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RESUMO

SOUZA, F. A. L. Babesiose e anaplasmose em rebanhos bovinos leiteiros do Estado do
Piaui, Brasil. 2011. 74f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Programa de Pds
Graduacao em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2011.

O complexo de enfermidades conhecido no Brasil como Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é
causado por agentes etioldgicos distintos, os protozoarios do género Babesia (Babesia bigemina
e/ou Babesia bovis) e uma riquétsia Anaplasma marginale, porém com sinais clinicos e
epidemiologias parecidas, que causam a babesiose e anaplasmose. Acredita-se que esse
complexo seja uma das principais doencas que acometem os bovinos da regido Norte do estado
do Piaui. Assim, objetivou-se com esse trabalho conhecer aspectos epidemioldgicos da babesiose
e anaplasmose na bacia leiteira de Parnaiba-PIl, bem como implantar os métodos de diagndstico
direto e indireto para deteccdo desses agentes. O estudo foi conduzido em nove municipios,
totalizando 22 propriedades estudadas e 202 bovinos avaliados. Em todos os animais foram
colhidas amostras de sangue periférico para pesquisa parasitologica e sangue com e sem
anticoagulante para exames hematoldgico (microhematocrito), sorologico (RIFI) e molecular
(PCR e nPCR). Foram aplicados em todas as propriedades, questionarios envolvendo aspectos
epidemioldgicos. A soroprevaléncia de B. bigemina e B. bovis foi 52,5% (106/202) e 68,8%
(139/202), respectivamente; e para A. marginale foi 89,1% (180/202). Das amostras analisadas,
148 (73,3%) foram reativas para Babesia spp. € A. marginale, demonstrando co-infec¢do. A
visualizacdo de merozoitos e corpusculos intraeritrocitarios pelo exame parasitolégico foram
demonstrados em 33,2% (67/202) dos animais, para B. bigemina, 23,3% (47/202) para B. bovis e
77,7% (157/202) para A. marginale. A co-infeccdo estava presente em 44,5% (90/202) dos
esfregacos analisados. A andlise por meio de PCR e nPCR mostraram a presenca de DNA de B.
bigemina e B. bovis em 52,0% (105/202) e 33,2% (67/202) das amostras, respectivamente. No
caso da A. marginale essa positividade foi observada em 76,2% (154/202). Dessas, 104 (51,5%)
amplificaram DNA dos dois géneros. Dos 22 produtores entrevistados, a criagdo semi-intensiva
predominou em 68,0%. Grande parte dos produtores (95,0%) cultivam pasto, e somente 59,0%
fazem rotacdo de pastagem. Em 100% das propriedades existiam animais parasitados por
carrapatos e 64,0% relataram presenca de dipteros hemat6fagos. Todos controlavam a populacao
de carrapatos, realizando aplicacéo de acaricidas quando os animais estavam com alta infestacao,
sendo que, somente 59,0% realizavam mudanca de principio ativo. O historico clinico de
babesiose e ou anaplasmose foram relatados em 73,0% das propriedades, sendo tratado em
68,0%. Em 50,0% das fazendas foi informado que ja houve Obito de animais com histérico
clinico da doenca. Pela analise da soroprevaléncia, de acordo com a faixa etaria ndo houve
diferenga significativa (p>0,05), nas espécies estudadas. A média do volume globular (VG) de
animais positivos comparado aos negativos ndo diferiu estatisticamente (p>0,05). O estudo
epidemiolégico com B. bigemina, B. bovis e A. marginale, é indicativo de que essas
enfermidades ocorrem de forma instavel na regido da bacia leiteira de Parnaiba-PI, com
situacdes de instabilidade (babesiose) ou estabilidade (anaplasmose) enzodtica dependendo do
agente estudado, sendo a PCR uma ferramenta valiosa para a realizacdo de estudos
epidemioldgicos, possibilitando caracterizar uma regido geografica e utilizar medidas adequadas
de controle.

Palavras-chave: Babesia bigemina; Babesia bovis; Anaplasma marginale; diagndstico;
epidemiologia.



ABSTRACT

SOUZA, F. A. L. Babesios and anaplasmosis in dairy cattle herds in Piaui state, Brazil.
2011. 74f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Programa de P6s Graduacao em Ciéncia
Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2011.

The complex of diseases known in Brazil as Tick Fever (TF) is caused by distinct etiological
agents, the protozoa of the genus Babesia (Babesia bigemina or Babesia bovis) and a rickettsia
Anaplasma marginale, but with similar clinical signs and epidemiology, that cause babesiosis
and anaplasmosis. It is believed that this complex is a major disease affecting cattle from
Northern of Piaui state. Thus, the objective was to work with that know epidemiology of
babesiosis and anaplasmosis in dairy basin Parnaiba-Pl and deploy diagnostic methods for direct
and indirect detection of these agents. The study was conducted in nine municipalities,
comprising 22 farms studied and evaluated 202 cattle. In all the animals were collected
peripheral blood samples for parasitological examination and blood with and without
anticoagulant for hematologic examinations (microhematocrit), serological (IFA) and molecular
(PCR and nPCR). Were applied to all farms, involving epidemiological questionnaires. The
seroprevalence of B. bigemina and B. bovis was 52.5% (106/202) and 68.8% (139/202),
respectively, and for A. marginale was 89.1% (180/202). Of the samples analyzed, 148 (73.3%)
were reactive for Babesia spp. and A. marginale, demonstrating co-infection. The visualization
of merozoites and corpuscles intraeritrocitarios by parasitologic examination were demonstrated
in 33.2% (67/202) of animals for B. bigemina, 23.3% (47/202) for B. bovis and 77.7% (157/202)
for A. marginale. Co-infection was present in 44.5% (90/202) of the smears examined. Analysis
by PCR and nPCR showed presence DNA, B. bigemina and B. bovis in 52.0% (105/202) and
33.2% (67/202) of samples, respectively. In the case of A. marginale this positivity was observed
in 76.2% (154/202). Of these, 104 (51.5%) amplified DNA from both genus. Of the 22
interviewed farmers, the semi-intensive prevailed in 68.0%. Many farmers (95.0%) cultivated
pasture, and only 59.0% are pasture rotation. In 100% of the farms existed animals infected by
ticks and 64% reported presence of hematophagous dipterans. All controlled the tick population,
making application of acaricides when the animals were highly infested, and only 59.0%
performed change of the active ingredient. The clinical history of babesiosis or anaplasmosis and
were reported in 73.0% of the farms being handled by 68.0%. In 50.0% of the farms was
informed that there have been deaths of animals with a history of the disease. For the analysis of
seroprevalence according to age no significant difference (p>0.05) in species. The means packed
cell volume (PCV) of animals positive compared to negative did not differ statistically (p>0.05).
The epidemiological study of B. bigemina, B. bovis and A. marginale, indicates that these
diseases occur in an unstable region in the dairy region of Parnaiba-Pl, with situations of
instability (babesiosis) or stability (anaplasmosis) enzootic depending on the agent studied, and
the PCR a valuable tool for performing epidemiological studies to characterize a geographic
region and use appropriate control measures.

Keywords: Babesia bigemina. Babesia bovis. Anaplasma marginale. cattle. diagnostic.
epidemiology.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais com grande vocacdo para pecuaria, tendo atualmente no setor
produtivo animal, grande importancia econdmico-social. E o segundo maior produtor de bovinos
do mundo, com aproximadamente 205,3 milhdes de cabecas (IBGE, 2010). A producéo de leite
ou carne do pais é uma das fontes de renda, principalmente quando se trata das pequenas
propriedades rurais.

O Piaui encontra-se em quinto lugar no Nordeste na producdo de bovinos, com um
rebanho efetivo de, aproximadamente, 1,7 milhdes de cabecas. O Norte do Piaui concentra a
maior bacia leiteira do Estado, conhecida como Bacia Leiteira de Parnaiba, e possui uma
producdo anual de leite de cerca de 16 milhdes de litros (IBGE, 2010), sendo essa a sua principal
atividade econémica (SEBRAE, 2004). Estd situada na microrregido Litoral Piauiense,
possuindo localizagdo entre as longitudes 41° 39” W e 42° 05° W e latitudes 2° 51° S e 3° 55° S.
O bioma vai da Caatinga, passando por uma area de transicio até chegar a Cerrado. E composta
por nove municipios: Buriti dos Lopes, Caratbas do Piaui, Caxing0, Ilha Grande, Luis Correia,
Murici dos Portelas, Parnaiba, Piracuruca e Sdo José do Divino, que juntos compde uma area
territorial de 7.742 km?, com um rebanho efetivo de 79.060 cabecas (IBGE, 2010).

Para se ter um maior aproveitamento econdmico da cadeia produtiva animal e melhorar
o desenvolvimento da pecuéria de modo sustentavel, é necessario utilizar novas tecnologias de
diagnostico e adaptar para essa regido as tecnologias ja existentes, especialmente na area de
doencas infecciosas e parasitarias que acometem os animais de producao.

Dentre as enfermidades parasitarias se destaca as pertencentes ao complexo conhecido
como Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), doenca conhecida desde o final do século XIX, quando
ainda era enfocada como entidade Gnica e ndo como um complexo. No Brasil sdo causadas por
um dos protozoarios do género Babesia (Babesia bigemina e Babesia bovis) e pela rickéttsia
Anaplasma marginale (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE, 2002). O principal vetor para 0s
trés agentes é o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, sendo que a anaplasmose ainda
pode ser transmitida mecanicamente pelos dipteros hematéfagos dos géneros Tabanus e
Stomoxys e de forma iatrogénica, através de fomites com sangue contaminado (KOCAN et al.,
2010).

Essas enfermidades caracterizam-se clinicamente por uma sindrome hemolitica e febril
cuja gravidade estd diretamente relacionada a reacdo do hospedeiro frente a infeccdo

(McCOSKER, 1981). Mundialmente, a TPB é responsavel por grandes perdas econdmicas,
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decorrentes do menor ganho ou perda de peso dos animais parasitados, decréscimo da producédo
de leite, infertilidade ou subfertilidade dos touros, abortamentos, mortalidade, gastos com
medicamentos e servico médico veterinario, aléem do estado crdnico portador, que interfere no
desenvolvimento normal dos animais (ARAUJO et al., 1998; ADHAM et al., 2009). De acordo
com McLeod e Kristjanson (1999), as perdas e os custos com o controle da babesiose e
anaplasmose na indUstria bovina Australiana é de US$ 16,9 milhdes por ano, na Africa do Sul
esses gastos superam os US$ 21 milhdes por ano, sendo que a India aparece com gastos de US$
57,2 milhGes. Na pecuaria brasileira estima-se que 0s prejuizos atinjam cerca de US$ 500
milhdes de dolares anuais segundo Ministério da Agricultura (GRISI et al., 2002).

Alguns estudos epidemiolégicos da TPB tém sido concentrados em regides do Sudeste e
Sul do Brasil, o que implica nhuma enorme falta de dados epidemioldgicos da regido Nordeste.
Devido principalmente, ao clima, presume-se que poucos conhecimentos sobre TPB dessas
regides possam ser aplicados a regido Nordeste.

Acredita-se que o complexo babesiose e anaplasmose bovina seja uma das principais
doencas que acometem os bovinos da regido Norte do estado do Piaui. No entanto, o estudo
epidemioldgico e o diagndstico dessa enfermidade sdo escassos nessa area, levando grande parte
dos Médicos Veterinarios a diagnosticar essa doenca baseados apenas nos achados clinicos, o
que torna impossivel o diagnostico, uma vez que, os sinais clinicos apresentados pelos animais
podem ser comuns a varias enfermidades.

O conhecimento das interacdes que regulam a epidemiologia dos agentes da TPB em
cada regido geografica € indispensavel para o desenvolvimento e aplicacdo de medidas de
controle que possam interromper a cadeia epidemiolégica de modo a reduzir os prejuizos a
pecuaria. Dessa forma, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas para obter melhores
estratégias de controle e profilaxia da doenca.

