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DIAGNOSTICO DE Babesia bigemina POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) UTLIZANDO OS PRIMERS GAUG6 E GAU7
PARA UM FRAGMENTO DE SSrRNA

(DIAGNOSIS OF Babesia bigemina BY POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
USING GAU6 AND GAU7 PRIMERS FOR SSrRNA FRAGMENT)

A.P.SANTANA', G. F. C. LINHARES? G. T. BORGES!, A. J. MESQUITA? A. H. MIRANDA?Z, C.
R. MADRUGA?, S. B. MINHARRO*

RESUMO

O presente trabalho teve como finalidade avaliar o protocolo da reagdo cm cadeia da polimerase (PCR) com primers GAU6 e
GAU7 para amplificacdo especifica de um fragmento do gene que codifica para SS rRNA de B. bigemina com amostras de sangue de
bovino contendo os isolados de Babesia bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale. Foram realizadas 40 rea¢0es para as amostras de
sangue que continham hemoparasitos, sendo 14 reacdes de PCR para Babesia bigemina, 12 para rea¢0es para Babesia bovis e 14 para
Anaplasma marginale. Para a extracdo do DNA das amostras de sangue, seguiu-se o protocolo de extracdo do kit comercial GFX™
Pharmacia Biotechd; as amostras foram submetidas a reacdo do PCR previamente descrita por LINHARES et al. (2000). Os resultados
obtidos demonstraram ser os primers GAU6 e GAU7 especificos para Babesia bigemina, ndo apresentando reaco positiva para os parasitos
Babesia bovis e Anaplasma marginale, bem como o DNA extraido de sangue de bovino livre de infecg&o.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia bigemina, polimerase. PCR.

SUMMARY

The present study was carried out to evaluate the polymerase chain reaction (PCR) protocol with GAU6 and GAU7 primers for
the SSrRNA of Babesia bigemina in cattle blood containg Babesia bigemina, Babesia bovis and Anaplasma marginale. Forty reactions were
carried out for blood samples with haemo-parasites, 14 PCR for Babesia bigemina, 12 for Babesia bovis and 14 for Anaplasma marginale.
DNA was extracted from the blood samples using the commercial GFX™ Pharmacia Biotecha, and then the PCR protocol as described by
LINHARES et al. (2000). The results show that the GAU6 and GAU7 primers are specific for Babesia bigemina and did not show a positive
reaction for the Babesia bovis and Anaplasma marginale parasites. No reaction was obtained with DNA extracted from blood of healthy
cattle.
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INTRODUCAO

O emprego de tecnologia para o melhoramento genético
e para a nutricdo do rebanho bovino assim como o0 uso de técnicas
avancadas de manejo e o desenvolvimento de pastagens
melhoradas tém contribuido para o crescimento da bovinocultura
brasileira. No entanto, problemas sanitarios, entre eles doencas
parasitarias, como as hemoparasitoses, permanecem como
entraves, que impedem a maxima produtividade. O
desenvolvimento e a viabilizagdo de métodos de diagndstico
precisos, confiaveis e de baixo custo sdo necessarios, com vistas
nos avangos nos programas de profilaxia ¢ controle.

A babesiose dos bovinos é causada pelos hematozoarios
Babesia bovis e Babesia bigemina, transmitidas pelo carrapato
Boophilus microplus. Em sua manifestacdo clinica pode-se
observar febre, anemia, hemoglobinuria e a presenga do parasito
no sangue (RIBEIRO & SALCEDO, 1982).

Trabalhos realizados em diferentes regides do pais tém
demonstrado que a babesiose bovina ocorre de uma forma
endémica no Brasil (ALVES, 1987; PATARROYO et ai, 1987;
ARAUJO et ai, 1997; MADRUGA et al., 2000).

As condi¢bes epidemiologicas sdo de alto risco para
animais procedentes de areas livres, tornando-se uma barreira aos
programas de melhoramento genético.

