búfalos saudáveis e doentes da propriedade 
privada situada na cidade de Pereiras, SP, após surto de anaplasmose no ano de 2016. 

 

3.2.11 Fibrinogênio  

Na medicina veterinária, o fibrinogênio plasmático é um importante parâmero 

para ser avaliado182. O fibrinogênio é uma proteína de coagulação (fator I da 

coagulação) 183. Também é chamado de proteína de fase aguda porque sua 

concentração no sangue aumenta em resposta a processos inflamatórios 184,185 e 

neoplásicos 186-187. Ele serve como substrato para a trombina, componente da 

cascata de coagulação188. A trombina age sobre o fibrinogênio no fluido tecidual e 

no plasma, produzindo a fibrina, que é depositada nos tecidos inflamados, formando 

uma barreira contra a disseminação da inflamação 189. Os bovinos com mastite190, 

Haptoglobina 
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fotossensibilização191 apresentam uma elevação de aproxidamente 146,5% nas 

concentrações plasmáticas de fibrinogênio. Em nosso estudo, evidenciamos que 

após um surto de anaplasmos em 02/02/2016, os valores de fibrinogênio, 

verificamos que os níveis variaram de 405,53 a 1.168,70 com uma média de 728,61 

mg/dL. A margem de segurança para animais saudáveis variou de 300 a 700 

mg/dL192. Os dados mencionados estão representados na Figura 7.  

 

 

 
 

Figura 7: Valores de fibrinogênio referência para búfalos saudáveis e doentes da 
propriedade particular situada na cidade de Pereiras, SP, após surto de anaplasmose no 
ano de 2016. 

 

 

4. CONCLUSÕES  

O manejo eficiente representado neste artigo é o ponto mais relevante na 

produção de búfalos sorodoadores da raça Murrah, discretas alterações 

caracterizadas por elevação nos valores de eimeria, tricostrongilóides, língua azul, 

Fibrinogênio 



Tese de Doutorado                                      Letícia Gomes de Pontes 
 

32 
 
 

leptospirose, toxoplasmose, neosporose e as proteinas de fase aguda, haptoglobina 

e fibrinogênio foram também quantificadas em um surto de theileriose e babesiose. 

O manejo de búfalos é complexo e requer reavaliações periódicas. As análises de 

haptoglobina e fibrinogênio, juntamente com testes clínicos e laboratoriais, 

permitiram estabelecer limites matemáticos confiáveis para a saúde animal de 

búfalos sorodoadores, bem como mostrar que os búfalos doentes eram exceções. 
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RESUMO 

Introdução 

Brucella spp. (B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. suis) é um patógeno intracelulares 

facultativos que causam a brucelose crônica em humanos e animais. A virulência de Brucella 

spp. depende primariamente de sua sobrevivência bem sucedida nas células do hospedeiro. Isto 

sugere que Brucella spp. seja capaz de regular sua adaptação metabólica em resposta ao 

hospedeiro. Uma investigação sobre os potenciais candidatos à biomarcadores de brucelose 

(ferramentas úteis para o diagnóstico clínico) em soro de búfalos utilizando análise proteômica 

pode contribuir para uma melhor compreensão de sua patogênese e resposta adaptativa. Neste 

artigo utilizamos cromatografia liquida de afinidade para remoção de albumina, proteina 

majoritária no soro, para que possamos observar possiveis marcadores diagnosticos para 

brucelose nas proteinas minoritárias.  

 

Resultados 

As principais diferenças no proteoma do soro de bufalos em estudo foram 12 proteínas 

reguladas positivamente [dentre elas hemoglobina B (gi|223864), beta-2-glicoproteína 1 

(gi|2506196), região constante da cadeia pesada de IgG3 (gi|1575493), hemoglobina B (gi| 

223864), imunoglobulina  (gi|98991288)] e 5 reguladas negativamente [dentre elas, precursores 

de ceruloplasmina (gi | 375065868)], pertencentes à interação proteína-proteína, metabolismo 

energético e transporte iônico. 

 

Conclusões 

Em conclusão, nossos resultados fornecem uma melhor compreensão das adaptações 

metabólicas da Brucella spp. em búfalos. A identificação de possiveis biomarcadores de 

brucelose em soro de búfalos utilizando análise proteômica é crucial para elucidar o processo 

infeccioso, a fim de controlar a brucelose, e facilitar a descoberta de alvos terapêuticos e vacinas 

eficazes.  

 

Palavras-chave: Brucelose, análise proteômica, biomarcadores moleculares, shotgun. 
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ABSTRACT  

Background 

Brucella spp. (B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. suis) is a facultative intracellular 

pathogen that causes chronic brucellosis in humans and animals. The virulence of Brucella 

spp. depends primarily on their successful survival in host cells. This suggests that Brucella 

spp. is able to regulate its metabolic adaptation in response to the host. An investigation into 

potential biomarkers of buffalo serum brucellosis using proteomic analysis (useful tools for 

clinical diagnosis) may contribute to a better understanding of its pathogenesis and adaptive 

response. In this paper we used liquid affinity chromatography to remove albumin, the major 

protein in the serum, so that we can observe possible diagnostic markers for brucellosis in 

the minority proteins. 

 

Results 

The major differences in the buffalo serum proteome under study were 12 positively 

regulated proteins [among them we have the hemoglobin B group (gi | 223864 [11]), beta-2-

glycoprotein 1 (gi | 2506196 [6+]), region IgG3 heavy chain constant (gi | 1575493 [1+]), 

hemoglobin B (gi | 223864), immunoglobulin heavy chain variable region (gi | 98991288), 

and negatively regulated [among them we have precursor ceruloplasmin (gi | 375065868 

[2+])], belonging to the protein-protein interaction, energy metabolism and ionic transport. 

 

Conclusion  

In conclusion, our results provide a better understanding of the metabolic adaptations 

of Brucella spp in buffaloes. The identification of possible brucellosis biomarkers in buffalo 

serum using proteomic analysis is crucial to elucidate the infectious process in order to 

control brucellosis and facilitate the discovery of effective therapeutic targets and vaccines. 

 

Keywords: Brucelosis, proteomic analysis, biomarkers, shotgun. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Brucella spp. é um patógeno intracelular facultativo que causa a brucelose, 

que resulta em aborto e infertilidade no hospedeiro natural1,2. Sua patogenicidade 

depende principalmente de sua capacidade de sobreviver e proliferar dentro de 

células do hospedeiro 3-5.   

