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SANTOS, G.B. ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DA TRISTEZA PARASITARIA
BOVINA EM REBANHOS DOS MUNICIPIOS DE PETROLINA E OURICURI,
ESTADO DE PERNAMBUCO. 2013. 91 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia
Animal), Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Petrolina. Orientador:
Mauricio Claudio Horta

RESUMO

As doencas parasitarias representam uma preocupag¢ao na pratica veterinaria em
animais de producado, sendo que os protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina,
assim como a riquétsia Anaplasma marginale sao agentes etiolégicos da Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB), doenca de grande impacto econdmico para a
bovinocultura. O objetivo deste trabalho consistiu em determinar a prevaléncia da
TPB em bovinos de Petrolina e Ouricuri, PE, como também definir os possiveis
fatores de risco para a ocorréncia da doenca nestes municipios. Foram colhidas
amostras de sangue total para realizacdo de exame sorolégico através da Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e sangue periférico para pesquisa
parasitolégica. Foram aplicados junto aos produtores questionarios sanitarios
envolvendo aspectos epidemiolégicos objetivando identificar possiveis fatores de
risco para TPB. Carrapatos foram coletados e identificados visando o diagnéstico da
infeccdo por A. marginale, B. bovis e B. bigemina através da detecgdo de DNA pela
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). O estudo foi conduzido com 861
bovinos, sendo 468 de Petrolina e 393 de Ouricuri. A visualizacdo de merozoitos e
corpusculos intraeritrocitarios pela pesquisa parasitolégica foram demonstrados em
3% (14/468) e 1% (4/393) dos bovinos para Babesia spp. € de A. marginale em 2,3%
(11/468) e 1,2% (5/393) dos animais de Petrolina e Ouricuri, respectivamente. A
soroprevaléncia de A. marginale, B. bigemina e B. bovis em Petrolina foi de 35,04%
(164/468), 35,89% (168/468) e 32,26% (151/468), respectivamente, observando-se
co-infeccao destes patéogenos em 31,62% (148/468) dos animais. Em Ouricuri,
45,54% (179/393) dos animais foram positivos para A. marginale, 38,6% (152/393)
para B. bigemina e 54,9% (216/393) para B. bovis, sendo que 32,06% (126/393) das
amostras foram reativas para Babesia spp. € A. marginale, demonstrando co-
infeccdao também nessa regido. Pela PCR, foi possivel detectar infeccao por Babesia
spp. em 5,8% (8/137) das amostras de carrapatos, das quais, em 62,5% (5/8)
posteriormente detectou-se infeccdo por B. bovis; e por A. marginale em 23%



(32/137) das amostras. A presenca de carrapatos, o uso de carrapaticida, a idade, a
raca, assim como o municipio de residéncia dos animais foram identificados como
fatores de risco para TPB pela analise univaridvel e multivariavel. Este estudo
permitiu caracterizar os municipios estudados como de instabilidade enzodbtica para
esses hemoparasitos, e consequentemente, alertar para adog¢do de medidas

adequadas de controle e realizagdo de novos estudos.

Palavras-chave: Babesia bigemina; Babesia bovis; Anaplasma marginale;

epidemiologia.



SANTOS, G.B. EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF TICK FEVER IN CATTLE FROM
COUNTIES OF PETROLINA AND OURICURIL, STATE OF PERNAMBUCO. In
2013. 91 f. Dissertation (Master of Animal Science), Federal University of Sao
Francisco Valley, Petrolina. Supervisor:Mauricio Claudio Horta

ABSTRACT

Parasitic diseases are a constant concern in veterinary practice in farm animals, and
protozoa Babesia bovis and Babesia bigemina, as well as rickettsia Anaplasma
marginale are etiological agents of tick-borne disease in cattle (TBD), a disease of
great economic impact on the cattle. The aim of this study was to determine the
prevalence of TPB in cattle from Ouricuri and Petrolina, PE, as well as define the
possible risk factors for the occurrence of the disease in these counties. Were
collected blood samples for serologic testing by Indirect Immunofluorescence Assay
(IFA) and peripheral blood for parasitological research. Were applied to the
producers involving sanitary epidemiological questionnaires aiming to identify
possible risk factors for BPD. Ticks were collected and identified for the diagnosis of
infection by A. marginale, B. bovis and B. bigemina detecting DNA by Polymerase
Chain Reaction (PCR). The study was conducted with 861 cattle, being 468 in
Petrolina city and 393 in Ouricuri city. By parasitological examination, the
visualization of corpuscles and intraerythrocytic merozoites were shown in 3%
(14/468) and 1% (04/393) for Babesia spp. of cattle. and A. marginale 2.3% (11/468)
and 1.2% (05/393) of animals from Petrolina and Ouricuri, respectively. The
seroprevalence of A. marginale, B. bigemina and B. bovis in Petrolina was of 35.04%
(164/468), 35.89% (168/468) and 32.26% (151/468), respectively, observing co-
infection of these pathogens in 31.62% (148 / 468) animals. In Ouricuri, 45.54%
(179/393) of the animals were positive for A. marginale, 38.6% (152/393) for B.
bigemina and 54.9% (216/393) for B. bovis, and 32.06% (126/393) samples were
reactive for Babesia spp. and A. marginale, demonstrating coinfection also in this
region. Through PCR, it was possible to detect Babesia spp. in 5.8% (8/137) of
samples of ticks, which 62.5% (5/8) was detected later infection with B. bovis; and A.
marginale in 23% (32/137) of the samples. The presence of ticks, the use of
acaricide, age, race, and county of residence of the animals were identified as risk
factors for TBD by univariate analysis and multivariate. This study allowed



characterization of the municipalities studied as enzootic instability for these
hemoparasitic, and consequently alert for adoption of adequate control measures

and new studies.

Keywords: Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale; epidemiology.
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1 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro esta em plena evolucdo, com melhoria continua
dos seus indices zootécnicos, se tornando cada dia mais produtivo e eficiente. Com
aproximadamente 209 milhées de bovinos, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), o Brasil tem o maior rebanho comercial do
mundo. Sua producao, tanto de leite quanto de carne é uma das fontes extras de
renda das propriedades rurais, principalmente em pequenas propriedades. O estado
de Pernambuco possui o décimo sexto maior rebanho bovino do pais, o qual é
formado por aproximadamente 2,4 milhdes de cabecas.

Mais da metade do estado de Pernambuco é localizado no semiarido, que se
caracteriza pela escassez de chuvas. Boa parte estd no Bioma Caatinga, com
periodo chuvoso restrito a cerca de quatro meses por ano. Possui 185 municipios,
dentre os quais, os municipios de Petrolina e Ouricuri, que se destacam como
importantes cidades do interior do estado.

Visando melhorar o desenvolvimento da pecuaria de forma sustentavel e
consequentemente obter um maior aproveitamento econdmico da cadeia produtiva
da bovinocultura, é indispensavel minimizar os efeitos de doencas que geralmente
acometem os animais de producdo. Nesse contexto, a sanidade animal exerce um
papel fundamental, pois a presenca de enfermidades pode comprometer a
lucratividade ou até mesmo inviabilizar a atividade. Algumas enfermidades
parasitarias constituem-se em fatores limitantes ao desenvolvimento da atividade
pecuaria bovina em areas de clima tropical, subtropical e equatorial tmido, entre as
quais se destacam as hemoparasitores. Dentre as enfermidades parasitarias que
acometem os animais de producao, destaca-se a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB).

A TPB é um complexo que compreende duas enfermidades bem conhecidas: a
Babesiose, causada por um dos protozoarios do género Babesia (Babesia bigemina
ou Babesia bovis), e a Anaplasmose causada pela riquétsia Anaplasma marginale
(ALMEIDA et al., 2006). Infecgdes mistas ou isoladas podem originar doenga com
sinais clinicos como febre, anemia, ictericia, hemoglobinuria e perda de apetite, com
a presenca do agente no sangue do animal (KESSLER & SCHENK, 1998). E
responsavel por causar grandes perdas econdmicas, decorrentes da mortalidade
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dos animais do rebanho, queda na producgéo de leite, diminuicdo do ganho de peso,
além de gastos com controle e profilaxia (BARROS et al., 2005).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € o principal vetor para os
trés agentes, tendo seu desenvolvimento favorecido por condicées climaticas
tropicais e subtropicais (BARCI et al., 1994). Os prejuizos determinados pelo
parasitismo pelo carrapato a pecuaria bovina brasileira sdo classificados em dois
grupos principais. No primeiro grupo se enquadram os danos decorrentes da agao
direta, caracterizados por espoliacdo sangliinea e suas consequéncias, como
anemia, prurido, irritacdo, quedas no peso e na producédo dos animais, predisposicao
a instalacao de miiases e desvalorizacdo dos couros. Em um segundo grupo sao
compreendidos o0s transtornos ocasionados pela acao indireta, constituidos,
essencialmente, pela transmissao de agentes causadores de doencgas, como a TPB
e pelos gastos com a aquisicdo de medicamentos e de mao-de-obra especializada
para o tratamento dos animais, além das perdas com os bovinos que vao a ébito,
quando nao adequadamente tratados (FURLONG et al., 2003).

O conhecimento do comportamento da doenca em cada regido geografica é
indispensavel para o desenvolvimento e aplicacdo de medidas de controle que
possam interromper a cadeia epidemiolégica de modo a reduzir os prejuizos
causados a pecuaria (JONSSON et al., 2008). Dados sobre essa enfermidade e
métodos de diagndstico sdo escassos na regido, levando grande parte dos Médicos
Veterinarios a diagnosticar essa doenca baseados apenas nos achados clinicos, o
que torna dificil um diagnéstico eficaz, uma vez que, os sinais clinicos apresentados
pelos animais podem ser comuns a varias enfermidades. Dessa forma, torna-se
evidente a importancia do estudo epidemioldgico dessa enfermidade no semiarido
pernambucano, possibilitando, se necessario, a adocdo de medidas profilaticas e
terapéuticas adequadas.

Diante do exposto, o presente estudo objetivou verificar os aspectos
epidemiologicos da babesiose e anaplasmose bovina, referente a infeccdo nos
animais e carrapatos; como também definir os possiveis fatores de risco para a

ocorréncia dessas doencas em municipios localizados no semiarido pernambucano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E TAXONOMIA

2.1.1 Babesia bovis (Babés, 1888) e B. bigemina (Smith e Kilborne, 1893)

Em 1888, na Roménia, Babés e sua equipe descreveram pela primeira vez a
babesiose, quando comecaram a investigar surtos de uma enfermidade
caracterizada por um quadro de anemia hemolitica que acometia bovinos na Europa,
a qual foi chamada na época de hemoglobinuria enzoética bovina. Os animais
enfermos apresentavam microorganismos no interior de eritrocitos, e acreditava-se
tratar de uma bactéria, e a nomearam de Haematococcus bovis (ANGUS, 1996;
BOCK et al., 2004).

Em 1893, Smith e Kilborne demonstraram o organismo causador da “Febre do
Texas” (babesiose), que ocasionava sintomas semelhantes a hemoglobinuria
enzoobtica bovina e conseguiram caracterizar o microorganisSmo como um
protozoario, que foi denominado de Pyrosoma bigeminum (= Babesia bigemina)
(BOCK et al., 2004).

A similaridade entre os organismos descritos por Babés, na Roménia, e Smith
e Kilborne nos Estados Unidos, foi verificada por Starcovici ainda no ano de 1893, o
qual prop6s a inclusdo de ambos em um novo género, que por homenagem ao
pesquisador romeno foi chamado Babesia (UILENBERG, 2006).

O género Babesia pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, ordem
Eucoccidiorida, subordem Piroplasmorina e familia Babesiidae (LEVINE, 1988;
ALLSOPRP et al., 1994). Sao parasitas intraeritrocitarios, os quais possuem mais de
100 espécies, que infectam uma ampla variedade de animais domésticos, incluindo
bovinos, caninos, felinos, equinos, suinos, ovinos, caprinos e roedores, bem como
animais silvestres e ocasionalmente, o homem (BOCK et al., 2004; COOKE et al.,
2005; CANTU et al., 2007; HUNFELD; HILDEBRANDT; GRAY, 2008). No Brasil, o
primeiro relato dessa enfermidade data de 1901, em animais recém-importados e em
fase de aclimatacao no Rio de Janeiro (FONSECA; BRAGA, 1924).
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2.1.2 Anaplasma marginale (Theiler, 1910)

Arnold Theiler, em 1910 citou pela primeira vez o género Anaplasma como
agente causador de doenca especifica ao reconhecer “pontos marginais” em
eritrocitos de bovinos doentes. Nesse mesmo ano, na Africa do Sul foi descrito uma
nova espécie na tentativa de descrever ser um novo protozoario, denominado de
Anaplasma marginale. Inclusées localizadas marginalmente em eritrécitos tinham
sido observadas frequentemente em bovinos anémicos (KOCAN et al., 2010).
Anteriormente, por engano haviam concluido que os “pontos marginais” faziam parte
do ciclo de vida da B. bigemina, no entanto, Theiler (1910) determinou que
babesiose e anaplasmose eram doencas distintas, que poderiam co-existir no
mesmo animal, o que foi provado pela separacdo dos dois agentes e producédo de
uma “infeccao pura” com A. marginale (FONSECA; BRAGA, 1924).

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). Anaplasma sp. pode infectar ainda,
humanos, caninos, bovinos, equideos, pequenos ruminantes, além de uma
variedade de ruminantes silvestres (ZAUGG et al., 1996; MELO et al., 2001).

2.2 TRANSMISSAOQ E CICLO DE VIDA

2.2.1 Babesiose

Biologicamente, a babesiose € transmitida somente pelos carrapatos, e a
transmissdo mecanica pode ocorrer por meio de transfusdao sanguinea. Para
entender a transmissao da babesiose pelo carrapato, torna-se necessario conhecer
de forma resumida, o ciclo de vida destes parasitos, nos carrapatos e nos bovinos.

O ciclo de vida da babesiose envolve estagios no hospedeiro vertebrado
(bovino) e estagios no vetor invertebrado (carrapato). Apds a inoculagdo pelo
carrapato, a Babesia entra na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado sob a
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forma de esporozoito (forma infectante no hospedeiro definitivo) e invade os
eritrécitos. O parasita multiplica-se assexuadamente por fissdo binaria e em seguida
surgem as formas tipicamente piriformes, os merozoitos, que sado as formas
observaveis ao microscopio 6éptico e cuja morfologia € condizente com a
caracterizacdo de varias espécies de Babesia no que diz respeito ao tamanho,
forma, agrupamento, dentre outras. Por consequéncia da multiplicagdo do parasita,
ocorre lise dos eritrocitos inoculados seguida da invasao de outros eritrocitos ainda
nao infectados. Esse fendmeno repete-se provocando diferentes graus de anemia e
outros efeitos resultantes da hemoglobina livre circulante (HOWARD et al., 2001).

