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Ocorréncia e diversidade genética de Babesia bovis em bovinos de corte

amostrados no Pantanal Sul Matogrossense

Resumo

Babesia bovis € um agente etioldgico da babesiose bovina, enfermidade transmitida
por carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus, que afeta a saude do gado em
regides tropicais e subtropicais do mundo, causando perdas significativas na
producéo de carne e leite. O presente trabalho objetivou verificar, por meio de
técnicas moleculares, a ocorréncia e a diversidade genética de B. bovis com base
nos genes que codificam antigenos de superficie de merozoito (MSAs) em uma
populacdo de 400 bovinos de corte (Bos indicus) da raca Nelore amostrados em
propriedades no Pantanal do Estado do Mato Grosso do Sul, centro-oeste brasileiro.
Dezoito (4,5%) bovinos mostraram-se positivos em ensaios de nested PCR para B.
bovis com base no gene spherical body protein (sbp-2). Destes, 77,7% (14/18) e
66,6% (12/18) mostraram-se positivos para B. bovis em ensaios de cPCR baseados
nos genes msa-2b e msa-2c, respectivamente. Analises filogenéticas baseadas no
método de Maxima Verossimilhanca utilizando 14 sequéncias de clones de msa-2b e
13 sequéncias de clones de msa-2c mostraram uma clara distribuicdo das
sequéncias detectadas neste estudo em diferentes clados do filograma. Esses
achados corroboraram com a andlise de diversidade das mesmas sequéncias, a
gual revelou a presenca de 14 e 11 haplétipos dos genes msa-2b e msa-2c,
respectivamente. Ainda, as analises de entropia das sequéncias de aminoacidos
MSA-2B e MSA-2C revelaram a presenca de 78 e 44 picos de alta entropia, com
valores variando entre 0,25 a 1,53 e 0,27 a 1,09 para MSA-2B e MSA-2C,
respectivamente. O presente estudo mostrou uma baixa ocorréncia molecular de B.
bovis em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro. Apesar disso, um alto
grau de diversidade genética foi encontrado na populacdo de B. bovis analisada,
com a possivel presenca de diferentes gendtipos coexistentes em um mesmo animal
e/ou no mesmo rebanho estudado.

Palavras- chave: Babesiose bovina, Babesia bovis, diversidade genética, MSA,

Pantanal.



Occurrence and genetic diversity of Babesia bovis in beef cattle from Pantanal
Sul Matogrossense

Abstract

Babesia bovis is the etiological agent of bovine babesiosis, a disease transmitted by
Rhipicephalus microplus, which affects cattle herds in tropical and subtropical
regions of the world, causing significant economic losses due to decreasing meat
and milk yield. This study used molecular techniques to determine the occurrence
and genetic diversity of B. bovis, based on the genes encoding the merozoite surface
antigens (MSASs), in a herd of 400 Nellore (Bos indicus) sampled from beef cattle
farms in the Pantanal region, in Mato Grosso do Sul, Midwestern Brazil. The results
of the nested PCR assays based on the spherical body protein (sbp-2) gene
indicated that 18 (4.5%) calves were positive for B. bovis, of the 18, 77.7% (14/18)
were positive for the B. bovis msa-2b fragment while 66.6% (12/18) were positive for
the msa-2c fragment. The phylogenetic analysis based on the Maximum Likelihood
method using 14 sequences from msa-2b clones and 13 sequences from msa-2c
clones indicated that the sequences detected in this study are clearly distributed in
different cladograms. These findings corroborated the diversity analysis of the same
sequences, which revealed the presence of 14 and 11 haplotypes of the msa-2b and
msa-2c genes, respectively. Furthermore, the entropy analyses of the MSA-2B and
MSA-2C amino acid sequences revealed 78 and 44 high entropy peaks with values
ranging from 0.25 to 1.53 and from 0.27 to 1.09 for MSA -2B and MSA-2C,
respectively. Therefore, the results indicate a low molecular occurrence of B. bovis in
beef cattle sampled in the Brazilian Pantanal. Despite this, a high degree of genetic
diversity was found in the analyzed B. bovis population, with possibly different
genotypes coexisting in the same animal and/or in the same studied herd.

Keywords: Bovine babesiosis, Babesia bovis, genetic diversity, MSA, Pantanal.



1. Introducéo

A babesiose bovina, enfermidade transmitida por carrapatos da espécie
Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae), € uma hemoparasitose
causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina no Brasil. Tal
enfermidade afeta a salde do gado em regides tropicais e subtropicais do mundo,
causando perdas significativas na producdo de carne e leite. No Brasil, é
considerada uma enfermidade endémica, atingindo perdas econdémicas anuais de
cerca de 3,5 milhdes de ddlares na producao bovina, principalmente em areas de
instabilidade enzodtica (Trindade et al., 2010; Grisi, 2014). Além da queda de
producdo, os gastos com tratamentos dos animais afetados clinicamente e com
controle do vetor aumentam o0s prejuizos causados por esta enfermidade, tornando-
a um dos fatores limitantes para a melhoria da produtividade da bovinocultura nas
areas tropicais e subtropicais (Rodrigues et al., 2005; Taylor et al., 2010).

