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DIVERSIDADE GENÉTICA DE Anaplasma marginale NA MICRORREGIÃO DE ARAGUAÍNA

COLARES, Douglas Rebouças[footnoteRef:0]; ALEXANDRINO, Bruna[footnoteRef:1] [0: 	Bolsista do Programa de Iniciação Científica (PIVIC). Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Centro de Ciências Agrárias. douglas.colares@ufnt.edu.br.]  [1: 	Professora Doutora da Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT), Orientadora do projeto de Iniciação Científica. bruna.alexandrino@ufnt.edu.br] 


RESUMO
A tristeza parasitária bovina, enfermidade causada por Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina afeta de forma significativa a bovinocultura, pois reduz a produtividade do rebanho acometido, gerando prejuízos econômicos devido à anemia, febre, aborto e morte em casos agudos. Esta pesquisa teve como objetivo analisar a diversidade genética de A. marginale na microrregião de Araguaína-TO, por meio da amplificação do gene MSP1α via PCR, seguido de purificação e sequenciamento das amostras positivas. Das 200 amostras analisadas, 193 (96,5%) foram positivas na PCR quantitativa e 161 (80,5%) foram positivas na semi-nested PCR. As amostras com bandas mais intensas foram sequenciadas, resultando em 15 fitas forward com boa qualidade, com similaridade ≥ 90% em comparação ao GenBank, confirmando a presença do agente. Entretanto, as fitas reverse apresentaram baixa qualidade, impossibilitando um sequenciamento adequado. Apesar das limitações técnicas, os resultados obtidos contribuem para a caracterização epidemiológica do patógeno, fornecendo subsídios para estratégias profiláticas e de controle mais eficazes, além de auxiliar na construção de um banco de dados genético relevante para a epidemiologia e microbiologia veterinária na região Norte do Brasil.
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I. INTRODUÇÃO/JUSTIFICATIVA
A ocorrência de surtos de tristeza parasitária bovina comprometem a produtividade dos rebanhos acometidos (SACCO, 2001; KOCAN et al., 2003; BOCK et al., 2004). A presença de carrapatos pode acarretar em grandes prejuízos ao produtor, devido à transmissão de enfermidades sendo uma das principais a tristeza parasitária que pode ser causada por três agentes: Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina (Kuttler, 1984). O presente trabalho visa verificar a diversidade genética de A. marginale na microrregião de Araguaína, TO, sendo de grande importância para o campo das ciências agrárias, mais especificamente nos âmbitos da epidemiologia e microbiologia, uma vez que oferece informações que permite conhecer a epidemiologia de um agente que acarreta em grandes perdas econômicas para produtores de carne na região estudada, além de fornecer subsídios para indústrias de vacinas e medicamentos no intuito de auxiliar na melhora da profilaxia e prevenção desse agente diminuindo os impactos causados por esse agente. 

II. BASE TEÓRICA
A tristeza parasitária bovina é causada por três agentes etiológicos: Anaplasma marginale, Babesia bigemina e B. bovis.  Esta enfermidade é caracterizada por anemia, perda de peso, febre, aborto e morte em casos agudos (Kuttler, 1984). O controle da doença é dificultado pela diversidade de genótipos apresentados pelo A marginale. Foram descritas diversas cepas no mundo, diferindo suas características antigênicas, capacidade de serem transmitidas e sua morfologia (Smith et al., 1986; De la fuente et al., 2001; Kocan et al., 2004; Cabezas-cruz et al., 2013). Tal diversidade genética vem sendo caracterizada com base na sequência das proteínas de superfície (major surface proteins) denominadas de MSPs. Foram identificadas seis MSPs (MSP1α, MSP1β, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5), derivadas de eritrócitos de bovinos e tecidos dos carrapatos. (Arulkanthan et al., 1999). A identificação da diversidade é importante, pois visa auxiliar na fabricação de vacinas mais assertivas, melhorando a prevenção da enfermidade. 
No Brasil já foram identificadas diferentes estirpes de A. marginale associadas a casos de surtos de anaplasmose, sendo frequentemente encontradas em rebanhos, como no estado de São Paulo e Goiás (Machado et al., 2015), porém não há estudos nessa temática no Estado do Tocantins.

