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RESUMO

CASA, M. S. 2017, 130p. Prevaléncia e fatores associados & infec¢do por Anaplasma
marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina em bovinos da raga Crioula Lageana.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2017.

Estudos sobre o comportamento das infeccbes por Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina sdo vastos, no entanto estudos de prevaléncia e alteracbes hematoldgicas
causadas por estes agentes em racas nativas S&o0 escassos, sendo que na raga Crioula Lageana
ndo existe nenhum trabalho que aborde estes aspectos. Sendo assim, realizou-se a coleta de
amostras sanguineas de 311 animais da raga Crioula Lageana, separados por sexo e categorias,
e procedeu-se a extracdo de DNA e posteriormente a PCR, com primers especificos para a
deteccédo dos agentes causadores da anaplasmose e babesiose em bovinos. Para todos os animais
aferiu-se afrequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, motilidade ruminal, exame de coloragéo
das mucosas e temperatura retal. Para avaliagdo das varidveis hematologicas realizou-se o
hemograma e a determinacdo da concentracdo de proteina total plasmatica e fibrinogénio
plasméatico. Aplicou-se ainda questionério epidemioldgico atodos os criadores daraga de modo
a estabelecer os fatores associados a infeccdo nesta populagdo. A andlise estatistica consistiu na
aplicacdo do teste de qui-quadrado para verificacdo da associagdo entre 0 sexo e as categorias
com a positividade ou ndo para os agentes. O teste t, para dados paramétricos ou o teste de
Mann-Whitney, para os dados ndo paramétricos, foram utlizados para verificar as diferencas
nas médias das varidveis clinicas e hematologicas de animais positivos e negativos. A
prevaléncia obtida para A. marginale foi alta, colocando esta populagdo em situagdo de
estabilidade enzodtica para este agente. Os fatores associados a infeccdo por A. marginale
foram a finalidade produtiva da criagdo, a regularidade no controle de carrapatos, os acaricidas
usados e a categoria mais infestada por carrapatos. Para B. bovis obteve-se prevaléncia proxima
ao limite de estabilidade, com a finalidade produtiva da criacdo reprodugdo, o contato com
outras espécies animais, a regularidade do controle de carrapatos e a época de emprego dos
tratamentos para os carrapatos e para a babesiose como fatores associados. Para B. bigemina a
prevaléncia baixa coloca os animais em situagdo de instabilidade para o agente, e os fatores
associados a infeccdo foram o contato com outras espécies animais e a regularidade da
assisténcia veterinaria. As variaveis clinicas ndo sofreram alteragBes entre animais positivos e
negativos para qualquer dos agentes. A presenga ou ndo do agente da anaplasmose ndo causa
alteracBes nas varidveis hematolégicas em bovinos da raca Crioula Lageana, enquanto a
presenca dos agentes da babesiose pode levar a leucocitose com linfocitose.

Palavras-chave: Babesiose. Anaplasmose. Raca Nativa.






ABSTRACT

CASA, M. S. 2017. 130p. Prevalence and associated factors with Anaplasma marginale,
Babesia bovis and Babesia bigemina infection in Crioulo Lageano cattle. Dissertation
(Masters in Animal Science) - Santa Catarina State University. Post Graduate Program in Animal
Science, Lages, 2017.

There are many studies about the aspects of infections by Anaplasma marginale, Babesia bovis
and Babesia bigemina in cattle, however prevalence studies and hematological alterations
caused by these agents in native breeds are scarce, and in Crioula Lageana breed there is no
works that addresses these aspects. Thus, blood samples were collected from 311 Crioula
Lageana animals, separated by sex and categories and proceeded DNA extraction and
subsequent PCR with specific primers for the detection of the causative agents of anaplasmosis
and babesiosis in cattle. For all animals, heart rate, respiratory rate, ruminal motility and rectal
temperature were measured. To evaluate hematological variables hemogram was performed in
addition to determination of total plasma protein and plasma fibrinogen concentration. An
epidemiological questionnaire was also applied to all breeders in order to establish the factors
associated with the infection in this population. The statistical analysis consisted of the
application of the chi-square test to verify the association between sex and the categories with
or without positivity for the agents. The t-test for parametric data or the Mann-Whitney test for
non-parametric data were used to verify the differences in the means of the clinical and
hematological variables of positive and negative animals. The prevalence obtained for A.
marginale was high, placing this population in a situation of enzootic stability for this agent.
The factors associated with A. marginale infection were the productive purpose of breeding,
regularity in tick control, used acaricides and the category most infested by ticks. For B. bovis
it was obtained prevalence near the limit of stability, with the productive purpose of breeding,
contact with other animal species, regularity of tick control and the time of use of tick and
babesiosis treatments as associated factors. For B. bigemina the low prevalence places the
animals in a situation of instability for the agent and the factors associated with the infection
were contact with other animal species and the regularity of veterinary care. The clinical
variables did not change between positive and negative animals for any of the agents. The
hematological evaluation revealed that the presence or not of the anaplasmosis agent does not
cause changes in the hematological variables of the Crioula Lageana breed, while the presence
of babesiosis agents can leads to leukocytosis with lymphocytosis.

Palavras-chave: Babesiosis. Anaplasmosis. Native breed.
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1 INTRODUCAO

A anaplasmose e babesiose bovinas, causadas pelos agentes Anaplasma marginale,
Babesia bovis e Babesia bigemina, respectivamente, sdo enfermidades economicamente
importantes em todo o mundo, sendo que 0S maiores prejuizos ocorrem nos paises
subdesenvolvidos. Sé&o doencas causadoras de alta morbidade e mortalidade nos rebanhos e
dessa forma geram custos elevados com tratamento e 6bito de animais.

O principal vetor das doengas é o carrapato Rhipicephalus microplus, e o seu controle
inadequado pode levar & ocorréncia da anaplasmose e da babesiose na forma de surtos, com
altos indices de mortalidade. Por este motivo, a manutencdo da populacdo de carrapatos em
niveis aceitaveis é uma das formas de controlar surtos, mantendo 0s animais constantemente
parasitados e com imunidade contra 0s hemoparasitos.

Outra forma de controle das enfermidades é a escolha de animais resistentes. Até o
momento, acredita-se que o grupo genético dos bovinos Bos indicus seria mais tolerante as
infeccOes, ao passo que animais Bos taurus seriam mais susceptiveis. Para o esclarecimento de
questdes como esta tornam-se importantes os trabalhos que determinem a prevaléncia, 0s
fatores associados as infecces e as possiveis alteracdes clinicas e hematologicas causadas pelos
agentes.

Osanimais daraga Crioula Lageana, de linhagem genética Bos taurus, sdo considerados
altamente resistentes e adaptados as condicbes de vida no Planalto Serrano Catarinense. A
rusticidade é uma das qualidades mais evidentes da raca, gerando animais produtivos mesmo
em meio a condicbes adversas de criagdo. Apesar de sua importancia, a raca ainda € pouco
explorada em estudos cientificos e carece de informacBes acerca da sanidade dos rebanhos.

Trabalhos que venham a avaliar a prevaléncia de enfermidades nestes rebanhos séo
necessarios, da mesma forma que estudos que avaliem a resposta dos exemplares desta raca
nativa frente as doencas. O conhecimento do comportamento da raca Crioula Lageana frente a
infeccdo por A. marginale, B. bovis e B. bigemina é o passo fundamental para entender a
manifestacdo  destas infeccBes nesta raca e assim verificar possivel resisténcia ou

susceptibilidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina
em bovinos daraca Crioula Lageana e correlacionar com as varidveis clinicas e hematoldgicas,

e com os fatores associados as infecgdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a prevalencia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em bovinos da raca Crioula Lageana.

Identificar por meio da aplicacdo de questionério epidemiologico, os fatores associados a
infeccdo por A. marginale, B. bovis e B. bigemina em bovinos da raca Crioula Lageana.

Detectar a presenga dos hemoparasitos por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e relacionar com os dados do exame fisico, hemograma, concentracdo de proteina total

plasmética e fibrinogénio plasmatico dos animais amostrados.
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3 HIPOTESES

Acredita-se que bovinos da raga Crioula Lageana apresentem alta prevaléncia dos agentes

parasitarios, no entanto, sem o desenvolvimento clinico das enfermidades.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 ANAPLASMOSE

4.1.1 Etiologia

A primeira descricdo do agente causador da anaplasmose bovina deu-se em 1910, por
Sir Arnold Theiler. Ao estudar o microrganismo Piroplasma bigeminum, o pesquisador
visualizou formas microscépicas na margem dos eritrocitos de novilhas e as denominou “pontos
marginais”, cujo nimero aumentava no decorrer dos dias, e que foram relacionados a presenca
de sinais clinicos especificos nos animais. A este organismo intraeritrocitario chamou de
Anaplasma marginale (THEILER, 1910), devido a auséncia de citoplasma , que foi considerado
adaptado as condicOes de vida intracelular (THEILER, 1911).

Os sinais clinicos reportados por Sir Theiler, no entanto, preocupavam desde antes do
descobrimento de seu agente causador, e foram objeto das observagfes de Smith e Kilborne
que identificaram granulagdes nos eritrocitos de bovinos doentes nos Estados Unidos. Nesse
momento, a doenga designada como Febre do Texas, determinava perdas econdmicas e era
associada & presenca de carrapatos nos animais, 0s quais funcionavam como vetores (SMITH;
KILBORNE, 1893).

Com os recentes avancos das tecnologias de biologia molecular, e o conhecimento
acerca de genes que codificam proteinas de superficie, tornou-se possivel determinar pequenas
variagBes genéticas entre diferentes espécies do género Anaplasma sp. reclassificando-o dentro
da ordem Rickettsiales e da familia Anaplasmataceae, bem como do género Anaplasma
(DUMLER etal.,, 2001).

4.1.2 Epidemiologia

A anaplasmose possui grande importancia econdmica e esta amplamente distribuida em
todo o mundo (KOCAN et al., 2010). No Brasil e mais especificamente na regido Sul, estudos
tém demonstrado alta prevaléncia de anticorpos contra A. marginale em animais de todas as
idades. Em Londrina, 92,9% dos 708 bovinos Holandeses avaliados apresentaram sorologia

positiva para o agente (ANDRADE et al, 2001). Na regido Centro-Sul do Parand, a
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soroprevaléncia para o agente causador da anaplasmose em bovinos foi de 58,74% pelo teste
de ELISA (MARANA et al., 2009), e para a regido Noroeste do mesmo estado, a prevaléncia
foi de 76,10% em bovinos da raca Nelore (YOSHIHARA et al., 2003). No Sudoeste do Parana
0 teste sorolégico revelou 24,40% de animais infectados do total de bovinos de ragas leiteiras
analisadas (SOTT et al, 2016). No municipio de Ponte Alta em Santa Catarina, um surto
afetando 33 animais, avaliados por meio da técnica de Multiplex-PCR, apresentou 18 positivos
para A. marginale (CANEVER et al. 2014). No Planalto Serrano de Santa Catarina, Vieira
(2014) constatou 27,24% de amostras positivas para A. marginale por meio de Multiplex-PCR
e assim, devido a baixa prevaléncia encontrada, classificou a regido como sendo de
instabilidade enzodtica para a enfermidade, sendo este um fator que predispbe sua ocorréncia

na forma de surtos.

4.1.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da anaplasmose sofrem variacdes de acordo com as formas de
apresentacdo da doenga, que variam em intensidade e duracdo. A idade dos animais tende a
determinar a severidade da doenga, sendo que aqueles até um ano de idade apresentam sinais
mais leves em comparagio com animais mais velhos. E a partir dos trés anos que a enfermidade
tem sua maior taxa de mortalidade, com sinais clinicos mais severos (RISTIC, 1977).

A anaplasmose aguda apresenta sinais clinicos de fraqueza, anemia, febre, constipagéo,
ictericia, inapeténcia, desidratacdo e abortamentos. A forma superaguda da enfermidade
apresenta sinais clinicos mais severos e pode gerar sinais neurologicos, sendo geralmente fatal
(RISTIC, 1977).

Uma vez infectado, o animal passa por um periodo de incubacdo de sete a 60 dias
(KOCAN et al., 2003). O agente invade os eritrocitos e assim ocorre a replicacdo, sendo que
durante a infecgdo inicial, o nimero de eritrocitos infectados dobra a cada 24 horas. A partir do
momento da infeccdo e independentemente da idade do animal, esse passard a ser portador do
agente para toda a vida, desenvolvendo ou ndo a doenca clinica, o que sera determinado pela
resposta imune (AUBRY; GEALE, 2011).

Bovinos persistentemente infectados mantem baixos niveis de parasitemia, mas servem
como fonte de infecgdo para os vetores bioldgicos, que passam a transmitir o agente para outros
animais e reinfectam os portadores (GUGLIELMONE, 1995). As pequenas Vvariagcdes
antigénicas que ocorrem a cada ciclo de replicagdo de A. marginale fazem com que consiga
manter-se no hospedeiro ao evadir-se do sistema imune (KIESER; ERICKS; PALMER, 1990).
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4.1.4 VVetores e Transmissao

A transmissdo biologica de A. marginale é dada por aproximadamente 20 espécies de
carrapatos (KOCAN et al., 2004), sendo os géneros Boophilus e Dermacentor os mais
importantes. O hemoparasito pode ser transmitido ao carrapato através da transmissdo
transestadial (entre estigios) e intraestadial (dentro do mesmo estigio), sendo que para esta
dltima os carrapatos machos sdo relevantes em funcdo de sua mobilidade entre hospedeiros.
Para Boophilus e Dermacentor a transmissdo transovariana de A. marginale ndo foi confirmada
(KESSLER, 2001).

A transmissdo transplacentaria no hospedeiro vertebrado, por meio de vacas
cronicamente infectadas para a sua progénie também é importante via de transmissdo de A.
marginale (GRAU et al., 2013).

4.1.5 Diagnostico

Para o diagndstico da anaplasmose bovina, os dados referentes a epidemiologia, 0s
sinais clinicos e achados de necropsia podem ser validos, no entanto, a confirmacdo do
diagnostico deve ser realizada por meio de exames laboratoriais. Esfregacos sanguineos
corados podem demonstrar a presenca do agente no interior dos eritrcitos na microscopia
Optica. Testes soroldgicos e moleculares sdo também muito utilizados, sendo que apenas esses
ultimos conseguem detectar animais subclinicos (KOCAN et al., 2010).

O teste de ELISA competitivo desenvolvido por Knowles et al. (1996), demonstrou alta
especificidade para a deteccdo de anticorpos contra a proteina de superficie MSP5 de A.
marginale, e possibilita a verificacdo do contato com o agente em animais subclinicos por até
seis anos apds a infecgdo. Esta proteina, entretanto, leva a reacdes cruzadas entre diferentes
especies de Anaplasma, dificultando o diagnéstico exato em regides onde mais de uma espécie
do agente parasita os bovinos (DE LA FUENTE etal., 2005).

Testes moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas variantes
vém sendo amplamente utilizadas para o diagnostico de animais subclinicos e demonstram alta
sensibilidade. A PCR baseada no uso do gene MSP5 de A. marginale exibe alta sensibilidade e
especificidade, sendo este gene utilizado com sucesso na amplificagdo de produtos de A.
marginale, seja na PCR convencional ou real-time PCR (BACANELLI et al., 2014).
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4.1.6 Alteracbes Hematoldgicas na Anaplasmose

O hemoparasito A. marginale é capaz de causar anemia devido a hemdlise extravascular
e levar a diminuicdo severa do hematdcrito na sua fase aguda além de grande reducdo no
nimero de eritrocitos e redugdo na concentragcdo de hemoglobina (ALLEN e KUTTLER, 1981).

O aumento do nimero de linfécitos determina o aumento da contagem de leucdcitos
totais nos animais parasitados. A concentracdo da proteina total plasmética também pode estar
elevada devido ao aumento da concentragdo das imunoglobulinas ou reduzida em fungdo de
distirbios hepaticos que podem estar presentes na doenga clinica (COELHO, 2007).

O prognostico para animais que apresentam alta contagem de reticuldcitos é favoravel,
indicando resposta regenerativa da medula. (ALLEN; KUTTLER; AMERAULT, 1981).

4.2 BABESIOSE

4.2.1 Etiologia

4.2.1.1 Babesia bovis

Em 1888, na Roménia, Victor Babes estudava surtos de hemoglobindria febril ainda
desconhecida e causadora de outros sinais clinicos que diferiam de algumas das principais
enfermidades de bovinos conhecidas de sua época. Em sua investigagcdo, uma bactéria redonda,
brilhante e dividida em duas partes foi encontrada (BABES, 1888).

Os organismos encontravam-se aderidos aos eritrocitos ou em seu interior e
espalhavam-se pelos vasos sanguineos, incluindo os capilares de varios 6rgdos e musculos
(BABES, 1888). Foi a primeira descricdo do microrganismo que posteriormente seria
conhecido como Babesia bovis (STARCOVICI, 1893). Em 1893, Smith e Kilborne
determinaram que a transmissdo destes hemoparasitos ocorria por meio de vetores, como
carrapatos (SMITH; KILBORNE, 1893).

Os avangos tecnoldgicos no campo da genética permitiram estudos do genoma de B.
bovis, sendo importantes fontes de conhecimento deste parasito do filo Apicomplexa.
Informagdes como essas sdo determinantes na formulagdo de vacinas e drogas para o tratamento
da babesiose (BRAYTON et al., 2007), alem de permitirem grandes avangos para o diagnostico
do agente (MOSQUEDA etal., 2012).
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4.2.1.2 Babesia Bigemina

No fim do século XIX, no ano de 1893, Smith e Kilborne estudavam uma enfermidade
com sinais clinicos semelhantes aos da hemoglobinuria enzodtica bovina nos Estados Unidos,
a qual era conhecida por Febre do Texas. Quando conseguiram observar 0 microrganismo
microscopico que estaria associado a enfermidade, o denominaram Piroplasma bigeminum e o
caracterizaram como um protozodrio (SMITH; KILBORNE, 1893).

Starcovici (1893) avaliou os trabalhos de Smith e Kilborne e de Babes e encontrou
similaridades entre os agentes descobertos, propondo assim um novo género o qual denominou

de Babesia spp.

4.2.2 Epidemiologia

A babesiose é mundialmente distribuida e ocorre com maior frequéncia em regides de
clima temperado e tropical (GIGLIOTI et al, 2016). No Brasil, o primeiro relato da doenga
deu-se em 1901 no Rio de Janeiro, trazida por meio de animais importados (FONSECA,;
BRAGA, 1924). Nos Ultimos anos, estudos em diferentes regides visam a determinagdo da
prevaléncia dos agentes causadores da enfermidade nos rebanhos (SOUZA et al., 2002).