No territorio brasileiro, o Pantanal esta localizado nos Estados de Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul, ocupando uma area de 140.000 km2. A regido do Pantanal é
considerada um dos maiores sistemas de areas alagaveis do globo terrestre, sendo
reconhecido internacionalmente pela exuberéncia e riqueza de biodiversidade
(Alvarenga, 1980, Junk et al., 2006). Algumas espécies de carrapatos presentes na
regido compartilham animais selvagens e domésticos como hospedeiros (Bechara et
al., 2000; Ramos et al., 2016). A principal atividade econbémica da regido é a
producédo extensiva de gado de corte, com um rebanho estimado em quatro milhdes
de cabecas (Abreu et al., 2008).

Os merozoitos de B. bovis apresentam, em sua superficie, ao menos cinco
glicoproteinas pertencentes a familia de antigenos variaveis de superficie do
merozoito (VMSA), implicados na invasdo do hemoparasita ao eritrocito. A familia de
antigenos variaveis de superficie de merozoitos de B. bovis inclui o0 gene msa-1 e o
locus msa-2. Enquanto msa-1 € um gene de cOpia Unica no genoma, msa-2
compreende quatro genes dispostos em tandem, definidos como msa-2al, msa-2az2,
msa-2b e msa-2c (Florin- Christensen et al., 2002). Estes antigenos sao altamente
imunogénicos e contém epitopos sensiveis a neutralizacdo, e por esta razdo tém

sido considerados como candidatos ao desenvolvimento de vacinas contra B. bovis.



No entanto, a alta diversidade genética de tais antigenos de superficie entre os
diferentes isolados de B. bovis (Hines et al., 1992) & apontada como principal
dificuldade no desenvolvimento de metodologias de controle imunitario contra a
infeccdo por B. bovis (Tattiyapong et al., 2016). Neste contexto, 0os genes msa
podem representar marcadores genéticos para estudo da diversidade genética de B.
bovis (Timms et al., 1990; Genis et al., 2009; Altangerel et al., 2012).

Estudos anteriores utilizando distintos isolados geograficos de B. bovis, bem
como isolados de surtos e amostras vacinais, mostraram que o polimorfismo dos
componentes antigénicos essenciais é a principal causa de falha vacinal (Bock et al.,
1992; Berens et al., 2005). Embora diversos estudos de diversidade utilizando a
familia de genes msa venham sendo realizados ao redor do mundo (Genis et al.,
2009; Lau et al., 2010; Altangerel et al., 2012; Simking et al., 2013; Sivakumar et al.,
2013; Nagano et al., 2013; Tattiyapong et al., 2014; Molad et al., 2014; Matos et al,
2017) pouco se sabe sobre a variabilidade genética de isolados de B. bovis no
Brasil. At¢ o momento, apenas trés estudos avaliaram diversidade genética de B.
bovis no Brasil. Enquanto um deles mostrou uma baixa diversidade genética entre
isolados de B. bovis oriundos dos estados de Bahia, Sao Paulo, Rio Grande do Sul,
Mato Grosso do Sul e Rondonia, os demais estudos mostraram alta diversidade
genética entre amostras oriundas dos estados da Bahia, Sdo Paulo e Rio de Janeiro
principalmente entre sequéncias dos genes msa-2b e msa-2c (Ramos et al., 2012;
Nagano et al., 2013; Matos et al., 2017a,b).

Considerando-se a escassez de pesquisas que investiguem a diversidade
genética de B. bovis no Brasil, aliado ao fato de que o pais é um dos maiores
exportadores de produtos de origem animal para 0 mundo, o presente estudo
objetivou investigar a ocorréncia e a diversidade genética de B. bovis em uma
populacdo de bovinos de corte amostrada no Pantanal brasileiro. Os resultados
obtidos contribuirdo para a aquisi¢cdo de conhecimentos acerca da estrutura genética
da populacao de B. bovis, bem como aos esforcos na selecdo de MSAs adequados
ao desenvolvimento de vacinas e no entendimento dos mecanismos de escape a

resposta imune por parte deste parasita.
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7. Conclusdes

O presente estudo mostrou uma ocorréncia moderada de anticorpos anti-B.
bovis e anti-B. bigemina na regido amostrada, entretanto, a despeito da frequéncia
de anticorpos se apresentar abaixo de 75%, a auséncia de sinais clinicos
relacionados a babesiose bovina leva a classificacdo da area como sendo de
estabilidade endémica.

A ocorréncia molecular de B. bovis nos bovinos de corte amostrados foi baixa.
Apesar disso, um alto grau de diversidade genética foi encontrado na populacao
de B. bovis analisada, com a presenca de diferentes gendtipos coexistentes no

rebanho estudado e no mesmo animal.
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