No Brasil, Brucelose é de notificação obrigatória animais positivos devem ser 

abatidos imediatamente, fato que causa grandes perdas econômicas na indústria 

pecuária 6,7.  Para que isso não ocorra, nos últimos anos, a proteômica tornou-se um 

instrumento indispensável para investigar os mecanismos de adaptação metabólica 

de vários organismos 8-10. A avaliação dos padrões do proteoma de um patógeno 

como a Brucella ssp. pode contribuir para uma melhor compreensão da patogênese 

do patógeno. No entanto, as abordagens proteômicas anteriores empregaram 

eletroforese bidimensional (2-D), técnica limitada devido sua baixa reprodutibilidade 

11. 

As estratégias de controle da brucelose têm como base a redução constante 

do número de focos da doença, além do controle do trânsito de animais12. A 

introdução dos animais infectados em rebanhos sadios constitui o principal risco nas 

propriedades rurais, por isso o comércio de animais só deve ocorrer quando há 

condições sanitárias ideais e que todos os animais sejam submetidos a testes de 

diagnóstico que garantam a sanidade do rebanho13-15. 

A erradicação da brucelose em animais de fazenda, associada à prevenção da 

infecção humana, pode ser alcançada através de um diagnóstico preciso16. O 

desenvolvimento de um diagnóstico de brucelose especifico para bubalinos é o inicio 

para estabelecermos a ocorrência, distribuição e caracterização do agente17,18.  
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Os biomarcadores podem ser utilizados na rotina de inspeção sanitária, 

fiscalização e inspeção nos estabelecimentos de abate 19-22. Neste contexto, 

objetivou-se realizar a busca de potenciais candidatos à biomarcadores de 

brucelose em soro de búfalos, utilizando a análise proteômica como principal 

ferramenta.  

 

2. MÉTODOS 

 

2.1 Aspectos éticos e seleção de animais 

Os soros dos bubalinos sadios foram coletados da veia jugular dos animais, 

segundo os procedimentos descritos por Pontes e colaboradores 23. Foram 

coletados 50ml de sangue em tubos BD Vacutainer® Seditainer® de vinte bubalas 

sadias da espécie Bubalus bubalis, raça Murrah, com idades entre três a quatro 

anos. Os procedimentos de manejo e monitoramento foram segundo Pontes e 

colaboradores 23. Vinte amostras de sangue de búfalos infectados com brucelose 

foram gentilmente cedidas pelo Instituto Biológico de São Paulo. Todos os 

experimentos com animais aqui descritos foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), sob o processo CEEA 1134/2015 - CEUA, 

e de acordo com os princípios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). Alíquotas de soro foram armazenadas a –80° C e 

os espécimes analisados foram congelados e descongelados apenas uma vez. 

Todos os animais deste estudo foram vacinados para brucelose seguindo normas do 

Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose 

Animal (PNCEBT) 13.  
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2.2 Diagnóstico sorológico para detecção de brucelose 

O diagnóstico sorológico foi realizado com 2-mercaptoetanol e o teste de 

fixação do complemento da brucela (CFT), utilizando-se antígenos e procedimentos 

previamente descritos na literatura 24-25. A CFT foi considerada positiva quando pelo 

menos 50% da hemólise ocorreu na diluição sérica > 20 ICFTU [Unidades 

internacionais de teste de fixação do complemento]/mL 26.  

 

2.3. Cromatografia líquida de afinidade  

As quarentas amostras de soro dos búfalos foram filtradas utilizando um filtro 

de 0,22 µm para remover potenciais materiais particulados. Uma cromatografia 

líquida de afinidade para cada amostra foi elaborada utilizando um equipamento 

AKTA Purifier S-100 (GE Healthcare), uma coluna anti-BSA [Multi Affinity Removal 

HSA Column (4.6 x 50mm, código 5188-6562, Agilent Technologies)], tampão A 

(código 5185-5987, Agilent Technologies) e tampão B (código 5185-5988, Agilent 

Technologies). A força iônica do tampão B é maior que do tampão A, de acordo com 

o fabricante. O gradiente utilizado foi de 0% do tampão por 20 minutos à 0,25 

μL/min, 0% do tampão B por 2 minutos à 1 mL/min, 100% do tampaão B por 6 

minutos à 1 mL/min e 0% do tampão B por 6 minutos à 1mL/min. Frações de 1 

mL/tubo foram coletadas e a absorbância utilizada foi de 280 nm. 

 

2.4 Quantificação de proteínas 

A concentração total protéica de cada amostra oriunda da cromatografia líquida 

de afinidade foi determinada em triplicata pelo ensaio de Bradford (BioRad, CA, 
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EUA) de acordo com as instruções do fabricante 27. 

 

2.5 Quantificação de Albumina 

A determinação da concentração sérica da albumina foi realizada por meio de 

um kit de dosagem de albumina, código 02B (Katal, Belo Horizonte, Brasil), por meio 

da técnica de ligação do corante verde de bromocresol, utilizando equipamento 

espectrofotométrico a 630nm (Sysmex CA-660, Siemens Healthineers USA).  

 

2.6 Digestão de proteínas em solução 

A digestão de proteínas do soro total e amostras depletadas foi realizada 

conforme descrito por Pontes e colaboradores23 na presença de DTT e IAA. A 

enzima tripsina (Promega V5111) foi usada na proporção de 1:50. 

 

2.7 Análise de Espectrometria de Massas 

Uma alíquota de 4,5μL de cada amostra foi injetada individualmente em uma 

coluna analítica C18 1.7 μm BEH 130 em um sistema de cromatografia líquida de 

fase contínua (NanoAcquity UPLC, Waters, Milford, EUA) acoplado a um 

espectrômetro de massa Q-TOF-PREMIER (MicroMass, Waters, Milford, EUA) 23. O 

equipamento foi gentilmente cedido pelo Laboratório Nacional de Biociência (LNBio) 

do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), Campinas, Brasil. O gradiente 

linear utilizado foi de 2 a 90% (v/v) de acetonitrila em ácido fórmico à 0,1% (v/v) 

durante 60 minutos com um caudal de 600 nl/min. O equipamento foi operado no 

modo de ionização positiva e os dados foram continuamente monitorados em 

massas moleculares variando entre 100 e 2.000 m/z. 
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2.8 Análise dos dados 

O alinhamento estrutural da proteína albumina de Bos taurus, Bubalus bubalus 

e Homo sapiens disponíveis no banco de dados do NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) foi realizado com o software Multialign 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin)24 

Os dados de espectrometria de massas foram submetidos à análise 

automática com o software MASCOT v.2.1 (www.matrixscience.com), utilizando os 

seguintes parâmetros: banco de dados NCBI; Taxonomia Bos taurus; Enzima 

tripsina; uma clivagem perdida pela enzima; carbamidometilação como modificação 

fixa; oxidação de metionina como modificação variável; massa molecular do 

monoisotopo; erro de tolerância do peptídeo para MS e MS/MS ± 0,1 Da; protonação 

+ 2, +3, +4 e instrumento ESI-Q-TOF. As contagens espectrais para todas as 

proteínas identificadas foram realizadas com a ferramenta Scaffold Q + (Proteome 

Software, Inc., Portland, OR), e a taxa de descoberta falsa (FDR) foi de 1% para as 

proteínas e 0,1% para os peptídeos, com uma confiabilidade de 95%. Para a 

quantificação de proteínas por espectrometria de massas utilizou-se o quesito de 

que pelo menos dois peptídeos fossem partilhados entre amostras do mesmo grupo, 

sendo que a média das contagens espectrais das três análises para cada proteína 

foram consideradas neste estudo25-27. 