Diante dos fatos, torna-se evidente a importancia do estudo epidemiologico dessa
enfermidade na bacia leiteira de Parnaiba-PI, possibilitando, se necessario, a ado¢do de medidas
profilaticas e terapéuticas adequadas. Além disso, é importante a implantacdo de um método de
diagndstico moderno e eficaz desta enfermidade no Estado, fornecendo assim, mais um servigo
ao veterinario e com isso uma conduta terapéutica correta. Dessa forma, objetivou-se com esse
trabalho conhecer alguns aspectos epidemiologicos da TPB, classificando a regido estudada
como area de estabilidade ou instabilidade enzodtica, bem como implantar os métodos de
diagndstico direto e indireto para deteccao desses agentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O complexo de enfermidades conhecido como Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é
causado no Brasil por dois agentes etiologicos distintos, porém com sinais clinicos e
epidemiologias parecidas, que também podem ser chamadas de babesiose e anaplasmose bovina.
No Brasil, a babesiose bovina é provocada pelos hemoprotozoarios Babesia bovis e Babesia
bigemina e a anaplasmose pela rickéttsia intra-eritrocitaria Anaplasma marginale (MOURA et
al., 2003; BARROS et al., 2005).

2.1 Etiologia e taxonomia

A babesiose foi descrita pela primeira vez em 1888, na Roménia por Babés (1888),
onde sua equipe comegou a investigar surtos de uma enfermidade caracterizada por um quadro
de anemia hemolitica que acometia bovinos na Europa. Na época foi chamada de
hemoglobindria enzodtica bovina e os animais enfermos apresentavam microorganismos no
interior de eritrcitos. Ele acreditava que fosse uma bactéria, a qual foi nomeada de
Haematococcus bovis (ANGUS, 1996; BOCK et al., 2004).

Em 1893, os pesquisadores americanos Smith e Kilborne demonstraram o organismo
causador da “Febre do Texas” (babesiose), a qual possuia sintomas semelhantes a
hemoglobindria enzodtica bovina e conseguiram caracterizar 0 microorganismo como um
protozoario, que foi denominado de Pyrosoma bigeminum (= Babesia bigemina) (BOCK et al.,
2004).

Ainda no ano de 1893, Starcovici verificou a similaridade entre os organismos descritos
por Babés, na Roménia, e Smith e Kilborne nos Estados Unidos, e propds a inclusdo de ambos
em um novo género chamado Babesia, em homenagem ao pesquisador romeno (UILENBERG,
2006).

O género Babesia pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem
Eucoccidiorida, subordem Piroplasmorina e familia Babesiidae (LEVINE, 1988; ALLSOPP et
al., 1994). Sao parasitas intraeritrocitarios, os quais possuem mais de 100 espécies, que infectam
uma ampla variedade de animais domésticos, incluindo bovinos, caninos, felinos, equinos,
suinos, ovinos, caprinos e roedores, bem como animais silvestres e ocasionalmente, o0 homem
(BOCK et al., 2004; COOKE et al., 2005; CANTU et al., 2007; HUNFELD; HILDEBRANDT;
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GRAY, 2008). O primeiro relato dessa enfermidade no Brasil data de 1901, em animais recém-
importados e em fase de aclimatacao no Rio de Janeiro (FONSECA; BRAGA, 1924).

O género Anaplasma foi citado pela primeira vez como agente causador de doenca
especifica em 1910 por Arnold Theiler, ao reconhecer “pontos marginais” em eritrocitos de
bovinos doentes. Nesse mesmo ano, na Africa do Sul foi descrito uma nova espécie na tentativa
de concluir ser um novo protozoario, denominando de Anaplasma marginale. Essas inclusdes
localizadas marginalmente tinham sido vistas frequentemente em eritrocitos de bovinos
anémicos (KOCAN et al., 2010). Anteriormente, por engano haviam concluido que os “pontos
marginais” faziam parte do ciclo de vida da B. bigemina, mas Theiler (1910) determinou
corretamente que babesiose e anaplasmose eram doencgas separadas, co-existindo muitas vezes
no mesmo animal, que foi provado através da separacdo dos dois agentes e producdo de uma
“infec¢ao pura” com A. marginale (FONSECA; BRAGA, 1924).

Atualmente com base em analises genéticas dos genes 16S rRNA, groESL e de genes
que codificam proteinas de superficie, a A. marginale, uma bactéria Gram-negativa, foi
classificada como um organismo pertencente ao filo Proteobacteria, classe Alphaproteobacteria,
ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae, sendo a espécie mais patogénica e de maior
importancia para os bovinos (DUMLER et al., 2001). A Anaplasma pode infectar ainda,
bubalinos, ovinos e caprinos, além de uma variedade de ruminantes silvestres (ZAUGG et al.,
1996; MELO et al., 2001).

2.2 Transmissao e ciclo de vida

O principal vetor bioldgico para os agentes da TPB na Asia, Africa, Australia e
Américas do Sul e Central, é o carrapato monoxeno Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o qual
se distribui em regides tropicais e subtropicais, sendo que a presenca das infec¢bes segue a
dispersdo do vetor (GUGLIELMONE, 1995; FOIL et al., 2004; OIE, 2007).

O ciclo de vida da babesia é formado por trés elementos: o vetor, o parasito e o
hospedeiro, e se inicia quando 0s bovinos, hospedeiros intermediarios de Babesia spp., se
infectam pela inoculacdo de esporozoitos presentes na glandula salivar dos carrapatos no ato do
repasto sangiineo (RIEK, 1964, 1966). A interacdo esporozoito-eritrocito é extremamente
especifica, j& que Babesia spp. ndo invadem outro tipo celular, isto implica que existem
receptores no eritrocito que sdo reconhecidos por moléculas complementares no parasito,

provavelmente presentes na membrana externa dos esporozoitos (BUSHELL et al., 1991).
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A penetracdo do esporozoito no eritrocito se da com a fixacdo na hemacia, logo apos a
ligacdo, ha uma reorientacdo desses esporozoitos sobre a superficie do eritrocito, de maneira que
0 complexo apical entra em contato com a membrana plasmatica. O conteudo das roptrias e
micronemas € liberado sobre a membrana eritrocitéria, induzindo a formagdo de um vacuolo e
internalizacdo do esporozoito. No interior da hemacia hospedeira, a membrana do vacuolo é
destruida e o esporozoito fica em contato com o citoplasma, sendo uma invasdo ativa, mas sem
que haja o rompimento do eritrocito (VILORIA; SALCEDO, 2001; CHAUVIN et al., 2009). Em
seguida, os parasitas transformam-se em trofozoitos, quando se multiplicam por divisdo binéria
(merogonia) dando origem a dois merozoitos; estes rompem o eritrdcito e penetram em outro
integro para continuar a multiplicagdo (BOCK et al., 2004). Foi identificado também um tipo
ovoide de merozoito, chamado de precursor gamonte, os quais sO se desenvolvem ap0s serem
ingeridos pelo carrapato (MACKENSTEDT et al., 1995).

O carrapato se infecta quando ingere eritrocitos com Babesia spp., sendo que os
parasitas degenerados serdo destruidos. No entanto, alguns estagios especificos (“pré-
gametocitos”) sobrevivem e sofrem alteracbes morfofisioldgicas adaptativas evoluindo para
gametdcitos, se preparando assim, para o inicio do ciclo sexuado (CHAUVIN et al., 2009). Estes
gametocitos se desenvolvem no intestino do carrapato formando os micros (masculino) e
macrogametas (femininos), que se fundem para formar os zigotos, (MEHLHORN; SCHEIN,
1984). Estes penetram nas células do epitélio intestinal do carrapato, e se multiplicam por
esquizogonia (esporogonia), dando origem aos esporocinetos, maiores e em forma de arco, que
séo liberados na hemocele (MOSQUEDA et al., 2004).

Os esporocinetos invadem a hemolinfa do vetor, onde se iniciam ciclos de fisséo
maultipla nos diversos 6rgdos da fémea ingurgitada, principalmente nas fibras musculares e
células do ovério, resultando na infec¢do dos odcitos, caracterizando uma transmissao por via
transovariana do R. (B.) microplus (MAHONEY; MIRRE, 1979; DA COSTA et al., 1997). Uma
vez 0s ovos infectados, varios ciclos de esquizogonia ocorrem nos embrides e larvas, culminando
com a presenca de estadgios multinucleados nas glandulas salivares dos carrapatos jovens, que
irdo se dividir para formar os esporozoitos, sendo que esse desenvolvimento sé inicia quando o
carrapato infectado ataca o hospedeiro vertebrado. Na B. bigemina ocorre algum
desenvolvimento de esporozoitos na alimentagdo das larvas, mas os esporozoitos infectantes
levam cerca de nove dias para aparecer, sendo entéo transmitida por ninfas e adultos de R. (B.)
microplus, que mantém a infeccdo por varias geragdes (BOCK et al., 2004). No caso da B. bovis

a formacao de esporozoitos infectantes ocorre geralmente dentro de dois a trés dias apos fixacao
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do estdgio larval, sendo transmitida somente nesse estdgio, perdendo a infeccdo apds a
alimentacdo (RIEK, 1966). O periodo de incubacdo de B. bovis varia de 6 a 12 dias e de B.
bigemina de 12 a 18 dias ap0s a fixa¢do dos carrapatos (BOCK et al., 2004).

A transmissdo bioldgica de A. marginale é feita por mais de 20 espécies de carrapatos
em todo o0 mundo (KOCAN et al., 2004). Os géneros de maior importancia na transmisséo desse
agente nas Ameéricas é o Dermacentor e Rhipicephalus, e essa transmissdo pode ser interestadial
ou transestadial (que ocorre de estagio para estagio), e intraestadial (que ocorre dentro do mesmo
estagio), sendo enfatizada a importancia epidemioldgica dos carrapatos machos, devido a sua
grande mobilidade e longevidade (KESSLER, 2001).

Além da transmissdo por carrapatos, a A. marginale também pode ocorrer
mecanicamente por outros artropodes, tais como mosquitos e moscas hematdfagas; de forma
iatrogénica por fomites contaminado com sangue, tais como agulhas, instrumentos de castracao,
descorna e tatuagem; via transfusdo sanguinea e congenitamente (RIBEIRO et al., 1995;
KESSLER, 2001; SOUZA et al., 2001; DREHER et al., 2005; KOCAN et al., 2010).

A transmissdo mecanica por dipteros hematofagos, principalmente os dos géneros
Tabanus, Stomoxys, Chrysops, Siphona e os mosquitos do género Culex e Aedes (FOIL, 1989;
SCOLES et al., 2005) é uma realidade, esses insetos ao se alimentarem nos animais tém o
repasto sanguineo interrompido por ser um processo doloroso ao hospedeiro, sendo forcados a
completar sua alimenta¢do em outros animais de rebanho, dessa forma, a rickéttsia mantém sua
viabilidade na pecas bucais dos vetores por até duas horas, possibilitando essa transmissdo
mecanica (POTGIETER; SUTHERLAND; BIGGS, 1981; FOIL, 1989). Essa forma de
transmissdo mecanica é provavelmente o principal meio de disseminacdo da A. marginale em
determinadas zonas dos EUA, América Central e do Sul e Africa, onde os vetores carrapatos
estdo ausentes (KOCAN et al., 2010).