No Sul do Brasil, mais especificamente no Sudoeste do Parand, Elias et al. (2016)
encontraram alta prevaléncia de B. bovis e B. bigemina nos animais amostrados, chegando a
95,5% e 96,6% respectivamente de animais positivos no teste sorologico de ELISA. Osaki et
al. (2002) no municipio de Umuarama, Noroeste paranaense, obtiveram 64,2% dos animais
analisados soropositivos para B. bovis pelo mesmo teste.

No Planalto Norte de Santa Catarina, 0 rebanho apresentou taxa de 76,8% de
positividade para B. bovis e 84,5% para B. bigemina pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta
(SOUZA et al., 2002). Mais recentemente, utilizando-se a técnica de Multiplex-PCR verifico u-
se em surto de babesiose e anaplasmose ocorrido em Ponte Alta em Santa Catarina, 18,2% dos
animais atendidos confirmados como positivos para a presenca de B. bovis e 63,6% para B.
bigemina (CANEVER et al, 2014). Outro estudo avaliou a prevaléncia dos agentes do
Complexo Tristeza Parasitiria e verificou que 29,57% do rebanho bovino do Planalto
Catarinense é positivo para B. bovis e 16,73% para B. bigemina pela mesma técnica de
Multiplex-PCR, sendo que estes indices representaram situagcdo de instabilidade enzoGtica para
a babesiose nos rebanhos da regido, fazendo-se necessario o controle dos vetores (VIEIRA,
2014).



42

4.2.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Nas infeccbes por B. bovis, a produgdo excessiva de mediadores inflamatérios e o efeito
direto da destruicdo dos eritrécitos pelos parasitos podem estar diretamente ligados a patogenia
da enfermidade. A presenca do parasito no sangue, durante a infeccdo aguda, ativa 0S
macrofagos que produzem citocinas pré-inflamatérias e moléculas parasiticidas (BROWN;
PALMER, 1999). A quantidade produzida destas mokculas pode contribuir para a ocorréncia
de vasodilatagdo, hipotensdo, aumento da permeabilidade capilar, edema, colapso vascular,
desordens na coagulacdo, dano endotelial e estase circulatéria (WRIGHT etal., 1989; AHMED
2002). Na microcirculagdo, a estase é também induzida pela agregacdo de eritrcitos infectados
nos capilares, levando alesbes mais graves no cérebro e pulmdes (BROWN e PALMER, 1999).
Nas infeccbes por B. bigemina, a patogenia estd quase totalmente relacionada a hemolise
intravascular (BOCK et al., 2004).

Os sinais clinicos da babesiose variam de leves a severos, sendo que muitos animais
podem permanecer assintomaticos (DANTAS-TORRES et al., 2017). Animais jovens tendem
a ser mais resistentes quando oriundos de rebanhos que possuem contato constante com o
agente, o que esta relacionado a imunidade inata, a fungdo protetora da hemoglobina fetal e &
atividade eritropoiética da medula 6ssea (BOCK et al., 2004). Animais que ndo possuem
imunidade e sdo movidos para areas endémicas podem sofrer a forma hiperaguda da doenca e
assim podem vir a 6bito (DANTAS-TORRES et al., 2017).

O parasitismo eritrocitico com destruicdo das células parasitadas leva a sinais clinicos
como anemia e hemoglobinuria, podendo ainda ocorrer insuficiéncia renal e sindrome de
angustia respiratoria (HUNFELD et al., 2008). Outros sinais que podem ocorrer sdo diarreia,
anorexia, perda de peso e letargia (DANTAS-TORRES et al., 2017).

O sequestro de eritrécitos pelos capilares cerebrais leva a babesiose cerebral, o que é
comumente encontrado em casos de babesiose por B. bovis. A babesiose cerebral caracteriza-
se por quadros de incoordenagdo, convulsdes, movimentos de pedalagem, paralisia de membros
pélvicos e coma (DANTAS-TORRES et al., 2017).

4.2 .4 VVetores e Transmissao
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O desenvolvimento da babesiose envolve hospedeiros vertebrados suscetiveis e
carrapatos infectados. As diferentes espécies de Babesia spp. possuem diferentes espécies de
carrapatos como vetores (MEHLHORN; SCHEIN, 1984). A principal espécie envolvida na
transmissdo de B. bovis e B. bigemina é a do carrapato Riphicephalus microplus (BOCK et al.,
2004), sendo que as fémeas adultas adquirem a infeccdo pelos hemoparasitos quando se
alimentam de bovinos infectados, mesmo que com baixa parasitemia (HOWELL et al., 2007).

As fémeas adultas sdo capazes de transmitir 0s agentes da babesiose para sua prole
através da transmissdo transovariana, uma vez que apods a reproducdo assexuada no intestino
dos carrapatos, 0s hemoparasitos migram para diferentes tecidos do vetor, inclusive ovarios das
fémeas destes ixodideos (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Entre os tecidos que sdo atingidos pelas espécies de Babesia estdo as glandulas salivares
do hospedeiro invertebrado, o que é decisivo na transmissdo dos agentes para os hospedeiros
vertebrados durante a alimentacdo dos carrapatos (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Formas infectantes do protozoério estdo presentes na glandula salivar dos vetores e
dessa forma sdo depositados na derme do hospedeiro vertebrado. Uma vez alcancada a
circulagdo sanguinea, 0 hemoparasito invade os eritrocitos e 0s rompe durante Ssua
multiplicacdo, conseguindo assim invadir novos eritrocitos (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Durante o repasto sanguineo 0s carrapatos reinfectam-se e dessa forma o hemoparasito
é capaz de se muliplicar nos mais diversos tecidos do hospedeiro invertebrado, incluindo
ovarios, ovos e também as glandulas salivares. Dessa forma, ao alimentar-se, o carrapato
reinicia o ciclo de transmissaio (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

4.2.5 Diagnostico

O diagndstico da babesiose é uma importante ferramenta para o estabelecimento de
estratégias de controle da disseminagdo da enfermidade. Os métodos mais utilizados sdo a
deteccdo microscépica, os métodos imunoldgicos e as técnicas moleculares (MOSQUEDA et
al,, 2012).

Os esfregacos sanguineos em camada delgada s&o o método mais antigo para a deteccéo
dos agentes da babesiose por meio de sua observagdo microscopica. Apesar da facilidade de
aplicacdo do método, este é eficiente apenas em casos agudos, quando a parasitemia encontra-
se elevada, de modo que animais portadores assintomaticos em geral ndo sdo reconhecidos por
esta técnica. No caso de infeccdo por B. bovis, esfregacos cerebrais também podem ser uma
ferramenta diagndstica Gtil (MOSQUEDA et al., 2012).
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Métodos imunolégicos, como ELISA e Imunofluorescéncia Indireta sdo utilizados de
forma a detectar animais portadores, aqueles cujo nivel de parasitas no sangue € muito baixo,
buscando por anticorpos contra esses agentes (MOSQUEDA et al., 2012). No entanto, estes
testes ndo diferenciam ainfeccdo corrente da primo-exposicdo. AkEm disso, h possibilidade de
reagOes cruzadas entre B. bovis e B. bigemina (BRITO et al., 2013).

Atualmente, técnicas moleculares, como a PCR, tém se mostrado altamente sensiveis e
especificas (BRITO et al., 2013). A Nested-PCR, uma adaptacéo da técnica de PCR, é capaz de
incrementar a sensibilidade do teste, aumentando o nivel de detec¢do dos hemoparasitos em
animais subclinicos (BRITO et al., 2013), sendo largamente utilizada (ABOULAILA et al.,
2010).

4.2.6 Alteracbes Hematoldgicas na Babesiose

Exames laboratoriais podem ser auxiliares no diagnostico da babesiose. Animais
infectados por Babesia spp. apresentam anemia regenerativa, reticulocitose, contagem
aumentada de leucécitos e concentragdo de proteina total sérica aumentada (DANTAS-
TORRES et al.,, 2017).

Zulfigar et al. (2012) demonstraram reducdo da concentragdo de hemoglobina em
bovinos infectados por B. bovis, enquanto para B. bigemina, Saleh (2009), observou redugéo da
contagem de eritrocitos, da concentracdo de hemoglobina e do hematocrito em animais

naturalmente infectados quando comparados com animais controle.

4.3 A RACA CRIOULA LAGEANA

A introducdo de bovinos no estado de Santa Catarina deu-se com a vinda dos jesuitas
para 0 Rio Grande do Sul e com a invasio das missdes pelos bandeirantes (ARAUJO, 1990).
Muitos animais extraviaram-se no caminho e formaram rebanhos nos Campos de Lages. Mais
tarde, com a colonizagdo do Planalto Catarinense houve a introducédo de novos bovinos, que
cruzaram com aqueles que ali estavam, originando assim, a raga Crioula Lageana
(MARIANTE; CAVALCANTE, 2000).

Os animais que se espalharam pela Serra Catarinense por quase cinco séculos sofreram
miscigenacdo e selecdo natural, mesmo em meio as condi¢cBes pouco favordveis do Planalto

Catarinense, com seus invernos rigorosos e pouco alimento a disposicdo, resultando em uma
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raga naturalizada com excelente adaptacéo as condicbes ambientais da regido (MARIANTE e
CAVALCANTE, 2000). No entanto, com a vinda de materiais genéticos de bovinos europeus
para a regido pelo seu apelo estético e produtivo o gado Crioulo sofreu grande miscigenagdo e
quase foi levado aextingdo (MARTINS et al., 2009).

Gragas ao trabalho de resgate e preservagéo de alguns animais ainda existentes na regido
de Lages-SC, tem-se o grupo racial conhecido hoje como Crioulo Lageano (CAMARGO e
MARTINS, 2005). Ainda sdo poucos os estudos realizados com ragas naturalizadas no Brasil,
incluindo-se ai o Crioulo Lageano (EGITO et al., 2007, SPRITZE et al., 2003, SERRANO et
al., 2004, BIANCHINI et al., 2006, TEIXEIRA etal.,, 2012, FINO et al., 2013, CARDOSO et
al, 2013).

Alguns  levantamentos  epidemioldgicos foram realizados com relagdo a certas
enfermidades causadoras de prejuizos & raga Crioula Lageana e as informagBes obtidas com
estes estudos sdo a base para a determinacdo de dados sobre a sanidade animal, além de serem
o0 fundamento para a elaboracéo de planos de controle e profilaxia (FINO et al., 2013).

E importante destacar que programas de melhoramento genético e conservagio de
recursos genéticos animais estdo ancorados nas pesquisas dasracas naturalizadas, de modo que
a preservagdo do patrimdnio genético do Crioulo Lageano é imprescindivel para o Planalto
Catarinense (EGITO etal.,, 2002, SERRANO etal.,, 2004, MARTINS etal., 2009).

4.4 EFEITO DA RACA SOBRE A RESPOSTA AS INFECCOES POR BABESIA SPP. E
ANAPLASMA MARGINALE

E bem estabelecida a existéncia de relacio entre a resisténcia aos carrapatos e as ragas
bovinas, no entanto, as informacBes relativas a resisténcia genética a babesiose ainda sdo
escassas, ainda que algumas variagcOes entre ragas tenham sido reportadas (BOCK etal., 1997,
1999; AGUIRRE etal.,, 1990).

Ainda ndo se conhecem 0s genes envolvidos na expressdo da resisténcia as babesioses,
mas sabe-se que é uma caracteristica hereditria (BILHASSI et al., 2014) e que animais Bos
taurus indicus sdo mais resistentes as babesias e ao seu vetor do que animais Bos taurus taurus
(JONSSON et al, 2008; PIPER et al, 2010).

Uma vez que as ragas apresentem variacOes relacionadas a resisténcia a infeccdo por
babesias, torna-se importante ferramenta de prevencdo e controle da enfermidade a
identificacdo e a selecdo dos animais resistentes. No caso da babesiose bovina, 0s métodos

diagndsticos  especificos e sensiveis, especialmente para os animais portadores, tEm
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proporcionado conhecimento de Vvarios aspectos da relacdo hospedeiro-parasita, como a
existéncia de ragas indiferentes a infeccdo (BILHASSI et al., 2014).

Para Anaplasma marginale, Bock et al (1997), verificaram que animais Bos taurus puros
sd0 mais suscetiveis & doenca clinica quando comparados & animais oriundos de cruza de B.
taurus com B. indicus e animais puros B. indicus.

Benavides e Sacco (2007) demonstraram haver variacdo na resposta a infeccdo por B.
bovis em Bos taurus, sendo que 0s bovinos resistentes apresentaram menor parasitemia e menor
reducdo do hematdcrito. Cardoso et al. (2014) concluiram em estudo comparativo entre as ragas
Aberdeen Angus e Crioula Lageana, que esta Ultima apresenta maior resisténcia a infestacao
por bernes e carrapatos.

Estas afirmacgOes reforcam a importdncia do conhecimento da epidemiologia da
babesiose e anaplasmose dentro de populagdes de ragas especificas de forma a fornecer

subsidios para estudos mais aprofundados de tolerancia as enfermidades.
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5 PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO POR ANAPLASMA
MARGINALE EM BOVINOS DA RACA CRIOULA LAGEANA

Resumo

A anaplasmose bovina é causadora de grandes prejuizos para a pecuéria em funcdo das altas
taxas de morbidade e mortalidade. Nas ragas nativas, como araga Crioula Lageana, sdo escassos
os estudos sobre a epidemiologia desta enfermidade. Este trabalho visa a obtencdo de dados
iniciais sobre a prevaléncia de A. marginale em bovinos daraca Crioula Lageana, visando novos
estudos acerca da sanidade e tolerancia & doengas nesta populacdo. Foram colhidas amostras de
sangue de 311 bovinos daraca Crioula Lageana, sendo submetidas aextracdo de DNA e a PCR
com primers especificos para a detecgdo do agente da anaplasmose bovina. Os animais foram
divididos de acordo com o sexo, categoria (touros, vacas, novilhas e bezerros) e a presenca ou
auséncia de carrapatos no momento da colheita. Para a determinagdo de possiveis fatores
associados a infeccdo aplicou-se questionario epidemiologico aos proprietarios. Obteve-se
prevaléncia de infeccdo de 79,91%; (248/311) por A. marginale nos bovinos da raga Crioula
Lageana. Né&o foram observadas diferengas significativas para a presenca do hemoparasito de
acordo com a categoria, 0 sexo e a presenca de carrapatos nos animais. Os fatores associados a
infeccdo que apresentaram diferengas significativas, foram a finalidade produtiva da criagéo, a
regularidade no controle de carrapatos, os acaricidas usados, e a categoria mais infestada por
carrapatos. Conclui-se que os bovinos da raga Crioula Lageana encontram-se em situagdo de
estabilidade enzodtica, com alta prevaléncia para a infeccdo por A. marginale pela técnica de
PCR. Verificou-se ndo haver influéncia do sexo, da categoria e da infestagdo por carrapatos nas
taxas de infeccdo. Os principais fatores associados & presenga ou auséncia de infec¢do foram a
finalidade produtiva da criagdo, a regularidade no controle de carrapatos, os acaricidas usados

e a categoria mais infestada por carrapatos.

Palavras-chave: Raga nativa. Sanidade. Anaplasmose.
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5.1 INTRODUCAO

A anaplasmose, causada pelo agente Anaplasma marginale, é uma enfermidade
amplamente distribuida (KOCAN et al., 2010), causadora de enormes prejuizos econdmicos
decorrentes da alta morbidade e mortalidade e dos custos com controle da enfermidade
(BROWN, 1997). A transmissdo do hemoparasito depende de vetores, como 0 carrapato
Rhipicephalus microplus, o qual se desenvolve em regides de clima tropical e subtropical
(GUGLIELMONE et al., 1995). No estado de Santa Catarina, no Sul do Brasil, onde a raca
Crioula Lageana teve seu desenvolvimento, danos ocasionados por carrapatos, principalmente
relacionados & transmissdo de patdgenos, sdo frequentes (PAIM et al., 2011).

A epidemiologia da anaplasmose varia de acordo com a regido de estudo (SHARMA et
al,, 2015), e com fatores relacionados a caracteristicas raciais, as quais podem predispor ou ndo
o desenvolvimento de doenca clinica (BOCK; KINGSTON; DE VOS, 1999). Animais da raga
Crioula Lageana possuem rusticidade e adaptabilidade reconhecidas, no entanto essa raga foi
quase levada a extincdo, sendo que hoje existem nucleos de conservacdo para manutencdo da
raca (MARTINS et al., 2009).

O conhecimento do comportamento da infeccdo por A. marginale nos bovinos da raga
Crioula Lageana tem sua importncia como um passo para o conhecimento do status sanitario
desses rebanhos e para que se invista na exploracdo do potencial genético da raca em programas
de melhoramento genético, tendo em vista suas excelentes caracteristicas produtivas.

Dados referentes & sanidade animal, sdo fundamentais para atender as exigéncias de
comercializacdo de produtos animais dentro e fora do Brasil (JULIANO et al., 2014). Sendo
assim, levantamentos epidemioldgicos baseados em técnicas moleculares fornecem dados mais
precisos e confiaveis do que os obtidos por meio dasorologia (BRITO et al., 2010). Em recentes
levantamentos, o Planalto Catarinense é apontado como regido de instabilidade enzodtica para
a anaplasmose, 0 que favorece a ocorréncia da enfermidade na forma de surtos (VIEIRA, 2014;
CANEVER et al. 2014). O conhecimento acerca dos fatores de risco associados a infeccdo
também sdo importantes fontes de dados para o desenvolvimento de estratégias ou
metodologias de prevengéo e controle de doengas nas populagdes.

Este estudo objetiva apresentar o primeiro levantamento de dados epidemiologicos da
infeccdo por A. marginale em animais da raga Crioula Lageana por meio de técnicas
moleculares e os fatores associados & aquisicio do agente nas propriedades criadoras e

conservadoras da raca no estado Santa Catarina, Brasil.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Determinagédo do tamanho amostral

Para a avaliago da prevaléncia de A. marginale na populagdo de bovinos da raga
Crioula Lageana, foram utilizadas as seguintes formulas de acordo com a OPAS (1979):

_196*p(1—p)]
° (@7

Onde no é o0 nimero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de erro.

Admitindo-se prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, um intervalo de confianca
de 95% e uma margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais. No entanto, como
trata-se de uma populagdo finita, procedeu-se o seguinte célculo:
. N x n,
N+ n,

Onde N é o nimero total de animais na populagcdo, sendo que para a raca Crioula
Lageana esse nimero é de 1500 animais. A partir destes célculos, chegou-se ao nimero final

de 306 animais a serem amostrados.

