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RESUMO

VIEIRA, Luisa Lemos. Prevaléncia e dindmica de infeccBes por
Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina em bovinos
na regido serrana de Santa Catarina. 2014, 87p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa
Catarina. Programa de P6s Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2014.

Anaplasma marginale (THEILER, 1910), Babesia bovis (BABES,
1888) e B. bigemina (SMITH & KILBORN, 1893) sdo microorganismos
intra-eritrocitarios obrigatdrios responsaveis por causar prejuizos
ligados a alta morbidade e mortalidade em varias regifes do Brasil. Com
intuito de avaliar a dindmica de infeccdo e prevaléncia desses parasitas
em bovinos da regido serrana de Santa Catarina, 257 amostras de sangue
de animais com idade entre trés meses e onze anos, foram coletadas
entre marco de 2012 e julho de 2013, em dezesseis municipios da
regido. As amostras foram divididas em cinco classes de acordo com a
idade, onde o grupo (A) foi composto de animais de 4 a 6 meses, 0
grupo (B) animais entre 7 e 12 meses, o grupo (C) de 13 a 24 meses, 0
grupo (D) de 25 e 36 meses e no grupo (E) com mais de 36 meses. As
amostras foram utilizadas para analises hematologicas, processadas no
Laboratério Clinico Veterinario do Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV) e para pesquisa dos agentes parasitarios pela Multiplex-PCR, no
Laboratério de Bioguimica de Hemoparasitas e Vetores - LABHEV.
Eritrograma e leucograma foram realizados em contador eletrbnico
(CELM CC-530) e contagem diferencial de leucocitos por analise
citolégica em microscopia optica. A extracdo de DNA foi realizada pelo
método de fenol e cloroférmio. Com o uso da técnica Multiplex-PCR,
foram detectadas prevaléncia de A. marginale em 27,24% dos bovinos,
B. bovis em 29,57% e B. bigemina em 16,73% dos animais. Através da
andlise estatistica verificou-se associacdo entre presenca dos
microorganismos e as classes etarias. A alteracdo hematol6gica mais
relevante encontrada foi na porcdo leucocitaria, onde a leucocitose foi
observada na média geral dos animais amostrados. Contudo, as
infeccOes foram apresentadas em animais saudaveis, o que demonstra
infeccdes sub-clinicas nos bovinos estudados. A regido estudada foi
caracterizada em estado de instabilidade enzodtica, ja que a prevaléncia



dos microrganismos se deu em menos de 75% da populacdo estudada,
situacdo que requer cuidados no controle de vetor e parasitos por ser
propicia a ocorréncia de surtos da doenca.

Palavras-chaves: Tristeza parasitaria bovina; Babesia; Anaplasma;
multiplex-PCR; prevaléncia.



ABSTRACT

VIEIRA, Luisa Lemos. Prevalence and dynamic of infections by
Anaplasma marginale, Babesia bovis and Babesia bigemina in
bovines on the highlands region of Santa Catarina. 2014, 87f.
Dissertation (MSc in Animal Science - Area: Animal Production) -
Santa Catarina State University. Postgraduate Program in Animal
Science, Lages, 2014.

Anaplasma marginale (THEILER, 1910), Babesia bovis
(BABES, 1888) and B. bigemina (SMITH & KILBORN, 1893) are
obligatory intraerythrocytic microorganisms that are responsible for
high mortality and morbidity rates in several regions of Brazil. The goal
of this project was to investigate the infections dynamics and the
pathogens prevalence in cattle located in the mountain region of Santa
Catarina, Brazil. For this purpose, 257 blood samples from animals with
age between four months and eleven years were collected from March
2012 to July 2013, in sixteen cities of the region. The samples were
grouped in five classes according to age, Group A were compounds of
the animals with six months or less; Group B animals from 7 to 12
months, Group C animals from 13 to 24 months, Group D animals from
25 to 36 months and Group E animals with more than 36 months. Blood
samples were submitted to hematological analysis, conducted at
Laboratério Clinico Veterinario — Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV), and pathogen investigation was examined by Multiplex-PCR, in
Laboratério de Bioquimica de Hemoparasitas e Vetores — LABHEV
(CAV). Erythrogram and WBC were performed on electronic counter
(CELM CC-530), and differential leukocyte counts by cytological
analysis in optical microscope. The DNA extraction was performed by
the phenol-chloroform method. Using the Multiplex-PCR technique, we
were able to detect Anaplasma marginale prevalence in about 27.24%,
B. bovis in 29.57% and B. bigemina in 16.73% of the animals. Statistical
analysis showed correlation between the presence of the microorganisms
and the animals groups age. The hematological modifications most
significant were found on WBC, where leukocytosis was founded in the
overall average of animals. However, infections were delivered in
healthy animals, which shows sub-clinical infections in animals studies.



The study area was characterized in enzootic instability, since the
prevalence of microorganisms occurred in less than 75% of the
population, situation that requires care in vector control and parasites to
be conducive to outbreaks of disease.

Key-words: Tick born disease; Babesia; Anaplasma;
Multiplex-PCR; prevalence.
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1 INTRODUCAO

A pecuaria no Brasil vem apresentando crescimento na
representatividade econdémica do Pais, sendo em 2011 o setor que mais
cresceu, com 3,9% de aumento (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica; 2011; 2012). A cada ano, a participacdo brasileira no
comeércio internacional vem sendo incrementada, com destaque para a
producédo de carne bovina. Segundo o Ministério da Agricultura (2013),
até 2020, a expectativa é que a producdo nacional de carnes suprira
445% do mercado mundial. Essas estimativas indicam que o
Brasil pode manter posi¢do de primeiro exportador mundial de carnes
bovina.

Além da exploracdo da pecuaria de corte, o Brasil demonstra
crescimento na cadeia produtiva do leite. Sequndo dados da Pesquisa
Pecuaria Municipal, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2012, na regido Sul do Brasil, foram produzidos 10,73
bilhdes de litros de leite, 0 que representa 33,2% da producdo nacional.
Santa Catarina contribuiu com 8,4% da producéo (LIMA FILHO, 2013),
ocupando a quinta posic¢do no ranking nacional (ZOCCAL, 2001).

Apesar de os indicadores econdmicos serem favoraveis a
producdo pecuaria no Brasil e em Santa Catarina, muitos desafios
devem ser vencidos para que ocorra a maximizacdo neste setor. Dentre
estes, destaca-se a dificuldade no controle de algumas enfermidades,
como as doencas parasitarias e infecciosas, sendo uma delas a
popularmente conhecida Tristeza Parasitaria Bovina (TPB).

A TPB é uma doenca amplamente distribuida pelo Pais
ocorrendo em bovinos de diversas ragas e 0s agentes parasitarios podem
estar presentes em todas as idades, em forma de doenca clinica ou sub
clinica. E causado pela infeccdo isolada ou concomitante dos
protozoarios Babesia bovis (Apicomplexa: Piroplasmorida) e Babesia
bigemina (Apicomplexa: Piroplasmorida) e a rickettsia Anaplasma
marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae).

Pesquisas demonstram que 0s gastos com a TPB no Brasil,
podem chegar a US$ 500 milhGes anualmente, estimados em US$ 2
bilhdes por ano quando se trata do complexo carrapato/TPB (GRISI et
al.,, 2002). Os prejuizos econdmicos a exploracdo leiteira estdo
relacionados a alta mortalidade, reducdo da producdo de leite, e
conversdo alimentar ruim (CAVALCANTE, 2007), além disso, reducéo
no ganho de peso, infertilidade tempordria, gastos com controle e
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profilaxia e principalmente por mortes, afetam o gado de modo geral
(GONGALVES, 2000; BARROS et al., 2005).

A manifestagdo clinica da TPB é semelhante em infecgdo por
algum dos trés agentes. O primeiro sinal de doenca é demonstrado
guando o animal mantém-se afastado do restante do rebanho,
apresentam sinais de apatia, hiporexia, que podem evoluir para febre,
anemia, emagrecimento, queda na producdo e morte. Fatores como,
presenca do vetor, o clima, manejo dos animais, condi¢Ges fisioldgicas
do hospedeiro e também a raga estdo relacionados & manifestacdo e
evolucdo da doenga (SOUZA et al., 2000b).

A babesiose é uma doenca secular, descoberta em 1888, por
Victor Babes, quando ainda era relacionada & hemoglobinuria enzodtica.
Na América Latina, é causada pelos protozodrios B. bovis e B. bigemina,
onde o Unico vetor conhecido até hoje é o carrapato Rhipicephalus
microplus (GUGLIELMONE et al., 1995). A doenca clinica é
relacionada a ciclos de invasdo e multiplicagdo dos protozodrios em
eritrocitos do hospedeiro (RODRIGUES et al, 2005). Bracarense et al.
(2001), relataram também a ocorréncia de transmissdo congénita de B.
bovis em um bovino, no estado do Parand. Ja a anaplasmose é causada
pela rickettsia A. marginale (HORNOK et al., 2008), e pode ser
transmitida mecanicamente por dipteros hemat6fagos e fomites
contaminados ou, biologicamente, através do carrapato R. microplus
(ARAUJO et al., 1998), Em mamiferos, pode acontecer também a
transmissdo congénita ou transplacentdria (RIBEIRO; LIMA &
GUIMARAES, 1995; KESSLER, 2001).

O diagnostico baseado apenas nos sinais clinico pode ser
impreciso devido a semelhanca encontrada na manifestacdo da doenca
por algum um dos trés agentes. O exame parasitologico direto, realizado
em esfregacos sanguineos de vasos periféricos, auxilia no diagnéstico
clinico de rotina. Contudo apresenta a desvantagem de baixa
sensibilidade em animais portadores, cuja doenca cronica caracteriza-se
por baixa parasittmia em vasos periféricos, permanecendo
preferencialmente em vasos que irrigam o6rgdos centrais (de Vos;
MOLLOY; JORJENSEN, 2000).

Em inquéritos epidemioldgicos, as técnicas sorolégicas sdo
muito  utilizadas, dentre elas destacam-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIF-1), fixacdo de complemento (FC) e
imunoadsorcdo enzimatica indireta (ELISA-I). O teste de ELISA-I foi
um dos testes mais utilizados, e permite avaliar diversas amostras em
curto espaco de tempo, utilizando leitura mecanizada e rapida
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(TIZARD, 2002), porém ndo determina a presenca do microrganismo no
momento do exame. J& as metodologias baseadas na biologia molecular
permitem a deteccdo de agentes parasitarios em diversos estigios de
infeccdo.

A aplicacdo das técnicas baseadas na PCR, em inquéritos
epidemiolégicos da TPB, vem crescendo no &mbito da pesquisa, e tem
como principal vantagem a possibilidade de confirmar a presenga e a
discriminacdo dos parasitos quando em niveis muito baixos no sangue
de animais portadores (ALMERIA et al., 2001), apesar de ndo ser
quantitativa e ser propensa a contaminag¢do do amplicon.. Esta vantagem
é de fundamental importancia para a elaboracdo de programas de
controle da doenga. A alta especificidade e sensibilidade da PCR
convencional, ja foram verificadas por varios autores. Figueroa et al.
(1992), constataram um limite de deteccdo por Multiplex-PCR, em
amostras com infecgdes mistas, de 0,0001%, 0,00001% e 0,00001%
para A. marginale, B. bovis e B. bigemina, respectivamente. Smeenk et
al. (2000), detectaram 0 DNA de B. bovis e B. bigemina em bovinos e
carrapatos, encontrando prevaléncia de 35% para B. bigemina e 47%
para B. bovis nos animais estudados. Almeria et al. (2001), adotaram a
PCR como ferramenta para investigagédo de prevaléncia de Babesia spp.
em bovinos de Minorca, além disso, compararam a eficiéncia da técnica
de PCR com a técnica de esfregaco sanguineo, obtendo um valor
significativamente maior na eficacia de deteccdo pela PCR.

A técnica modificada da PCR, conhecida como Multiplex-PCR,
apresenta a vantagem de detectar diversos parasitos ao mesmo tempo em
uma mesma amostra, diferente da PCR convencional, que detecta um
Unico microrganismo por vez. Desta forma, para a investigacdo de A.
marginale, B. bovis e B. bigemina e uma amostra, bastaria uma reacéo
para confirmar a presenca ou auséncia destes.