No ciclo da A. marginale os corplsculos iniciais, adquiridos biologica ou
mecanicamente pelo hospedeiro susceptivel, apos atingirem a corrente sanguinea aderem-se aos
eritrocitos por meio de moléculas adesivas de membrana (de la FUENTE et al., 2001),
promovendo a invaginacdo da membrana eritrocitica até seu total englobamento, dando origem a
um vacuolo, em seguida, esses corpusculos sofrem sucessivas fissées binarias até atingirem um
numero de quatro a oito novos corpusculos iniciais, que se deslocam em direcdo a periferia do
eritrocito, até a fusdo do mesmo com a membrana celular, esses corpusculos deixam o eritrocito
sem rompé-lo e invadem outras células vermelhas, dando continuidade ao ciclo (RISTIC;
WATRACH, 1963; KOCAN et al., 2010).
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O desenvolvimento de A. marginale em carrapatos é complexo e coordenado pelo ciclo
de alimentacdo do artrépode (KOCAN et al., 2003). Os eritrocitos infectados ingeridos durante o
repasto sanglineo do carrapato sdo a fonte de infeccdo para suas células intestinais. De forma
semelhante ao que acontece no hospedeiro vertebrado, A. marginale se desenvolve em vacuolos
formados pela invaginacdo da membrana celular das células dos vetores, a primeira forma vista
na colonia é a reticulada (vegetativa), que se divide por fissdo binaria, formando grandes
colbnias que podem conter centenas de organismos. Essa forma evolui para a forma denominada
“corpos densos”, que ¢ a forma infectante e € capaz de sobreviver por um curto periodo de tempo
no meio extracelular (KOCAN et al., 2010). Ap6s o desenvolvimento de A. marginale no
intestino, muitos outros tecidos do carrapato sdo infectados, incluindo as glandulas salivares, a
partir das quais a rickéttsia é transmitida para os vertebrados durante a alimentacdo do carrapato
(GE et al., 1996; KOCAN et al., 2010). O periodo de incubacéo da infeccdo varia de 7 a 60 dias,
com média de 28 dias (GALE et al., 1996; KOCAN et al., 2010).

2.3 Epidemiologia

No Brasil, o principal transmissor da TPB ainda é o R. (B.) microplus, este encontra
condigdes favoraveis ao seu desenvolvimento, incidindo em todo o territorio com intensidade de
parasitismo variando em funcéo das condicGes climaticas, do manejo de rebanhos e pastagens e
da raca dos bovinos explorados (GOMES, 1998), podendo completar até cinco geracdes por ano,
dependendo das temperaturas médias anuais, que devem estda em torno de 27° C com
precipitacbes pluviométricas adequadas e umidade relativa de aproximadamente 70%
(FURLONG; EVANS, 1991; BARROS et al., 2006). Nas regides com periodos intensos de
secas, existe limitagdo da sobrevivéncia do carrapato, ocorrendo geralmente paralisacdo na
incubacéo, postura, e até mesmo fracasso desses estagios (BARROS et al., 2005).

No que se diz respeito a epidemiologia da babesiose, ha evidéncias de que a raca dos
bovinos também interfere na gravidade das infec¢cbes (GUGLIELMONE, 1992; JONSSON et
al., 2000; BOCK et al., 2004), sendo as racas zebuinas mais resistentes do que as taurinas
(MADRUGA et al., 1984; UILENBERG, 1995; BOCK et al., 2004). Os animais jovens tém alta
resisténcia a babesiose clinica devido a presenca de anticorpos colostrais, a maior atividade
eritropoética da medula 6ssea, a fungdo protetora da hemoglobina fetal e a rapida atividade da
imunidade inata (BOCK et al., 2004).
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A distribuicdo geogréfica da babesiose € limitada pela presenca do carrapato vetor, que
necessita de fatores ambientais favoraveis para completar seu ciclo bioldgico. Condicbes
climaticas tropicais e subtropicais favorecem o desenvolvimento do carrapato e conferem a
babesiose caracteristicas de estabilidade endémica. Nos locais onde o clima limita o
desenvolvimento do R. (B.) microplus, tornando, desse modo, a transmissao irregular, situagoes
de instabilidade endémica séo criadas, ocorrendo surtos de babesiose (BARCI et al., 1994).

A anaplasmose bovina encontra-se distribuida por todas as regiGes tropicais e
subtropicais do planeta. E considerada endémica em varios paises das Américas Central e do Sul
além do Caribe, com exce¢do as areas de deserto e de elevadas altitudes como os Andes
(GUGLIELMONE, 1995). Nos Estados Unidos, A. marginale é enzo6tica em varios estados do
sudeste, ao longo da costa do Atlantico, e estados da regido oeste (KOCAN et al., 2010). A
bactéria ja foi relatada também em paises europeus (KOCAN; BLOUIN; BARBET, 2000).

A situagdo epidemioldgica da TPB no Brasil esté relacionada as condigdes climaticas,
que afetam diretamente o ciclo de vida livre do carrapato vetor, sendo que ocorrem trés
diferentes situacdes segundo Mahoney (1974) e Kessler e Schenk (1998):

1) Areas livres da doenca, onde as condicdes climaticas sdo desfavoraveis ao desenvolvimento
do carrapato, ndo ocorrendo TPB devido a auséncia do vetor, mas 0s bovinos nao
desenvolvem imunidade natural. E o caso do extremo Sul do Rio Grande do Sul, onde todos
0s animais sao susceptiveis e a doenca s6 ocorre quando ha entrada acidental de carrapatos
infectados em periodos favoraveis, ou quando os bovinos portadores de Babesia spp. ou
Anaplasma séo introduzidos nessa regido;

2) Areas de instabilidade enzodtica, onde o ciclo do carrapato €é interrompido por alguns meses
devido as condigdes climéaticas adversas, seja por baixas ou altas temperaturas, com
consequente queda do nivel de anticorpos contra os agentes da TPB. Nessa situacdo existe a
possibilidade de ocorréncia de um grande numero de casos clinicos, geralmente de curso
agudo e com alta taxa de mortalidade (UILEMBERG, 1995). Essas areas podem ser
observadas nas fronteiras entre Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, e em algumas
areas do nordeste, como o sertdo da Bahia, Sergipe, Pernambuco e Ceara, devido a seca
(OLIVEIRA; PEDREIRA; ALMEIDA, 1992). Uma regido € considerada de instabilidade
enzodtica, quando o percentual de animais sorologicamente positivos para essa enfermidade
for de 10%-75% (MAHONEY, 1974):

3) Areas de estabilidade enzodtica, onde o desenvolvimento do vetor ocorre durante todo o

ano, devido as condicOes climéaticas favoraveis, existindo equilibrio entre imunidade e
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doenga, sendo 75% dos animais com idade acima de nove meses portadores de
hemoparasitos (GONCALVES, 2000). Isso significa que a maior parte desses animais esta
adquirindo a infeccdo ainda como bezerros, devido a queda de anticorpos contra Babesia e
Anaplasma (GONCALVES, 2000; BARROS et al., 2006). Nesses rebanhos, séo raros os
casos de doenca clinica e a maior parte do territorio brasileiro possui estabilidade endémica,
como as regides Sudeste, Centro-Oeste, semi-arido baiano e regido do Cariri, estado da
Paraiba (MAHONEY, 1974; KESSLER et al., 1983; BARROS et al., 2005).

O controle intensivo de carrapatos em algumas regides € apontado como sendo um
importante fator criador de éareas de instabilidade enzoodtica (VIEIRA et al., 2002; SWAI et al.,
2005). Tem-se observado condicGes de estabilidade enzodtica para anaplasmose em regibes onde
o carrapato R. (B.) microplus ndo encontra condi¢cGes adequadas para o seu desenvolvimento
durante todo o ano, isso pode ser explicado pela influéncia dos dipteros hematdfagos na
manutenc¢do dessa situacdo epidemioldgica (BARROS et al., 2005).

No estado do Piaui, os estudos relacionados a babesiose e anaplasmose bovina sdo
escassos. Acredita-se que a prevaléncia da doenca no Estado seja elevada, visto que os fatores
epidemioldgicos sdo propicios a proliferacdo de carrapatos e dipteros hematéfagos. No entanto, o

diagndstico desse complexo ainda é presuntivo, baseado somente nos sinais clinicos.

2.4 Imunidade

A resposta imunoldgica dos bovinos a infeccdo por Babesia spp. envolve tanto
mecanismos inatos como adquiridos. A imunidade inata esta relacionada a fatores como
especificidade parasito-hospedeiro, caracteristicas genéticas, idade e resposta imune celular do
hospedeiro. Animais esplenectomizados parecem desenvolver uma maior parasitemia do que
animais infectados primariamente. Estas observacdes implicam que o bago desempenha um
importante papel na resposta contra Babesia spp. (BOCK et al., 2004).

Os mecanismos imunes no hospedeiro vertebrado sdo direcionados contra os eritrocitos
infectados com Babesia spp. ou contra os merozoitos livres. A degeneracdo dos parasitas parece
ser causada mais pela resposta imune celular do que pela imune humoral (ZINTL et al., 2005).
Durante a infec¢do aguda, a resposta imune inata parece ser essencial e requer a producao de
interleucinas 1L-12 e IL-18. Essas estimulam as células “natural killer” (NK) a produzirem
grandes quantidades de interferon gama (INF-y) (SHODA et al., 2000; GARCIA et al., 2004;
GOFF et al., 2006), que induz a producdo de oxido nitrico (ON) pelos macrofagos (GOFF et al.,
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2006). A evolucdo da infeccdo aguda depende do tempo e localizagdo da producéo de citocinas
inflamatdrias pela resposta do tipo Thl, bem como das quantidades produzidas. A comparagédo
entre a resposta imune dos bezerros e bovinos adultos contra B. bovis mostrou que a resposta
imune inata somente é protetora se o INF-y e IL-12 forem produzidas antes da producéo de IL-
10. Quando IL-10, IL-12 e INF-y sdo produzidos ao mesmo tempo, a resposta do tipo Thl e a
producdo de ON no baco sdo atrasadas ou diminuidas, o0 que permite a expressdo da doenca
(GOFF et al., 2001).

Durante a fase cronica (resposta adaptativa), a lise de eritrocitos infectados é também
mediada pelo ON produzido por macréfagos esplénicos ativados por INF-y e TNFa. Esse
mecanismo, em seguida € regulado por citocinas tipo Thl e é inibido por IL-4 e IL-10
(CHAUVIN et al., 2009). A resposta imune humoral ndo permite a remocao do parasita, mas
varios mecanismos ajudam a controlar a parasitemia (BROWN, 2001) como: a citotoxidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) mediada por 1gG1, a opsonizacdo mediada por 1gG2, a
neutralizacdo de aderéncia dos merozoitos livres em eritrdcitos e da citoaderéncia de eritrdcitos
infectados as células endoteliais (BROWN et al., 2006) e a ativagdo do complemento mediado
por IgG1l e IgG2 (CHAUVIN et al., 2009). Ainda durante essa fase, a persisténcia dos baixos
niveis de parasita requer ativacdo da resposta imune adaptativa com ativacao dos linfocitos ThO
ou Thl para producdo de anticorpos IgG, especialmente o opsonizante 1gG2 e mecanismos de
lise de eritrdcitos infectados mediado por macrofagos e ON (BROWN, 2001).

Diferentemente do que acontece com 0s agentes da anaplasmose bovina, ndo existe
imunidade cruzada entre B. bovis e B. bigemina, ou seja, a infeccdo por uma dessas espécies ndo
protege o animal contra a outra (SMITH et al., 1980).

A resposta imunoldgica dos bovinos infectados por A. marginale envolve tanto
mecanismos de origem humoral quanto celular, tendo o bago importante fungdo no
desenvolvimento e manutencdo dessa imunidade (VIDOTTO; MARANA, 2001). A remocdo do
baco deixa 0s bezerros totalmente susceptiveis a infeccdo, e a anaplasmose em bezerros
esplenectomizados é geralmente mais grave do que a observada em bovinos adultos (KOCAN et
al., 2004). O baco possui uma importante funcdo tanto na defesa imune celular, quanto na
formacgédo de anticorpos IgM, que aparecem apds a infecgdo, tendo atividade de fixacdo de
complemento (TIZARD, 2009).