5.2.2 Animais e obtengdo das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raga Crioula Lageana, machos e
fémeas, jovens e adultos, todos registrados na Associagdo Brasileira de Criadores da Raca
Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de propriedades nucleos de conservagdo in situ,
localizadas no Planalto Catarinense. Os animais foram separados por categorias, tendo sido
colhidas amostras de 32 touros (machos com mais de dois anos), 141 vacas (ffmeas com mais
de dois anos), 66 novilhas (fémeas entre um e dois anos) e 72 bezerros (machos e fémeas de até
um ano). A auséncia de novilhos deveu-se ao fato de as amostras serem oriundas de
propriedades nlcleo de conservacdo in situ da raga, de modo que machos que ndo forem
destinados a reproducdo séo vendidos. Para a andlise com relagdo ao sexo, o0s animais foram
separados em 62 machos e 249 fémeas, sem distincdo de idade. Para tal, foram utilizados tubos
de coleta a vdcuo com anticoagulante EDTA a 10%. Apo6s a colheita, as amostras foram

congeladas a -20°C até a extragdo do DNA.
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5.2.3 Exame Fisico

O exame fisico foi empregado para a verificagdo de sinais clinicos compativeis com a
doenga clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

movimentos ruminais (MR), temperatura retal e coloragdo das mucosas.

5.2.4 Extracdo de DNA

As amostras de sangue, apds seu descongelamento foram imediatamente submetidas a
extracdo de DNA por meio de kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos a extracdo, a concentracdo de
cada amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®) e diluido para manter-se a concentracdo minima de 20ng/uL.

5.2.5 Andlise molecular

Para a amplificacdo do DNA de A. marginale utilizou-se o primer baseado no gene
MSP5 (MSP5 F: 5°-CGC AGA TCT AGC AAA ATC GGC GAG AGG TTT ACC ACT TC-
3’ e MSP5 R: 5-GCG CTG CAG TGG CGC AAA ATG CCC GAC ATA CC-3%), o qual
amplifica um fragmento de 458pb para o agente.

A reacdo de PCR deu-se em microtubos de 0,2mL, onde adicionou-se um volume final
de 25 pL de solugdo, contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTaq® Hot Start Polymerase,
(Promega); 8,5 pmoles de cada primer; 0,2mM de nucleotideos (dNTPs); 3,5mM de cloreto de
magnésio; Sul de tampdo 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3ul de DNA
(concentragdo entre 20 e 100ng/ul) e dgua ultra pura para completar o volume final e ajustar a
concentracdo dos reagentes. Foram utilizados controles positivos e negativos a cada reacdo,
sendo que este Gltimo foi utilizado para garantir a qualidade e especificidade da técnica,
abordando os mesmos parametros citados anteriormente, substituindo apenas o uso de DNA
gendbmico por &gua ultra pura, livre de DNAse. As condicBes de temperatura aplicadas no
termociclador (Biocycler) envolveram a desnaturagdo inicial a 95°C por dois minutos, seguida
de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54,2°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma

extenséo final a 73°C por 7 minutos.
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A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 2% acrescido do corante Unisafe Dye 20.000x (Uniscience). Na primeira lacuna do
gel utilizou-se marcador de peso molecular de 100pb como padréo para determinar o tamanho
das bandas das amostras. As condi¢des da fonte elétrica foram de 140 Volts e 400mA por
01h00min, e visualizagdo mediante exposicdo a luz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo

a 458pb foram consideradas positivas para A. marginale.

5.2.6 Fatores Associados

Para a determinagcdo dos fatores associados ao desenvolvimento da anaplasmose foi
realizada a aplicacdo de questiondrio epidemiol6gico aos proprietarios de cada propriedade

analisada, contendo perguntas voltadas ao perfil da propriedade.

5.2.7 Andlise Estatistica

A andlise univariada foi realizada para comparar as taxas de infec¢do por A. marginale
com 0 sexo, a categoria dos animais e a presenga de carrapatos nos animais no momento da
colheita de amostras, utilizando o teste de qui-quadrado (p<0,05) e andlise da Odds Ratio. O
modelo estatistico aplicado para os dados do questionario foi composto por andlise univariada,
por meio do teste de qui-quadrado (p<0,05). Para as questdes com resultado significativo nesta
primeira andlise, procedeu-se a analise multivariada, por meio de anélise de regresséo logistica
(p<0,05), sendo que questbes que apresentassem multicolinearidade nesta segunda anélise
foram excluidas da avaliagdo, de modo a possibilitar a verificacdo da associacdo entre a

presenca ou auséncia do agente e os fatores associados.

5.2.8 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 2461171115,
e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UDESC, pelo parecer
nimero CAAE 2.068.771.
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5.3 RESULTADOS

A prevaléncia obtida para a infeccdo por A. marginale foi de 79,74% (248/311) (Gréafico
1). Todos os animais positivos foram considerados subclinicos, pois nenhuma alteracdo nos
parametros avaliados no exame fisico foi verificada, mantendo-se todos dentro dos valores de
referéncia para a espécie (dados ndo apresentados).

Gréfico 1- Prevaléncia de A. marginale em 311 bovinos da raga Crioula Lageana, determinada
pela técnica de PCR, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Ao serem avaliados o sexo e a categoria dos animais em relagdo a presenca ou auséncia
da infeccdo, obteve-se que do total de animais amostrados 249 (249/311; 80,06%) eram fémeas
e 199 (199/249; 79,91%) apresentaram-se positivas para 0 agente. Dos 62 (62/311; 19,94%)
machos avaliados, 49 (49/62; 79,03%) apresentaram resultado positivo. Na comparagdo entre
0s sexos, ndo houve diferenca significativa para animais parasitados (p=0,983) (Gréfico 2).
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Grafico 2—- Percentual de animais parasitados por A. marginale detectados pela técnica de PCR,
daraca Crioula Lageana de acordo com o sexo, sendo 249 fmeas e 50 machos, no
estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Dos 32 (32/311; 10,29%) touros avaliados, 26 (26/32; 81,25%) apresentaram-se
positivos, bem como das 66 (66/311; 21,22%) novilhas, 57 (57/66; 86,36%) foram positivas.
Entre as 141 (141/311; 45,33%) vacas, 115 (115/141; 81,56%) apresentaram bandas na
eletroforese compativeis com A. marginale, da mesma forma que 50 (50/72; 69,44%) bezerros
de um total de 72 (72/311; 23,15%). O teste de qui-quadrado ndo apontou diferencas

significativas (p=0,077) nas propor¢Bes de animais positivos entre as categorias (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Percentual de bovinos parasitados por A. marginale pela técnica de PCR, da raca
Crioula Lageana de acordo com a categoria, sendo 32 touros, 66 novilhas, 141 vacas
e 72 bezerros, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Avaliou-se também a relagdo entre a presenca ou auséncia de carrapatos parasitando
os animais no momento da colheita de amostras e a positividade ou ndo para a infecgdo por A.
marginale. Esta andlise demonstrou ndo haver relagdo significativa entre as variaveis no teste
de qui-quadrado (p=0,274).

Na andlise das respostas dos questionarios aplicados aos proprietarios, a finalidade
produtiva da criacdo, o contato dos bovinos com outras espécies animais, a reposicdo de
animais, a assisténcia veterinaria, 0s casos anteriores de anaplasmose, o periodo de maior
infestacdo por carrapatos, a presenca de insetos hemat6fagos, o controle de carrapatos, 0s
acaricidas usados e a época de tratamentos para carrapatos e babesiose, bem como as categorias
mais parasitadas por carrapatos obtiveram diferenca significativa na andlise univariada dos
fatores associados (Tabela 1):

Tabela 1 - Andlise univariada dos fatores associados & infec¢do por A. marginale determinada
pela técnica de PCR para bovinos da raga Crioula Lageana.

Varidveis Infec¢do por A. marginale p
Positivos Negativos
N % N %
NUmero de animais na propriedade
De 51 a 100 42 13,5 5 1,6 0113
Mais de 100 206 66,2 58 18,7 ’

Finalidade produtiva da criagéo
Carne, reproducdo e venda 134 43 31 10 <0,001
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Carne 14 45 3 1
Reprodugéo e venda 58 18,6 3 1

Carne e venda 14 45 24 7,7

Venda 28 9 2 0,7

Tamanho da propriedade

De 50 a 100 ha 14 45 3 1 0.972
Maior que 100 ha 234 75,2 60 19,3 '
Contato dos bovinos com outras

espécies animais

Equino, cdo e ovino 63 20,3 9 3

Suino 28 9 2 0,6

Equino e céo 14 45 24 7,7

Equino, suino, cdo e gato 58 18,6 3 1 <0,001
Equino, cdo, gato, ave e ovino 71 22,8 22 7

Equino, cdo, gato e silvestres 14 45 3 1

Contato com bovinos de outras

propriedades

Sim 135 43,4 36 11,6

Nao 113 36,3 27 8,7 0,807
Reposicao de animais

Proprio rebanho 91 29,3 11 3,5

Proprio rebanho e outras 0,006
oropriedades 157 50,5 52 16,7
Assisténcia veterinaria

Sim 105 33,8 35 11,2

Néo 143 46 28 9 0,082
Casos anteriores de anaplasmose

Sim 77 24,8 33 10,6

Néo 171 55 30 9,6 0,003
Periodo de maior infestacdo por

carrapatos

Outono 72 23,1 6 2

Verao _ 99 31,8 24 1,7 <0,001
Outono e primavera 14 45 24 1,7

Verdo e outono 63 20,2 9 3

Presenca de insetos hematofagos

Sim 190 61 60 19,4

N30 58 18,6 3 1 0002
Controle de carrapatos

Sim 176 56,6 57 18,3

Néo 72 23,2 6 2 0,002
Acaricidas usados

Piretréides 91 29,3 36 11,6
Organofosforados e avermectinas 99 31,8 24 7,7 <0,001
Avermectinas 58 18,6 3 1

Epoca de tratamentos para

carrapatos e anaplasmose

Outono 72 23,2 6 2

Primavera e outono 14 45 24 7,7 <0,001
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Primavera, verdo e outono 71 22,8 22 7

Verdo 28 9 2 0,6

Verao e outono 63 20,2 9 3

Categorias mais parasitadas por

carrapatos

Vaca prenhe, em lactacdo e bezerro 14 45 24 7,7

Vaca em lactacéo 14 45 3 1 <0,001
Bezerro 220 70,7 36 11,6

Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Questdes que obtiveram valor de p<0,05 foram consideradas com resultado
significativo na analise univariada e assim, foram submetidas aandlise multivariada, sendo que
os fatores que apresentaram multicolinearidade foram excluidos do modelo, por ndo se
determinar qual a real relacéo entre as varidveis (Tabela 2):

Tabela 2 - Andlise multivariada dos fatores associados a infecgdo por A. marginale detectados
por meio da PCR em bovinos da raca Crioula Lageana.

Fator de risco Valorde p OR 1C 95% Coeficiente  S.E
Finalidade produtiva. da 0017 0831 0713-0968  -0185 0,078
criagio
Controle de carrapatos <0001 0066 0017-0250  -2724 0,682

Acaricidas usados 0,004 2114 1262 - 3542 0,749 0,263

Categorias mais
parasitadas por carrapatos <0,001 0,567 0,415-0,773 -0,568 0,159

Associacao significativa ao nivel de 5%. OR = Odds ratio (Razdo de chance), IC =intervalo de confianca de 95%,
S.E. =erro padrdo de estimativa. Fonte: elaborada pela autora, 2017.

A andlise multivariada, por meio de regressdo logistica binaria objetivou verificar se

estes fatores associados sdo de fato previsores da infecgdo por A. marginale.

5.4 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo de prevaléncia para A. marginale em bovinos da raga Crioula
Lageana. Os dados epidemioldgicos encontrados para esta populacdo revelaram que as
propriedades avaliadas estdo em situacdo de estabilidade enzottica de acordo com Mahoney
(1975). Todos os animais mostraram-se assintomaticos no momento da coleta das amostras.
Uma vez que os vetores biologicos estejam presentes circulando nos animais e no ambiente,
ocorre a manutengdo da imunidade contra A. marginale, mantendo os animais livres da doencga

clinica e refor¢cando a importancia de manter o contato dos bovinos com os vetores.
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Situagdes de instabilidade enzodtica sdo incomuns no Brasil. Na regido Sul do palis,
estudos prévios revelaram alta prevaléncia de A. marginale nos rebanhos, obtendo valores de
92,9% na regido de Londrina, no Parand (ANDRADE et al., 2001). Na regido Centro-Sul do
Paran, a soroprevaléncia para o agente causador da anaplasmose em bovinos foi de 58,74%
pelo teste de ELISA (MARANA et al, 2009), e para a regido Noroeste, a prevaléncia foi de
76,10% em bovinos da raca Nelore (YOSHIHARA et al., 2003). No Sudoeste do Parana o teste
soroldgico revelou 24,4% de animais com anticorpos contra A. marginale do total de bovinos
de racas leiteiras analisados (SOTT etal., 2016), revelando situacdo de instabilidade enzodtica
na regido estudada. Estudos que utilizam a sorologia como forma de diagnosticar a infec¢ao
detectam anticorpos contra 0 agente e ndo a presenca deste na circulacdo sanguinea dosanimais
no momento da obtencdo das amostras, o que pode levar a uma superestimativa da prevaéncia
nos rebanhos.

No estado de Santa Catarina, estudo recente classificou a regido do Planalto Catarinense
como sendo de instabilidade enzoGtica para a anaplasmose, baseado na técnica de multiplex-
PCR com prevaléncia de 27,24% de amostras positivas (VIEIRA, 2014), inclusive com a
ocorréncia de um surto da doenga nesta regido (CANEVER et al., 2014). Este dado, no entanto,
ndo foi confirmado nas propriedades criadoras daraca Crioula Lageana, cuja prevaléncia obtida
foi de 79,74% (Gréfico 1), sendo que esta variacdo pode estar associada a época de colheita das
amostras, uma vez que entre o verdo e o outono, periodo em que foram realizadas as colheitas
de sangue para este estudo, ha maior eclosdo de larvas de carrapatos e consequentemente mais
bovinos parasitados (SOUZA et al., 1988), favorecendo a infecgdo por A. marginale. A auséncia
de um controle regular dos vetores, e a criagdo extensiva dos animais, favorece o contato
constante com o hemoparasito, reforcando sua imunidade contra o agente causador da doenca
clinica.

O sexo dos animais (Gréfico 2) ndo possuiu relacdo com a infeccdo por A. marginale
(p=0,983), dado este, encontrado também em outros trabalhos (ABDELA et al., 2017;
WESONGA et al., 2016). A categoria animal ndo é considerada como fator capaz de afetar a
prevaléncia da infeccdo na raga Crioula Lageana. Este fato vai de encontro ao reportado pela
literatura, que associa a infeccdo ao periparto nas vacas, visto que neste periodo, a concentragdo
de imunoglobulinas no sangue das fémeas € reduzida. Este estado de imunossupresséo,
agravado também pelas mudancas hormonais favoreceria a instalagdo do parasito (SILVA;
FONSECA, 2013). No que diz respeito & idade, M’ghirbi et al (2016), determinaram a

prevaléncia de A. marginale por meio de PCR e verificaram que ataxa de infeccdo dos animais
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amostrados foi significativamente maior em animais jovens, quando comparados aos adultos.
Para a raga Crioula Lageana esta diferenga néo foi verificada.

A presenca de carrapatos nos animais no momento da colheita das amostras ndo foi
considerado estatisticamente como um fator capaz de favorecer a infecgdo (p=0,274). Este fato
corrobora os achados de Abdela et al. (2017), que também ndo encontraram esta associagdo
para a infeccdo por A. marginale e levantaram a hipotese de que para este agente, outros
artropodes sugadores e fomites possam ter papel importante na transmissdo. Em &reas da
Anmérica Central e da Africa, onde os carrapatos vetores ndo ocorrem, a transmissdo mecanica,
por meio de fomites, € considerada a principal forma de transmissdo da anaplasmose bovina
(FIGUEROA et al., 1998).

Entre os fatores associados & infeccdo, avaliados por meio de questionério, a finalidade
produtiva da criagdo (p<0,017) foi um fator capaz de reduzir as taxas de infeccdo para A.
marginale. As propriedades que possuiam, entre outras finalidades, o objetivo de reproducéo
dos animais, apresentaram as maiores taxas de inoculagdo. Este dado pode estar associado as
alteragOes causadas pela gestagéo e lactacdo das vacas, pois grande parte das amostras colhidas
foi proveniente desta categoria. Ainda assim, afinalidade produtiva da criagdo ndo eleva o risco
de infeccdo por A. marginale, podendo inclusive, ser um fator de controle da doenca,
principalmente nas propriedades que trabalham exclusivamente com animais que Sserdo
destinados a producdo de carne e a venda.

Da mesma forma, o controle de carrapatos foi significativamente (p<0,001) associado
como fator de risco para a infeccdo pelo agente da anaplasmose. Dos 311 animais avaliados,
56,6% passaram por controle regular de carrapatos, sendo discretamente menos propensos
(OR=0,066) a adquirirem ainfeccdo. Em recente trabalho no Kenya, Wesonga et al (2016), ndo
encontraram relacdo significativa entre o controle regular de carrapatos e a infecgdo por A.
marginale na analise multivariada, e atribuiram esse achado a auséncia de uma real eficacia dos
principios ativos usados para este controle.

As classes de principios ativos utilizadas também estdo associadas a presenca ou ndo da
infeccdo por A. marginale nos bovinos da raga Crioula Lageana (p=0,004). Estudo realizado
com resisténcia dos carrapatos aos acaricidas no México, demonstrou que estes artropodes sdo
resistentes a mais de uma classe de acaricidas (FOIL et al. 2004). Na populacdo deste estudo, a
classe de acaricida usada ou a combinagdo de diferentes classes poderia favorecer em mais de
duas vezes a chance dosanimais serem positivos para o agente da anaplasmose, principalmente
nas propriedades que utilizaram a combinagdo de organofosforados e avermectinas

(OR=2,114), o que pode indicar que os carrapatos destas propriedades sdo resistentes a diversas
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classes de acaricidas comumente utilizados. A falta de regularidade na aplicacdo dos acaricidas
na maioria das propriedades amostradas pode estar levando & resisténcia dos carrapatos aos
principios ativos mais utilizados, favorecendo apresenca dos carrapatos parasitando 0s bovinos
e assim mantendo as taxas de infeccdo de A. marginale.