Para a análise dos potenciais biomarcadores proteicos para a doença 

brucelose foi construída uma matriz compatível ao programa Metaboanalyst 28-29 

(https://www.metaboanalyst.ca/) que possibilitou a obtenção do Heatmaps das 

proteínas, do gráfico no formato de Vulcano-plot de pontuação e do PLS-DA. As 

contagens espectrais foram normalizadas para cada proteína identificada pela média 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein)
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin)
http://www.matrixscience.com),
https://www.metaboanalyst.ca/)
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ponderada das triplicatas de cada amostra. Proteínas que foram identificadas em 

menos de 30% das amostras foram excluídas da análise, e para as outras proteínas, 

as quantificações que resultaram em zero foram estimadas por múltipla imputação. 

A normalidade das amostras foi estimada pelo teste de Shapiro-Wilk. Análise de 

componentes principais (PCA) foi realizada. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

O alinhamento da seqüência protéica da albumina de Bubalus bubalis, Bos 

taurus e Human sp demonstrou uma alta identidade de seqüência entre eles (Figura 

1). Esses alinhamentos estruturais indicaram 75,9% e 77% de identidade entre a 

albumina humana e as albuminas de Bubalus bubalis e Bos taurus, 

respectivamente. 

 

Figura 1: Alinhamento estrutural de albumina de Bos taurus (AAA51411), Bubalus bubalus (XP_006047011) e 
Homo sapiens (AAA98797) disponível no banco de dados do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein). Este 
alinhamento foi realizado usando o software Multialign (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin). 
 

Como não há matrizes cromatográficas com ligantes específicos para isolar 

proteínas específicas de animais como as de bubalinos, e diante dos dados de 

alinhamento estrutural evidenciado anteriormente, utilizou-se uma coluna anti-BSA 

humana, a qual permitiu o isolamento da albumina do soro total dos búfalos por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin).


Tese de Doutorado                                      Letícia Gomes de Pontes 
 

63 
 
 

cromatografia de afinidade e, desta forma, proporcionou a redução da complexidade 

da amostra. O perfil de cromatográfico de afinidade mostrou duas frações: fração 

não ligante [pico A] e fração do ligante [pico B] (Figura 2).  

 

A dosagem de albumina no soro total e nas frações resultantes da 

cromatografia de afinidade evidenciou que a concentração de albumina no soro total 

foi em média de 298 g/L, enquanto a concentração de BSA no pico A foi de 5 g/L e 

no pico B, 250 g/L. A quantificação da albumina mostrou uma redução importante do 

nível de albumina de 98,3% no pico A comparado com a amostra antes da 

cromatografia de afinidade. 

 

Figura 2: Perfil proteico do soro total de bubalinos utilizando uma coluna anti-BSA humana 
[Multi Affinity Removal HSA Column Agilent Technologies). Pico A: fração não ligante. Pico B: 
fração ligante (UV – 280nm). 
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Uma vez avaliada a efetividade da estratégia de depleção de BSA no soro dos 

búfalos, as amotras foram submetidas à espectrometria de massas e, cento e quinze 

proteínas totais no pico A foram identificadas (entre os perfis protéicos dos animais 

saudáveis e animais não saudáveis) enquanto que, apenas onze proteínas foram 

detectadas no soro total dos animais  saudáveis (Tadela 1). Todos os picos B 

apresentaram uma identificação de proteína com massa molecular de 69 kDa, sendo 

caracterizados como albumina. 
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Tabela1: Identificação das proteínas do soro total e do soro depletado de búfalos Bubalus bubalis pela estratégia 
Shotgun. 

# Proteínas identificadas 
Código de 

acesso 
Massa 

molecular 

Soro total 
Animais 

Saudáveis 

Soro 
depletado 
Animais 

Saudáveis 

Soro 
depletado 
Animais 

com 
Brucelose 

1 Serum albumin gi|1351907  69 kDa x x x 
2 Ig heavy chain precursor  gi|108750  50.6kDa   x x 
3 Alpha-2-macroglobulin precursor gi|157954061 168 kDa   x x 
4 Serotransferrin precursor  gi|296490958 776 kDa x x x 
5 Complement C3 gi|124056491  187 kDa   x x 
6 Immunoglobulin heavy chain gi|34538498 49.9 kDa   x x 
7 Apolipoprotein A-I gi|113988 30 kDa x x x 
8 Immunoglobulin light chain gi|2323374  11.4 kDa   x x 

9 
Vitamin D-binding protein 
precursor gi|78369364  53 kDa   x x 

10 Apolipoprotein A-II gi|109940051  11 kDa x x x 
11 Hemoglobin beta gi|223864  15.9 kDa   x x 
12 Alpha-1-antiproteinase precursor gi|27806941  46 kDa x x x 
13 Alpha-2-HS-glycoprotein gi|112909  38 kDa   x x 
14 Complement C4 precursor  gi|262050656  192.8 kDa   x x 

15 
Alpha-1B-glycoprotein 
precursor[Bos taurus] gi|114053019  54 kDa x x x 

16 IgG3 heavy chain gi|1575493  38.6 kDa   x x 
17 Beta-2-glycoprotein 1 gi|2506196  38 kDa x x x 
18 Prothrombin gi|135806  71 kDa x x x 
19 Complement factor B gi|146345391  85 kDa x x x 

20 
Immunoglobulin mu heavy chain 
ariable region, partial  gi|98991288 13.4 kDa   x x 

21 Pregnancy-zone protein-like  gi|296487204  158.9 kDa   x x 
22 Ceruloplasmin precursor gi|375065868 121 kDa   x x 
23 Protein HP-25 homolog 2  gi|114052108 23 kDa   x x 
24 Hemopexin gi|122140288  52 kDa   x x 
25 Kininogen-2 isoform I precursor  gi|164450479 69 kDa   x x 
26 Histidine-rich glycoprotein  gi|13358874  61.9 kDa   x x 