Na infeccdo por A. marginale, a resposta imune requer também uma eficiente inducao
de uma resposta do tipo Thl, mediada principalmente por linfocitos T CD4+, produzindo altos

niveis de INFy, ativando macrofagos e estimulando linfocitos B a produzirem altos niveis de
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anticorpos da classe 1gG2 (PALMER et al., 1999). De fato, a opsonizagdo, fagocitose e morte
dos microorganismos, mediada pelos anticorpos 1gG2 e macrofagos ativados, parecem ser a
peca fundamental para um eficiente controle de A. marginale em bovinos (KOCAN et al., 2010).
Anticorpos dirigidos contra as proteinas principais de superficie de A. marginale, foram
associados a protecdo contra riquetsemia e anemia (TEBELE; McGUIRE; PALMER, 1991). No
entanto, a transferéncia passiva de anticorpos apenas, mostrou-se insuficiente para proteger
bovinos contra desafio experimental (GALE et al., 1992), o que reforca a necessidade de uma
resposta conjunta mediada por células e anticorpos para o efetivo controle da infeccéo.

O INFy, produzido por linfocitos T CD4+, é o principal responsavel pelo aumento da
producdo de 1gG2 pelos linfocitos B em bovinos (ESTES; BROWN, 2002) e ativacdo de
macrofagos para producdo de ON, que € toxico para a rickéttsia, além de aumentar nestas células
a expressao dos receptores Fc que aumenta sua capacidade fagocitica (PALMER et al., 1999). A
resposta imune contra A. marginale, tem como principais alvos as proteinas de membrana da
riquétsia. Diversos epitopos para linfocitos T e B, tem sido identificados em suas proteinas
principais de superficie (ABBOTT et al., 2004; BROWN et al., 2004).

Semelhantemente a outras riquétsias, como Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia
chaffeensis, é provavel que além da variacdo antigénica, A. marginale possua outros mecanismos
para evadir-se da resposta imune do hospedeiro. A auséncia de genes necessarios para a
biossintese de moléculas como lipopolissacarideo (LPS) e peptidioglicano é um bom exemplo
disso (BRAYTON et al., 2005; LIN; RIKIHISA, 2003), uma vez que o reconhecimento dessas
moléculas por receptores de reconhecimento padrdo como os Toll-like do hospedeiro,
desencadeia uma forte resposta imune inata contra a riquétsia, a sua auséncia entdo, facilita a
adaptacdo da riquetsia as células dos hospedeiros vertebrados e invertebrados (RIKIHISA et al.,
2006).

Os bovinos que sobrevivem a fase inicial da infec¢do tornam-se portadores, porém com
baixos niveis de parasitemia, o0 que geralmente ndo é suficiente para desencadear os sinais tipicos
da doenca (PALMER; BROWN; RURANGIRWA, 2000). Embora essa imunidade seja
duradoura e impeca novas infecgdes, os bovinos persistentemente infectados se portam como
fonte de infeccdo para os artrépodes vetores, favorecendo o trénsito da rickéttsia no rebanho
(GUGLIELMONE, 1995).
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2.5 Sinais clinicos e patogenia

Os sinais clinicos da TPB caracterizam-se por apatia, febre, anorexia, emagrecimento,
taquicardia, taquipnéia, redugdo dos movimentos de ruminacdo, diminuicdo ou suspensdo da
lactacdo, anemia e ictericia; observam-se também aborto, relatado somente na anaplasmose;
hemoglobinemia e hemoglobindria, vistos apenas nas babesioses, podendo evoluir para a morte
do animal (BOCK et al., 2004; RADOSTITS et al., 2007; KOCAN et al., 2010).

Durante a infeccdo aguda com B. bovis o desequilibrio na producéo de citocinas pro-
inflamatorias e de ON contribui para o progresso da doenga causando vasodilatacdo, hipotensao
arterial, aumento da permeabilidade capilar, edema, colapso vascular, distarbios de coagulacao,
dano endotelial e estase circulatoria (AHMED, 2002). Apesar de a estase ser induzida na
microcirculacdo por agregacao de eritrocitos infectados no leito capilar, provavelmente a lesdo
patofisiolégica mais deletéria ocorra no cérebro e pulméo. Isso pode resultar em babesiose
cerebral e sindrome da angustia respiratdria associada com infiltracdo de neutrofilos,
permeabilidade vascular e edema (BROWN; PALMER, 1999).

Dessa forma podem ocorrer manifestacdes nervosas, tais como incoordena¢do motora,
andar cambaleante, movimentos de pedalagem, convulsdo, opistétono, coma e morte
(RODRIGUES et al., 2005; RADOSTITIS et al., 2007). Essa sintomatologia é consequéncia das
modificagdes na membrana dos eritrdcitos e expressdo de proteinas de superficie que medeiam a
adesdo dos eritrocitos nas células endoteliais dos capilares, seguidos de sequestro de hemécias
parasitadas e ndo parasitadas, causando obstrucdo vascular, andxia tecidual e lesdes graves com
perda da funcdo do 6rgdo (VILORIA; SALCEDO, 2004). A anoxia tecidual resultante da
obstrucdo vascular leva a necrose e a liberagdo local de fatores pré-inflamatérios que induzem a
guimiotaxia e diapedese de leucdcitos. Os neutrdfilos infiltrados desgranulam enzimas
proteoliticas, intensificando as lesdes iniciadas pela anoxia. Macrdfagos também sdo atraidos aos
locais inflamados e secretam citocinas pro-inflamatdrias, tais como: TNFa, IFNy e IL-1, as quais
estimulam as células endoteliais a expressar moléculas de adesdo, aumentando o processo de
infiltracdo dessas células (BROWN; PALMER 1999).

Na babesiose cerebral o curso clinico é, geralmente, mais rapido do que na babesiose
por B. bigemina e anaplasmose (RODRIGUES et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006). A infeccédo
por Babesia spp. é capaz de causar danos celulares e tissulares em decorréncia da hemdlise
intravascular e da consequente hipdxia tecidual ocasionada pela diminuicdo de eritrocitos

circulantes, que afeta principalmente o figado e os rins (MENDONCA et al., 2003).
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Na anaplasmose 0s sinais clinicos agudos sdo mais comumente encontrados em bovinos
com idade superior a um ano de idade, sendo que os principais prejuizos estdo ligados ao sistema
reprodutivo, a animais de raca e a vacas com alta producao de leite. Segundo Kocan et al. (2010),
vacas em estado avangado de gravidez e/ou lactagdo podem ter recaidas e desenvolver sinais de
infeccdo aguda. Tais eventos estariam relacionados com a imunossupressdo associada ao periodo
peri-parto em vacas. As vacas em lactacdo sofrem queda na producéo de leite e vacas prenhes
podem abortar, além disso, os touros desenvolvem infertilidade temporaria (KOCAN et al.,
2010).

Dentre as principais alteracdes hematoldgicas na babesiose, a anemia, que no inicio é
normocitica normocrdmica, torna-se macrocitica normocrémica pela presenca de reticuldcitos.
Isto € resultado direto da hemdlise intravascular que € consequiéncia da reproducédo e evasdo dos
merozoitos, causando o rompimento dos eritrocitos parasitados. Ao mesmo tempo, ocorre a
deposicdo de metabdlitos do parasita sobre a membrana celular de varios eritrocitos, fazendo
com o que eritrocitos normais que apresentam complexos estranhos em sua superficie, sejam
fagocitados (MURASE et al., 1996). Ja na anaplasmose inicialmente, o0 nimero de eritrocitos
parasitados aumenta exponencialmente, quando entdo sdo fagocitados por células do sistema
mononuclear fagocitico (SMF), resultando em anemia e ictericia, sem que ocorra
hemoglobinemia e hemoglobindria (FUENTE et al., 2001), dessa forma, a medida que cai o
volume globular (VG), coincidindo com o aumento da parasitemia 0s animais tornam-se fraco,
anoréxico e apatico (KOCAN et al., 2010).

2.6 Patologia

Os achados de necropsia na babesiose e anaplasmose incluem carcaga, mucosas e
serosas anémicas ou ictéricas, figado amarelado e baco escuro, ambos aumentados e congestos,
linfonodos e rins aumentados e escuros, vesicula biliar distendida, com bile escura, densa e
grumosa, hemorragias peri e endocérdicas e hidropericardio (COETZEE et al., 2005; BARROS
et al., 2006). A coloragdo vermelho-cereja do cortex cerebral e cerebelar ¢ uma leséo
caracteristica da babesiose por B. bovis, urina vermelho-escuro € observada na babesiose por B.
bigemina ou levemente avermelhada (na babesiose por B. bovis). Em casos de hemoglobindria
prolongada os rins podem estar marrom escuro, as vezes com edema perirenal, devidos a nefrose
hemoglobindrica (BOCK et al., 2004; FARIAS, 2007).
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As lesBes histopatoldgicas mais frequentes da TPB encontradas no figado s&o distenséo
dos sinusdides e degeneracdo de hepatdcitos. O cérebro apresenta congestdo capilar, edema
perivascular e pequenas hemorragias, os rins nefrose e congestdo vascular e ainda nefrose

hemoglobindrica em casos de B. bigemina (FARIAS, 2007).

2.7 Diagnostico

No diagndstico da TPB, devem ser levados em conta os dados epidemioldgicos, sinais
clinicos e lesbes observadas em necropsia (KOCAN et al., 2010). Sendo que, 0s exames
laboratoriais sdo fundamentais para a confirmacdo da enfermidade.

O exame direto, por meio de esfregacos sanguineos colhidos de sangue periférico de
animais na fase aguda com parasitemia elevada, corados com corantes do tipo Romanowsky e
modificacbes deste (Giemsa, Leishman, Wrigth e Pandtico), consiste em uma ferramenta
importante para confirmacdo do diagnostico clinico (BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010),
sendo um dos principais métodos de diagndstico empregado na infeccdo clinica, pois além da
praticidade ¢ o método que apresenta menor custo (BOSE et al., 1995). Entretanto, a baixa
sensibilidade dessa técnica € um fator limitante para a aplicacdo em estudos epidemiolédgicos, em
decorréncia da incapacidade de se detectar animais cronicamente infectados convertidos ao
estado de portador (BOSE et al., 1995; COSTA JUNIOR et al., 2006).

As técnicas sorologicas para pesquisa de anticorpos especificos tém sido
freqlientemente empregadas em estudos epidemiolégicos da babesiose e anaplasmose, e com
base no status imunolégico dos animais é possivel definir a situacdo epidemioldgica das
diferentes regides de ocorréncia dessas enfermidades (MAHONEY; WRIGHT; MIRRE, 1973;
BARROS et al., 2005). Essas técnicas sdo ainda capazes de verificar a presenca e intensidade de
anticorpos especificos no soro de animais e serve indiretamente como indicador da presenca do
agente (MAHONEY; WRIGHT; MIRRE, 1973).

Muitos testes sorologicos foram desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos anti-
Babesia spp. e anti-A. marginale, porém as técnicas mais rotineiramente empregadas sao:
Fixacdo do Complemento (FC), Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de
Imunoadsorcdo Enzimatica Indireta (ELISA-1) (McGUIRE et al., 1991; BOSE et al., 1995).

O teste de fixacdo de complemento é primariamente utilizado para deteccdo de
anticorpos IgM, ou seja, de animais recentemente infectados (BOSE et al., 1995). A
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sensibilidade do teste diminui com o curso da infecgdo e sua utilizacdo € limitada em areas de
endemia estavel para Babesia spp e A. marginale. (REITER; WEILAND, 1989).