Algumas formas piroplasmaticas evoluem para as formas sexuadas do
parasita, 0s gametocitos, que sao as formas infectantes para o carrapato ao realizar
a hematofagia em um bovino parasitado. No intestino do carrapato os gametocitos
formam macro e microgametas, os quais originam os zigotos que penetram nas
células epiteliais onde iniciam a divisdo, por esporogonia, dando origem aos
esporozoitos (merozoitos) que invadem a hemolinfa, e iniciam ciclos de fissao
multipla nos diversos 6rgaos da fémea ingurgitada, como as glandulas salivares e
ovarios.

Nos ovarios infectam parte dos oocistos (infeccao transovariana) transmitindo o
parasita as suas novas formas larvares, que quando comecam a se alimentar no
bovino, ha continuidade da multiplicagdo nas células epiteliais das glandulas
salivares, e 0s esporozoitos gerados sao transmitidos aos seguintes estagios de seu
desenvolvimento (infeccao transestadial) e inoculados através da saliva nos bovinos,
dai por diante, o parasito multiplica-se por fissao binaria dentro dos eritrécitos, onde
se transformam em trofozoitos que por fissdo binaria ddo origem a dois merozoitos
que rompem a célula hospedeira e cada um invade outro eritrdcito, originando dois
novos merozoitos (KESSLER et al, 1998).

A transmissao de B. bovis pelo carrapato ocorre apenas pelas formas larvares,
uma vez que o ciclo dessa espécie no carrapato termina no final da fase de larva
(MAHONEY & MIRRE, 1979). No entanto, o ciclo de B. bigemina é mais prolongado,
podendo esta espécie ser transmitida desde o estagio de ninfa até parte do estagio
adulto (CALLOW & HOYTE, 1961). O macho adulto é o principal transmissor da
doencga por possuir maior mobilidade e tempo de vida mais prolongado quando
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comparado com as fémeas ou as formas larvares do carrapato (URQUHART et al.,
1998).

A transmissdo do bovino para o carrapato se da na fase final do
ingurgitamento. A babesiose apresenta um periodo de incubagéo que varia entre 7 a
14 dias, o que pode variar dependendo da taxa de inoculagédo e da sensibilidade do

hospedeiro, podendo entdo ser mais curto ou mais extenso (KESSLER et al, 1998).

2.2.2 Anaplasmose

Os carrapatos sao considerados os principais transmissores da anaplasmose,
porém esta também pode ser realizada por moscas, mosquitos e outros insetos
picadores, como os Tabanideos (mutuca) e os Stomoxys calcitrans (mosca do
estabulo). A transmissdo do Anaplasma por insetos hematéfagos se faz de forma
mecanica, mediante a transferéncia de heméacias infectadas a um animal
susceptivel, sendo realizada em poucos minutos, enquanto o sangue permanece
fresco no aparelho bucal do inseto (ARTECHE et.al., 1992; MARQUES, 2003).

No entanto, a transmissao bioldgica feita por carrapatos € pelo menos duas
vezes mais eficiente que a transmissdo mecanica feita pela mosca de estabulo
(SCOLES et al. 2005). A. marginale, € uma riquétsia que se multiplica nas células do
epitélio intestinal do carrapato e este pode infectar-se em qualquer estagio. A
transmissdo para o bovino ocorre de estagio para estagio e os carrapatos machos,
por sua maior longevidade e mobilidade, sdo considerados mais importantes na
transmissdo da anaplasmose. Apds inoculacdo do agente nos bovinos, os
corpusculos iniciais aderem a superficie dos eritrécitos e entram por invaginacao da
membrana citoplasmatica, com subsequente formacdo de um vacuolo parasitéforo,
onde mutiplicam-se por fissdo binaria originando um corpo de inclusdo com 4 a 8
corpusculos iniciais que irdo invadir outros eritrcitos (KESSLER et al, 1998).

Nas regiées onde o inverno e/ou seca sao mais rigorosos ocorre uma reducao
na populagdo de vetores. Sendo assim, 70% dos animais nascidos no periodo da
seca adquirem a infeccdo por A. marginale somente na época chuvosa, devido a

baixa populacao de vetores na época de seca (MELO et. al., 2001).
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A. marginale infecta de 10 a 90% das hemacias dos bovinos (KIESER et al.,
1990). A incubacao ou periodo pré-patente pode variar de 7 a 60 dias, com uma
média de 28 dias. Ap6s a infeccao eritrocitaria é detectado um aumento no nimero
de hemacias parasitadas (KOCAN et al., 2010), essas hemacias sdo posteriormente
fagocitadas por células do sistema reticuloendotelial, resultando em desenvolvimento
de anemia e ictericia, sem que apresente hemoglobinemia ou hemoglobinuria
(KOCAN et al., 2010).

2.3 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A difusdo dos patdgenos associados a TPB esta diretamente ligada a
distribuicdo do seu vetor biolégico, que precisa de fatores ambientais favoraveis para
completar seu ciclo biolégico, de acordo com Madruga et al (1993) e Sacco (2002)
pode apresentar-se da seguinte forma:

Areas livres, onde o carrapato ndo ocorre devido a condicdes climaticas que
impedem o desenvolvimento do parasito. No entanto, os bovinos ndo desenvolvem
imunidade natural e a doenca podera ocorrer caso haja entrada acidental de
carrapatos infectados em periodos favoraveis, ou quando os bovinos infectados
forem introduzidos nessa regiao;

Areas de instabilidade enzodtica, onde a ocorréncia de uma estagdo seca ou
fria impede o desenvolvimento da fase de vida livre do carrapato durante parte do
ano. Assim, os bovinos passam uma época do ano sem ter contato com o parasita
Ou com poucos carrapatos, com isso nao desenvolvem imunidade duradoura contra
a doenca. Nessa situacao existe a possibilidade de ocorréncia de um grande nimero
de casos clinicos, geralmente de curso agudo e com alta taxa de mortalidade devido
a presenca de suficiente nimero de animais susceptiveis que ndo foram infectados
até os 7-10 meses de idade (UILEMBERG, 1995). Uma regidao é considerada de
instabilidade enzodtica, quando o percentual de animais sorologicamente positivos
para essa enfermidade estiver entre 20% e 75% (MAHONEY e ROSS 1972;
ARAUJO et al., 1997; GUIMARAES et al., 2011).

Areas de estabilidade enzodtica, a presenca do carrapato ocorre onde o
durante todo o ano, de maneira que até os 7-10 meses de idade os bovinos séo
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expostos a carrapatos infectados, devido a queda de anticorpos maternos e durante
o resto da vida, permanecendo imunizados. Nesses rebanhos, sdo raros os casos de
doenca clinica, ndo sado esperados surtos e nem mortalidade de animais adultos,
pois eles ja sao portadores. (MADRUGA et al 1993, SACCO, 2002).

O desenvolvimento de R. (B.) microplus é favorecido por condigdes climaticas
tropicais e subtropicais que conferem a babesiose caracteristicas de estabilidade
endémica (BARCI et al.,, 1994). Nestas situacées o carrapato encontra condi¢cdes
favoraveis ao seu desenvolvimento, incidindo em todo o territério com intensidade de
parasitismo, variando em funcao das condigdes climaticas, do manejo de rebanhos e
pastagens e da raca dos bovinos explorados (GOMES, 1998), podendo completar
até cinco geracdes por ano, dependendo das temperaturas médias anuais, que
devem esta em torno de 27°C com precipitacbes pluviométricas adequadas e
umidade relativa de aproximadamente 70% (BARROS et al., 2006).

Nos locais onde o clima limita o desenvolvimento do carrapato vetor, sao
criadas situagbes de instabilidade endémica, devido a transmissao irregular dos
agentes, podendo ocorrer surtos de babesiose (BARCI et al., 1994). Um importante
fator responsavel pela formacdo de areas de instabilidade enzooética consiste no
controle intensivo de carrapatos em determinadas regides (VIEIRA et al., 2002).
Tem-se observado condicbes de estabilidade enzodtica para anaplasmose em
regides onde o carrapato R. (B.) microplus ndo encontra condicdes adequadas para
0 seu desenvolvimento durante todo o ano, isso pode ser explicado pela influéncia
dos dipteros hematéfagos na manutencao dessa situacao epidemiolégica (BARROS
et al., 2005).

2.4 SINAIS CLINICOS

A doenca clinica esta relacionada a ciclos repetidos de invasédo e de
multiplicacdo dos protozodarios em eritrocitos do hospedeiro, seguidos de lise
eritrocitaria e invasao de outros eritrocitos. Os sinais clinicos iniciam 2 a 3 semanas
apdés a inoculacdo do agente pelo carrapato. As infeccdes por Babesia spp. em
bovinos caracterizam-se por febre (41°C a 41,5°C), anemia, apatia, ataxia, palidez

de mucosas, ictericia, taquipnéia, prostracao e inapeténcia, desidratagdo, tremores
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musculares, ranger de dentes, hemoglobinemia, hemoglobinuria € em muitos casos,
morte (SOUZA et al. 2000; KOCAN et al. 2004; RODRIGUES et al., 2005; DREHER
et al. 2005; ALMEIDA et al., 2006; SINGH et al., 2009).

2.4.1 Babesia bovis

Babesia bovis possui tropismo por capilares de 6rgaos centrais como meninges
e cerebelo, além de O6rgaos viscerais como rins, baco, pulmbes e coracéo,
apresentando uma caracteristica viscerotrépica aglutinante com bloqueio de vasos,
que por essa caracteristica ndao se observa uma intensa hemoglobinemia,
hemoglobinuria, e a febre geralmente € menos elevada do que a ocorrida na
infecgdo por B. bigemina.

Eritrocitos parasitados tendem a ser sequestrados nos capilares da substancia
cinzenta do encéfalo, onde se acumulam provocando an6xia em diferentes areas e
consequentemente provocando eventos quimicos e imunoldgicos que induzem uma
manifestacdo clinica distinta, podendo produzir sintomatologia neurolégica,
caracterizando um quadro conhecido como babesiose cerebral, que frequentemente
tende a ser confundida com outras doencas do sistema nervoso central de bovinos
(SEQUEIRA E AMARANTE, 2002; BARROS, 2006).

Na babesiose cerebral sdo observados sinais neurolégicos como
incoordenacao motora, hiperexcitabilidade, opistétono, cegueira, tremores
musculares, paralisia dos membros pélvicos, movimentos de pedalagem, andar em
circulos, agressividade e coma (RODRIGUES et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006).
Os casos neurologicos em geral sdo fatais, ocorrendo apdés um curso clinico agudo
ou superagudo que dura alguns minutos até 24-36 horas (BARROS et al., 2006).

Infecgbes por este parasito geralmente promovem niveis baixos de parasitemia
periférica e como os eritrocitos infectados sdo sequestrados pelo sistema de defesa
para o endotélio capilar, os resultados consistem em reacbes alérgicas, danos a
orgaos, edema pulmonar e disfuncao cerebral. B. bovis é 0 agente mais
frequentemente envolvido em casos de babesiose e responsavel por causar
mortalidade em mais da metade de bovinos infectados, sendo considerado o
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parasito mais virulento dentre os trés agentes responsaveis por causar a TPB
(ZINTL et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006).

2.4.2 Babesia bigemina

Em decorréncia da intensa hemolise intravascular a infec¢ao por B. bigemina é
marcada por uma forte hemoglobinuria, provocando uma anemia hemolitica
progressiva, necessitando de um maior periodo para levar o animal a morte, sendo

considerada a espécie menos patogénica (FARIAS, 1995).

2.4.3 A. marginale

Os sinais clinicos observados nos animais doentes sdo anemia hemolitica,
ictericia, dispnéia, taquicardia, febre, fadiga, lacrimejamento, sialorreia, diarreia,
micgcdo frequente e anorexia, levando a morte do animal (VIDOTTO; MARANA,
2001; ARAUJO et al., 2003).

Na anaplasmose os sinais clinicos agudos sdo mais comumente encontrados
em bovinos com idade superior a um ano, sendo que 0s principais prejuizos estao
ligados ao sistema reprodutivo, a animais de raga e a vacas com alta producao de
leite. Vacas em estado avancado de prenhez e/ou lactacdo podem ter recaidas e
desenvolver sinais de infeccdo aguda. Tais eventos estariam relacionados com a
imunossupressao associada ao periodo peri-parto. As vacas em lactagcédo
apresentam diminuicdo na producao de leite e a febre apresentada durante a alta
parasitemia pode gerar abortamentos, bem como, levar a reducao da fertilidade em
touros, que podem ainda desenvolver infertilidade temporaria (BOCK et al., 2004;
KOCAN et al., 2010).
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2.4 PATOGENIA

A integracao entre o agente da doenca, o vetor e o hospedeiro determina a
dindmica da infeccdo (SILVA et al., 2007). A presenca de citocinas e outros
compostos farmacologicamente ativos tém uma funcdo importante na resposta
imune contra a Babesia spp. € 0 excesso de producao do agente infeccioso contribui
para o progresso da doenca causando vasodilatacdo, hipotensdo, aumento da
permeabilidade capilar, edema, colapso vascular, distirbios de coagulacdo, lesao
endotelial e estase circulatoria (BOCK et al., 2004).

A B. bigemina parasita com mais frequéncia as hemécias da circulagéo
periférica, enquanto a B. bovis é encontrada em capilares de érgdos centrais como
cérebro, cerebelo, meninges, e nas visceras como rins, baco, figado, coragdo e
pulmdes, e apresenta um curso de trés a sete dias para a forma aguda da doenca
(MASSARD; FREIRE, 1985). B. bigemina é capaz de desencadear um mecanismo
que provoca danos celulares e tissulares, envolvendo inicialmente uma hemdlise
intravascular, de forma que os animais infectados por este agente tendem a
apresentar hemoglobinuria mais cedo e de forma mais consistente, determinando
andxia e secundariamente lesbes em varios 6rgaos, principalmente, rins e figado
(MENDONCGCA et al., 2002).

2.6 PATOLOGIA

Os achados de necropsia na babesiose e anaplasmose incluem carcaca,
mucosas e serosas anémicas ou ictéricas, baco escurecido e figado amarelado,
ambos aumentados e congestos, linfonodos e rins aumentados e escuros, vesicula
biliar distendida, com bile escura, densa e grumosa, hemorragias peri e
endocardicas e hidropericardio (COETZEE et al., 2005; BARROS et al., 2006). A
coloracao vermelho-cereja do cértex cerebral e cerebelar é uma lesdo caracteristica
da babesiose por B. bovis, urina vermelho-escuro € observada na babesiose por B.
bigemina ou levemente avermelhada (na babesiose por B. bovis). Em casos de

hemoglobinuria prolongada os rins podem estar marrom escuro, as vezes com
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edema perirenal, devidos a nefrose hemoglobinurica (BOCK et al., 2004; FARIAS,
2007).

As lesdes histopatolégicas mais frequentes da TPB encontradas no figado sao
distensdo dos sinusdides e degeneracdo de hepatédcitos. O cérebro apresenta
congestdo capilar, edema perivascular e pequenas hemorragias, os rins nefrose e
congestdo vascular e ainda nefrose hemoglobinirica em casos de B. bigemina
(FARIAS, 2007).