De acordo com as informagfes fornecidas pelos proprietarios, ao longo dos anos, a
categoria mais infestada por carrapatos é a dos bezerros. A categoria é um fator significante
(p<0,001) no que diz respeito & infestacdo por carrapatos e a positividade ou ndo para A.
marginale. O efeito da idade, no caso deste estudo, também pode se confundir com o efeito do
estado fisiologico. Quando a idade é avaliada em estudos de resisttncia dos bovinos ao
carrapato, os animais mais velhos tendem a ser mais suscetiveis a infestacdo do que os animais
jovens (FRAGA et al., 2003; SILVA et al., 2010), o que ndo se confirmou neste trabalho, de
acordo com as observagbes dos proprietarios. Sendo assim, fazem-se necessarias observacdes
ao longo de um determinado periodo, com contagens de carrapatos em diferentes épocas, para
que se confirme este comportamento dos ectoparasitas em cada categoria animal, uma vez que
0 dado fornecido ndo coincide com o comportamento das infestacOes citados na literatura.

A maioria dos fatores associados que apresentaram significAncia na analise multivariada
obtiveram valores de “odds™ representando reducfio nas chances de infecgfo. Esse dado pode
revelar fatores considerados positivos no manejo dos bovinos daraca, que tornaram as chances
de infeccdo para A. marginale reduzidas, sem, no entanto eliminar o parasito e mantendo assim

uma situacdo de estabilidade enzodtica nesta populagéo.

5.5 CONCLUSAO

Revelou-se alta prevaléncia para ainfeccdo por A. marginale pela técnica de PCR em
bovinos daraca Crioula Lageana. Verificou-se ndo haver influéncia do sexo, da categoria e da
infestacdo por carrapatos nas taxas de infecgdo. Os principais fatores associados a presenga ou
auséncia de infeccdo foram a finalidade produtiva da criagdo, a regularidade no controle de

carrapatos, os acaricidas usados e a categoria mais infestada por carrapatos.
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6 PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO POR BABESIABOVIS
EM BOVINOS DA RACA CRIOULA LAGEANA

Resumo

A babesiose bovina, causada pelo protozoario Babesia bovis, € uma enfermidade mundialmente
distribuida e causadora de grandes prejuizos econdmicos para a pecuaria. Nas ragas nativas,
como a raga Crioula Lageana, ndo existem estudos sobre a epidemiologia desta enfermidade.
Este trabalho visa a obtengcdo de dados iniciais sobre a prevaléncia de B. bovis em bovinos da
raca Crioula Lageana, visando novos estudos acerca da sanidade e tolerancia a doencas nesta
populagdo. Para a determinacdo da prevaléncia de B. bovis foram colhidas amostras de sangue
de 311 bovinos daraca Crioula Lageana, e submetidas aextracdo de DNA e 8 PCR com primers
especificos para o agente. Os resultados obtidos foram analisados de acordo com o sexo, a
categoria dosanimais (touros, vacas, novilhas e bezerros) e a presenca ou auséncia de carrapatos
parasitando 0s animais. Aplicou-se questiondrio epidemioldgico aos proprietarios para a
determinagdo de possiveis fatores associados a infeccdo. Obteve-se prevaéncia de 72,02%
(248/311) de infeccdo por B. bovis nos animais da raca Crioula Lageana. Ndo houve diferenca
significativa para sexo, no entanto, foram observadas diferencas significativas para a presenca
do hemoparasito de acordo com a categoria, sendo as novilhas menos afetadas que as demais.
A presenca de carrapatos afetou a positividade para o agente. Os fatores significativamente
associados & infecgdo, de acordo com questiondrio aplicado, foram a finalidade produtiva da
criagdo, o contato com outras espécies animais a regularidade do controle de carrapatos e a
época de emprego dos tratamentos para os carrapatos e para a babesiose. Conclui-se que 0s
bovinos da raca Crioula Lageana encontram-se em situacdo de instabilidade enzodtica para a
infeccdo por B. bovis pela técnica de PCR. Verificou-se ndo haver influéncia do sexo, no entanto
a categoria e a infestagdo por carrapatos afetam as taxas de infeccdo. Os principais fatores
associados a presenca ou auséncia de infeccdo foram a finalidade produtiva da criagdo, o
contato com outras espécies animais, a regularidade do controle de carrapatos e a época de

emprego dos tratamentos para os carrapatos e para a babesiose.

Palavras-chave: Recurso genético. Raca Nativa. Epidemiologia.
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6.1 INTRODUCAO

A pecuédria de corte possui grande relevancia para a economia brasileira e mundial.
Apenas no primeiro trimestre de 2017, mais de 7,37 milhbes de cabegas de bovinos foram
abatidas no Brasil, sendo 264.190 toneladas de carne destinadas & exportagdo para 0s mais
diversos paises (IBGE, 2017). No entanto, muitas doencas ainda séo causadoras de prejuizos a
pecuaria, como a babesiose, causada pelos organismos Babesia bovis e Babesia bigemina.

Os agentes da babesiose bovina estéo distribuidos na América Latina de acordo com a
distribuicdo de seu vetor, o carrapato Rhipicephalus microplus (GUGLIELMONE, 1995). As
condigBes climaticas brasileiras sdo bastante favorveis ao desenvolvimento dos ectoparasitos
(BARCI et al, 2009), o que facilita a transmissdo de hemoparasitos patogénicos. Quando se
manifesta clinicamente, a babesiose leva a alta morbidade e mortalidade, além de perda da
eficiéncia produtiva, gerando grandes prejuizos econdémicos (MAHMMOD, 2012).

Ainda que estudos prévios sugiram maior resisténcia inata das linhagens Bos indicus,
em relacdo as Bos taurus, em se tratando da infestacdo por carrapatos e consequentemente da
infeccdo por hemoparasitos (BOCK et al., 1997; JONSSON, 2006), tem-se observado, que a
raca Crioula Lageana, de grande aptiddo para corte, oriunda de linhagens Bos taurus, possuem
grande rusticidade e tolerdncia & enfermidades, sendo mais resistentes & infestacdo por
ectoparasitos do que animais da raca Aberdeen Angus (CARDOSO et al., 2014).

Além de maior diversidade genética quando comparadas as ragas comerciais, as racas
nativas sdo adaptadas as condicdes ambientais especificas de sua regido e em geral, h4 relatos
de grande resisténcia aos agentes patogénicos locais (MARIANTE et al., 2009).

Este é o primeiro estudo epidemiologico com objetivo de determinar a prevaléncia da
infeccdo por B. bovis em bovinos da raga Crioula Lageana, naturalmente infestados por
carrapatos, no Planalto Catarinense, regido reconhecidamente importante para a pecuéria no Sul

do Brasil.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Determinagédo do tamanho amostral

Para a avaliagdo da prevaléncia de Babesia bovis na populagdo bovina da raga Crioula

Lageana, a seguinte formula, preconizada pela OPAS (1979), foi utilizada:
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_196*p(1-p)]
: (@7

Onde no é o nimero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de erro.

Admitindo-se prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, intervalo de confianca de
95% e margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais. No entanto, por tratar-se

de populacdo finita, procedeu-se o seguinte calculo:

Nxn,
n=
N+ n,
Onde N é o nimero total de animais na populagdo, sendo que para a raca Crioula
Lageana esse nimero é de 1500 animais. A partir deste célculo, chegou-se ao nimero final de

306 animais a serem amostrados.

6.2.2 Animais e obtengdo das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raga Crioula Lageana, machos e
fémeas, jovens e adultos, todos registrados na Associagdo Brasileira de Criadores da Raca
Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de propriedades nicleos de conservagdo in situ,
localizadas no Planalto Catarinense. Os animais foram separados por categorias, tendo sido
colhidas amostras de 32 touros (machos com mais de dois anos), 141 vacas (ffmeas com mais
de dois anos), 66 novilhas (fémeas entre um e dois anos) e 72 bezerros (machos e fémeas de até
um ano). Aauséncia de novilnos deve-se ao fato de as amostras serem oriundas de propriedades
nicleo de conservagdo in situ da raga, de modo que machos que ndo forem destinados &
reproducéo sdo vendidos. Para a andlise com relacdo ao sexo, os animais foram separados em
62 machos e 249 fémeas, sem distingdo de idade. Para tal, foram utilizados tubos de coleta a
vacuo com anticoagulante EDTA a 10%. Apos a colheita, as amostras foram congeladas a -
20°C até a extragdo do DNA.

6.2.3 Exame Fisico

O exame fisico foi empregado para a verificacdo de sinais clinicos compativeis com a
doenga clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

temperatura retal, movimentos ruminais (MR) e coloragdo das mucosas.



74

6.2.4 Extracdo de DNA

As amostras de sangue, apds seu descongelamento foram imediatamente submetidas a
extracdo de DNA por meio de kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos a extracdo, a concentragdo de
cada amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®) e diluido para manter-se a uma concentragdo minima de 20ng/uL.

6.2.5 Andlise molecular

As técnicas de PCR e nested-PCR (n-PCR) foram usadas para a amplificacdo do DNA
de B. bovis. Os conjuntos de primers usados nas reagdes sdo os descritos por Figueroa et al.
(1993). Todas as amostras de DNA foram submetidas as duas reagdes.

A reacdo de PCR deu-se em microtubos de 0,2mL, onde se adicionou um volume final
de 25 pL de solugdo, contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTaq® Hot Start Polymerase,
(Promega); 8,5 pmoles de cada primer primer (BoF: 5°-CAC GAG GAA GGA ACT ACC GAT
GTT GA-3’ e BoR: 5°- CCA AGG AGC TTC AAC GTA CGA GGT CA-3°), 0,2mM de
nucleotideos (ANTPs); 3,5mM de cloreto de magnésio; SuL de tampdo 5X Green GoTag® Flexi
Buffer (Promega); 3ul de DNA (concentragdo entre 20 e 100ng/uL) e agua ulira pura para
completar o volume final e ajustar a concentragdo dos reagentes. Foram utilizados controles
positivos e negativos a cada reacdo, sendo que este Ultimo foi utilizado para garantir a qualidade
e especificidade da técnica, abordando o0s mesmos parametros citados anteriormente,
substituindo apenas o uso de DNA genbmico por &gua ultra pura, livie de DNAse. O mesmo
mix de reagdo foi usado para a n-PCR, substituindo-se apenas o DNA dos animais por 2 uL do
produto da primeira PCR, e os primers utilizados pelos especificos para a n- PCR (BoFN 5°-
TCA ACA AGG TAC TCT ATA TGG CTA CC-3’e BoRN 5°-CTA CCG AGC AGA ACC
TTC TTC ACC AT-3").

As condicbes de temperatura aplicadas no termociclador (Biocycler®) para as duas
reagOes envolveram a desnaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 54,2°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma extensdo final a 73°C
por 7 minutos.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 2% acrescido do corante Unisafe Dye 20.000x (Uniscience). Na primeira lacuna do

gel utilizou-se marcador de peso molecular de 100pb como padréo para determinar o tamanho
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das bandas das amostras. As condi¢des da fonte elétrica foram de 140 Volts e 400mA por
01h00min, e visualizagdo mediante exposicdo & luz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo
a 350pb foram consideradas positivas para B. bovis na primeira reacdo e bandas com tamanho

aproximado de 290pb foram consideradas positivas na segunda reag&o.

6.2.6 Fatores Associados

Para a determinagdo dos fatores associados ao desenvolvimento da babesiose por
Babesia bovis, foi realizada a aplicacdo de questionério epidemioldgico aos proprietarios de

cada propriedade analisada, contendo perguntas voltadas ao perfil da propriedade.

6.2.7 Andlise Estatistica

A andlise univariada foi realizada para comparar as taxas de infecgdo por B. bovis com
0 sexo, a categoria dos animais e a presenga de carrapatos nos animais no momento da colheita
de amostras, utilizando o teste de qui-quadrado (p<0,05) e andlise da Odds Ratio. O modelo
estatistico aplicado para os dados do questionario foi composto por anélise univariada, por meio
do teste de qui-quadrado (p<0,05). Para as questdes com resultado significativo nesta primeira
analise, procedeu-se aanalise multivariada, por meio de andlise de regressao logistica (p<0,05),
sendo que questdes que apresentassem multicolinearidade nesta segunda analise eram excluidas
da avaliacdo, de modo a possibilitar a verificagdo da associagdo entre a presenga ou auséncia

do agente e os fatores associados.

6.2.8 Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 2461171115, e
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UDESC, pelo parecer
nimero CAAE 2.068.771.

6.3 RESULTADOS
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A prevaléncia obtida para a infeccdo por B. bovis foi de 72,02% (224/311) (Gréfico 4).
Todos os animais positivos foram considerados subclinicos, pois nenhuma alteracdo nos
parametros avaliados no exame fisico foi verificada, mantendo-se todos dentro dos valores de
referéncia para a espécie (dados ndo apresentados).

Gréfico 4 - Prevaléncia de B. bovis em 311 bovinos da raga Crioula Lageana, por meio da
técnica de PCR no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Ao serem avaliados o sexo e a categoria dos animais em relagdo a presenca ou auséncia
da infeccdo, obteve-se que do total de animais amostrados 249 (249/311; 80,06%) eram fémeas
e destas 174 (174/249; 69,88%) apresentaram-se positivas para 0 agente. Dos 62 (62/311;
19,94%) machos avaliados, 50 (50/62; 80,65%) apresentaram resultado positivo. Na
comparagdo entre oS sexos, ndo houve diferenca significativa (p=0,126) na proporcdo de

animais parasitados (Grafico 5).
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Grafico 5 - Percentual de animais parasitados por B. bovis da raga Crioula Lageana de acordo
com o sexo, sendo 249 fémeas e 62 machos, pela técnica de PCR em Santa Catarina,

Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Dos 32 (32/311; 10,29%) touros avaliados, 27 (27/32; 84,38%) apresentaram-se
positivos, bem como das 66 (66/311; 21,22%) novilhas, 38 (38/66; 57,57%) apresentaram 0
mesmo resultado. Entre as 141 (141/311; 45,33%) vacas, 104 (104/141; 73,76%) apresentaram
bandas na eletroforese compativeis com B. bovis, da mesma forma que 55 (55/72; 76,39%)
bezerros de um total de 72 (72/311; 23,15%) (Grafico 6).

Entre as categorias, houve diferenga significativa (p=0,016) entre touros e novilhas,
sendo que para esta populagdo 0s touros possuiam 3,979 vezes mais chances de terem ainfecgao
pelo agente da babesiose do que as novilhas. Da mesma forma, entre novilhas e vacas também
se obteve diferenca significativa (p=0,029), com 2,071 vezes mais chances das vacas possuirem
a infeccdo em comparacdo as novilhas. Entre novilhas e bezerros (p=0,030), a chance dos

bezerros adquirirem a infeccdo foi 2,384 vezes maior do que para as novilhas.
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Gréfico 6 - Percentual de animais parasitados por B. bovis da raga Crioula Lageana de acordo
com acategoria, sendo 32 touros, 66 novilhas, 141 vacas e 72 bezerros, pela técnica
de PCR em Santa Catarina, Brasil.
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Os valores de p inseridos no grafico sdo referentes aos grupos que obtiveram diferencas significativas. Fonte:
elaborada pela autora, 2017.

Avaliou-se arelagdo entre a presenca ou auséncia de carrapatos parasitando 0sanimais
no momento da colheita de amostras e a positividade ou ndo para a infeccdo por B. bovis. Esta
andlise demonstrou haver relagdo significativa (p=0,048) entre as variaveis no teste de qui-
quadrado, havendo 1,76 vezes mais chance dos animais com a presenca do ectoparasita adquirir
0 hemoparasito.

Na analise das respostas dos questionarios aplicados aos proprietarios, a finalidade
produtiva da criagdo, o contato dos bovinos com outras espécies animais, o contato com bovinos
de outras propriedades, o periodo de maior infestacdo por carrapatos, a presenca de insetos
hematdfagos, o controle de carrapatos, os acaricidas usados e a época de tratamentos para
carrapatos e babesiose obtiveram diferenca significativa na andlise univariada dos fatores

associados (Tabela 3):

Tabela 3 - Andlise univariada dos fatores associados a infeccdo por B.bovis em bovinos da
raca Crioula Lageana.

Varidveis Infeccdo por B. bovis p

Positivos Negativos
N % N %




NUmero de animais na

propriedade

De 51 a100 39 12,5 8 2,6 0.101
Mais de 100 185 59,5 79 25,4 '
Finalidade produtiva da criagéo

Carne, reproducéo e venda 103 33,1 62 19,9

Carne 11 3,5 6 2
Reproducgéo e venda 55 17,7 6 2 <0,001
Carne e venda 27 8,7 11 3,5

Venda 28 9 2 0,6

Tamanho da propriedade

De 50 a 100 ha 11 3,5 6 2 0.679
Maior que 100 ha 213 68,5 81 26 !
Contato dos bovinos com outras

espécies animais

Equino, cdo e ovino 52 16,7 20 6,4

Suino 28 9 2 0,6

Equino e cdo 27 8,7 11 3,5

Eguino, suino, cdo e gato 55 17,7 6 2 <0,001
Equino, cdo, gato, ave e ovino 51 16,4 42 13,5

Equino, cdo, gato e silvestres 11 3,5 6 2

Contato com bovinos de outras

propriedades

Sim 134 43,1 37 11,9

Néo 90 28,9 50 16,1 0,009
Reposicao de animais

Proprio rebanho 80 25,7 22 7,1

Propr_lo rebanho e outras 144 46,3 65 20,9 0,104
propriedades

Assisténcia veterinaria

Sim 107 34,4 33 10,6

Néo 117 37,6 54 17,4 0,150
Casos anteriores de babesiose

Sim 79 25,4 31 10

N30 145 466 56 18 0983
Periodo de maior infestacdo por

carrapatos

Outono 66 21,2 12 3,9

Verao 79 25,4 44 14,1 0.020
Outono e primavera 27 8,7 11 3,5 '
Verdo e outono 52 16,7 20 6,4

Presenca de insetos hemat6fagos

Sim 169 54,3 81 26

Néo 55 17,7 6 p <0001
Controle de carrapatos

Sim 158 50,8 75 24,1

N30 66 212 12 39 0007
Acaricidas usados

Piretroides 90 28,9 37 119 <0,001

79
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Organofosforados e avermectinas 79 25,4 44 14,1
Avermectinas 55 17,7 6 2

Epoca de tratamentos para
carrapatos e babesiose

Outono 66 21,2 12 3,9

Primavera e outono 27 8,7 11 3,5

Primavera, verdo e outono 51 16,4 42 13,5 <0,001
Verdo 28 9 2 0,6

Verao e outono 52 16,7 20 6,4
Categorias mais parasitadas por

carrapatos

Vaca prenhe, em lactacdo e bezerro 27 8,7 11 3,5

Vaca em lactacéo 11 3,5 6 2 0,771
Bezerro 186 59,8 70 22,5

Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Questdes que obtiveram valor de p<0,05 foram consideradas com resultado
significativo na analise univariada e assim, foram submetidas aandlise multivariada, sendo que
os fatores que apresentaram multicolinearidade foram excluidos do modelo, por ndo se
determinar qual a real relacdo entre as varidveis (Tabela 4).