Souza et al (2002), utilizando a técnica de imuno-fluorescéncia
indireta, verificaram prevaléncia de 76,8% de B. bovis, e 84,5% de B.
bigemina em bovinos leiteiros de cinco municipios do Planalto Norte
Catarinense. Canever et al (2013), utilizaram a técnica da Multiplex-
PCR para diagnostico da TPB pela primeira vez no estado de Santa
Catarina, em um surto ocorrido no municipio de Ponte Alta, verificando
0 DNA de B. bovis, B. bigemina e A. marginale nas amostras de sangue
dos bovinos na proporg¢éo de 18,2%, 63,3% e 60,6%, respectivamente.

Com relacdo a classificacdo epidemioldgica para a babesiose
bovina, descrita por Smith et al (2000), areas de estabilidade enzottica
ocorrem quando a taxa de infeccdo (taxa de inoculagdo) de Babesia spp.
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por carrapatos € suficiente para imunizar a maioria dos  bovinos
susceptiveis, antes que estes percam a resisténcia por conta da
imunidade adquirida. Devido ao fato de A. marginale poder ser
transmitida pelo mesmo vetor que a Babesia spp., a mesma classificacdo
epidemioldgica vem sendo atribuida a este parasito. Segundo Mahoney
& Ross (1972), uma taxa de infeccéo a cima de 75% é preconizada para
manter-se um situacdo de estabilidade enzodtica, e de 12 a 75% para
areas em instabilidade enzoGtica. Porém outros fatores sdo levados em
consideragdo, como a situagao imunoldgica do hospedeiro, as condi¢des
de desenvolvimento do vetor no ambiente e raca dos bovinos.

O Brasil é considerado um pais de caracteristica enzootica
devido a constante transmissdo dos agentes, porém existem algumas
regides como sertdo e sul brasileiro, em que as condigdes climaticas ndo
favorecem o desenvolvimento do vetor (GONZALES, 1995; LIMA et
al., 1999). No sul do Pais, principalmente algumas regiGes do Rio
Grande do Sul, a doenga causa prejuizos econémicos consideraveis em
decorréncia da alta mortalidade e morbidade, justamente por ser area de
instabilidade enzodtica, devido a transmissdo esporadica ou irregular
dos agentes parasitarios da TPB (BRASIL et al., 1982).

Diversas pesquisas demonstrando a prevaléncia de A.
marginale, B. bovis e B. bigemina no Pais tem sido realizadas,
objetivando classificar regides de estabilidade ou instabilidade
enzo6tica. Entretanto, no estado de Santa Catarina, poucos municipios
foram estudados até hoje, destacando os trabalhos de Dalagnol et al.
(1999) e Souza et al. (2002) onde detectaram alta prevaléncia para as
babesias, através de exames soroldgicos.

Conhecer a dindmica de infeccdo causada por esses agentes é
necessario para adocdo de medidas preventivas, pois visa reduzir gastos
e perdas, e em consequéncia manter a produtividade dos rebanhos em
niveis excelentes, em se tratando desta enfermidade. Para conhecer a
prevaléncia e dindmica de infecgbes por A. marginale, B. bovis e B.
bigemina na regido Serrana de Santa Catarina, procedeu-se este
trabalho, utilizando técnica de Multiplex-PCR, exames hematol4gicos e
dados obtidos por meio de entrevista com os produtores rurais da regiéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPLEXO CARRAPATO / TRISTEZA PARASITARIA
BOVINA

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é um complexo de doencas
causado por infeccdes com A. marginale, B. bovis e B. bigemina, que
apresentam como mais importante vetor o carrapato R. microplus. A
relacdo entre presenca da doenca e do carrapato demonstra a
importancia do entendimento do ciclo de vida do vetor, que ¢
principalmente afetado pelas variagdes climaticas.

O carrapato R. microplus tem maior importancia em regides
tropicais e subtropicais (CANTU-MARTINEZ et al., 2008),
apresentando condicGes apropriadas para sobrevivéncia, multiplicacéo e
disseminagdo em algumas regibes entre os paralelos 32° norte e 32° sul
(NUNES, 1982). Contudo, variagBes climaticas sazonais afetam a
situacdo epidemiolégica para o carrapato (SANTOS JUNIOR,;
FURLONG; DAEMON, 2000) e, consequentemente para a TPB. Podem
ocorrer ainda &reas livres para a doenca, onde as condigdes sdo
desfavoraveis ao aparecimento e desenvolvimento do carrapato. Em
areas de instabilidade enzodtica o desenvolvimento do carrapato ocorre,
mas ndo é constante durante o ano. Quando as condi¢des climaticas sdo
favoraveis a presenga e desenvolvimento do ciclo completo do carrapato
durante o ano todo, gera-se uma situacdo de estabilidade enzoodtica
(MAHONEY & ROSS, 1972).

Com a localizagéo tropical que encontramos em maior parte do
territério  brasileiro e fatores climaticos que favorecem o
desenvolvimento e a sobrevivéncia do R. microplus na maioria dos
meses do ano (EVANS, 1992), a presenca deste carrapato €
praticamente constante no pais. Hitchcock, 1955, verificou a
temperatura do ar como principal fator climatico influenciando na taxa e
duracdo de oviposicao sendo a temperatura ideal entre 26,7°C a 29,4°C e
o0 limite minimo de 15°C e o maximo de 40,6°C. A umidade do ar
também é outro fator limitante para eclosdo dos ovos, sendo que valores
a baixo de 70%, com reduzido indices pluviométricos, tornam-se
criticos para esta fase.

Em um levantamento realizado por Horn & Arteche (1985),
englobando 75% do territorio brasileiro foi constatada a presenca do R.
microplus em 98% dos municipios, estando 66% presente durante os 12
meses do ano. Contudo, regides como extremo Sul do Brasil, com
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baixas temperaturas, regido Norte, com excesso de chuva e umidade do
solo, e regides com baixa precipitacdo de chuvas, como no sertdo
Nordestino, as condi¢des para sobrevivéncia do carrapato sdo
desfavoraveis (HORN & ARTECHE, 1985).

O R. microplus é um parasito monoxeno, ou seja, depende
apenas de um hospedeiro para completar seu ciclo de vida, apresentando
uma fase de vida livre e outra de vida parasitaria. Na fase de vida livre,
as teledginas desprendem-se do hospedeiro e vao para o solo, onde fardo
oviposicdo precedida de um periodo de dois a trés dias de pré-postura
(GONZALES, 1974). Cada fémea pde de 200 a 3000 ovos. O periodo
entre a queda da fémea ingurgitada até maturagdo das larvas infectantes
pode durar em média 28 a 51 dias, se estendendo até 300 dias em
condi¢des ambientais desfavoraveis (GONZALES, 1974). J& a fase de
vida parasitaria dura cerca de 20 dias, iniciando com a fixac&o da larva
no hospedeiro, onde ocorrem duas mudas, uma de larva para ninfa e
outra de ninfa em adulto, macho ou fémea. A fémea adulta permanece
fixada ao hospedeiro para cOpula que ocorre a partir do 17° dia de
fixagdo (LONDT, ARTHUR, 1975), e para alimentacdo, podendo
aumentar em até 200 vezes seu peso, enquanto o0 macho pode realizar a
copula em mais de uma fémea.

A transmisséo de B. bovis ocorre no estagio larval do carrapato
(FARIAS, 2007) e B. bigemina ocorre por ninfas e adultos (SOUZA et
al., 2000a), ocorrendo a liberacdo destes através das glandulas salivares
do carrapato (RIEK, 1964, 1966), assim como a infec¢do dos carrapatos
ocorre no momento da alimentacdo em bovinos infectados com
Anaplasma spp. ou Babesia spp. Admite-se a ocorréncia de transmisséo
transestadial para A. marginale, que serd abordada a diante.

Apesar de a TPB ser causada por agentes etioldgicos distintos,
apresenta sinais clinicos e epidemiol6gicos semelhantes. Quando sdo
identificados sintomas mais especificos para algum dos agentes, podem
ser chamados entdo de anaplasmose ou babesiose bovina.

2.2 BABESIOSE BOVINA

Os primeiros relatos de babesiose bovina datam de 1888, na
Europa, quando o pesquisador Victor Babés reconheceu um
microorganismo em bovinos e identificou como Haematococcus bovis
(UILEMBERG, 2006). Nesta época, a doenca era conhecida por
hemoglobindria enzo6tica, devido aos sinais caracteristicos apresentados
pelos animais doentes. J4 em 1893, os pesquisadores americanos Smith
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e Kilborne demonstraram 0 microorganismo causador da “Febre do
Texas” (babesiose — B. bigemina), a qual possuia sintomas semelhantes
a hemoglobiniria enzodtica bovina e conseguiram caracterizar-lo como
um protozoério, que foi denominado de Pyrosoma bigeminum (SMITH
& KILBORN, 1893). No mesmo ano, Starcovici verificou a
similaridade entre os organismos descritos por Babés na Roménia, e
Smith e Kilborne nos Estados Unidos, e prop6s a inclusdo de ambos em
um novo género chamado Babesia spp. (UILENBERG, 2006).

O género Babesia spp. pertence ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoasida, ordem Eucoccidiorida, subordem Piroplasmorina e
familia Babesiidae (LEVINE, 1988; ALLSOPP et al, 1994).
Apresentam o0ito espécies que podem infectar os bovinos, sendo
presente no Brasil e América Latina apenas B. bovis e B. bigemina. No
Brasil a doenca foi relatada pela primeira vez em 1901, em animais
recém-importados e em fase de aclimatagdo no Rio de Janeiro
(FONSECA e BRAGA, 1924).

O ciclo de vida da Babesia spp. é formado por um estagio no
vetor, 0 hospedeiro invertebrado, e um estdgio no hospedeiro
intermediario (HI). O ciclo se inicia pela inoculagdo de esporozoitos
(forma infectante), presentes na glandula salivar dos carrapatos, no
hospedeiro intermediario no ato do repasto sangiineo, invadindo os
eritrdcitos (RIEK, 1964, 1966). A interacdo do esporozoito com o
eritrdcito é extremamente especifica, ja que a Babesia spp. ndo invade
outro tipo celular, isto implica que existem receptores no eritrocito que
sdo reconhecidos por moléculas complementares no parasito,
provavelmente presentes na membrana externa dos esporozoitos
(BUSHELL, 1991).

Quando os esporozoitos estdo na corrente sanguinea do HI, a
multiplicacdo assexuada, que ocorre por fissdo binaria, dara origem aos
merozoitos, de formato piriforme visivel ao microscépio dptico,
morfologia esta que caracteriza o género Babesia e suas diversas
espécies. Com este processo, ocorre lise em eritrdcitos inoculados,
seguida de invasdo de células vizinhas, causando diferentes graus de
anemia e repetindo o fendmeno em varias células.

A infeccdo no carrapato ocorre quando ingere sangue do HI
contaminado por Babesia spp., em fase de merozoitos. Alguns parasitos
degenerados serdo destruidos no intestino do vetor, contudo alguns
estagios especificos (“pré-gametdcitos™) sobrevivem e sofrem alteragdes
morfofisioldgicas adaptativas evoluindo para gametdcitos, se
preparando assim, para o inicio de um ciclo sexuado (CHAUVIN,
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2009). Estes gametocitos se desenvolvem no intestino do carrapato
formando os micro (masculino) e macrogametas (femininos), que se
fundem para formar o zigoto mdvel - ooquineto (MEHLHORN e
SCHEIN, 1984). O zigoto entdo penetra nas células do epitélio intestinal
do carrapato, e se multiplica por esquizogonia, dando origem aos
esporocinetos, maiores e em forma de arco, que sdo liberados na
hemocele (MOSQUEDA, 2004).

Os esporocinetos invadem a hemolinfa do vetor, onde se
iniciam ciclos de fissdo multipla nos diversos Orgdos da fémea
ingurgitada, principalmente nas fibras musculares e células do ovario,
resultando na infeccdo dos odcitos, caracterizando uma transmissdo por
via transovariana do R. (B.) microplus (MAHONEY e MIRRE, 1979;
DA COSTA, 1997). Uma vez os ovos infectados, varios ciclos de
esquizogonia ocorrem nos embrides e larvas, culminando com a
presenca de estdgios multinucleados nas glandulas salivares dos
carrapatos jovens, que irdo se dividir para formar os esporozoitos
(SACCO, 2002), sendo que esse desenvolvimento sé inicia quando o
carrapato infectado ataca o hospedeiro vertebrado.