A RIFI € uma técnica sorologica amplamente empregada, tem baixo custo, porém, além
de ser mais laboriosa, tem a desvantagem da subjetividade do diagnostico, do nimero limitante
de amostras, por ser extenuante ao leitor e nem sempre é muito especifica (BOSE et al., 1995).
Em trabalhos com a utilizagdo do teste sorologico RIFI, vérias regides do Brasil foram
consideradas endémicas, como a microrregido de Goiania, cuja prevaléncia foi de 94,4% para B.
bigemina e 100% para B. bovis (SANTOS; LINHARES; MADRUGA, 2001). No entanto,
Madruga et al. (2000b) determinaram para B. bigemina, em quatro municipios do estado do Rio
de Janeiro a prevaléncia de 94,03%, enquanto no estado de Pernambuco essa prevaléncia pelo foi
de 87,9% (ALVES, 1987). No municipio de Pindamonhangaba, Sdo Paulo, a babesiose
apresentou uma frequiéncia de 88,0% para B. bovis e 94,0% para B. bigemina (BARCI et al.,
1994). Nos municipios de Feira de Santana, Jequié, Ilhéus, Itabuna e Vitéria da Conquista, na
Bahia, a prevaléncia média de B. bovis e B. bigemina foi de 97,2% e 99,0%, respectivamente
(ARAUJO et al., 1997). No estado de Minas Gerais, a anaplasmose bovina foi detectada no
Triangulo Mineiro, Alto Paranaiba, Sul de Minas e Zona Metallrgica, onde foram encontrados,
respectivamente, 86,1%, 96,5%, 91,6% e 93,1% de bovinos soropositivos para essa enfermidade
(RIBEIRO; REIS, 1981).

O ELISA-I, nas ultimas décadas tem substituido as demais técnicas soroldgicas para o
diagnostico de Babesia spp. e A. marginale (MADRUGA et al., 2000a, 2000b; SOARES et al.,
2000; MADRUGA et al., 2001; D’ANDREA et al., 2006). No entanto, a sensibilidade e a
especificidade dos exames sdo grandemente influenciadas pela qualidade do antigeno utilizado.
A técnica de ELISA-I tem as vantagens de ser objetiva, possibilitar a avaliagdo de um grande
namero de amostras em curto intervalo de tempo, e de utilizar leitura mecanizada e rapida,
(SOARES, 2001). Souza et al. (2000a, 2000b) ao analisarem 532 amostras de soro de bovinos do
Norte Fluminense, RJ, demonstraram que 91,16% e 69,74% desses soros foram positivos ao
ELISA-I para A. marginale e B. bigemina, respectivamente. No Nordeste, foi detectado
prevaléncia de 27,9% em Garanhuns-PE (ALVES, 1987); 35,8% no Cariri-PB, 56,9% no
Boqueirdo-PB (MADRUGA et al., 1993); 56,4% em Juazeiro-BA e 63,7% em Uaud-BA
(MENK et al., 1999) para B. bovis. Ja no Rio Grande do Sul, a prevaléncia detectada com este
diagndstico para a A. marginale foi de 64,0% (ARTILES et al., 1995), enquanto, Santos;
Linhares e Madruga (2001), demonstraram ainda, prevaléncia de 98,9% e 93,3% em Goiénia,

para B. bovis e B. bigemina, respectivamente.
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Apesar de apresentarem elevadas sensibilidade e especificidade, uma das principais
limitacGes dos métodos soroldgicos é que eles apenas indicam a exposi¢do ao agente infeccioso,
ndo informando sobre o curso da infeccdo (WAGNER et al., 1992).

Os avangos obtidos no campo da biologia molecular tornaram possivel o
desenvolvimento de novas metodologias para diagndstico de parasitas baseadas na deteccéo de
DNA, proporcionando o diagnoéstico direto de diversos agentes etiologicos de enfermidades de
importancia sanitaria e econémica para humanos e animais (BIRKENHEUER; LEVY;
BREITSCHWERDT, 2003; LEW; JORGENSEN, 2005). Atualmente a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), tem sido bastante utilizada na investigagdo desses parasitas, uma vez que
apresenta sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a técnica de esfregaco sanglineo,
detectando cerca de 10 pg de DNA do parasita nas amostras de sangue (BOSE et al., 1995), e
podendo ter essa sensibilidade aumentada ainda mais pela utilizacdo da técnica de nested PCR
(NPCR) (COSTA JUNIOR et al., 2006).

A técnica de PCR é um processo enzimatico in vitro para a sintese de sequéncias de
DNA, gue permite amplificar milhGes de cdpias de uma regido especifica do genoma de qualquer
organismo, possibilitando o diagndstico especifico com elevada sensibilidade. (BOSE et al.,
1995; FIGUEROA et al., 1996). J4 a nPCR é uma alternativa de execucdo da PCR que visa
proporcionar uma maior sensibilidade e especificidade. Nessa forma de PCR, o produto
amplificado (amplicon) é submetido a um segundo processo de amplificacdo utilizando
oligonucleotideos iniciadores homdélogos as sequéncias internas do segmento ja amplificado.
Geralmente na primeira PCR é utilizado um oligonucleotideo iniciador género-especifico e na
segunda PCR um oligonucleotideo iniciador espécie-especifico do agente em estudo
(RAMPERSAD et al., 2003, QUEIROZ; VALADARES-INGLIS; INGLIS, 2004).

A aplicacdo das técnicas baseadas na PCR no diagndstico da TPB tem como principal
vantagem a possibilidade de discriminar animais soronegativos infectados, como por exemplo,
animais em fases iniciais da infeccdo (COSSIO-BAYUGAR et al., 1997) e distinguir animais
soropositivos infectados de animais vacinados (GALE et al., 1996). Essas técnicas permitem
ainda a confirmacédo da presenca e a discriminacdo dos parasitos quando em niveis muito baixos
no sangue de animais portadores sadios, sendo fundamental para a elaboragdo de programas de
controle da doenca (ALMERIA et al., 2001).

A alta especificidade e sensibilidade analitica da PCR, que ja foram verificadas por
varios autores (SMEENK et al., 2000; ALMERIA et al., 2001; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al.,

2005; PEREIRA, 2006), o que tornaram esta técnica uma ferramenta valiosa para realizar
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estudos epidemiolégicos em uma determinada regido, permitindo tracar medidas de controle
eficazes, principalmente em casos de infeccBes latentes nos bovinos (FIGUEROA et al., 1992).
Essa sensibilidade estimada por PCR e nPCR em bovinos de Sdo Carlos, estado de Sdo Paulo
para B. bigemina correspondeu a parasitemia de 0,00003 e 0,0000003%, respectivamente. Para
B. bovis a parasitemia correspondente para PCR foi de 0,000017% e 0,00000017% para nPCR
(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005). No caso da A. marginale os parasitas em amostras de
sangue com parasitemia de 0,01% a 0,00015% foram facilmente detectados (GALE et al., 1996).

2.8 Controle

A elaboracdo de estratégias adequadas de controle depende, principalmente, de
informacBes sobre a epidemiologia da babesiose e anaplasmose, especialmente na dindmica da
transmissdo pelo carrapato (MORZARIA et al., 1992). O grande paradoxo no controle dessas
enfermidades sdo os animais persistentemente infectados. Esses apesar de possuirem uma 6tima
imunidade contra o desenvolvimento da doenca clinica representam o principal reservatério de
infeccdo para animais susceptiveis (KOCAN et al., 2000).

Embora os métodos de controle ndo tenham avancado muito ao longo das ultimas
décadas, os mesmos variam entre diferentes regides geograficas, e incluem o controle de vetores,
através da aplicacdo de acaricidas, administracdo profilatica de quimioterapicos e vacinagdo
(BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010).

O controle de vetores, principalmente de carrapatos, por meio da utilizacdo de
acaricidas requer altos investimentos, e seu uso prolongado pode tornar a populacdo bovina
susceptivel, podendo ocorrer infeccdo quando a utilizagdo desses acaricidas sdo interrompidas ou
guando ocorre resisténcia dos carrapatos aos principios ativos utilizados (GOMES, 1998). Dessa
forma, esse controle pode ser implementado em dois niveis: erradicacdo e controle estratégico
dos carrapatos, sendo que a estratégia escolhida sera de acordo com a epidemiologia da regido
(GONGALVES, 2000).

No Brasil, € utilizado o controle estratégico em determinadas areas, como nos
municipios de Lavras e Entre Rios, em Minas Gerais (OLIVEIRA, 1993) e na microrregido
Fluminense do Grande Rio, estado do Rio de Janeiro (SANTOS JUNIOR; FURLONG;
DAEMON, 2000), mas frequentemente, observa-se o0 wuso indiscriminado de produtos
carrapaticidas. O carrapato ndo deve ser erradicado da propriedade, e sim controlado, de forma
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que os animais sejam parasitados durante todo o ano com infestagdes baixas, permitindo assim
doses infectantes adequadas de Babesia spp. e A. marginale (GONCALVES, 2000).

Nas areas endémicas, deve-se evitar a superinfestacdo por carrapatos, através de um
manejo eficaz, como por exemplo, a aplicagdo de banhos estratégicos (BOCK et al., 2004). Em
regides estaveis, é importante que os bezerros sejam expostos a infestacdo pelo carrapato para
que se tornem adultos imunes, constituindo uma medida profilatica natural (MAHONEY; ROSS,
1972). Em areas de instabilidade enzootica o controle é mais dificil, nessas regides, o
conhecimento do estado imunoldgico do rebanho é importante para poder decidir pela utilizagéo,
ou ndo, de métodos de controle e imunizacdo (GONCALVES, 2000). Nas areas livres deve-se
evitar a entrada de agentes e vetores, 0s quais podem provocar surtos, bem como 0s animais
destas areas, devem ser protegidos antes de serem transportados para regides endémicas
(VANZINI; RAMIREZ, 1995).

Para a anaplasmose, o controle de carrapatos sO protege parcialmente contra a sua
transmissdo, Vvisto que, essa ocorre muitas vezes por transmissdo mecanica por fémites com
sangue infectado e por moscas hematofagas (KOCAN et al., 2010). Por esse motivo, deve-se
manter o controle de moscas na propriedade, principalmente nas estacdes chuvosas, quando a
populacdo de dipteros hemat6fagos é maior, controlando assim as taxas de infeccdo por A.
marginale (GONCALVES, 2000).

A quimioprofilaxia baseia-se no uso de drogas especificas em doses subterapéuticas,
sendo uma maneira de imunizar os animais com a utilizacdo de quimicos como, por exemplo, o
dipropionato de imidocarb para babesiose e anaplasmose e as tetraciclinas para anaplasmose
(KOCAN et al., 2010). Na babesiose, tem-se empregado imidocarb com resultados satisfatorios
nos bezerros ao serem colocados a pasto. Esse procedimento evita a presenca do agente no
organismo ou mantém sua populagdo em niveis subclinicos, estabelecendo o estado de portador
ao animal (GONCALVES, 2000). A quimioterapia mediada por antibioticos, principalmente os
do grupo das tetraciclinas, foi testada no controle da anaplasmose em 1950 e até hoje € utilizada
extensivamente em algumas partes do mundo, principalmente nos Estados Unidos (KOCAN et
al., 2000) de forma curativa ou até mesmo profilatica. Adicionalmente, ao contrario do que se
pensava, a quimio-esterilizacdo promovida pela antibioticoterapia, ndo é alcangada mesmo com a
utilizacdo de doses elevadas de tetraciclinas (COETZEE et al., 2005). Logo, embora a utilizacdo
de tetraciclinas seja justificavel curativamente, os animais continuam como reservatérios da
riquétsia (KOCAN et al., 2000). Além disso, o uso intensivo de antibidticos leva ao risco da

emergéncia de resisténcia dos microrganismos (KOCAN et al., 2010).
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Véarios métodos de vacinacdo tém sido desenvolvidos e estudados em condicbes de
laboratério e de campo, como medidas imunoprofilaticas contra a babesiose e anaplasmose
bovina, sendo esse método uma maneira econdémica e eficaz no controle dessas enfermidades
(CALLOW; MELLORS, 1966).

No caso da babesiose bovina, na grande maioria, utilizam-se como vacinas sangue
infectado de animais geralmente esplenectomizados, contendo formas vivas atenuadas ou
inativadas e com o advento da tecnologia do DNA recombinante surgiram também as vacinas
recombinantes (GUGLIELMONE, 1995). Segundo Sacco; Kessler e Madruga (2001) a
imunizagdo de bovinos com amostras atenuadas desses parasitas, demonstrou ser inocua,
imunogénica e eficiente. J& com a vacina recombinante, apesar dos trabalhos j& realizados
apresentarem sucesso limitado, muitos pesquisadores acreditam que a vacina ideal contra
babesiose bovina so serd produzida através da biotecnologia, seja através da clonagem de genes e
expressdo de proteinas recombinantes ou pela sintese bioquimica de polipeptideos
(GONGALVES, 2000).