27 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain  gi|122140331  102 kDa   x x 

28 Pigment epithelium-derived factor gi|2500778 46 kDa   x x 
29 Serpin A3-5 precursor gi|126165236 46 kDa   x x 
30 Talin-1  gi|329664158 270 kDa   x   
31 IGK protein gi|115545495  26.6 kDa    x x 

32 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H2 precursor gi|148238273 106 kDa   x x 

33 
Immunoglobulin heavy chain 
variable region gi|1293580  14.6 kDa x x x 

34 Hemoglobin alpha chain  gi|6006423 15.6 kDa     x 

35 
Transitional endoplasmic reticulum 
ATPase gi|122140828 89 kDa   x   

36 Tubulin alpha-1B chain  gi|168804008 50 kDa   x   
37 Fibrinogen alpha chain precursor gi|75812954  67 kDa     x 

38 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H1 precursor  gi|115496418 101 kDa   x x 

39 Clusterin gi|116530 51 kDa   x x 
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40 Tubulin beta-5 chain gi|114052731  50 kDa     x 
41 Immunoglobulin heavy chain gi|1322324  11.7 kDa     x 
42 Protein HP-20 homolog precursor  gi|114051225  21 kDa   x x 
43 Hypothetical protein BOS_8753  gi|296484830  151.2 kDa    x x 
44 Alpha-1-microglobulin gi|2506821  39 kDa     x 
45 Haptoglobin precursor  gi|2144490 14.2 kDa   x x 
46 Nucleolin  gi|331284195  78 kDa   x   

47 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
A  gi|30315666  18 kDa   x   

48 Serpin A3-7 precursor  gi|75832097  47 kDa   x x 

49 
N-acetylmuramoyl-L-alanine 
amidase isoform X3  gi|119894607  63.5 kDa      x 

50 Haptoglobin gi|122137096  45 kDa     x 
51 Primary amine oxidase gi|30794300  85 kDa     x 
52 Complement factor H gi|115298718  140 kDa   x x 
53 Annexin A2 gi|113948  39 kDa   x   
54 Keratin, type II cytoskeletal 5  gi|56710317  63 kDa   x x 
55 Alpha-enolase gi|109940077 47 kDa   x   
56 Alpha-1-acid glycoprotein gi|121957959  23 kDa   x x 

57 
Uncharacterized protein 
LOC614970 gi|528924507 33.7 kDa    x   

58 Transthyretin precursor gi|27806789  16 kDa   x   
59 60 kDa heat shock protein gi|262205489  61 kDa   x   
60 Fibrinogen beta chain gi|1346006  53 kDa     x 
61 Myosin-9  gi|300795444  227 kDa   x   

62 
Heat shock cognate 71 kDa 
protein gi|148887198  71 kDa   x   

63 Tropomyosin alpha-4 chain gi|155372051  33 kDa   x   
64 Profilin-Beta-Actin gi|313507212  41.7 kDa   x   
65 Plectin-like gi|359072156  526.6 kDa   x   
66 Cofilin-1 gi|62751777  19 kDa   x   
67 Immunoglobulin J chain precursor  gi|32401410  18 kDa   x   

68 
Signal recognition particle 14 kDa 
protein gi|154152053  12 kDa   x   

69 
Fibrinogen gamma-B chain 
isoform X1 gi|528981276  49.2 kDa      x 

70 Gelsolin gi|122140093  81 kDa   x   
71 Fetuin-B gi|75057635  43 kDa x   x 

72 
Uncharacterized protein 
LOC524810 precursor  gi|326937675  52 kDa     x 

73 Factor XIIa inhibitor precursor  gi|296479521  51.7 kDa   x x 

74 
Immunoglobulin lambda light chain 
variable region gi|1276607  13.6 kDa    x x 

75 Fascin  gi|78045491  55 kDa   x   
76 T-complex protein 1 subunit beta gi|115305838  57 kDa   x   

77 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein H2 gi|109892458  49 kDa   x   

78 T-complex protein 1 subunit  gi|114051425 59 kDa   x   
79 Keratin, type II cytoskeletal 79  gi|115496454  58 kDa   x   
80 Filamin-B  gi|300794998  282 kDa   x   

81 
Pyruvate kinase isozymes M1/M2 
isoform X2 gi|528961974 64.9 kDa   x   

82 Histidine triad nucleotide-binding gi|27805917  17 kDa   x   
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protein 2 

83 Pancreatic elastase inhibitor gi|1683363  63 kDa     x 

84 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins C1/C2  gi|77735745  32 kDa   x   

85 10 kDa heat shock protein gi|27805927  11 kDa   x   
86 Retinol-binding protein 4 gi|132403  21 kDa   x   

87 
Protein disulfide-isomerase A6 
precursor  gi|329744598  48 kDa   x   

88 HNRNPU protein gi|115305387  61.8 kDa    x   
89 Annexin A5  gi|120474983  36 kDa   x   
90 Stathmin gi|77736560  17 kDa   x   
91 Obg-like ATPase 1  gi|114051331  45 kDa   x   
92 Conglutinin precursor gi|31982388  38 kDa   x x 
93 Apolipoprotein A-IV gi|118598012  43 kDa   x   
94 Antithrombin-III gi|109940161  52 kDa     x 
95 ATP synthase subunit betar gi|114543  56 kDa   x   

96 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein R gi|129277529  71 kDa   x   

97 Keratin, type II cytoskeletal gi|119892108  60.6 kDa   x   
98  Elongation Factor  gi|56967054 44.9 kDa   x   
99 Stress-70 protein gi|122144079  74 kDa   x   
100 Heparin cofactor 2 precursor  gi|157280001  55 kDa   x   
101 Peroxiredoxin-4 gi|22095987  31 kDa   x   
102 40S ribosomal protein S8  gi|70778956  24 kDa   x   

103 
Immunoglobulin heavy chain 
variable region gi|1293604  16.8 kDa     x 

104 Immunoglobulin variable region gi|2353736 14.7 kDa   x x 
105 Septin-2  gi|114052905  42 kDa   x   

106 
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 
precursor gi|114051379  38 kDa   x x 

107 Apolipoprotein C-III precursor  gi|47564119  11 kDa   x x 

108 
Protein HP-25 homolog 1 
precursor  gi|114050753  23 kDa   x   

109 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase gi|77404273  36 kDa   x   

110 Alpha-actinin-1 gi|118586150  103 kDa   x   

111 
Serine/threonine-protein 
phosphatase isoform gi|122142947  65 kDa   x   

112 Histone H2B type 1-K gi|110278997  14 kDa   x   
113 Vitronectin precursor  gi|78045497  54 kDa   x   
114 Vimentin  gi|110347570  54 kDa   x   
115 Platelet factor 4 precursor  gi|155371855  13 kDa     x 

 

Para estudos proteômicos envolvendo amostras de soro/plasma, a estratégia 

de depleção de albumina é particularmente importante porque essa proteína pode 

constituir mais de 45% do conteúdo total de proteínas no soro/plasma. Existem 

vários kits e colunas de depleção de albumina comercialmente disponíveis, mas 
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nenhum deles é específico para uso com sangue de animais silvestres e/ou animais 

de fazenda. 