Tabela 4 - Andlise multivariada dos fatores associados a infeccdo por B. bovis em bovinos da
raca Crioula Lageana.

Valor

Fator de risco de p OR IC 95% Coeficiente S.E
Fialdade produtva da 4007 0ge1  0746-0995  -0,149 0,074
criacao
Contato dos bovinos
com outras espécies 0,002 0,484 0,517 - 0,860 -0,405 0,130
animais
Controle de carrapatos <0,001 0,188 0,074 - 0,480 -1,670 0,477
Acaricidas usados 0,154 1,384 0,885 - 2,163 0,325 0,228
Epoca de tratamentos
para carrapatos e 0,026 0,810 0,673 -0,975 -0,210 0,094
babesiose

Associacao significativa ao nivel de 5%. OR = Odds ratio (Razdo de chance), IC =intervalo de confianca de 95%,
S.E. =erro padrdo de estimativa. Fonte: elaborada pela autora, 2017.

A andlise multivariada, por meio de regressdo logistica binaria objetivou verificar se
estes fatores de risco sdo de fato previsores da infecgdo por B. bovis. Neste caso, ao verificar o
valor de p de cada previsor, verifica-se que o uso de acaricidas ndo é um previsor significativo

para 0 modelo, enquanto as demais variaveis sdo consideradas significativas.

6.4 DISCUSSAO
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A prevakncia de B. bovis encontrada para esta populagdo encontra-se abaixo do
preconizado por Mahoney et al. (1975), para que se obtenha a condicdo de estabilidade
enzoGtica. 1sso pode tornar os animais mais suscetiveis a doenga clinica e ao aparecimento de
surtos. Esse comportamento, no entanto, ndo se observa para os animais da raga Crioula
Lageana, uma vez que ndo foram relatados surtos prévios de babesiose pelos proprietérios e no
momento da colheita de amostras e do exame fisico dos animais, todos se encontravam
clinicamente sadios.

No Sul do Brasil, mais especificamente no Sudoeste do Parana, Elias et al. (2016)
encontraram alta prevaléncia de B. bovis nos animais amostrados, chegando a 95,5% de animais
positivos no teste sorologico de ELISA. Osaki et al. (2002) no municipio de Umuarama,
Noroeste paranaense, obtiveram 64,2% dos animais analisados soropositivos para B. bovis pelo
mesmo teste, resultado este que se aproxima do encontrado para a raga Crioula Lageana.

No Planalto Norte de Santa Catarina, o rebanho leiteiro apresentou 76,8% de
positividade para B. bovis pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta (SOUZA et al., 2002).
Recentemente, verificou-se um surto de babesiose e anaplasmose ocorrido em Ponte Alta, Santa
Catarina, com 18,2% dos animais atendidos confirmados como positivos para a presenca de B.
bovis pela técnica de Multiplex-PCR (CANEVER et al., 2014).

Outro estudo avaliou a prevaléncia dos agentes do Complexo Tristeza Parasitaria e
verificou que 29,57% do rebanho bovino do Planalto Catarinense é positivo para B. bovis pela
mesma técnica de Multiplex-PCR, sendo que estes indices representam situacdo de
instabilidade enzodtica para a babesiose na regido, fazendo-se necessério o controle dos vetores
(VIEIRA, 2014). Apesar dos animais ndo estarem dentro do valor minimo para a condi¢do de
estabilidade enzooGtica, nenhum surto de babesiose foi reportado nas propriedades criadoras da
raca Crioula Lageana, o que pode suscitar hipoteses de que a raca possua particularidades que
lne conferem a tolerncia a infeccdo por hemoparasitos, assim como foi determinada a
resisténcia superior aos ectoparasitos quando comparada com a ragca Aberdeen Angus
(CARDOSO etal., 2014).

O fator sexo ndo foi relacionado & infeccdo por B. bovis na raca Crioula Lageana
(Gréfico 2). A categoria, no entanto, revelou diferenca significativa (p<0,017) (Gréfico 3).
Touros e vacas sdo mais suscetiveis a infeccdo quando comparados as novilhas, fato este que
pode estar relacionado & idade dos animais. Trueman e Blight (1978), observaram que animais
com mais de dois anos seriam mais afetados pelos hemoparasitos, reiterando os dados
encontrados para os bovinos Crioulos Lageanos. Relataram também que novilhos, com idade

de um ano e meio, reagiram de forma intermedidria entre vacas e bezerros. As novilhas da raca
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Crioula Lageana apresentaram, no entanto menores chances de infec¢do quando comparadas a
vacas e bezerros. A imunidade inata, presente nos bezerros, também é um fator que contribui
para que sejam menos afetados pela doenga clinica quando infectados (GOFF et al., 2001). Os
bezerros do presente trabalho, no entanto, ndo demonstraram serem menos suscetiveis a
infeccdo por B. bovis quando comparados as demais categorias.

A presenca de carrapatos do género Rhipicephalus parasitando os animais é um fator
que afeta a prevaléncia por B. bovis. A época de colheita das amostras também est4 relacionada
amaior presenca de carrapatos parasitando osanimais. O outono, no Brasil, é considerado como
a estacdo em que ocorrem as maiores taxas de infestacdo por carrapatos (SOUZA et al.,1988;
KASAI et al.,, 2000). Uma vez que as amostras deste estudo foram colhidas nesta época, pode-
se inferir que este tenha sido o momento de maior infestagdo por carrapatos nestes animais e
consequentemente a época de maiores taxas de infeccdo por B. bovis. Para os bovinos da raga
Crioula Lageana, a presenca de carrapatos parasitando os animais esta ligada a infeccdo por B.
bovis, comportamento que foi descrito por Lorusso et al. (2013). A carga de carrapatos, no
entanto, ndo influiu no nivel de parasitemia para B. bovis (GIGLIOTI et al., 2016).

Na andlise dos fatores associados, a partir das respostas dos produtores ao questionario
especifico, revelou que a finalidade produtiva da criagdo é considerada um fator que reduz as
chances de infeccdo por B. bovis. Animais destinados a producdo de carne, a reprodugdo e a
venda, apresentaram as maiores taxas de infecgdo. A literatura consultada ndo traz explicacéo
para este fato, no entanto, a idade desses animais pode influenciar o resultado. Os animais da
raca Crioula Lageana sdo abatidos com idade média de dois anos ou mais, e aqueles mantidos
para a reproducdo acabam sendo mais longevos. Por se tratarem de animais mantidos em
nicleos de conservagdo da raca, muitos também sdo vendidos com idades superiores a dois
anos. Uma vez que animais mais velhos sdo mais propensos a infecgdo por B. bovis, a idade
explicaria a influéncia da finalidade produtiva sobre a prevaléncia nestes animais, sem, no
entanto ser considerada um fator de elevagéo da positividade para o agente.

Devido ao sistema extensivo de criagdo, grande parte dos animais acabou entrando em
contato com outras espécies animais, sendo as mais comuns a equina, suina, canina, felina e a
ovina. O carrapato Rhipicephalus microplus, pode ter como hospedeiros equinos e ovinos que
albergam larvas e ninfas (MEHLHORN, 2015). A convivéncia entre estas espécies e a
consequente troca de hospedeiro pelo ectoparasito pode explicar as reiteradas infestagbes por
carrapatos, levando & aquisicdo de imunidade dos animais & infestacdo por carrapatos e a

infeccdo por B. bovis.
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O controle de carrapatos e a época dos tratamentos para a babesiose também influenciam
as taxas de infecgdo por B. bovis. Rotinas adequadas de controle de carrapatos nas propriedades
podem reduzir as chances de infeccdo por Babesia spp, como reportado na Tailandia
(JIRAPATTHARASATE et al, 2016). A época de emprego dos tratamentos também esta
associada as taxas de inoculacdo reduzidas. Tratamentos realizados na primavera, verdo e
outono levam a menores taxas de positividade para B. bovis, pois coincidem com as épocas de
maior infestacdo dosanimais por carrapatos, conforme descrito por Souza et al. (1988). Estudos
relacionados a dindmica da infestagdo por carrapatos nesta populagdo, no entanto, se fazem

Necessarios.

6.5 CONCLUSAO

O presente estudo revelou prevaléncia abaixo do limite de estabilidade enzodtica para a
infeccdo por Babesia bovis pela técnica de PCR em bovinos da raga Crioula Lageana.
Verificou-se ndo haver infliéncia do sexo nas taxas de infeccdo, no entanto, com relacdo a
categoria dos animais, as novilhas apresentaram a menor propensdo & infeccdo quando
comparadas as demais categorias. Os principais fatores de risco associados a presenga ou
auséncia de infeccdo foram a finalidade produtiva da criagdo, o contato com outras espécies
animais, a regularidade do controle de carrapatos e a época de emprego dos tratamentos para

0s carrapatos e para a babesiose.
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7 PREVALENCIA E FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO POR BABESIA
BIGEMINA EM BOVINOS DA RACA CRIOULA LAGEANA

Resumo

A babesiose bovina, causada pelo protozoario Babesia bigemina, € uma enfermidade
mundialmente distribuida e causadora de grandes prejuizos econdmicos para a pecuaria. Nas
ragas nativas, como araga Crioula Lageana, ndo existem estudos sobre a epidemiologia desta
enfermidade. O trabalho tem objetivo de determinar a prevaléncia de B. bigemina em bovinos
da raca Crioula Lageana, visando estudos acerca da sanidade e tolerdncia & doencas nesta
populagdo. Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos daraga Crioula Lageana, sendo
submetidas a extracdo de DNA e a PCR com primers especificos para a deteccdo do agente. Os
animais foram divididos de acordo com o sexo, categoria e a presenca ou auséncia de carrapatos
no momento da colheita. Para a determinacdo de possiveis fatores de associados para a infecgao
aplicou-se um questionério epidemioldgico aos proprietérios. Obteve-se prevaléncia de 59,81%
(186/311) deinfecgdo por B. bigemina nos bovinos da raca Crioula Lageana. Foram observadas
diferencas significativas para a presenca do hemoparasito de acordo com a categoria, com
touros e bezerros sendo mais acometidos que vacas e novilhas; o sexo, sendo os machos mais
afetados, e a presenca de carrapatos nos animais. Os fatores associados & infeccdo que
apresentaram diferencas significativas foram o contato com outras espécies animais, como a
equina, felina, canina e a ovina e espécies de aves e a regularidade da assisténcia veterinaria.
Conclui-se que os bovinos da raga Crioula Lageana encontram-se em situagdo de instabilidade
enzoGtica, com baixa prevaléncia para a infeccdo por B. bigemina pela técnica de PCR.
Verificou-se haver influéncia do sexo masculino, da categoria (touros e bezerros) e da
infestacdo por carrapatos na prevaléncia da de infeccdo. Os principais fatores associados a
presenca ou auséncia de infecgdo foram o contato com outras espéecies animais e a regularidade

da assisténcia veterinaria.

Palavras-chave: Bovino de corte. PCR. Rhipicephalus microplus.
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7.1 INTRODUCAO

A babesiose € uma enfermidade mundialmente distribuida, transmitida por artropodes,
sendo as regides de clima tropical e subtropical as mais afetadas (FIGUEROA et al., 1998). No
Brasil, a babesiose € causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e seu Unico
vetor é o carrapato Rhipicephalus microplus (GUGLIELMONE, 1995). Possui grande
importancia econdmica devido as perdas causadas pela queda de produtividade, custos com
controle, tratamento e mortalidade de animais, além de influenciar o comércio internacional de
bovinos (BOCK et al., 2004).

Com relagdo ao hospedeiro, sabe-se que alguns grupos genéticos possuem resisténcia
ao carrapato causador da babesiose. Esta caracteristica ja foi descrita para a raca Crioula
Lageana (CARDOSO et al., 2014), e junto de suas caracteristicas produtivas e de rusticidade,
demonstra a qualidade da raca como fonte de material genético para o melhoramento dos
rebanhos bovinos. A resisténcia a babesiose, ainda foi pouco estudada, no entanto, alguns
estudos associam as variaces de suscetibilidade a raga dos animais (BOCK et al., 1997, 1999;
AGUIRRE et al.,, 1990).

Ainda ndo se sabe quais genes estdo de fato envolvidos na resisténcia ao carrapato e a
babesiose, no entanto, esta caracteristica é considerada hereditaria. Caso se comprove que a
raca dos animais possui relacdo com a resisténcia a babesiose, aescolha de ragas resistentes nos
programas de melhoramento pode tornar-se uma ferramenta de controle da enfermidade
(BILHASSI et al., 2014).

A aplicacdo da técnica de PCR para o diagndstico da infeccdo por B. bigemina permite
identificar animais portadores sauddveis e assim determinar a prevaléncia de forma mais
acurada (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005; BULING et al., 2007).

Este estudo objetiva apresentar o levantamento de dados epidemioldgicos da
prevaléncia da infeccdo por B. bigemina em animais da raca Crioula Lageana por meio de
técnicas moleculares e os fatores associados & aquisicdo do agente nas propriedades criadoras

e conservadoras da raga no estado de Santa Catarina, Brasil.

7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1 Determinagédo do tamanho amostral
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Para a avaliagdo da prevaléncia de Babesia bigemina na populagdo bovina da raga
Crioula Lageana, a seguinte formula, preconizada pela OPAS (1979), foi utilizada:
_L96[p(1—p)]
’ (d)?

Onde no é 0 nimero de amostras; p a prevaléncia esperada e d a margem de erro.

Admitindo-se prevaléncia estimada de 50% de amostras positivas, intervalo de confianca de
95% e margem de erro de 5%, o resultado obtido foi de 384 animais. No entanto, por tratar-se
de uma populacdo finita, procedeu-se o seguinte calculo:
Nxn,
n =
N+ n,

Onde N é o nimero total de animais na populagdo, sendo que para a raca Crioula
Lageana esse nimero é de 1500 animais. A partir deste célculo, chegou-se ao ndmero final de

306 animais a serem amostrados.

7.2.2 Animais e obtengdo das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raga Crioula Lageana, machos e
fémeas, jovens e adultos, todos registrados na Associagdo Brasileira dos Criadores da Raca
Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de propriedades nucleos de conservagdo in situ,
localizadas no Planalto Catarinense. Os animais foram separados por categorias, tendo sido
colhidas amostras de 32 touros (machos com mais de dois anos), 141 vacas (fémeas com mais
de dois anos), 66 novilhas (fémeas entre um e dois anos) e 72 bezerros (machos e fémeas de até
um ano). Aauséncia de novilhos deve-se ao fato de as amostras serem oriundas de propriedades
nicleo de conservagdo in situ da raga, de modo que machos que ndo forem destinados &
reproducéo sdo vendidos. Para a andlise com relagcdo ao sexo, os animais foram separados em
62 machos e 249 fémeas, sem distingdo de idade. Para tal, foram utilizados tubos de coleta a
vacuo com anticoagulante EDTA a 10%. Apos a colheita, as amostras foram congeladas a -
20°C até a extragdo do DNA

7.2.3 Exame Fisico

O exame fisico foi empregado para a verificagdo de sinais clinicos compativeis com a
doenga clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

movimentos ruminais (MR), temperatura retal e coloracdo das mucosas.
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7.2.4 Extracdo de DNA

As amostras de sangue, apds seu descongelamento foram imediatamente submetidas a
extracdo de DNA por meio de kit comercial ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Ap0s a extracdo, a concentragdo de
cada amostra de DNA foi mensurada por meio de espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo

Scientific®) e diluido para manter-se a concentragdo minima de 20ng/uL.

7.2.5 Andlise molecular

As técnicas de PCR e nested-PCR (n-PCR) foram usadas para a amplificacdo do DNA
de B. bigemina. Os conjuntos de primers usados nas reagdes séo os descritos por Figueroa et al.
(1993). Todas as amostras de DNA foram submetidas as duas reagdes.

A reacdo de PCR deu-se em microtubos de 0,2mL, onde adicionou-se um volume final
de 25 pL de solugdo, contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTaq® Hot Start Polymerase,
(Promega); 8,5 pmoles de cada primer (BilA: 5'-CAT CTA ATT TCT CTC CAT ACC CCT
CC-3'eBilB: 5-CCTCGG CTT CAA CTC TGA TGC CAA AG -3'), 0,2mM de nucleotideos
(dNTPs); 3,5mM de cloreto de magnésio; SuL de tampdo 5X Green GoTagq® Flexi Buffer
(Promega); 3ul. de DNA (concentragdo entre 20 e 100ng/uLl) e agua ultra pura para completar
0 volume final e ajustar a concentragdo dos reagentes. Foram utilizados controles positivos e
negativos a cada reacdo, sendo que este Ultimo foi utilizado para garantir a qualidade e
especificidade da técnica, abordando os mesmos parametros citados anteriormente, substituindo
apenas o uso de DNA gendmico por agua ultra pura, livre de DNAse. O mesmo mix de reagéo
foi usado para a n-PCR, substituindo-se apenas o DNA dos animais por 2 puL do produto da
primeira PCR, e os primers utilizados pelos especificos para a n- PCR (BilAN: 5'-CGC AAG
CCC AGC ACG CCC CGG TGC-3'e BilBN: 5-CCGACC TGG ATA GGC TGT GTG ATG-
3.

As condicbes de temperatura aplicadas no termociclador (Biocycler®) para as duas
reagOes envolveram a desnaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 54,2°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma extenséo final a73°C
por 7 minutos.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 2% acrescido do corante Unisafe Dye 20.000x (Uniscience). Na primeira lacuna do

gel utilizou-se marcador de peso molecular de 100pb como padréo para determinar o tamanho
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das bandas das amostras. As condicBes da fonte elétrica foram de 140 Volts e 400mA por
01h00min, e visualizagdo mediante exposicdo a luz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo
a 278pb foram consideradas positivas para B. bigemina na primeira reagdo e bandas com

tamanho aproximado de 170pb foram consideradas positivas na segunda reacdo.

7.2.6 Fatores Associados

Para a determinagdo dos fatores associados ao desenvolvimento da babesiose por
Babesia bigemina, foi realizada a aplicacdo de questiondrio epidemioldégico aos proprietarios

de cada propriedade analisada, contendo perguntas voltadas ao perfil da propriedade.

7.2.7 Andlise Estatistica

A andlise univariada foi realizada para comparar as taxas de infecgdo por B. bigemina
com 0 Sexo, a categoria dos animais e a presenca de carrapatos nos animais no momento da
colheita de amostras, utilizando o teste de qui-quadrado (p<0,05) e andlise da Odds Ratio. O
modelo estatistico aplicado para os dados do questionario foi composto por anélise univariada,
por meio do teste de qui-quadrado (p<0,05). Para as questdes com resultado significativo nesta
primeira andlise, procedeu-se a analise multivariada, por meio de analise de regressdo logistica
(p<0,05), sendo que questbes que apresentassem multicolinearidade nesta segunda anélise
foram excluidas da avaliagdo, de modo a possibilitar a verificacdo da associacdo entre a

presenca ou auséncia do agente e os fatores associados.