Antoniassi et al. (2009) descreveram um surto de mortalidade de bovinos por B.
bovis no Municipio de Picada Café-RS, onde apdés 20 dias do ingresso de 55
novilhas na propriedade, 28 morreram em cinco dias, provavelmente devido a falta
de imunidade contra o parasito. Os sinais clinicos incluiram febre, incoordenagao,
agressividade, anemia, petéquias nas mucosas e morte apds um a dois dias. Nos
animais necropsiados foi possivel constatar algumas das lesdes descritas. Foram
observadas mucosas palidas e com petéquias, esplenomegalia acentuada, figado
aumentado com bordos arredondados e amarelado, vesicula biliar com parede
edemaciada e repleta com bile grumosa. Os rins estavam vermelho-escuros e a
bexiga continha urina cor de vinho tinto. No encéfalo, observou-se alteracdo da
coloragao, a qual apresentava-se réseo-cereja no cortex telencefalico, cerebelar e
corpo estriado, contrastando com a substancia branca. Em esfregacgos teciduais do
cértex encefalico, havia capilares repletos de hemacias, contendo estruturas
basofilicas, solitdrias ou pareadas, de aproximadamente 2um de diametro,

compativeis com B. bovis.

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da TPB deve considerar os dados epidemiolégicos, sinais
clinicos, lesbes observadas a necropsia e principalmente exames laboratoriais. O
diagndstico clinico nos casos de suspeita de TPB torna-se de suposi¢cdo uma vez
que os sinais clinicos podem ser confundidos com os de outras doengas (FARIAS,
2007).
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2.7.1 Exame parasitolégico ou direto

O exame direto consiste em uma ferramenta importante para confirmacao do
diagnéstico clinico, sendo um dos principais métodos de diagndstico empregado
nesta situacdo, pois além da praticidade na realizagdo ainda apresenta um custo
reduzido (BOSE et al., 1995). Este é realizado por meio de esfregacos sanguineos
colhidos de sangue de animais na fase aguda com parasitemia elevada, corados
com corantes do tipo Giemsa, Leishman, Wrigth e Pandético. Para uma melhor
realizacdo do exame, deve-se preparar a lamina a partir de sangue coletado dos
capilares periféricos, como da regido marginal da orelha ou ponta da cauda no caso
de B. bovis, pois a circulagcdo sanguinea geral possui 20 vezes menos desse
parasito do que no sangue periférico (BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010); para
B. bigemina pode-se utilizar até mesmo, sangue coagulado por haver uma
quantidade maior desse protozoario no sangue circulante. Entretanto quando a
parasitemia se apresenta muito baixa, como é o caso das infec¢des subagudas, é
dificil a demonstragcdo do agente (MARTINS et al., 1996; VIDOTTO; MARANA,
2001). Em estudos epidemioldgicos a aplicacdo dessa técnica € limitada em
decorréncia da baixa sensibilidade em detectar animais cronicamente infectados
convertidos ao estado de portador (BOSE et al., 1995; COSTA JUNIOR et al., 20086).

2.7.2 Diagnostico sorolégico

Técnicas soroldgicas para pesquisa de anticorpos especificos sao ferramentas
imprescindiveis em estudos epidemiolégicos da babesiose e anaplasmose, sendo
possivel definir a situagcdo epidemioldgica das diferentes regides de ocorréncia
dessas enfermidades baseando-se no status imunolégico dos animais, funcionando
como indicador indireto da presenca do agente (MAHONEY; WRIGHT; MIRRE,
1973; BARROS et al., 2005).

Embora muitos testes sorolégicos tenham sido desenvolvidos para a deteccéo
de anticorpos anti-Babesia spp. e anti-A. marginale as técnicas mais rotineiramente
empregadas sao: Reacdo de Fixacdo do Complemento (FC), Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimética Indireta
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(ELISA) (McGUIRE et al., 1991; BOSE et al., 1995). Apesar de apresentarem
elevada sensibilidade e especificidade, uma das principais limitagdes dos métodos
sorolégicos é que eles apenas indicam a exposicdo ao agente infeccioso, nao
informando sobre o curso da infeccao (WAGNER et al., 1992).

A Reacdo de Fixacao de Complemento é primariamente utilizado para
deteccao de anticorpos (IgM), ou seja, os animais recentemente infectados (BOSE et
al., 1995). A sensibilidade do teste diminui com o curso da infeccdo e sua utilizacao
é limitada em areas de endemia estavel para Babesia spp e A. marginale. (REITER,;
WEILAND, 1989).

A RIFI é amplamente utilizada para diagnosticar Babesia spp., porém a
desvantagem desta técnica € sua limitagdo pelo nimero de amostras realizadas por
dia por ser extenuante ao leitor (BOSE et al., 1995). O teste de ELISA é considerado
um avanco em termos de sensibilidade, especificidade, padronizacdo e
reprodutibilidade para a deteccdo de anticorpos especificos na babesiose bovina
(MACHADO et al., 1997), além de ser o método mais apropriado para se trabalhar
com grande numero de amostras devido a utilizacdo de um leitor especifico
(ARAUJO et al., 1998).

2.7.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Avancos recentes no campo da biologia molecular tornaram possivel o uso de
técnicas de amplificacdo do DNA dos agentes causais das patologias parasitarias e
infecciosas que acometem os animais. Atualmente a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), tem sido bastante utilizada na investigacdo desses parasitas,
uma vez que apresenta sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a técnica de
esfregaco sanguineo (BOSE et al., 1995). Esses testes baseados na PCR so feitos
de maneira relativamente rapida e apresentam alta sensibilidade e especificidade
tornando possivel a verificacdo da presenca de agentes patogénicos, mesmo em
animais assintomaticos. A PCR tem sido muito utilizada em estudos epidemiol6gicos
das hemoparasitoses bovina, pois apresenta a possibilidade de discriminar animais
soronegativos infectados, como por exemplo, animais em fases iniciais da infeccao
(COSSIO-BAYUGAR et al., 1997) e distinguir animais soropositivos infectados de
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animais vacinados (GALE et al., 1996). Essas técnicas permitem ainda a
confirmacgdo da presenca e a discriminacao dos parasitos quando em niveis muito
baixos no sangue de animais portadores sadios, sendo fundamental para a
elaboracao de programas de controle da doenca (ALMERIA et al., 2001).

2.7.4 Diagnostico diferencial

O diagnéstico diferencial da TPB compreende enfermidades que também
cursam com o histérico de hemdélise (HOWARD et al., 2001), dentre estas estédo
incluidas:

e Clostridiose por Clostridium hemolyticum, agente que apds algum dano local
no figado, como a migracdo de alguns parasitos (ex: Fasciola hepatica)
pode contamina-lo causando um quadro clinico-patolégico semelhante a
TPB, devido a observacao de infartos caracteristicos no figado durante a

necropsia, além de hemolise com hemoglobindria;

Teileriose, causada por Theileria spp. E uma doenca hemolitica muito
semelhante a Babesiose e cuja sintomatologia pode induzir o clinico em

erro. Em zonas endémicas infecgdes mistas podem ser comuns;

Leptospirose, a liberacdo de toxinas pela bactéria ocasiona hemdlise com

consequente hemoglobindria e insuficiéncia hepéatica;

Intoxicagdo por fedegoso (Senna occidentalis), onde a mioglobindria € um
achado clinico e patolégico frequente, que pode ser confundido, em
condicbes de campo, com hemoglobinuria. Entretanto, esta intoxicacao
produz lesdes musculares macro e microscopicas caracteristicas, nao

observadas na TPB;

Intoxicacdo por samambaia (Pteridium aquilinum), pode provocar
hemangiomas na bexiga os quais levam a hematuria (hematudria enzodtica).
O diagndstico diferencial pode ser realizado pelo exame de sedimentacao

de urina, onde na hemoglobindria a coloracdo vermelha permanece, na
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hematuria as hemacias vao para o fundo e a urina adquire novamente

coloracédo normal;

e Intoxicacdo por plantas do género Brachiaria (Brachiaria decumbens e B.
radicans), podem produzir ictericia e/ou hemoglobiniria, quase que
invariavelmente associada a fotossensibilizacdo hepatégena, a qual néo
ocorre na babesiose. O diagnéstico deve ser confirmado pelo histérico de
pastejo continuo dos animais em pastagens formadas exclusivamente pela

planta e exclusdo de outras possiveis causas de hemoglobinura;

e Hemoglobindria pés-parto, geralmente ocasionada pela deficiéncia de

fosforo;

e Perturbacées hepaticas ou hematolégicas podem ser confundidas com

casos de Anaplasmose, devido a sinais de ictericia e anemia.

Doencas que cursam com sinais nervosos podem ser confundidos com
babesiose cerebral, dentre elas estdo incluidas a raiva, intoxicacdo por plantas,
encefalopatia hepatica geralmente decorrente de doenca hepatica severa, dentre
outras (HOWARD et al., 2001). Para o diagnostico diferencial, recomenda-se 0 uso
de provas laboratoriais, sendo o esfregaco sanguineo uma prova de alta praticidade
e baixo custo (IICA, 1987), podendo ser realizada a campo a partir da colheita de
sangue periférico do animal suspeito e exame direto de laminas apo6s coloragdo em
microscépio optico (FARIAS, 1995).

2.8 CONTROLE

Os métodos de controle modificam-se entre diferentes regides geograficas, e
incluem o controle de vetores, através da aplicacdo de acaricidas, administracao
profilatica de quimioterapicos e vacinacao (BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010).

No que diz respeito ao controle de vetores, especialmente de R. (B.) microplus,
este é realizado através da aplicacdo de produtos carrapaticidas, o0 que demanda
altos investimentos e pode ainda implicar na aquisicao de resisténcia dos carrapatos
aos principios ativos utilizados em caso de uso prolongado, e principalmente devido
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ao uso indiscriminado, tornando os animais susceptiveis a infecgdo (GOMES, 1998).
A estratégia a ser escolhida apresenta relagao direta com a situacao epidemiolégica
da regido, e dessa forma pode ser realizado através da erradicacédo ou do controle
estratégico desses vetores (GONGCALVES, 2000).

A erradicacao do carrapato € maléfica quanto a imunidade para os agentes da
TPB, de forma que ele deve ser controlado, mantendo infestagées baixas nos
animais, permitindo assim doses infectantes adequadas de Babesia spp. € A.
marginale (GONCALVES, 2000). Para Smith et al. (2000) o controle estratégico pode
causar uma sensivel diminuicdo na populacédo de carrapatos por um longo periodo
de tempo, acarretando uma situacao de instabilidade a babesiose, e sugerem que
qualquer estratégia de controle usada para os carrapatos, deve preservar ou manter
a estabilidade enzodtica para a babesiose por meio da exposicdo natural ao vetor
durante todo o ano com infestacées controladas, ou, se necessério, pela
implantagéo de programas de imunizagao.

A imunizacao natural ocorre pela inoculacdo dos hemoparasitos nos bovinos a
campo, através do carrapato, de forma que o gado convive normalmente com o
carrapato tornando os animais adultos imunes ou resistentes. Os bezerros nascem
de maes imunes e, por meio do colostro, adquirem anticorpos especificos que lhes
garantem uma imunidade passiva durante os primeiros meses de sua vida, além de
serem, nesta fase, naturalmente mais resistentes aos hemoparasitos (SACCO,
2002b).

Em areas endémicas, a superinfestacdo por carrapatos deve ser evitada, por
meio de um manejo eficaz, como por exemplo, a aplicacdo de banhos estratégicos
(BOCK et al., 2004). Caso nao seja realizado um bom controle do carrapato na
propriedade, € possivel que os bezerros ainda muito jovens sejam altamente
parasitados, recebam uma inoculacdo muito grande de hemoparasitos €, mesmo
sendo naturalmente mais resistentes, nao tenham condicdes de reagir a este desafio
e adoecam, sendo necessario tratamento especifico nos doentes e tratamento
profilatico no resto do grupo para que ndo adoecam. No entanto, se ha um controle
muito rigoroso de carrapatos, € possivel que estes bezerros passem a fase de
amamentacdo e de maior resisténcia natural sem adquirir carrapatos e,
consequentemente, sem desenvolver imunidade propria, o que significa que se

tornardo adultos sensiveis, o que é altamente indesejavel (SACCO, 2002b).
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O controle torna-se mais dificil em areas de instabilidade enzodtica, o
conhecimento do estado imunolégico do rebanho é muito importante para tomada de
decisbes nestas regides (GONCALVES, 2000). De acordo com Sacco (2002b),
nessa situagao, geralmente ha a necessidade de utilizacdo de alguma pratica que
permita o desenvolvimento da imunidade nos animais, como premuni¢cdo, vacinacao
ou quimioprofilaxia.

A premunicdo consiste na inoculacdo de sangue infectado com os agentes da
TPB apresentando sua viruléncia natural de campo, coletado de um bovino portador,
nos animais a serem imunizados. Sao realizadas duas ou trés inoculagdes, e 0
desafio & controlado por meio de larvas de carrapato. Consequentemente, a
premunicao pode levar a um processo de infeccdo clinica que necessite tratamento
especifico, por isso € considerada uma técnica de alto risco, além de contribuir para
a disseminacao de qualquer outra infeccdo presente no bovino doador, e por este
motivo é fundamental o monitoramento sorolégico periddico dos doadores (SACCO,
2002b).

Nas é&reas livres deve-se evitar a entrada de vetores, uma vez que podem
provocar surtos, bem como os animais destas areas, devem ser protegidos antes de
serem transportados para regides endémicas (VANZINI; RAMIREZ, 1995).

Em se tratando da anaplasmose, o controle de carrapatos, protege apenas
parcialmente o animal, em decorréncia da transmissdo mecanica, por isso, deve-se
manter o controle de moscas na propriedade, principalmente nas estacoes
chuvosas, quando a populacdo de dipteros hematéfagos € maior, como também
deve-se adotar medidas de higienizacdo de instrumentos cirargicos, controlando
assim a ocorréncia de infeccao por A. marginale, (GONCALVES, 2000).

A quimioprofilaxia fundamenta-se na utilizagdo de produtos especificos contra
0s agentes causadores da doenca que busca-se controlar. Para TPB utiliza-se o
dipropionato de imidocarb, e para anaplasmose faz-se uso das tetraciclinas (KOCAN
et al., 2010). O dipropionato de imidocarb deve ser utilizado na dose recomendada
pelo fabricante como quimioprofilatico, e os animais devem ser em seguida expostos
a infestacdo pelo carrapato, constantemente, por pelo menos 30 dias.
Posteriormente a aplicacdo da droga, o principio ativo atinge altas concentracdes
sanguineas, 0 que protege os bovinos dos hemoparasitos que estdo sendo
inoculados. O nivel sanguineo da droga comega a cair gradualmente, o que permite
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um aumento também gradual de sobrevivéncia dos hemoparasitos nos bovinos,
levando ao desenvolvimento da resposta imune sem provocar a doencga clinica nos
animais que estdo sendo desafiados, estabelecendo a estes o estado de portador
(GONGCALVES, 2000; SACCO, 2002b).

