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Resumo

RESUMO

A dinamica das infecgdes naturais por Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale, foi investigada ao longo do primeiro ano de vida de bezerros
da raca Nelore criados em sistema extensivo no Estado de Sao Paulo, com o
proposito de se avaliar a influéncia da criagéo exclusiva e extensiva de bovinos da
raca Nelore sobre a epidemiologia desses hemoparasitas.

Amostras de sangue de 17 animais P.O. foram colhidas a cada 15 dias do
nascimento até os quatro meses, e entdo, a cada 30 dias até um ano. Amostras de
sangue colhidas da ponta da orelha foram utilizadas para a confecgdo de
esfregacos sanguineos, e amostras de sangue da veia jugular foram utilizadas para
a determinagdo da contagem total de eritrocitos (RBC), concentracédo de
hemoglobina (HB), volume globular (VG), contagem total de leucécitos (CTL) e
extracdo de DNA. As teledginas colhidas foram incubadas em estufa BOD e
posteriormente submetidas ao processo de extracdo de DNA.

A amplificacdo do DNA dos hemoparasitas foi feita pelas técnicas de PCR e
nPCR, utilizando-se respectivamente os primers BoF e BoR; BoFN e BoRN para
Babesia bovis, BilA e BilB; BilAN e BilBN para B. bigemina e Am9 e Am10; Am11 e
Am12 para A. marginale.

Ao longo de um ano de experimento ndo foram observados casos clinicos de
tristeza parasitaria, e os quatro animais em que parametros hematolégicos
indicativos de anemia foram detectados concomitantemente com uma ou mais
espécies de hemoparasitas se recuperaram sem que houvesse necessidade de
tratamento.

Babesia bovis ndo foi detectada nos esfregagos sanguineos corados por
Giemsa, porém merozoitas de B. bigemina foram encontrados em 5 amostras de
sangue provenientes de 4 animais. Corpusculos intraeritrocitarios de A. marginale
foram detectados em 29 amostras oriundas de 14 animais, nas quais a mais elevada
taxa de parasitemia foi de 26%.

As reagdes de PCR e nPCR revelaram a presenca de DNA de B. bovis em
sete amostras de sangue (quatro por PCR) de trés animais, um dos quais com

menos de 24 horas de nascimento.
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O DNA de B. bigemina foi detectado em 47 amostras de sangue (25 por PCR)
colhidas de 15 animais e o DNA de A. marginale em 103 amostras de sangue (83
pela PCR). Nado foram detectados resultados falso-negativos nas reagbes de
amplificagdo de DNA de B. bigemina e A. marginale.

A presencga de amostras de soro positivas para os agentes da TPB, tanto com
menos de 24 horas apds o nascimento (82% para B. bovis; 88% para B. bigemina;
94% para A. marginale), quanto aos nove meses de idade (100% para B. bovis; 94%
para B. bigemina; 100% para A. marginale), revela a condicdo de estabilidade
enzootica para os agentes da tristeza parasitaria bovina na propriedade estudada,
fato ratificado pelo histérico de mais de 20 anos do rebanho estudado, onde nao ha
relato de surtos epidémicos de TPB, tendo observado-se apenas relatos de casos
isolados.

A utilizacdo da técnica de nPCR como ferramenta para se detectar infecgdes
por Babesia spp. e A. marginale em teledginas de B. microplus ingurgitadas nos
bezerros, n&o revelou a infecgdo por B. bovis em nenhuma teledgina; ja o DNA de B.
bigemina foi detectado em duas (7,4%) teledginas colhidas, uma das quais
proveniente de um animal no qual foi detectado a presencga do protozoario pela PCR
na mesma colheita. O DNA de A. marginale foi detectado em 18 (66,6%) teledginas
colhidas ao longo do primeiro ano de vida dos bezerros, das quais 13 colhidas de
animais nos quais foram detectados a presenca desse parasita.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que a
criacao extensiva e exclusiva de bovinos da raga Nelore nao foi capaz de modificar o
quadro epidemiolégico dos agentes etioldégicos da TPB, de uma situagdo de

endemia estavel para instavel.
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Abstract

Abstract

The dynamics of natural Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma
marginale infection was investigated along the first year of Nelore calves, raised on
extensive system in Sdo Paulo State. The purpose was to evaluate the influence of
the exclusive and extensive breeding of Nelore bovine on the epidemiology of those
hemoparasites.

Blood samples of 17 purebred animals were harvested every 15 days
beginning on the first day of birth till four months old, and then, every 30 days till one
year old. Blood samples from the ear tip were used to made blood smears, and blood
samples were taken from the jugular vein to determine the red blood cells total count
(RBC), hemoglobin concentration (HB), haematocrite (VG), leukocytes total count
(LTC) and DNA extraction. The engorged Boophilus microplus were incubated and
submitted to the DNA extraction process.

The hemoparasite DNA amplification was made by PCR and nPCR
respectively, using the primers BoF and BoR; BoFN and BoRN for Babesia bovis,
BilA and BilB; BilAN and BilBN for B. bigemina and Am9 and Am10; Am11 and Am12
for A. marginale.

Clinical cases of parasitic sickness were not observed along one year of
experiment. The four animals that were observed with indication of anemia
hematological parameters, detected at the same time with one or more
hemoparasites species, recovered without treatment.

Babesia bovis was not detected in the blood smears. However, B. bigemina
merozoites were found in five blood samples coming from four animals. A. marginale
was detected in 29 blood samples of 14 animals, in which the highest parasitemia
level was 26%.

The reactions of PCR and nPCR revealed the presence of B. bovis DNA in
seven blood samples (four by PCR) from three animals, one of them born in less than
24 hours.

Babesia bigemina DNA was detected in 47 blood samples (25 by PCR) from
15 animals and A. marginale DNA in 103 blood samples (83 by PCR). False-negative
results were not detected on B. bigemina and A. marginale DNA amplification

reactions.
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Abstract

The positive TPB agents serum samples, not only those with less than 24
hours after birth (82% for B. bovis; 88% for B. bigemina; 94% for A. marginale), but
also nine months old (100% for B. bovis; 94% for B. bigemina; 100% for A.
marginale), revealed the enzootic stability condition on analyzed property, fact ratified
by the report of more than 20 years of the studied herd, where is no report of TPB
outbreaks, but only the occurrence of isolated cases.

The use of the nPCR technique as a tool to detect Babesia spp. and A.
marginale infections on engorged B. microplus did not reveal B. bovis infection in any
tick. However, B. bigemina DNA was detected in two (7,4%) engorged B. microplus,
one of them from an animal in which the presence of the protozoa parasite was
detected by PCR in the same sampling procedure. A. marginale DNA was detected
in 18 (66,6%) engorged B. microplus along the first year of the calves, from which 13
were collected from animals detected with the parasite’s presence.

From the results obtained in the present work, it was observed that the
extensive and exclusive breeding of Nelore bovine was not capable of modifying the
epidemic situation of the TPB etiological agents from a stable to an unstable endemic

situation.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais com grande vocagao para pecuaria, tendo atualmente no
setor produtivo animal, potencial imensuravel e de grande importancia econémico-
social. Para tornar mais racional o aproveitamento econémico da cadeia produtiva
animal e maximizar o desenvolvimento da pecuaria de modo sustentavel, faz-se
necessario utilizar as novas tecnologias, especialmente nas areas de sanidade
animal, epidemiologia e controle das enfermidades infecciosas e parasitarias que
acometem os animais de produgao.

Dentre as enfermidades parasitarias se destacam as pertencentes ao
complexo chamado Tristeza Parasitaria Bovina, que no Brasil sdo causadas por dois
protozoarios do género Babesia — Babesia bigemina e Babesia bovis — e pela
rickéttsia Anaplasma marginale. Ambas as espécies de protozoarios sao
transmitidas exclusivamente pelo carrapato Boophilus microplus, enquanto que
Anaplasma marginale pode também ser transmitida por moscas hematofagas
(KOCAN et al., 2003).

Na pecuaria brasileira, as perdas econdmicas causadas pelos agentes da
TPB sao consideraveis, cerca de 500 milhdes de ddlares anuais segundo
estimativas do Ministério da Agricultura, corrigidas por GRISI et al. (2002).

Clinicamente essas enfermidades caracterizam-se por uma sindrome
hemolitica e febril, cuja gravidade esta diretamente relacionada a reagdo do
hospedeiro frente a infecgdo (McCOSKER, 1981). Com isso, s&o responsaveis por
perdas econémicas consideraveis decorrentes do menor ganho ou perda de peso
dos animais parasitados, decréscimo da producdo de leite, infertilidade ou

subfertilidade dos touros, abortamentos, mortalidade, gastos com medicamentos e
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servico médico veterinario, além do estado cronico portador, que interfere no
desenvolvimento normal dos animais.

Na cadeia epidemiolégica da TPB, as complexas interagdes que resultam na
manutencao das taxas de infecgdo dos bovinos, das teledginas de carrapatos e da
transmissao transovariana das diferentes espécies do protozoario sdo influenciadas
por fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado, ao hospedeiro invertebrado e ao
meio ambiente (BOCK et al., 19992, 1999°; KESSLER & SCHENK, 19982
MACHADO, 1991).

O conhecimento das interagdes que regulam a epidemiologia dos agentes da
TPB em cada regiao geografica € indispensavel para o desenvolvimento e aplicagao
de medidas de controle que possam interromper a cadeia epidemiolégica de modo a
reduzir os prejuizos a pecuaria, seja pela reducdo da perda de produtividade, por

morbidade ou mortalidade de animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Babesioses bovinas

As babesioses bovinas sao enfermidades que ocorrem em varios paises nos
quais se destaca por causar consideravel perda econdmica, principalmente, nas
criacoes de ragas taurinas e seus cruzamentos (BOCK et al., 2004).

No final do século XIX, um pesquisador romeno chamado Victor Babés e sua
equipe comecgaram a investigar mais detidamente uma enfermidade caracterizada
por um quadro de anemia hemolitica que acometia bovinos na Europa. Essa equipe
de pesquisadores conseguiu associar essa enfermidade, chamada na época de
hemoglobinuria enzodtica bovina, com a presenga de microorganismos no interior de
eritrocitos dos animais doentes. Babés entdo, no ano de 1888, denominou esses
microorganismos de Haematococcus bovis, por pensar que se tratava de bactérias
(UILENBERG, 2006).

Cinco anos mais tarde, dois pesquisadores americanos, Smith e Kilborne,
associaram a ocorréncia de uma enfermidade que se caracterizava por apresentar
alta taxa de mortalidade e sintomas muitos semelhantes a hemoglobinuria enzodtica
bovina, a presenga de microorganismos intraeritrocitarios. Além de conseguirem
caracterizar o microorganismo como sendo um protozoario, Pyrosoma bigeminum,
comprovaram que este agente era transmitido por um artrépode, o carrapato bovino
da América do Norte, Boophilus annulatus. A publicagdo desses resultados constitui
um marco historico por ser o primeiro relato da transmissao de um protozoario por
um artrépode (BOCK et al., 2004).

Ainda no ano de 1893, STARCOVICI verificou a similaridade entre os

organismos descritos por Babés, na Roménia, e Smith e Kilborne nos Estados
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Unidos, e propds a inclusdao de ambos em um novo género chamado Babesia, em
homenagem ao pesquisador romeno (UILENBERG, 2006).

Das oito espécies do género Babesia que sao capazes de infectar bovinos
(UILENBERG, 2006), Babesia bigemina e Babesia bovis sdo encontradas no Brasil
(VIDOTTO et al., 1995; GUGLIELMONE, 1995). O primeiro relato dessas
enfermidades no Brasil data de 1901, quando Francisco Fajardo diagnosticou a
presenca dos protozoarios ao examinar animais recém-importados e em fase de
aclimatagao no Rio de Janeiro (FONSECA & BRAGA, 1924).

A ocorréncia das babesioses bovinas esta intimamente relacionada a
distribuicdo do carrapato Boophilus microplus, sendo esse artrépode considerado
como o unico vetor bioldgico e o responsavel pela difusdo desses protozoarios
(BOCK et al., 2004). Esse carrapato & originario da Asia e se espalhou por diversas
regides, acompanhando a transferéncia de animais, sendo encontrado na Asia,
Australia, México, América do Sul e Africa, tendo sua area de distribuicdo situada
entre os paralelos 40° Norte e 32° Sul (McCOSTER, 1981).

Os bovinos, hospedeiros intermediarios de Babesia spp., se infectam pela
inoculagdo de esporozoitas presentes na glandula salivar dos carrapatos no ato do
repasto sanguineo. A inoculagao de B. bovis ocorre quando o carrapato esta na fase
de larva e a de B. bigemina ocorre quando o carrapato esta na fase de ninfa (RIEK,
1964, 1966).

Utilizando substancias presentes nas organelas que formam o complexo
apical, as quais viabilizam a introdu¢cao do parasita no eritrocito, os esporozoitas
invadem os eritrocitos sem que haja o seu rompimento. Ja dentro do eritrocito, os
parasitas evadem-se do vacuolo parasitoforo e se transformam em merozoitas,

quando irdo se multiplicar por divisdo binaria dando origem a dois merozoitas; estes
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merozoitas rompem a célula parasitada e penetram em outro eritrocito integro para
continuar a multiplicagao (BOCK et al., 2004).

A infeccao dos carrapatos por Babesia spp. ocorre durante a hematofagia das
telebginas em animais com parasitemia. Apds a ingestao de eritrocitos parasitados,
0s merozoitas sofrem alteragdes morfo-fisioldgicas adaptativas se preparando para o
inicio do ciclo sexuado (FRIEDHOFF, 1988). MACKENSTEDT et al. (1995),
identificaram no sangue dos bovinos um tipo ovoide de merozoita de B. bigemina
que seriam as formas infectantes do protozoario para o carrapato, denominando-o
de gamonte.

As primeiras observacdes do ciclo sexuado de Babesia spp. se deram em
1906 por KOCH e por KLEINE. O primeiro autor observou a presenca de formas
caracteristicas do protozoario, e denominou-as de corpos estrelados, associando-as
a estagios de reprodugao sexuada. Esses corpos estrelados seriam os gametas do
protozoario, responsaveis pela gametogonia, ou seja, a fase sexuada do ciclo
bioldgico. Os gametas se fundem formando zigotos (MACKENSTEDT et al.1995)
moveis que penetram nas células do epitélio intestinal do carrapato. Ao se
multiplicarem por esporogonia, dao origem aos esporocinetos, que sao maiores e em
forma de arco, que sao liberados na hemocele (MOSQUEDA et al., 2004).

Por serem moveis, os esporocinetos invadem varios érgdos do carrapato,
iniciando multiplos ciclos de esporogonia, que se estendem até a morte da teledgina
(BOCK et al., 2004). Desse modo, Babesia spp. sdo capazes de infectar a progénie
de teledginas, sendo essa via de infeccdo chamada de transovariana. Uma vez
infectados os ovos, varios ciclos de esporogonia ocorrem nos embrides e larvas,
culminando com a presencga de inumeros esporozoitas nas glandulas salivares dos

carrapatos jovens (BOCK et al., 2004).
20



Revisdo de Literatura

Segundo KESSLER & SCHENK (1998%), a transmissdo transovariana é
fundamental para a manutengcdo da endemia dessa parasitose. Aparentemente,
esse mecanismo de transmissdo € a principal explicacdo para a sua ampla
distribuicdo geografica (MEHLHORN & SCHEIN, 1984).

RIEK (1964, 1966) foi o primeiro autor a descrever a sequéncia de eventos
que culminam na transmissdo transovariana de B. bigemina e B. bovis. A partir
desses trabalhos, varias pesquisas foram realizadas com o intuito de se esclarecer
as interagdes entre as diferentes espécies de Babesia e os carrapatos (POTGIETER
& ELS, 1976; CAFRUNE & AGUIRRE, 1995; GUGLIELMONE et al, 1997,
BARREIRA et al., 2005 2005°). Nessas pesquisas foram investigadas a
possibilidade de se discriminar morfologicamente formas evolutivas de B. bovis e B.
bigemina no carrapato (POTGIETER & ELS, 1976; GUGLIELMONE et al., 1996) e
também os efeitos do parasitismo por Babesia spp. sobre os hospedeiros
invertebrados (SANTOS, et al., 1998; CEN-AGUILAR et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
2005).

Outras abordagens que se fizeram possiveis incluem os aspectos
epidemioldgicos da infecgdo dos carrapatos. Assim, MAHONEY & MIRRE (1971),
observaram que a frequéncia de infecgbes por B. bovis variou de 22 a 30% e de B.
bigemina de 36% em teledginas de B. microplus colhidas de bovinos
experimentalmente infectados. Posteriormente, verificou-se que as taxas de infecgao
por Babesia spp. nas teledginas de B. microplus podem ser influenciadas por uma
série de fatores relacionados aos bovinos, como a idade (QUINTAO-SILVA et al.,
2003; OLIVEIRA et al.,, 2005), parasitemia (SANTOS et al., 1998) e raca

(GULIELMONE, 1992). Outros fatores, como o tempo de incubagédo da teledgina,
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também podem influenciar na detec¢ao da infecgao por Babesia spp. nos carrapatos
(GUGLIELMONE et al., 1997).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado por B. bovis se da de dois a trés dias
apos a fixagcado das larvas de B. microplus, enquanto que B. bigemina é transmitida
apos oito a dez dias, quando os ixodideos ja se encontram na fase de ninfa (RIEK,
1964, 1966). De modo geral, o periodo pré-patente de B. bovis varia de 6 a 12 dias e
de B. bigemina de 12 a 18 dias apés a fixagdo dos carrapatos.

No Brasil, o carrapato B. microplus incide em todo o territério com intensidade
de parasitismo variando em fungdo das condi¢gbes climaticas, do manejo de
rebanhos e pastagens e da raga dos bovinos explorados (GOMES, 1998).

As racas bovinas se comportam de modo diverso frente as infestagcbes por
carrapatos: enquanto racas européias sido mais sensiveis, as ragas zebuinas
apresentam uma resisténcia de carater genético, muito maior (GOMES, 1998;
JONSSON et al., 2000). Essa caracteristica é transmitida de geragao para geracgao,
guardando uma proporgao em relagao ao grau de sangue resultante do cruzamento;
assim, animais da primeira geracao (F1) resultante do cruzamento de taurinos com
zebuinos sao ainda bastante susceptiveis ao carrapato e as doengas por ele
transmitidas (SARTOR et al., 1992; BOCK et al., 1999°).

Ha evidéncias de que a raga dos bovinos também interfere na gravidade das
infecgbes por hemoparasitos transmitidos por carrapatos (GUGLIELMONE, 1992;
BOCK et al., 1999% JONSSON et al., 2000), sendo as ragas zebuinas também mais
resistentes do que as taurinas (MADRUGA et al., 1984; UILENBERG, 1995; BOCK
et al., 1997).