No ciclo de B. bigemina ocorre algum desenvolvimento de
esporozoitos na alimentacdo das larvas, mas 0s esporozoitos infectantes
levam cerca de nove dias para aparecer, sendo entdo transmitida por
ninfas e adultos de R. (B.) microplus, que mantém a infeccdo por varias
geragfes (BOCK, 2004). No caso da B. bovis a formagdo de
esporozoitos infectantes ocorre geralmente dentro de dois a trés dias
apos fixacdo do estagio larval, sendo transmitida somente nesse estagio,
perdendo a infeccdo ap6s a alimentagdo (RIEK, 1966). O periodo de
incubacdo de B. bovis varia de 6 a 12 dias e de B. bigemina de 12 a 18
dias apos a fixacdo dos carrapatos (BOCK, 2004).

2.2.1  Epidemiologia, Sinais clinicos e Patogenia da Babesiose

De acordo com a dindmica das popula¢BGes de carrapatos B.
microplus, a babesiose pode ser caracterizada em situacdo de
estabilidade ou de instabilidade endémica. A situacdo de estabilidade
endémica é caracterizada pela frequente transmissdo dos protozoarios,
de forma que a primo-infeccdo dos bovinos ocorre durante o periodo em
que os animais jovens estdo protegidos pela imunidade passiva e sob a
acdo da resisténcia inata. Essa situacdo é caracterizada pela ocorréncia
de muitos casos sub-clinicos e poucos casos clinicos da enfermidade
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(GUGLIELMONE et al., 1995). Nos locais onde o desenvolvimento do
R. (B.) microplus é limitado, surgem as regides de instabilidade
endémica, em que podem ocorrer surtos isolados de babesiose (BARCI
et al, 1994). Nesta situacdo, a freqliéncia de anticorpos é inferior a 75%
(MAHONEY & ROSS, 1972).

Em areas endémicas, os bezerros recebem protecdo passiva de
anticorpos presentes no colostro, aproximadamente até trés meses de
idade (JAMES et al., 1985), tornando-se resistentes a babesiose. Além
da imunidade passiva, animais jovens apresentam maior resisténcia
devido & maior atividade eritropoiética da medula 6ssea, & fungdo
protetora da hemoglobina fetal e & rapida atividade da imunidade inata
(BOCK et al., 2004). A protecdo pode persistir por até seis meses de
idade para B. bovis e de trés a quatro meses para B. bigemina. Apés a
primo-infeccdo, os animais permanecem sorologicamente positivos por
um periodo de quatro anos para B. bovis e, pelo menos, dois anos para a
B. bigemina (WRIGHT & GOODGER, 1990), mantendo-se com
infeccéo sub clinica por B. bovis, persistentemente.

Animais que manifestam a doenca clinica, inicialmente isolam-
se do rebanho, apresentam depressdo e prostracdo. A acdo hemolitica
decorrente da multiplicagdo assexuada das babesias leva a um quadro
anémico, sendo mais pronunciado nos casos de B. bigemina (ARAGON,
1976), mas ocorrem também com B. bovis. Febre, atonia ruminal,
anorexia, bilirrubinemia, hemoglobinuria sdo sinais caracteristicos da
babesiose. Os primeiros sinais febris normalmente sdo decorrentes das
infeccdes por B. bigemina, cuja parasitemia € maior e o pico febril
préximo a 40°C (MASSARD & FURLONG, 1994). J& em infeccGes por
B. bovis a parasitemia € menor, visto que esta espécie tem caracteristica
viscerotrépica, ndo havendo intensa hemoglobinemia e hemoglobinuria.

InfeccBes por B. bovis tem um inicio rapido e na primo-infec¢édo
em bovinos sensiveis podem ser fatais, ocasionadas por uma disfungéo
ou falha pulmonar, renal e cerebral (WRIGHT & GOODGER, 1988).
Este tipo de disfuncdo ocorre devido a presenca dos merozoitos em
capilares, levando a vasodilatacdo, hipotensdo arterial, aumento da
permeabilidade capilar, edema, colapso vascular, distlrbios de
coagulacdo, dano endotelial e estase circulatéria (AHMED, 2002). Este
quadro caracteriza a babesiose cerebral que leva a manifestacfes
nervosas como incoordenacdo motora, andar cambaleante, movimentos
de pedalagem, convulsdo, agressividade, opstétono, coma e morte
(RODRIGUES et al., 2005).
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2.2.2 Tratamento

No tratamento para babesiose podem ser empregados dois tipos
de farmacos especificos, como os derivados de diamidinas e 0s
derivados de imidocarb. A dose terapéutica das diamidinas é de 3,5
mg/Kg de peso vivo (BOCK, 2004), em dose Unica via intramuscular. O
dipropionato de imidocarb é indicado no tratamento profilatico e
preventivo da babesiose, sendo indicado para bovinos susceptiveis que
serdo introduzidos em areas de conhecida incidéncia de babesiose, na
dose de 1 a 2 mg/kg de peso vivo.

2.3 ANAPLASMOSE BOVINA

O historico desta doenga estd entrelagado ao historico da
babesiose, desde o inicio das pesquisas realizadas por Smith e Kilborne
quando identificaram granulagdes em eritrécitos de bovinos doentes nos
Estados Unidos. Mas foi Arnold Theiler, em 1910 quem citou o agente
pela primeira vez, diferenciando os pontos marginais presentes nos
eritrocitos dos bovinos, daquelas formas piriformes caracteristicas de
Babesia spp, que muitas vezes apareciam em esfregacos sanguineos no
mesmo animal (FONSECA & BRAGA, 1924).

Atualmente com base em andlises genéticas dos genes 16S
rRNA, groESL e de genes que codificam proteinas de superficie, a A.
marginale, uma bactéria gram-negativa, foi classificada como um
organismo pertencente ao filo Proteobacteria, classe
Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales e familia Anaplasmataceae,
sendo a espécie mais patogénica e de maior importancia para os bovinos
(DUMLER et al., 2001).

A transmissdo bioldgica de A. marginale é feita por mais de 20
espécies de carrapatos em todo o mundo (KOCAN, 2004), sendo os
géneros de maior importancia na transmissao desse agente nas Américas
o Dermacentor sp. e o Rhipicephalus sp. Nestes vetores, a transmissdo
transestadial (que ocorre de estagio para estagio), e intraestadial (que
ocorre dentro do mesmo estagio) pode ocorrer para A. marginale, sendo
enfatizada a importancia epidemioldgica dos carrapatos machos, devido
a sua grande mobilidade e longevidade (KESSLER, 2001). Ja a
transmissdo transovariana ndo é totalmente aceita. Contudo, Moura et al.
(2003), confirmaram a presenca de DNA de Anaplasma marginale em
progénies de teledgina positivas de R. microplus através da técnica de
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Nested PCR (n-PCR) e também na progénie de teledgina negativas a n-
PCR. A transmisséo do parasita em hospedeiro vertebrado através da via
transplacentaria também é outra forma referida de ocorréncia
(GRAU,2006; WANDERA & MUNYUA, 1971; BIRD, 1973).

O ciclo de vida desse parasito envolve uma série de etapas de
desenvolvimento no hospedeiro intermediario. Os corplsculos iniciais,
adquiridos bioldgica ou mecanicamente pelo hospedeiro, atingem a
corrente sanguinea e aderem-se aos eritrocitos por meio de moléculas
adesivas de membrana (de La FUENTE et al., 2001), promovendo a
invaginacdo da membrana eritrocitica até seu total englobamento, dando
origem a um vacuolo. Em seguida, esses corpusculos sofrem sucessivas
fissGes binarias até atingirem um numero de quatro a 0ito novos
corpusculos iniciais, que se deslocam em direcdo a periferia do
eritrcito, até a fusdo do mesmo com a membrana celular. Esses
corplsculos deixam o eritrocito sem rompé-lo e invadem outras células
vermelhas, dando continuidade ao ciclo (RISTIC e WATRACH, 1963;
KOCAN et al., 2010). Em hospedeiros imunocompententes, 0 parasita
pode manter-se vivo e se multiplicando por até sete anos (KIESER et
al., 1990). O carrapato se infecta durante o repasto sangiineo, ingerindo
os eritrdcitos infectados do hospedeiro vertebrado, produzindo a
infeccdo em células intestinais no carrapato. O desenvolvimento da
rickettsia no vetor ocorre de forma semelhante ao que ocorre no
hospedeiro intermediario, formando vactolos na membrana das células
dos vetores. A primeira forma vista na colbnia é a reticulada, que se
divide por fissdo binaria, formando grandes coldnias que podem conter
centenas de organismos. Essa forma evolui para a forma denominada
“corpos densos”, que é a forma infectante e & capaz de sobreviver por
um curto periodo de tempo no meio extracelular (KOCAN et al., 2010).
Apds o desenvolvimento de A. marginale no intestino, muitos outros
tecidos do carrapato sdo infectados, incluindo as glandulas salivares, a
partir das quais a rickettsia é transmitida para os vertebrados durante a
alimentacéo do carrapato (KOCAN et al., 2010).

2.3.1  Epidemiologia, Sinais clinicos e Patogenia da
anaplasmose

A distribuicdo da A. marginale ocorre de forma semelhante a
das babesias, devido a presenca ou auséncia do vetor na regido, portanto
podem existir regides livres da doenca, devido a auséncia do carrapato,
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assim como areas de instabilidade e outras de estabilidade enzodtica.
Porém, em areas livres do carrapato, ainda assim pode haver ocorréncia
de surtos, como acontece no sul da Argentina (GUGLIELMONE et al.,
1995). No Brasil, onde o carrapato R. microplus ocorre de forma
endémica, as evidéncias epidemioldgicas sugerem ser ele o principal
vetor de A. marginale (GUGLIELMONE et al., 1995, KESSLER,
2001).

As manifestacbes clinicas em animais parasitados por A.
marginale assemelham-se as infecgBes por babesias (TRUEBLOOD,
MCGUIRE, 2001), fato que acaba dificultando o diagndstico clinico. O
periodo de incubagdo varia de 7 a 60 dias, com média de 28 dias
(KOCAN, 2010). Nesta fase, onde ocorrem divisdo e multiplicacdo do
parasita, os eritrocitos vao sendo infectados de forma exponencial. No
intuito de combater o microorganismo invasor, o sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro se encarrega de fagocitar as células
infectadas, o que resulta em anemia branda a severa, classificada em
macrocitica e normocrdmica (JATKAR, KREIER, 1967), e ictericia,
sem hemoglobindria e hemoglobinemia. Na anaplasmose animais
infectados podem também apresentar picos febris de mais de 40°C,
queda na producdo, fadiga, anorexia, micc¢do frequente, aborto e morte
(VIDOTTO e MARANA, 2001).

Apds infeccBes primarias, 0s parasitas persistem no organismo
dos hospedeiros (KIESER, 1990), produzindo ciclos de rickettisemia
(10%° 10" eritrécitos infectados/mL de sangue,)) a intervalos de
aproximadamente cinco semanas (ERICKS, STILLER, PALMER,
1993), permanecendo como fonte de infeccdo para 0s vetores
(GUGLIELMONE et al., 1995). Segundo Brayton et al (2005), a
capacidade de se manter no hospedeiro, sem que haja destruicdo pelo
sistema imunolégico deste, se deve a variacdo antigénica de proteinas de
superficie maior (Major Surface Proteins —MSP), presentes na A.
marginale, denominadas MSP2 e MSP3.

Segundo Kocan et al. (2010), vacas em estado avangado de
prenhes ou puerpério, que sdo persistentemente infectadas, podem
reapresentar sinais da doenga em forma de infeccdo aguda. Tais eventos
estariam relacionados com a imunossupressdo associada ao periodo peri-
parto em vacas.
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2.3.2 Tratamento

A droga de escolha no tratamento da anaplasmose sdo os
derivados de tetraciclinas. Oxitetraciclinas de longa acdo podem ser
utilizadas na dose de 20 mg/kg, por via intramuscular, em duas doses
com intervalo de 36 a 72 horas. Diproprionato de imidocarb €é indicado

2.4 PROFILAXIA DA TRISTEZA PARASITARIA BOVINA

Os métodos de profilaxia adotados para a TPB hoje sdo o
controle de vetores, a quimioprofilaxia e a imunoprofilaxia.