Para anaplasmose, existem atualmente, trés tipos de vacinas desenvolvidas. A vacina
atenuada, que utiliza amostra de A. marginale, a qual é submetida a inducdo de mutacéo, pela
exposicdo a radiacdo e selecdo apds duas passagens seriadas em cervideos e ovelhas. Apos
aplicacdo, os animais desenvolvem resposta imunoldgica humoral e celular, sendo a protecao
fornecida por essa vacina pouco confiavel (KOCAN et al., 2003). Outro tipo € a vacina viva que
envolve a infeccdo de bovinos via inoculagdo com eritrocitos parasitados com um isolado menos
patogénico de A. marginale ou Anaplasma centrale. A utilizacdo de cepas virulentas de A.
marginale como imundgeno em bovinos requer monitoramento constante dos animais vacinados
e tratamento com tetraciclinas aos primeiros sinais de doenca clinica. Os bovinos tornam-se
persistentemente infectados sem passar pela fase aguda da doenca. Essa estratégia de vacinagdo
tem custos elevados e muitas vezes mostra-se impraticavel, principalmente quando um grande
numero de animais deve ser vacinado (KOCAN et al. 2000; KOCAN et al. 2003). E, por ultimo,
a imunizacdo através da espécie A. centrale, que causa infeccdo branda ao animal, podendo
amenizar a severidade da infeccdo pelo A. marginale. O A. centrale induz uma imunidade parcial
contra A. marginale e vem sendo usada como vacina heteréloga, em funcdo de sua menor
patogenicidade. Essa vacina tem sido usada em Vvarios paises e, no Brasil, esta sendo difundida
pela EMBRAPA e Estado do Rio Grande do Sul (KESSLER et al., 1991).

Diante do exposto, é clara a importdncia que essa enfermidade representa para 0S

produtores e clinicos de bovinos, uma vez que leva a perdas diretas, principalmente na reducao
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da produgdo de leite e carne; o que propicia estudos epidemiol6gicos em regiGes onde se
encontra grande nimero de bovinos destinados a algum tipo de producdo, que apresentaram ou
vem apresentando a clinica da doenca. Assim, esse estudo objetivou conhecer a situacdo
epidemioldgica da TPB associada as praticas de manejo na bacia leiteira de Parnaiba-P1 e avaliar
0s métodos de diagndstico dessa enfermidade para posterior implantacdo no Estado.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: uma introducéo geral, revisdo de
literatura e objetivos, capitulo I contendo o artigo, intitulado “Babesiose e anaplasmose em
rebanhos bovinos leiteiros do Estado do Piaui, Meio Norte do Brasil” a ser encaminhado
para publicacdo na Animal Tropical Health and Production estruturados de acordo com as

normas técnicas da revista.
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3 CAPITULO I

Babesiose e anaplasmose em rebanhos bovinos leiteiros do Estado do Piaui, Meio Norte do Brasil
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Resumo: O objetivo do trabalho foi determinar a prevaléncia da babesiose e anaplasmose em bovinos do meio norte
do Brasil, por meio de diagndsticos parasitolégico, sorolégico e molecular, e assim, caracterizar a situagdo
epidemioldgica e fatores envolvidos nas enfermidades. O estudo foi conduzido com 202 bovinos, e desses foram
colhidas amostras de sangue para pesquisa parasitologica, soroldgica, molecular e determinacdo do VG. Foram
aplicados nas propriedades questionarios envolvendo aspectos epidemiolégicos. A soroprevaléncia de B. bigemina e
B. bovis foram 52,5% e 68,8%, respectivamente; e para A. marginale foi 89,1%. Das amostras analisadas, 73,3%
foram reativas para Babesia spp. e A. marginale, demonstrando co-infeccdo. A visualiza¢cdo de merozoitos e
corpusculos intraeritrocitarios foram demonstrados em 33,2% para B. bigemina, 23,3% para B. bovis e 77,7% para
A. marginale. Na PCR, B. bigemina e B. bovis foram positivos em 52,0% e 33,2%, respectivamente. No caso da A.
marginale essa positividade foi observada em 76,2%. Dessas, 51,5% amplificaram DNA de Babesia spp. e A.
marginale. A criacdo semi-intensiva predominou em 68,0% das propriedades estudadas. O histdrico clinico de
babesiose e ou anaplasmose foram relatados em 73% das propriedades. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05)

entre 0s grupos etarios e nem para o volume globular (VG) de animais positivos comparado aos negativos. O estudo
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indica que nessa regiao a babesiose apresenta instabilidade e a anaplasmose estabilidade enzodtica, reforgando o fato
de que no Brasil existem areas de instabilidade enzodtica, mesmo na regido tropical do Pais, sendo a PCR uma
ferramenta valiosa para a realizagdo do diagndstico dessas enfermidades, podendo ser utilizada para caracterizar
uma regido geografica.

Palavras-chave: Babesia bigemina. Babesia bovis. Anaplasma marginale. epidemiologia. diagnéstico.

Introducéo

A babesiose bovina é causada pelos hemoprotozoéarios Babesia bovis e Babesia bigemina e a anaplasmose
pela rickéttsia intra-eritrocitdria Anaplasma marginale. Essas enfermidades apresentam sinais clinicos e
epidemiologias parecidas (Bock et al., 2004; Kocan et al., 2010) e sdo responsaveis por grandes perdas econémicas
na pecuaria mundial e brasileira.

O principal vetor biol6gico para os trés agentes na Asia, Africa, Australia, América do Sul e Central, é o
carrapato monoxeno Rhipicephalus (Boophilus) microplus, o qual se distribui em regibes tropicais e subtropicais
(Guglielmone, 1995; OIE, 2007). Além da transmissdo biol6gica por carrapatos, a A. marginale também pode ser
transmitida mecanicamente, por dipteros hematdfagos do género Tabanus, Stomoxys, e por Vérias espécies de
mosquitos ou de forma iatrogénica por fomites com sangue contaminado (Dreher et al., 2005; Kocan et al., 2010). A
dindmica da infeccéo é dependente de fatores como populagdo de carrapatos infestantes; capacidade de transmissdo
do carrapato; susceptibilidade dos bovinos, que pode variar com a raca, idade, estado fisiologico e imunitério
(Kocan et al., 2010).

Os sinais clinicos caracterizam-se por anemia progressiva, ictericia, febre, apatia, inapeténcia, taquipnéia e
redugdo ou suspensdo da lactacdo; observam-se tambhém aborto, relatado somente na anaplasmose; hemoglobinemia
e hemoglobindria, vistos somente na babesiose, podendo evoluir para a morte do animal (Bock et al., 2004; Kocan et
al., 2010).

O diagndstico destas enfermidades baseiam-se na pesquisa direta do agente em esfregacos sanguineos (Bose
et al., 1995; Bock et al., 2004), além de métodos sorolégicos, como o Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica
(ELISA) (Madruga et al., 2001) e Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (Santos et al., 2001). Outra técnica
bastante utilizada, com alta sensibilidade e especificidade é a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e a nested
PCR (nPCR) (Figueroa et al., 1993; Bose et al., 1995; Costa Junior et al., 2006).

O estudo epidemiolégico da babesiose e anaplasmose bovina em uma determinada area pode revelar a
possibilidade da ocorréncia ou ndo de surtos. Tal possibilidade é avaliada segundo a situacdo epidemioldgica da

regido estudada que pode ser, principalmente, de trés tipos: estabilidade enzodtica, instabilidade enzodtica e areas
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livres da doenga (Mahoney, 1974). Grande parte do Brasil é caracterizada como area de estabilidade enzodtica para
Babesia spp. e A. marginale (Barci et al., 1994; Aradjo et al., 1997; Madruga et al., 2000; Santos et al., 2001),
entretanto, regides do Sul e Norte do Brasil sdo caracterizadas como &rea de instabilidade enzoGtica para essas
enfermidades (Artiles et al., 1995; Lima et al., 1999).

Os estudos sobre a situacdo epidemioldgica da babesiose e anaplasmose em regifes semi-aridas do Nordeste
sd0 escassos e a bovinocultura de leite nessa regido tem um importante impacto social. Dessa forma,,torna-se
necessario estudar cada regido, uma vez que, nao se pode aplicar dados epidemiol6gicos de uma determinada area a
outra, principalmente devido a diversidade climética.

A situagdo epidemioldgica da babesiose e anaplasmose bovina no Piaui ndo é conhecida. Vem ocorrendo
mortes de animais com sinais clinicos dessas enfermidades, porém sem diagndstico definitivo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi determinar a prevaléncia da babesiose e anaplasmose em bovinos da bacia leiteira de Parnaiba,
Estado do Piaui, Meio Norte do Brasil, através dos métodos parasitoldgico, RIFI e PCR, para caracterizagdo da

situacdo epidemioldgica e fatores envolvidos nas enfermidades.

Material e métodos
Regido estudada

A pesquisa foi desenvolvida na bacia leiteira de Parnaiba, situada na microrregido Litoral Piauiense, norte do
estado do Piauf (Fig. 1), que ocupa uma area de 7.742 Km?, e esta situada numa regido de transicdo de bioma da
Caatinga ao Cerrado, possuindo um rebanho efetivo de 99.815 cabecas (IBGE, 2010). O clima da regido é
classificado como tropical com duas estacdes meteorolégicas bem definidas, periodo chuvoso com chuvas de
dezembro-abril e periodo seco de maio-novembro. A temperatura varia de 23-33,6°C, a umidade relativa do ar de
40-80% e o indice pluviométrico com média de 1200 mm (Medeiros, 2004).
Amostras

Foram utilizados 202 bovinos com idade acima de um ano, nimero determinado a partir do modelo
matematico desenvolvido pelo Centro Panamericano de Zoonoses (1979). Para o célculo, o valor utilizado como
prevaléncia esperada foi de 67%, obtido a partir de um pré-experimento com 78 animais da regido e o grau de
confianca adotado foi de 95% com margem de erro admitida de 10%.

A amostra foi estratificada entre os municipios constituintes da bacia leiteira, proporcionalmente a sua
populacdo bovina efetiva. No total foram visitadas 22 propriedades, onde foram aplicados questionarios envolvendo
aspectos epidemioldgicos, como tipo de criacdo, manejo sanitario, presenca de sinais clinicos e medidas de controle

da doenca. Foram colhidas amostras de sangue através de venopuncao jugular, usando tubos a vacuo com &cido
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etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para determinagdo do volume globular (VG) através da técnica de
microhematdcrito e para extragdo de DNA, e sem anticoagulante para obtencdo de soro.
Andlise parasitoldgica

Foram realizadas através de exame direto por meio de esfregacos de sangue periférico da borda da orelha dos
animais e coradas pelo Diff-Quick (Panético Rapido). A pesquisa de merozoitos/trofozoitos de Babesia spp. e de
corpusculos intra-eritrocitarios de A. marginale, foi feita através da visualizacdo em microscépio de luz branca,
utilizando ampliacdo de 1000X.

Sorologia

A presenca de anticorpos 1gG anti-B. bigemina, anti-B. bovis e anti-A. marginale foram detectados no soro,
por meio da RIFI, usando conjugado fluoresceina-anti-IgG bovino (Sigma) e antigenos fixados em laminas. O teste
soroldgico foi realizado de acordo com a técnica descrita pelo Instituto Interamericano de Cooperacién para La
Agricultura (1ICA, 1987). Somente amostras reativas na diluicdo de 1:40 foram consideradas positivas.

Extracdo de DNA e procedimentos de PCR e nPCR

O DNA foi extraido a partir de 200 pl de sangue utilizando-se o kit Illustra” blood genomicPrep Mini Spin
(GE Healthcare) seguindo as instrucdes do fabricante. Em seguida, as amostras de DNA foram quantificadas em
espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific).