7.2.8 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 2461171115,
e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UDESC, pelo parecer
nimero CAAE 2.068.771.

7.3 RESULTADOS
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A prevaléncia de amostras positivas foi de 59,81% (186/311) para B. bigemina (Gréafico
7). Todos os animais positivos foram considerados subclinicos, pois nenhuma alteracdo nos
parametros avaliados no exame fisico foi verificada, mantendo-se todos dentro dos valores de

referéncia para a espécie (dados ndo apresentados).

Grafico 7 - Prevaléncia da infeccdo por Babesia bigemina em 311 bovinos da raca Crioula
Lageana, determinada pela técnica de PCR, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Ao serem avaliados o sexo e a categoria dos animais em relagdo a presenca ou auséncia
da infeccdo, obteve-se que do total de animais amostrados 249 (249/311; 80,06%) eram fémeas
e destas 137 (137/249; 55,02%) apresentaram-se positivas para o0 agente. Dos 62 (62/311;
19,94%) machos avaliados, 49 (49/62; 79,03%) apresentaram resultado positivo. Na
comparacdo entre 0s sexos, houve diferenca significativa (p<0,001) nas taxas de animais
parasitados, e 0s machos apresentaram 3,357 vezes mais chances de estarem parasitados do que
as fémeas (Gréfico 8).
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Grafico 8 - Percentual de animais parasitados por B. bigemina detectados pela técnica de
PCR, daraca Crioula Lageana de acordo com o sexo, sendo 249 fémeas e 50
machos, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Os valores de p inseridos no grafico sdo referentes aos grupos que obtiveram diferencas significativas. Fonte:
elaborada pela autora, 2017.

Dos 32 (32/311; 10,29%) touros avaliados, 26 (26/32; 81,25%) apresentaram-se
positivos, bem como das 66 (66/311; 21,22%) novilhas, 34 (34/66; 51,52%) apresentaram 0
mesmo resultado. Entre as 141 (141/311; 45,33%) vacas, 70 (70/141; 49,65%) apresentaram
bandas na eletroforese compativeis com B. bigemina, da mesma forma que 56 (56/72; 77,78%)
bezerros de um total de 72 (72/311; 23,15%) (Grafico 9).

Entre as categorias, houve diferenca significativa (p=0,009) entre touros e novilhas,
sendo que para esta populagéo os touros possuem 4,078 vezes mais chances de desenvolverem
a infeccdo pelo agente da babesiose do que as novilhas. Da mesma forma, entre touros e vacas
obteve-se diferenca significativa (p=0,002), com 4,395 vezes mais chances dos touros
possuirem a infeccdo em comparacdo as vacas. Entre novilhas e bezerros (p=0,002), a chance
dos bezerros adquirirem a infeccdo é 3,294 vezes maior do que para as novilhas. As vacas
também apresentaram diferenca significativa (p<0,001) em relagdo aos bezerros, sendo que 0s

bezerros tem 3,550 vezes maior chance de serem acometidos do que as vacas.
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Grafico 9 - Percentual de bovinos parasitados por B. bigemina, por meio da técnica de PCR, da
raca Crioula Lageana de acordo com a categoria, sendo 32 touros, 66 novilhas, 141
vacas e 72 bezerros, no estado de Santa Catarina, Brasil.
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Os valores de p inseridos no grafico sdo referentes aos grupos que obtiveram diferengas significativas. Fonte:
elaborada pela autora, 2017.

Avaliou-se também a relagdo entre a presenca ou auséncia de carrapatos parasitando
os animais no momento da colheita de amostras e a positividade ou ndo para a infecgdo por B.
bigemina. Esta analise demonstrou haver relacdo significativa (p=0,006) entre as variaveis no
teste de qui-quadrado, havendo 2,002 vezes mais chance dos animais com a presenga do
ectoparasita adquirir 0 hemoprotozoario.

Na analise das respostas dos questionarios aplicados aos proprietérios, a finalidade
produtiva da criacdo, o contato dos bovinos com outras espécies animais, a assisténcia
veterinaria, o periodo de maior infestagdo por carrapatos, época de tratamentos para carrapatos
e babesiose e as categorias mais parasitadas por carrapatos obtiveram diferenca significativa na
analise univariada dos fatores associados (Tabela 5):

Tabela 5 - Anélise univariada dos fatores associados a infeccdo por B. bigemina em bovinos da
raca Crioula Lageana.

Variaveis Infeccé@o por B. bigemina p
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Positivos Negativos

N % N %
Numero de animais na propriedade
De 512100 31 10 16 5,2 0.440
Mais de 100 155 49,8 109 35 '
Finalidade produtiva da criagéo
Carne, reproducéo e venda 88 28,3 77 24,8
Carne 12 3.9 5 1,6
Reproducgéo e venda 33 10,6 28 9 <0,001
Carne e venda 34 10,9 4 1,3
Venda 19 6,1 11 3,5
Tamanho da propriedade
De 50 a 100 ha 12 3,9 5 1,6 0.498
Maior que 100 ha 174 55,9 120 38,6 !
Contato dos bovinos com outras
espécies animais
Equino, cdo e ovino 40 12,9 32 10,3
Suino 19 6,1 11 3,5
Equino e céo 34 10,9 4 1,3 0.002
Equino, suino, cdo e gato 33 10,6 28 9 '
Equino, cdo, gato, ave e ovino 48 15,4 45 14,5
Equino, cdo, gato e silvestres 12 3,9 5 1,6
Contato com bovinos de outras
propriedades
Sim 107 34,4 64 20,6
NET 79 25.4 61 194 032
Reposicao de animais
Proprio rebanho 59 19 43 13,8
Propr_lo rebanho e outras 197 40,8 82 26.4 0,711
propriedades
Assisténcia veterinaria
Sim 93 29,9 47 15,1
N30 93 20,9 78 251 004
Casos anteriores de babesiose
Sim 74 23,8 36 11,6
Néo 112 36 89 28,6 0,062
Periodo de maior infestacdo por
carrapatos
Outono 45 14,5 33 10,6
Verdo 67 21,5 56 18
Outono e primavera 34 10,9 4 1,3 0,001
Verdo e outono 40 12,9 32 10,3
Presenca de insetos hemat6fagos
Sim 153 49,2 97 31,2
N30 33 106 28 o 038
Controle de carrapatos
Sim 141 45,3 92 29,6
NET 45 145 33 106 079

Acaricidas usados
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Piretroides 86 27,7 41 13,2
Organofosforados e avermectinas 67 21,5 56 18 0,061
Avermectinas 33 10,6 28 9

Epoca de tratamentos para
carrapatos e babesiose

Outono 45 14,5 33 10,6

Primavera e outono 34 10,9 4 1,3

Primavera, verdo e outono 48 15,4 45 14,5 0,002
Verdo 19 6,1 11 3,5

Verao e outono 40 12,9 32 10,3
Categorias mais parasitadas por

carrapatos

Vaca prenhe, em lactacdo e bezerro 34 10,9 4 1,3

Vaca em lactacéo 12 3,9 5 1,6 <0,001
Bezerro 140 45 116 37,3

Fonte: elaborada pela autora, 2017.

Questdes que obtiveram valor de p<0,05 foram consideradas com resultado
significativo na analise univariada e assim, foram submetidas aandlise multivariada, sendo que
os fatores que apresentaram multicolinearidade foram excluidos do modelo, por ndo se
determinar qual a real relacéo entre as variaveis (Tabela 6):

Tabela 6 - Andlise multivariada dos fatores associados & infeccdo por B. bigemina em bovinos
daraga Crioula Lageana.

Fator de risco \Gaelgr OR IC 95% Coeficiente S.E
Finalidade produtiva da o9 4074 491217 0,072 0,064
criacao
Contato dos bovinos
com outras espécies 0,037 1,570 1,027 — 2,401 0,451 0,217
animais
Assisténcia veterinaria 0,009 6,770 1,596 — 28,715 1,912 0,737
Epoca de tratamentos
para carrapatos e 0,074 0,861 0,730 - 1,015 -0,150 0,084
babesiose

Associacao significativa ao nivel de 5%. OR = Odds ratio (Razdo de chance), IC =intervalo de confianga de 95%,
S.E. =erro padrdo de estimativa. Fonte: elaborada pela autora, 2017.

A andlise multivariada, por meio de regressdo logistica bindria, objetivou verificar se
estes fatores de risco sdo de fato previsores da infeccdo por B. bigemina. Neste caso, ao verificar
o valor de p de cada previsor, verifica-se que a finalidade produtiva da criacdo e a época de
tratamentos para carrapatos e para a babesiose, ndo sdo previsores significativos para o modelo,

enquanto as demais varidveis sdo consideradas significativas.
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7.4 DISCUSSAO

A populacdo da raga Crioula Lageana no Brasil estd concentrada na regido Sul, no
Planalto de Santa Catarina, onde foi originada e desenvolveu rusticidade ao longo dos anos
(FINO et al., 2013). Apesar da importancia como fonte genética de alta qualidade, ainda sdo
escassos os trabalhos que visam conhecer o perfil sanitario da raca e seu comportamento frente
as mais diversas enfermidades (CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al., 2014; FINO et al.,
2013).

As ragas taurinas sdo tidas como as mais susceptiveis aos carrapatos e a babesiose
(JONSSON et al. 2008; PIPER et al., 2010), araca Crioula Lageana, no entanto, demonstrou
ser resistente a infeccdo por ectoparasitos (CARDOSO et al., 2014) e futuros estudos pretendem
verificar a tolerancia & babesiose e outras enfermidades.

No Sul do Brasil, mais especificamente no Sudoeste do Parana, Elias et al. (2016)
encontraram alta prevaléncia de B. bigemina nos animais de aptiddo leiteira amostrados,
obtendo valores de 96,6%, respectivamente de animais positivos no teste sorologico de ELISA.
O resultado contradiz o observado neste trabalho, no entanto, ha que se verificar as diferencas
entre as metodologias utilizadas. Testes soroldgicos avaliam a presenca de anticorpos contra o
agente, ao passo que a PCR possibilita detectar a presenca do proprio agente parasitando 0s
animais no momento das anlises.

No Planalto Norte de Santa Catarina, o rebanho apresentou prevaléncia de 84,5% para
B. bigemina pelo teste de Imunofluorescéncia Indireta (SOUZA et al, 2002). Mais
recentemente, utilizando-se a técnica de Multiplex-PCR verificou-se em surto de babesiose e
anaplasmose ocorrido no municipio de Ponte Alta, no estado de Santa Catarina, onde 63,6% de
animais foram positivos para B. bigemina (CANEVER et al., 2014). Outro estudo avaliou a
prevaléncia dos agentes do Complexo Tristeza Parasitaria e verificou que 16,73% do rebanho
foi positivo para B. bigemina pela mesma técnica de Multiplex-PCR, sendo que estes indices
representam situacdo de instabilidade enzodtica para a babesiose nos rebanhos da regido,
fazendo-se necessério o controle dos vetores (VIEIRA, 2014). Os resultados deste estudo com
a raca Crioula Lageana corroboram com os achados da regido e reafirmam a condicdo de
instabilidade enzodtica de acordo com o preconizado por Mahoney (1975), no entanto, 0s
rebanhos da raca ndo apresentaram surtos ou mortes isoladas em decorréncia da doenca, sendo
este dado observado pelos proprietarios dos rebanhos.

Os machos da raca Crioula Lageana, incluindo-se touros e bezerros, mostraram-se mais

suscetiveis & infeccdo em comparacdo as fémeas (p<0,001). Vérios estudos demonstraram que
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machos sdo mais sensiveis & infeccdo por diversos protozoérios (KAMIS; IBRAHIM, 1989;
PRADO JR et al., 1999; CERNETICH et al., 2006). Em estudo com a infeccdo por B. microti
em ratos, Sasaki et al. (2013), encontraram maior suscetibilidade a infeccdo nos machos e
atribuiram esse resultado & testosterona, sugerindo que o hormdnio masculino é capaz de reduzir
a imunidade inata nos ratos infectados. Da mesma forma, Fereig et al. (2017), atribuiram as
maiores taxas de infeccdo por B. bovis nos machos devido ao efeito da testosterona em bovinos.
Estes dados ajudam a sustentar a hipotese de que a maior taxa de infeccdo por B. bigemina em
machos da raga Crioula Lageana esteja relacionada a testosterona e consequente reducdo da
imunidade inata. Porém, mais estudos para a confirmagdo deste dado séo necessarios.

Touros e bezerros (machos e fémeas) apresentaram maior chance de aquisicdo da
infeccdo por B. bigemina quando comparados as vacas e novilhas. Mais uma vez, o fator sexual
pode estar atrelado a este dado, da mesma forma que aidade pode influenciar o comportamento
da infeccdo. Animais mais velhos tendem a ser mais facilmente infectados pelos agentes
causadores da babesiose nos bovinos (ZINTL et al., 2005). A literatura cita que bezerros
possuem forte imunidade inata contra a doenca clinica causada por B. bovis (TRUEMAN;
BLIGHT, 1978; GOFF et al, 2001), no presente estudo, nenhum dos bezerros apresentou a
forma clinica da doenca, no entanto, a chance de contrair a infeccdo pelo agente foi maior para
0s bezerros quando comparados as vacas e novilhas. A possibilidade, uma vez que a doenga
clinica ndo se apresentou em nenhuma das categorias animais, é de que as ragas bovinas
resistentes ao vetor, como a raga Crioula Lageana (CARDOSO et al., 2014), acabem tendo
menores taxas de inoculacdo do agente. Este processo é comum nas ragas nativas, devido a
adaptacdo natural (SOLORIO-RIVERA; RODRIGUEZ-VIVAS, 1997). Dessa maneira, a
elevada chance dos bezerros adquirirem o hemoparasito, pode dever-se a falhas no processo de
transferéncia de imunidade nestes animais. Uma vez constatado que estes rebanhos encontram-
se em situagdo de instabilidade enzodtica para B. bigemina, possivelmente algumas vacas que
ndo tem contato constante com o agente ndo estdo consequentemente transferindo anticorpos
de maneira adequada por meio do colostro para suas crias.

A presenca de carrapatos parasitando os animais é considerada como fator que predispde
a infeccdo. Silva et al. (2014), determinaram a infestacdo por carrapatos como fator de risco
para a babesiose. As tele6ginas s&o a Unica forma de desenvolvimento do carrapato capaz de se
infectar com B. bigemina, para posteriormente realizar a transmissdo do protozoario para seus
ovos (RIEK, 1964; MEHLHORN; SCHEIN, 1984), no entanto, a transmissdo para o hospedeiro
vertebrado se da por meio de ninfas, fémeas adultas e machos (SOLORIO-RIVERA;
RODRIGUEZ-VIVAS, 1997). Ndo foi realizada nos animais da raga Crioula Lageana
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contagem precisa de carrapatos e de quais fases de desenvolvimento estavam presentes
parasitando os animais.

Dentre os fatores associados a infeccdo, o contato dos bovinos com outras espécies
(p=0,037) pode elevar em 1,570 vezes a chance de aquisicdo do protozodrio B. bigemina. O
carrapato Rhipicephalus microplus pode interagir com outras espécies ndo ruminantes e dessa
maneira pode ocorrer a introducdo de populagdes de carrapatos resistentes a tratamentos
(SOLORIO-RIVERA; RODRIGUEZ-VIVAS, 1997). Esse contato pode torna-se fonte de
infestacdo por carrapatos para os bovinos e dessa forma levar a incremento do ndmero de
carrapatos na populagdo bovina e consequentemente de maior chance de infeccdo por Babesia
spp.

A assisténcia veterindria desempenha papel contrério ao esperado para o controle da
babesiose por B. bigemina. As propriedades que ndo possuem visitas regulares do profissional
possuem maior ndmero de animais negativos do que aquelas que recebem a consultoria.
Lilenbaum (2003), associou a presenga regular do médico veterinario com menores taxas de
soropositividade para Leptospira spp. em rebanhos no Rio de Janeiro. Neste estudo, a presenca
regular do veterindrio demonstrou aumentar as chances de infeccdo. Este fato pode estar
associado afalta de aplicacdo de medidas de controle sugeridas pelo profissional ou a aplicagdo
errada das medidas, levando a um controle ineficiente da enfermidade. No entanto, novos
estudos sdo necessarios para a verificacdo do motivo da associacdo entre a presenca do

veterinirio e a maior chance de ocorréncia de infeccdo no rebanho.

7.5 CONCLUSAO

O presente estudo revelou prevaléncia abaixo do limite de estabilidade enzodtica para a
infeccdo por Babesia bigemina pela técnica de PCR em bovinos da raga Crioula Lageana.
Verificou-se haver influéncia do sexo nas taxas de infeccdo. Com relacdo a categoria dos
animais, touros e bezerros apresentaram a maior propensdo & infec¢do quando comparados as
vacas e novilhas Os principais fatores de risco associados & presenca ou auséncia de infec¢ao
foram o contato com outras espécies animais, como aequina, felina, canina e a ovina e espécies

de aves e a regularidade da assisténcia veterinaria.
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8 ALTERACOES CLINICAS E HEMATOLOGICAS EM BOVINOS DA RACA
CRIOULA LAGEANA NATURALMENTE INFECTADOS POR ANAPLASMA
MARGINALE

Resumo

A anaplasmose bovina é causadora de grandes prejuizos para a pecuéria em funcdo das altas
taxas de morbidade e mortalidade. Naraga Crioula Lageana, ndo existem estudos que associem
as variaveis clinicas e hematologicas a presenca da infeccdo. O trabalho tem objetivo de
fornecer dados iniciais sobre os aspectos clinicos e hematoldgicos relacionados a infecgdo por
A. marginale em bovinos da raga Crioula Lageana, visando novos estudos acerca da sanidade
e tolerdncia a doencas nesta populagdo. Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da
raca Crioula Lageana, sendo submetidas & extracdo de DNA e a PCR com primers especificos
para a deteccdo do agente da anaplasmose bovina. Realizou-se o exame fisico aferindo-se a
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, movimentos ruminais, temperatura e coloracdo de
mucosas. O hemograma de todos os animais foi realizado, bem como a determinacdo da
concentragdo de proteina total plasmatica e do fibrinogénio plasmatico. A presenca da infec¢éo
ndo determinou diferencas significativas nas varidveis do exame clinico entre os animais
positivos e negativos para a infeccdo. O volume globular (VG), volume globular médio (VGM)
e a concentragdo de hemoglobina (Hb), bem como o ndmero de neutréfilos segmentados
apresentaram diferencas significativas entre os grupos, porém estavam dentro dos valores de
referéncia para a espécie bovina. Conclui-se que os bovinos daraca Crioula Lageana infectados
naturalmente por A. marginale ndo apresentam alteracbes nas varidveis clinicas e

hematologicas que possam ser justificadas pela presenga do hemoparasito nos animais.