Em nosso estudo, o procedimento de depleção de albumina sérica de 

bubalinos foi capaz de reduzir em 98,3% a quantidade dessa proteína abundante na 

amostra biológica usando uma coluna de cromatografia líquida de afinidade anti-

HSA (albumina anti-humana), conforme os dados de quantificação de BSA apontou 

anteriormente. Analisando os dados de espectrometria de massas, os mesmos 

mostraram que as amostras depletadas (115 proteínas identificadas entre os 

animais saudáveis e animais não saudáveis [Brucelose]) tiveram um enriquecimento 

proteico de 90,5% em relação ao soro total (11 proteínas), revelando várias 

proteínas importantes do sistema imunológico e complemento e, cascata de 

coagulação como alfa-2-macroglobulina, componente C4, várias imunoglobulinas e 

proteínas menos abundantes, como proteína de ligação à vitamina D, inibidor inter-

alfa-tripsina, ceruloplasmina e clusterina, presentes nas amostras de soro 

depletadas dos animais saudáveis e não saudáveis [Brucelose]. A alta homologia de 

seqüência entre as albuminas humana e de búfalo neste estudo encorajou os 

autores a realizem métodos de depleção por afinidade para trabalharem com outras 

espécies animais. 

Em seguida, as análises de dados das proteínas identificadas determinam 

possíveis biomarcadores para brucelose no soro de Bubalus bubalis da raça Murrah. 

Cabe ressaltar que, este estudo de marcadores para brucelose em búfalos é 

pioneiro. Assim, evidenciou-se mudanças significativas no proteoma do soro de 

búfalos acometidos por brucelose. As principais diferenças no proteoma dos animais 

em estudo podem ser observadas na Figura 3, por meio da apresentação de um 

mapa de calor (Heat map) de cluster hierárquico das 12 proteínas que se 
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expressaram diferentemente neste estudo. Dentre elas, 8 proteínas reguladas 

positivamente [dentre elas, têm-se: beta-2-glicoproteína 1 (gi| 2506196), 

Imunoglobulina do tipo IgG3 (gi|1575493), hemoglobina B (gi|223864), 

imunoglobulina (gi|98991288), imunoglobulina (gi|34538498), Fator de complemento 

B (gi|146345391), precursor homólogo da proteína HP-25 (gi|146345391) e, cinco 

reguladas negativamente [dentre elas, têm-se: cinco precursores de ceruloplasmina 

(gi|375065868), atuantes na interação proteína-proteína, metabolismo energético e 

transporte iônico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Heatmap das proteínas identificadas diferentemente no proteoma do soro de búfalos 
saudáveis em comparação com o proteoma do soro de animais acometidos por brucelose. As 
proteínas são identificadas pelo seu número de acesso. A escala lateral está representada pela cor 
azul como a menor alteração e a cor vermelho representa a maior alteração. 
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A regulação positiva de proteínas que atuam na interação proteína-proteína 

também pode indicar um aumento no dano celular nos animais acometidos por 

brucelose30. Proteínas como albumina e imunoglobulinas, as quais juntas constituem 

mais de 85% das proteínas totais constituintes do soro, podendo mascarar as 

proteínas menos abundantes neste tipo de amostra biológica, as quais podem ser 

biomarcadores em potenciais31,32. Para resolver este problema, o presente trabalho 

utilizou-se de uma coluna contendo um ligante anti-albumina, a qual possibilitou 

reduzir a complexidade da amostra. Porém, cabe resaltar que, novos estudos 

podem ser realizados para atuar na remoção de imunoglobulinas presentes nas 

amostras animais, caso seja necessário 33,34. 

Duas abordagens foram utilizadas para análise estatística: análise multivariada 

e a análise do escore: da pontuação e da Vip (Figura 4B, C, respectivamente), e 

uma análise univariada, que pode ser observada no gráfico no formato de vulcão, 

como mostrado na Figura 4A.  

Na Figura 4A, oito proteínas poderiam ser consideradas as que mais contribui 

para a distinção entre o grupo de animais sadios e animais positivos para brucelose, 

podendo estas serem consideradas possíveis biomarcadoras de resposta 

inflamatória no soro de búfalos: beta-2-glicoproteína 1 (gi| 2506196), Imunoglobulina 

do tipo IgG3 (gi|1575493), hemoglobina B (gi|223864), imunoglobulina 

(gi|98991288), imunoglobulina (gi|34538498), Fator de complemento B 

(gi|146345391), precursor homólogo da proteína HP-25 (gi|146345391) e precursor 

de ceruloplasmina (gi|375065868). 
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Figura 4: A- Gráfico no formato de vulcão: análise estatística univariada das proteínas quantificadas nas 
amostras de soro dos bufalos sadios (Healthy Animals) e doentes (Unhealthy Animals). B - Plot de pontuação: 
ele separa o grupo sadio do grupo doente com base na análise estatística da quantidade de proteínas. C - 
Pontuações VIP. Análise estatística multivariada mostrando as 15 proteínas que mais contribuíram para a 
separação dos dois grupos: sadio e acometido por brucelose. 
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A Figura 4B indica que o soro do animal saúdavel e dos animais acometidos 

por brucelose difere significativamente, uma vez que é possível separar dois grupos 

distintos de proteínas em relação à existencia ou não da enfermidade. Além do que, 

os dois grupos contribuíram positivamente para se estabelecer um bom modelo de 

análise (valor de Q2 positivo = 84,4%), e a variação das proteínas foi de 96,7%. 

Valores do Q2> 0,08 indica que um modelo é melhor que o acaso e pontuações de 

0,7 ou superior, demonstram uma tendência muito robusta de separação 35.  