2.4.1  Controle de vetores

O controle de carrapatos como medida profilatica para a TPB
vem sendo usado desde a década de 50 através de acaricidas (PRUETT,
1999), como os do grupo das avermectinas, as formamidinas e 0s
piretroides. Esses produtos quimicos vém sendo utilizados desde entdo
por muitos produtores, sem que haja um controle mais regrado de
protocolo de aplicagdo, o que vem gerando resisténcia dos carrapatos,
como citam diversos autores.

Gongalves (2000) cita duas formas de controle do carrapato,
uma envolve a busca pela erradicacdo do artrépode, como ocorreu nos
Estados Unidos em 1906 e permanece na tentativa de controlar a
disseminacdo até hoje pela vigilancia sanitaria (RISTIC &
MONTENEGRO-JAMES, 1988), e a outra o controle estratégico deste,
a exemplo do que acontece em algumas regifes no Brasil, porém de
forma desorganizada e descontrolada devido ao uso indiscriminado de
carrapaticidas. Melo & Carvalho (2009), recomendam o uso de banhos
de imersdo em bovinos da propriedade, controlando adequadamente
dose e concentragdo dos produtos.

Advinda as dificuldades de erradicacdo de carrapatos no Brasil,
recomenda-se um controle estratégico desses artrépodes, buscando um
parasitismo durante o ano todo, porém com baixa infestacdo
(GONCALVES, 2000). O controle de moscas hematdfagas ndo pode ser
esquecido, devido a transmissdo de A. marginale (GONCALVES,
2000), principalmente em épocas com alto indice pluviométrico.

Os crescentes estudos em relacdo a interacdo hospedeiro-
carrapato tém trazido uma discussao para encontrar vacinas eficientes no
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combate ao carrapato. Estudos em bases moleculares e imunoldgicas
envolvendo essa interacdo levaram ao desenvolvimento de vacinas
baseadas em extratos de glandulas salivares de carrapatos, chamados
antigenos expostos (BROWN, 1984), ou antigenos de outros tecidos,
chamados antigenos ocultos (WILLADSEN, 1988; De La FUENTE,
1999). Contudo, a eficiéncia dessas vacinas ainda é bastante
questionavel, devido a alguns fatores limitantes como a escolha dos
antigenos (GARCIA, 2009).

2.4.2  Quimioprofilaxia

O uso de algumas drogas no sentido de se obter a prevencao da
anaplasmose e babesiose podem ser utilizadas em doses sub-
terapéuticas. As tetraciclinas sdo exemplos de drogas utilizadas de
maneira preventiva & anaplasmose. A dose recomendada da tetraciclina,
como medida profildtica é de 2-4 mg/kg/PV, em duas a quatro
aplicacbes em intervalo de 21 dias. Esse tratamento pode ser iniciado em
animais a partir de 30 dias de vida e a sub-dosagem permitird ao animal
adquirir a infeccdo, porém ndo apresentara sinais clinicos ou os sinais
serdo brandos (GONCALVES, 2000). S&o recomendadas doses de 1-2
mg/kg/PV de imidocarb (KUTTLER & JOHNSON, 1986),
principalmente para bezerros antes de serem postos a pasto, também em
periodo que antecede transporte de animais. Em geral, esta medida
preventiva tem por desvantagem o potencial em causar resisténcia aos
antibidticos a outros microorganismos (HIRSH, 1974).

2.4.3  Imunoprofilaxia

A imunizagdo dos animais associada ao controle dos vetores
representa uma medida apropriada de profilaxia de Hemoparasitoses em
areas de instabilidade enzodtica (GONCALVES, 2000).

No controle da TPB, a premunicdo € um método bastante
antigo, mas muito utilizado até hoje e consiste na exposicdo dos animais
aos agentes, por inoculacdo de sangue de bovinos portadores em
susceptiveis, seguido do uso de drogas de tratamento especifico para
cada agente (MELO, 2009; GONCALVES, 2000). Porém este é um
método que envolve riscos no que diz respeito a infeccOes
concomitantes que possam ser transmitidas do portador para o receptor
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do sangue, como a leucose bovina, a rinotraqueite infecciosa bovina, a
diarréia viral bovina, tuberculose e leptospirose (KESSLER, 2002).

A premunicao emprega a utilizacdo de indcuos de cada agente,
em geral congelados em nitrogénio liquido, para prover imunidade aos
bovinos. No Brasil, algumas vacinas foram produzidas a partir da
década de 1990, mas ndo existem exemplares no mercado atualmente.

Com os avangos de pesquisas em biologia molecular, novas
estratégias de obtencdo e producdo de antigenos, para estimular o
sistema imune de hospedeiros, vém sendo estudadas e aprimoradas por
diversos pesquisadores. A tecnologia do DNA recombinante representa
um dos maiores avancos para producdo de vacinas e oferecem uma serie
de vantagens frente as vacinas cléssicas, desde o custo que é menor
quando comparado as vacinas de proteina recombinante e peptideos
sintéticos, até a comercializagdo, pois ndo necessitam de refrigeracéo
(WAINE, McMANUS, 1995).

Vacinas de DNA contra Anaplasma marginale tem sido
investigada com diferentes proteinas de superficie (MSPs). Genes que
codificam as proteinas MSPla e MSP1b vém sendo inseridos em
vetores de células de mamiferos e testadas com inoculagfes em cobaias
e bovinos por Kano, com resultados variados (KANO, VIDOTTO,
VIDOTTO, 2007). Timms et al (1988), realizaram o primeiro estudo
com a tecnologia do DNA recombinante para B. bovis, demonstrando
pequena protecdo contra desafio com cepas heterélogas.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a prevaléncia e dindmica de infec¢fes por Anaplasma
marginale, Babesia bovis e B. bigemina em bovinos de municipios da
serra Catarinense.

Aprimorar o conhecimento da dindmica de infeccdes dos
agentes causadores da TPB na regido serrana de Santa Catarina, baseado
em correlagdo com dados hematolégicos, idade, métodos de prevencao,
controle e tratamento do complexo parasitario adotados pelos produtores
da regido e a presenca do carrapato.

Promover difusdo de conhecimento sobre a tematica carrapato e
TPB junto aos produtores participantes do projeto.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 PROPRIEDADES E ANIMAIS

A pesquisa foi conduzida na mesorregido Serrana de Santa
Catarina, Brasil, composta por dezoito municipios, distribuidos em
16.085,41m?, equivalente a 17% do territorio estadual. A maior parte
desta regido esta situada entre 850 e 900 metros de altitude, compondo
um efetivo bovino de 745.507 cabecas (IBGE, 2011), distribuidos em
mais de 10 mil estabelecimentos rurais (CEPA, 2003). O mapa da regido
é ilustrado na Figura 1.

As coletas foram realizadas no periodo de margo de 2012 a
julho de 2013, em dezesseis municipios da regido Serrana, excluindo
apenas Urubici e Cerro Negro. As propriedades rurais e 0os animais
foram selecionados de maneira ndo probabilistica, conforme
conveniéncia de acessibilidade, contabilizando um total de 21
propriedades e 0 minimo de 1% do rebanho total destas, o0 que permitiu
a coleta de 257 amostras (Tabela 1). O nimero amostral foi determinado
com base na equagao: n= Z2 x p X g/E2, onde n é o nimero amostral, Z é
o valor critico que corresponde ao grau de confianca desejado (95%), p
é a proporg¢do populacional de individuos positivos (admitido 85%), q €
a proporcdo populacional de individuos que sdo negativos (15%) e Eé o
erro maximo de estimativa.
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Figura 1 — Localizacéo da regido abordada no experimento. Mesorregido
Serrana de Santa Catarina, Brasil.

Regiéo Sul

Brasil

LEGENDA

01 - Ponte Alta

02 - Sao José do Cerrito
03 - Otacilio Costa
04 - Correia Pinto
05 - Palmeira

06 - Antita Garibalde
07 - Campo Belo

08 - Bocaina do Sul
09 - Bom Retiro

10 - Cerro Negro

11 - Capao Alto

12 - Lages

13 - Painel

14 - Urupema

15 - Rio Rufino

16 - Urubici

17 - Séo Joaquim
18 - Bom Jardim da Serra

Santa Catarina

Regido da AMURES

Fonte: adaptacdo feita por Rafael Lemos Vieira.
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Tabela 1 — Numero de propriedades amostradas por municipio e o
nimero de amostras recolhidas em cada propriedade.

3 NUmero de NUmero de Ano  Estacgdo
MUNICIPIO  propriedades amostras por
amostradas propriedade

Anita 2013 Verdo

Garibaldi 1 10

Bocaina do 2013 Outono
1 6

Sul

Bom Jardim 2013 Outono
1 16

da Serra

Bom Retiro 1 10 2013 Inverno

Campo Belo 1 11 2013 Inverno

Capéo Alto 1 11 2013  Inverno

Correia Pinto 1 13 2013 Outono

. 2012 OQOutono e

Lages 3 12;10; 15 verio

Otacilio Costa 1 6 2013 Outono

Painel 2 19; 4 2012 Verao

Palmeira 1 4 2013 Outono

Ponte Alta 1 10 2013 Verao

Rio Rufino 1 10 2013 Verao

Séo Joaquim 2 15; 32 2012  Outono

Sao José do 2012 Verdo

. 1 15

Cerrito

Urupema 2 20; 8 2012  Primavera

TOTAL 21 257 - -

Fonte: Luisa Lemos Vieira

As amostras foram distribuidas em cinco grupos, conforme
idade, onde o grupo (A) era composto por animais com idade >3 e <6
meses; grupo (B) > 6 meses e <12 meses; grupo (C), >12 e < 24; grupo
(D) >24 e < 36; e grupo (E) > 36 meses (Tabela 2). Nesta classificagdo
12 amostras ndo entraram nas analises, pois ndo foi possivel registrar
com precisdo a idade dos animais referentes a estas. Raca e sexo dos
animais ndo foram avaliados, porém foi perceptivel que grande parte dos
animais apresentava caracteristicas de cruzamentos entre Bos taurus e
Bos indicus (ver Figura 2). Em apenas trés propriedades os animais
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eram de aptiddo para leite, sendo duas das propriedades com bovinos da
raca Jersey e em outra da raca Holandesa.

Tabela 2 — Grupos por classes de idade dos bovinos amostrados (idade
dos bovinos/ niimero de amostras por classe).

N° DE

IDADE BOVINOS AMOSTRAS
>3;<6 27

>6; <12 70

>12; <24 71

>24; <36 39

> 36 38

TOTAL 245

Fonte: Luisa Lemos Vieira

Figura 2 — Animais de propriedade amostrada do municipio de
Painel.
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As 257 amostras de sangue foram coletadas por puncdo de veia
jugular ou de vasos coccigeos (Figura 3), em tubos a vacuo contendo
acido etileno diamino tetra-acético -EDTA. Os tubos eram armazenados
sob-refrigeracdo em caixas isotérmicas e transportados para o
Laboratério Clinico Veterinario do Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV-UDESC), Lages, onde cada amostra era dividida em dois micro
tubos, devidamente identificada. Um dos tubos era usado para realizar
exames hematoldgicos e outro para realizar processamento molecular,
no Laboratdrio de Bioguimica de Hemoparasitas e Vetores (LABHEV,
CAV-UDESC). Durante as coletas, um questionario (Anexo A) era
aplicado aos produtores, visando conhecer 0 manejo sanitario utilizado
na propriedade.

Figura 3 — Coleta de sangue em vasos coccigeos, realizada em tubos a
VACUO.

Fonte: Luisa Lemos Vieira.

4.2 ANALISES HEMATOLOGICAS

A contagem total de células (eritrdcitos e leucdcitos) e dosagem
de hemoglobina foi realizada em contador eletrdnico (CELM CC-
530®). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em esfregacos
sanguineos, corados pela técnica de Romanowsky e visualizados pela
analise citologica em microscopia oOptica.