A susceptibilidade dos animais zebuinos as babesioses tem sido questionada,

existindo controvérsia entre autores. Para alguns, a resisténcia a infecgao por
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Babesia spp. poderia estar relacionada a ineficiente transmissdo dos protozoarios
pelo vetor, em decorréncia da maior resisténcia dos zebuinos ao carrapato, ja que,
nesses animais a maioria dos carrapatos morre precocemente (GOMES et al., 1989;
SARTOR et al.,, 1992). Contudo, 0 que se observa é que os bovinos zebuinos
também se infectam, porém, geralmente, apresentam enfermidade subclinica apds a
infeccao primaria por Babesia spp. ( BOCK et al., 1997).

No que diz respeito a idade dos animais considera-se que 0s animais jovens
sejam naturalmente mais resistentes, ja que com frequéncia apresentam infecgdes
subclinicas (BROWN, et al., 2006). No entanto, MADRUGA et al. (1984) verificaram
que no periodo entre 28 a 56 dias apds o nascimento, para B. bigemina e 84 a 112
dias, para B. bovis, os titulos de anticorpos s&o baixos, aumentando a probabilidade
dos animais a desenvolverem as babesioses de forma aguda. Segundo MAHONEY
& MIRRE. (1977), os efeitos da infeccdo por Babesia spp. sdo minimizados pela
exposicao dos animais aos hemoprotozoarios desde os primeiros meses de vida,
quando os anticorpos colostrais estdo elevados.

Ao que tudo indica, outros fatores além dos anticorpos colostrais estariam
envolvidos na resisténcia relacionada a idade, visto que a resisténcia de animais
jovens excede o periodo de protegdo dos anticorpos colostrais (BROWN et al.,
2006). Além disso, bezerros nascidos em regioes livres de Babesia spp. também
apresentam certo grau de resisténcia as infecgdes experimentais (GOFF et al.,
1982). A imunidade humoral tem importancia secundaria nas infecgbes por Babesia
spp., ha qual os anticorpos teriam a fungdo de opsoninas, facilitando a fagocitose
dos parasitas pelas células de defesa do organismo do hospedeiro (BOCK et al.,

2004).
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Além da raca e idade dos hospedeiros vertebrados, outros fatores que
interferem no ecossistema do B. microplus podem desencadear situagées em que a
superinfestacdo pelo carrapato aumenta o desafio, sobrepujando a resposta
imunoldgica dos animais aos hemoparasitas, inclusive em areas endémicas
(GOMES, 1998). Segundo FRIEDHOFF (1988), existe uma relagdo diretamente
proporcional entre 0 numero de carrapatos ingurgitados e a taxa de inoculagcéo do
protozoario.

A resposta imunoldgica dos bovinos a infecgdo por Babesia spp. envolve
tanto mecanismos inatos como adquiridos. A imunidade inata esta relacionada a
fatores como especificidade parasita-hospedeiro, caracteristicas genéticas, idade e
resposta imune celular do hospedeiro (BOCK et al., 2004). Diferentemente do que
acontece nas anaplasmoses bovinas, nao existe imunidade cruzada entre B. bovis e
B. bigemina, ou seja, a infecgdo por uma dessas espécies ndo protege o animal
contra a outra (SMITH et al., 1980).

Do ponto de vista epidemioldgico, as babesioses bovinas ocorrem sob dois
panoramas distintos regulados pela dindmica das populagdes de carrapatos B.
microplus: estabilidade e instabilidade endémica.

A situacdo de estabilidade endémica é caracterizada pela constante
transmissao dos protozoarios, de forma que a primo-infecgdo dos bovinos ocorre
durante o periodo em que o0s animais jovens estdo protegidos pela imunidade
passiva e sob a acdo da resisténcia inata. Essa situacdo é caracterizada pela
ocorréncia de muitos casos subclinicos e poucos casos clinicos da enfermidade

(GUGLIELMONE, 1995; COLEMAN, et al. 2001).
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MAHONEY et al. (1973), estimou que, quando cerca de 75% dos bovinos sao
infectados por Babesia spp. entre seis € nove meses de idade, a enfermidade ocorre
em niveis baixos, caracterizando uma situagao de estabilidade endémica.

Nas areas de instabilidade, os bezerros nao se infectam por periodos
prolongados e a presencga do carrapato é inconstante ou insuficiente para assegurar
taxas de inoculacdo de Babesia spp. capazes de manter elevado o nivel de
imunidade dos bovinos (MAHONEY et al., 1981). Nessa situagao existe a
possibilidade de ocorréncia de um grande numero de casos clinicos, geralmente de
curso agudo e com alta taxa de mortalidade (UILEMBERG, 1995).

Apesar do potencial patogénico, as infecgdes por Babesia spp. muitas vezes
sao assintomaticas, e os animais tendem a apresentar baixa parasitemia,
originando-se assim formas subclinicas da enfermidade (RADOSTITS et al., 2000).

Os sintomas clinicos e o curso da infeccado dependem também da espécie do
protozoario envolvido; no entanto, infecgdes por B. bigemina ou B. bovis determinam
febre, anemia, hemoglobinemia, hemoglobinuria e fraqueza, podendo evoluir para a
morte do animal (RADOSTITS et al., 2000). Segundo MAHONEY & MIRRE (1977) e
PANDEY & MISHRA (1978), existe uma correlagdo direta entre a elevagéo da
temperatura corporea e o aumento da parasitemia.

Os registros de infecgédo intra-uterina por Babesia spp. em bovinos foram
feitos tendo por base a ocorréncia de enfermidade clinica nos neonatos (BANNOR,
1976; DOWSETT et al., 1978; BARBOSA et al., 1994; EGELI, 1996; BRACARENSE
et al.,, 2001; YERUHAM et al., 2003). Com a utilizagdo de técnicas mais sensiveis,
OSAKI et al. (2002) identificaram que esse tipo de infecgdo nédo é seguido,
necessariamente, de sintomas clinicos, e com isso, a relevancia dessa via de

infecgao pode estar subestimada.
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A infeccao por B. bigemina é capaz de causar danos celulares e tissulares em
decorréncia da hemolise intravascular e da conseqliente hipdxia tecidual ocasionada
pela diminuigdo de eritrécitos circulantes, que afeta principalmente o figado e os rins
(PANDEY & MISHRA, 1978).

A infeccao por B. bovis pode causar manifestagdes nervosas em decorréncia
da hipoxia e inflamacdo determinada pela presenga dos parasitas nos capilares
cerebrais. Os eritrocitos parasitados por B. bovis apresentam uma alteracdo na
superficie da membrana citoplasmatica que promovem a aderéncia da célula
parasitada ao endotélio vascular e a outras hemacias ndo parasitadas (COOKE et
al. 2005).

O aglomerado de eritrocitos formado nos capilares cerebrais interfere na
circulagao local, levando a alteragdes hemodindmicas que culminam com danos
tissulares. A babesiose cerebral ou nervosa € caracterizada por incoordenagao
motora, convulsdo, opistétono, coma e morte (RADOSTITIS et al.,, 2000;
RODRIGUES et al, 2005).

Dentre as principais alteragbes hematoldgicas, a anemia, que no inicio é
normocitica normocrémica, torna-se macrocitica normocromica pela presenca de
reticuldcitos. Tal patologia € resultado direto da hemdlise intravascular que é
consequéncia da reproducao e evasao dos merozoitas, causando o rompimento dos
eritrécitos parasitados. Ao mesmo tempo, ocorre a deposicdo de metabdlitos do
parasita sobre a membrana celular de varios eritrécitos, fazendo com o que
eritrocitos normais que apresentam complexos estranhos em sua superficie, sejam
fagocitados (MURASE et al., 1996; FIGHERA, 2001). Segundo ARAGON (1976), a

anemia é diretamente proporcional a parasitemia.
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MENDONCA et al. (2002) observaram que entre dois e quatro dias apos a
inoculagdo experimental de B. bigemina em bezerros Nelore, mantidos em
isolamento, ocorrem alteragdes na contagem total de eritrocitos, concentragdo de
hemoglobina e volume globular, mas que esses valores retornam a niveis proximos
aos anteriores cerca de 16 dias apods a infeccdo. Os autores atribuem esses
achados a rusticidade racial dos animais, pois mesmo sem imunidade prévia sao
capazes de debelar a infecgao.

A constatagcdo de uma leucopenia inicial seguida de uma fase mais duradoura
de leucocitose por neutrofilia foram achados comuns relatados apds a inoculagao de
Babesia em bezerros taurinos submetidos a premunicdo (KOHAYAGAWA et al.
1990) e em bezerros Nelore experimentalmente inoculados com diferentes isolados
geograficos de B. bigemina (MENDONCA et al. 2002).

Nas babesioses, a fase aguda da enfermidade é caracterizada n&o so6 pelos
sinais de hemolise, mas também por uma parasitemia elevada (BOSE et al., 1995).
Nessa situacdo, o exame direto de esfregagos sanguineos colhidos de ponta de
orelha é o principal método diagnéstico empregado, pois além da praticidade é o
método que apresenta o mais baixo custo. Porém a baixa sensibilidade dessa
técnica € um fator limitante para a aplicagdo em estudos epidemioldgicos, em
decorréncia da incapacidade de se detectar animais cronicamente infectados
convertidos ao estado de portador (BOSE et al., 1995; COSTA-JUNIOR et al., 2006).

As técnicas soroldgicas para pesquisa de anticorpos especificos tém sido
freqientemente empregadas em estudos epidemiolégicos das babesioses, e com
base no status imunolégico dos animais € possivel definir a situagdo epidemioldgica

das diferentes regides de ocorréncia dessas parasitoses (MAHONEY et al., 1973).
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Muitos testes soroldgicos foram desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos
anti-Babesia spp., porém trés técnicas sao mais rotineiramente empregadas: fixagao
do complemento (FC), reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de
imunoadsorgao enzimatica indireta (ELISA-I).

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

A reacado de imunofluorescéncia indireta (RIFI) € uma técnica soroldgica
amplamente empregada, tem baixo custo, porém, além de ser mais laboriosa, tem a
desvantagem da subjetividade do diagnéstico (TIZARD, 2002).

O ensaio de imunoadsor¢gao enzimatica indireta (ELISA-I) vem sendo
amplamente utilizado para o diagndstico de Babesia spp.( MADRUGA et al., 2000%;
SOUZA et al., 2000; SOARES et al., 2000; MADRUGA et al., 2001; D’ANDREA et
al., 2006). No entanto, a sensibilidade e a especificidade dos exames séao
grandemente influenciadas pela qualidade do antigeno utilizado. A técnica de
ELISA-I tem as vantagens de ser objetiva, de possibilitar a avaliagdo de um grande
numero de amostras em curto intervalo de tempo, e de utilizar leitura mecanizada e
rapida, sendo por isso indicada para a realizagdo de inquéritos epidemiolégicos
(TIZARD, 2002).

Nos varios estudos soroepidemioldgicos sobre babesiose bovina realizados
no Brasil, as prevaléncias detectadas revelam uma situacdo de estabilidade
endémica na maior parte do territério. No Mato Grosso do Sul a prevaléncia de

anticorpos anti-B. bovis foi de 83% (MADRUGA et al., 2000%) e de 87 a 98% para B.
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bigemina (MADRUGA et al.,, 2001); no Rio de Janeiro de 90% para B. bovis
(SOARES et al., 2000) e de 69% para B. bigemina (SOUZA et al., 2000); no Parana
de 64% para B. bovis (OSAKI et al., 2002) e na Bahia 91% para B. bovis e 95% para
B. bigemina (BARROS et al., 2005).

Apesar de apresentarem elevadas sensibilidade e especificidade, uma das
principais limitagbes dos métodos sorolégicos é que eles apenas indicam a
exposicao ao agente infeccioso, ndo informando sobre o curso da infecgao
(WAGNER et al., 1992).

O advento das técnicas moleculares de diagndstico propiciou a conjugagao
de elevada sensibilidade e especificidade com a possibilidade de deteccdo do
proprio parasita, e ndo de anticorpos. Essa caracteristica €& particularmente
interessante, pois permite discriminar os animais infectados que apresentam baixa
parasitemia daqueles que por haverem eliminado as infeccdes nédo sido fonte de
infecgao para os carrapatos.

A técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) é baseada na
amplificacdo de milhdes de cépias de uma regido especifica do genoma de qualquer
organismo, utilizando-se uma enzima  DNA-polimerase  termoestavel,
oligonucleotideos livres e sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers), em
um tampéao contendo substancias que favorecem a reagao (FIGUEROA et al., 1992;
BOSE et al., 1995; FIGUEROA et al., 1996).

A PCR apresenta sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a técnica de
esfregaco sanguineo, detectando cerca de 10 pg de DNA do parasita nas amostras
de sangue (BOSE et al., 1995), sendo que essa sensibilidade pode ser aumentada

ainda mais pela utilizagao da técnica de nested PCR (COSTA-JUNIOR et al., 2006).
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A nPCR é capaz de detectar quantidades tdo pequenas quanto 1 fg de DNA
(BOSE et al., 1995), e consiste na utilizacdo de sequiéncias iniciadoras internas as
utilizadas na PCR, ou seja, que anelem ao fragmento amplificado pela PCR em uma
segunda bateria de amplificagdo, aumentando ainda mais o numero de cépias da
sequéncia alvo e consequentemente a sensibilidade do teste (FIGUEROA et al.,
1996).

Em virtude da alta sensibilidade do teste, podem ocorrer contaminacdes por
produtos da amplificagdo (amplicons) de amostras de uma mesma bateria, gerando
resultados falso-positivos. Todavia, uma série de medidas profilaticas como,
realizacdo de cada fase do teste em ambientes distintos, utilizagdo de tubos e
ponteiras estéreis, exposicdo e limpeza das bancadas com radiagao ultravioleta e
hipoclorito de sodio a 10% sao executadas a fim de se evitar a contaminagao de
amostras (BARTKOWIAK, 2003).

A utilizacdo das técnicas de PCR na investigagdo epidemiolégica das
infecgdes por Babesia spp. tem produzido informacgdes relevantes, pois permitem a
deteccdo desses agentes tanto nos hospedeiros vertebrados (BUENNING &
FIGUEROA, 1996; OSAKI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005, TEGLAS et al., 2005),
quanto nos carrapatos (SPARAGANO et al., 1999; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al.,
2005).

No que se refere as babesioses bovinas, o emprego dessa metodologia
permitiu que se constatasse que, em area endémica para B. bovis e B. bigemina, a
frequéncia de bezerros mesticos leiteiros infectados era similar a de vacas
(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005). No entanto, no que se refere a infeccao de B.
microplus, esses autores constataram que teledginas alimentadas em bezerros

apresentavam maior freqliéncia de infeccbes por B. bigemina e que teledginas
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alimentadas em vacas apresentavam frequiéncias similares de infecgao por B. bovis

e B. bigemina.

31



Revisdo de Literatura

2.2.Anaplasmose bovina

O género Anaplasma inclui duas espécies que infectam bovinos, Anaplasma
marginale (Theiler, 1910) e A. centrale (Theiler, 1911). A. marginale é a espécie mais
patogénica, e A. centrale por ser menos patogénica € utilizada como vacina viva em
bovinos de diversas regides do mundo (de la FUENTE et al., 2005%).

No texto de FONSECA & BRAGA (1924), “Nogbdes sobre a Tristeza
Parasitaria dos Bovinos”, podem ser obtidos os detalhes sobre o histérico inicial do
conhecimento sobre esse hemoparasita, do qual foram extraidas as breves
informacdes que se seguem: Em 1910, Theiler, na Africa do Sul, identificou
Anaplasma marginale como sendo o agente etiolégico de uma enfermidade muito
similar a febre do Texas, que era conhecida como febre biliar bovina. Antes disso,
Smith & Kilborne (1893) consideraram que as “granulagdes endoglobulares” ou
“peripheral coccuslike” seriam produtos da multiplicacdo de piroplasmas causadores
da Febre do Texas. Ao descrever a “Tristeza” na Republica Argentina, Lignieres
(1900) também mencionou a presenga dessas granulagbes, sem, contudo,
classifica-las como anaplasmas. Ainda na regidao da Plata, Knuth (1905) considerou
que os anaplasmas eram parte do ciclo biolégico de “piroplasma bigeminum”. Por
esse breve historico é possivel perceber que, a principio, as similaridades entre as
infeccbes causadas por Babesia spp. € Anaplasma marginale, associadas ao fato de
suas distribuicbes serem coincidentes, representaram uma complicacdo na
caracterizacao individual desses hemoparasitas e explicam o seu agrupamento em
uma unica sindrome denominada popularmente de “Tristeza Parasitaria dos

Bovinos”.
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Atualmente, com base em analises genéticas dos genes 16S rRNA, groELS e
de genes que codificam proteinas de superficie, A. marginale € classificado como
um organismo pertencente a Ordem Rickettsiales que inclui duas familias:
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae. Os membros da familia Anaplasmataceae sao
parasitas intracelulares obrigatérios, encontrados exclusivamente no interior de
vacuolos no citoplasma da célula hospedeira (KOCAN et al., 2002).

Dentre os agentes patogénicos transmitidos por carrapatos, Anaplasma
marginale € o que apresenta distribuicdo mais ampla, estando presente nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, incluindo todo continente Americano,
Australia e sudeste do continente Africano (GUGLIELMONE, 1995; KOCAN et al.,
2003). Contudo, tanto a frequéncia como a incidéncia de infec¢gdes por essa
rickéttsia sdo mais elevadas em regides em que o carrapato Boophilus microplus é
endémico (FUTSE et al., 2003).

A transmissao de Anaplasma marginale tem sido motivo de muita polémica,
pois ainda persistem muitas duvidas em relacdo aos mecanismos de transmissao e
a importancia epidemiolégica de cada um dos diferentes mecanismos de
transmissao e dos possiveis vetores (GUGLIELMONE, 1995).

A transmissdo biolégica de A. marginale ja foi demonstrada
experimentalmente em mais de 20 espécies de carrapatos ixodideos (KOCAN et al.,
1992; STILLER & COAN, 1995; KOCAN et al., 2004), mas a relevancia de cada uma
dessas espécies na transmissdo, sob condi¢gdes naturais, ainda nao esta bem
definida (GONCALVES-RUIZ et al., 2002). No Brasil, onde o carrapato Boophilus
microplus ocorre de forma endémica, as evidéncias epidemiolégicas sugerem ser ele

o principal vetor de A. marginale (GUGLIELMONE, 1995, KESSLER, 2001).
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A morfologia e o desenvolvimento das formas evolutivas de A. marginale no
intestino de B. microplus foram estudadas empregando-se microscopia 6ptica e
microscopia eletrénica (RIBEIRO & LIMA, 1996). Nesse estudo, os autores
descreveram detalhadamente a sequéncia do desenvolvimento da rickéttsia no
intestino do carrapato, comprovando a sua replicacdo nesse local.