A técnica de PCR foi usada para amplificagdo do DNA de B. bovis e B. bigemina utilizando os primers
descritos por Linhares et al. (2002), GAU9 5-CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3' e GAU10 5'-
CGCACGGACGGAGACCGA-3; e GAU7 5-GTTGGGTCTTTTCGCTGGC-3' e GAU6 5-
CCACGCTTGAAGCACAGGA-3', respectivamente. No caso de A. marginale dois pares de primers foram
utilizados para amplificagdo do DNA por meio do nPCR, cujas seqiiéncias externas sdo Am9 5'-
TTGAAGGTTGAAGTGCAGGT-3' ¢ Aml0 5-CCATATCGAATGCACCAAAC-3' e internas Amll 5'-
CACATTTCTTGGAGCTGG-3'e Am12 5-TCTCTGGCACTTTGAACC-3' (Figueroa et al., 1993).

A PCR e nPCR foram realizadas em uma mistura de 25 pl contendo dgua ultra pura; 1x Taq buffer (pH 8,5;
contendo blue dye e yellow dye); 0,2 mM de cada dNTP (Promega); 1,0 mM MgCl,; 0,4 uM de cada primer; 1,5 U
de Taq DNA polimerase (Promega) e 200 ng de amostra de DNA. Para a nPCR foi utilizado 1 pl de produto
amplificado previamente pela PCR. As reacBes foram realizadas sob as seguintes condi¢es: 94°C por 2 min (B.
bovis e B. bigemina) e 95°C por 7 min (A. marginale); 35 ciclos de desnaturacdo por 30 s a 94°C (B. bovis e B.
bigemina) e 95°C (A. marginale); anelamento por 30 s a 58°C (B. bovis) e 60°C (B. bigemina e A. marginale);

extensdo por 1 min a 72°C e extensdo final por 5 min a 72°C em um termociclador Gene Pro (Bioer).
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Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Foram consideradas
positivas as amostras de aproximadamente 541pb para B. bovis, 690pb para B. bigemina, e 170pb for A. marginale.
Analise estatistica

A anélise dos dados foi realizada utilizando os testes de Fisher e Qui-Quadrado (x®), com nivel de
significancia de 0,05. Para os valores do VG foram estimados a média e o desvio padrdo. A comparagdo de média
dos valores do VG dos animais infectados (PCR) e soropositivos com as dos animais nao-infectados e soronegativos
foi realizada pelo teste t de Student. As andlises foram feitas através do Software GraphPad Prism, versdo 5.0. A
prevaléncia foi estimada com base no total de soropositivos pela RIFI e total de infectados pela PCR. O teste Kappa
foi realizado para avaliar a concordéncia entre o diagnostico parasitologico em esfregacos sanguineos e a PCR e
nPCR.

Etica e experimentac&o animal
O trabalho foi conduzido sob os termos e condigdes do Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da

Universidade Federal do Piaui aprovado sob o nimero 030/2010.

Resultados

A prevaléncia de B. bigemina e B. bovis determinada pela deteccdo de anticorpos em bovinos leiteiro da
microrregido Litoral Piauiense, Meio Norte do Brasil foram 52,5% (106/202) e 68,8% (139/202), respectivamente; e
para A. marginale foi 89,1% (180/202). Das amostras de soro analisadas 148 (73,3%) foram reativos para Babesia
spp. e A. marginale, demonstrando co-infecgao (Tabela 1).

Merozoitos e trofozoitos de B. bigemina e B. bovis e corplsculos intraeritrocitarios de A. marginale foram
visualizados nos esfregagcos sanguineos periférico respectivamente, em 33,2% (67/202), 23,3% (47/202) e 77,7%
(157/202) dos bovinos. Em 44,5% (90/202) dos esfregacos analisados, observou-se simultaneamente merozoitos e
corpusculos.

A B. bigemina e B. bovis tiveram seu DNA amplificado pela PCR em 52% (105/202) e 33,2% (67/202) das
amostras, respectivamente (Figura 2A e 2B). No caso da A. marginale essa amplificacdo do DNA realizada pela
nPCR foi observada em 76,2% (154/202) das amostras (Figura 2C). Do total das amostras 104 (51,5%)
amplificaram DNA dos dois géneros, denotando co-infeccdo entre Babesia spp e A. marginale (Tabela 1). O teste
Kappa demonstrou baixa concordancia entre a pesquisa de merozoitos de B. bigemina e o resultado da PCR (k=
0,039) e entre a pesquisa de corpusculos intraeritrocitarios de A. marginale e nPCR (k= 0,176). Ja para pesquisa de
B. bovis em esfregacos sanguineos comparado com o resultado da PCR o teste Kappa demostrou uma concordancia

razoavel (k=0,217).
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O inquérito epidemiolégico aplicado nas 22 fazendas visitadas demonstrou que a criagdo semi-intensiva
predominou em 68% dos produtores. Os animais explorados eram, proveniente do cruzamento da raca Gir (Bos
taurus indicus) com Holandés (Bos taurus taurus). Grande parte dos produtores (95%) cultivam pasto, dentre eles:,
Hymenachne amplexicaulis, Brachiaria, Cynodon, Panicum, Pennisetum purpureum, Stylosanthes capitata,
Andropogon gayanus, Panicum maximum e Brachiaria dyctoneura, no entanto, apenas 59% fazem rotacdo de
pastagem com seus animais, sendo que essa rotacdo varia de 15 a 40 dias, dependendo do tipo de pasto. Das
propriedades visitadas, 100% possuiam animais parasitados por carrapatos e 64% relataram presenca de dipteros
hematéfagos. Todos os produtores faziam controle da populacdo de carrapatos, mais somente 59% realizavam
mudanca de principio ativo, sendo os mais utilizados, amitraz, cipermetrina, doramectina, ivermectina, flumetrina e
fipronil. Esse controle era realizado quando ocorria infestacdo de carrapatos nos animais, ndo existindo um
acompanhamento veterinario e nem um controle estratégico. O histérico clinico de babesiose e ou anaplasmose
caracterizado por anorexia, apatia, palidez de mucosas, hemoglobindria, febre, mucosas ictéricas e aborto foram
relatados em 73% das propriedades e somente 68% tratavam 0s animais para essa enfermidade utilizando
dipropionato de imidocarb, diaceturato de dibenzamidina e tetraciclina. Nesses casos, quando tratados na fase inicial
da doenga 0s animais eram curados. Em 50% das fazendas foi informado que j& houve dbito de animais com
histérico clinico da doenca. Na maioria das propriedades (95%) os bezerros até seis meses de idade ficam em
bezerreiras coletivas com alimentacéo e &4gua, entrando em contato com as vacas somente no momento da ordenha
para realizar o pico de ocitocina, sendo que nesse periodo j& ocorre infestacdo de carrapatos e s6 ap0s 0S nove meses
de idade os bezerros vao para o pasto.

A anélise da soroprevaléncia de acordo com a faixa etaria revelou para B. bigemina que 47,1%, 52,9% e
56,1% dos animais foram positivos para os grupos de 1 a 3 anos, 3 a 6 anos e maior que 6 anos, respectivamente. No
entanto, para B. bovis essa positividade foi de 62,7% (1 — 3 anos), 72,9% (3 — 6 anos) e 68,2% (> 6 anos). Na
anaplasmose a sorologia relevou 84,3% (1 — 3 anos), 88,2% (3 — 6 anos) e 93,9% (> 6 anos) de animais positivos.
N4o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos etérios, segundo o teste 32 nas espécies estudadas.

O VG variou de 14% a 42% (29,11 + 4,97%), sendo que a média do VG de bovinos positivos para B.
bigemina, B. bovis, A. marginale e animais co-infectados detectado por PCR foram proximas a do VG dos animais
negativos, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 1). Situacdo similar foi observada ao comparar as
médias do VG de bovinos soronegativos com soropositivos, onde ndo houve diferenca significativa (p>0,05)

(Tabela 1).
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Discusséo

As baixas taxas de soroprevaléncia para B. bigemina e B. bovis verificadas neste estudo permitem considerar
essa regido como uma &rea de instabilidade enzodtica. No caso da A. marginale, devido a alta prevaléncia
soroldgica, essa mesma regido caracteriza-se por uma area de estabilidade enzodtica. Entretanto, levando-se em
consideracdo a sorologia de animais reativos simultaneamente para Babesia spp. e A. marginale, o que demonstra
uma co-infeccdo, e a existéncia do complexo Tristeza Parasitaria Bovina, pode-se considerar a regido estudada como
uma area de instabilidade enzooética para babesiose e anaplasmose bovina. Essa classificacdo baseia-se nos conceitos
epidemioldgicos propostos por Mahoney (1874), em que descreve a sua aplicagdo para possivel controle da
ocorréncia ou néo de surtos.

Os resultados obtidos nesse trabalho para B. bigemina e B. bovis sdo diferentes da maioria dos Estados
brasileiros, incluindo alguns Estados da regido Nordeste, onde predominam areas de estabilidade enzodtica para
essas duas espécies. Em um estudo realizado no semi-arido da Bahia a prevaléncia de anticorpos anti B. bigemina e
anti B. bovis foi de 77,7% e 75,5%, respectivamente (Barros et al., 2005). Nas microrregides de Feira de Santana,
Jequié, Ilhéus e Vitdéria da Conquista, Estado da Bahia, a média dos percentuais de bovinos sorologicamente
positivos para B. bovis foi de 97,2% e de 95,0% para B. bigemina (Aradjo et al., 1997), em Aragauina, Estado do
Tocantins a soroprevaléncia determinada para B. bovis foi de 90,5% (Trindade et al., 2010), enquanto no Estado de
Sé&o Paulo foi de 88,0% (Barci et al., 1994). Para A. marginale o resultado encontrado se assemelha com o registrado
para outras regides do Brasil (Aradjo et al., 1998; Souza et al., 2000; Souza et al., 2001), porém difere de alguns
Estados do Nordeste, como Sergipe, onde foi observado prevaléncia de 16,30% (Oliveira et al., 1992). No caso da
co-infeccdo os resultados foram semelhantes aos encontrados no Rio Grande do Sul (Almeida et al., 2006) e em
algumas areas do nordeste, como o sertdo da Bahia, Sergipe, Pernambuco e Ceard, devido a seca (Oliveira et al.,
1992). Essa situagdo de instabilidade pode causar grandes problemas aos produtores da regido, pois existe a
possibilidade da ocorréncia de um grande ndmero de casos clinicos com alta taxa de mortalidade, portanto, causando
prejuizos aos criadores.

A baixa deteccdo de merozoitos de B. bigemina e B. bovis em eritrdcitos dos animais utilizados no estudo é
explicada pelos baixos niveis de parasitemia apresentados por bovinos portadores da infec¢do, sendo sua
visualizacdo facilitada apenas em bovinos com sintomatologia clinica (Jackson et al., 2001).

A visualizagdo de corpuUsculos intraeritrocitarios de A. marginale, foi realizada na maioria dos animais, sendo
que a eficiéncia desse método em detectar a presenca de rickéttsia pode ser atribuida tanto a infeccéo inicial, onde de
10 a 90% dos eritrocitos podem estar parasitados, mais também a portadores crénicos, nos quais o parasita persiste

em niveis baixos (Kieser et al., 1990).



217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

42

A frequéncia da infeccdo por Babesia spp. e A. marginale em bovinos detectada pela PCR e nPCR foi
superior ao obtido no exame microscépico de esfregagos sanguineos e similar aos resultados obtidos no exame
sorolégico de RIFI, possibilitando, dessa forma, realizar a classificacdo epidemiolégica da regido estudada também
por essa técnica. A deteccdo da babesiose e anaplasmose na fase inicial da infeccdo e em animais portadores pela
amplificacdo de DNA é uma poderosa ferramenta para investigacdes epidemiolégicas, uma vez que estes animais
representam uma importante fonte de infeccéo de fémeas R. (B.) microplus (Oliveira-Sequeira et al., 2005).