Os métodos de diagnostico vém sendo aperfeicoados
nos Ultimos anos. KESLLER et al. (1987) relataram as
dificuldades no diagnéstico das babesioses devido a falta de
tecnologia mais eficiente. Segundo os autores, 0 método de
diagndstico pela pesquisa do parasito em esfregacos sangliineos
corados, procedimento adotado pelos médicos veterindrios em
regides de ocorréncia, limita-se ao acompanhamento de casos
clinicos. Entretanto, vérios estudos tém sido desenvolvidos e
aperfeicoados na area de imunodiagnéstico, e técnicas
soroldgicas, tais como fixagdo de complemento, teste da
conglutinagdo  répida, imunofluorescéncia indireta  (IFI),
hemoaglulinacéo indireta e imunoadsorcéo enzimética (ELISA),
estdo sendo amplamente utilizadas, principalmente para
levantamento epidemiolégico de rebanhos, como pode ser
observado nos trabalhos realizados por RODRIGUEZ et al.
(1988), VIDOTTO etal. (1997), REDDY et ai (1997), ARAUJO
et al. (1997), MADRUGA et al. (2000), entre outros.

Atualmente, com a infroducdo da biologia molecular na
deteccdo e caracterizagdo de agentes patogénicos e,
principalmente, a introducéo das técnicas de sondas de DNA, com
sensibilidade descrita em torno de 10°° a 10® hemacias infectadas
(MCLAUGHLIN etal., 1992; BUENING & FIGUEROA, 1992) e
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com sensibilidade
entre 10 e 10*° hemacias infectadas, alguns trabalhos vém sendo
desenvolvidos desde 1986 para adaptéa-las ao diagnéstico de B.
bovis e B. bigemina (FIGUEROA et al., 1992; BOSE etal., 1995).
A altaespecifidade e custos menos elevados quando comparados
com as sondas de DNA, fizeram com que o PCR se tornasse o
método mais adequado para estudos epidemiol6gicos em areas
geogréficas especificas (FIGUEROA & BUENING, 1995; OHTA
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et ai, 1995).

A reacdo do PCR para B. bigemina e B. bovis tem sido
utilizada em diferentes protocolos, empregando- se prime rs
construidos a partir de diferentes genes, que se encontram
referenciados na literatura como segue: Spel- Aval fragmento de
0,3 kb, oriundo do gene pBbil6 (um derivado do gene pBR322 de
B. bigemina, de 6.3-kb, subclonado no vetor “pBluescript”
(FIGUEROA et ai. 1992); gene que codifica a small-subunit do
rRNA (SSrRNA) de B. bovis (CALDER et ai, 1996); gene que
codifica uma proteina de superficie do merozoito de B. bovis, de
60-kDa (SUAREZ et al.. 1991, FIGUEROA et ai, 1993); gene
BabR de B. bovis (MCLAUGHLIN etal., 1992); gene Bv80de B.
eov«(BROWN et ai, 1993), gene BVVAI de B. bovis
(DALRYMPLE etal., 1992, LEW et ai, 1997). Existem
informacBes disponiveis sobre seqliéncias de primers que
permitem o diagndstico direto de Babesia spp. pela PCR com alta
especificidade e sensibilidade.

O presente trabalho teve como finalidade avaliar o
protocolo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers
descritos originalmente por LINHARES et ai (2000) para a
amplificagdo especifica de um fragmento do gene que codifica
para urna pequena subunidade de RNAr (SS rRNA) de B.
bigemina.

MATERIAL E METODOS

Origem das amostras de sangue para o PCR

As amostras de sangue positivas para B. bigemina, B.
bovis e Anaplasma marginale utilizadas neste trabalho foram
cedidas pela Embrapa - CNPGC - MS (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Centro Nacional de Pesquisa de Gado de
Corte - Mato Grosso do Sul), as quais foram preparadas a partir
de amostra de sangue de bovino infectado com amostra pura dos
respectivos parasitos, em condi¢es de isolamento, conforme
KESSLER etal. (1987).

Foi realizado um total de 40 reagBes com sangue de
animais parasitados oriundos de diversas regides do Brasil, sendo
14 reacOes para Babesia bigemina, 12 reacdes para B. bovis e 14
reacBes para Anaplasma marginale. Concomitantemente, foram
realizadas reacbes de PCR com DNA extraido de sangue de
bovino livre de infeccéo.
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Extragdo do DNA gendomico da Babesiu bigemina, Babesia
bovis e Anaplasma marginale

Uma aliquota de cada amostra de sangue colhida
com anticoaguiame foi submetida ao processo de extragdo
do DNA gendmico, utilizando-se kit comerciall, seguindo-
se o protocolo sugerido pelo fabricante, padronizando-se o
volume da amostra para extracdo de 300|il de sangue total.