Diversos métodos de vacinacao tém sido desenvolvidos e estudados como
medidas imunoprofilaticas contra a babesiose e anaplasmose bovina. Comumente
utiliza-se como vacina para babesiose sangue infectado de animais geralmente
esplenectomizados, contendo formas vivas atenuadas ou inativadas e com o
aparecimento da tecnologia do DNA recombinante também surgiram vacinas
recombinantes (GUGLIELMONE, 1995).

No caso da anaplasmose, atualmente existem trés tipos de vacinas, a vacina
atenuada, a vacina viva e a vacina que utiliza A. centrale. A vacina atenuada utiliza
amostra de A. marginale, a qual é submetida a inducao de mutacao, pela exposicao
a radiacao e selecao apds duas passagens seriadas em cervideos e ovelhas. Apds
aplicacao, os animais desenvolvem resposta imunolégica humoral e celular, sendo a
protecdo fornecida por essa vacina pouco confiavel (KOCAN et al., 2003). A vacina
viva envolve a infeccdo de bovinos via inoculacdo com eritrécitos parasitados com
um isolado menos patogénico de A. marginale ou A. centrale, porém, apresenta
custo elevado e pouca praticidade ao se tratar de um grande ndmero de animais
(KOCAN et al. 2000; KOCAN et al. 2003). Ja a vacina utilizando a espécie A.
centrale, apresenta uma menor patogenicidade, promovendo uma infeccdo branda
no animal e induzindo uma imunidade parcial pelo A. marginale, amenizando a
severidade da infeccao (KESSLER et al., 1991).

2.9 TRATAMENTO

Existem vérias formas de tratamento dos animais infectados por agentes da
TPB, em que as chances de recuperagdo sao ao redor de 100%, desde que estes
animais sejam tratados logo no inicio da doenca, apds o aparecimento dos primeiros
sinais clinicos. Em caso de babesiose, 0 uso dos derivados do Imidocab, como o
Imizol e o Diminazeno, sao alternativas quimioterapicas disponiveis para o controle

da enfermidade. Existem varios produtos comerciais que possuem o diminazeno em
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sua formulacdo, e o Diaceturato de Diminazeno' tem sido historicamente o
medicamento mais empregado no controle dessa enfermidade. Além disso, o
acréscimo de um antitérmico e vitamina B12 na composicao tradicional® proporciona
uma melhora rapida no quadro (FURLONG et al., 2005).

Nos casos de anaplasmose, medicamentos a base de Tetraciclina®,
constituem-se nas drogas de escolha preferencial, e as tetraciclinas de liberacédo
lenta*, em vista de dispensarem a repeticdo diaria de tratamentos até a recuperacéo
plena dos animais, tem sido utilizadas mais comumente. Muitas vezes, em casos de
duvida, preconiza-se a administracdo de um babesicida juntamente com um
anaplasmicida, sendo uma pratica bastante comum. Estdo disponiveis no mercado
formulagées® que contém os principios ativos de ambas as drogas (FURLONG et al.,
2005).

O Dipropionato de imidocarb € a substancia mais utilizada atualmente para
tratamento das infestacbes simultdneas por Babesia spp. € Anaplasma spp. nao sé
em bovinos como também em outras espécies animais. E empregado no tratamento
de casos agudos, mas também ¢é indicado como método profilatico. No entanto,
deve-se atentar que o diproprionato de imidocarb ndo é uma vacina, portanto
quando usado na quimioprofilaxia, o estabelecimento de imunidade dependera da
exposicao ao agente causador da doenca. As dosagens aconselhadas para bovinos
sao 1mL/100kg pela via subcutdnea nos casos de infeccdo simples por Babesia ou
1mL/40kg também pela via subcutanea em infeccdes mistas (MSD SAUDE ANIMAL,
2012a).

Visando acelerar a condi¢ao organica do animal, recomenda-se a aplicacéo de
um hepatoprotetor e estimulante hepatico, devido a sobrecarga hepatica, causada
pelo excesso de hemoglobina a ser metabolizada, visando aumentar a recuperacao
hepatica e, consequentemente, a restauragdo das hemacias. Nao se recomenda o
uso de substancias a base de ferro como terapia suplementar na TPB, pois a anemia

' Ganaseg® 7% (1mL/20kg, via intramuscular)

? Ganaseg Plus® (1mL/10kg, via intramuscular)

* Talcin® (1g/100kg, via intramuscular ou endovenosa)
* Oxivet LA® (1mL/10kg, via intramuscular)

> Ganatet®/Revevet®
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presente nesta doenca nao é do tipo ferropriva, o que invalida a presenca deste
microelemento mineral no tratamento desta doenca (MSD SAUDE ANIMAL, 2012b).

Em casos mais graves é necessario realizar a transfusdo de sangue em
animais acometidos, todavia, o animal doador de sangue, mesmo aparentemente
saudavel, pode ter sido contaminado pelo parasita causador da doenca, o que fara
com que o receptor desta transfusao tenha seu quadro clinico agravado. Lopes et al.
(2011) conseguiram resultados com esta forma de transfusdo ao realizar o
tratamento do sangue parasitado por A. marginale com riboflavina associada a
radiacao ultravioleta, verificando reducdo da carga parasitaria no esfregaco
sanguineo corado, auséncia de sinais clinicos da enfermidade nos bezerros
tratados, diagnostico negativo por meio da RIFI e deteccao do DNA do parasita em
niveis muito baixos no sangue por meio da PCR quantitativa.

Em sintese, o sucesso do tratamento depende de se realizar um diagndstico
precoce, eliminar o agente, manter o animal sob condicbes favoraveis, com minimo

de movimentagao, sombra, agua e alimentos de boa qualidade a disposi¢ao.
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3 ARTIGO 1

BABESIOSE E ANAPLASMOSE EM REBANHOS BOVINOS DE PETROLINA E
OURICURI, ESTADO DE PERNAMBUCO

RESUMO: O objetivo deste trabalho consistiu em determinar a prevaléncia da TPB
em bovinos de Petrolina e Ouricuri, PE, como também definir os possiveis fatores de
risco para a ocorréncia da doenga nestes municipios. Foram colhidas amostras de
sangue total para realizacdo de exame sorolégico através da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e sangue periférico para pesquisa parasitologica.
Foram aplicados junto aos produtores questionarios sanitarios envolvendo aspectos
epidemiologicos objetivando identificar possiveis fatores de risco para TPB.
Carrapatos foram coletados e identificados visando o diagnéstico da infecgao por A.
marginale, B. bovis e B. bigemina através da deteccao de DNA pela Reacdao em
Cadeia pela Polimerase (PCR). O estudo foi conduzido com 861 bovinos, sendo 468
de Petrolina e 393 de Ouricuri. A visualizagdo de merozoitos e corpusculos
intraeritrocitarios pela pesquisa parasitologica foram demonstrados em 3% (14/468)
e 1% (4/393) dos bovinos para Babesia spp. € de A. marginale em 2,3% (11/468) e
1,2% (5/393) dos animais de Petrolina e Ouricuri, respectivamente. A
soroprevaléncia de A. marginale, B. bigemina e B. bovis em Petrolina foi de 35,04%
(164/468), 35,89% (168/468) e 32,26% (151/468), respectivamente, observando-se
co-infeccao destes patéogenos em 31,62% (148/468) dos animais. Em Ouricuri,
45,54% (179/393) dos animais foram positivos para A. marginale, 38,6% (152/393)
para B. bigemina e 54,9% (216/393) para B. bovis, sendo que 32,06% (126/393) das
amostras foram reativas para Babesia spp. € A. marginale, demonstrando co-
infeccao também nessa regido. Pela PCR, foi possivel detectar infeccao por Babesia
spp. em 5,8% (8/137) das amostras de carrapatos, das quais, em 62,5% (5/8)
posteriormente detectou-se infeccdo por B. bovis; e por A. marginale em 23%
(32/137) das amostras. A presencga de carrapatos, o uso de carrapaticida, a idade, a
raca, assim como o municipio de residéncia dos animais foram identificados como
fatores de risco para TPB pela analise univariavel e multivariavel. Este estudo

permitiu caracterizar os municipios estudados como de instabilidade enzodbtica para
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esses hemoparasitos, e consequentemente, alertar para adog¢do de medidas
adequadas de controle e realizagdo de novos estudos.

Palavras-chave: Babesia bigemina; Babesia bovis; Anaplasma marginale;
epidemiologia.
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BABESIOSIS AND ANAPLASMOSIS IN CATTLE IN PETROLINA AND OURICURI,
STATE OF PERNAMBUCO

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the prevalence of TPB in cattle
from Ouricuri and Petrolina, PE, as well as define the possible risk factors for the
occurrence of the disease in these counties. Were collected blood samples for
serologic testing by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) and peripheral blood
for parasitological research. Were applied to the producers involving sanitary
epidemiological questionnaires aiming to identify possible risk factors for BPD. Ticks
were collected and identified for the diagnosis of infection by A. marginale, B. bovis
and B. bigemina detecting DNA by Polymerase Chain Reaction (PCR). The study
was conducted with 861 cattle, being 468 in Petrolina city and 393 in Ouricuri city. By
parasitological examination, the visualization of corpuscles and intraerythrocytic
merozoites were shown in 3% (14/468) and 1% (04/393) for Babesia spp. of cattle.
and A. marginale 2.3% (11/468) and 1.2% (05/393) of animals from Petrolina and
Ouricuri, respectively. The seroprevalence of A. marginale, B. bigemina and B. bovis
in Petrolina was of 35.04% (164/468), 35.89% (168/468) and 32.26% (151/468),
respectively, observing co-infection of these pathogens in 31.62% (148 / 468)
animals. In Ouricuri, 45.54% (179/393) of the animals were positive for A. marginale,
38.6% (152/393) for B. bigemina and 54.9% (216/393) for B. bovis, and 32.06%
(126/393) samples were reactive for Babesia spp. and A. marginale, demonstrating
coinfection also in this region. Through PCR, it was possible to detect Babesia spp.
in 5.8% (8/137) of samples of ticks, which 62.5% (5/8) was detected later infection
with B. bovis; and A. marginale in 23% (32/137) of the samples. The presence of
ticks, the use of acaricide, age, race, and county of residence of the animals were
identified as risk factors for TBD by univariate analysis and multivariate. This study
allowed characterization of the municipalities studied as enzootic instability for these
hemoparasitic, and consequently alert for adoption of adequate control measures

and new studies.

Keywords: Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale; epidemiology.
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INTRODUCAO

A babesiose bovina é causada pelos hemoprotozodrios Babesia bovis e
Babesia bigemina e a anaplasmose, pela riquétsia Anaplasma marginale. Essas
enfermidades apresentam sinais clinicos e epidemiologias muito similares (BOCK et
al., 2004; KOCAN et al., 2010) e sao responsaveis por causar grandes perdas
econbmicas na pecudria mundial e brasileira.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, € o principal vetor biolégico para os trés
agentes, o qual se distribui em regides tropicais e subtropicais (GUGLIELMONE,
1995). Especificamente, a anaplasmose ainda pode ser transmitida mecanicamente
pelos dipteros hematéfagos dos géneros Tabanus e Stomoxys e de forma
iatrogénica, através de fomites com sangue contaminado (KOCAN et al., 2010).

Dentre os principais sinais clinicos apresentados pelos animais, destacam-se
anemia progressiva, ictericia, febre, apatia, inapeténcia, taquipnéia; observam-se
também aborto, relatado somente na anaplasmose; hemoglobinemia e
hemoglobinuria, observados somente na babesiose, que geralmente evoluem para a
morte do animal (BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010).

A dindmica da infeccao € dependente de fatores como populacdo de
carrapatos infestantes; capacidade de transmissdo do carrapato; susceptibilidade
dos bovinos, que pode variar com a raga, idade, estado fisioldégico e imunol6gico dos
animais (DREHER et al., 2005; KOCAN et al., 2010).

O Brasil é reconhecido como um pais enzooético, no entanto, existem algumas
regibes que, em funcdo de suas condicbes edafoclimaticas, ndo favorecem o
desenvolvimento do carrapato durante todo o ano e, dessa forma, de acordo com
conceitos de Mahoney & Ross (1972), podem ser consideradas regides de
instabilidade enzoética. E conhecido, com base nestes conceitos, que as maiores
perdas econbmicas referentes a babesiose bovina ocorrem em é&reas de
instabilidade enzodtica ou por ocasido da transferéncia de animais destas, ou de
areas livres, para outras cuja situacdo epidemioldgica seja de estabilidade.

O diagnostico destas enfermidades baseiam-se na pesquisa direta do agente
em esfregacos sanguineos (BOSE et al., 1995; BOCK et al., 2004), além de
métodos soroldgicos como a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
moleculares como a PCR (COSTA JUNIOR et al., 2006).
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O estudo epidemiologico da babesiose e da anaplasmose bovina em uma
determinada area pode revelar a possibilidade da ocorréncia ou nao de surtos. Tal
possibilidade é avaliada segundo a situagao epidemioldgica da regiao estudada. Em
regibes semiaridas do Nordeste ha uma escassez de estudos sobre a situagéo
epidemioldgica da babesiose e anaplasmose. Com isso, existe a necessidade de
estudar cada regidao, uma vez que, ndo se pode aplicar dados epidemioldgicos de
uma determinada area a outra, principalmente devido a diversidade climatica. Este
estudo objetivou verificar os aspectos epidemiologicos da babesiose e anaplasmose
bovina, referente a infeccdo nos animais e carrapatos; como também definir os
possiveis fatores de risco para a ocorréncia dessas doengcas em municipios

localizados no semiarido pernambucano.

MATERIAL E METODOS

LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado entre agosto de 2011 e abril de 2013 em
propriedades rurais dos municipios de Petrolina e Ouricuri, estado de Pernambuco.
Petrolina detém aproximadamente 18.500 cabecas de bovinos (ADAGRO, 2012) e
esta localizada na mesorregiao do Sao Francisco, ocupando uma area territorial de
4.558,537 km? o que representa 4,81% do Estado de Pernambuco. O clima é tropical
semiarido, a sede do municipio tem uma altitude aproximada de 376 metros e
latitude 09°23'55" sul e longitude 40°30'03" oeste. O indice pluviométrico médio é de
431,8mm anuais. No inverno as temperaturas minimas sédo entre 15°C a 22°C, e as
maximas entre 28°C a 32°C, no verdo as minimas estéo entre 23°C a 30°C e as
maximas entre 33°C a 40°C. Tem como principal atividade econémica a fruticultura
irrigada, destacando-se as culturas de uva, manga, banana e goiaba. A vegetagao é
basicamente composta por caatinga hiperxeréfila com trechos de floresta caducifélia.
Possui uma populacdo de 294.081 habitantes, sendo que 219.309 dos habitantes
residem na &rea urbana do municipio (IBGE, 2010).