Os carrapatos podem transmitir agentes patogénicos pelas vias
transovariana, transtadial ou intrastadial (GONCALVES-RUIZ et al., 2002). No caso
de A. marginale, a transmissao transovariana por B. microplus é contestada por
diversos autores (RIBEIRO & LIMA, 1996; GONCALVES-RUIZ et al., 2002). No
entanto, utilizando a técnica de nPCR, MOURA et al. (2003), detectaram a presenca
de DNA de Anaplasma na progénie de teledginas de B. microplus nPCR positivas (3
de 104) e também na de teledginas nPCR negativas (34 de 152). SHIMADA et al.
(2004) detectaram, pela reacéo de PCR, a presenca de DNA de A. marginale tanto
em larvas coletadas de pastagens como das provenientes de teledginas alimentadas
em bezerros portadores assintomaticos.

Os dados disponiveis até o momento, sobre a transmissdo de A. marginale
para ovos e larvas de B. microplus, sugerem que este pode ser um evento se ndo
pouco freqlente na natureza como sugerido por (RIBEIRO et al., 1996, KOCAN et
al., 2004), pelo menos irregular, mesmo porque ainda nao foi comprovada a
transmissao de A. marginale por larvas de B. microplus que tenham sido infectadas
por esta via (KOCAN et al., 2004).

Apesar de o carrapato B. microplus ser um parasita monoxeno e realizar as
ecdises sobre o hospedeiro, admite-se que a transmissao transestadial (de larvas
para ninfas e de ninfas para adultos) possa ocorrer, pois os carrapatos mudam

frequentemente de hospedeiro ao se deslocarem do local de fixacdo do instar
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anterior para fixar-se e reiniciar a alimentacdo do novo instar (KESSLER, 2001).
Destaca-se nesse sentido a possibilidade de bezerros lactentes se infectarem com
carrapatos provenientes de suas maes (MELO et al., 2001).

A transmissdo intra-estadial de A. marginale, atribuida aos carrapatos
machos, pode ser um importante mecanismo de transmissdo no caso de carrapatos
monoxenos, em virtude da sua grande movimentacéo e longevidade (POTGIETER,
1981). De acordo com AGUIRRE et al. (1994), tanto a transmisséo transestadial
como a intra-estadial sdo mais provaveis nos sistemas de criagao intensiva devido
ao contato fisico mais frequente entre os animais, o que facilitaria a transferéncia
dos carrapatos.

No caso de carrapatos de trés hospedeiros, larvas, ninfas e adultos
alimentados em animais infectados adquirem e transmitem a infeccado de forma
eficaz (ERICKS et al., 1993, FUTSE et al., 2003) pelas vias transtadial (ninfas e
adultos), e intrastadial (machos adultos).

No que diz respeito a transmissédo biolégica de A. marginale ha ainda dois
aspectos que precisam ser considerados. Em primeiro lugar, a existéncia de isolados
de A. marginale que nao infectam carrapatos (KOCAN et al., 2002). Esse fato pode
ser ilustrado pela demonstracdo de que isolados brasileiros de A. marginale
desprovidos de apéndice se multiplicam nas células epiteliais do intestino de B.
microplus (RIBEIRO & LIMA, 1996), enquanto que os isolados que apresentam
apéndice ndo o fazem (GONCALVES-RUIZ et al., 2002). Em segundo lugar, a
observacao de que niveis flutuantes de parasitemia dos bovinos alteram a proporg¢ao
de carrapatos infectados e também a intensidade de infeccdo dos vetores. De
acordo com ERICKS et al. (1993), existe uma correlagéo positiva entre a taxa média

de parasitemia nos bovinos e a taxa de infeccdo dos carrapatos.
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A existéncia de isolados ndo transmissiveis por carrapatos poe em evidéncia
outras possiveis formas de transmissao da rickéttsia que assumiriam, assim, um
papel de destaque na epidemiologia da anaplasmose bovina (de la FUENTE et al.,
2005°).

A transmissdo mecanica pode ser efetuada por insetos hematofagos e por
materiais como agulhas, bisturis, etc, contaminados por sangue (KOCAN et al.,
2005). Os dipteros hematofagos freqientemente referidos como vetores mecanicos
incluem diferentes espécies de tabanideos, Stomoxys calcitrans e algumas espécies
de mosquitos (KESSLER, 2001).

Os dados experimentais sobre a eficiéncia e o impacto da transmissao
mediada por insetos hematoéfagos sdo escassos. De acordo com SCOLES et al.
(2005), esse tipo de transmissdo depende, fundamentalmente, do nivel de
parasitemia no momento da alimentacgéo do inseto, e dessa forma se restringe a fase
aguda da infecgdo dos bovinos. Por outro lado, essa forma de transmisséo seria a
mais importante para a disseminagao de A. marginale em regides onde nao ocorre o
carrapato vetor; em regides em que os isolados geograficos nao infectam os
carrapatos ou onde os carrapatos foram erradicados (KOCAN et al. 2003). De
acordo com GUGLIELMONE (1995), na Argentina A. marginale ocorre de forma
endémica em regides em que o carrapato B. microplus foi erradicado e que surtos
esporadicos de anaplasmose ocorrem nas regides temperadas do pais que sao
naturalmente livres do carrapato.

A via transplacentaria é outra forma referida de transmissao de A. marginale
cuja importancia epidemioldgica carece de melhor definicdo. A maioria dos relatos
de transmissao congénita refere-se a casos em que bezerros recém-nascidos

desenvolveram doenga hemolitica grave (PAINE & MILLER, 1977, NORTON et al.,
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1983; PASSOS & LIMA, 1984). No entanto, RIBEIRO et al. (1995), utilizando
métodos sorolégicos de diagnostico, detectaram a transmissdo congénita de A.
marginale em 4 de 11 bezerros nascidos de vacas inoculadas e em 2 de 97 fetos
examinados em abatedouro, demonstrando que na fase aguda da infeccdo a
transmissao congénita seria mais frequente.

Quanto ao significado epidemioldgico da transmissédo congénita e dos animais
nascidos congenitamente infectados, ndo existe uma clara definicdo. As
observagbes de NORTON et al. (1983) sugerem que a importancia das infec¢des
fetais estaria relacionada a mortalidade neonatal, que seria, inclusive, maior do que
a registrada por causa das perdas neonatais nao diagnosticadas. De acordo com as
conclusdes de ZAUGG (1985), a infecgao intrauterina seria responsavel apenas pelo
estimulo antigénico que induz a resposta imune do feto. Esse autor postulou que o
material que infecta o feto permaneceria infectivo por muito pouco tempo e que, por
isso, 0s animais nascidos com sorologia positiva ndo constituiriam uma fonte de
infeccao.

KOCAN et al. (2003) consideraram que a transmissao congénita de A.
marginale poderia ter importancia epidemiolégica em algumas regides, referindo-se,
mais especificamente, aos dados obtidos por POTGIETER & VAN RESBURG (1987)
na Africa do Sul, onde constataram a ocorréncia de infeccdo intrauterina em 15,6%
de 77 bezerros de um rebanho. Nos bovinos, A. marginale €& encontrada
exclusivamente no interior dos eritrécitos onde, ao se multiplicar por fissao binaria,
produz rickttsemias persistentes que sédo detectaveis, microscopicamente, quando o
ndmero de eritrdcitos parasitados excede a 10’ células. Estudos de microscopia
eletrbnica revelaram que A. marginale penetra nos eritrocitos sob a forma de

corpusculo inicial, gragas a uma invaginagcdo da membrana do eritrécito (RISTIC &
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CALDER, 1977) que da origem a um vacuolo. Logo apds a invasao, tem inicio a
multiplicacao por fissao binaria e a formagao de um corpusculo de inclusdo contendo
de quatro a oito corpusculos iniciais. Os corpusculos formados deixam o eritrocito
sem rompé-lo e invadem outras células vermelhas, dando continuidade ao ciclo
(KOCAN et al., 2003).

Inicialmente, o numero de eritrocitos parasitados aumenta exponencialmente,
quando entdo sao fagocitados por células do sistema fagocitico mononuclear (SFM),
resultando em anemia e ictericia, sem que ocorra hemoglobinemia e hemoglobinuria
(de la FUENTE et al., 2001).

Além da alteragao eritrocitaria, ALFONSO et al. (1996) demonstraram que
apos o segundo dia da infeccdo experimental por A. marginale se instala um quadro
de leucocitose que desaparece apos cerca de 30-35 dias a infecgdo. O quadro
clinico ainda é caracterizado por febre e perda de peso, podendo levar os animais a
obito.

Os bovinos que sobrevivem a fase inicial da infeccdo convertem-se em
portadores, ou seja, permanecem infectados, porém com baixos niveis de
parasitemia, o que geralmente nao é suficiente para desencadear os sinais tipicos
da doenca (PALMER et al., 2000). Embora essa imunidade seja duradoura e impecga
novas infecgdes, os bovinos persistentemente infectados se portam como fonte de
infeccdo para os artrépodes vetores, favorecendo o transito da rickéttsia no rebanho
(GUGLIELMONE, 1995).

A resposta imunolégica dos bovinos infectados por A. marginale envolve tanto
mecanismos de origem humoral quanto celular, tendo o bago importante fungdo no
desenvolvimento e manutencédo dessa imunidade (VIDOTTO & MARANA, 2001). A

remocdo do baco deixa os bezerros totalmente susceptiveis a infeccdo, e a
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anaplasmose em bezerros esplenectomizados € geralmente mais grave do que a
observada em bovinos adultos (KOCAN et al.,, 2004). A esplenectomia prejudica
tanto a defesa imune celular, quanto a formagao de anticorpos IgM, que aparecem
apos a infecgéo e apresentam atividade de fixagdo de complemento (TIZARD, 2002).

Bezerros sdo mais resistentes a infecgao por A. marginale do que bovinos
adultos, pois quando infectados sdo menos propensos a desenvolver a anaplasmose
(KOCAN et al., 2004). Os bezerros nascidos em regides endémicas, ao se
infectarem nos primeiros dias de vida, apresentam elevada imunidade em
decorréncia da agao de anticorpos colostrais e da imunidade celular (MADRUGA et
al., 1987). Na regido metalurgica de Minas Gerais, MELO et al. (2001), constataram
que bezerros nascidos na estacdo seca estariam sujeitos a desenvolverem doencga
na estagcdo chuvosa subsequente, provavelmente, em virtude dos baixos niveis de
anticorpos colostrais e da escassa protecdo dos anticorpos adquiridos, ja que na
estacdo seca o desafio pelos carrapatos € baixo e insuficiente para estimular a
producao de niveis elevados de anticorpos.

Em virtude dessas caracteristicas epidemioldgicas, o conceito de
estabilidade/instabilidade enzodtica, proposto e aplicado por MAHONEY et al. (1973)
no estudo das babesioses bovinas, também tem sido aplicado no estudo da
anaplasmose bovina (GUGLIELMONE, 1995).

Se por um lado a resisténcia etaria nas infecgdes por A. marginale seja
reconhecida consensualmente a semelhanca do que se observa nas babesioses
bovinas, a susceptibilidade relacionada a raca € contestavel. Em diversos estudos
realizados sob condi¢cdes naturais ou experimentais (OTIM et al., 1980; BOCK et al.,
1997; BOCK et al., 1999%) verifica-se que quando se detecta alguma diferenca em

favor dos zebuinos, ela € muito discreta. PARKER et al. (1985) relataram que as
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manifestagcbes da infeccdo por A. marginale foram apenas ligeiramente mais
brandas em novilhas zebuinas puras do que em novilhas taurinas. BOCK et al.
(1997) avaliaram as consequéncias da infeccdo em novilhos taurinos, zebuinos e
cruzados meio-sangue e V4 zebu e concluiram que independentemente da raga e do
grau de sangue ha risco de desenvolvimento de doenga grave, quando os animais
sdo expostos a isolados virulentos de A. marginale.

As infecgdes por A. marginale assemelham-se clinicamente as babesioses
(TRUEBLOOD et al., 2001) ndo apresentando nenhum sinal patognoménico, o que
inviabiliza a possibilidade de diagnéstico clinico, tornando necessario o apoio
laboratorial (RADOSTITS et al., 2000).

A técnica de esfregago sanguineo continua sendo a de maior praticidade para
diagndstico das infecgbes por A. marginale, especialmente, durante a fase aguda,
quando grande parte dos eritrécitos esta parasitado (HART et al., 1992). Contudo,
trata-se de um método pouco sensivel e incapaz de detectar o parasita nos casos de
baixos niveis de rickettsemia que ocorrem predominantemente durante a fase
cronica (VIDOTTO & MARANA, 2001).

Segundo TRUEBLOOQOD et al. (2001), o fato dos animais persistirem infectados
apos se recuperam de uma primo-infecgao por Anaplasma faz com que os niveis de
anticorpos se mantenham elevados, favorecendo com isso a possibilidade de
realizacdo de diagndstico indireto, por diferentes métodos sorolégicos. No entanto,
McGUIRE et al. (1991) consideram que as técnicas sorolégicas apresentam um
elevado indice de erros em fungéo, principalmente, de resultados falso-positivos cuja
principal causa seria a contaminagdo dos antigenos utilizados por proteinas de

eritrocitos.
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Considerando essas duas afirmativas anteriores, € possivel afirmar que os
maiores avangos relacionados ao diagndstico sorolégico da anaplasmose bovina
tém sido obtidos pela identificacdo e caracterizacdo de antigenos de A. marginale
através da clonagem de genes e da produgao de proteinas recombinantes (REYNA-
BELLO et al., 1998). As andlises antigénicas das proteinas de membrana de A.
marginale revelaram que seis proteinas principais de superficie ou “major surface
proteins” (MSP) sao reconhecidas por anticorpos produzidos por bovinos infectados
com diferentes isolados de A. marginale (OLIVEIRA et al., 2003). As investiga¢des
realizadas com essas seis proteinas principais tém revelado que elas estéo
envolvidas em distintas atividades biolégicas (KOCAN et al.,, 2003) do parasita, e
que as MSP 1, 2 e 4 apresentam caracteristicas que as credenciam como
candidatas para a produgao de vacinas e as MSP 3 e 5 como imundgenos para
utilizagao no diagndstico imunolégico das anaplasmoses bovinas (BARBET, 1995).

Ja em 1991, McGUIRE e colaboradores consideravam que a utilizagdo de
antigenos purificados, livres dos contaminantes de hemacias, aumentaria a
especificidade de todos os métodos sorolégicos, tais como, Fixagdo de
Complemento (FC), Aglutinagdo em Cartdo (CT), Aglutinacdo em Tubo Capilar
(CTA) reacado imunoenzimatica (ELISA), imunofluorescéncia Indireta (IFl),
Imunobloting e Radio-imuno-ensaio.

No entanto, nas ultimas décadas, as técnicas baseadas em ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) tém substituido as demais técnicas soroldgicas (BARROS
et al., 2005) em fungado das vantagens que apresenta. Além de possibilitar a analise
de um grande numero de amostras, trata-se de uma metodologia que elimina erros
da avaliacdo subjetiva (MADRUGA et al., 2000°) pela possibilidade de leitura

automatizada (SOARES, 2001).
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Em decorréncia das varias vantagens das técnicas imunoenzimaticas de
diagndstico e da caracteristica de possibilitar a analise de um grande numero de
amostras em um curto intervalo de tempo, essas técnicas tém sido as mais utilizadas
nos estudos epidemiolégicos da anaplasmose bovina, inclusive no Brasil
(MADRUGA et al., 2000°; VIEIRA et al., 2002; BARROS et al., 2005).

Apesar da indiscutivel relevancia das técnicas imunoldgicas, ha
particularidades na epidemiologia das infec¢gdes por A. marginale cuja investigagao
nao pode ser assistida por essas técnicas. Um desses aspectos diz respeito a
necessidade de se definir os parametros quantitativos da transmissao da rickéttsia,
que dependem da deteccdo do parasita tanto no hospedeiro vertebrado como nos
invertebrados.

Os avancgos obtidos no campo da biologia molecular tornaram possivel o
desenvolvimento de novas metodologias para diagnodstico de parasitas baseadas na
detecgcao de DNA que, ao contrario de substincias como proteinas, permanece
inalterado em todos os estagios do ciclo biolégico do parasita (BARKER, 1990). Os
primeiros avancgos cientificos obtidos com a aplicagdo das provas baseadas na
deteccdo de DNA de A. marginale foram revisados por diversos autores (BARBET,
1995; FIGUEROA & BUENING, 1995; STILLER & COAN, 1995). Nessas
publicagdes os autores descrevem o progresso das técnicas de biologia molecular e
as consequentes descobertas que propiciaram em relacio a essa rickettsia.

Atualmente, a Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR), desenvolvida por
MULLIS & FALOONA (1987), tem sido a técnica molecular mais utilizada na
investigacao dessa e de outros parasitas. Pela PCR, uma determinada regido do
genoma de qualquer organismo pode ser multiplicada em milhdes de copias,

possibilitando o diagnéstico especifico com elevada sensibilidade.
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No que se refere aos hospedeiros vertebrados, a aplicagdo das técnicas
baseadas na PCR no diagnéstico das infecgbes por A. marginale tem como principal
vantagem a possibilidade de discriminar animais soronegativos infectados, como por
exemplo, animais em fases iniciais da infeccdo ou que foram infectados
congenitamente (COSSIO-BAYUGAR et al. 1997) e distinguir animais soropositivos
infectados de animais vacinados (GALE et al. 1996).

Quanto a infecgcdo dos carrapatos, as investigagcdes epidemioldgicas foram,
até recentemente, bastante limitadas pelo escasso conhecimento das interacdes
entre os carrapatos e a propria rickéttsia, assim como, pela inexisténcia de métodos
diagndsticos adequados (STILLER & COAN, 1995). Essa limitagdo foi minimizada
pela utilizacdo de técnicas baseadas em PCR, pois possibilitam o diagnéstico direto
pela detecgcdo da rickéttsia nos varios estagios de desenvolvimento dos artropodes
vetores (VIDOTTO & MARANA, 2001).

Até o momento, a maioria das pesquisas em que as técnicas de amplificacéo
de DNA foram empregadas para investigar as relagbes entre os vetores e A.
marginale contemplaram espécies de carrapatos que nao ocorrem no Brasil (de la
FUENTE et al., 2001, 2005% SCOLES et al., 2005;).