“Primers” utilizados

Para a execug¢do da reacdo em cadeia da
polimerase foram utilizados osprimers GAUO (re verse) e
GAUT7 (forward). previamente descritos por LINHARES et
al. (2000) (Quadro
especifica de uni fragmento de 687 pares de bases do gene
que codifica para SStRNA (small subunit TfRNA) de B.

bigemina.

1), para a amplificacdo espécie-

dos foram

o . . L 2
sintetizadas previamente por uma companhia especializada’,

As seqiiéncias oligonucleotideos
numa escala de sintese de 50 inMoi, sob a forma liofilizada.

Os nucleotideos liofilizados foram ressuspensos
em agua ultrapura (Milli-Q), ajustando-se a concentrag¢do da
solugdo estoque em 1 jig/ 1 jaL. A concentra¢ido da solugdo
de trabalho foi ajustada para 20pMol, e aliquolada em tubos
armazenadas sob

do tipoEppenclorfiie 1.SrnL  foram

temperatura de -20* C.

Avaliagao da especificidade dos primers

Para a verificagdo da especificidade dos primers
paraB. bigemina foram utilizadas sete amostras de sangue de
isolados do parasito (duas amostras oriundas do Estado de
Goias, uma amostra de cada um dos seguintes Estados:
Mato Grosso do Sul, Rondoénia, Sdo Paulo, Rio Grande
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do Sul e Bahia), seis amostras de sangue contendo isolados
de B. bovis (duas amostras oriundas de Goids, duas amostras
do Mato Grosso do Sul, uma amostra de Sdo Paulo e uma
da Bahia) e uma amostra de sangue contendo isolados de
Anaplasma marginale oriunda do Mato Grosso do Sul, Os
primers foram testados também contra o ONA de bovino
livre de infeccdo. As amostras de sangue usadas neste
experimento apresentavam niveis de parasiicmia variando
entre 0,1 e 0,5%, determinado por exame em microscopia
direta, em laminas de esfregaco sanguineo coradas pela
coloracdo de Giemsa.

Reacdo do PCR

Como medida de seguranga, para
qualquer tipo de contaminagdo, as diferentes fases de
desenvolvimento da técnica do PCR foram executadas em
quatro laboratoérios, fisicamente separados, conforme
LAUERMAN (1998), sendo um laboratorio para a extragio
do DNA gendémico das amostras, outro para a preparacao da

mistura de reagdo, outro para a inoculagdo do DNA e o

prevenir

quarto para amplificacdo, eletroforese e documentacado
fotografica.

Para o desenvolvimento da técnica.adotdu-se
protocolo de reagdo previamente descrito por LINHARES
et al. (2000), conforme os seguintes pardmetros: para cada
amostra foi preparada uma mistura (master mix) contendo
24,75pL de dgua altamente purificada (Mill-Q) em um tubo
do tipo Eppendorf de 1,5 mL, onde adicionaram-se 5jiL de
solugdo tampdo (buffer 10X3, 1 JIL de
desoxirribonucleotideo trifosfato’ (ANTP) na concentrag¢io
de 10mM, 0,5jiL de cada primer {foward primer: GAUT 5’-
GTTGGG TCTTTTCGC TGG C-3’ e reverseprimer. GAU6
5’-CCA CGC TTG AAG CAC AG G A-3), 0,25 uL de Taq
DNA polimerase5 (5 U/jiL). O volume obtido

cada

Quadro 1 - Seqiiéncia de oligonucleotideos (primers) para a amplificagdo especifica de fragmento do gene SSTRNA de fi.
bigemina pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme LINHARES et al. (2000).

Primer Sequéncia Posicdo no Es pectiicidade
seqiienciamcnto do
sene
GA U 6 (RV) 5°- CCA CGCTTGA A GCA CA GGA -3 1532-1515 B. bigemina
GAU7 (F*) 5°- GTTGGGTCTTTTCGCTGGC-3’ 848-866 B.bigemina

<pR = reverse primer *F-forward primer.

Tabela 1 - Resultados da reacdo de PCR usando a combinagao dos primers GA07 ¢ GAUG6 para a amplificagdo de fragmento de

DNA (gene SSrRNA) de B. bigemina, com o respectivo amplicon.