A técnica de PCR e nPCR empregada neste trabalho para detectar as infeccGes por Babesia spp. e A.
marginale, tém sido utilizadas na investigacdo dessas enfermidades em vérios Estados brasileiros, auxiliando no
estudo de medidas de controle a partir do conhecimento epidemiol6gico de rebanhos (Figueroa et al., 1993;
Madruga et al., 2002; Oliveira-Sequeira et al., 2005; Costa Junior et al., 2006). Por meio desse método de
diagndstico podemos classificar a bacia leiteira como uma area de estabilidade enzodtica para A. marginale e como
uma area de instabilidade para B. bigemina, B. bovis e para co-infeccéo.

O sistema de criacdo semi-intensivo, predominante nessa regido, juntamente com as altas temperaturas e a
baixa precipitacdo de chuvas, provavelmente interferem no grau de infestacdo dos animais, o que estd em
concordancia com Furlong et al. (2002) onde afirmam que o sucesso do parasitismo é dependente de variagdes no
manejo de rebanhos, nas variagdes climaticas e topograficas.

Como observado nesse estudo, carrapatos e dipteros hematéfagos estavam presentes em grande parte das
propriedades, as quais faziam controle desses artropodes, sendo sua presenca constante por todo o ano. A melhoria
nas medidas de manejo sanitario, como o uso intensivo de produtos carrapaticidas e inseticidas, tem reduzido a
exposicdo dos animais aos vetores da babesiose e anaplasmose, trazendo como conseqiiéncia, a baixa infecgdo dos
bezerros. Além disso, a adogdo de novas praticas de manejo e o controle intensivo de carrapatos reduzem o contato
dos animais com os vetores, favorecendo o aparecimento de areas de instabilidade endémica para os agentes dessa
enfermidade (Guglielmone, 1995; Bock et al., 2004).

Durante as visitas as propriedades evidenciou-se auséncia de sinais clinicos caracteristicos, mais se deve
destacar que nas propriedades estudadas ha registros de ocorréncia dessas enfermidades, inclusive com ébitos,
diagndsticadas por meio de exame clinico. O tratamento dos animais acometidos é realizado por grande parte dos
criadores dessa regido, sendo feito por meio do uso de quimioterapicos indicado na literatura (Kuttler e Johnson,
1996; Kocan et al., 2010).

A nao observacdo de diferenca estatistica nas prevaléncias, segundo os grupos etarios, faz inferir que esse

parametro ndo interfere na condicdo de estabilidade ou instabilidade dessa regido, e todos 0s grupos analisados estdo
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sujeitos a casos clinicos de babesiose e anaplasmose, embora a literatura cite que existam fatores de resisténcia
natural a babesiose, como raca, idade e condigdo imunoldgica (Bock et al., 2004; Kocan et al., 2010).

Os resultados mostraram que tanto os bovinos soropositivos, quanto os positivos (por PCR) para babesiose e
anaplasmose apresentaram valores de VG similares aos de bovinos negativos e soronegativos, sendo que a anemia
estava presente em alguns animais isolados, e esses valores ndo influenciaram na comparacdo das médias desses
dados, ndo existindo diferenca estatistica entre os grupos. Considerando que a anemia é proporcional a parasitemia e
ocorre em fungdo de alteracGes hemodindmicas resultantes da hemolise intravascular disseminada e também de
mecanismos como sequestro e lise de eritrocitos normais e parasitados (Alfonso et al., 1996), é possivel que 0s
niveis de parasitemia apresentados pelos animais avaliados estivessem abaixo do limiar necessério para produzir
doenga clinica, caracterizando como animais portadores cronicos.

O estudo epidemioldgico com B. bigemina, B. bovis e A. marginale, aliados as observacdes de ocorréncia de
casos clinicos de babesiose e anaplasmose informadas pelos produtores sdo indicativos de que essas enfermidades
ocorrem de forma instavel na regido da bacia leiteira de Parnaiba, no estado do Piaui, Meio Norte do Brasil, com
situacBes de instabilidade (babesiose) ou estabilidade (anaplasmose) enzoédtica dependendo do agente estudado,
sendo a PCR uma técnica de grande aplicabilidade no diagnéstico de portadores sadios e uma ferramenta valiosa
para a realizacdo de estudos epidemiolégicos, possibilitando caracterizar uma regido geogréfica e utilizar medidas

adequadas de controle.
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Tabela 1. Soroprevaléncia, prevaléncia da infeccdo por PCR e VG (%) de bovinos da bacia leiteira de Parnaiba,

Piaui, Brasil
Co-infeccéo
B. bigemina B. bovis A. marginale (Babesia spp. e A.
marginale)
Soroprevaléncia 52,5% (106/202) 68,8% (139/202) 89,1% (180/202) 73,3% (148/202)

Prevaléncia da infeccéo 52,0% (105/202)

Média do VG (%) de:

Soropositivos 29,38 +£5,03*
Soronegativos 28,84 £ 4,90°
Média do VG (%) de:

Animais infectafos 29,56 £ 5,12*
Animais ndo-infectados 28,68 £ 4,79°

33,2% (67/202)

29,27 £5,19°
28,76 + 4,41°

29,61 £5,19°
28,86 + 4,85°

76,2% (154/202)

29,07 + 4,96°
29,48 +5,07°

29,25 +5,28°
28,67 +3,78°

51,5% (104/202)

29,17 +4,91°
27,20 +7,25%

29,23 £5,11°
28,36 + 3,83°

# Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste t de Student.
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Fig. 1. Mapa do Piaui mostrando a localizacdo da microrregido Litoral

Piauiense e os municipios que comp8em a bacia leiteira de Parnaiba,
onde foi realizado o estudo de babesiose e anaplasmose bovina: (1)
Ilha Grande, (2) Parnaiba, (3) Luis Correia, (4) Buriti dos Lopes, (5)
Murici dos Portelas, (6) Caxingd, (7) Caratbas do Piaui, (8) Sdo José
do Divino e (9) Piracuruca.
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Fig. 2. Analise do produto de PCR e nPCR pela eletroforese em gel de
agarose a 1,5%. A. PCR B. bigemina coluna 1, 100pb DNA
ladder; coluna 2, controle positivo; colunas 3, 4, 5, 7 e 8§,
amostras positivas para B. bigemina; coluna 11, controle
negativo. B. PCR B. bovis: coluna 1, 100pb DNA ladder; coluna
2, controle positivo; colunas 4, 5, 9 e 12, amostras positivas para
B. bovis; coluna 13, controle negativo. C. nPCR A. marginale
coluna 1, 100pb DNA ladder; coluna 2, controle positivo;
colunas 3, 4, 5, 6, 9, 10 e 11, amostras positivas para A.
marginale; coluna 12, controle negativo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, a investigacdo clinico-epidemiolégica das infeccbes por B.
bigemina, B. bovis e A. marginale na regido da bacia leiteira de Parnaiba, estado do Piaui,
possibilitou as seguintes consideracdes:

e A babesiose ocorre sob a forma de instabilidade endémica, enquanto a anaplasmose se
apresenta sob a forma de endemia estavel, o que nos proporciona aprofundarmos o estudo
na infeccdo natural dessas enfermidades, visto que elas podem trazer grandes perdas para

0 produtor rural e consequentemente para o Estado;

e A técnica de PCR e nPCR tem um grande potencial de utilizacdo no diagndstico das
condicbes epidemioldgicas de rebanhos, podendo ser empregada na otimizagdo de
programas de controle da babesiose e anaplasmose, assim como no diagnostico de

animais portadores dessa enfermidade;

e A aplicacdo de inquéritos epidemioldgicos nas regiGes € de fundamental importancia,
uma vez que, a partir desses se pode conhecer a epidemiologia e assim aplicar medidas

eficazes de controle;

e Ha necessidade de se expandir o estudo a outras regides do Piaui, uma vez que o Estado é

muito grande e possui diferentes climas, temperaturas e manejo;
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Apéndice A — Modelo da ficha de inquérito epidemiolégico e exame clinico aplicado durante a
visita as propriedades da bacia leiteira de Parnaiba.

Propriedade:
Proprietario:
Localizacdo: Municipio:
UF: Telefone: () Celular: ()
E-mail:

Dia da Visita: / /

Periodo chuvoso:

Temperatura: Min — [ ] Max —[ ] UR:
Presenca de carrapatos: [ ] Sim[ ] Né&o Em que época?
Presenca de Moscas (mutuca, chifre, etc): [ ]Sim[ ]N&o Em que época?
Usa carrapaticida? [ ] Na [ ]Sim Qual?
Faz rodizio de principio ativo?[ ] N&[ ]Sim

Tipo de Manejo: [ ] Intensivo [ ] Extensivo[ ] Semi-intensivo
Quantidade de bovinos: [ 1M 1F

Cultiva Pasto?[ ] N&o[ ]Sim Qual (is)?
Faz rotacdo de pastagem? [ ] N& [ ] Sim Quanto tempo/pasto?
Faz suplementacdo mineral? [ ] N&o[ ] Sim Qual?
Areaalagada? [ ]Sim [ ] Né&o/Alguma lagoa/riacho? [ ]Sim [ ] Néo

Rebanho é vacinado? [ ] N&do[ ]Sim Quais? [ ] Raiva[ ] Clostridioses [ ] Botulismo [
] Leptospirose [ ] Aftosa[ ] Brucelose [ ] Outras Periodicidade?

Algum 6bito no Gltimo ano (12 meses)? [ ] Nao[ ] Sim Motivo?
Historico de sinais clinicosda TPB? [ ] Nao[ ]Sim

Quiais o0s sinais?
Producdo de Leite: [ ] Normal [ ] Diminuida / Histérico de Aborto? [ ]Sim [ ] Nao
Animal tratado? [ ] N& [ ]Sim Tratamento?
Obito por TPB?[ ]N&o[ ]Sim

EXAME CLINICO E FISICO POR ANIMAL

Nome ou N° Sexo | Raca Idade (‘cl)'g) Mucosa | Carrapatos | Urina | VG
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
Q.
10

Outras observagoes:

"Normal (N ) / Ictérica ( 1)/ Palida (P )
?S=Sim /N = Néo




Apéndice B — Prancha de figuras

Figura 1. Propriedade leiteira com sistema de criagdo extensiva. Bovinos
da raga Girolando voltando do pasto.

- i gl /..__? 2%

Figura 2. Sistema de criacdo semi-intensiva, demonstrando vacas da raca
Girolando se alimentando no cocho.
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Figura 3. Bovino da raga Girolando apresentando orelha infestada por
carrapatos (R. microplus).

Figura 4. Bovino da raga Girolando apresentando infestacdo por mosca
do chifre (Haematobia irritans).



X

Figura 5. Vaca com mucosa vaginal hipocorada.

»®
Figura 6. Trofozoito de B. bigemina (=) em eritrdcito observado em

esfregaco de sangue periférico de bovino naturalmente infectado.
(Panotico. 100X).
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Figura 7. Merozoito de B. bovis (=) em eritrécito observado em
esfregaco de sangue periférico de bovino naturalmente infectado.
(Panotico. 1000X).

Figura 8. Corpusculos intraeritrocitarios de A. marginale (=) observados
em esfregaco de sangue periférico de bovino naturalmente infectado.
(Panético. 1000X).
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Figura 9. Reacdo de imunofluorescéncia indireta. Formas de B. bigemina
marcadas por isoticianato de fluoresceina (=), demonstrando reatividade
1:40. Aumento: 100X.

Figura 10. Reacdo de imunofluorescéncia indireta. Formas de B. bovis
marcadas por isoticianato de fluoresceina (=), demonstrando reatividade
1:40. Aumento: 100X.
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Figura 11. Reacdo de imunofluorescéncia indireta. Formas de A.
marginale marcadas por isoticianato de fluoresceina (=), demonstrando
reatividade 1:40. Aumento: 100X.
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