Proteina plasmatica total foi mensurada por meio de
refratbmetro e expresso em g/dL. Além disso, foram determinados
volume globular (VG) e volume globular médio (VGM). Os valores de
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referéncia foram baseados em dados citados por Jain (1993), que estdo
representados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Eritrograma com valores de referéncia para bovinos

- Eritrdcitos Hb o VGM CHCM
Especie  x10%uL) (@) VD ) (%)
Bovino  5,0-10,0 8-15  24-46  40-60  30-36

~ Fonte: JAIN (1993)

Tabela 4 — Leucograma com valores de referéncia

Valores absolutos (/L)

(5]
— L, . %) [%2) (%)
8 Leucocito B S 8 S o a
3 <5} — = = - 92
& (x10°uL) 2 S S S S S
L 8 + Y= c = [22]
@ > = S 8 8
oM zZ - = L m
o 8 o o
< & = o8 S S S
S 4-12 < 3 23 ¥4 J N
el o S N~ R\ S o

~ Fonte: JAIN (1993)

4.3 AQUISICAO DOS CONTROLES POSITIVOS

Cepa pura de A. marginale (cepa PR1, Londrina) e cepas puras
de B. bigemina e B. bovis (provenientes de estoques da Dr? Rosangela,
Jaboticabal, UNESP), foram cedidas pelo professor Dr. Odilon Vidotto,
da Universidade Estadual de Londrina. Com estas cepas, foi realizada a
extracdo de DNA, pelo método fenol: cloroférmio, e os primeiros testes
para aperfeicoamento da técnica de Multiplex-PCR, técnica a ser
utilizada na confirmacao das amostras de campo.
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4.4 EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo do DNA gendmico total das amostras, 200p.L de
sangue foram suspendidas em tampéo de lise (Tris 10mM pH 7,4, NaCl
10mM, EDTA 25mM e SDS 1%) e Proteinase K (100ug/mL) e
incubados a 42°C em banho-maria por 12 horas. Ap6s incubacao, eram
realizadas trés etapas para purificar o DNA, sendo na primeira etapa
acrescido fenol, seguido de fenol-cloroférmio (1:1) e por Gltimo uma
etapa com apenas cloroférmio. No intervalo de cada etapa de
purificagdo, centrifugava-se a 14000g por 10 minutos e o sobrenadante
era recuperado para realizar a prdxima parte da purificacao.

Apbs esta sequéncia do protocolo, o DNA previamente
purificado era precipitado com isopropanol (60% da solucdo) e entdo
lavado com etanol 70%. O alcool era evaporado em Concentrador Plus
(Eppendorf), a 45°C por 10 minutos e o DNA resultante eluido em 50puL
de agua ultra pura livre de DNAse. Apds extracdo, o DNA era
mensurado através de espectrofotdmetro Nano Drop 2000 (Thermo
Scientific) e diluido para manter-se uma concentragdo minima de 20
ng/uL.

45  REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE-MUTIPLEX
(MULTIPLEX-PCR)

Para amplificacdo do DNA gendmico extraido das amostras de
sangue e controles positivos, foram realizadas a Multiplex-PCR em
micro tubos de 0,2mL, ao qual era adicionado um volume final de 25 pL
de solucdo, contendo 1U de enzima Tag Polimerase GoTag® Hot Start
Polymerase, (Promega); 8,5 pmoles de cada par de primer (Tabela 5);
0,2mM de nucleotideos (dNTPs); 3,25mM de cloreto de magnésio; 5uL
de tampdo 5X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega); 3uL de DNA
(concentracdo entre 20 e 100ng/uL) e &gua ultra pura para completar o
volume final e ajustar a concentragdo dos reagentes.

Um controle negativo 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.
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Tabela 5 — Sequéncia dos primers de Anaplasma marginale, de Babesia
bovis e de Babesia bigemina, utilizados na reacdo de Multiplex-
PCR, apresentando a sequéncia dos nucleotideos, o tamanho do
amplicon esperado e autor que descreveu o primer.

ALVO DO SEQUENCIAE TAMANHO

AMPLICON NOME DO PRIMER AMPLICON AUTOR

BoF 5’CAC GAG

Babesia GAA GGA ACT
ACC3’

bovis BoR 5°CCA AGG 356pb

AGC TTC AAC
GTA%Y’
BilA 5° CAT CTA
ATT TCT CTC CAT
Babesia 3’ 278pb FIGUEROA
bigemina BiIB 5° CCT CGG (1992)
CTTCAACTCTGA
3
1773F 5> TGT GCT
TAT GGC AGA CAT
Anaplasma TTCC3’
marginale 2957R 5° AAA CCT
TGT AGC CCC AAC
TTA TCC 3°
~ Fonte: Luisa Lemos Vieira

SUAREZ
(1991)

1000ph LEW (2002)

As condicbes de temperatura aplicadas no termociclador
(Biocycler) envolveram a desnaturagdo inicial a 94°C por cinco minutos,
seguida de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 57°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 amplificacdo foi realizada em
cuba horizontal, em gel de agarose a 0,8%. A cada produto foi
adicionado 1pL de corante Gel Red™ (Biotium) e 1L de tampdo de
amostra (azul de bromofenol e glicerol). Na primeira lacuna do gel foi
utilizado marcador de peso molecular de 100pb (Ludwig) como padrao
para determinar o tamanho das bandas das amostras. As condigdes da
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fonte elétrica eram de 90 Volts por 01h30min, e visualizacdo mediante
exposicao a luz ultravioleta.

4.6 ESTATISTICA

O modelo estatistico foi composto por analise de regressdo
logistica, modelo linear generalizado, com distribuicdo binomial,
utilizando procedimento GENMOD do pacote estatistico SAS, para as
variaveis idade dos animais, estacdo do ano em que as amostras foram
coletadas as amostras e altitude dos municipios que compuseram a
amostra. Além disso, andlise de variancia, pelo procedimento MIXED,
foi aplicada as varidveis hematoldgicas. Aos demais componentes da
entrevista ndo foram aplicados testes estatisticos, apenas a analise
exploratoria dos dados foi realizada.
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RESULTADOS
FREQUENCIA DE INFECCAO POR ANAPLASMA
MARGINALE, BABESIA BOVIS E BABESIA BIGEMINA E
SUAS INTERPRETACOES

O resultado da PCR individual e Multiplex-PCR para os

controles positivos, foi obtido com sucesso, amplificando um
seguimento de 278pb, outro de 356pb e um de 1000pb, referentes a
amplicons de B. bigemina, B. bovis e A. marginale, respectivamente
(Figura 4). A partir da técnica utilizada para realizagdo da Multiplex-
PCR dos controles positivos, prosseguiram-se as realizagdes da técnica
com as amostras de campo.

Figura

A. marginale

B. bovis
B. bigemina

4 — Multiplex-PCR de controles positivos de Anaplasma
marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina, em
imagem registrada por sistema documentador, em gel de
agarose 0,8%.

1000pb

500pb

Fonte: Luisa Lemos Vieira

Legenda: (0) Controle negativo da Multiplex-PCR; (1) Controle
positivo de Multiplex-PCR (Anaplasma marginale 1000pb, Babesia
bovis 356pb, Babesia bigemina 278pb); (2) PCR individual de
Anaplasma marginale; (3) PCR individual de Babesia bigemina; (4)
PCR individual de Babesia bovis; (5) marcador de 1kb.
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Em 257 amostras de sangue de bovinos, analisadas pela técnica
de Multiplex-PCR, 27,24% (70) foram positivas para A. marginale,
29,57% (76) para B. bovis e 16,73% (43) para B. bigemina, na avaliacdo
geral dos resultados. J& as mesmas amostras demonstradas em infecgdes
individuais representam 36,28% do total de infec¢es, contra 17,5% de
amostras de sangue infectado por dois ou trés agentes (Tabela 6).

Tabela 6 — NUmero de amostras positivas & Multiplex-PCR para
Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina e
frequéncia para infecgOes isoladas e infec¢bes concomitantes.

Agentes n %
Anaplasma marginale 42 16,34
Babesia bovis 37 14,39
Babesia bigemina 14 5,55
Anaplasma marginale e Babesia bovis 16 6,22
Anaplasma marginale e Babesia bigemina 6 2,33
Anaplasma marginale, Babesia bovis e 6 2,33
Babesia bigemina

Babesia bovis e Babesia bigemina 17 6,61

Fonte: Luisa Lemos Vieira

Andlise estatistica dos dados obtidos por entrevista e de dados
geograficos e climaticos dos locais de coleta, foi realizada com base em
trés variaveis: idade dos animais, altitude das propriedades onde foram
coletadas as amostras e estagdo do ano em que a coleta foi realizada.
Apenas 245 amostras foram submetidas a analise estatistica pois doze
animais estavam sem identificacdo ou sem registro no dérgao fiscalizador
estadual responsavel, impossibilitando identificacdo exata de idade.

Houve diferenca significativa nos grupos de idade em relacéo a
A. marginale (p<0,05), onde menor tendéncia a infeccdo na idade entre
24 e 36 meses foi demonstrada (Tabela 7). Entretanto, a variavel idade
ndo apresentou diferenca significativa referente a B. bigemina e B.
bovis. A taxa de infeccdo em bovinos em todas as idades foi inferior a
75%, indicando animais em érea de instabilidade enzodtica.
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Tabela 7 — Frequéncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina em cada classe de idade, sendo “n” o nimero total de
animais por classe de idade e “%” o frequéncia de positivos em todas as
amostras analisadas.

Idade Total de Anaplasma  Babesia Babesia
(meses) bovinos marginale bovis bigemina
N % % %
>3<6 27 33,33a 29,63 14,81
>6<12 70 28,57 a 30,00 18,57
>12<24 71 26,76 a 35,21 19,72
> 24 <36 39 7,69b 20,51 12,82
> 36 38 31,58 a 28,95 10,53
p - 0,0378 0,6082 0,6838

Fonte: Luisa Lemos Vieira
Legenda: as letras mindsculas representam existéncia de diferenca comprovada
estatisticamente.

A variavel estacdo do ano esta representada na Tabela 8, onde
observa-se diferenca estatistica relacionada a presenca de B. bigemina,
em que apenas 3,13% dos animais estavam infectados pelo agente no
inverno, contrastando com prevaléncias superiores a 15% na primavera,
verdo e outono. Ja B. bovis e A. marginale ndo apresentaram diferencas
referente a estacéo.
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Tabela 8 — Frequéncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina em relacdo a variavel estacdo do ano, onde “n”
representa nimero de animais coletados em cada estacdo do ano, e “%”
representa a frequéncia de animais positivos a m-PCR

Animais  Anaplasma Babesia Babesia
Parametros coletados marginale bovis  bigemina

N % % %
Verao 90 23,33 23,33 15,56 a
Outono 107 24,30 33,64 20,56 a
Inverno 32 28,13 28,13 3,13 b
Primavera 28 50,00 35,71 21,43 a
p - 0,0793 0,0920 0,0404

Fonte: Luisa Lemos Vieira

A variavel altitude média das propriedades apresentou diferenca
significativa para B. bovis, onde o maior percentual de animais positivos
encontravam-se nas propriedades localizadas a altitudes entre 901 e
1199 metros (Tabela 9). Para A. marginale e B. bigemina, ndo houve
diferenca significativa, mas observa-se maior frequéncia dos agentes em
altitudes entre 901 e 1199 metros.

Tabela 9 — Frequéncia de infecgdo por Anaplasma marginale, Babesia
bovis e Babesia bhigemina em relacdo a variavel altitude das
propriedades onde foram coletadas as amostras.

A Animais Anaplasma Babesia Babesia

Parametros . h n .
coletados marginale bovis bigemina

Altitude N % % %
(metros)
1200 a 1400 48 31,25 22,92 b 14,58
901 a 1199 92 31,52 45,65 a 23,91
800 a 900 117 22,22 19,66 b 11,97
p - 0,0793 <0,0001 0,1143

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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A prevaléncia dos microrganismos em cada municipio €
apresentada na Tabela 10, onde pode ser observada uma distribuigdo
bastante variavel dos agentes nos municipios, ora havendo a presenga
dos trés agentes em altos percentuais, como ocorre em Sdo Joaquim,
Lages, Painel e Urupema, ora ocorrendo a auséncia dos trés
hemoparasitas, como em Palmeira. A distribuicdo dos microrganismos
em cada municipio esta ilustrada na figura 6.

Tabela 10 — Prevaléncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina em cada municipio, onde (n) é o nimero de
animais coletados no municipio e (%) é o percentual de
positivos para cada municipio.