No que se refere a B. microplus, essas pesquisas possibilitaram a
constatacdo de que esse carrapato retém sua capacidade vetorial em relagdo a
isolados que ocorrem em areas livres dessa espécie (FUTSE et al., 2003). No Brasil,
SHIMADA et al. (2004) pesquisaram a presenca de DNA de A. marginale em larvas
de B. microplus constatando com isso que em teledginas infectadas, a rickéttsia
pode migrar para os ovarios e provocar a infecgao das larvas, e que a frequéncia

desse evento é influenciada pela temperatura de incubacgéo das teledginas.
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3. Objetivos

O conhecimento das interagdes que regulam a epidemiologia dos agentes da
TPB em cada regidao geografica é indispensavel para o desenvolvimento e aplicagcéao
de medidas de controle que possam reduzir os prejuizos causados a pecuaria pela
reducdo de produtividade, morbidade ou mortalidade de animais. No entanto é
necessario que os estudos epidemiologicos sejam conduzidos empregando-se
métodos de diagndstico que indiqguem de forma segura a prevaléncia da infecgao
tanto nos hospedeiros vertebrados como nos invertebrados.

Diante dessas consideragdes, o presente trabalho foi desenvolvido com o
propoésito de se verificar a dindmica das infeccbes por Babesia bovis, Babesia
bigemina e Anaplasma marginale ao longo do primeiro ano de vida de bezerros da
raca Nelore, utilizando parametros clinicos, imunoldgicos e técnicas moleculares de
diagnodstico para detectar a frequéncia de infecgdes nos bovinos e nos carrapatos.
Explicitando, os objetivos propostos foram os seguintes:

1. Avaliar a dindmica das infecgbes por Babesia. bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale em bezerros da ragca Nelore criados em area
endémica no Estado de S&o Paulo.

2. Correlacionar a frequéncia de infecgbes por B. bovis, B. bigemina e A.
marginale com parametros clinico-hematoldégicos de bezerros Nelores ao
longo de um ano.

3. Avaliar a frequéncia de infecgbes por B. bovis, B. bigemina e A. marginale

em teledginas de Boophilus microplus colhidas dos bezerros.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Laboratorios

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, Campus de Botucatu.

4.2. Animais Experimentais

Os animais utilizados no presente estudo integravam o rebanho Nelore
mantido na Fazenda Sao Manuel, pertencente a UNESP, localizado no municipio de
Sao Manuel. As coordenadas da regiao sdo 22°43°22"" de latitude sul e 48°34°'14™
de longitude oeste.

A propriedade possui uma area total de 210 alqueires, sendo 100 alqueires
destinados a pecuaria bovina, divididos em 16 piquetes e com 330 animais no total,
em uma lotagdo média de trés UA/ alqueire.

Foram utilizados 17 bezerros da raga Nelore (Bos taurus indicus) puros de
origem, criados sob aleitamento natural (Figura 1). As vacas eram mantidas em
pasto com cobertura de Brachiaria decubens e sal mineral disponibilizado “ad
libitum” em cochos cobertos. Imediatamente apds o nascimento, os bezerros eram
tratados com uma unica dose de ivermectina injetavel, sendo este o unico
medicamento antiparasitario administrado aos animais ao longo do experimento.
Apoés o desmame, aos nove meses de idade, os bezerros permaneceram em regime

de pastagem sob as mesmas condi¢gdes de manejo extensivo.



Material e Métodos

Figura 1: Bezerros que integram o rebanho Nelore mantido na Fazenda

Sao Manuel/ UNESP, localizada no municipio de Sdo Manuel-SP.
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4 .3.Exame fisico e colheita de amostras

Os exames fisicos e as colheitas das amostras tiveram inicio no més de
janeiro de 2004, época do nascimento dos animais, sendo esses procedimentos
realizados nas primeiras 24 horas de vida de cada animal. A partir de entao, foram
realizados em 14 outras ocasides até os animais completarem um ano de idade. Na
tabela 1 a idade minima e maxima dos animais amostrados esta apresentada em
funcdo dos meses em que foram realizados os exames fisicos e as colheitas das

amostras.

Tabela 1: Idade minima e maxima de 17 bezerros da raga Nelore em fungdo dos
meses em que foram realizados os exames fisicos e as colheitas das amostras, no
municipio de Sao Manuel, SP.

Idade minima-

Colheita Més maxima
(dias)
1 Jan/Fev/2004 <1
2 Fev 15-30
3 Mar 38-55
4 Mar 53-70
5 Abr 73-90
6 Abr 87-105
7 Mai 107-130
8 Jun 123-146
9 Jul 158-181
10 Ago 192-215
11 Set 223-246
12 Out 258-281
13 Nov 285-308
14 Dez 313-336
15 Jan/2005 343-369
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Em cada ocasido de colheita, os animais foram submetidos a exame fisico
constituido de inspecdo das mucosas oculares, tomada de temperatura retal e
observacao da pelagem e do comportamento. A pesagem individual dos animais foi
feita utilizando-se balanga mecanica apropriada para bovinos, e o peso vivo
registrado em quilogramas (kg). A partir da terceira colheita, todos os procedimentos
eram realizados com os animais contidos em tronco de contencgao.

Amostras de sangue da veia jugular foram colhidas em tubos “vacutainer”
com EDTA para realizagdo dos exames hematoldgicos e para a extracao de DNA e
em tubos sem anticoagulante para obtencdo de soro sanglineo para as provas
soroldgicas. Amostras de sangue periférico, provenientes de vasos auriculares,
foram colhidas em Iaminas histolégicas para a confecgao de esfregagos sanguineos
e determinacéao direta da parasitemia em microscopia optica.

Apos rigorosa inspecao, todas as fémeas ingurgitadas (teledginas) de
Boophilus microplus, de cada bezerro, foram colhidas, contadas e acondicionadas
isoladamente em microtubos de plastico.

Todas as amostras de sangue e de carrapatos foram transportadas para o
Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias, da UNESP, Campus de

Botucatu, onde foram processadas.

4.4.Processamento das amostras de sangue

As amostras de sangue foram processadas a fim de se avaliar os seguintes
parametros hematologicos: avaliagdao do numero total de eritrocitos, concentragao
de hemoglobina, volume globular, numero total de leucdcitos e pesquisa de

hemoparasitas em esfregacos sanguiineos.
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A contagem total de eritrocitos e leucdcitos foi realizada em contador
eletrbnico de células. A concentragdo de hemoglobina foi determinada pelo método
da cianometahemoglobina sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro
utilizando-se comprimento de onda de 540 nm. O volume globular foi determinado
pelo método de microhematécrito.

Os esfregagos sanguineos confeccionados com sangue colhido dos vasos
auriculares foram fixados em metanol e corados por Giemsa. A parasitemia foi
estimada pela contagem do numero de eritrocitos parasitados em 1000 eritrécitos e

o resultado foi expresso em porcentagem.

4.5.Processamento das amostras de Boophilus microplus

No laboratério, os carrapatos colhidos foram identificados e as teledginas de
Boophilus microplus colhidas de cada bezerro foram contadas, acondicionadas
individualmente em placas escavadas de polietileno e incubadas em estufa BOD a
temperatura de 27 1 °C e umidade superior a 70%, para realizagao da postura.

No décimo quinto dia apds o inicio da postura, as teledginas de B. microplus
foram examinadas individualmente para a pesquisa de esporocinetos de Babesia sp.
na hemolinfa, seccionando-se uma das patas com uma micro-tesoura para
disseccéao, seguindo-se a técnica descrita por Burgdorfer (1970).

As amostras de hemolinfa foram depositadas sobre Iamina de vidro e apos
serem secas ao ar foram fixadas em metanol e coradas com Giemsa. As leituras
foram feitas em microscopio 6ptico utilizando-se objetiva de 100x. Apds a obtencao
da hemolinfa, as teledginas foram acondicionadas individualmente e conservadas

em freezer —80°C para a posterior extracdo de DNA.
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4.6. Pesquisa de DNA de B. bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale

4.6.1. Extracdo de DNA das amostras de sangue
A extragdo de DNA das amostras de sangue foi realizada empregando-se o

kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare), seguindo as

recomendagdes do fabricante. O seguinte protocolo foi realizado:

Colocar 300 pl de sangue e 900ul de solugdo de lise (KHCO3 10 mM; NH4CI
155 mM; EDTA 0,1 mM), em microtubo de 1,5 ml;

Homogeneizar e centrifugar a 20.800 g por cinco minutos e descartar o
sobrenadante;

Homogeneizar e adicionar 500 pl de solugéo de extragio;

Incubar por cinco minutos em temperatura ambiente e transferir o conteudo
do tubo para a coluna de extragcédo acoplada a um tubo coletor;

Centrifugar a 5.000 g por um minuto;

Adicionar a coluna 500 pul da solugado de extragéo e centrifugar a 5.000 g por
um minuto;

Adicionar a coluna 500 ul da solugcdo de lavagem (tampao tris-EDTA) e
centrifugar a 20.8000 g por trés minutos;

Transferir a coluna para um tubo de 1,5 ml, limpo e livre de DNAses;
Adicionar 100 ul de agua ultrapura, autoclavada e aquecida a 70 °C.

Incubar por um minuto a temperatura ambiente e centrifugar a 5.000 g por um

minuto, obtendo-se assim a solucdo de DNA.

As solucdes de DNA foram identificadas e mantidas estocadas em freezer —80C°

para posterior amplificacao.
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4.6.2. Extracdo de DNA das fémeas de Boophilus microplus

Para a extracdo de DNA das teledginas, cada exemplar previamente
congelado foi macerado individualmente em tubo de 1,5 ml ao qual foram
adicionados 10 ul de tampéao lisozima pH 8,5 (TRIS 10 mM; EDTA 1 mM; Triton X-
100 5%), e incubados por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 20 ul de solugao de proteinase K (20 pg/ml de em TRIS-HCI 10 mM, pH
8,0), e incubado por 4 horas a 56°C em banho-maria. Apés a incubacgao foi realizada
a extracdo de DNA utilizando o kit GFX™ Genomic Blood DNA Purification (GE
Healthcare), adotando-se procedimento semelhante ao indicado para a extragao de
DNA de amostras de sangue: ao material digerido pela proteinase K, foram
adicionados 500 ul de solugdo de extracdo, seguindo-se uma incubagdo a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse periodo, os microtubos foram
centrifugados a 5.000 g por dois minutos e o sobrenadante foi transferido para a
coluna de extragao acoplada a um tubo coletor. A partir desse ponto, o procedimento
foi o mesmo ja descrito para a extracdo de DNA do sangue.

As solugdes de DNA foram identificadas e mantidas estocadas em freezer —

80 C° para posterior amplificagao pela técnica de PCR.

4.6.3. Reacdes de PCR
As reacgdes de PCR foram realizadas utilizando as sequéncias iniciadoras

(“primers”) descritas por FIGUEROA et al. (1993), cujas descricbes estao
apresentadas no Quadro 1. As reacbes foram feitas em tubos de 0,2 ml
empregando-se volume final de 25 ul, sendo 5 pul da solugdo de DNA das amostras
teste e 20 ul de tampéao de reacédo (master mix) com a seguinte composigao:

= 2,5 ul de tampéo 10 X (Tris-HCI 10 mM; KCI 500mM; MgClI2 15 mM)
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= 0,3 ul de Tag-DNA-polimerase (5U/ul)

= 0,5 ul de solugdo 10mM de nucleotideos
= 1ul de “primer” BilA (10uM)

* 1ul de “primer” BilB (10uM)

= 14,7 ul de agua bi-destilada estéril.

Quadro 1: Sequéncias iniciadoras externas (“‘primers”) para amplificagdo de

DNA de Babesia bigemina, B. bovis e Anaplasma marginale

Produto
Espécie Seqliéncia Oligonucleotideos(5'-3") Amplificado
(pb*)

BoF CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA 350
B .bovis

BoR CCAAGGAGCTTCACCGTACGAGGTCA

BilA CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC 278
B. bigemina

BilB CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAG

Am9 TTGAAGGTTGAAGTGCAGGT 200
A. marginale

Am10 CCATATCGAATGCACCAAAC

*Pares de base

Uma vez aplicadas as amostras, os tubos foram submetidos a uma breve
centrifugacédo (“spin”) e posteriormente colocados em termociclador Mastercycler
Gradient® (Eppendorf), empregando-se a seguinte seqiiéncia de ciclos:

1. Desnaturagao inicial; 95 °C/7 min;

2. Anelamento:
a. B. bovis: 55 °C/1 min.
b. B. bigemina: 64 °C/1 min
c. A marginale: 58 °C/1 min.
3. Extensdo: 73 °C/1,5 min.
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Apos o ciclo inicial seguiram-se 34 ciclos idénticos exceto pela redugao da
etapa de desnaturacdo para 1 minuto e da ampliacdo do tempo da extensao final
para 5 minutos. Para controle positivo das reacgdes foi utilizada amostra de DNA de
cepa vacinal de B. bigemina e B. bovis, diluidas a 1:1000. Para controle positivo das
reagcdes de A. marginale foi utilizada amostra de DNA diluida a 1:100, extraida de
animal com diagnéstico positivo em esfregago sanguineo.

Para o controle de contaminacdo, em cada bateria de reacgdes, foi utilizada
uma amostra (branco) contendo “master mix” e agua bi-destilada em vez de DNA
teste.

A eletroforese dos produtos de amplificagéo foi realizada em gel de agarose a
1%, contendo brometo de etidio (0,5ug/ml). O comprimento dos produtos
amplificados foram estimados utilizando-se um padrao de pares de base (100 Base-
Pair-Ladder - GE Healthcare) em cada gel de corrida. A visualizagdo dos produtos

amplificados foi realizada em transiluminador UV.

4.6.4. Reacdes de Nested-PCR (nPCR)

As amostras de DNA extraidas de sangue, que ndo apresentaram produtos
de amplificagdo apds a PCR, foram submetidas a nPCR. As seqUéncias iniciadoras
internas utilizadas nessa segunda amplificagdo foram designadas por FIGUEROA et
al. (1993) e estdo apresentadas no Quadro 2. As reacbes de nPCR foram feitas
utilizando 2 ul do produto da reacdo de PCR e 23 ul do tamp&o de reagdo com a
mesma composicdo anteriormente descrita para as reagbes de PCR, porém

utilizando as sequéncias iniciadoras internas:
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Quadro 2: Sequéncias iniciadoras internas (“primers”) para amplificacdo de

DNA de Babesia bigemina, B. bovis e Anaplasma marginale

Produto
Espécie Seqiéncia Oligonucleotideos (5'-3") Amplificado

(pb*)
BoFN TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACC
B .bovis 290
BoRN CTACCGAGCAGAACCTTCTTCACCAT

BilAN CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGTGC
B. bigemina 170
BilBN CCGACCTGGATAGGCTGTGTGATG

Am11 CACATTTCTTGGAGCTGG
A. marginale 150
Am12 TCTCTGCGACTTTGAACC

Pares de base

A sequéncia dos ciclos de amplificagdo de DNA foi idéntica a descrita para a
PCR, excetuando-se a temperatura de anelamento dos primers que foi de 70 °C
para B. bigemina, 65 °C para B. bovis e 51 °C para A. marginale.

Para o controle positivo das reagdes de nPCR, as amostras de DNA controle
utilizadas na reagao de PCR foram diluidas a 1:10.000 no caso de B. bigemina e B.
bovis e a 1000, no caso de A. marginale. O controle de contaminagéo foi feito como
nas reagbes de PCR, ou seja utilizando agua bidestilada autoclavada em

substituicdo a amostra teste.

4.7.Ensaio de imunoadsorcao enziméatica indireta (ELISA-I)

Os ensaios de imunoadsorcdo enzimatica indireta para deteccdo de
anticorpos anti- B. bovis, anti- B. bigemina e anti- A. marginale no soro dos bovinos
foram realizados no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de
Sanidade Animal, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)

Gado de Corte (CNPGC), localizada em Campo Grande-MS. A obtencdo dos
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antigenos utilizados e o protocolo para a execugcdo dos testes de ELISA-I para
deteccdo de anticorpos anti-B. bovis, anti-B. bigemina e anti-A. marginale, foram
realizados respectivamente segundo MADRUGA et al. (2000% 2000°; 2001).

Nos testes para diagndstico de B. bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale
utilizou-se placas de microtitulacdo de 96 pocgos que foram sensibilizadas com
antigeno de homogeneizado total diluido a 1:500(B. bovis), 1:1000 (B. bigemina) e
1:5000 (Anaplasma marginale) em tamp&o carbonato/bicarbonato (Na2CO3 200

mM, NaHCO3 199 mM), pH 9,2 (100 uL/ pogo), por pelo menos 12 horas a 4°C,

sendo adicionados 100 pL/ pogo dos soros controle e teste diluidos a 1:1.000 em
PBST.

Em seguida, foram adicionados 50 uL/ pogo de imunoglobulina de coelho anti-
IgG bovina conjugada com fosfatase alcalina (Sigma A-0705) e diluida a 1:12.000
em PBST. O substrato p-nitrofenil fosfato (1,0 mg/mL em tamp&o do substrato:
dietanolamina 0,1 M, MgClI2 0,1 mM, NaCl 0,1 mM) foi adicionado em um volume de
50uL/ pogo, sendo a reagao parada apos 20 minutos com NaOH 0,2 M (100 pL/
poco). A leitura dos resultados foi realizada em um espectrofotbmetro para
microplacas, com filtro de 405 hm e o cut-off da prova foi determinado usando a

média das DOs de soros de animais livres de infeccdo mais dois desvios-padrao.
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5. RESULTADOS

5.1.Frequéncia de infeccdes por Babesia bovis

Merozoitas de Babesia bovis nao foram detectados nos esfregagos
sanguineos em nenhuma ocasiao ao longo de todo o experimento, entretanto o DNA
dessa espécie foi detectado em sete (2,74%) amostras provenientes de trés animais
(Tabela 2). Em quatro dessas amostras o DNA de B. bovis foi detectado pela técnica
da PCR e em trés, pela técnica de nPCR. Um animal teve trés amostras positivas e
dois animais, duas amostras positivas.

Em um animal (13) a presenca de DNA de B. bovis foi detectada na primeira
colheita, com menos de 24 horas apds o nascimento dos bezerros, no més de
janeiro de 2004. Nos outros dois animais as amostras positivas foram colhidas
quando eles tinham entre 244 e 339 dias de idade.

No que diz respeito a sorologia, anticorpos anti-B. bovis foram detectados em
82,4% (14) dos bezerros com menos de 24 horas de nascimento e em 100% (17)

dos animais aos nove meses de idade (Tabela 3).

5.2.Frequéncia de infeccdes por Babesia bigemina

Merozoitas de B.bigemina (Figura 2) foram detectados em cinco esfregagos
sanguineos oriundos de quatro bezerros. A maior parasitemia observada foi de 1,8%
em um animal que apresentava infecgao concomitante por A. marginale. A média de
parasitemia de B. bigemina nos bezerros foi de 0,72% (+0,7) (Tabela 4).

O DNA de B. bigemina (Tabela 5) foi detectado em 47 (18,43%) amostras dos
bezerros. A PCR foi capaz de detectar o DNA de B. bigemina em 25 (9,8%)
amostras e a nPCR em 22 (8,6%) amostras. Todas as amostras positivas nos
esfregacos sanguineos foram também positivas pela técnica de PCR.