Primers DNA testado N de amostras PCR - positivo Amplicon
GAU7/ GAUG6 B. bigemina 14 14 687 bp
GA U7/ GA Us¢ B.bovis 12 * 00 -
GAU7/ GAU6 A. marginale 14 00 -

Total 40 14
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(35jJ,L) para cada amostra a ser testada foi entdo transferido para
um tubo de PCR de 0,2mL", no qual foram inoculados 15|iL de
DNA gendmico da amostra, perfazendo um volume total de
50|jL. Para cada bateria de testes, foi incluida uma amostra
inoculada com DNA gendmico de B. bigemina, como controle
positivo, e uma amostra inoculada com agua altamente purificada
(sem DNA), como controle negativo para a rea¢do. Os tubos de
PCR foram entdo tampados e transferidos para um aparelho
termociclador automatico™, previamente programado para os
seguintes ciclos de temperatura: 94” C por dois minutos (etapa de
desnaturacdo inicial), 39 ciclos sucessivos nas temperaturas de
94°C por 30 segundos (desnaturacdo das fitas de DNA), 55° C
por 30 segundos (anclamento dos primers) e 72" C por um
minuto (extensdo das fitas de DNA) e, por Gltimo, apenas um
ciclo a 72" C por cinco minutos, para otimizar a extenséo final
das fitas.

Em seguida, 12(iL do produto do PCR (amplicon)
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose™ a 2,0% em
solugdo de TAE IX pH 8,3" (LAUERMAN et al, 1995), em cuba
de eletroforese®, com capacidade para 28 amostras. A
distribuicdo das amostras no gel seguiu 0 modelo de COSTA
(1999); no primeiro poco foi colocado o marcador de DNA™, no
segundo, o controle positivo, no Gltimo pogo, o controle negativo,
¢ nos demais pogos foram colocados os produtos de PCR das
amostras em estudo. A eletroforese foi realizada a 94 volts por 50
minutos. Posteriormente o gel foi corado em solugdo de brometo
de etidio a 0,25|ig/ mL durante 20 minutos, e em seguida
0 produto amplificado foi visualizado em um transiluminador de
ultravioleta’®, comparando-se o peso das bandas amplificadas
(687bp) com as bandas do marcador de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da reacdo do PCR empregando-se 0s
primers GAU7 e GAU6™ para a amplificagdo especifica de um
fragmento de 687bp do gene que codifica a SSrRNA de B.
bigemina apresentou resultados que demonstraram sua
especificidade, discriminando esse parasito de outros
hemoparasitos endémicos na regido estudada (B. bovis e
Anaplasma marginale), assim como o DNA do hospedeiro. De
um total de 40 reacdes executadas (14 com DNA gendmico de
isolados de B. bigemina, 12 de B. bovis e 14 de A. marginale), o
par de primers utilizado demonstrou ser 100% especifico na
amplificacdo do DNA de B. bigemina e ndo apresentou nenhuma
reacdo cruzada com DNA de B. bovis, A. marginale ou DNA
gendmico da espécie bovina (Tabela 1 e Figura 1).

1% Marca MJ Research Incorporation (modelo PTC-100)

* Life Tecnologies - Gel de Agarose
2 TAE IX: 2ml de TAE 50X pH 8,3(121g de Tris Base, 28,6ml de 4cido glacial
acético e 50 ml de EDTA a concentragdo de 0,5 molar) e 98 ml de 4gua destilada.
PH final de 8,3.

" marca Life Tecnologies - modelo Horizon 11-14

 Life Tecnologies- 100bp (pares de bases) DNA Ladder 1 mg/ml

marca Hoefer-Amersham Pharmacia Biotecha - modelo UV-25
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Estes resultados sdo semelhantes e confirmam aqueles
reportados originalmente por LINHARES et al.
(2000) para 0 mesmo par de primers e protocolo e ainda se
assemelham aos resultados de FIGUEROA et al. (1992) no que
se refere a especificidade do teste da reacdo em cadeia da
polimerase ao parasito.

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 2% de 10|iL de
produto de PCR na amplificacdo de fragmento do
gene SSIRNA de B. bigemina com os primers
GAU7/ GAUSG. 1) marcador DNA
100bp; 2) Amplicon de 687 bp de B. bigemina
(PCR positivo); 3) DNA de/?, bovis; 4) DNA de A.
marginale’, 5) DNA gendmico de bovino livre de

infeccdo; 6) Controle negativo.
CONCLUSAO

O protocolo ¢ primeis avaliados foram efetivos
para a amplificacdo especifica de um fragmento do gene que
codifica a SSTRNA de B. bigemina. discriminando-a de forma
precisa de B. bovis, Anaplasma marginale, assim como do DNA
do hospedeiro.
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