Municipio AM BO Bl

N % % %
Anita Garibaldi 10 10 10 0
Bocaina do Sul 4 10 0 50
Bom Jardim S. 16 0 0 6,25
Bom Retiro 10 40 10 0
Campo Belo 11 18 18 0
Capéo Alto 11 27,3 54,5 91
Correia Pinto 13 1,7 7,7 0
Lages 37 43,2 32,4 18,9
Otacilio Costa 6 0 16,6 0
Painel 23 17,4 13 17,4
Palmeira 4 0 0 0
Ponte Alta 10 20 20 30
Rio Rufino 10 20 40 10
Sao J. do Cerrito 15 33,3 13,3 0
Sdo Joaquim 47 32 62 34
Urupema 30 46,6 40 26,6

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Figura 5 — Distribuicdo de Anaplasma marginale, Babesia bovis e
Babesia bigemina em cada municipio da regido serrana de
Santa Catarina, representados por pontuacdo de zero (A) a mais
de 60% (eeee) de prevaléncia.

1-PONTE ALTA
2 - 8. J. do CERRITO
3- OTACILIO COSTA
- CORREIA PINTO

05 - PALMEIRA

06 - ANITA GARIBALDI
7 - C. BELO DO SUL
8 - BOCAINA DO SUL

09 - BOM RETIRO

10 - CERRO NEGRO

11- CAPAO ALTO

12 - LAGES

13- PAINEL

14 - URUPEMA

15 - RIO RUFINO

16 - URUBICI

17 - SAO JOAQUIM

18 - B. J. DA SERRA

LEGENDA

A 0%
e 1a20%
o0 21 ad40%
o0 ® 41a60%
o ® ® @ mais de 60%

W Anaplasma marginale
B Babesia bovis
B Babesia bigemina

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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5.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Foram analisadas 187 amostras sanguineas de um total de 257,
namero que foi reduzido devido as condi¢des inapropriadas para andlise
hematoldgica de algumas amostras. Trés condi¢bes distintas foram
estudadas através da andlise de variancia, sendo a primeira a relagdo
entre hemograma e idade, a segunda o hemograma e a condi¢do em ser
positivo ou negativo a algum dos trés microrganismos responsaveis por
causar a TPB, e a terceira condicdo avaliou a associacdo entre
hemograma, condi¢do em ser negativo ou positivo e as idades.

A analise de variancia, aplicada a hemograma, revelou
associacdo (p <0,05) apenas para valores de VGM e neutrdfilos. A
média de VGM foi maior em animais com idade superior a 36 meses,
porém ndo diferiu entre positivos e negativos da mesma faixa etaria. Em
contrapartida, na classe de idade >24 e <36 meses, a média do VGM em
animais positivos foi inferior a média em animais negativos. Nas classes
de idade inferior a 24 meses, ndo houve diferenca em relagcdo a condigédo
de infeccdo, apenas em relacdo as idades, tendendo a apresentarem
VGM inferiores aos animais com idade igual ou superior a 24 meses
(Tabela 11).

Houve associacdo em relagdo a média de neutréfilos, sendo a
maior média apresentada em animais negativos da classe de idade >12 e
<24 meses, diferenciada de animais positivos da mesma classe de idade,
e das classes >6 <12 e da classe >36 meses (Tabela 12). Com excegéo
da classe >12 e <24 meses, os animais positivos a infeccdo por Babesia
spp. ou Anaplasma sp. apresentaram médias superiores aos negativos
para neutrdfilos e eosindfilos. Leucocitose foi observada na média de
todas as classes de idade, tanto para animais positivos quanto para
negativos, com excecdo da média dos animais positivos das classes >12
<24 e >24 <36 meses.
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Tabela 11 — Resultados do hemograma para os grupos de idade e

condicdo de
eritrocitos,

infeccdo,
volume
hemoglobina (Hb),

globular

volume globular

apresentando contagem
concentragcdo  de
médio (VGM) e

(VG),

concentragdo média de hemoglobina (CHCM).

total de

Parametro Idade >3<6 >6<12 >12<24
Condicéo X+EP
Eritrocitos Negativo 8,07 0,35 8,21 +0,25 7,71 £0,27
Positivo 7,86 +0,36 8,21 +0,23 7,64 +0,26
VG Negativo 353+142  356+104 357+1,12
Positivo  365+148  353+093 354 +109
b Negativo 11,3+046  11.6+034 11,7+036
Positivo 12,0 +048  114+030 12.2+035
_ 4403+114 4358+0,84 46,59 0,89
Negativo
VGM bcd cd b
3 4667+118 4341+085 4593+ 0,89
Positivo b d be
cnoy  Negativo  3207£056 3282041 330044
Positivo  32,92+059 32.59+037 3462+ 043
Parametro Idade > 24 <36 > 36 p
Condicéo x+EP
N Negativo 6,80 + 0,28 6,62 + 0,36
Eritrocitos  pocitivo  7.46 +0.39 6.46 + 0.26 0,7130
Negativo 34,6 + 1,15 341 +1.48
VG Positivo 34,8 +1,62 32.7 +1.07 0,9254
Negativo 11,1 + 0,37 11,1+ 0,48
Hb Positivo 11,3+ 0,53 10,8 + 0,35 0,6695
Negativo 51,22+092a 5197+1,18a
VGM Positivo  46.83+130b 5125+087a 0207
Negativo  32.23+045 32,73 +0.59
CHCM Positivo  3266+064  3304+042 02906

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Tabela 12 — Resultados do leucograma para os grupos de idade e

condicdo de

infeccdo,

apresentando contagem

total de

leucécitos, contagem diferencial de leucdcitos (neutrdfilos,
eosinofilos, linfocitos, mondcitos) e plaquetas.

Parametros Idade_ ] >3<6 >6<12 >12<24
Condicéo x+EP
. 14669 + 15050 + 15031 £
. Negativo 7494 1097 1173
Leucacitos N 13529 +
Positivo 1552 - 14165 +981 10266 +1146
Neutréfilo Negativo 2892 +449b 2911+345b 4098 +353a
. 3073 £468
(/uL) Positivo ab 2964 £306b 2441+345D
Linfécitos ~ Negativo 10675 +1050 10256 +772 9439 + 826
(/uL) Positivo 9584 + 1093 9958+ 703 6786 + 807
Eosindfilos  Negativo 2892 +491 3208+ 369 4098 + 387
(/uL) Positivo 3073 +511 3215+ 329 2441 + 378
Mondcito Negativo 558 + 106 435+ 81 529 £ 83
(/uL) Positivo 577 £110 535+ 71 566 + 81
Plaquetas Neg_a_tivo 358 + 44 409 £ 32 362 + 35
Positivo 446 £ 46 427 £ 29 464 + 34
Parametros Idade > 24 <36 > 36 p
Condicéo x+EP
L Negativo 12638 £1202 13425 +1552
Leucocitos  pogitivo  11945+170 12041121 04006
Neutrdfilo  Negativo 2830+ 362 b 2980 + 468 ab 0.0400
(/uL) Positivo 3153+512ab 3132+338hb '
Linfocitos Negativo 8280 £ 846 8358 + 1093 06645
(/uL) Positivo 7439 £1197 7150 + 789 '
Eosinofilos  Negativo 2830 £396 2980 £511 00806
(/uL) Positivo 3153 £560 3132 £369 '
Mondcito Negativo 481 +85 684 £ 110 0.7727
(/uL) Positivo 450 + 121 558 + 80 '
Negativo 372+ 36 484 + 46
Plaquetas  piditivo 36950 429 + 34 0,2493

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Apenas seis animais apresentavam niveis inferiores ao limite
para contagem total de eritrdcitos, apesar de o volume globular estar
dentro dos limites esperados (Tabela 13). Destas seis, trés eram
negativas a M-PCR e trés eram positivas.

Tabela 13 — Contagem total de eritrocitos, volume globular (VG) e
resultado da Multiplex-PCR para animais que apresentaram
alteracdes fora dos padrdes estabelecidos na contagem total de

eritrdcitos.
Identificagdo Eritrocitos o MULTIPLEX-
amostra (X 10%/pL) VG (%) PCR
183 4,71 27 Babesia bovis
184 4,75 26 Negativo
185 4,95 26 Babesia bovis
249 4,83 26 Negativo
264 4,99 24 Negativo

Anaplasma

267 4,45 24 marginale

Fonte: Luisa Lemos Vieira

O resultado do hemograma em relagdo as classes de idade,
independente de apresentar animais positivos ou negativos, revelou
associacdo de idade (p<0,05) a contagem total de eritrécitos, ao VGM,
ao CHCM, aos linfdcitos e baséfilos (Tabela 14). Animais mais jovens,
entre 3 e 12 meses, apresentaram média de eritrécitos e linfocitos
superior a animais com mais de 12 meses de idade, ao contrario do que
ocorre com VGM, onde animais jovens apresentavam menor média,
demonstrando uma razdo inversamente proporcional de eritrécitos e
VGM, em relagdo a idade. A média de CHCM foi maior nas classes >12
e < 24 meses e > 36 meses e a média de basdfilos apresentou menor
valor na classe >12 e <24 meses.
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Tabela 14 — Médias de eritrdcitos, volume globular médio, concentracdo
média de hemoglobina, linfacitos e baséfilos em cada classe de
idade.

PARAMETROS HEMATOLOGICOS/IDADE (x + EP)

dade (Ex”ltgéjﬂlt)os VGM (fl) CHCM (%)

>3<6 797+025ab  4535+0,82 cd 3259+0,1b

>6<12 821%017a 43,50 0,56 d 32,70£0,28 b

>12<24 7,68+0,19bc 46,26 +0,63¢ 3381+031a

>24<36 7,13+024cd  49,02+0,79b 3245+0,39b

> 36 6,54 + 0,22 d 51,61+0,73a 32,88 + 0,36 ab

p <.0001 <.0001 0,0331
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Idade Linfécitos (/ul) Basofilos (/ul)

>3<6 10130 + 754 a 47,27 +20,21ab

>6<12 10107 +522a 72,89+ 13,93a

>12<24 8112+577b 12,52 15,40 b

>24<36 7859 +733b 76,81+ 19,55a

> 36 7754 £ 674 b 60,27 £ 17,97 a

p 0,0066 0,0339

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Andlise estatistica revelou que ndo houve associacdo dos
valores de Eritrécitos, VG, Hb, VGM e CHCM com a presenca de A.
marginale no sangue (Tabela 15), ja para B. bigemina houve associagdo
da variavel Eritrocito com a presenga do microrganismo, onde animais
positivos apresentavam média superior aos negativos (Tabela 16).
Associagdo com CHCM, para B. bovis foi observada, revelando média
superior em animais positivos (Tabela 17).

Tabela 15 — Valores de média de eritrocitos, volume globular,
hemoglobina, volume globular médio e concentracdo média de
hemoglobina, para animais positivos e negativos a Anaplasma
marginale.

Anaplasma marginale

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicéo de Eritrdcitos

0)
infeccéo (x 10%/pl) VG (%) Hb (g/dl)
. 7,60+0,14 35,13+0,60 11,56+0,19
Negativo
- 7,78 £0,20 35,82+0,83 11,68+0,27
Positivo
p 0,3978 0,4197 0,6787

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicdode —\/5pg (g CHCM (%)
infeccéo
. 46,37 + 0,68 32,98 £ 0,23
Negativo
- 46,62 + 0,95 32,60 £ 0,33
Positivo
p 0,7992 0,2728

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Tabela 16 — Valores de média de eritrocitos, volume globular,
hemoglobina, volume globular médio e concentracdo média de
hemoglobina, para animais positivos e negativos a Babesia

bovis.
Babesia bovis
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x = EP)
Condigéo de Eritrocitos o
infeccio (x 105/l VG (%) Hb (g/dl)
. 7,74+0,16a 35,70 + 0,69 11,51 £ 0,22
Negativo
. 7,63+0,18 b 35,25+ 0,76 11,73 £0,25
Positivo
p 0,5998 0,6044 0,4275
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)
Condicdode \/\ ) CHCM (%)
infeccéo
. 46,92 +0,78 32,27 0,27
Negativo
. 46,07 0,87 33,32+ 0,30
Positivo
p 0,3898 0,0025

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Tabela 17 — Valores de média de eritrocitos, volume globular,
hemoglobina, volume globular médio e concentracdo média de
hemoglobina, para animais positivos e negativos a Babesia

bigemina.
Babesia bigemina
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)
Condicéo de Eritrdcitos o
infeccdo (x 10°/ul) VG (%) Hb (g/dl)
. 7,42 +0,12 34,87+051 11,53+0,16
Negativo
. 7,96 + 0,25 36,08+1,03 11,71+0,33
Positivo
p 0,0550 0,2846 0,6175
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)
Condigdo de VGM (fl) CHCM (%)
infeccéo
. 47,11+0,58 33,11 0,20
Negativo
. 45,88 + 1,17 32,47 +0,41
Positivo
p 0,3416 0,1544

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Trombocitose foi apresentada em seis animais e destes, trés
foram positivos para algum dos agentes relacionados & TPB. Um destes
apresentou também leucocitose, com neutrofilia, eosinofilia, basofilia e
linfocitose, mas ndo apresentava infec¢do por Anaplasma sp. ou Babesia
spp. Seis animais apresentaram discreta anisocitose e policromatofilia.