A detecgdo mais precoce de DNA de B. bigemina foi feita pela técnica de
NPCR em amostra colhida de um bezerro aos 51 dias de vida. Dos 17 animais
amostrados, trés ndo apresentaram infeccdes detectaveis pelos testes diagnodsticos
empregados ao longo de todo o experimento. O maior numero de amostras positivas
foi detectado na colheita realizada no més de setembro, quando os bezerros tinham

entre 223 e 246 dias. Nessa ocasiao cinco amostras foram positivas pelo teste da
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PCR e trés pelo teste da nPCR. Na ultima colheita (janeiro de 2005), o DNA de B.

bigemina foi detectado em apenas trés animais, todos pela técnica de nPCR.
Anticorpos anti-B. bigemina foram detectados em 88,2% (15) dos bezerros

com menos de 24 horas de nascimento e em 94,1% (16) dos animais aos nove

meses de idade (Tabela 6).

Tabela 4. Parasitemia (%) de Babesia bigemina em fungéo da idade de 17 bezerros
da raca Nelore naturalmente infectados, no municipio de Sao Manuel, SP.

Animal Parasitemia (dias)
15 0,2 (100); 0,1(119)
18 1,8 (244)*

20 0,2 (86)
24 1,3 (339)*

* Infecgdo concomitante por Anaplasma marginale.

5.3.Frequéncia de infeccdes por Anaplasma marginale

Nos exames de esfregagcos sanguineos, corpusculos intraeritrocitarios de
Anaplasma marginale (Figura 3) foram detectados em 29 (11,37%) amostras
oriundas de 14 animais (Tabela 7). A maior parasitemia de A. marginale foi de 26%.

O DNA de A. marginale (Tabela 8) foi detectado em 103 (40,3%) amostras
provenientes de 17 bezerros. Destas, 83 foram detectadas pela PCR e 21 pela
NPCR. Todas as amostras positivas no esfregaco sanguineo foram também positivas
pela PCR.

A primeira detecgdo de DNA de A. marginale foi feita pela técnica de PCR em
um bezerro com menos de 24 horas de nascido. Em janeiro de 2005, na 15°
colheita, todos os bezerros apresentaram diagnostico positivo, com a seguinte
distribuicdo: 11 animais pelo esfregago sanguineo, 16 bezerros pela técnica de PCR
e em um bezerro pela técnica de nPCR.

Anticorpos anti-A. marginale foram detectados em 94,1% (16) dos bezerros
com menos de 24 horas de nascimento e em 100% (17) dos animais aos nove

meses de idade (Tabela 9).
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o

Figura 2: Merozoitas de Babesia bigemina (seta) em esfregago de sangue corado

por Giemsa.

Figura 3: Corpusculos intra-eritrocitarios de Anaplasma marginale (setas) em

esfregaco de sangue corado por Giemsa.

58



69

seAljebau seljsowy -
seAljisod seljsowy +

0

|

|ejol
€e
ce
L€
Gc
ve
1574
¢c
¥4
0¢
6l
8l
Ll
al
142
€l
¢l
Ll

H0dU d0d dOdu d0d dOdU dOd dOdU d0d dOdU d3d d0dU d0d dO0dU d0d dO0duU H0d dOdU d0d d0dU d0d dO0dU d0d dO0dU d0d "dOdU d0d dOdU d0d d0du d0d

Gl

142

€l

¢l

Ll

ol

6

8

L

9

g

14

€

[

I

ejay|oD

lewiuy

sopelnsay

‘dS ‘|lenueyy oes ap oidjoiunw ou ‘eplA ap oue oJiswilid op oBuo| oe aiojeN
edel ep sollezaq /| op anbues ap selsowe wa YOdu 8 ¥YDd ap sopolsw sojad SInog eisageqg ap YNQ op oedosleq ‘g elaqel




09

Ll

Lo
—

1
+ + + + + + + + + + + + + +

o+
-+ 1

N~
-

+ + 4+ + + + + + + + + + + + + + +

Lo
—

+ + + +

+ + +

+ + + + + + + +

0

142

+
=+

seAljebau seljsowy -
seAljisod seljsowy +

|ejoL
€e
ce
L€
Gc
ve
1574
¢c
74
0¢
6l
8l
Ll
ql
142
€l
¢l
Ll

Gl

<
-

™
—

AN
-—

Ll

ol

8

|+ + + + + + + + + + + +

®1191/10D

lewiuy

'dS ‘|enuey oes ap oidioiunw ou ‘epiA ep oue odiswilid op obuo| oe alo|eN

edel ep soilezag /| Op 0JOS 8p selisowe wa |-yS|13 ep opolsw ojad sinoq eisageg -hue sodioonue ap oedoslaq '€ elaqgel

sopelnsay




T9

seAljebau seljsowy -
seAljisod seljsowy +

0

0

|ejol
€e
ce
L€
Gc
ve
1574
¢c
¥4
0¢
6l
8l
Ll
Gl
142
€l
¢l
Ll

HOdU d0d dOdU d0d dOdU d0d dOdU d0d dOdU d3d d0dU d0d dO0duU d0d dOdU d0d dOdU dOd dO0dU d0d dOduU Hd0d dOdU d0d dOdU d0d dOdU d0d dO0du d0d

Gl

142

€l

¢l

Ll

ol

6

8

L

9

G

14

€

[

I

ejay|oD

lewiuy

sopelnsay

'dS ‘|enuejy oeg ap oidioiunw ou ‘epiA ap oue odiswiid op obuo| oe alojoN edel
ep so.azaq /| ap anbues ap seljsowe wa HYOdu 8 ¥Dd op sopoow sojad euiwabig eisaqeg op YNQ 9p oedosleq "G elaqel




29

seAnebau seljsowy -
seAljisod selnsowy +

Te]
-—
<
—

+

+ + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +

1
=+

+ + + &

+ + + + + + + + + + + + +

ol

o+ o+ o+ 4+
' +

' +

1

+ + + +

o+ o+ +

+

€

+

Gl
+
+
+

[ejoL
€e
ce
L€
Gc
ve
€¢
¢c
¥4
0¢
6l
8l
Ll
Gl
142
€l
¢l
Ll

Gl

<t
~

(9p]
—

Ll 0l 6 8

o

|+ + + + + + + + + + + +

SIEN)

lewiuy

sopelnsay

‘dS ‘|enueyy oes ap oidioiunw ou ‘eplA ap oue odiswilid op oBuo| oe aiojeN
edel ep soi9zaq /| op 0I0os ap selisowe wWwa |-yS|13 ep opolow ojad eulwabiq visageg -ljue sodioonue ap oedosleq "9 Blagel







Resultados

300kb
200kh

100kb

Figura 4: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Babesia bigemina
pelas técnicas de PCR e nPCR (canaletas 1 e 2), amostra PCR negativa (canaleta
3); amostra nPCR negativa (canaleta 4); e controle PCR e nPCR negativo (canaletas

5 e 6).

300 kb

200 kh

100 kb

Figura 5: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Babesia bovis pelas
técnicas de PCR e nPCR (canaletas 3 e 4), amostra PCR negativa (canaleta 1);
amostra nPCR negativa (canaleta 2); e controle PCR e nPCR negativo (canaletas 5

e 6).



Resultados

Tabela 7. Parasitemia (%) de Anaplasma marginale em 17 bezerros da raga Nelore,

naturalmente infectados, no municipio de S&do Manuel, SP.

Animal Parasitemia (idade/dias)

11 3,2 (300); 4 (367)

12 3,8 (300); 3,8 (334); 4 (367)

13 2,2 (297); 3,8 (364)*

15 1,9 (297); 3,1 (331); 2,1 (364)

17 2,9 (364)

18 2,6 (244)*

19 3,2 (244)*

20 1(229); 4,9 (331); 1,3 (361)

21 4,9 (243); 3 (270); 3,2 (363)

23 26 (200); 12 (336); 4 (369)

24 8,2 (59); 11,3 (305); 8,2 (339); 6,8
(372)*

25 7,9 (277)

32 6,8 (377)

33 3,8 (378)

* Infecgdo concomitante por Babesia bigemina.

65



99

seAljebau seljsowy -
seAljisod seljsowy +

Ll 142

+ + + + + + + + + + + + +

+
1
1

+

+
+ -

+ +

+ + + + + + + + +

+ +

ol

+

Ll

+ +

+ + + +

Ll

+ +

I

L

|BejoL
€e
ce
L€
Gc
ve
1574
¢c
X4
0¢
6l
8l
Ll
Gl
142
€l
¢l
Ll

HOdU d0d dO0dU dOd d0duU d30d d0dU d0d dOduU d0d dOdU d0d dOdU H0d d0dU d3d d0dU d0d dOdU H0d dOdU d0d d0dU d0d d0duU d0d dOduU d0d dOdu d0d

Gl 142

€l

¢l

Ll

ol

6

8

L

9

g

14

€

[

I

ejay|oD

lewiuy

sopelnsay

'dS ‘|enuejy oeg ap oidiolunw ou ‘epiA ap oue odidswiid op obuo| oe alojoN edel
ep so4lazaqg /| ap anbues ap seljsowe wa YOdu 8 YDd op sopojdw sojad seulbrew ewse|deuy ap YNQ op oedo9)e(q '8 elegel




L9

seAljebau seljsowy -
seAljisod seljsowy +

™
—
©
-
N~
-

€l

0
<
<
<
<
(o0}
o
-—

€ 9l [elol
- + €e
+ + ce
- - - - + L€
T4
144
€c
¢c
¥4
0¢
6l
8l
Ll
Gl
14
€l
cl
L

+
1
+
1
1
1
1
1
1
1
1
+ + ™

+

+ + + +
+ +
o+ 4+
1
1
o+ 4+
o+ 4+
o+ 4+
1
1
1
1
1

+ + +

+ + +
+ +
1

+

1

1

1

+ + + + + + + + + + + + + + + +
+ +

+ + 4+ + + + + + + + + + + + + + +
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+ + + + +
+
1
+
1
1
+ + +
1
1
+
1

- - - - - - - - - +

1
1
1
1
|+ + + + + + + + + + + + +

To]
-—
<
—
™
—
N
-—

1L 0 6 8 L 9 G y € Z eIy

ejay|oD

‘dS ‘|enuejy oeg ap oidioiunw ou ‘epiA ap oue odiswiid op obuo| oe alojoN edel

Bp soJi9zaq /| op 0Jos ap seljsowe wa |-yS|]3 ep opolow ojad seulbrew ewsejdeuy -nue sodioonue ep oedosleq 6 elagel

sopelnsay



Resultados

Figura 6: Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de Anaplasma
marginale pelas técnicas de PCR e nPCR (canaletas 1 e 2), amostra negativa
(canaleta 3); controle negativo (canaleta 4).
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5.4.Parametros Clinicos e Hematolégicos
Ao longo de todo o experimento, os parametros clinicos avaliados no exame
fisico dos bezerros, tais como comportamento, peso, temperatura, e coloragdo de
mucosas, nao revelaram indicios de ocorréncia de doenga hemolitica. No entanto,
em épocas distintas, quatro animais apresentaram parametros hematimétricos

indicativos de doenca hemolitica.

5.4.1. Pesagem dos bezerros

O peso médio dos animais ao nascimento foi de 31,8kg, variando de 25 kg até
41 kg. Ao final dos 12 meses o peso médio dos animais era de 200 kg, variando de
150 kg até 239 kg. A evolugdo do ganho de peso dos bezerros durante o ano do

experimento € apresentado na figura 7(A e B).

5.4.2. Contagem de Eritrocitos
A média da contagem de eritrocitos nas amostras de sangue negativas para

hemoparasitas esta apresentada na tabela 10.
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Figura 7(A e B): Evolucao do peso em funcao da idade de bezerros da raca
Nelore criados no municipio de S&do Manuel-SP.
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Tabela 10. Valores médios e desvios-padrao do numero de eritrécitos em amostras
de sangue negativas para Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale em
funcao da idade de 17 bezerros da raca Nelore, no municipio de Sdo Manuel, SP.

Idade (dias) Er(;frl%%)ltiégw glrl: mals
<1 79%+0,9 15
15-30 9,6 £ 0,8 16
38-55 9,6 + 0,6 12
53-70 8,7+0,3 12
73-90 8,9+0,8 8
87-105 9,1+0,6 10
107-130 9,6 + 0,4 10
123-146 8,0+1,5 12
158-181 8,7+0,9 12
192-215 9,2+0,8 9
223-246 72+0,6 3
258-281 9,5+1,1 6
285-308 5,8* 1
313-336 8,5+0,4 3
343-369 0

*Valor absoluto

Na tabela (11) estdo relacionados os valores de contagem de eritrécitos dos
animais em cujos esfregacos foram encontrados hemoparasitas. Apenas dois
bezerros, em diferentes ocasides, apresentaram contagens de eritrocitos abaixo dos
valores de referéncia. A contagem de eritrocitos do bezerro 21 foi de 4,3.106
eritrécitos/ul aos 243 dias e do bezerro 24, de 3,2.106 eritrécitos/ul aos 305 dias. Em
ambos foi detectada a presenca de A. marginale sendo as parasitemias de 4,9% no
bezerro 21 e de 11,3% no bezerro 24. Neste ultimo detectou-se também a presenca
de DNA de B. bovis e B. bigemina pela PCR.
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Tabela 11. Idade, contagem total de eritrocitos e parasitemia de Babesia bigemina e
Anaplasma marginale nas amostras de sangue de bezerros da raga Nelore, criados

no municipio de Sao Manuel, SP.

Animal 'dade (dias) Erl(t)zggé;os Parasitemia (%)
11 300 7,4 3,2 (A. marginale)
11 367 71 4,0 (A. marginale)
12 300 7,4 3,8 (A. marginale)
12 334 6,8 6,8 (A. marginale)
12 367 6,9 7,4 (A. marginale)
13 297 6,3 4,2 (A. marginale)
13 364 6,1 6,8 (A. marginale)
15 100 10,0 0,2 (B. bigemina)
15 119 10,5 0,1 (B. bigemina)
15 297 7,5 1,9 (A. marginale)
15 331 6,4 4,1 (A. marginale)
15 364 7,5 2,1 (A. marginale)
17 364 6,7 4.9 (A. marginale)
5,6 (A. marginale);
18 244 6.1 1,4 (B. bigemina)
19 244 7,7 3,2 (A. marginale)
20 86 7,7 0,2 (B. bigemina)
20 297 71 1,0 (A. marginale)
20 331 55 4.9 (A. marginale)
20 364 6,0 1,3 (A. marginale)
21 243 4,3 4.9 (A. marginale)
21 270 71 3,0 (A. marginale)
21 363 6,3 3,2 (A. marginale)
23 200 59 26,0(A. marginale)
23 336 57 12,0 (A. marginale)
23 369 6,6 4,0 (A. marginale)
24 59 9,2 8,2 (A. marginale)
24 305 3,2 11,3 (A. marginale)
8,2 (A. marginale);
24 339 5.6 1.3 (B. bigemina)
24 372 5,8 6,8 (A. marginale)
25 277 5,2 11,9 (A. marginale)
32 377 6,5 9,8 (A. marginale)
33 378 7,4 3,8 (A. marginale)

5.4.3. Concentragdo de hemoglobina

As médias dos valores da concentragdo de hemoglobina nas amostras de

sangue negativas para hemoparasitas dos 17 bezerros, estdo apresentadas na

tabela 12.
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Tabela 12. Valores médios e desvios-padrao da concentragdo de hemoglobina em
funcdo da idade, nas amostras de sangue negativas para hemoparasitas de 17
bezerros da raga Nelore, no municipio de Sao Manuel, SP.

Idade (dias) Hemoglobina Namero

g/dL +DP animais
<1 12,3+ 1,4 15
15-30 13,9414 16
38-55 129408 12
53-70 12,0411 12
73-90 11,9+ 0,7 8
87-105 19411 10
107-130 12,640 10
123-146 134411 12
158-181 13,5411 12
192-215 13,04 1.0 9
223-246 12414 3
258-281 140419 6
285-308 1.3 1
313-336 12.440,05 3
343-369 0

* Valor absoluto

Na tabela (13) estdo relacionados os valores de concentragdo de
hemoglobina dos animais em cujos esfregagos sanguineos foram encontrados
hemoparasitas. Em trés bezerros os valores de concentracdo de hemoglobina
ficaram abaixo dos valores de referéncia. A concentragdo de hemoglobina foi de 7,2
g/dL na amostra de sangue do bezerro 13, colhida antes de 24 horas apds o seu
nascimento; no bezerro 21, de 7,7 g/dL na amostra colhida aos 243 dias e no
bezerro 24, de 6,6 g/dl na amostra colhida aos 305 dias. Nessas ocasides foi
detectada a presencga de corpusculos de A. marginale nos bezerros 21 e 24 cujas
parasitemias eram de 4,9% e 11,3%, respectivamente. O DNA de B. bovis foi

detectado pela PCR nas amostras provenientes dos animais 13 e 24.
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Tabela 13. Idade, concentragao de hemoglobina e parasitemia de Babesia bigemina
e Anaplasma marginale nas amostras de sangue de bezerros da raga Nelore,
criados no municipio de Sao Manuel, SP.

, Idade  Hemoglobina A
Animal (dias) (9/dL) Parasitemia (%)

11 300 10,0 3,2 (A. marginale)
11 367 11,5 4,0 (A. marginale)
12 300 13,3 3,8 (A. marginale)
12 334 11,5 6,8 (A. marginale)
12 367 10,8 7,4 (A. marginale)
13 297 12,6 4,2 (A. marginale)
13 364 9,8 6,8 (A. marginale)
15 100 12,7 0,2 (B. bigemina)
15 119 13,6 0,1 (B. bigemina)
15 297 12,3 1,9 (A. marginale)
15 331 12,2 4.1 (A. marginale)
15 364 11,3 2,1 (A. marginale)
17 364 10,8 4.9 (A. marginale)

5,6 (A. marginale);
18 244 10,2 1,4 (B. bigemina)
19 244 11,2 3,2 (A. marginale)
20 86 12,4 0,2 (B. bigemina)
20 297 10,0 1,0 (A. marginale)
20 331 10,0 4.9 (A. marginale)
20 364 10,9 1,3 (A. marginale)
21 243 7,7 4,9 (A. marginale)
21 270 11,0 3,0 (A. marginale)
21 363 10,0 3,2 (A. marginale)
23 200 8,0 26,0 (A. marginale)
23 336 10,8 12,0 (A. marginale)
23 369 9,9 4,0 (A. marginale)
24 59 12,2 8,2 (A. marginale)
24 305 6,6 11,3 (A. marginale)

8,2 (A. marginale)
24 339 9,4 . :

1,3 (B. bigemina)
24 372 9,8 6,8 (A. marginale)
25 277 10,6 11,9 (A. marginale)
32 377 10,6 9,8 (A. marginale)
33 378 12,0 3,8 (A. marginale)
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5.4.4. Volume Globular
As médias dos valores do volume globular (VG) das amostras de sangue

negativas para hemoparasitas dos 17 bezerros, estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 14. Valores médios e desvios-padrao do volume globular (%) em amostras
de sangue negativas para Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale em
funcdo da idade de 17 bezerros da raga Nelore, criados no municipio de Sao
Manuel, SP.