O municipio de Ouricuri concentra aproximadamente 30.500 cabecas de

bovinos (ADAGRO, 2012), localizando-se no Sertdo pernambucano, ocupa uma area
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de 2.422,882 km?, 0 que representa 2,25% do Estado de Pernambuco. A sede do
municipio tem uma altitude aproximada de 451 metros e coordenadas geograficas
de 07°52’57” de latitude sul e 40°04°54” de longitude oeste, distando 620,6 km da
capital. A precipitacdo média mensal varia entre 5 a 140 mm, do més mais seco ao
més mais chuvoso, aproximadamente (IBGE, 2010).
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FIGURA 1. Mapa do estado de Pernambuco, adaptado.

CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES

As propriedades visitadas durante esse estudo caracterizavam-se como sendo
de corte ou de leite e exerciam manejo do tipo extensivo, intensivo ou semi-
intensivo. O rebanho era composto por animais puros, mesticos ou ambos. A
alimentacdo dos animais era variada, com a utilizacdo de pasto, concentrado,
volumoso ou ainda subprodutos da fruticultura e da agricultura. Em Petrolina
algumas propriedades localizavam-se nas proximidades do Rio Sao Francisco e
tanto em Petrolina como em Ouricuri algumas possuiam area de irrigacao devido a
plantacdo de forragem para os animais, enquanto que outras apresentavam

reduzida area verde ou até mesmo muito seca.
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FIGURA 2. Mapas com a localizacao das propriedades visitadas nos municipios
de Ouricuri (A) e Petrolina (B), PE.

AMOSTRAGEM

Foram utilizados 861 bovinos, sendo 468 do municipio de Petrolina
provenientes de 19 propriedades rurais e 393 de Ouricuri oriundos de 13
propriedades. O calculo do nimero de animais foi determinado a partir de uma
amostragem considerando 95% de confianca, erro de 7% e prevaléncia estimada de
50%. Os animais foram escolhidos de forma aleatéria, independentemente de raca,
com idade acima de 6 meses. Foram colhidas amostras de sangue através de
venopuncao da veia jugular, usando tubos sem anticoagulante. Apds centrifugacao
(3.600 rpm, 15 minutos), o soro obtido de cada um dos animais foi aliquotado em

tubos de 1,5 mL e estocado a - 20°C.
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ESFREGACO SANGUINEO

Para realizacdo da andlise hemoparasitologica foi preparado um esfregaco
sanguineo de cada animal, utilizando-se uma gota de sangue obtido por puncgéo de
vaso sanguineo periférico da orelha, secos ao ar, identificados e corados pelo
Panético Rapido (RENYLAB®) no Laboratério de Parasitologia Veterinaria da
UNIVASF. A pesquisa de merozoitos/trofozoitos de Babesia spp. e de corpusculos
intraeritrocitarios de A. marginale, foi feita por meio da visualizacdo em microscépio

de luz branca, utilizando ampliacdo de 1000X.

COLHEITA DOS CARRAPATOS

No momento da colheita sanguinea, todos os bovinos foram examinados para
observacado da presencga de carrapatos. Era realizada a colheita de carrapatos de
ambos 0s sexos e em qualquer fase de parasitismo, os quais eram colocados em
frascos plasticos secos, vedados com tampas contendo pequenos furos, para
posterior identificacdo. No laboratério, os ectoparasitas colhidos foram observados
em microscopio estereoscépio e os carrapatos foram identificados segundo Aragao
& Fonseca (1961) armazenados em microtubos contendo alcool a 70%.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

A presengca de anticorpos IgG anti-B. bigemina, anti-B. bovis e anti-A.
marginale foi detectada no soro, por meio da RIFI, utilizando anticorpo monoclonal
antibovino (AbD Serotec) conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
antigenos fixados em laminas de esfregaco sanguineo bovino espesso contendo
hemacias parasitadas por esses micro-organismos, confeccionadas no Laboratério
de Protozoologia Veterinaria do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
segundo o Instituto Interamericano de Cooperacién para La Agricultura (IICA, 1987).
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Os soros foram diluidos em PBS 1X na proporcao de 1:40. Foram colocados
5uL da diluicao do soro teste em cada poco da lamina, inclusive o controle positivo e
o branco (PBS 1X). Apds 30 minutos de incubacao a 37°C, as laminas foram lavadas
duas vezes com PBS 1X por 3 minutos cada lavagem e uma vez com agua
destilada, também por trés minutos, e secas a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado, em cada poco, o conjugado antibovino (AbD
Serotec®), marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) diluido a 1: 150 em
azul de Evans (1:50 em PBS Tween). As laminas foram incubadas novamente a
37°C por 30 minutos e lavadas do mesmo modo ja descrito. As laminas foram secas
em temperatura ambiente, foi adicionada glicerina tamponada e, em seguida, foram
cobertas por laminula. As laminas foram analisadas em microscépio fluorescéncia,
em aumento de 20X e 40X. As amostras reativas na diluigdo de 1:40 foram
consideradas positivas.

DIAGNOSTICO MOLECULAR
Extracao de DNA

A extracdo de DNA dos carrapatos foi realizada conforme protocolo
padronizado por Horta et al., (2007) através da maceracdo dos artrépodes em
microtubos, com auxilio de ponteiras adaptadas. As amostras foram processadas
individualmente e/ou em “pools” conforme a disponibilidade. Foram separados
aleatoriamente entre as propriedades 62 carrapatos individuais (20 provenientes de
animais de Petrolina e 42 de animais de Ouricuri) e 75 “pools” de carrapatos (27
provenientes de Petrolina e 48 de Ouricuri), cada “pool” contendo 4 carrapatos (300
carrapatos), totalizando 137 amostras (47 oriundas de Petrolina e 90 de Ouricuri).
Os carrapatos foram submetidos a extracdo com kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, WI, USA), para um volume final de 75 pL para

os “pools” e 50 uL para extracédo de carrapatos individuais.
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Reacao em cadeia da Polimerase

Inicialmente, visando a amplificagdo de DNA de Babesia spp. foram testadas
sequéncias de oligonucleotideos que consistem na amplificacdo de fragmentos de
DNA de 551 pares de base do gene 18S rRNA de Babesia spp. de acordo com
Almeida (2011): BAB 143-167 [5-CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3] e BAB
694-667 [5-GCTTGAAACACTCTARTTTCTCAAAG-3’].

As reacdes foram feitas em volume final de 25uL, contendo 11,0 uL de agua
ultra purificada; 4,0 L de 2 mM mix dNTP (Invitrogen®); 0,75 L de 25 mM MgCI?
(Invitrogen®); 2,5uL de buffer 10x (Invitrogen®); 1,25uL de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,25uL (1U) de Tag DNA polimerase (Invitrogen®); e 4 yL da amostra de
DNA. Para cada reacao, foi adicionado um controle positivo (DNA Babesia spp) e
um controle negativo (dgua ultra purificada).

As condi¢gdes de amplificagéo foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos,
sendo seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturacao, 58°C por
30 segundos para anelamento, 72°C por 30 segundos para extensao e 72°C por 7
minutos para extenséo final.

Posteriormente, as amostras positivas para Babesia spp. foram submetidas a
uma nova reacgao utilizando primers especificos para B. bovis e B. bigemina (COSTA
et al., 2013). Na PCR para B. bovis, foram utilizados os primers Bbo(F) [5’- CGA
GGA AGG AAC TAC CGA TGT TGA ATA TC-3] e Bbo(R) [5’- CAA CGT ACG AGG
TCA AGC TAC CGA GCA G-37, que amplificam um fragmento de 347-pb especifico
para o gene de roptria (rap-1) de B. bovis. Na PCR para B. bigemina, foram
utilizados os primers Bbi(F) [5- GGG ACG TCA AGC GAT TTT GAG ACG T-3'] e
Rbi(R) [5°- GAG TGT TGC TGA TTG ACG ACC TAA GCG C-37], que amplificam um
fragmento de 340-pb especifico para o gene de roptria (rap-1) de B. bigemina.

Visando a PCR para amplificagdo de DNA de A. marginale, foram empregados
os seguintes primers Am1(F) [5-CAA TCG TGA GGG ATA GCC TTG TAC-3'] e
Am1(R) [5-TGG TAT CAC GGT CAA AAT CTT TGC T-3], que amplificam um
fragmento de 300-pb especifico para o gene mspia de A. marginale (COSTA et al.,
2013).

Todas as reacgdes foram realizadas nas mesmas condicbes de reagentes e

ciclos térmicos. Para tal, cada tubo de reagcado consistiu num volume total final de
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25uL, com uma mistura contendo 12,6uL de agua ultrapura, 2,5uL de tampao, 2,5uL
de amostra de DNA dos carrapatos, 4,0uL de dNTPs, 0,75uL de MgCl,, 1,25uL de
cada primer e 0,15uL de enzima Tag-polimerase (Tag-Platinum, Invitrogen). As
condi¢cdes de PCR foram 95°C por 5 min., seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg.,
58°C por 30 seg., 72°C por 30seg.; finalmente, houve uma extensao final a 72°C por
5 min.

As amostras foram amplificadas em aparelho termociclador (Biocycler®) e o
produto amplificado na PCR foi submetido a eletroforese em gel de Agarose a 1,5%,
sob 100 V (= 1 hora) corado por Brometo de etideo (30 minutos). As bandas de
DNA separadas por meio de eletroforese foram visualizadas em transiluminador de
luz ultravioleta acoplado a um computador com digitalizador de imagens. Foram
consideradas positivas as amostras com produto amplificado correspondente ao

mesmo padrao de migracao da banda gerada pelo controle positivo correspondente.

TABELA 1. Sequéncia de iniciadores utilizados para identificacdo dos

hemoparasitas.
DNA Sequéncia (5’ para 3’) Iniciador Alvo Pr(c:)cél;to Referéncia
Babesiaspp.  5-CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3' EZE B o i8SIANA 551 Almeida
5' GCTTGAAACACTCTARTTTCTCAAAG-3' (2011)
5-CGAGGAAGGAACTACCGATGTTGAATATC-
) 3 Bbo(F) ) Costa et al.
B.bovis 5 CAACGTACGAGGTCAAGCTACCGAGCAG-3' Bbo(R) rap-1 347 (2013)
5-GGGACGTCAAGCGATTTTGAGACGT-3' BLi(F) Costa ot al
B. bigemina  5- GAGTGTTGCTGATTGACGACCTAAGCGC-3' ! rap-1 340 :
Rbi(R) (2013)
. 5-CAATCGTGAGGGATAGCCTTGTAC-3 Am1(F) Costa et al.
A.marginale g TGGTATCACGGTCAAAATCTTTGCT-3' Am1(R) mspla 300 (2013)

APLICACAO DE QUESTIONARIO

No momento da visita as propriedades, aplicou-se um questionario para avaliar
as condicdes sanitarias e epidemioldgicas, como tipo de criacdo, manejo sanitario,
presenca de sinais clinicos e medidas de controle da TPB, objetivando a
identificacdo de possiveis fatores de risco da doenca na regiao.
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ANALISE ESTATITICA

A andlise de fatores de risco foi conduzida em duas etapas: analise
univariavel e analise multivaridvel. Foram feitas duas analises: uma para
propriedades e outra para animais. Na analise univariavel, cada variavel
independente foi cruzada com a variavel dependente, e aquelas que apresentaram
valor de p < 0,20 pelo teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram
selecionadas para a analise multivariavel, utilizando-se regressao logistica multipla.
Para a determinagdo da variavel dependente, os resultados sorolégicos foram
avaliados em dois niveis dicotdmicos: para animais, de acordo com o resultado da
sorologia (negativo = 0; positivo = 1), e para propriedades, de acordo com a
proporcado de bovinos positivos no rebanho (< 25% de bovinos positivos = 0; > 25%
de bovinos positivos = 1). O nivel de significancia adotado na analise multipla foi de
5%. Todas as andlises foram realizadas com o programa SPSS 20.0 for Windows.

RESULTADOS
ESFREGACO SANGUINEO

No exame hemoparasitolégico das amostras de sangue dos bovinos
provenientes das propriedades dos municipios de Petrolina e Ouricuri, foram
visualizadas, respectivamente, inclusdes intraeritrocitarias sugestivas de Babesia
spp. em 3% (14/468) e 1% (04/393) dos bovinos e de A. marginale em 2,3% (11/468)
e 1,2% (05/393) dos animais.

DIAGNOSTICO SOROLOGICO

A prevaléncia de A. marginale, B. bigemina e B. bovis detectada por meio da
RIFI nas amostras de soro de bovinos dos municipios de Petrolina foi de 35,04%
(164/468), 35,89% (168/468) e 32,26% (151/468) respectivamente. Das amostras de
soro analisadas 148 (31,62%) foram reativos para Babesia spp. € A. marginale,

demonstrando co-infeccdo. Em Ouricuri, 45,54% (179/393) das amostras foram
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positivas para A. marginale, 38,6% (152/393) para B. bigemina e 54,9% (216/393)
para B. bovis, observando-se infeccao simultdnea de Babesia spp. e A. marginale
em 32,06% (126/393) dos animais (TABELA 2).

TABELA 2. Numero e frequéncia de anticorpos anti-A. marginale, anti-B. bovis e
anti-B. bigemina em amostras de soro sanguineo de bovinos das propriedades rurais

dos municipios de Petrolina e Ouricuri-PE utilizando a RIFI.

N°de animais N°de animais N°de animais Co-infecgao . o
reagentes para  reagentes para reagentes para (Babesia spp. e N® de animais
B. bigemina (%) B. bovis (%) A. marginale (%) . amostrados
A. marginale)
Petrolina 168 (35,9) 151 (32,2) 164 (35,0) 111 (23,7) 468
Ouricuri 152 (38,6) 216 (54,9) 179 (45,5) 126 (32,0) 393
Total 320 (37,1) 367 (42,6) 343 (39,8) 237 (27,5) 861

Ao fazer uma analise individual de cada propriedade nos municipios estudados,
pdde-se observar que a condicao epidemioldgica ndo foi a mesma. Em Petrolina ha
situacdes de instabilidade em 63,1% (12/19) das propriedades, estabilidade em
31,6% (6/19), e ainda uma propriedade considerada livre para anaplasmose, pois
nenhum dos animais testados apresentou anticorpos anti-A. marginale. Com relacao
a babesiose, 15,8% (3/19) das propriedades sdo consideradas estaveis, enquanto
84,2% (16/19) destas sao instaveis (TABELA 3). Em Ouricuri, 69,2% (9/13) e 46%
(6/13) das propriedades, respectivamente, sado instaveis para A. marginale e Babesia
spp., e estabilidade foi observada em 30,8% (4/13) e 54% (7/13) destas (TABELA 4).
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TABELA 3. Frequéncia de animais infestados por carrapatos e frequéncia de
anticorpos anti-A. marginale, anti-B. bovis e anti-B. bigemina em amostras de soro
sanguineo de bovinos de diferentes propriedades do municipio de Petrolina-PE
utilizando a RIFI.