Dentre os biomarcadores identificados, tem-se as hemoglobinas e 

imunoglobulinas, sendo que as hemoglobinas identificadas foram hemoglobina B 

(gi|223864) e seus agrupamentos (gi|223864). Em bezerros, a hemoglobina fetal 

representa 41% a 100% do total da hemoglobina ao nascimento 36. Ela diminui 

rapidamente e é normalmente substituída pela hemoglobina tipo A (o tipo mais 

comum nos adultos) aos dois ou três meses de idade. Em alguns bezerros a 

hemoglobina B (um tipo menos comum no adulto) aparece no início da vida e tem a 

mesma mobilidade eletroforética da hemoglobina fetal 37. Ao observarmos os dados 

obtidos por Garwin e colaboradores, evidenciamos que mesmo após realizarem 

imunodepleção de proteínas majoritárias e utilizarem a mesma estratégia de analise 

deste estudo a subunidade B da hemoglobina ainda se encontrava na amostra 38. 

Paralelamente, as imunoglobulinas observadas neste estudo, são as imunoglobilinas 

IgG3 (gi|1575493), sua cadeia pesada (gi|98991288) e agregados parciais (gi| 

34538498) que são comumente descritos como possíveis biomarcadores possíveis 

biomarcadoras de resposta inflamatória no soro de bovinos e outros animais de 

fazenda39. As imunoglobulinas foram relatadas como alteradas no leite de bovinos 

afetados por Streptococcus uberis 40,41, no sangue de porcos com stress térmico 42 e 

biomarcadora de asma em gatos 43.  
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Por sua vez, o fator de complemento B (gi|146345391) já foi descritos no 

diagnóstico e monitoramento no plasma e leite de vacas infectadas com mastite 43-45 

no plasma e soro de ovinos com Escherichia coli 46 e descrita no perfil proteico de 

cavalos e animais selvagens que se alimentam de herbáceas selvagens e 

herbáceas cultivadas 47-51. Acreditamos que o papel das proteínas identificadas 

como possíveis biomarcadoras de resposta inflamatória no soro de búfalos ocorre 

durante a fase aguda da infecção fato crucial para o diagnóstico 51.  

Neste estudo, evidenciamos o precursor homólogo da proteína HP-25 

(gi|146345391) como possivel biomarcadora para búfalos acometidos por brucelose 

também. Há vários trabalhos sendo realizados com o soro de cavalo de competição 

competições de longa duração e alto desempenho, no decorrer de anos, diferentes 

ferramentas proteômicas já foram utilizadas 52-54. Na maioria dos trabalhos a 

proteina haptoglobina é citada como possivel biomarcador para a condição de 

retorno do animal as competições de longa duração 55,56. Acredita-se que as 

competições de longa duração são capazes de gerar uma reação de fase aguda e 

que o monitoramento da concentração de haptoglobina pode ser um sinalizador de 

processo inflamatório e baixo desempenho do animal 57. Semelhante a condição 

encontrada no soro de bufalos acometidos por tuberculose na fase aguda da 

inflamação onde as concentrações de haptoglobina são diferentemente expressas 

em comparação ao soro de animias sadios 58 . Acreditamos que devido as 

semelhantes no processo de inflamação nós observamos esta diferença signficativa 

na analise do soro de bufalos com brucelose.  

Segundo Filippo e colaboradores, ao analisarem o perfil de proteinas 

expressas no soro e líquido cefalorraquidiano de novilhos com doenças infecciosas, 

de ambos os sexos, neste estudo evidenciou-se que os valores séricos de 
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glicoproteínas foram significativamente mais elevados nas novilhas em comparação 

aos novilhos 59. Eles acreditam que essa pesquisa possa ser útil no diagnóstico e 

monitoramento da progressão de doenças ou traumas neurológicos em bovinos, 

talvez até para orientar procedimentos terapêuticos 60. Em nosso estudo, 

evidenciou-se a beta-2-glicoproteína 1 (gi|2506196) e acredita-se que ela possa ser 

utilizada para o monitoramento de búfalos com brucelose porque é descrita na 

literature como um anticoagulante natural, com ações inibitórias na ativação do fator 

XII61. Além do mais, parece inativar o complexo ativador da protrombina ao interagir 

com fosfolípides de carga negative 62. Os efeitos da beta-2-glicoproteína sobre a 

cascata da coagulação são aparentemente semelhantes aos observados na 

tromboses 62.  

As proteínas de fase aguda podem ser classificadas em negativas ou positivas. 

As proteínas de fase aguda positivas aumentam suas concentrações em casos de 

inflamação63. Neste estudo, evidenciamos a ceruloplasmina (gi|375065868). A 

ceruloplasmina possuem também ação antioxidante, que protegem o organismo dos 

metabólitos de oxigênio liberados por células fagocitárias durante a inflamação 64,65 . 

Blakley e Hamilton evidenciaram que os níveis de ceruloplasmina no sangue de 

vacas aumentam significativamente na presença de endometrite 66. Estudos 

posteriors realizados por Kaya e colaboradores identificaram que os níveis de 

ceruloplasmina no sangue de vacas também variação significativa em diferentes 

níveis de gravidade da endometrite 67. O papel dessa proteina se torna determinante 

ao analisarmos condições diferentes de infecções agudas no sangue de bovinos 

acreditamos que ela atue de formsa semelhante ao porcesso parasite-hospedeiro  

que ocorre na infecção aguda por brucelose.  
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5. CONCLUSÕES 

No caso do diagnóstico de brucelose em búfalos, os biomarcadores devem ser 

utilizados concomitantemente com o diagnósticos padrão-ouro. Neste estudo, os 

animais  acometidos por brucelose possuem deficiência em seu metabolismo 

energético e em seu sistema imunológico. Sendo assim, os efeitos da infecção por 

Brucella spp. alteram o sistema imunológico sugerindo que a infecção desempenha 

grande custo energético. Esses achados sugerem que pesquisas futuras são 

necessárias para entender como várias doenças afetam os biomarcadores e mais 

testes devem ser realizados. 
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ABSTRACT  

Extracellular vesicles (EVs) are small membrane-bound vesicles of growing 

interest in research of infectious diseases, since they are known to be released in 

parasitic diseases and acting in parasite-parasite intercommunication. In this short 

communication, we presented the isolation of EVs from buffaloes’ serum from 
buffaloes positive for Theileria spp. and Babesia bovis, and healthy buffaloes. The 

aim of this report was to provide the first isolation and quantification of EVs from 

buffaloes’ serum in theileriosis and babesiosis in buffaloes. Further steps are 

strongly encouraged regarding expanded studies of EVs in Apicomplexa infections in 

animals, including proteome characterization of these EVs, with inspiring 
perspectives for understanding pathogenesis and clinical progression of these 

diseases, besides new approaches for development of biotechnological applications 

of both clinical and economic interest for medicine and veterinary medicine. 