A média geral do leucograma dos bovinos envolvidos no
experimento ficou em 13323/mL, demonstrando um valor & cima da
medida de referéncia para a espécie. Analise estatistica das variaveis do
leucograma revelou que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para
nenhum dos micro-organismos em relagdo a condicdo de infeccéo
(positivo ou negativo) e os valores apresentados pela analise
hematoldgica no leucograma. Uma diferenga facilmente visualizada, nas
Tabelas 18 e 19, é que naqueles animais que foram negativos para A.
marginale e B. bovis, os valores de contagem total de Leucdcitos,
Neutrofilos, Linfocitos e Eosindfilos, foram superiores aos valores de
animais positivos. J& para Mondcitos e Plaquetas, em relacdo a A.
marginale, animais positivos apresentaram média superior aos animais
negativos, apesar de ndo demonstrar diferenca estatisticamente (Tabela
18). O mesmo ocorre em relagdo a contagem de Plaquetas para B. bovis
(Tabela 19). Quando trata-se da variavel B. bigemina, os animais
positivos foram os que apresentaram médias de Leucocitos, Neutrofilo,
Mondcito e Plaquetas superiores aos apresentados por animais negativos
(Tabela 20), e Linfécitos e Eosinéfilos apresentaram médias superiores
em animais negativos.
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Tabela 18 — Leucograma dos animais positivos e negativos para
Anaplasma marginale, apresentando valores absolutos de
leucécitos, neutréfilos, linfdcitos, eosindfilos, mondcitos e
plaquetas.

Anaplasma marginale

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicéo de Leucécitos (/mL) Neutrofilos Linfocitos
infeccéo (/uL) (/uL)
Negativo 13553 + 641 3226 + 230 8887 + 448
Positivo 2040 + 888 2952 + 320 7824 + 623
p 0,1000 0,4094 0,1010
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)
Condicéo de e -
infeccao Eosinofilos (/uL) Monocitos(/uL)  Plaquetas
Negativo 785,31 + 61,48 578.98 + 49.17 412 +18,90
Positivo 763,29 £ 51,04 598.57 + 68.35 462 + 26,36
p 0,4094 0,7817 0,0700

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Tabela 19 — Leucograma dos animais positivos e negativos para Babesia
bovis, apresentando valores absolutos de leucdcitos, neutrofilos,
linfocitos, eosindfilos, mondcitos e plaquetas.

Babesia bovis

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicdo Leucocitos (/mL)  Neutrofilos (/uL)  Linfocitos (/uL)

Negativo 13175+ 735 3143 + 264 8549 + 515
Positivo 12418 + 813 3035 + 291 8162 + 568
p 0,4106 0,7449 0,5480

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicdo  Eosindfilos (/uL) Mondcitos (/uL) Plaguetas

Negativo 853,60 + 65,15 627,66 + 56,50 414 + 21,68
Positivo 601,00 + 36,32 549,89 + 62,31 459 + 24,21
p 0,7449 0,2709 0,1020

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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Tabela 20 — Leucograma dos animais positivos e negativos para Babesia
bigemina, apresentando valores absolutos de leucdcitos,
neutrdéfilos, linfocitos, eosindfilos, mondcitos e plaquetas.

Babesia bigemina

PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)

Condicéo de Leucécitos(/mL) Neutrofilos Linfécitos
infeccéo (/uL) (/uL)
Negativo 12700 + 545 3024 + 196 8481 + 382
Positivo 12892 + 1100 3153 + 394 8230 + 769
p 0,8736 0,7655 0,7668
PARAMETROS HEMATOLOGICOS (x + EP)
Condicéo de Eosindfilos Mondcitos Plaquetas
infeccéo (/uL) (/uL)
Negativo 789,38 61,28  51590+41,91 430+ 16,31
Positivo 716,90 £39,50 661,65+ 84,28 443 32,43
p 0,7655 0,1162 0,7177

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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5.3 QUESTIONARIO E DADOS DE COLETA

As propriedades onde foram coletadas as amostras tinham em
média 113 animais, onde 18 destas eram destinadas a pecudria de corte e
trés eram de gado leiteiro. Em apenas duas destas propriedades nao
houve relato de casos anteriores de babesiose ou anaplasmose.

Analise exploratoria dos dados revela a situagdo de manejo e
controle de carrapatos e da babesiose e anaplasmose, adotados por
aqueles produtores rurais abordados no experimento. Quanto ao
conhecimento do produtor, em relagdo ao tratamento especifico para
anaplasmose e babesiose, dois produtores conheciam apenas drogas
utilizadas no tratamento da babesiose, um ndo conhecia o tratamento
para nenhuma das enfermidades, e os demais proprietarios conheciam e
usavam medicamentos especificos para tratamento da babesiose e
anaplasmose, quando suspeitavam de casos em seu rebanho.

A percepcdo da presenca do vetor no rebanho, por parte dos
produtores rurais, variou entre os entrevistados. Foi relatado que em 7
propriedades a presenca de carrapatos era nula durante todo o ano, em 3
a presenca era constante, em 1 o carrapato estava presente na primavera
e verdo, em 9 apenas no verdo e em uma no verdo e no outono (Tabela
22). O uso de algum tipo de carrapaticida no rebanho ocorria em todas
as propriedades, sendo que em 71% das propriedades se fazia uso
exclusivo ou adicional de produtos a base de derivados do grupo das
avermectinas. Percebe-se que mesmo naquelas propriedades em que foi
relatada a inexisténcia de carrapatos no rebanho, haviam animais
infectados por A. marginale, B. bovis e/ou B. bigemina.
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Tabela 21 - Analise exploratoria das varidveis: presenca de carrapato em
bovinos e uso de drogas para controle do carrapato, com relacéo
a presenca ou auséncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis
e Babesia bigemina no bovinos amostrados.

3

©
S S . Anaplasma Babesia Babesia
L 2 Variavel . . ; .
T s marginale bovis bigemina
< o
> o
(] 2 N o o o
=2 Uso de S £ 2 2 2 £
@ L avermectinas = ;3;-, = ;3;-, = :8}
xS & z g z g =z
. Avermectina e v 2% 9 o4 4 29
S 7 outras bases
5 Avermectinas 3 26 9 19 8 21
< Outras bases 12 8 5 15 4 16
. Avermectinae 5o 54 35 a4 13 69
2 9 outras bases
5 Avermectinas 10 18 9 19 4 21
> Outras bases 0 6 0 16 1 15
o © Avermectina e
25 1 3 16 2 17 4 15
5 = outras bases
> 0o
o
()]
= lg 1 Outras bases 0 6 1 5 0 5
ES
- >
0o o
° Avermectina e 1 3 0 4 9 9
= outras bases
s 3
4]
S Outras bases 9 14 6 17 3 20
O

Fonte: Luisa Lemos Vieira
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6 DISCUSSAO

Ferramentas moleculares nas investigagdes epidemioldgicas de
parasitos estdo se tornando cada vez mais presentes na pesquisa. No
ambito da genética molecular, novas técnicas surgem com uma
velocidade muitas vezes inalcancével. Contudo, as ferramentas bésicas
nessa area continuam auxiliando pesquisadores com fidelidade, como
ocorre neste trabalho. O uso dessas técnicas, como a PCR, na
investigacdo da Babesia spp. e A. marginale, tem sido promissor, nao
apenas por ser uma técnica especifica e de alta sensibilidade (SAIKI,
1988), mas também por evidenciar a presenca dos agentes naqueles
animais portadores assintomaticos (ALMERIA, 2001).

Técnicas modificadas da PCR, como a M-PCR, podem ser de
maior utilidade do que a técnica simples, por acelerar o processo quando
trata-se de um grande nimero de amostras, porém a reacdo deve ser
otimizada para seu bom funcionamento. Para que o0 ensaio de Multiplex-
PCR ocorra com sucesso, as condigdes de reagdo e especificidade de
cada conjunto de primer devem ser cuidadosamente avaliados (BILGIC
etal., 2013).

Figueroa et al (1993) publicaram um dos primeiros trabalhos
utilizando a Multiplex-PCR para detec¢éo simultanea dos hemoparasitos
B. bigemina, B. bovis e A. marginale em animais portadores, resultando
em uma analise sensivel. Contudo, pode ainda haver a possibilidade de
identificar falsos positivos (HUSEYIN, 2012). O desenvolvimento da
Multiplex-PCR neste trabalho baseou-se inicialmente na técnica descrita
por Figueroa et al (1993), porém A. marginale ndo apresentou amplicon
em amostra previamente identificadas como positiva. Portanto, outros
primers foram testados para a amplificacdo do controle positivo deste
agente, até que o uso do conjunto de primers descrito por Lew (2002),
baseados no gene que codifica proteinas Mspla de A. marginale, isolado
da Florida (ALLRED, 1990), amplificou um segmento de cerca de 1000
pares de bases, compativel ao amplicon esperado para a espécie. Ja 0s
primers BoF/R e BilA/IB derivaram de seqiiéncias de DNA de B. bovis
(SUAREZ, 1991) e B. bigemina (FIGUEROA, 1992), respectivamente,
os quais foram utilizados por Figueroa et al (1993) para realizar a
Multiplex-PCR.

Com a Multiplex-PCR, foi possivel determinar que a
prevaléncia de B. bovis (29,57%) foi maior do que de B. bigemina
(16,73%), resultado semelhante ao que foi demonstrado em estudo
retrospectivo por Almeida et al (2006), no Rio Grande do Sul, onde foi
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revelada a presenca de 41% de B. bovis, enquanto apenas 4,9% dos
casos foram de B. bigemina. Souza et al (2013), identificaram na regido
Nordeste do Brasil, prevaléncia de 52,5% de B. bigemina por sorologia
e 52% por PCR, e 68,8% de B. bovis por sorologia e 33,2% por PCR.
Contrastando com estes resultados, Souza et al (2002) relataram a
prevaléncia de anticorpos anti-babesia em bovinos com aptidao leiteira
no Planalto Norte Catarinense maior para B. bigemina (84,5%) do que
para B. bovis (76,8%), assim como Dalagnol et al (1999), que realizaram
pesquisa nos municipios de Lages, Bom Jardim da Serra, Mafra e Agua
Doce, resultando em prevaléncia de anticorpos variando de 84 a 100%
para B. bovis e de 95 a 100% para B. bigemina. Esta variacdo dentro de
um mesmo Estado pode ser relacionada a condi¢des que influenciam a
estabilidade do vetor na regido, principalmente por variagdes climaticas
individuais, mas também pelo controle adotado por produtores de cada
estabelecimento investigado. Como a regido serrana apresenta
temperaturas médias muitas vezes a baixo de 15° C, isso pode dificultar
o0 desenvolvimento do carrapato em épocas de frio intenso.

A prevaléncia de A. marginale foi de 27,24%, resultado
bastante inferior ao encontrado por Souza et al (2013), no Nordeste
brasileiro, que constatou por PCR a prevaléncia de infeccdo em 76,2%
dos bovinos. No estado da Bahia foi encontrada prevaléncia de 94,8 e
97%, utilizando dois sistemas de ELISA (BARROS, 2005), no Norte do
Rio de Janeiro apresentou 91,16% de soroprevaléncia (SOUZA, 2000a),
e Yoshihara et al. (2003) encontraram 76,10% de bovinos reagentes ao
ELISA por competi¢do, em rebanhos de corte da regido de Umuarama,
regido Noroeste do Parana.

A baixa taxa de infeccdo pelos agentes da TPB, permite
considerar que a regido estudada caracteriza-se em area de instabilidade
enzodtica para Anaplasmose e Babesiose bovina. Esta classificacdo
pode ser baseada em trabalhos de Smith (2000), onde se admite que
areas de instabilidade enzo6tica sejam aquelas cuja taxa de infeccdo dos
agentes da TPB seja inferior a 75% no rebanho. Também podemos
consideradas areas de instabilidade enzodtica para a TPB, quando a
presenca do carrapato ndo é constante durante o ano.