Animais infestados N? de animais N? de animais Co-infecgéao

Propriedade

por carrapatos (%) reagentes frente

reagentes frente Babesia spp. e

A. marginale (%)

Babesia spp. (%)

A. marginale (%)

01 0/31 (0%) 4/31 (12,9%) 12/31 (38,7%) 3/31 (9,6%)
02 0/16 (0%) 8/16 (50%) 8/16 (50%) 7/16 (43,7%)
03 29/31 (93,5%) 29/31 (93,5%) 24/31 (77,4%) 23/31 (74,1%)
04 0/12 (0%) 6/12 (50%) 8/12 (66,6%) 4/12 (33,3%)
05 0/12 (0%) 1/12 (8,3%) 4/12 (33,3%) 1/12 (8,3%)
06 0/38 (0%) 1/38 (2,63%) 15/38 (39,4%) 0/38 (0%)
07 34/34 (100%) 22/34 (64,7%) 31/34 (91,1%) 21/34 (61,7%)
08 13/22 (59,1%) 13/22 (59%) 12/22 (54,5%) 4/22 (18,1%)
09 0/29 (0%) 8/29 (27,5%) 16/29 (55,13%) 6/29 (20,6%)
10 0/30 (0%) 5/30 (16,6%) 18/30 (60%) 4/30 (13,3%)
11 0/22 (0%) 8/22 (36,3%) 12/22 (54,5%) 5/22 (22,7%)
12 0/15 (0%) 10/15 (66,6%) 10/15 (66,6%) 5/15 (33,3%)
13 0/27 (0%) 6/27 (22,2%) 12/27 (44,4%) 5/27 (18,5%)
14 0/24 (0%) 14/24 (22,2%) 6/24 (25%) 3/24 (12,5%)
15 0/20 (0%) 0/20 (0%) 2/20 (10%) 0/20 (0%)
16 0/35 (0%) 5/35 (14,28%) 16/35 (45,7%) 4/35 (11,4%)
17 0/23 (0%) 6/23 (26%) 15/23 (65,2%) 4/23 (17,3%)
18 0/14 (0%) 6/14 (42,8%) 8/14 (57,1%) 4/14 (28,5%)
19 0/33 (0%) 12/33 (36,3%) 18/33 (54,5%) 8/33 (24,2%)
TOTAL 76/468 (16,2%) 164/468 (35%) 247/468 (52,8%) 111 (23,7%)
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TABELA 4. Numero e frequéncia de anticorpos anti-A. marginale, anti-B. bovis e

anti-B. bigemina em amostras de soro sanguineo de bovinos de diferentes

propriedades do municipio de Ouricuri-PE utilizando a RIFI.

Animais N de animais N de animais Co-infecgéo
Propriedade  infestados por reagentes frente reagentes frente Babesia spp. e
carrapatos (%) A. marginale (%) Babesia spp. (%) A. marginale (%)
01 5/36 (13,9%) 29/36 (80,5%) 20/36 (55,5%) 15/36 (41,6%)
02 12/26 (46,2%) 17/26 (65,3%) 21/26 (80,7%) 15/26 (57,6%)
03 11/20 (55%) 6/20 (30%) 16/20 (80%) 2/20 (10%)
04 1/34 (2,9%) 18/34 (52,9%) 26/34 (76,4%) 13/34 (38,2%)
05 24/34 (70,6%) 2/34 (5,8%) 22/34 (64,7%) 0/34 (0%)
06 2/26 (7,7%) 18/26 (69,2%) 19/26 (73%) 12/26 (46,1%)
07 31/34 (91,2%) 12/34 (35,2%) 30/34 (88,2%) 12/34 (35,2%)
08 6/23 (26,1%) 8/23 (34,7%) 21/23 (91,3%) 8/35 (22,8%)
09 0/36 (0%) 9/36 (25%) 9/36 (25%) 3/36 (8,3%)
10 0/29 (0%) 3/29 (10,3%) 16/29 (55,1%) 2/29 (6,8%)
11 31/40 (77,5%) 32/40 (80%) 36/40 (90%) 28/40 (70%)
12 4/20 (20%) 11/20 (55%) 18/20 (90%) 10/20 (50%)
13 0/35 (0%) 14/35 (40%) 14/35 (40%) 6/35 (17,1%)

TOTAL 127/393 (32,3%) 179 (45,5%) 268/393 (68,2%) 126 (32,0)

A analise da soroprevaléncia de acordo com a faixa etaria revelou que para
Anaplasmose 0 maior numero de animais positivos estava entre 37 e 48 meses
(52,57%) e aqueles que apresentavam menor positividade foram os que possuiam
entre 6-12 meses (33,33%). Com relagcdo a Babesiose, o maior percentual de
positivos para B. bovis e B. bigemina pertenciam aos grupos de 48-60 meses
(50,76%) e de 25-36 meses (43,78%) respectivamente, enquanto que o grupo etario
com menor positividade para ambas as espécies, corresponde também ao grupo de
6-12 meses com 22,8% de positivos para B. bovis e 26,66% para B. bigemina. Os
bovinos da raca Nelore, Girolando e os animais mesticos foram os que
apresentaram maior positividade para A. marginale, B. bovis e B. bigemina. De
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acordo com o sexo dos animais, as fémeas apresentaram maior soroprevaléncia

para os hemoparasitas analisados (TABELA 5).

TABELA 5. Numero e frequéncia de anticorpos anti-A. marginale, anti-B. bovis e

anti-B. bigemina em amostras de soro sanguineo de bovinos de Petrolina e Ouricuri-

PE, de diferentes faixas etarias, sexo e racas.

Ndmero de bovinos

Variaveis Amostrados Positivos
Positivos Positivos Positivos
A. marginale B. bovis B. bigemina
Idade (meses) Ne % Ne % Ne %
6-12 105 35 33,33 24 22,8 28 26,66
13-24 122 45 36,88 38 31,14 43 35,24
25 - 36 322 119 36,95 159 49,37 141 43,78
37 - 48 97 51 52,57 46 47,42 41 42,26
48 - 60 65 19 29,23 33 50,76 24 36,92
>60 150 74 49,33 67 44,66 43 28,66
Sexo
Macho 157 53 33,75 60 38,21 55 35,03
Fémea 704 290 41,19 307 43,60 265 37,64
Raca
Nelore 35 22 62,85 31 88,57 21 60
Holandés 143 45 31,46 49 34,26 52 36,36
Girolando 43 18 41,86 20 46,51 20 46,51
Pardo-Suico 19 06 31,57 09 47,36 06 31,57
Mestico 532 231 43,42 225 42,29 193 36,27
SRD 86 21 24,41 33 38,37 28 32,55
Total 861 343 39,8 367 42,6 320 37
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ECTOPARASITOS

A infestacdo por carrapatos foi verificada em 15,8% (3/19) das propriedades de
Petrolina com um percentual de 16,2% (74/468) de animais infestados, em 84,2%
(16/19) das propriedades havia a presenca de dipteros hematéfagos (tabanideos
e/ou mosca do chifre). Em Ouricuri, 76,9% (10/13) das propriedades apresentavam
infestacdo por carrapato, sendo que 32,3% (127/393) dos animais estavam
parasitados, a ocorréncia de dipteros hematéfagos estava presente em 100% das
propriedades visitadas (TABELA 6). Foram coletados 1.678 carrapatos (998 em
Petrolina e 680 em Ouricuri), sendo 20 ninfas, 1.349 fémeas e 309 machos. Todos

os carrapatos foram identificados como Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

TABELA 6. Relacao entre a presenca de ectoparasitas e presenca de area irrigada
nas propriedades visitadas em Petrolina e Ouricuri-PE.

N? de propriedades com

N¢ de propriedades com N? de propriedades com

infestacdo por carrapato (%) infestagao por dipteros area irrigada (%)

hematéfagos (%)

Petrolina 3/19 (15,8%) 16/19 (84,2%) 12/19 (63,1%)
Ouricuri 10/13 (76,92%) 13/13 (100%) 8/13 (61,5%)
Total 13/32 (40,6%) 29/32(90,6%) 20/32 (62,5%)
PCR

Os resultados obtidos através da PCR (TABELA 7), demonstraram que em
5,8% (8/137) das amostras de carrapatos (2 individuais e 6 “pools”) foi possivel
detectar infeccdo por Babesia spp., 0S quais eram provenientes de animais de
Petrolina e Ouricuri. Posteriormente, em 62,5% (5/8) destas amostras detectou-se
infeccdo por B. bovis. (Figura 3) e as 3 (37,5%) amostras restantes nao foi possivel
realizar a identificagdo. Para deteccdo de DNA de A. marginale (Figura 4), 23,3%
(32/137) das amostras de carrapatos foram positivas, sendo 50% (16/32)
provenientes de animais de Petrolina (3 individuais e 13 “pools”) e 50% (16/32)

oriundos de animais de Ouricuri (4 individuais e 12 “pools”).
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TABELA 7. Deteccédo da infeccdo por hemoparasitas em carrapatos coletados de

animais de Petrolina e Ouricuri, PE através da PCR.

N de N°de amostras N°de amostras  N°de amostras N°de amostras
amostras positivas para positivas para positivas para positvas para
testadas  Babesia spp. (%) B. bovis (%) B. bigemina (%)  A. marginale (%)

Petrolina 47 1(2,1%) - - 16 (34%)
Ouricuri 90 7 (7,8%) 5 (71,4%) - 16 (17,8%)
Total 137 8 (5,8%) 5 (62,5%) - 32 (23,3%)

500 pb
=347 pb

FIGURA 3. Amplificagao por PCR de DNA de B. bovis em amostras de carrapatos. 1
e 13: marcador de peso molecular 100 pares de base (Ludwig biotecnologia); 2:
controle positivo para B. bovis; 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10: amostras negativas; 4: amostra

positiva; 11 e 12: controles negativos.
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FIGURA 4. Amplificacao por PCR de DNA de A. marginale em amostras de
carrapatos. 1 e 11: marcador de peso molecular 100 pares de base (Ludwig
biotecnologia); 2: controle positivo para A. marginale; 3, 5, 6 e 8: amostras negativas;

4 e 7: amostras positivas; 9 e 10: controles negativos.

QUESTIONARIO

O inquérito epidemioldgico aplicado nas propriedades visitadas demonstrou
que em Petrolina a criagdo semi-intensiva predominou em 57,9% destas, seguida do
manejo extensivo (26,3%) e intensivo (15,78%), enquanto que em Ouricuri 100%
dos criadores visitados praticavam o0 manejo do tipo semi-intenso. Dentre as
propriedades de Petrolina, 63% possuiam alguma area irrigada, rio ou colecao de
agua nas adjacéncias, ja em Ouricuri esse numero foi equivalente a 61,5%. Em
Petrolina, 79% dos criadores faziam controle da populagédo de ectoparasitas, mas
somente 21% realizavam mudanca de principio ativo. Em Ouricuri 100% utilizavam
carrapaticida, sendo o rodizio de principio ativo praticado por apenas 38,5% destes,
e dentre os mais utilizados, foram citados principalmente a ivermectina e
cipermetrina, e com menor frequéncia o amitraz, deltamentrina e fipronil. A pratica
de realizar quarentena na aquisicdo de novos animais foi relatada por 15,8% dos
criadores de Petrolina, ndo sendo realizada em nenhuma das propriedades visitadas
em Ouricuri. O conhecimento da transmissdo de doencas por carrapatos era obtido
por 42% e 92% dos criadores de Petrolina e Ouricuri, respectivamente, dos quais
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26% e 100% descreveram o histérico de babesiose ou anaplasmose nas

propriedades, com sinais clinicos que incluiam anorexia, apatia, palidez de mucosas,

hemoglobinuria e ébito dos animais (TABELA 8).

TABELA 8. Caracterizacdo das propriedades de Petrolina e Ouricuri, PE, através

das informagdes obtidas pelo questionario.

Questionério Petrolina Ouricuri
Tipo de criagdo N® (%) Ne® (%)
Intensiva 3/19 15,8 0/13 0,0
Semi-intensiva 11/19 57,9 13/13 100
Extensiva 5/19 26,3 0/13 0,0
Area irrigada 12/19 63 8/13 61,5
Quarentena 3/19 15,8 0/13 0,0
Utilizacao de carrapaticida 15/19 79 13/13 100
Rodizio de principio ativo 4/19 21 5/13 38,5
Conhecimento da
Babesiose/Anaplasmose 8/19 42 12/13 92
Histérico de Babesiose/Anaplasmose 5/19 26,3 13/13 100

FATORES DE RISCO

Os parametros descritivos por propriedade e por animal estdo representados

nas Tabelas 9 e 10, respectivamente. Dentre as variaveis analisadas para as

propriedades através da andlise univariavel e posteriormente multivariavel, foi

considerada como fator de risco para babesiose a variavel uso de carrapaticida que

apresentou associagao significativa com a taxa de anticorpos para Babesia spp.

Para anaplasmose, a variavel presenca de carrapatos, apresentou associacdo com o

resultado soroldgico para A. marginale (TABELA 11).

Com relacado as andlises feitas por animal, foram considerados como fatores de

risco para B. bigemina a idade dos animais (13 — 60 meses) e a presenca de

carrapatos. Ja para B. bovis os fatores de risco identificados foram a localidade dos
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animais, ou seja, habitar no municipio de Ouricuri, bem como a presenca de
carrapatos. Para A. marginale, a raca dos animas (mestico e SRD) e a presenca de
carrapatos foram considerados fatores de risco para infecgcdo por este patégeno
(TABELA 12).

TABELA 9. Andlise univariada das propriedades com a distribuicdo das variaveis
associadas a babesiose e anaplasmose em Petrolina e Ouricuri, no periodo de
2011/2012.

Babesia Anaplasma
. . Ne de Ne de
Variavel Categoria N© total de propriedades propriedades
propriedades com positividade P com positividade P
> 25% (%) > 25% (%)

Municipio Ouricuri 13 12 (92,3) 10 (76,9) 0,450
Petrolina 19 16 (84,2) 0,629 11 (57,9)

Quarentena Nao 29 25 (86,2) 19 (65,5) 1,000
Sim 3 3(100,0) 1,000 2 (66,7)

Manejo Intensivo 3 3 (100,0) 1 (33,3)
Semi-intensivo 24 22 (91,7) 17 (70,8) 0,418
Extensivo 5 3 (60,0) 0,118* 3 (60,0)

Area irrigada Nao 12 10 (83,3) 10 (83,3) 0,139*
Sim 20 18 (90,0) 0,620 11 (55,0)

Presenca de Nao 3 2 (66,7) 1 (33,3) 0,266

dipteros

hematéfagos
Sim 29 26 (89,7) 0,340 20 (69,0)

Presenca de Nao 19 15 (78,9) 9 (47,4) 0,011*

carrapato
Sim 13 13 (100,0) 0,128* 12 (92,3) Sim

* Variaveis selecionadas para a analise multivariavel
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TABELA 9. Andlise univariada das propriedades com a distribuicdo das variaveis

associadas a babesiose e anaplasmose em Petrolina e Ouricuri, no periodo de
2011/2012 (CONTINUACAO).