KEYWORDS: Exosomes, Babesia bovis, Theileria ssp, hemoparasites, western 

blotting, size exclusion chromatography. 
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1. BACKGROUND 

Extracellular vesicles (EVs) are small membrane-bound vesicles known to 

play major roles in intercellular communication, currently categorized in three types 

based on their size, biogenesis and composition: exosomes, microvesicles and 

apoptotic bodies (1). Exosomes are the smallest, 40–150 nm diameter vesicles of 

endocytic origin create by the fusion of multivesicular bodies (MVBs – a subset of 

endosomes) with the plasma membrane (2-3). EVs have been of growing interest in 

research of infectious diseases, since they are known to be released in parasitic 

diseases and can play many roles, such as modulating the immunity in parasite-host 
interaction and acting in parasite-parasite intercommunication. The Apicomplexa is a 

diverse group of obligate intracellular parasites, and most known species are 

pathogens of human and domestic animals. Among these Babesia ssp. and Theileria 

ssp. are tick-bone diseases protozoan hemoparasites, of great economic, veterinary 

and medical impact worldwide, especially in tropical areas.  

Many clinical uses of exosomes in Apicomplexa infections in humans have 

been described (4-6), but little has been reported regarding the use of EVs in the 

field of diagnosis/prognosis and ethiology of either domestic and farm animal 

diseases. The role of EVs in apicomplexan parasites infections of livestock is a 

promising field, with extended potential to develop biotechnological applications of 

both clinical and economic interest for veterinary medicine. Furthermore, babesiosis 
shares many clinical aspects with malaria (7) and Babesia infection of domestic 

animals can serve as a disease model for both infections (8). As such, advances in 

EVs research in diseases caused by Apicomplexa parasites can reveal vaccine 

candidates along with therapeutic and diagnostic tools of interest for neglected 
tropical and vector-borne human diseases conjointly with animal health and 

production (9-11). 

The aim of this investigation was to isolate and enrich exosome-like vesicles 
from serum during Theileria and Babesia infection in buffaloes. This is the first report 

of isolation of EVs from buffaloes’ serum and the first report of isolation and 

quantification of EVs in theileriosis and babesiosis.  
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2. METHODS  

Serum samples were collected from buffaloes (Bubalus bubalis) of the Murrah 

breed, and tested for Theileria spp. and Babesia bovis using PCR (12) (Table 1). 

Samples were divided in four groups: Th - positive for Theileria spp. and untreated 
(two animals); ThT – negative for Theileria after being treated with dibenzamidine 

diacetate - Ganaseg ® Plus (three animals, blood collected after three months of 
treatment – prior diagnosis was made by PCR); Ba - positive for Babesia (one 

animal and one pool of three animals); and C - control (three animals). First round 

primers were 18S rRNA 778pb foward 5 ́- GAAACGGCTACCACATCT -3`, 18S 
rRNA 778pb reverse 5 ́-CGCCTATTCTAACTTGACCTGAAT-3`, GAU9 forward 5´- 

CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3´ and GAU10 reverse 5´- 

CGCACGGACGGAGACCGA -3´. All PCR reactions were performed in a Thermal 

Cyclerx (Eppendorf Mastercycle Gradiente®).  An initial denaturation step was 

performed at 94 °C for 30 seconds, followed by 40 cycles of 94 °C for 30 s, 

annealing at 63.5 °C for 30 seconds, extension at 72 °C for 1 min and a final 

extension step at 72 °C for 5 min. Staining gel was SYBr Gold (Invitrogen®) 

Amplicons were visualised on agarose gel through UV transillumination. 

Table 1: Identification of buffalo samples (Bubalus bubalis), Murrah breed with PCR results 
for Theileria spp. and Babesia bovis. 

Buffalo 
ID 

DNA 
quantification 

PCR positive Sex Age 
(years) 

Weight 
(kg)  

Th1 48.4 Theileria F 1,3 380 
Th2 41.8 Theileria F 1,5 455 

ThT1 6 Negative* M 1,7 480 
ThT2 2.5 Negative* F 1,9 530 
ThT3 1.8 Negative* F 1,3 370 

Ba Pool 3 Babesia bovis F 1,7 500 
B1 4 Babesia bovis F 1,5 425 
C1 1.6 Negative F 1,4 410 
C2 1.6 Negative F 1,7 480 
C3 1.6 Negative F 1,5 445 

* ThT group was first positive in PCR for Theileria and then treated with dibenzamidine diacetate. 
These PCR results were performed 3 months after treatment. 
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  Vesicles were isolated by loading 750 μL of serum samples onto Izon qEV 

size-exclusion chromatography columns pre-equilibrated with PBS (Izon Science, 

Oxford, UK) and eluted with PBS buffer. After discarding the void volume of column 

(3 mL), 3 fractions of each sample were collected (500 μL each) and the second and 

third fractions were submitted to western blotting (VWR® Mini Vertical PAGE 
System; OmniPAGE Mini electroblotting system, Cleaver Scientific). Primary 

antibodies used were anti-flotillin-1 and anti-CD9 raised in goat and mouse, 

respectively (diluted at 1:500, Antibodies-online, Aachen, Germany). To avoid 

nonspecific protein binding, the membranes were blocked for 1 h at room 

temperature in blocking buffer (1% non-fat milk and 0.2% I-block protein-based 
blocking reagent (Applied Biosystems) dissolved in tris-buffered saline with 0.1% 

(v/v) Tween-20 (TBST). After the membranes had been washed three times with 

TBST buffer, the blots were incubated for 1h at room temperature with horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibodies raised in goat for anti-flotllin-1 and 

raised in mouse for anti-CD9 (diluted at 1:5000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 

Membranes were imaged in LI-COR Odissey chemiluminescence and fluorescence 
imager (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Images obtained were quantified 

using freeware ImageJ (NIH REF) and values were represented as histograms.  

 

3. RESULTS 

Results are displayed in Figure 1A for anti-flotilin and Figure 1B for anti-CD9.  