Palavras-chave: Hematologia. Raca nativa. Anaplasmose.
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8.1 INTRODUCAO

A anaplasmose é uma enfermidade geradora de impactos econdmicos negativos na
bovinocultura mundial (BROWN, 1997). Os custos gerados com a morbidade e a mortalidade
de animais reforgam a importancia de diagndsticos rapidos e controle adequado da doenga.

Neste contexto, a avaliagdo hematologica eficiente pode contribuir para adequada
avaliacdo da evolucdo da anaplasmose, uma vez que o Unico local conhecido de replicagdo do
agente sdo os eritrocitos (KOCAN, 2004), direcionando o diagnéstico e progndstico, e
orientando a melhor conduta terapéutica (JAIN, 1993).

No entanto, varios sdo os fatores capazes de influenciar o hemograma, além de fatores
individuais, ambientais e de manejo, a raca também determina variagbes que devem ser levadas
em conta na avaliagio do resultado de exames laboratoriais (BIRGEL JUNIOR et al., 2001).

N&do existem trabalhos relacionando as varidveis do hemograma a infeccdo por
Anaplasma marginale em bovinos da raga Crioula Lageana, de forma que sdo desconhecidas
as alteracGes que o agente pode causar na avaliagdo hematoldgica. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar e comparar as varidveis do hemograma, as concentragdes de
proteina total plasmética e fibrinogénio plasmatico de animais da raca Crioula Lageana

naturalmente infectados ou ndo por A. marginale.

8.2 MATERIAIS E METODOS

8.2.1 Animais e obtencdo das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raga Crioula Lageana, machos e
fémeas, jovens e adultos, todos registrados na Associagdo Brasileira de Criadores da Raca
Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de propriedades nucleos de conservagdo in situ,
localizadas no Planalto Catarinense. Para tal, foram utilizados tubos de coleta a vacuo com
anticoagulante EDTA a 10%. para realizagdo do hemograma e demais andlises hematologicas.

Apds a colheita, as amostras foram congeladas a -20°C até a extracdo do DNA.

8.2.2 Exame Fisico
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O exame fisico foi empregado para a verificagdo de sinais clinicos compativeis com a
doenga clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

movimentos ruminais (MR), temperatura retal e coloragdo das mucosas.

8.2.3 Avaliacdo hematologica

Para as contagens de eritrocitos e leucdcitos totais, bem como para a determinagdo do
volume globular e da concentragdo de hemoglobina, além dos indices hematimétricos absolutos
de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) utilizou-se contador automético de células (SDH3
Labtest). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada por meio da analise microscopica
de esfregacos sanguineos corados com corantes do tipo Romanowsky (Pandtico Réapido) (JAIN,
1993). A concentracdo da proteina total plasmética (PTP) foi determinada por refratometria
(ATAGO) e a concentracdo do fibrinogénio plasmatico pelo método de precipitacdo pelo calor

seguida por leitura em refratometro (JAIN, 1993).

8.2.4 Extracdo de DNA e andlise molecular

As amostras de sangue, foram submetidas aextracdo de DNA por meio de kit comercial
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do
fabricante. ApOs a extragdo, a concentracdo de cada amostra de DNA foi mensurada por meio
de espectrofotdmetro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®) e diluido para manter-se a
concentragdo minima de 20ng/uL.

Para a amplificacdo do DNA de A. marginale utilizou-se o primer baseado no gene
MSP5 (MSP5 F: 5° - CGC AGA TCT AGC AAA ATC GGC GAG AGG TTT ACC ACT
TC- 3°e MSP5R: 5'- GCG CTG CAG TGG CGC AAA ATG CCC GAC ATA CC-3%), 0
qual amplifica um fragmento de 458pb para o agente.

A reacdo de PCR deu-se em microtubos de 0,2mL, onde adicionou-se um volume final
de 25 uL de solugdo, contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTaq® Hot Start Polymerase,
(Promega); 8,5 pmoles de cada primer; 0,2mM de nucleotideos (dNTPs); 3,5mM de cloreto de
magnésio; Sul de tampdo 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3ul de DNA
(concentragdio entre 20 e 100ng/ul.) e agua ultra pura para completar o volume final e ajustar a
concentracdo dos reagentes. Foram utilizados controles positivos e negativos a cada reacdo,

sendo que este Gltimo foi utilizado para garantir a qualidade e especificidade da técnica,



108

abordando os mesmos parametros citados anteriormente, substituindo apenas o uso de DNA
gendbmico por &gua ultra pura, livre de DNAse. As condicBes de temperatura aplicadas no
termociclador (Biocycler) envolveram a desnaturagdo inicial a 95°C por dois minutos, seguida
de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54,2°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma
extenséo final a 73°C por 7 minutos.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 2% acrescido do corante Unisafe Dye (Uniscience). Na primeira lacuna do gel
utilizou-se marcador de peso molecular de 100pb como padrdo para determinar o tamanho das
bandas das amostras. As condicbes da fonte elétrica foram de 140 Volts e 400mA por
01h00min, e visualizagdo mediante exposicdo a luz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo

a 458pb foram consideradas positivas para A. marginale.

8.2.5 Andlise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da
normalidade. Para a comparacéo das médias das variaveis, tanto clinicas quanto hematologicas,
entre animais positivos e negativos utilizou-se o teste t para dados considerados parametricos e
0 teste de Mann-Whitney para 0s ndo-paramétricos. Para todos os testes admitiu-se

probabilidade de erro de 5%.

8.2.6 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 2461171115.

8.3 RESULTADOS

8.3.1 Exame clinico

Dos 311 animais daraga Crioula Lageana avaliados, 248 apresentaram-se positivos para
a infeccdo por A. marginale pela técnica de PCR. Nenhuma das varidveis avaliadas no exame
clinico apresentou diferencas significativas entre animais positivos e negativos. A média das
frequéncias cardiacas dos dois grupos ultrapassou o limite méximo do valor de referéncia para

a espécie bovina, sem diferir significativamente (dados ndo apresentados).
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8.3.2 Avaliacdo hematologica

De todas as variaveis hematoldgicas avaliadas, o VG, o VGM e a concentragcdo de
hemoglobina apresentaram diferencas significativas entre animais positivos e negativos para a
infeccdo por A. marginale (Tabela 7). No leucograma, apenas os neutrofilos segmentados

apresentaram diferencas significativas na comparagdo entre positivos e negativos (Tabela 7).

Tabela 7 - Médias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentragdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de 311 animais da raca Crioula Lageana,
negativos e positivos para a infeccdo natural por A. marginale.

Variaveis Negativos Positivos p
Eritrocitos (x10°/uL) 7,89£1,75 8,02+1,41 0,267
Hb (g/dL) 12,19+2,07 12,93+1,68 0,015*
VG (%) 36+5,88 38+4,98 0,018*
VGM (fL) 46,31+6,51 48,09+7,38 0,047*
CHGM (%) 34,02+1,07 34,33+£3,52 0,362
Plaquetas (x10%/uL) 396+210,96 372+178,78 0,476
Leucdcitos totais (/uL) 11604+3520,79  13036+5404,37 0,178
Bastonetes (/ul) 23+61,85 29+87,53 0,594
Segmentados (/pL) 2516+1560,97 3674+2800,21 <0,001*
Linfécitos (/uL) 8036+2986,43  8154+3691,19 0,656
Eosindéfilos (/nL) 629+696,74 733+£701,77 0,089
Basofilos (/uL) 9+45,16 10£39,25 0,354
M onécitos (/uL) 392+289,61 437+433,32 0,958
PTP 7,27+0,80 7,46%0,70 0,133
Fibrinogénio 405+211,31 383+217,10 0,333

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pela autora, 2017.

8.4 DISCUSSAO

Osanimais daraca Crioula Lageana encontram-se em situacdo de estabilidade enzodtica
(MAHONEY, 1975) para a anaplasmose. Dos 311 animais avaliados, todos estavam
clinicamente sadios, sem sinais clinicos compativeis com a anaplasmose ou outras
enfermidades. Quando acometidos pela doenca, espera-se que 0s bovinos apresentem febre,
mucosas palidas, ictericia, letargia, depressdo, perda de apetite, perda de peso e reducdo na

producdo de leite, como verificado por Coscun et al. (2012) em bovinos leiteiros naturalmente
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infectados por A. marginale. A auséncia de animais apresentando adoenca clinica nos rebanhos
da raca Crioula Lageana ndo permitiu a comparagdo das variaveis clinicas entre animais
positivos para A. marginale doentes ou ndo. Todos os animais infectados pelo hemoparasito
eram subclinicos, e todos os pardmetros aferidos confirmaram a condigéo.

A ocorréncia de surtos da doenga permitiria uma comparacdo mais apurada das variave is
clinicas e hematologicas entre animais saudaveis e doentes, sendo possivel observar diferencas
significativas entre os animais que desenvolvessem a forma aguda da doenca com aqueles que
se tornaram subclinicos. A reducdo do VG e a elevagdo da temperatura sdo os achados mais
comuns nos animais acometidos pela anaplasmose aguda e podem ser considerados dados
auxiliares para o diagndstico da doenga em casos de surtos (EL-ASHKER et al., 2015). Para a
populagdo daraga Crioula Lageana, no entanto, a ocorréncia de surtos nunca foi reportada pelos
proprietarios. Apesar de um surto recente de babesiose e anaplasmose ter ocorrido no municipio
de Ponte Alta, no estado de Santa Catarina (CANEVER et al, 2014), local onde existem
propriedades de conservagdo da raga Crioula Lageana, para os animais da raga ndo houve
relatos de problemas com o rebanho.

Dentro das variaveis hematolégicas analisadas, ndo foram encontradas evidéncias de
alteracBes relativas a infeccdo por A. marginale, contrariamente ao resultado da infeccdo natural
pelo agente em bovinos leiteiros, que evidenciou redugdo na contagem de eritrocitos,
diminuicdo do VG e também da Hb em 40 vacas clinicamente doentes (COSCUN et al., 2012).
Abdela et al. (2017) também encontraram diferencas significativas para o VG de animais
positivos e negativos para A. marginale, oposto do encontrado neste trabalho. Estes autores, no
entanto, avaliaram a positividade por meio de esfregagos sanguineos em animais que
apresentavam a doenga clinica, enquanto no presente trabalho todos os animais eram
subclinicos e foram considerados positivos por meio de PCR, a qual apresenta alta
sensibilidade. Os resultados de VG e Hb nos animais positivos para A. marginale foram
superiores aos dos animais negativos, demonstrando que a infecgdo subclinica pelo agente da
anaplasmose ndo altera estas varidveis como se esperaria em funcdo de sua replicagdo nos
eritrocitos. Essa diferenga encontrada é inespecifica e nenhuma explicacdo para tal foi
encontrada na literatura, da mesma forma que o aumento no nimero de neutréfilos segmentados
ndo pode ser associado exclusivamente com a infeccdo por A. marginale.

Racas zebuinas e mesticas sdo reportadas como menos suscetiveis & infeccdo por A.
marginale (BOCK et al., 1999), mantendo-se subclinicas, enquanto a linhagem de animais
taurinos € colocada como mais suscetivel a enfermidade, apresentando sinais mais aparentes.

Araca Crioula Lageana € oriunda de animais ibéricos que foram trazidos ao Brasil e aqui sofreu
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selecdo natural, o que tornou esta raga muito adaptada (MARIANTE; CAVALCANTE, 2000).
Os resultados obtidos na avaliagdo clinica e hematologica dos animais infectados por A.
marginale podem levantar a hipotese de que a infeccdo ndo desencadeia a doenga clinica,
levantando-se assim a hipotese de que a resisténcia observada nos animais zebuinos e suas
cruzas também pode se aplicar araca Crioula Lageana, apesar de oriunda de animais Bos taurus.

Novos estudos poderiam ainda determinar que a resisténcia a A. marginale pode estar
mais associada a raca do que somente as linhagens bovinas. A presenca de alelos mutantes que
possam conferir tolerdncia as hemoparasitoses (DUANGJINDA et al., 2013), também é uma
ferramenta que pode auxiliar na determinacdo de ragas resistentes. As variagbes genéticas do
hemoparasito s&o um fator capaz de influenciar a resposta dos bovinos a infecgéo, de forma que
a deteccdo destas variagbes poderia auxiliar a avaliacdo da resisténcia dos animais a

enfermidade.

8.5 CONCLUSAO

Conclui-se que os bovinos da raga Crioula Lageana infectados por A. marginale ndo
apresentam alteragBes nas variaveis clinicas e hematologicas que possam ser justificadas pela

presenca do hemoparasito nos animais.
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9 ALTERACOES CLINICAS E HEMATOLOGICAS EM BOVINOS DA RACA
CRIOULA LAGEANA NATURALMENTE INFECTADOS POR BABESIA BOVIS E
BABESIA BIGEMINA

Resumo

A babesiose bovina, causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina é causadora
de grandes prejuizos para a pecuéria em funcéo das altas taxas de morbidade e mortalidade. Na
raca Crioula Lageana, ndo existem estudos que associem as varidveis clinicas e hematologicas
a presenca da infeccdo por estes agentes. O trabalho tem objetivo de apresentar dados iniciais
sobre os aspectos clinicos e hematoldgicos relacionados a infeccdo por B. bovis e B. bigemina
em bovinos da raga Crioula Lageana, visando novos estudos acerca da sanidade e tolerancia a
doengas nesta populagéo. Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raca Crioula
Lageana, sendo submetidas & extracdo de DNA e & PCR com primers especificos para a
deteccdo dos agentes da babesiose bovina. Realizou-se 0 exame fisico aferindo-se afrequéncia
cardiaca, frequéncia respiratéria, movimentos ruminais, temperatura e coloracdo de mucosas.
O hemograma de todos os animais foi realizado, bem como a determinagdo da concentragdo de
proteina total plasmatica e do fibrinogénio plasmatico. A presenca da infeccdo ndo determinou
diferencas significativas nas variaveis do exame clinico para os animais positivos e negativos
para a infeccdo. O volume globular médio (VGM) e a concentragdo de hemoglobina globular
média (CHGM) para B. bigemina e a concentracdo de hemoglobina para B. bovis, bem como o
nimero leucécitos totais e linfocitos para os dois agentes apresentaram diferencas significativa
entre 0s grupos, porém os valores do eritrograma estavam dentro dos valores de referéncia para
a espécie bovina. Conclui-se que os bovinos da raga Crioula Lageana infectados por B. bovis e
B. bigemina ndo apresentam alteragBes nas varidveis clinicas e hematologicas que possam ser

justificadas pela presenca do hemoparasito nos animais.

Palavras-chave: Hematologia. Raga nativa. Babesiose.
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9.1 INTRODUCAO

A babesiose é causada pelos protozoérios Babesia bovis e Babesia bigemina e seu tnico
vetor é o carrapato Rhipicephalus microplus (GUGLIELMONE, 1995). Possui grande
importancia econdmica devido as perdas causadas pela queda de produtividade, custos com
controle, tratamento e mortalidade de animais, além de influenciar o comércio internacional de
bovinos (BOCK et al., 2004).

Neste contexto, a avaliagdo hematologica eficiente pode contribuir para adequada
avaliacdo da evolugdo da babesiose, direcionando o diagnéstico e prognostico, orientando a
melhor conduta terapéutica (JAIN, 1993).

No entanto, Varios sdo os fatores capazes de influenciar o hemograma, além de fatores
individuais, ambientais e de manejo, a raca também determina variagdes que devem ser levadas
em conta na avaliagio do resultado de exames laboratoriais (BIRGEL JUNIOR et al., 2001).

N&o existem trabalhos relacionando as varidveis do hemograma & infeccdo por Babesia
bovis e Babesia bigemina em bovinos da raga Crioula Lageana, de forma que sdo desconhecidas
as alteracBes que o agente pode causar na avaliagdo hematoldgica desses animais. Sendo assim,
0 objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar as varidveis do hemograma, as
concentragdes de proteina total plasmética e fibrinogénio plasmatico de animais daracga Crioula

Lageana naturalmente infectados ou ndo por Babesia bovis e Babesia bigemina.

9.2 MATERIAIS E METODOS

9.2.1 Animais e obtencdo das amostras

Foram colhidas amostras de sangue de 311 bovinos da raga Crioula Lageana, machos e
fémeas, jovens e adultos, todos registrados na Associagdo Brasileira de Criadores da Raca
Crioula Lageana (ABCCL), oriundos de propriedades nucleos de conservagdo in situ,
localizadas no Planalto Catarinense. Para tal, foram utilizados tubos de coleta a vacuo com
anticoagulante EDTA a 10% para realizacdo do hemograma e demais analises hematoldgicas

Apds a colheita, as amostras foram congeladas a -20°C até a extracdo do DNA.

9.2.2 Exame Fisico
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O exame fisico foi empregado para a verificacdo de sinais clinicos compativeis com a
doenga clinica, onde se aferiu a frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),

movimentos ruminais (MR), temperatura retal e coloragdo das mucosas.

9.2.3 Avaliacdo hematologica

Para as contagens de eritrocitos e leucdcitos totais, bem como para a determinagdo do
volume globular (VG), da concentracdo de hemoglobina, além dos indices hematimétricos
absolutos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) utilizou-se contador automético de
células (SDH3 Labstest). A contagem diferencial de leuccitos foi realizada por meio da anélise
microscopica de esfregacos sanguineos corados com corantes do tipo Romanowsky (Panético
Réapido) (JAIN, 1993). A concentracdo da proteina total plasmatica (PTP) foi determinada por
refratometria (ATAGO) e a concentragdo do fibrinogénio plasmatico pelo método de

precipitagdo pelo calor seguida por leitura em refratdmetro (JAIN, 1993).

9.2.4 Extragdo de DNA e andlise molecular

As amostras de sangue, foram submetidas aextracdo de DNA por meio de kit comercial
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (PROMEGA®), de acordo com as instrugdes do
fabricante. ApOs a extracdo, a concentracdo de cada amostra de DNA foi mensurada por meio
de espectrofotdmetro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific®) e diluido para manter-se a
concentragdo minima de 20ng/uL.

As técnicas de PCR e nested-PCR (n-PCR) foram usadas para a amplificacdo do DNA
de B. bovis e B. bigemina. Os conjuntos de primers usados nas rea¢fes sdo 0s descritos por
Figueroa etal. (1993). Todas as amostras de DNA foram submetidas as duas reacdes.