Babesia Anaplasma
N® de N® de
Variavel Calegoria  Newaide  compostuidade P tomposiividads P
propriedades > 25% (%) > 25% (%)

Freq.infest.

carrapato Sem infestagao 19 15 (78,9) 9 (47,4)
Alta 5 5(100,0) 4 (80,0)
Moderada 3 3(100,0) 3(100,0) 0,059*
Baixa 5 5(100,0) 0,372 5(100,0)

(L:’:r‘r’a‘:)zﬂci " Nao 4 2 (50,0) 1 (25,0) 0,106*
Sim 28 26 (92,9) 0,066* 20 (71,4)

Rodizio P.A. Nao 23 19 (82,6) 14 (60,9) 0,441
Sim 9 9 (100,0) 0,303 7 (77,8)

gggﬁiﬂ;emo Nao 12 10 (83,3) 7 (58.3) 0,703
Sim 20 18 (90,0) 0,620 14 (70,0)

Hist. da doenga Nao 14 11 (78,6) 7 (50,0) 0,142*
Sim 18 17 (94,4) 0,295 14 (77,8) 0,450

* Variaveis selecionadas para a analise multivariavel
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TABELA 10. Analise univariada dos animais com a distribuicdo das variaveis

associadas a babesiose e anaplasmose em Petrolina e Ouricuri, no periodo de

2011/2012.
B. bigemina B. bovis A. marginale
Variavel Categoria N* total Positivos Positivos Positivos
de (%) P (%) P (%) P
animais ° ° °
Sexo Fémea 704 258 (36,6) 303 (43,0) 289 (41,1)
Macho 157 56 (35,7) 0,890 60 (38,2) 0,309 54 (34,4) 0,147~
Raca CRD 220 91 (41,4) 107 (48,6) 90 (40,9)
Mestico 532 187 (35,2 219 (41,2) 233 (43,8)
SRD 109 36 (33,0) 0,199* 37 (33,9) 0,030* 20 (18,3) <0,001*
Idade Até 12 meses 105 26 (24,8) 24 (22,9) 34 (32,4)
13 - 36 meses 444 184 (41,4) 196 (44,1) 166 (37,4)
37 - 60 meses 162 62 (38,3) 78 (48,1) 70 (43,2)
> 60 meses 150 42 (28,0) 0,001* 65 (43,3) 0 0<01* 73 (48,7) 0,027*
Municipio Ouricuri 393 147 (37,4) 213 (54,2) 179 (45,5)
Petrolina 468 167 (35,7) 0,652 150 (32,1) 0 0<01* 164 (35,0) 0,002*
Carrapatos Nao 657 208 (31,7) 214 (32,6) 228 (34,7)
. < < *
Sim 204 106 (52,0) 0,001* 149 (73,0) 0,001* 115 (56,4) < 0,001

* Variaveis selecionadas para a analise multivariavel
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TABELA 10. Analise univariada dos animais com a distribuicdo das variaveis
associadas a babesiose e anaplasmose em Petrolina e Ouricuri, no periodo de
2011/2012 (CONTINUACAO).

Ne total B. bigemina B. bovis A. marginale
de — — —
. . o Positivos Positivos Positivos
Variavel Categoria animais
9 (%) p (%) p (%) p
Mucosa Hipocorada 181 54 (29,8) 88 (48,6) 76 (42,0)
Normal 678 259 (38,2) 274 (40.4) 267 (39,4)
Hipercorada 2 1 (50,0) 0,107* 1 (50,0) 0,136* 0 (0,0) 0,420
Estado geral Normal 715 265 (37,1) 306 (42,8) 277 (38,7)
Otimo 65 20 (30,8) 29 (44,6) 32 (49,2)
Ruim 81 29 (35,8) 0,596 28 (34,6) 0,334 34 (42,0) 0,234
Manejo Intensivo 102 30 (29,4) 26 (25,5) 17 (16,7)
Semi-intensivo 640 238 (37,2) 290 (45,3) 285 (44,5)
Extensivo 119 46 (38,7) 0,275 47 (39,5) 0,001* 41 (34,5) 0 0<01*
Area irrigada Nao 515 190 (36,9) 252 (48,9) 240 (46,6)
. < <
Sim 346 124 (35,8) 0,808 111 (32,1) 0,001* 103 (29,8) 0,001*
Ne de Sem
carrapatos infestagéo 658 208 (31,6) 215 (32,7) 229 (34,8)
Leve 154 80 (51,9) 117 (76,0) 82 (53,2)
Moderada 33 17 (51,9) 19 (57,6) 20 (60,6)
< < <
Alta 16 9 (56,2) 0,001* 12 (75,0) 0,001* 12 (75,0) 0,001*
Carrapaticida Nao 93 25 (26,9) 16 (17,2) 25 (26,9)
768 289 (37,6) 0,055* 347 (45,2) < 318 (41,4) 0,010*
Sim 0,001*

* Variaveis selecionadas para a analise multivariavel
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TABELA 11. Fatores de risco para babesiose e anaplasmose em propriedades de

Petrolina e Ouricuri, PE.

Variavel (categoria)

Odds ratio (IC 95%)

Babesia

Uso de carrapaticida (sim)

Anaplasma marginale

Presenca de carrapatos (sim)

13,00 (1,14 - 147,82)

13,33 (1,43 - 123,99)

0,039

0,023

TABELA 12. Fatores de risco para infecgédo por B. bigemina, B. bovis e A. marginale

em animais de Petrolina e Ouricuri, PE.

Variavel (categoria) Odds ratio (IC 95%) p
Babesia bigemina

Idade (13 - 36 meses) 2,11 (1,30 - 3,45) 0,003
Idade (37 - 60 meses) 1,80 (1,04 - 3,12) 0,037
Carrapatos (sim) 2,25 (1,63 - 3,11) < 0,001
Babesia bovis

Municipio (Ouricuri) 2,12 (1,58 - 2,84) < 0,001
Carrapatos (sim) 5,02 (3,52 - 7,16) < 0,001
Anaplasma marginale

Raca (mestico) 3,56 (2,11 - 5,99) < 0,001
Raga (SRD) 2,28(1,29 - 4,04) 0,005
Carrapatos (sim) 2,70 (1,91 - 3,82) < 0,001

DISCUSSAO

A visualizacdo de merozoitos de B. bigemina e B. bovis é facilitada em animais

com sinais clinicos da doenca, ndao sendo geralmente detectados em bovinos

portadores da infecgcdo, o0s quais apresentam niveis baixos de parasitemia

(JACKSON et al., 2001), o que possivelmente justifica os baixos niveis observados
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neste estudo, uma vez que os animais amostrados nao apresentavam indicios de
doenca clinica no momento da visita. De forma similar, na anaplasmose a riquétsia
geralmente é detectada no inicio da infec¢ao através do exame direto, onde até 90%
dos eritrocitos podem apresentar-se infectados, ou ainda pode ser detectada em
casos crénicos em que os niveis de parasitemia permanecem baixos (KIESER et al.,
1990).

Em decorréncia da sorologia de animais reativos concomitantemente para
Babesia spp. e A. marginale, é possivel demonstrar a existéncia do complexo
Tristeza Parasitaria Bovina nos municipios de Petrolina e Ouricuri, PE. As baixas
taxas de soroprevaléncia (frequéncia de anticorpos abaixo de 75%) para
A. marginale, B. bigemina e B. bovis verificadas por este trabalho permitem
considerar os municipios de Petrolina e Ouricuri como éareas de instabilidade
enzootica para a TPB, constatando-se a existéncia de um baixo grau de imunidade
especifica para esses agentes. Nas areas mais secas do semiarido o carrapato nao
sobrevive durante o periodo de seca, mas a TPB pode ocorrer no inicio do periodo
chuvoso quando bovinos com carrapatos sao introduzidos e esses se multiplicam
durante este periodo (COSTA et al., 2009).

Nas areas de instabilidade enzodética € importante o conhecimento da condicéo
imunolégica dos animais do rebanho, considerando-se a necessidade de um manejo
adequado, controle de vetores, vacinacdo e os riscos no transporte dos animais,
uma vez que essa condicdo pode causar grandes prejuizos aos produtores da
regiao, devido a possibilidade da ocorréncia de um grande numero de casos clinicos
com alta taxa de mortalidade. As altas temperaturas e a baixa precipitacéo
pluviométrica, cobertura vegetal escassa e baixa densidade populacional de
hospedeiros vertebrados, o que pode ser observado na regido estudada,
provavelmente interferem no grau de infestacdo dos animais, uma vez que o
sucesso do parasitismo € dependente de variagdes climaticas e topograficas, assim
como no manejo dos rebanhos (UILEMBERG, 1995; FURLONG et al., 2002)

Nas regides da Zona da Mata e do Agreste do Nordeste, o desenvolvimento do
carrapato é limitado, principalmente pelas condicées de umidade, sendo necessarios
alguns meses com indices de precipitacao elevados, apds o inicio do periodo das
chuvas, em marco, para que o aumento da umidade no ambiente favoreca o

desenvolvimento e a sobrevivéncia graduais dos estadios da fase ndo-parasitaria do
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carrapato. Aliado a isso, as temperaturas mais amenas desse periodo também
contribuem para esse sucesso (FURLONG et al., 2003).

A soroprevaléncia verificada em Petrolina foi menor, o que pode ser explicado
pela menor infestacdo pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus nos
rebanhos, quando comparados aos de Ouricuri. Embora estejam localizadas em
uma area quente e seca, as propriedades em Petrolina onde os animais
encontravam-se parasitados por carrapato apresentavam em comum o fato de
possuirem um lago ou colecdo de agua nas proximidades, o que garante ao
carrapato um habitat favoravel para sua sobrevivéncia.

Os dados histéricos de precipitacao pluviométrica observados nos ultimos 10
anos, entre 2001-2010, nos municipios de Petrolina (38,4 + 38,9 mm/més) e Ouricuri
(59,4 = 55,0 mm/més), demonstram que nao houve diferenca estatistica (p = 0,05)
na media de precipitagdo pluviométrica entre esses municipios. No entanto, se
consideramos a média historica dos ultimos 2 anos, entre 2010-2012, o municipio
de Ouricuri apresentou uma maior precipitacdo (51,9 + 40,7 mm/més) quando
comparada a Petrolina (20,5 £ 22,2 mm/més) (SAMPAIO, 1998; MINITAB RELEASE
13, 2000; LAMEPE/ITEP, 2013), o que provavelmente justifica a maior ocorréncia de
carrapatos nesse municipio verificada através deste estudo, devido ao fato de o
carrapato encontrar melhores condicées climaticas para o seu desenvolvimento, em
razdo da maior umidade. Associado a questao climatica, a utilizacdo de carrapaticida
em OQuricuri era realizada de forma indiscriminada, uma vez que o controle era
realizado sob critério subjetivo do criador, quando ocorria uma infestacao elevada,
com frequéncias irregulares, na maioria das vezes sem acompanhamento veterinario
e nem um controle estratégico.

Em estudos realizados no sertdo paraibano, os resultados encontrados
demonstraram areas de instabilidade enzodtica, ocorrendo surtos de TPB no final da
época de chuvas nas areas de planaltos e serras, em areas umidas como as bacias
do Rio do Peixe e Rio Piranhas e também em areas irrigadas, como no municipio de
Patos, em que ha a formacdo de microclimas favoraveis a sobrevivéncia do
carrapato (COSTA et al. 2009; COSTA et al., 2011).

Os resultados obtidos no presente trabalho diferem dos resultados observados
por Berto et al. (2008) que buscaram determinar a frequéncia de anticorpos anti-
Babesia bovis e anti-Babesia bigemina em bovinos do municipio de Paudalho, PE,
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onde 76,59% (127/168) e 97,61% (164/168) dos animais foram positivos,
respectivamente, para B. bovis e para B. bigemina, caracterizando a area de estudo
como de estabilidade enzodtica para estes patdégenos. Os resultados observados
também diferem da maioria dos trabalhos realizados em outras regides do Brasil
(BARCI et al., 1994; SOARES et al., 2000; MADRUGA et al., 2000; TRINDADE et
al., 2010; GUIMARAES et al., 2011), prevalecendo na maior parte destes, areas de
estabilidade enzodbtica para estas espécies.

Em um estudo realizado por Araujo et al. (1997) nos municipios de Feira de
Santana, Jequié, llhéus e Vitoria da Conquista no Estado da Bahia a média dos
percentuais de bovinos sorologicamente positivos pela RIFI para B. bovis foi de
97,2% e de 95,0% para B. bigemina, caracterizando as quatro microrregides como
de estabilidade para a babesiose.

Em um estudo mais recente também realizado no Estado da Bahia, nos
municipios de Senhor do Bonfim, Euclides da Cunha, Uau& e Juazeiro, uma area
estavel foi verificada em Senhor do Bonfim e Euclides da Cunha para B. bovis que
apresentaram 86% e 95,5% de prevaléncia, respectivamente, e para B. bigemina
com 90,8% e 91,3%. No entanto, Uaua e Juazeiro foram caracterizadas como areas
instaveis, uma vez que as prevaléncias foram de 63,7% e 56,4% para B. bovis e
53% e 54,8% para B. bigemina, respectivamente. Nos quatro municipios, a
prevaléncia de A. marginale foi superior a 90%, indicando uma condicdo de
estabilidade enzodética para Anaplasmose (BARROS et al., 2005), assim como em
outros locais do Brasil (SOUZA et al., 2000; SOUZA et al., 2001). Todavia, de forma
semelhante ao presente estudo, instabilidade para A. marginale foi observado em
outro estado do Nordeste, onde foi obtida prevaléncia de 16,30% em Sergipe
(OLIVEIRA et al., 1992).

Costa et al., (2011) verificaram que os surtos de TPB no sertdo paraibano
ocorrerem principalmente por anaplasmose do que por babesiose, fato que pode
estar associado as formas de transmissdo, uma vez que a anaplasmose ainda pode
ser ainda transmitida por vetores mecéanicos, que sdo comuns em todas as
propriedades do sertdo no periodo chuvoso, e essa forma de transmissao
possivelmente ainda pode ser potencializada caso haja bovinos sintomaticos com
altas parasitemias no rebanho.
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A susceptibilidade dos animais pode ser alterada por fatores com idade, raca,
estresse ambiental, e, nos primeiros meses de vida pela imunidade passiva
conferida pelo colostro de maes imunes. Semelhante ao que vem ocorrendo em
outras areas de instabilidade enzodtica (COSTA et al.,, 2011) a grande maioria de
bovinos afetados sdo adultos. Geralmente, os casos clinicos sdo mais graves em
bovinos adultos sendo estes mais susceptiveis que o0s jovens, considerando
registrar-se uma resisténcia maior em bezerros até os seis meses de idade
(FURLONG et al., 2005), o que pode ser verificado nesse experimento, uma vez
gue os animais adultos foram os que apresentaram maior prevaléncia de anticorpos
para babesiose e anaplasmose, o que provavelmente se deve as condi¢cdes
climaticas da nossa regidao que nao permitem a presenga constante do carrapato e
com isso, ndao ha transmissdo continua dos agentes da TPB aos bovinos,
principalmente em animais jovens, fazendo com que estes ndo desenvolvam
imunidade especifica adequada e tornem-se adultos sensiveis.