III. OBJETIVOS
Analisar a diversidade genética de Anaplasma marginale na microrregião de Araguaína Tocantins.

IV. METODOLOGIA
O projeto foi aprovado no CEUA (05/2023). Das amostras de sangue foram extraídos o DNA por meio de kit Mobius). A concentração do DNA obtido de cada amostra foi mensurada utilizando aparelho espectrofotômetro NanoDrop. As amostras de DNA foram então armazenadas a -20 ºC, para posterior realização da PCR.
Foi realizada PCR quantitativa (qPCR) para verificar a prevalência de A. marginale seguindo metodologia de Carelli et al. (2007). As amostras positivas na qPCR para A. marginale baseada no gene MSP1β foram submetidas à semi-nested PCR baseada no gene MSP1α, utilizando protocolo previamente descrito por Lew et al., (2002). As reações ocorreram utilizando os oligonucleotídeos iniciadores 1733F (5’-TGTGCTTATGGCAGACATTTCC-3’), 3134R(5’- TCACGGTCAAAACCTTTGCTTACC-3’) e 2957R (5’-AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC-3’ (Lew et al., 2002; De la fuente et al., 2001).
Os produtos amplificados sucederam-se à eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etídeo (0,625 µL/mL) em tampão de corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 44 M ácido bórico; 12,49 mM EDTA). O processo ocorreu a 100 V/350mA durante 55 minutos. Os resultados passaram a ser visualizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta acoplado a um programa computacional de análise de imagens.
Após a PCR, os produtos amplificados purificados com Sílica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos) de acordo com as recomendações do fabricante. A quantificação do material purificado foi realizado no aparelho espectrofotômetro Nano Drop 2000c e submetidos ao sequenciamento genético baseado no método de terminação da cadeia por dideoxinucleotídeo (Sanger et al., 1997). O sequenciamento foi conduzido em sequenciador SeqStudioTM GeneticAnalyzer, no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT).

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Das 200 amostras analisadas, 96,5% (193/200 foram positivas na qPCR  para o gene MSP1β e 161 (80,5%) na semi-nested PCR para o gene MSP1α de A. marginale. Após a purificação, as amostras com bandas mais intensas foram selecionadas para o sequenciamento. Dentre elas, 15 apresentaram fitas forward de boa qualidade, permitindo identificar A. marginale com similaridade ≥ 90% no GenBank. Apenas a fita forward apresentou picos satisfatórios. Esse resultado, ainda que parcial, foi suficiente para realizar análises comparativas com o banco de dados GenBank (NCBI), que permitiu a identificação inequívoca de Anaplasma marginale nas amostras. Esse achado reforça a relevância do trabalho, pois garante a confirmação molecular da presença do agente.
Por outro lado, as fitas reverse apresentaram eletroferogramas de baixa qualidade, inviabilizando a montagem de sequências de consenso  confiáveis. Esse padrão foi observado de forma consistente em todas as amostras, mesmo após repetição das reações, ajustes de concentração de primers e aquisição de novos lotes. 
O sequenciamento foi tentado em diferentes condições, variando-se o tamanho dos fragmentos amplificados e as quantidades de BigDye Terminator adicionadas às reações. Além disso, foram testadas diferentes concentrações de oligonucleotídeos iniciadores, tanto para a PCR quanto para a reação de sequenciamento. Diante da suspeita de que a qualidade dos primers pudesse estar comprometida, novos pares foram adquiridos, o que demandou tempo adicional até sua chegada e a realização de novas análises. Entretanto, mesmo com a substituição e repetição dos testes, os problemas técnicos persistiram (Shendure & Ji, 2008).
Com o objetivo de descartar falhas técnicas do equipamento, entrou-se em contato com a empresa responsável pelo SeqStudio™ Genetic Analyzer. Foi recomendado a realização de protocolos de limpeza do cartucho de capilares, porém não solucionaram o problema. Diante disso, as amostras foram novamente preparadas e acondicionadas para serem enviadas a um laboratório parceiro, visando a continuidade do sequenciamento com infraestrutura distinta.
	A baixa qualidade observada na fita reverse está relacionada à ocorrência de sobreposição de picos, regiões com pares de bases indefinidos (N) e sinais de leitura fracos ou ruidosos no eletroferograma. Esses fatores inviabilizam a interpretação confiável da sequência e explicam a diferença em relação à fita forward.  
	
VI. CONCLUSÃO/CONSIDERAÇÕES FINAIS
A técnica de PCR baseada no gene MSP1α foi eficaz na detecção molecular de Anaplasma marginale em bovinos da microrregião de Araguaína. Apesar das dificuldades técnicas enfrentadas no processo de purificação e sequenciamento, principalmente nas fitas reverse, as sequências obtidas a partir das fitas forward apresentaram qualidade suficiente para sua confirmação no banco de dados GenBank. Esses achados reforçam a importância do monitoramento molecular como ferramenta para a vigilância epidemiológica. Espera-se que as dificuldades encontradas no sequenciamento da fita reverse sejam superadas e que a diversidade possa ser avaliada, permitindo a obtenção de sequências completas.
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