The western blots showed that third fraction showed prominently higher results for 

exosome-like quantification. Present results suggest an increase in exosome 

quantification for Theileria treated groups (ThT1, ThT2 and ThT3), followed by 

Theileria positive group (Th1 and Th1), compared to control (C1, C2 and C2) 
regarding representative blots for anti-CD9 and anti-flotllin1. Babesia infected 

animals did not display significant increased compared to control groups. 
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Figure 1. Second and third fractions of each samples were loaded onto Izon qEV size-exclusion 
chromatography columns, characterized as: control buffaloes (C), positive for Theileria and untreated 
(Th), positive for Theileria and treated (ThT), positive for Babesia (Ba pool/Ba1). EVs were isolated, 
concentrated by 10kDa cut-off ultrafiltration and then subjected to SDS/PAGE, followed by western 
blotting with anti-flotilin1 and CD9. 1A - Representative blots for anti-flotillin1 and respective 
quantification with ImageJ (arbitrary units). 1B – Representative blots for anti-CD9 and respective 
quantification with ImageJ (arbitrary units). 
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4. DISCUSSION 

Extracellular vesicles (EVs) are generally defined as membrane bound nano-

sized vesicles released from cells, which can be produced during an infection 
derived from pathogen or host. First described in 1967 as “platelet products” (13), 

EVs have been increasingly studied for their mechanism for intercellular 

communication and may be of particular significance in infectious diseases as the 

production and activity of EVs can potentially benefit the host immune response or 

promote pathways for pathogen survival (14).  

EVs consist of a lipid bilayer membrane surrounding cargo of biomolecules, 

and can be classified into three types based on their biogenesis: exosomes; 

ectosomes or shedding microvesicles (MVs); and apoptotic bodies. Exosomes were 

first described as a mechanism to eliminate specific proteins and allow remodeling of 
plasma membrane for reticulocyte maturation (15).  Exosomes are 30–150 nm in 

diameter vesicles formed by building of endosomal membranes resulting in the 

progressive accumulation of intraluminal vesicles (ILVs) within large multivesicular 

bodies (MVBs), and shed by exocytosis (2,3). MVs (ectosomes) are large vesicles 

ranging from 100–1000 nm in diameter which are secreted by outward budding of 

plasma membrane followed by fission of their membrane stalk (2,16). Apoptotic 

bodies are formed during the late stage of apoptosis as fragments of dying cells, 

believed to be 50–5000 nm in diameter (3). Despite having known differences in their 

biogenesis and function, differentiation between exosomes and MVs is not always 

possible, so that a consensus and establishment of standardized methods is 

necessary to provide more reliable and interchangeable premises among studies 
(17, 18).      

The apicomplexan phylum is composed of more than 6,000 named species, 

including genera of clinical and/or economic importance in human and veterinary 
medicine. Apicomplexans cause human malaria (Plasmodium spp.), babesiosis 
(Babesia spp.), theileriosis (Theileria spp.), coccidiosis (Eimeria spp.), 

cryptosporidiosis (Cryptosporidium spp.) and toxoplasmosis (Toxoplasma gondii). In 

fact, all animal species are believed to play host to at least one Apicomplexan 

species (19).  
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Babesiosis and theileriosis are tick-bone diseases which have historically caused 
great economic loss in the farming industry. Theileria species causes many diseases 

in livestock: corridor disease (T. parva), East Coast fever (T. parva), Tropical 

theileriosis (T. annulata) in cattle and malignant theileriosis (T. lestoquardi) in goats 

and sheep (20). Babesia, considered to be the second most commonly found 
parasites in the blood of mammals and bovine babesiosis (B. bovis), is economically 

the most important arthropod-transmitted pathogen of cattle, with losses associated 

with abortions, mortalities, trade restrictions and decreased production (21). Human 

babesiosis is also considered to be an emerging zoonosis (22). 

Given the background, this short communication has evidenced the isolation 
and enrichment of exosome-like vesicles in Babesia and Theileria infections in 

buffaloes. Isolation of exosome-like vesicles was conducted by means of size 

exclusion chromatography columns and identification of exosomes was assessed 
through western blotting, using known exosomal markers: tetraspanin CD9 and 

membrane lipids raft-associated Flotllin-1 (3). These markers are compatible with 

validated studies of exosomes (23, 17). However, they are not specific in exosomes 

and could represent other types of EVs, thus being referred as exosome-like. 

 These results remarkably suggest that for exosome isolation using size 

exclusion chromatography columns, third fraction should be the one assessed for 

further analysis. This fraction has great importance. as we have shown in the 

literature that it is the fraction that belongs to the greatest quantity of exosomes (23). 

Despite the fact that ultracentrifugation remains by far the most frequently used 
primary isolation technique for EVs, vesicles isolated by ultracentrifugation are 

known to suffer from non-vesicular macromolecule contamination and vesicular 

aggregation, hampering omics and functional analysis. For this reason, 

ultracentrifugation is often combined with other purification techniques (23). The use 

of size-exclusion chromatography (SEC) and other chromatographic techniques (e.g. 

HPLC) was recently validated and it is increasingly used to isolate EVs since it 
provides in many cases lower contamination with macromolecular complexes than 

ultracentrifugation. Nevertheless, different isolation techniques might isolate different 

EV subpopulations. Identifying surface markers of a certain subpopulation would be 
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required to achieve the highest purity by means of affinity-based isolations such as 

antibody-coated bead-based EV capture. 

Our results suggest an increase in exosome quantification for Theileria treated 

groups (ThT1, ThT2 and ThT3), followed by Theileria positive group (Th1 and Th1), 

compared to control (C1, C2 and C2) regarding representative blots for anti-CD9 and 

anti-flotllin1. Babesiosis infected animals did not display all together ultimately 

significant increased compared to control groups, suggesting that the exosomes 
change so much to initiate and / or progress the infection. In the literature we can 

see that with the increase of exosomes, the parasite load increases because they 

carry genes that cause the mechanism of the disease (parasite-host) to sustain itself 

for a longer time, increasing consecutively the infection time (18). Our results from 
this study suggest that Babesia and Theileria may have similar outcomes; however, 

expanded further studies are needed to validate this hypothesis.  

 

5. CONCLUSION 

In conclusion, the present study reports a first isolation of EVs from buffaloes’ 
serum and the first report of isolation and quantification of EVs in theileriosis and 

babesiosis. Theileriosis and babesiosis represent diseases of elevated economic 

interest or farming animals, besides medical importance for both veterinary and 

human medicine. Research of EVs in Apicomplexa infections is progressively 

revealing new perspectives for both understanding pathogenesis and clinical 

progression of these diseases, besides new approaches for development of 

vaccines, prognostic and diagnostic tools. Further steps are strongly encouraged 

regarding expanded studies of EVs in Apicomplexa infections in animals, including 

proteome characterization of these EVs.  
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