Segundo Mahoney et al (1981), para considerar uma regido
como de estabilidade enzoobtica para a babesiose deve-se manter uma
taxa de inoculacdo de 0,01 protozoario por dia. Essa taxa garantird que
animais até nove meses de idade sejam inoculados, permitindo situacédo
epidemioldgica de estabilidade para este agente, devido a resisténcia
imunolégica que animais até esta faixa etdria podem apresentar pela
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persisténcia de anticorpos colostrais (MAHONEY, 1973). Esta
classificacdo sera estendida a A. marginale, ja que o principal vetor € o
mesmo de Babesia spp. A taxa de infeccdo por B. bovis (31,25%), B.
bigemina (12,5%) e A. marginale (33,3%) em animais até nove meses
de idade foram menor que 75% nos bovinos, o que indica uma baixa
taxa de infeccdo em animais jovens, aumentando 0s riscos de animais a
cima de nove meses desenvolverem a doenga, devido a queda na
prote¢do adquirida.

Apesar do baixo percentual dos agentes em animais até nove
meses, resultados demonstram uma tendéncia de maior infec¢do por A.
marginale até os seis meses de idade. Esta tendéncia pode ser explicada
pela possibilidade de ocorréncia de infecgdo transplacentaria na
anaplasmose (RIBEIRO, 1995; KESSLER, 2001), visto que uma vez
infectados por A. marginale, os animais tornam-se portadores
assintomaticos. Animais na faixa etaria de 12 a 24 meses apresentaram
percentual de infeccdo por Babesia spp. maior do que nas demais faixas.
Este aumento gradual de infeccdo em animais mais velhos pode ser
explicado pelo fato da maior exposi¢do ao carrapato ao longo da vida
dos animais, além disso, Mahoney et al (1981) constataram que o
parasitismo do carrapato em bezerros corresponde a apenas 25% do total
de carrapatos dentro de uma propriedade. Assim como Utech et al
(1978) verificaram a menor susceptibilidade de bezerros jovens em
albergar carrapatos quando comparado a animais mais velhos.

InfeccBes concomitantes com dois ou trés agentes sdo
demonstradas em 17,5% dos animais, enquanto 35,8% sdo em infeccBes
individuais. Bilgic et al (2013) demonstrou a co-infeccdo de Theileria
annulata com Anaplasma marginale e/ou B. bovis em 22% das amostras
de bovino, na Turquia. No Egito, Adhan et al (2009), encontraram 12%
de infeccdo concomitante de B. bovis e B. bigemina em carrapatos da
espécie Boophilus annulatus. Halos et al (2005) evidenciaram a
possibilidade de  Ixodideos carrearem  diversos  pat6genos
simultaneamente e revelaram a co-existéncia de Bartonella sp., Borrelia
burgdorferi sensu lato e Babesia sp em um mesmo carrapato.

Através do questionario foi possivel avaliar o nivel de
conhecimento e de informagdo dos produtores sobre a doenca e foi
possivel realizar um boletim técnico para repassar aos produtores
participantes do trabalho (Anexo B). Além dos nomes popularmente
conhecidos para o complexo, como Tristeza Parasitiria Bovina, mal
triste, pindura, piroplasmose, amareldo ou ainda mal-da-ponta, ela
também foi denominada por dois produtores da regido como “Peste



69

Velha”, nome influenciado pelos sintomas quando os animais
apresentam apatia e fraqueza.

A caracteristica do desenvolvimento do carrapato na regido €
um importante fator que influencia a taxa de inoculacéo de Babesia sp e
A. marginale nesses rebanhos. Os anos de coleta foram marcados por
periodo de seca prolongado, da primavera ao verdao em 2012, e por um
inverno rigoroso, em 2013. As baixas frequéncias de infeccdo nesta
regido podem ter sido influenciadas pelas adversidades climéticas
ocorrida nestes anos, o0 que prejudicaria o desenvolvimento do vetor. Em
12 propriedades, os proprietério relatam que a presenca do vetor em seus
rebanhos, ocorre principalmente na primavera e verdo, em seis delas a
presenga é praticamente nula e em trés a presenca do carrapato é
constante. Nas propriedades em que 0 carrapato seria ausente, segundo
produtor, trés delas apresentam percentual de animais positivos superior
ao percentual de negativos.

A criacdo na maioria das propriedades abordadas se faz de
modo extensivo, a campo, o que dificulta a visualizacdo da presenca de
ectoparasitas nos bovinos. Muitas vezes 0s proprietarios examinam o
rebanho apenas em época de desverminagdo ou vacinagao e acabam néo
realizando um exame mais aprofundado em cada animal. Este fato
sugere que a percepcao do produtor frente a presenca do carrapato nem
sempre condiz com a realidade, ja que existe a infec¢do nos animais
destes rebanhos.

O desenvolvimento dos carrapatos ocorre, ndo somente pela
variagdo climatica, mas principalmente pelo manejo de controle de
carrapatos adotado por cada produtor. Outro fator que pode ter
apresentado influéncia na transmisséo através do vetor, foi a altitude em
que se localizavam as propriedades, visto que maiores frequéncias de
infeccBes foram observadas em altitudes entre 901 e 1199 metros.

A resisténcia do R. microplus a algumas drogas carrapaticidas
vem sendo confirmada por diversos pesquisadores em diferentes regiGes
(LEITE, 1995; CAMPOS Junior, 2005; CAMILLO, 2009). A resisténcia
ao amitraz, ao cyamizol e ao chlorometiuron foi confirmada na Australia
por Nolan (1981). Em propriedades que nao faziam uso de avermectina
e optavam por drogas a base de derivados piretroides, organofosforados
e/ou pirazdis, ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a
presenca dos hemoparasitas, mas o percentual de animais positivos foi
inferior aos negativos, 0 que leva a crer que 0 uso desses carrapaticidas
pode ser eficiente no controle de carrapatos na regiao.
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Os parametros hematoldgicos dos animais apresentaram
alteracGes relevantes apenas em relacdo as médias gerais no leucograma,
as quais estavam elevadas (13202/mL), contudo, este é um indicador
bastante varidvel por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, ndo
podendo ser associada a apenas uma variavel. As demais alterages
hematologicas ndo foram relevantes. Ndo foram encontrados animais
infectados anémicos através do eritrograma, fato que pode estar
relacionado aos baixos indices de infec¢do nos bovinos, visto que a
anemia se da principalmente pelo elevado nimero de eritrécitos
infectados. Esta situacdo revela que o0s animais do experimento
apresentavam infecgdes sub-clinicas, sem alteracBes hematoldgicas
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7 CONCLUSAO

A regido da serra catarinense pode ser considerada area de
instabilidade enzodtica para a Tristeza Parasitaria Bovina, pois a
frequéncia de infeccdo em animais com idade até nove meses foi menor
que 75%.

A infeccdo estd ocorrendo desde bezerros até animais adultos
pelo trés agentes causadores da TPB, com uma tendéncia a ser maior em
animais até 6 meses de idade em infecgdes por A. marginale.

Os agentes mais frequentes nesta regido sdao Babesia bovis e
Anaplasma marginale.

A infeccdo sub-clinica por A. marginale, B. bovis e B.
bigemina, ndo alteram parametros hematoldgicos como: volume
globular médio, volume globular, concentracdo de hemoglobina,
plaquetas e todos os pardmetros leucocitarios.
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9 ANEXOA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA — UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
LABORATORIO DE HEMOPARASITAS E VETORES — LABHEV

FORMULARIO

Identificagcdo do produtor:

Endereco:

NUmero de animais na propriedade:

Ha registros de caso de Tristeza Parasitaria Bovina na
propriedade? ( )Sim ( )Néo
Se houve registro, quando ocorreu?

Quantos casos ocorreram?

Qual o tratamento utilizado quando ha casos de TPB?

Qual o tipo de produgédo?

Qual a ocorréncia de carrapatos nos rebanhos da propriedade
(em estacBes definidas/ nunca/ constantemente)?

E utilizado carrapaticida? ( )Sim ( )Nao
Se a resposta foi sim, quando e qual carrapaticida
utilizado?

OBS.: EM CASO DE COLETA DE ANIMAIS SUSPEITOS
RECOLHER DADOS DO ANIMAL
Brinco do animal doente:

Idade:

Recebeu tratamento anterior a coleta? ()sim () ndo
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10 ANEXOB
COMUNICACAO TECNICA
MEDICA VETERINARIA LUISA LEMOS VIEIRA

Caros pecuaristas e produtores rurais,

Venho por meio deste, comunicar os resultados obtidos no
projeto intitulado PREVALENCIA E DINAMICA DE INFECCOES
POR Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina EM
BOVINOS DA REGIAO SERRANA DE SANTA CATARINA, do qual
sua propriedade foi selecionada para participacao.

Para melhor entendimento da importancia dos microorganismos
citados no titulo, trago uma breve introducao sobre a doenga causada por
estes, conhecida popularmente por Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). A
transmissdo da doenga ocorre pelo carrapato dos bovinos e é causada
por dois parasitos diferente, conhecidos como Babesia e Anaplasma. A
Unica forma de transmissdo da Babesia é através do contato direto de
bovinos com carrapatos. J& a Anaplasma pode ainda ser transmitida pelo
uso de instrumentos contaminados com sangue, como agulhas,
instrumentos cirurgicos e ferro de marcagdo, além de moscas sugadoras
de sangue. Portanto, propriedades livres de carrapato podem ainda
apresentar sintomas da Tristeza Parasitaria Bovina, devido a infecgdo
por Anaplasma.

A transmissdo ocorre quando um carrapato contaminado com os
parasitos causadores da TPB, entra em contato com o bovino. Dessa
forma, os parasitos entrardo em contato com o sangue do bovino, fato
que ird produzir a multiplicagdo dos micorganismos, ocasionando a
doenca. Os animais doentes irdo apresentar um quadro de anemia,
depressdo, febre, redugdo de peso e de producdo. Os animais doentes
acabam afastando-se do rebanho e procuram locais com agua, devido a
febre ocasionada no decorrer da doenga.

Na regido serrana o carrapato do bovino ndo se desenvolve
durante todos os meses do ano, na maioria das propriedades, fato que
gera uma situacdo de risco pois, quando os bovinos entram em contato
com o carrapato, poderdo apresentar baixa imunidade a Tristeza
Parasitaria Bovina, levando a apresentacdo de sinais clinicos.

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se perceber que
a regido serrana de Santa Catarina encontra-se em situacdo de risco,
podendo ser alvo de surtos em grande quantidade de propriedades. Os
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parasitos causadores da TPB foram encontrados em 57% do rebanho
estudado, contra 43% de animais ndo infectados. Além disso, animais
com idade inferior a 9 meses, apresentam taxa de infeccdo muito baixa,
quando se prima que a infeccdo ocorra em até 75% do rebanho desta
faixa etéria, para que o rebanho esteja em baixo risco de surto da
doenca. Apesar de essa situacdo ser preocupante, todos 0s animais que
participaram do experimento apresentaram infecgBes sub-clinicas, sem
alteracdes hematolégicas, ou seja, estavam todos sadios, 0 que
demonstra que os animais estavam em situacdo de equilibrio entre
imunidade e infecgdo.

Medidas de prevengdo podem ser adotadas, estipulando
programas eficazes de controle. Uma prética recomendada ¢ a realizago
da quimioprofilaxia naqueles animais que serdo transportados de regido
livre de carrapato, para regido com presenca deste. O medicamento
recomendado para quimioprfilaxia da TPB sdo os derivados de
imidocarb, na dose de 1 a 2 mg/kg de peso vivo (2,5ml para cada 100 kg
de peso vivo). Associada a esta pratica, recomenda-se carrapatear
terneiros na primavera e bovinos que sairdo de area livre da doenga para
area de risco, dessa forma os animais desenvolveram protecdo contra a
TPB ao mesmo tempo em que serdo tratadas, evitando o risco de
desenvolver a doenga mais tarde.

A disposicdo para maiores informagbes e interessados no
trabalho completo:
Luisa Lemos Vieira (luisa.lvi4@gmail.com)

Lages, 11/02/2014
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