Idade (dias) VG (%) = DP NUumero de animais

<1 37,1+4,5 15
15-30 40,9 + 3,1 16
38-55 40,2 +2,7 12
53-70 35,0 + 2,0 12
73-90 34,5+ 1,9 08
87-105 36,6 + 3,3 10

107-130 372+26 10
123-146 37,8 + 3,1 12
158-181 38.2 + 3.1 12
192-215 371434 09
223-246 34.0+45 03
258-281 423456 06
285-308 34,0 01
313-336 38,0 4 2 03
343-369 0

* Valor absoluto

Na tabela (15) estéo relacionados os valores do volume globular dos animais
em cujos esfregagos sanguineos foram encontrados hemoparasitas. Em quatro
bezerros os valores do volume globular ficaram abaixo dos valores de referéncia,
sendo de 20% na amostra colhida do bezerro 13 com menos de 24 horas apés o
nascimento; de 23% na amostra colhida aos 200 dias do bezerro 23; de 23% na
amostra colhida aos 243 dias do bezerro 21 e de 20% na amostra colhida aos 305
dias do bezerro 24. Nas amostras de sangue dos bezerros 21 e 24 foi diagnosticada
a presenca de A. marginale com parasitemia de 4,9% e 11,3%, respectivamente. O
DNA de B. bovis foi detectado pela PCR nas amostras provenientes dos animais 13
e 24, e na amostra de sangue do bezerro 23 a presenga de DNA de A. marginale foi

detectada pela PCR.
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Tabela 15. Idade, volume globular (%) e parasitemia de Babesia bigemina e
Anaplasma marginale nas amostras de sangue de bezerros da raga Nelore criados

no municipio de Sao Manuel, SP.

Animal Idade (dias) Volume Globular (%) Parasitemia (%)
11 300 30 3,2 (A. marginale)
11 367 36 4,0 (A. marginale)
12 300 40 3,8 (A. marginale)
12 334 38 6,8 (A. marginale)
12 367 33 7,4 (A. marginale)
13 297 38 4,2 (A. marginale)
13 364 29 6,8 (A. marginale)
15 100 41 0,2 (B. bigemina)
15 119 41 0,1 (B.bigemina)
15 297 37 1,9 (A. marginale)
15 331 37 4,1 (A. marginale)
15 364 35 2,1 (A. marginale)
17 364 34 4,9 (A. marginale)
5,6 (A. marginale)
18 244 28 1.4 (B.bigemina)
19 244 33 3,2 (A. marginale)
20 86 34 0,2 (B.bigemina)
20 297 30 1,0 (A. marginale)
20 331 28 4,9 (A. marginale)
20 364 31 1,3 (A. marginale)
21 243 23 4,9 (A. marginale)
21 270 33 3,0 (A. marginale)
21 363 30 3,2 (A. marginale)
23 200 23 26,0 (A. marginale)
23 336 33 12,0 (A. marginale)
23 369 31 4,0 (A. marginale)
24 59 39 8,2 (A. marginale)
24 305 20 11,3 (A. marginale)
8,2 (A. marginale)
24 339 28 1,3 (B.bigemina)
24 372 30 6,8 (A. marginale)
25 277 32 11,9 (A. marginale)
32 377 32 9,8 (A. marginale)
33 378 35 3,8 (A. marginale)
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5.4.5. Contagem total de Leucdcitos
As médias e desvios-padrao da contagem total de leucdcitos nas amostras
negativas para Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale de 17 bezerros

estao apresentadas na tabela 16.

Tabela 16. Valores médios e desvios-padrao da contagem total de leucdcitos (uL),
de acordo com a idade de bezerros da raga Nelore, negativos para Babesia bovis, B.
bigemina e Anaplasma marginale, criados no municipio de Sao Manuel, SP.

Idade (dias) Leucécitos(uL) £ DP Numero de animais

<1 11141 + 3858 15
15-30 11346 + 2151 16
38-55 13291 + 3297 12
53-70 10272 + 2304 12
73-90 10725 + 1799 08
87-105 12240 + 2517 10
107-130 13505 + 3564 10
123-146 12441 + 2769 12
158-181 11400 + 2706 12
192-215 10889 + 2401 09
223-246 11062 + 3495 03
258-281 8364 + 2264 06
285-308 3832* 01
313-336 12932 + 2992 03
343-369 0

* Valor absoluto

Na tabela 17 estdo relacionados os valores da contagem total de leucdcitos
nas amostras de sangue dos animais em cujos esfregagos sanguineos foram
encontrados hemoparasitas. Em 66 amostras de sangue, os valores da contagem
total de leucocitos ficaram fora do intervalo dos valores de referéncia. Em 1 dessas
amostras foi detectada parasitemia de B. bigemina e em 10 outras, parasitemia de A.

marginale.
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Tabela 17. Idade, numero total de leucdcitos e parasitemia em amostras de sangue

de bezerros da raga Nelore, criados no municipio de Sdo Manuel, SP.

Animal Idade (dias)

Leucocitos (uL)

Parasitemia (%)

11
11
12
12
12
13
13
15
15
15
15
15
17

18

19
20
20
20
20
21
21

21
23

23
23
24
24

24

24
25
32
33

300
367
300
334
367
297
364
100
119
297
331
364
364

244

244
86
297
331
364
243
270

363
200

336
369
59
305

339

372
277
377
378

5250
12390
14963
14700
14385

9240

8610
12900
10800

8820

8033

9500

9000

5565

12075
10100
9922
8820
7900
10500
12757

7800
10920

8400
12590
9100
3832

7350

11600
10657
13500
16600

3,2 (A.
4,0 (A.
3,8 (A.
6,8 (A.
7.4 (A.
4,2 (A.
6,8 (A.
0,2 (B.
0,1 (B.
1,9 (A.
4,1 (A.
2,1 (A.
4,9 (A.

5,6 (A.
1,4 (B.

3,2 (A.
0,2 (B.
1,0 (A.
4,9 (A.
1,3 (A.
4,9 (A.
3,0 (A.
3,2 (A.
26,0(A.

12,0 (A.
4,0 (A.
8,2 (A.

marginale
marginale
marginale

)
)
)
marginale)
marginale)
marginale)
marginale)
bigemina)
bigemina)
marginale

marginale

marginale
marginale
bigemina)
marginale)

)
)
marginale)
)
)

bigemina)
marginale
marginale
marginale
marginale
marginale

)
)
)
)
)
)

marginale
marginale)

marginale)
marginale)
)

marginale

11,3 (A. marginale)

8,2 (A.
1,3 (B.

6,8 (A.

marginale)
bigemina)

marginale)

11,9 (A. marginale)

9,8 (A.
3,8 (A.

marginale)

marginale)
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5.5.Populacéao de Boophilus microplus

Formas imaturas de carrapatos Boophilus microplus foram encontradas pela
primeira vez em marg¢o de 2004 em um bezerro com cerca de 50 dias de idade. A
partir de entdo, estagios imaturos desses carrapatos foram detectados nos bezerros
ao longo de todo o experimento, excetuando o més de outubro de 2004 (Figura 8).
Nos meses de julho e setembro de 2004 todos os animais (17) encontravam-se
parasitados por carrapatos, sendo em sua maioria formas imaturas. Os carrapatos
eram encontrados predominantemente na regido inguinal, ubere, saco escrotal e
perineo.

No que se refere as formas adultas, foram encontradas e colhidas 27
teledginas de B. microplus parasitando 10 bezerros, nas seguintes ocasidées no ano
de 2004: uma em abril, duas em julho, 11 em agosto, 10 em setembro. Em janeiro

de 2005 foram colhidas as outras 3 teledginas.

20 -
15 +

10

No de bezerros

0 T T DHDDD T T D T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15
Colheitas

Figura 8: Numero de bezerros Nelore parasitados por Boophilus microplus ao
longo de ano, criados no municipio de Sdo Manoel, SP.
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5.6.Frequéncia de infec¢bes por Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma
marginale em teledginas de Boophilus microplus.

Nenhuma forma evolutiva de Babesia spp. foi observada nos exames diretos
de hemolinfa, assim como ndo foi detectado DNA de B. bovis nas teledginas
colhidas. O DNA de B. bigemina foi detectado em apenas duas teleéginas, ambas
colhidas no més de setembro de 2004. O DNA de A. marginale foi detectado em 18
teledginas colhidas nos meses de abril (1), julho (1), agosto (7) e setembro (6) de
2004 e em janeiro (3) de 2005 (Tabela 18).

Tabela 18. Frequéncia de infecgdes por Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma
marginale diagnosticadas pela nPCR em teledginas de Boophilus microplus colhidas
de bezerros Nelore criados no municipio de Sdo Manuel-SP.

Infeccéao Infeccdo das teledginas
Animal B.bovis B.bigemina  A.marginale B. bigemina  Negativo  Total
A. marginale
B. bovis 0 0 0 0 0 0
B. bigemina 0 0 2 0 0 2
A. marginale 0 0 6 1 4 11
B. bigemina 0 0 5 0 1 6
A. marginale
B. bovis 0 0 0 1 1 2
B. bigemina
A. marginale
Negati
cgave 0 0 3 0 3 6

Total 0 0 16 2 9 27
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6. DISCUSSAO

As técnicas moleculares de diagndstico tém constituido uma importante
ferramenta na investigacdo epidemioldgica, especialmente, no caso das
enfermidades parasitarias, pois possibilitam detectar infec¢des incipientes bem como
a identificacdo de portadores assintomaticos, que tém grande importancia na
manutencao de endemias. A utilizagdo dessas técnicas no estudo das infecgdes por
Babesia spp. e Anaplasma marginale € promissora, tanto por possibilitar a ratificagao
de saberes estabelecidos, como por ampliar o entendimento sobre a dinamica
dessas infecgbes, de forma a possibilitar uma abordagem mais segura para o
controle e profilaxia dessas enfermidades.

A situacao epidemiolégica de estabilidade endémica, para Babesia, € gerada
quando a taxa de inoculacdo dos parasitas € suficiente para infectar os bezerros
antes que a resisténcia a esses parasitas desapareca, o que se da entre seis e nove
meses de idade (MAHONEY et al., 1981). Por outro lado, como a taxa de inoculagao
depende do numero de carrapatos presentes e de sua propria taxa de infeccao,
fatores que interferem na sobrevivéncia e na taxa de infeccdo de B. microplus
podem ser responsaveis pela reducdo da taxa de inoculagdo (GUGLIELMONE,
1995) e consequentemente, do surgimento de um quadro de instabilidade enzodtica.

Ainda de acordo com GUGLIELMONE (1995), os fatores que podem dar
origem a situagao de instabilidade endémica incluem: condigdes climaticas marginais
para o desenvolvimento do carrapato e controle intensivo de carrapatos. Além disso,
considera-se que em regides favoraveis ao desenvolvimento do vetor e na auséncia
de controle do vetor, situacdes de instabilidade poderiam, teoricamente, ocorrer em

rebanhos que apresentam elevados niveis de resisténcia ao carrapato.
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Sao varios os autores que consideram que a raca dos bovinos pode
influenciar a ocorréncia de doencas transmitidas por carrapatos (BOCK et al., 1999;
JONSSON et al., 2000), com destaque, principalmente, para a elevada resisténcia
dos bovinos zebuinos a infestagdo por B. microplus.

A fazenda de origem dos animais do presente experimento foi escolhida pelo
fato de explorar exclusivamente bovinos da raca Nelore por cerca de duas décadas.
Considerando ser essa uma raga extremamente resistente ao B. microplus, os dados
obtidos com o emprego de técnicas moleculares de detecgcédo dos parasitas da TPB
poderiam esclarecer se a maior resisténcia desses animais, que se manifesta tanto
em termos de dificultar o desenvolvimento dos carrapatos bem como dos agentes
por eles transmitidos (MADRUGA et al. 1984), seria suficiente para sobrepujar as
condigbes climaticas que nessa regido sdao amplamente favoraveis ao
desenvolvimento dos carrapatos e em uma propriedade que nao utiliza métodos de
controle de carrapatos e de hemoparasitas.

A primeira evidéncia de que os agentes da TPB ocorrem de forma endémica
estavel na propriedade em que esse trabalho foi realizado, foi a constatacdo de um
equilibrio na relagdo parasita-hospedeiro, caracteristico de regides de estabilidade
enzodtica. Esse equilibrio evidenciou-se inicialmente pela auséncia de sinais
clinicos caracteristicos da TPB, como apatia, prostracdo, perda de peso,
hemoglobinuria no caso de babesiose e ictericia no caso de anaplasmose
(KESSLER & SCHENK, 1998), confirmando-se pelo fato de que ao longo de um
ano de experimento, apenas em um pequeno numero de amostras de sangue foram
observadas alteragdes nos parametros hematoldgicos relacionados a patogenia
desses parasitas, tais como: contagem total de eritrcitos, concentragdo de

hemoglobina e volume globular. No entanto, mesmo nesses casos, nao foi possivel
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estabelecer uma associagao entre as alteragcbes hematoldgicas e a presenga de
hemoparasitas.

Considerando que a anemia € proporcional a parasitemia (RADOSTITIS,
2000) e ocorre em fungado de alteragcbes hemodinamicas resultantes da hemdlise
intravascular disseminada e também de mecanismos como sequestro e lise de
eritrocitos normais e parasitados (ARAGON, 1976, ALFONSO et al., 1996), é
possivel que os niveis de parasitemia apresentados pelos animais avaliados
estivessem abaixo do limiar necessario para produzir doenca clinica. De acordo com
COLEMAN, et al. (2001) a presenca de animais com baixos niveis de parasitemia é
um dos fatores que favorecem a instalacdo e manutencdo de um quadro de
estabilidade endémica.

Mesmo no caso dos dois animais em que os parametros hematoldgicos
indicativos de anemia foram detectados concomitantemente com uma ou mais
espécies de hemoparasitas, os animais se recuperaram sem que houvesse
necessidade de tratamento. Embora ndo se possa afirmar categoricamente, essas
alteragdes poderiam estar associadas a infecgao recente por um ou mais agentes
da TPB, pois de acordo com MENDONCA et al. (2002), bezerros Nelore
experimentalmente infectados com B. bigemina apresentaram alteragdes na
contagem total de eritrécitos, concentragdo de hemoglobina e volume globular, dois
e quatro dias apds a inoculagao, porém cerca de 16 dias depois, esses valores
retornaram proximos aos niveis anteriores.

A leucocitose observada em um grande numero de amostras do presente
trabalho € uma alteragdo freqlientemente relatada em bovinos submetidos a
infeccbes experimentais por B. bigemina (MENDONCA et al. 2002), B. bigemina e

B. bovis (KOHAYAGAWA et al. 1990) e A. marginale (ALFONSO et al. 1996). No
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entanto, nao seria prudente atribuir essa leucocitose a infeccdo por hemoparasitas,
pois alteragées nas contagens de leucécitos podem estar relacionadas a uma série
de fatores, como infecgdes por agentes virais, fungos, bactérias, helmintos e outros
protozoarios.

Como os animais eram mantidos em pasto, sob regime de criagdo extensiva,
€ nao se observou uma associagcao na deteccdo simultdnea de leucocitose e a
presenca de Babesia spp. e/ou A. marginale, ndo é possivel precisar a contribuigao
dessas infeccdes na ocorréncia de leucocitose.

De um modo geral, as manifestagdes clinicas de TPB sdo mais raras em
animais zebuinos, como o Nelore e seus cruzamentos (BOCK et al., 1997), sendo
essa resisténcia ainda mais evidente quando esses animais sdo nascidos em areas
endémicas para os agentes da TPB e ndo compartilham pastagens com animais de
origem européia (MADRUGA et al.,, 1984; SOARES et al.,, 2000; SOUZA et al.,
2000). Essa parece ser a situagao da propriedade estudada, ja que ao longo de um
ano de experimento, ndo foram observados casos clinicos de babesiose e/ou
anaplasmose nos bezerros.

No entanto, ha que se destacar que nessa propriedade ha registros de
ocorréncia de TPB, inclusive com 6bito tanto de bezerros como de bovinos adultos.
Esse fato ndo se contrapde a uma situagcao de endemia estavel, pois de acordo com
COLEMAN et al. (2001), sdo dois os critérios minimos para se classificar uma
situacdo como sendo de endemia estavel: primeiro que a enfermidade clinica € mais
provavel (ou mais grave) em animais adultos que em animais jovens; segundo, que
a infeccdo inicial diminui a probabilidade de infecgdes subseqlientes ou a
probabilidade de que as infecgdes subsequentes resultem em enfermidade clinica.

Portanto, considerando as avaliagdes clinicas dos animais ao longo do primeiro ano
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de vida, e também o histérico da propriedade, tem-se mais uma indicagéo de que os
agentes da TPB se mantém na propriedade sob a forma de endemia estavel, a
despeito da resisténcia dos animais aos carrapatos.

No que se refere a resisténcia dos animais do rebanho aos carrapatos,
algumas constatagdes suportam a idéia de que ela se apresenta em niveis elevados.
Em primeiro lugar, ha que se destacar que embora a propriedade esteja localizada
em uma regiao cujas condigdes climaticas propiciam a ocorréncia de parasitismo por
carrapatos ao longo de todo o ano (FONSECA et al., 1997), ndo se utiliza nenhum
método de controle para B. microplus na propriedade. Esses dados indicam
fortemente que, mesmo sob condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento dos
carrapatos, a resisténcia dos animais pode ser decisiva na dindmica das infestagcoes.
Constatagdes semelhantes foram feitas por WAMBURA et al. (1998), que concluiram
ser a raga dos bovinos um fator determinante do nivel de infestacbes dos animais de
um rebanho.

De acordo com as informacgdes disponiveis, de modo geral, sob uma mesma
condicdo de exposicdo as formas de vida livre, bovinos de racas zebuinas puras
(Bos taurus indicus) albergam apenas 10 a 20% dos carrapatos que parasitam os
taurinos puros (Bos taurus indicus) (JONSSON, 2006).

Outro dado que atesta a elevada resisténcia dos animais experimentais ao
carrapato é a constatacido de que, embora o parasitismo tenha sido observado ao
longo da maioria dos meses do ano, predominaram nos bezerros formas imaturas de
B. microplus de forma que apenas 27 teledginas foram encontradas nesse periodo.