Em um estudo conduzido por D’Andrea et al. (2006) com bovinos das racas
Holandesa (Bos taurus) e Nelore (Bos indicus) no Estado de Sao Paulo, observou-se
situacao de estabilidade enzodética para raca Holandesa, enquanto que para a raca
Nelore a situacdo observada foi de instabilidade. De acordo com Jonsson et al.
(2008) os animais das ragas Bos taurus sao mais sensiveis aos carrapatos e assim,
sdo mais expostos as hemoparasitoses, desenvolvendo com mais facilidade
imunidade aos patégenos, enquanto o gado zebu Bos indicus é, naturalmente, mais
resistente, corroborando com Costa et al. (2011) que constataram através do seu
trabalho que os animais mais afetados foram os bovinos Bos taurus das racas
Holandés, Pardo-Suico e suas cruzas com animais da raga Gir. Resultado distinto foi
observado no presente estudo onde os animais zebuinos da raga Nelore foram os
que apresentaram maior soroprevaléncia, logo foram os mais afetados.

As técnicas moleculares, dentre elas a PCR, apresentam maior sensibilidade e
especificidade quando comparadas ha outros métodos de diagndstico, como os
testes sorolégicos e o exame direto através do esfregaco sanguineo. Através da
pesquisa do DNA do agente, a PCR demonstra que os animais positivos realmente
estdo infectados pelo parasita, independentemente da fase da doenga (COSSIO-
BAYUGAR et al., 1997).
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Os pares de oligonucleotideos utilizados neste estudo para a realizagdo da
PCR foram designados como sendo especificos para o género Babesia (ALMEIDA,
2011), assim como os demais oligonucleotideos utilizados para deteccdo de
B. bovis, B. bigemina e A. marginale que foram desenhados para esta finalidade
(COSTA et al.,, 2013). A deteccao da infeccao por Babesia spp. foi possivel em
8/137 amostras analisadas, que posteriormente foram testadas, e em 5/8 identificou-
se que a infecgdo ocorrera por B. bovis. Nas demais amostras (3/8), n&o foi possivel
detectar a espécie envolvida, possivelmente devido a quantidade insuficiente de
DNA nas amostras, e/ou por ter ocorrido a desnaturacdo do DNA presente nestas
amostras ao longo dos testes realizados.

Informacdes sobre a epidemiologia de doencas transmitidas por carrapatos,
especialmente sobre a dindmica de transmissdo da infeccdo por este vetor, é
essencial para elaboracao de eficientes estratégias de controle (MORZARIA et al.,
1992). No Brasil, escassos estudos tém sido realizados utilizando carrapatos na
deteccdo da infeccédo por Babesia spp. € A. marginale, e principalmente na regido do
semiarido nordestino pouco se conhece a respeito dos aspectos da infecgédo por
esses hemoparasitas em carrapatos. No entanto, estudos epidemiol6gicos em
diversos paises ja estdo utilizando comumente essa pratica (ICA et al., 2007;
M'GHIRBI & BOUATTOUR, 2008; MAJLATHOVA et al., 2011).

Ica et al. (2007) objetivando identificar através da PCR a infecgao por Babesia
e Theileira em carrapatos de bovinos na Turquia, observaram que dos 43 “pools” de
carrapatos examinados, seis (14%) estavam infectados com B. bigemina, 4 (9,3%)
com T. annulata, e 1 (2,3%) com Babesia spp., enquanto 1 (2,3%) apresentou
infecgcdo mista com T. annulata + B. bigemina.

Visando detectar as espécies de Babesia infectando carrapatos de bovinos no
Ira por meio da PCR, Tavassoli et al. (2013) detectou que Rhipicephalus spp. pode
desempenhar um papel importante na transmissao da infeccédo de Babesia spp. em
bovinos no oeste e noroeste do Ira.

Oliveira-Sequeira et al. (2005) utilizando a PCR e nested-PCR para avaliar a
frequéncia de infec¢do por B. bovis e B. bigemina em fémeas ingurgitadas e ovos de
Boophilus microplus em bezerros e vacas naturalmente infestados criados em uma
area endémica para babesiose em Sao Paulo, verificou que embora a frequéncia de
ambas espécies de Babesia tenha sido semelhante em bezerros e vacas, a
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infectividade de B. bigemina foi maior para os carrapatos alimentados em bezerros
do que aqueles alimentados em vacas, onde a infectividade de ambas as espécies
de Babesia foi semelhante, diferente do que foi observado nesta pesquisa, uma vez
que detectou-se apenas a infeccao por B. bovis.

Os carrapatos individuais infectados por Babesia spp. testados no presente
estudo, eram provenientes de animais com sorologia negativa para esse patégeno, e
daqueles positivos para A. marginale, a minoria (2/7) era proveniente de animais
com sorologia negativa, o que possivelmente, deve-se ao fato do diagnéstico pela
RIFI ser comprometido na fase inicial da doenca, uma vez que o parasita aparece no
sangue antes que haja um nivel detectavel de anticorpos, ou provavelmente estes
carrapatos foram coletados dos animais antes que ocorresse a inoculacdo do agente
por esse vetor, sendo necessario um tempo de repasto sanguineo para que a
transmissao aconteca.

A falta de soroconversao, provavelmente implica na ocorréncia de resultados
negativos na RIFI com carrapatos positivos a PCR simultaneamente, ndo sendo
indicativo de que o0s animais estejam livres da infeccdo, todavia, animais
soropositivos que foram parasitados por carrapatos também positivos a PCR
apresentam maior probabilidade de estarem infectados com esses agentes, sendo
necessario, portanto, a realizacado da PCR da amostra de sangue desses animais.

A presencga de carrapatos e o uso de carrapaticidas, detectados neste estudo
como fatores de risco para ocorréncia de babesiose e anaplasmose em
propriedades de Petrolina e Ouricuri, demonstram que a utilizacdo indiscriminada
dos carrapaticidas, além de favorecer ao aumento dos gastos, promove a selegao e
proliferacao de populagdes de carrapatos resistentes as bases quimicas disponiveis,
além da poluicdo ambiental e da elevada quantidade de residuos nos produtos
derivados dos animais tratados (FURLONG et al., 2003). O controle intensivo de
carrapatos reduz ainda o contato dos animais com os vetores, favorecendo o
aparecimento de areas de instabilidade endémica para os agentes dessa
enfermidade (GUGLIELMONE, 1995; BOCK et al., 2004).

E importante lembrar que uma vez instalada a resisténcia em uma populagao
de carrapatos a um determinado carrapaticida, esta resisténcia também estara
instalada para os carrapaticidas pertencentes a este grupo. A resisténcia

desenvolvida nas populacdes € uma condicdo permanente, e inviabiliza a utilizacdo
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futura do grupo quimico no rebanho de uma propriedade. A Unica excecao a este
fato é feita ao grupo das Amidinas, que apds alguns anos sem serem utilizadas
numa propriedade, é possivel a reversdao da resisténcia, com a possibilidade de
novo uso dentro do manejo dos animais da propriedade (BRITO et al., 2006).

Dentre as variareis associadas aos animais, a presenca de carrapato foi
considerada fator de risco para infec¢ao por B. bigemina, B. bovis e A. marginale, o
que é importante principalmente no municipio de Ouricuri, dada a presenca de
carrapatos nas propriedades ser mais frequente do que em Petrolina, e o que pode
ser evidenciado pela maior soroprevaléncia para os trés patégenos observada nos
animais deste municipio. A idade (entre 13-60 meses) foi considerada fator de risco
para ocorréncia da infeccdo por B. bigemina, demonstrando que os animais adultos
dessa regiao sdo mais sensiveis a infeccdo por este patégeno. A raca (animais
mesticos e SRD) foi considerada um fator de risco associado a infecgdo por
A. marginale, uma vez que ndo se conhece origem destas cruzas. Residir no
municipio de Ouricuri foi considerado um fator de risco para ocorréncia da infecgao
por B. bovis, assumindo que B. bovis é mais patogénica que B. bigemina, surtos de
babesiose por B. bovis, poderao ocorrer nos animais naturais ou de areas indenes
transportados para essa regiao, principalmente para o municipio de Ouricuri.

Guimaraes et al. (2011) analisando a soroprevaléncia e os fatores de risco
associados a infecgcdao por B. bovis em rebanhos leiteiros de alta e de baixa
producdo da microrregiao de Lavras - MG , ndo encontrou associacao significativa
entre os fatores de risco analisados (o tamanho da propriedade, o sistema de
criacdo, o grupo racial e o tipo de alimentacdo dos animais) com a taxa de
anticorpos anti-B. bovis, 0 que, de acordo com 0s autores, deve-se provavelmente a
elevada soroprevaléncia média observada em ambos o0s grupos estudados, que
ficou acima de 90%.

Em outro estudo, realizado por Solorio-Rivera et al. (1999), no Meéxico,
avaliando o efeito das praticas de manejo sobre a prevaléncia de bovinos
soropositivos para B. bovis, observaram a densidade animal (<1cabeca/ha) e
intervalo de banho carrapaticida (>60 dias) como fatores de risco (p>0,05)
associados com a taxa de bovinos reagentes, e fatores de risco como tipo de
fazenda, sistema de producdo, tamanho do rebanho, entre outros avaliados, nédo

apresentaram associagdo com a prevaléncia de bovinos soropositivos para B. bovis.
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CONCLUSAO

A investigacdo epidemioldgica da infeccao por A. marginale, B. bigemina, B.
bovis nos bovinos dos municipios de Petrolina e Ouricuri possibilitou confirmar a
presenca desses agentes e considerar que a babesiose e anaplasmose ocorrem sob
a forma de instabilidade enzodtica nessas regides, o que pode predispor a
ocorréncia de surtos de TPB nos municipios estudados;

O municipio de Ouricuri, localizado na mesorregido do Sertdo Pernambucano,
apresentou uma frequencia de infestacdo por carrapatos maior que a verificada no
municipio de Petrolina, localizado na regido do Sao Francisco, devido a presencga de
condicOes favoraveis ao desenvolvimento dos carrapatos;

O uso de carrapaticida, a presenca de carrapatos, a idade, a ragca e 0 municipio
de residéncia dos animais foram considerados fatores de risco para ocorréncia da

TPB na regiao.
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APENDICE

APENDICE A. Prancha de figuras.

\

FIGURA 5. Propriedade com sistema de criacao extensiv, com
colecao de agua e presenca de carrapatos em Petrolina, PE.

FIGURA 6. Propriedade com sistema de criagdo semi-intensivo, com
colecédo de agua e presenga de carrapatos, Petrolina, PE.
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FIGURA 7. Propriedade com sistema de criacdo semi-intensivo,
com colecao de agua e presenca de carrapatos, Petrolina, PE.

> Tk = o - E - . .
FIGURA 8. Propriedade com sistema de criacdo intensivo, sem a

presenca de carrapatos, Petrolina, PE.
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) - f A
FIGURA 9. Bovino da raca Holandés apresentando infestacao por
carrapatos (Rhipicephalus (Boophilus) microplus).

FIGURA 10. A - Trofozoito de B. bigemina em eritrécito observado em esfregaco

de sangue periférico de bovino naturalmente infectado. B - Corpusculos

intraeritrocitarios de A. marginale observados em esfregaco de sangue periférico

de bovino naturalmente infectado. Panético. Aumento: 100X.
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FIGURA 11. Reacao de imunofluorescéncia indireta. Formas de B. bovis (A), B. bigemina
(B) e A. marginale (C) marcadas por isoticianato de fluoresceina, demonstrando reatividade
1:40. Reacgéao negativa de imunofluorescéncia indireta (D). Aumento: 20X.
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APENDICE B. Modelo da ficha de inquérito epidemiolégico aplicado durante visita as

propriedades de Petrolina e Ouricuri-PE.

b e e

m Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

y Ao S A T Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF

Colegiado Académico de Medicina Veterinaria

Questionario Sanitario

1. Dados da propriedade:
1.1 Propriedade:

1.2. Data da visita: / /

1.3 Proprietério:

1.4 Endereco:

1.5 Coordenadas: LAT:

LONG: ALT:

1.6. Cidade:

2. Caracteristicas da propriedade:

2.1 Quantidade de bovinos:

1.7. Fone:

2.2 Tipo de exploragdo:

2.3 Area irrigada? () Sim ( ) Nao

2.5 Periodo chuvoso:

2.4 Alguma lagoa/riacho? ( ) Sim ( ) Nao

2.6: Periodo seco:

() Concentrado ( ) Outras:

2.7 Tipo de Manejo: ( ) Intensivo ( ) Extensivo ( ) Semi-intensivo

2.8 Tipo de dieta: ( )Pasto nativo ( )Pasto melhorado ( )Feno ( )Silagem

2.9 Cultiva Pasto? ( ) Sim ( ) Nao Qual(is)?
2.10 Faz rotagdo de pastagem? ( ) Sim ( ) Nao Quanto tempo/pasto?

2.11 Faz quarentena ao adquirir um animal novo para a propriedade?
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3. Sanidade:
3.1 Vacinacao? ( )Sim ( )Nao
3.2 Quais? ( ) Aftosa ( ) Brucelose ( )Carbunculo( )Raiva ( ) Leptospirose ( )Tétano

Outras

3.3 Vermifugacao? ( ) Sim( ) Nao

3.4 Quais vermifugos?

3.5 Frequéncia: 3.6 Ultima vermifugagio:

3.6 Presenca de carrapatos: ( ) Sim ( ) Nao
3.7 Presenca de moscas: ( ) Sim ( ) Nao
3.8 Em que meses? 3.9 Periodo: ( ) seca ( ) chuvas

3.9 Usa carrapaticida? ( ) Sim ( ) Nao 3.10 Qual?

3.10 Forma de utilizacao:

3.11 Faz rodizio de principio ativo? ( ) Sim ( ) Nao 3.13 Periodicidade?

3.12 Conhecimento sobre alguma doenga que o carrapato pode transmitir?

3.13. Doencas relatadas na propriedade:

3.14 Algum 6bito nos dltimos12 meses? ( ) Sim ( ) Nao 3.15: Causa?

3.15 Historico de sinais clinicos da TPB? ( ) Sim ( ) Nao

3.16 Quais os sinais?

3.17 Animal tratado? ( ) Sim ( ) Nao 3.18 Tratamento?

3.18 Obito por TPB? ( ) Sim ( )Nio

3.19 O rebanho recebe assisténcia de algum médico veterinario? () Sim () Nao