A reacéo de PCR para cada agente deu-se em microtubos de 0,2mL, onde se adicionou
um volume final de 25 uL de solugdo, contendo 1U de enzima Taq Polimerase GoTag® Hot
Start Polymerase, (Promega); 8,5 pmoles de cada primer primer (BoF: 5°-CAC GAG GAA
GGA ACT ACC GAT GTT GA-3’ e BoR: 5°- CCA AGG AGC TTC AAC GTA CGA GGT
CA-3°), 0,2mM de nucleotideos (dNTPs); 3,5mM de cloreto de magnésio; SulL de tampdo 5X
Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3uL de DNA (concentragdo entre 20 e 100ng/uL) e
agua ultra pura para completar o volume final e ajustar a concentragdo dos reagentes. Foram

utilizados controles positivos e negativos a cada reagdo, sendo que este Ultimo foi utilizado para
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garantir a qualidade e especificidade da técnica, abordando os mesmos pardmetros citados
anteriormente, substituindo apenas o uso de DNA genémico por agua ultra pura, livre de
DNAse. O mesmo mix de reacdo foi usado para a n-PCR, substituindo-se apenas o DNA dos
animais por 2 pl do produto da primeira PCR, e os primers utilizados pelos especificos para a
n- PCR de acordo com Figueroa etal. (1993).

As condigBes de temperatura aplicadas no termociclador (Biocycler®) para as duas
reagcOes envolveram a desnaturagdo inicial a 95°C por dois minutos, seguida de 30 ciclos de
94°C por 1 minuto, 54,2°C por 1 minuto e 73°C por 1 minuto, e ainda uma extensdo final a 73°C
por 7 minutos.

A eletroforese dos produtos de amplificagdo foi realizada em cuba horizontal, em gel de
agarose a 2% acrescido do corante Unisafe Dye (Uniscience). Na primeira lacuna do gel
utilizou-se marcador de peso molecular de 100pb como padrdo para determinar o tamanho das
bandas das amostras. As condicbes da fonte elétrica foram de 140 Volts e 400mA por
01h00min, e visualizagdo mediante exposicdo a luz ultravioleta. Bandas com tamanho préximo
a 350pb e 278pb foram consideradas positivas para B. bovis e B. bigemina respectivamente na
primeira reacdo e bandas com tamanho aproximado de 290pb e 170pb foram consideradas

positivas na segunda reacéo.

9.2.5 Andlise Estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da
normalidade. Para a comparacéo das médias das variaveis, tanto clinicas quanto hematologicas,
entre animais positivos e negativos utilizou-se o teste t para dados considerados parametricos e
0 teste de Mann-Whitney para 0s ndo-paramétricos. Para todos os testes admitiu-se

probabilidade de erro de 5%.

9.2.6 Comité de Etica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CETEA)
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) sob nimero de protocolo 2461171115.

9.3 RESULTADOS
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9.3.1 Exame clinico

Dos 311 animais daraga Crioula Lageana avaliados, 224 apresentaram-se positivos para
a infeccdo por B. bovis e 186 para a infeccdo por B. bigemina pela técnica de PCR. Nenhuma
das variaveis avaliadas no exame clinico apresentou diferencas significativas entre animais
positivos e negativos. Apenas o ndmero de movimentos ruminais diferiu entre animais positivos

e negativos para B. bigemina. (dados ndo apresentados).

9.3.2 Avaliacdo hematologica

De todas as variaveis hematologicas avaliadas, a concentracdo de hemoglobina e o
nimero de leucdcitos totais e linfocitos apresentaram diferenca significativa na comparacdo
entre animais positivos e negativos para a infeccdo por B. bovis (Tabela 8).

O VGM e o CHGM apresentaram diferengas significativas entre animais positivos e
negativos para a infeccdo por B. bigemina (Tabela 9). No leucograma, leucocitos totais,
linfécitos e eosindfilos apresentaram diferencas significativas na comparacdo entre positivos e
negativos para B. bigemina (Tabela 9).

Tabela 8 - Médias e desvios-padrdo dos valores do hemograma, concentragdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de 311 animais da raca Crioula Lageana,
negativos e positivos para a infeccdo natural por Babesia bovis.

Variéveis Negativos Positivos p
Eritrécitos (x10%/uL) 7,79+1,46 8,07+1,48 0,265
Hb (g/dL) 12,45+1,94 12,91+1,71 0,041**
VG (%) 36,46+5,34 37,3845,14 0,056
VGM (fL) 47,59+6,76 47,79%7,42 0,568
CHGM (%) 34,11+£1,15 34,33+3,68 0,729
Plaguetas (x10%/uL) 363,55+162,53 381,65+193,98 0,792
Leucécitos totais (/uL) 11339,14+4890,38  13292,77+5095,44 <0,001*
Bastonetes (/ul) 32,41+102,09 26,27+74,34 0,871
Segmentados (/pL) 2979,83+2038 3617,24+2819,35 0,059
Linfécitos (/uL) 7145,69+3229,07 8512+3609,49 <0,001*
Eosindéfilos (/nL) 735,53+689,19 702,70+£706,72 0,489
Baséfilos (/nL) 15,68+55,28 7,77+£32,75 0,126
Monécitos (/uL) 430,30+419,17 426,78+404,94 0,872
PTP 7,37+0,76 7,44+0,71 0,470
Fibrinogénio 389,87+202,29 397,32+217,59 0,768

**Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste t. * Indica diferenca significativa entre os grupos pelo
teste de Mann-Whitney Fonte: elaborado pela autora, 2017.
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Tabela 9 - Médias e desvios-padrdo dos valoresdo hemograma, concentracdo de proteina total
plasmatica e fibrinogénio plasmatico de 311 animais da raca Crioula Lageana,

negativos e positivos para a infeccdo natural por Babesia bigemina.

Variaveis Negativos Positivos p
Eritrécitos (x106/uL) 7,81+1,48 8,11+1,47 0,126
Hb (g/dL) 12,82+1,79 12,75+1,78 0,734
VG (%) 37,32+4,98 37,47+5,39 0,645
VGM (fL) 48,85+7,41 46,98+7,03 0,042*
CHGM (%) 34,35+1,20 34,21+4,00 0,004*
Plaguetas (x10%/uL) 356,68+161,15 389,97+199,74 0,303
Leucécitos totais (/uL) 11737,60+4737,22  13424,11+5245,56 0,003*
Bastonetes (/ul) 28,54+75,12 27,61+87,96 0,397
Segmentados (/nl) 3406,28+2471,33 3460,87+£2748,64 0,834
Linfécitos (/uL) 7095,56+3234,86 8824,83+3600,22 <0,001*
Eosinofilos (/uL) 787,02+680,70 661,40+711,53 0,020*
Basofilos (/uL) 9,80+40,14 10,11+40,68 0,913
M onécitos (/uL) 410,61+398,08 439,29+415,69 0,491
PTP 7,50£0,70 7,37£0,74 0,120
Fibrinogénio 385,32+220,61 413,98+204,32 0,144

* Indica diferenca significativa entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney. Fonte: elaborado pela autora, 2017.

9.4 DISCUSSAO

Os animais da raca Crioula Lageana encontram-se em situacdo de instabilidade
enzotGtica (MAHONEY, 1975) para a babesiose. Ainda assim, dos 311 animais avaliados, todos
se encontravam clinicamente sadios, sem sinais clinicos compativeis com a babesiose ou outras
enfermidades.

Animais clinicamente positivos para a babesiose apresentam sinais como febre,
ictericia, hemoglobindria, fraqueza, taquicardia e perda de peso (SHARMA et al., 2016). A
auséncia de animais apresentando a doenga clinica nos rebanhos da raca Crioula Lageana ndo
permitiu a comparacdo das varidveis clinicas entre animais positivos para B. bovis e B.
bigemina, doentes ou ndo. Todos os animais infectados pelos hemoparasitos eram subclinicos,
e todos os parametros aferidos confirmaram esta condicao.

A ocorréncia de surtos da doenca permitiria a comparacdo mais apurada das variaveis

clinicas e hematolégicas entre animais saudaveis e doentes, sendo possivel observar diferencas
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significativas entre os animais que desenvolvem a forma aguda da doenga com aqueles que se
tornaram subclinicos. A reducdo do VG e do nimero de eritrocitos sdo achados comuns nos
animais afetados pela babesiose. Na infeccdo natural por B. bigemina no Egito, Saleh (2009),
observou redugdo destas varidveis nos animais positivos com a doenca clinica em comparagdo
com os negativos. Nos animais naturalmente infectados por B. bovis e B. bigemina da raca
Crioula Lageana, no entanto, nenhuma alteracéo foi verificada nos grupos de animais positivos
e negativos que possam ser relacionadas a infeccdo. Abdela et al. (2017) também encontraram
diferencas significativas para o VG de animais positivos com a doenga clinica e negativos para
0s agentes da babesiose, 0 que ndo foi confirmado neste trabalho em funcdo dos animais serem
subclinicos.

Para os bovinos deste estudo, foi possivel verificar que o maior aumento na contagem
de leucdcitos e linfocitos se deu entre bezerros, sendo que os valores destas variaveis obtidos
nesta categoria elevaram amédia total. Esta observagéo corrobora com Mendonga et al. (2003),
no qual observou-se reducdo na contagem total de leucdcitos e linfocitos no quarto dia pos-
inoculacdo, com posterior elevacdo da contagem destas células, em bezerros infectados
experimentalmente. Mas também pode estar relacionada a premuni¢do natural que ocorre nesta
faixa etaria.

Dentro das variaveis hematoldgicas analisadas, ndo foram encontradas evidéncias de
alteracBes relativas a infeccdo por B. bovis e B. bigemina, contrariamente ao resultado da
infeccdo natural pelos agentes em bovinos no Egito, que evidenciou redugdo na contagem de
eritrocitos, diminuicdo do VG e também da concentracdo de hemoglobina (MAHMOUD et al.,
2015).

Racas zebuinas e mesticas sdo reportadas como menos suscetiveis & infeccdo por B.
bovis e B. bigemina (BOCK et al, 1997; BOCK et al, 1999), mantendo-se subclinicas,
enquanto a linhagem de animais taurinos é colocada como mais suscetivel a enfermidade,
apresentando sinais mais aparentes. A raga Crioula Lageana € oriunda de animais ibéricos que
foram trazidos ao Brasil e aqui sofreu sele¢do natural, o que tornou esta raga muito adaptada
(MARIANTE; CAVALCANTE, 2000). Os resultados obtidos na avaliagdo clinica e
hematologica dos animais infectados por B. bovis e B. bigemina podem sugerir que a infec¢éo
ndo desencadeia adoenca clinica, levantando-se assim a hipotese de que aresisténcia observada
nos animais zebuinos e suas cruzas também pode se aplicar a raca Crioula Lageana, apesar de
oriunda de animais Bos taurus.

Novos estudos poderiam ainda determinar que a resisténcia a B. bovis e B. bigemina

pode estar mais associada araca do que somente as linhagens bovinas. A presenca de genes que
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possam conferir tolerdncia as hemoparasitoses (DUANGJINDA et al., 2013), também é uma
ferramenta que pode auxiliar na determinacdo de ragas resistentes. As variagdes genéticas do
hemoparasito s&o um fator capaz de influenciar a resposta dos bovinos & infeccdo, de forma que
a deteccdo destas variagbes poderia auxiliar na avaliagdo da resisténcia dos animais a

enfermidade.

9.5 CONCLUSAO

Conclui-se que os bovinos da raga Crioula Lageana infectados por B. bovis e B.
bigemina ndo apresentam alteracfes nas varidveis clinicas e hematologicas que possam ser

justificadas pela presenca do hemoparasito nos animais.
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10 CONCLUSAO

A prevakéncia de Anaplasma marginale em bovinos da raga Crioula Lageana, obtida
pela técnica de PCR é alta, de modo acolocar os animais em situacdo de estabilidade enzodtica
para a anaplasmose. O sexo, a categoria e a infestacdo por carrapatos ndo influenciam as taxas
de infeccdo. Os principais fatores associados a presenca ou auséncia de infeccdo por A.
marginale s&o a finalidade produtiva da criagdo, a regularidade no controle de carrapatos, 0s
acaricidas usados e a categoria mais infestada por carrapatos.

A prevaléncia de Babesia bovis em bovinos daraga Crioula Lageana, obtida pela técnica

de PCR é alta, no entanto encontra-se abaixo do limite de estabilidade. N&o h4 influéncia do
sexo nas taxas de infeccdo, no entanto, com relacdo a categoria dos animais, as novilhas
apresentam a menor propensdo & infecgdo quando comparadas as demais categorias. Os
principais fatores de risco associados & presenca ou auséncia de infeccdo sdo a finalidade
produtiva da criacdo, 0 contato com outras espécies animais, a regularidade do controle de
carrapatos e a época de emprego dos tratamentos para os carrapatos e para a babesiose.
A prevaléncia de Babesia bigemina em bovinos da raca Crioula Lageana, obtida pela técnica
de PCR € alta, no entanto esta abaixo do limite de estabilidade enzodtica para a enfermidade.
Ha influéncia do sexo nas taxas de infeccdo. Com relacdo a categoria dos animais, touros e
bezerros apresentam a maior propenséo ainfeccdo quando comparados as vacas e novilhas. Os
principais fatores de risco associados a presenca ou auséncia de infecgdo sdo o contato com
outras especies animais e a regularidade da assisténcia veterinaria.

Os bovinos da raca Crioula Lageana infectados por A. marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina ndo apresentam alteracbes nas variaveis clinicas e hematolégicas que possam

ser justificadas pela presenca dos hemoparasitos nos animais sendo considerados subclinico.
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ANEXOS

ANEXO A - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO APLICADO AOS PROPRIETARIOS
DOS REBANHOS DA RACA CRIOULA LAGEANA.

QUESTIONARIO FATORES ASSOCIADOS A INFECCAO POR ANAPLASMA

MARGINALE, BABESIA BOVIS E BABESIA BIGEMINA EM BOVINOS DA RACA
CRIOULA LAGEANA

N° FICHA: N°

PROPRIEDADE:

NOME:

ENDERECO:
TELEFONE:

1. Numero de animais na propriedade
() De51a100
( ) Mais de 100

2. Finalidade produtiva da criagédo
) Carne, reproducéo e venda

) Carne

) Reproducéo e venda

) Carne e venda

) Venda

NSNS AN

3. Tamanho da propriedade
() De 50 a 100 ha
() Maior que 100 h4

4. Contato dos bovinos com outras espécies animais
( ) Equino, cdo e ovino

() Suino

( ) Equino e cdo

( ) Equino, suino, cdo e gato

( ) Equino, cdo, gato, ave e ovino

( ) Equino, cdo, gato e silvestres

5. Contato com bovinos de outras propriedades
) Sim
) Néo

—~

6. Reposicéo de animais
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) Proprio rebanho
) Proprio rebanho e outras propriedades

—~

7. Assisténcia veterinaria

8. Casos anteriores de anaplasmose
() Sim
() Néo

9. Casos anteriores de babesiose
) Sim
) Néo

—~

10. Periodo de maior infestacdo por carrapatos
) Outono
) Verdo
) Outono e primavera
) Verdo e outono

11. Presenca de insetos hematdfagos
) Sim
) Néo

—~

12. Controle de carrapatos
() Sim
( ) Naéo

13. Acaricidas usados

) Piretrdides

) Organofosforados e avermectinas
) Avermectinas

—~ A~~~

14. Epoca de tratamentos para carrapatos e anaplasmose
( ) Outono

( ) Primavera e outono

() Primavera, verdo e outono

() Verdo

() Veréo e outono

15. Categorias mais parasitadas por carrapatos
) Vaca prenhe, em lactagédo e bezerro
) Vaca em lactagéo
) Bezerro

—~ A~~~
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ANEXO B - PARECECER DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
DA UDESC
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ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
COM SERES HUMANOS (CEPSH) DA UDESC

e
“‘UDESC UNIVERSIDADE DO ESTADO gap'lc;‘bdqﬂo:np
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fatores de risco e Prevaléncia de Tristeza Parasitaria em Bovinos da Racga Crioula
Lageana.

Pesquisador: Joandes Henrique Fonteque

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 61975316.3.0000.0118

Instituigdo Proponente: FUNDACAQ UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SC UDESC
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.068.771

Apresentacao do Projeto:

Segunda verséo de projeto para resposta as pendéncias do parecer 1.839.906 de 28/11/2016. Trata-se de
projeto vinculado ao Programa de Mestrado em Ciéncia Animal do CAV/UDESC. Tem por objetivo
determinar a prevaléncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina por meio da Reacéo
em Cadeia da Polimerase-Mutiplex (Multiplex-PCR) em bovinos da raca Crioula Lageana; realizar o exame
fisico, o hemograma, a determinacé&o da concentracio de proteina total plasmatica e do fibrinogénio em
bovinos da raca Crioula Lageana; determinar por meio da aplicacéo de questionario epidemiologico os
fatores de risco para o desenvolvimento da Tristeza Parasitaria em bovinos da raca Crioula Lageana;
correlacionar os dados da prevaléncia e do hemograma com as varaveis analisadas. Ser&o entrevistados

seis proprietarios.

Equipe de Pesquisa: Joandes Henrique Fonteque (pesquisador responsavel), Mariana da Silva Casa

(mestranda).
Contextualizac&o do problema/objeto de pesquisa: “Levantamentos epidemioldgicos sobre a ocorréncia de

enfermidades no rebanho de bovinos da raca Crioula Lageana também estdo sendo realizados e

determinam importantes informac¢fes sobre a sanidade animal e auxiliam a tracar
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15:22:48 |Fonteque
Qutros Declaracao_ABCCL.PDF 01/11/2016 |Joandes Henrique Aceito
14:56:59 |Fonteque
Folha de Rosto FolhaDeRostoTPB.PDF 01/11/2016 |Joandes Henrique Aceito
14:55:06 _ |Fonteque
TCLE/ Termos de |TCLE_Projeto_TPB_Crioula_Lageana.d| 21/07/2016 |Joandes Henrique Aceito
Assentimento / oc 11:00:21 Fonteque
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado_TPB_Mariana_da_Sil| 21/07/2016 |Joandes Henrique Aceito
Brochura va_Casa_CEPSH.doc 10:52:13 |Fonteque
Investigador

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néao
FLORIANOPOLIS, 18 de Maio de 2017
Assinado por:
Carla Ivane Ganz Vogel
(Coordenador)
Enderego: Av.Madre Benvenutta, 2007
Bairro: Itacorubi CEP: 88.035-001
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3664-8084 Fax: (48)3664-8084 E-mail: cepsh.udesc@gmail.com
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