Portanto, a estimativa dos niveis populacionais de carrapatos a partir do

parasitismo de animais jovens pode fornecer uma subestimagéo dessa populagao, ja
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que existe uma associagao estreita entre idade dos bovinos e numero de carrapatos
adultos que albergam.

UTECH et al. (1978) verificaram que bezerros jovens apresentam menor
susceptibilidade aos carrapatos que os animais mais velhos. Fato semelhante foi
assinalado por OLIVEIRA (2002) que ao investigar a dindmica das infec¢des por B.
bigemina em bovinos mesticos leiteiros constatou que os bezerros albergavam uma
populagcdo de carrapatos significativamente inferior a das vacas de um mesmo
rebanho.

De acordo com MAHONEY et al. (1981), os bezerros respondem somente por

25% da populagéo total de carrapatos em uma propriedade. Dessa forma, € razoavel
supor que o parasitismo dos bezerros pelas formas imaturas do carrapato ao longo
da maior parte do ano tenha sido garantido pelas fémeas que se ingurgitam nos
animais adultos do rebanho.
Tendo em vista as consideracbes de UILENBERG (1995), de que a elevada
resisténcia dos animais de origem zebuina, teoricamente, seria suficiente para
reduzir a taxa de inoculacdo de Babesia necessaria a manutencao da estabilidade
endémica, amostras de soro dos bezerros foram colhidas ao longo de todo o ano,
para a pesquisa de anticorpos especificos contra os agentes da TPB, ja que a
probabilidade de ocorréncia de surtos pode ser estimada, indiretamente, pela
avaliacao da proporcdo de bezerros infectados através da deteccao dos niveis de
anticorpos especificos na populagdo (MAHONEY et al., 1973, FAO, 1984).

A grande maioria dos estudos epidemiolégicos sobre tristeza parasitaria
bovina no Brasil é baseada em testes sorolégicos, sendo o0 ensaio de
imunoadsorgao enzimatico indireto (ELISA-I) uma das técnicas mais comumente

utilizadas. Além da objetividade proporcionada pela leitura automatica, € uma
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técnica que permite a anadlise de um grande numero de amostras em um curto
intervalo de tempo (MADRUGA et al., 2001).

Ao se analisar os resultados dos exames de ELISA para os trés
hemoparasitas, constata-se que anticorpos especificos foram detectados na maioria
dos animais imediatamente apds o nascimento (82% para B. bovis; 88% para B.
bigemina; 94% para A. marginale). Esses anticorpos, de origem colostral, explicam
0s baixos niveis de parasitemia e a auséncia de enfermidade clinica nos bezerros
nos primeiros meses de vida, sendo esta uma caracteristica classica de regiao
endémica (MAHONEY & ROSS, 1972; GUGLIELMONE, 1995).

A deteccao de elevado numero de animais soropositivos apds 0s nove meses
de idade (100% para B. bovis; 94% para B. bigemina; 100% para A. marginale),
muito provavelmente é consequéncia do desenvolvimento de imunidade ativa,
indicando haver uma taxa de inoculacao suficiente para manutencao da estabilidade.
Em sintese, a detecgao desses anticorpos, nessas duas ocasides criticas, constitui
uma forte evidéncia de que a transmissdo desses parasitas ocorre em niveis
suficientes para que os anticorpos possam ser transferidos para os bezerros via
colostro e também em niveis suficientes para induzir imunidade ativa na maioria dos
animais, antes que percam a resisténcia etaria aos agentes da TPB, por volta dos
nove meses de idade (UILENBERG, 1995).

Em grande parte do territério nacional predominam areas de estabilidade
endémica para os agentes da TPB, nas quais a ocorréncia de casos clinicos é
inesperada. Entretanto, casos de babesiose em bezerros foram atribuidos a
existéncia de uma “janela imunolégica”, (MADRUGA et al. 1984), entre 28 e 56 dias
apos o nascimento dos bezerros para B. bigemina e entre 56 e 84 dias, no caso de

B. bovis.
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No presente trabalho, o periodo em que nao foram detectados anticorpos no
soro dos animais foi mais longo que o obtido por esses autores, porém pode
corresponder a essa “janela imunoldgica”. A nao ocorréncia de enfermidade clinica
durante esse periodo em que nao foram detectados anticorpos nos bezerros do
presente experimento pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao baixo desafio
pelos carrapatos. No entanto, ha autores que consideram que a resisténcia dos
animais jovens as infecgdes por B. bovis, B. bigemina (BROWN et al., 2006, ZINTL
et al., 2005) e A. marginale (UILENBERG, 1995), independe da imunidade materna.

As técnicas de diagndstico soroldgico tém sido extremamente uteis na
investigacao da epidemiologia das babesioses e da anaplasmose, servindo inclusive
de base para a proposi¢cao de modelos matematicos destinados a avaliar os riscos
de ocorréncia de enfermidade e para a proposicdo de medidas de controle em
diferentes regides ecoldgicas (SOLORIO-RIVERA et al., 1999).

Apesar da elevada sensibilidade e especificidade dos métodos sorolégicos,
uma das principais limitagdes € que eles apenas indicam a exposi¢cao ao agente,
nao informando sobre o estagio da infecgcdo (WAGNER et al., 1992). Com isso, ndo
permitem identificar os animais que no inicio da infeccdo ainda ndo desenvolveram
resposta imune e nem distinguir os animais soropositivos que estdo de fato
infectados dos que eliminaram a infec¢do. Do ponto de vista epidemioldgico, é
importante identificar os animais verdadeiramente infectados, pois eles constituem a
principal fonte de infeccio para os carrapatos.

A deteccdo microscépica de hemoparasitas em esfregagcos de sangue é
considerada a melhor técnica diagndstica para animais clinicamente afetados,
porque € um exame de baixo custo e que, por permitir a observacdo de detalhes

morfolégicos do parasita, € absolutamente especifico. No entanto, a execugao
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desses exames requer pessoas treinadas para determinar as espécies envolvidas,
principalmente, quando as parasitemias por B. bovis e B. bigemina sdo muito baixas,
dificultando a identificagéo especifica (BOSE et al., 1995).

No presente estudo, merozoitas de B. bovis ndo foram detectados em
esfregacos sanglineos ao longo do primeiro ano de vida dos bezerros. Além da
sensibilidade intrinseca do método de esfregago ser baixa, no caso de B. bovis tem-
se ainda o inconveniente dos baixos niveis de parasitemia comumente apresentados
por bovinos portadores da infeccdo (JACKSON et al. 2001). Assim sendo, a
visualizagdo de merozoitas é mais provavel em sangue de bovinos com
sintomatologia clinica (RODRIGUES et al., 2005).

Uma das explicacdes para as baixas parasitemias nas infecgdes por B. bovis
€ a predilecdo dessa espécie pelos capilares viscerais, fazendo com que os
merozoitas ocorram em pequeno numero na circulagao periférica (CALDER et al.,
1996). Segundo COOKE et al. (2005), esse fendbmeno de “visceralizagao” observado
na infecgdo por B. bovis é conseqiéncia de alteragdes morfolégicas observadas nos
eritrécitos bovinos parasitados, nos quais observa-se a formacao de protuberancias
na membrana celular; essas estruturas foram denominadas de “stellate protusions”
por AIKAWA et al. (1985).

A maior resisténcia dos animais jovens, especialmente de bovinos de ragas
zebuinas a infeccdo por B. bovis (BOCK et al., 1997), é outra causa de baixas
parasitemias, podendo ser outro fator responsavel pelo fato de nao terem sido
encontrados merozoitas dessa espécie no sangue dos bezerros. Essa pode ser,
inclusive, a explicagdo para o fato de nossos resultados serem distintos dos de

OLIVEIRA et al. (2005) que encontraram merozoitas de B. bovis em 11% (3/27) dos
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bezerros mesticos leiteiros (Bos taurus taurus x Bos taurus indicus) criados em
regido com as mesmas caracteristicas climaticas, também no Estado de Sao Paulo.

O encontro de merozoitas de B. bigemina nos esfregacos sanglineos de
quatro animais, corresponde a 1,96% das amostras de sangue colhidas dos 17
bezerros ao longo de um ano. Apesar de estudos conduzidos na América do Sul
haverem demonstrado que a prevaléncia B. bigemina € maior que a de B. bovis
(YOUNG, 1988), ao menos em termos de soroprevaléncia, o encontro de merozoitas
de B. bigemina em maior numero de animais nao deve ser interpretado como reforgo
dessa afirmacéo, visto que no caso de B. bovis a baixa sensibilidade da técnica de
esfregaco é ainda mais significativa por causa da biologia do protozoario.

A deteccao de corpusculos intraeritrocitarios de A. marginale foi feita em um
numero significativo de animais (14), oito dos quais em mais de uma ocasido. A
maior eficiéncia desse método em detectar a presenca dessa rickéttsia pode ser
atribuida ao fato de que nas infecgdes iniciais, 10 a 90% dos eritrécitos podem ser
parasitados. Embora na maioria das vezes os animais que se recuperam da infeccao
convertam-se em portadores crdnicos, nos quais o parasita persiste em niveis muito
baixos, a detecgdo de A. marginale em mais de uma ocasido revela que os baixos
niveis de parasitismo nem sempre se encontram abaixo do limiar de deteccao
microscopica. De acordo com as consideragbes de KIESER et al. (1990), a
multiplicagéo ciclica dessa rickéttsia pode estar relacionada a geragédo de variantes
antigénicas.

A excegdo de um animal cuja primeira deteccdo de Anaplasma se deu aos
dois meses de idade, na maioria dos animais os corpusculos de A. marginale sé
foram detectados a partir do més de julho, quando os animais tinham pelo menos

seis meses de idade. Esses resultados sdo comparaveis aos obtidos em Minas
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Gerais (MELO et al., 2001) onde foi detectada a infecgao quando os animais tinham
seis a sete meses de idade, quando se encontravam mais vulneraveis a doenga, ja
que a susceptibilidade aumenta com a idade e com o fim da protec¢ao colostral.

Uma das principais limitacbes das técnicas de deteccdo microscopica dos
agentes da TPB nos hospedeiros vertebrados € a sua baixa sensibilidade em
detectar os protozoarios quando as parasitemias sao baixas, como, por exemplo,
nas fases iniciais da infeccdo e quando os animais se convertem em portadores
(CALDER et al., 1996). Em se tratando de estudos epidemioldgicos essa limitagao
torna-se ainda mais drastica, pois a identificacdo dos animais portadores é
indispensavel para quantificar as fontes de infeccdo para os hospedeiros
invertebrados desses agentes.

A PCR empregada no presente trabalho para detectar as infec¢des por
Babesia spp. e A. marginale, é considerada uma técnica capaz de detectar
parasitemias extremamente baixas, com sensibilidade 100 vezes maior que os
limites da microscopia Optica, detectando cerca de 10 pg de DNA. Além disso, a
sensibilidade poder ser ampliada ainda mais com o uso de uma segunda
amplificacéo pela "nested” PCR (BOSE et al., 1995). Além dessas vantagens é uma
metodologia que também possibilita a discriminacdo das espécies envolvidas
(ALMERIA et al., 2001). Tais caracteristicas tém sido ressaltadas em diversos
trabalhos cientificos em que essas técnicas foram utilizadas na investigacdo de
infeccbes por Babesia spp. (FIGUEROA et al., 1996; ALMERIA et al., 2001,
OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005; COSTA-JUNIOR et al.,
2006) e Anaplasma (FIGUEROA et al., 1996; OSAKI et al., 2002).

Utilizando a técnica de PCR, a presenca de DNA de B. bovis (1 animal) e de

A. marginale (1 animal) foi detectada em animais com menos de 24 horas de
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nascimento, evidenciando a ocorréncia de transmissao congénita por esses dois
hemoparasitas. Embora a transmissdo congénita de A. marginale e de diferentes
espécies de Babesia seja amplamente admitida, as poucas descrigdes de
transmissao vertical, tanto de Babesia (BARBOSA et al., 1994, BRACARENSE et al.,
2001, YERUHAM et al., 2003) como de Anaplasma (NORTON et al., 1983, ZAUGG,
1985, RIBEIRO et al., 1996), registradas na bibliografia, restringem-se a casos cujo
diagndstico foi feito pela detecgédo dos parasitas no sangue ou em érgaos de animais
que morreram em virtude das infecgées ou de animais com graves manifestagcdes de
enfermidade hemolitica.

NORTON et al. (1983) consideraram que no caso de A. marginale a infecgao
transplacentaria poderia ser a causa de muitas das perdas neonatais nao
diagnosticadas de bezerros. No entanto, para alguns autores a transmissao
congénita desses hemoparasitas € um evento raro (OSAKI et al., 2002), de pouca
importancia epidemiolégica e que no caso de Babesia provavelmente envolveria
alteragdes patoldgicas da placenta (YERUHAM et al., 2003).

Embora a utilizagcdo das técnicas moleculares de diagndstico seja ainda
incipiente na investigagdo da epidemiologia das hemoparasitoses de bovinos, existe
pelo menos mais um registro de transmissdo congénita de B. bovis, no Brasil
(OSAKI et al., 2002). Nos dois casos relatados por esses autores, 0s animais eram
assintomaticos e a deteccdo do parasita so foi possivel pela amplificacdo de DNA
(nPCR). Com isso, esses registros podem ser os primeiros a consubstanciar a
hipétese de que a transmissdo congénita desses hemoparasitas seja bem mais
frequente e, consequentemente, possa ter um papel muito mais expressivo na

epidemiologia dessas parasitoses do que o atualmente admitido.
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Além de haver propiciado a deteccao de infecgdes congénitas, os resultados
obtidos pela amplificacdo de DNA indicam que o numero de bezerros nelore
infectados pelas trés espécies dos hemoparasitas estudados é significativamente
maior que o detectado pelo exame direto das amostras de sangue.

Apesar da alta sensibilidade e especificidade das técnicas baseadas em
amplificacdo do DNA (PCR/nPCR), casos de falso-negativos podem ocorrer,
principalmente em consequéncia da presengca de substancias inibidoras da
polimerase, presentes comumente em amostras de sangue e em alguns materiais
bioldégicos (HAYDEN, 1991).

No presente experimento, a possibilidade de ocorréncia de falso-negativos foi
prevenida pela utilizacdo de uma coluna especial para a extracdo das amostras de
DNA, que propicia a obtencdo de amostras com baixa contaminagcdo por
substancias que possam inibir a reagcao de amplificagdo. No entanto, mesmo com
esses procedimentos a ocorréncia de resultados falso-negativos nédo pode ser
excluida devido a outros fatores. No presente trabalho, os possiveis resultados
falso-negativos devem ser atribuidos ao limiar de sensibilidade de cada técnica
utilizada que se situa em torno de 0,00003% de eritrécitos parasitados nas reacdes
de PCR e de 0,0000003% nas reagdes de nPCR, respectivamente.

Uma evidéncia de que ocorreram resultados falso-negativos em fungao do
limiar de sensibilidade das técnicas de amplificacdo de DNA € a constatacdo de que
das sete amostras positivas para B. bovis, 3 necessitaram de uma segunda
amplificacdo pela nPCR; no caso de B. bigemina, das 47 amostras positivas, 22
foram detectadas pela técnica de nPCR.

Essa constatacao indica que as parasitemias por Babesia podem ocorrer em

niveis abaixo do limiar de sensibilidade da PCR, ja que quase metade das amostras
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em que foram detectadas o DNA dos parasitas, a deteccdo foi realizada
exclusivamente pela técnica de nPCR. Como a reacdo de nPCR ndo apresenta
sensibilidade de 100%, nao é possivel descartar a possibilidade de resultados falso-
negativos também com essa técnica.

Devido a elevada sensibilidade dos testes baseados em amplificacdo de DNA,
a ocorréncia de falso-positivos tem sido constatada e relacionada, principalmente, a
contaminagao por aerossois de DNA amplificado (amplicons). Para se evitar essa
contaminagao foram adotadas medidas preventivas como execucao de cada etapa
da técnica em ambientes distintos e exclusivos, a esterilizacdo dos materiais
utilizados e estabelecimento de areas isoladas dentro do laboratério, munidas de
ldmpadas UV para a realizacdo dos procedimentos.

Para verificagcao da eficacia dessas medidas, em cada bateria de reacdes foi
incluida uma amostra sem DNA para controle da contaminacdo por amplicons.
Dessa forma, € improvavel que as taxas de infecgdes detectadas nos hospedeiros
vertebrados possam estar sobreestimadas.

No presente estudo, o numero de amostras positivas para B. bigemina foi
maior que o de B. bovis, independentemente do método utilizado. Contudo, esse
resultado ndo deve ser interpretado como evidéncia de que na propriedade a
prevaléncia de B. bigemina seja mais elevada, principalmente, porque, a partir de
outubro de 2004, quando os animais tinham entre 258 e 281 dias de vida, o numero
de bovinos soropositivos para as duas espécies de Babesia foi semelhante. Esse
dado, além de comprovar que ambas as parasitoses ocorrem de forma endémica
estavel, demonstra a utilidade dos métodos sorolégicos na investigagao
epidemiologica desses hemoparasitas. Isso porque, somente pela sorologia foi

possivel constatar que essas duas espécies requerem niveis distintos de exposi¢cao
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para produzir taxas semelhantes de infecgdo, como frequentemente se observa em
areas em que as duas espécies ocorrem sob a forma de estabilidade enzodtica
(SOARES et al., 2000; SOUZA et al., 2000; BARROS et al., 2005).

Um quadro distinto desse apresentado pelas duas espécies de Babesia foi
observado em relagdo a deteccao de infecgdes por A. marginale. Nesse caso, o
numero de amostras sorologicamente positivas foi semelhante ao de amostras nas
quais se detectou o DNA do parasita. A detecgao frequente de corpusculos de
Anaplasma em exames diretos de esfregacos sanglineos, em varias ocasides com
parasitemias elevadas, indicam que a densidade dos hemoparasitas nas amostras é
responsavel pelo elevado numero de amostras positivas pelas técnicas de
amplificacdo de DNA. Esses resultados se explicam pela propria biologia da
rickéttsia: apds as infecgdes primarias, os parasitas persistirem no organismo dos
hospedeiros (KIESER et al., 1990), produzindo ciclos de rickettsemia a intervalos de
aproximadamente 5 semanas (ERICKS et al. 1993).

A frequéncia de infec¢des por Babesia spp. € A. marginale, nas teledginas de
B. microplus colhidas dos bezerros durante um ano, foi investigada utilizando a
técnica de esfregagos de hemolinfa e a de nPCR. Como na nPCR os produtos da
amplificacdo da PCR sio submetidos a uma nova amplificagdo, aumenta-se o limiar
de sensibilidade, diminuindo-se a possibilidade de resultados falso-negativos de
forma a se detectar, no laboratério, resultados mais proximos da realidade (BOSE et
al., 1995; COSTA-JUNIOR et al., 2006).

No que se refere a pesquisa de infeccdo nos carrapato, € necessario que se
faca uma ressalva quanto ao numero de teledginas colhidas ao longo de um ano de
experimento. De acordo com as informagdes disponiveis sobre a dindmica das

populagdes de B. microplus na Regido Sudeste, o parasitismo dos bovinos ocorre

95



Discussado

ao longo de todo o ano, com maiores infestagcdes sendo observadas no periodo de
outubro a abril (FONSECA et al., 1997). Dessa forma, o fato de terem sido obtidas
apenas 27 teledginas ao longo de um ano pode ser atribuido a elevada resisténcia
dos animais aos carrapatos. Além de se tratar de uma da raca altamente resistente
aos carrapatos, é também sabido que bovinos jovens sao também mais resistentes
que os adultos. UTECH et al. (1978) verificaram que os bezerros jovens sdo menos
susceptiveis aos carrapatos que os animais mais velhos, o0 mesmo tendo sido
observado por OLIVEIRA et al (2005) ao trabalhar com bovinos leiteiros no Estado
de S&o Paulo.

Em funcado do pequeno numero de carrapatos coletados, os dados relativos a
infeccao dos carrapatos obtidos foram analisados com reserva ja que nao podem
ser comparados quantitativamente com o de outros autores que trabalharam com
numero significativo de teledginas. Apesar dessa ressalva, € provavel que o fato de
nao terem sido detectadas formas evolutivas de Babesia spp. no exame direto da
hemolinfa das teledginas possa ser atribuido inicialmente a auséncia de parasitemia
de B. bovis e as baixas parasitemias de B. bigemina no hospedeiro vertebrado.
Essas parasitemias, por sua vez, podem ser influenciadas por diferentes variaveis,
como idade, raca, e intensidade de controle de carrapatos. Com isso, indiretamente,
estas variaveis podem interferir na taxa de infecgao por Babesia spp. em fémeas de
Boophilus. De acordo com RIEK (1964, 1966) poucas teledginas se infectam em
bovinos com baixa parasitemia. OLIVEIRA et al. (2005) observaram uma associagao
positiva entre a parasitemia do hospedeiro vertebrado e a presenca de
esporocinetos na hemolinfa de teledginas e SANTOS et al. (1998) relataram que no
caso de B. bigemina a parasitemia no hospedeiro vertebrado também influencia a

transmissao transovariana do protozoario.
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No que se refere a deteccdo de DNA de Babesia, apenas o DNA de B.
bigemina foi detectado, mesmo assim em apenas duas das 27 teledginas colhidas.
A maioria dos autores que investigaram aspectos da transmissdo de Babesia spp.
utilizaram a técnica de esfregaco de hemolinfa para detectar as infecgbes de
teledginas alimentadas em animais experimentalmente infectados. Esses autores
observaram que as infec¢gdes por B. bigemina em fémeas ingurgitadas de B.
microplus foram mais frequentes do que as infecgbes por B. bovis (RIEK, 1964;
1966; MAHONEY & MIRRE, 1971; 1977), o que de certa forma também foi
observado no presente trabalho.

Além da parasitemia, OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. (2005) observaram que as
infecgcdes por Babesia nos carrapatos eram também influenciadas pela idade dos
animais. Estes autores constataram que a frequéncia de infeccdes por B. bovis em
teledginas ingurgitadas em bezerros era menor do que em teledginas alimentadas
em vacas adultas, ocorrendo o oposto em relagao a B. bigemina.

Embora as técnicas de biologia molecular venham sendo amplamente
utilizadas para investigar as interagées entre carrapatos e A. marginale, poucos
estudos foram dedicados a investigar quantitativamente a frequéncia de carrapatos
infectados, especialmente, em condicdes naturais. No presente trabalho, o DNA de
A. marginale foi detectado em 18 teledginas (18/27) das quais 13 haviam sido
colhidas em agosto e setembro de 2004, meses em que o numero de teledginas que
parasitavam os bezerros também foi maior (11 e 10, respectivamente).

A deteccdo de DNA de A. marginale nessas teledginas, na proporgao
encontrada, constitui uma evidéncia de que o isolado que circula nos animais da
regido investigada é altamente infectante para B. microplus. Entretanto, embora nao

constitua evidéncia de que possam ser transmitidos transovarianamente para ovos e
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larvas, a habilidade de um determinado isolado infectar os tecidos dos carrapatos é
condigdo determinante para que seja transmitido por estes artrépodes (de la
FUENTE et al., 2001).

E importante destacar que a extracdo de DNA dos carrapatos foi realizada 15
dias apos a colheita das teledginas, e que, por isso, o material amplificado foi
considerado como sendo derivado do desenvolvimento do parasita nos tecidos da
teledgina e ndo de material presente no sangue ingerido pelo artréopode.

Considera-se que, em termos epidemioldgicos, a transmissao bioldgica de A.
marginale € indispensavel, pois assegura que bovinos portadores constituam uma
fonte constante de infeccdo para os carrapatos, independentemente do nivel de
rickettsemia. Dessa forma, AGUIRRE et al. (1994) verificaram serem necessarios
apenas trés carrapatos adultos alimentados quando ninfas em bezerro com menos
de 1% de parasitemia para transmitir A. marginale para outro bezerro. De modo
semelhante, SCOLES et al. (2005) verificaram serem necessarios apenas 3
exemplares de D. andersoni para transmitir A. marginale apdés haverem se
alimentado em animal com rickettsemia 300 vezes inferior ao utilizado sem sucesso
na tentativa de promover a transmissdo mecéanica por Stomoxys calcitrans.
Portanto, de acordo com estes autores, como a transmissdo mecanica, por insetos
hematofagos, depende dos niveis de parasitemia, ela sé seria possivel durante a
fase aguda da infecgao.

Por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade de ocorréncia de
transmissao mecanica por insetos hematofagos na regido, pois existem cepas de A.
marginale incapazes de infectar carrapatos, cuja transmissibilidade pode estar
relacionada a capacidade dessas cepas de interagir de forma distinta com os

vetores mecanicos (SCOLES et al., 2005). Por isso, como nao foi realizada a
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caracterizagao genotipica do DNA colhido dos bezerros e das teledginas, os dados
do presente trabalho nao possibilitam avaliar de forma precisa a real dimensao da
participacado de B. microplus na epidemiologia de A. marginale nessa regiao.

A utilizacdo de técnicas tradicionais de investigacdo epidemiolégica em
associagao com técnicas de diagndstico molecular produziu, no presente trabalho,
alguns resultados que se contrapdem a alguns conceitos ou expectativas a respeito
da epidemiologia dessas parasitoses e outros que confirmam o saber estabelecido.
Em primeiro lugar, ndo confirmam a expectativa de que a elevada resisténcia de
bovinos Bos taurus indicus possa dar origem a uma situagcdo de instabilidade
endémica (UILEMBERG, 1995). De acordo com esse autor, a estabilidade, pelo
menos no que diz respeito as babesioses, depende da taxa de inoculacido e
portanto do numero de carrapatos. No entanto, recentemente GU et al. (2003)
constataram que a prevaléncia de infecgbes por Plasmodium falciparum em
comunidades africanas pode ser elevada e estavel, mesmo em areas de baixa taxa
de transmissao, onde as pessoas sdo expostas a poucas picadas infectantes por
ano. Segundo esses autores, a associagcao entre elevadas prevaléncias e baixa taxa
de transmissibilidade estaria relacionada aos baixos indices de recuperacio, ou
seja, ao carater crbnico das infecgbes por esses parasitas. Nao seria surpreendente
que essa pudesse ser mais uma das caracteristicas comuns entre os parasitas dos
géneros Babesia e Plasmodium.

Os varios aspectos clinicos e epidemiolégicos compartilhados pelos trés
agentes da denominada “Tristeza Parasitaria dos Bovinos” tém levado a
generalizagdes que nem sempre correspondem a realidade, mesmo quando essas
generalizagdes se restringem as duas espécies de Babesia. No caso de A.

marginale a situagdo € ainda mais complexa, mesmo porque, muitos dos fatores
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envolvidos na epidemiologia e na transmissdo dessa rickéttsia nao estado
estabelecidos.

No presente trabalho os resultados revelaram que as caracteristicas
epidemioldgicas das infecgdes pelos trés hemoparasitas dos bovinos satisfazem os
critérios propostos por COLEMAN et al. (2001) para classificar a ocorréncia como
sendo de estabilidade endémica, porém, cada uma dessas espécies parece utilizar
diferentes estratégias para produzir uma situagao que HAY (2001) classificou como
paradoxal: “nessa situacdo, a diminuicdo da frequéncia de infeccdo pode

desencadear o aumento do numero de casos de enfermidade clinica”.
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7. Conclusoes
A investigacao clinico-epidemiolégica das infecgdes por Babesia bigemina,
Babesia bovis e Anaplasma marginale (agentes da TPB) durante o primeiro ano de

vida de bezerros da raga Nelore, possibilitou as seguintes conclusdes:

1. As infecgdes dos bovinos ocorrem sob forma de endemia estavel na
propriedade estudada, apesar da frequéncia do parasitismo pelos trés agentes variar

tanto nos hospedeiros vertebrados como nos carrapatos vetores.

2. A resisténcia dos bezerros da raca Nelore, nascidos em area endémica, faz
com que as infecgdes naturais pelos agentes da TPB n&o produzam alteragdes
significativas nos parametros clinico-hematolégicos indicativos de anemia,

dispensando com isso a instituicdo de tratamento especifico.

3. Na propriedade investigada, a criacdo exclusiva de bovinos da raga Nelore,
por mais de 20 anos, nao foi suficiente para alterar a caracteristica epidemioldgica

de ocorréncia dos agentes da TPB na regido.

4. A baixa frequéncia de infec¢des por B. bovis e B. bigemina em teledginas de
B. microplus que se ingurgitaram nos bezerros Nelore, associada a elevada
frequéncia de animais com sorologia positiva para esses agentes, indica que os
bovinos adultos sejam os principais responsaveis pela infecgdo dos carrapatos em

niveis suficientes para manter o estado de endemia estavel.

5. A utilizacdo das técnicas de PCR/nPCR para o diagnostico de infecgbes por

Babesia bovis e Anaplasma marginale possibilitou a detecgdo de infecgbes
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transplacentarias por ambos os agentes, indicando que essa via possa ter uma

importancia epidemioldgica mais expressiva que a até entdo admitida.

102



8. Referéncias Bibliograficas

AGUIRRE DH, GAIDO AB, VINABAL AE, DE ECHAIDE ST, GUGLIELMONE AA.
Transmission of Anaplasma marginale with adult Boophilus microplus ticks fed as
nymphs on calves with different levels of rickettsaemia. Parasite. v.1, n.4, p.405-7,
1994,

AIKAWA M, UDEINYA |J, RABBEGE J, DAYAN M, LEECH JH, HOWARD RJ, MILLER
LH. Structural alteration of the membrane of erythrocytes infected with Plasmodium
falciparum. J. Protozool., v.32, n.3, p.424-9, 1985.

ALFONSO, J; MEDINA, R; FAZZINO, F; CABALLERO, H. Cambios clinicos vy
hematologicos em becerros infectados com Anaplasma marginale. Acta Cien. Venez.
v.47, p.50-7, 1996.

ALMERIA, S. CASTELLA, J; FERRER, D; ORTUNO, A; ESTRADA-PENA, A;
GUTIERREZ J.F. Bovine piroplasmosis in Minorca (Balearic Islands, Spain): a
comparison of PCR-based and light microscopy detection. Vet. Parasitol. v.99, p.249-
59, 2001.

ARAGON, R.S. Bovine babesiosis: a review. Vet. Bull., v.46, p.903-17, 1976.

BANNOR, T.T. Babesiosis in neonatal calves: a case report. Bull Anim Health Prod.
v.24,n.3, p.267-9, 1976.

BARBET AF. Recent developments in the molecular biology of anaplasmosis. Vet
Parasitol. v.57 n.1-3, p.43-9, 1995.

BARBOSA, M.F.R., COSTA, J.O., TAFURI, W.L. Transmissdo congénita de Babesia
bovis: relato de um caso autéctone em Minas Gerais — Brasil. Arg. Bras. Med. Vet. Zoo.
v.46, p.519-526, 1994.




Referéncias Bibliogrédficas

BARKER, R.H; DNA probe diagnosis of parasitic infections. Exp. Parasitol. v. 70, p.494-
99, 1990.

BARREIRA, J.D; ROSSI, M.E; SILVA, G.V.O; PIRES, F.A; MASSARD, C.L.
Caracterizagao morfoldgica e aspectos bioldgicos das formas evolutivas de Babesia
bigemina (Smith ; Kilborne, 1983) (Protozoa:Babesiidae) em Boophilus microplus
(Canestrini, 1887). Rev. Bras. Parasitol. Vet. v.14, n.1, p.1-6, 2005.

BARREIRA, J.D; ROSSI, M.E; PIRES, F.A; SILVA, G.V.O; MASSARD, C.L. Dinamica
da infeccdo de Babesia bovis (Babes, 1888, Starcovici, 1893) em fémeas ingurgitadas

e ovos de Boophilus microplus (Canestrini, 1887). Cién. Rur. v.35, n.5, p. 1131-5, 2005.

BARROS, S.L.; MADRUGA, C.R.; ARAUJO, F.R.; MENK, C.F.; ALMEIDA, M.A., MELO,
E.P.S.; KESSLER, R.H.; Serological survey of Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale antibodies in cattle from the semi-arid region of Bahia, Brazil, by
enzyme linked immunosorbent assays. Mem. Inst. Osw. Cruz. v.100, n.6, p.613-617,
2005.

BARTLAKOWIAK, J. Molecular methods in the diagnosis of infectious diseases Przeqgl|
Epidemiol.v.57, n.2, p.381-9, 2003.

BOCK, R; JACKSON, L; DE VOS, A. J; JORGENSEN, W. Babesiosis of cattle.
Parasitol. v.129, p.247-69, 2004.

BOCK, R.E; KINGSTON, T.G; DE VOS, A.J. Effect of breed on innate resistance to
infection with Anaplasma marginale transmitted by Boophilus microplus. Aust. Vet. J.
v.77,n.11, p.748-51, 19992,

BOCK, R.E; KINGSTON, T.G; DE VOS, A.J. Effect of breed of cattle on transmission

rate and innate resistance to infection with Babesia bovis and Babesia bigemina
transmitted by Boophilus microplus. Aust. Vet. J. v.77, n.7, p.461-4, 1999°.

104



Referéncias Bibliogrédficas

BOCK, R.E; DE VOS, A.J; KINGSTON, T.G; McLELLAN, D.J. Effect of breed of cattle
on innate resistance to infection with Babesia bovis, B. bigemina and Anaplasma
marginale. Aust. Vet. J. v.75, n.5, p.337-40, 1997.

BOSE, R; JORGENSSEN, W.K; DALGLIESH, R.J; FRIEDHOFF, K.T; de VOS, A.J.
Current state and future trends in the diagnosis of babesiosis. Vet. Parasitol. v.57, p.61-
74, 1995.

BRACARENSE, A.P.F.L.,, VIDOTTO, O., CRUZ, G.D. Transmissao congénita de
Babesia bovis. Arq. Bras. Med. Vet. Zoo.. v.53, n.4, P.1-3, 2001.

BROWN, W.C; NORIMINE, J; KNOWLES, D.P; GOFF, W.L. Immune control of Babesia
bovis infection. Vet. Parasitol. v. 138, n. 1-2, p. 75-87, 2006.

BUENNING, G.M. & FIGUEROA, J.V. Use of polymerase chain reaction in bovine
babesiosis research. Ann N Y Acad Sci. v.23, p. 128-132, 1996.

CALDER, J.AM; REDDY, G.R; CHIEVES, L; COURTNEY, C.H; LITTLE, R;
LIVENGOOD, J.R; NORVAL, R.l; SMITH, C; DAME, J. Monitoring Babesia bovis
infection in cattle by using PCR-Based tests. J. Clin. Microb. V.34, n.11, p. 2748-55,
1996.

CAFRUNE, M.M.; AGUIRRE, D.H. experimental studies of the rate of infection of
Boophilus microplus eggs with Babesia bovis. Res. Vet. Science, v.58, p.284-85, 1995.

CEN-AGUILAR, J.F; RODRIGUEZ-VOVAS, R.; DOMINGUEZ-ALPIZAR, J.;
WAGNER, G.G. Studies on the effect of infection by Babesia sp. on oviposition of
Boophilus microplus engorged females naturally infected in the Mexican tropics. Vet.
Parasitol. v.78, p.253-7, 1998.

COLEMAN, P.G., PERRY B.D., WOOLHOUSE M.E. Endemic stability- a veterinary
idea applied to human public health. Lancet. v.357, n.94, p.1284-6, 2001.

105



Referéncias Bibliogrédficas

COOKE, B.M.; MOHANDAS, N; COWMAN, A.F; COPPEL, R.L. Cellular adhesive
phenomena in apicomplexan parasites of red blood cells. Vet. Parasitol. v.132, p.273-
95, 2005.

COSTA-JUNIOR, L.M; RABELO, E.M.L; MARTINS-FILHO, O.A; RIBEIRO, M.F.B;
Comparison of different direct diagnostic methods to identify Babesia bovis and Babesia
bigemina in animals vaccinated with live attenuated parasites. Vet. Parasitol. v. 139, n.
1-3, p. 231-236, 2006.

COSSIO-BAYUGAR R, RODRIGUEZ SD, GARCIA-ORTIZ MA, GARCIA-TAPIA D,
ABOYTES-TORRES R. Bovine anaplasmosis prevalence in northern Veracruz state,
Mexico. Prev Vet Med. v.32, n. 3-4, p.165-70, 1997.

D’ANDREA, L.A.Z; SARTOR, |.F; MADRUGA, C.R; FREITAS, S.B.Z; KROLL, L.B;
KRONKA, S.N. Condi¢&o imunoldgica de bovinos das ragas Holandesa e Nelore frente
a Babesia bovis e B. bigemina em duas regides do estado de Sdo Paulo. Pesq. Vet.
Bras. v.26, n.2, p.74-8, 2006.

DE LA FUENTE J, TORINA A, CARACAPPA S, TUMINO G, FURLA R, ALMAZAN C,
KOCAN KM. Serologic and molecular characterization of Anaplasma species infection
in farm animals and ticks from Sicily. Vet Parasitol, v. 133, n. 4, p.357-62, 2005 (a).

De LA FUENTE J; LEW A; LUTZ H; MELI ML; HOFMANN-LEHMANN R; SHKAP V;
MOLAD T; MANGOLD AJ; ALMAZAN C; NARANJO V; GORTAZAR C; TORINA A;
CARACAPPA S; GARCIA-PEREZ AL; BARRAL M; OPORTO B; CECI L; CARELLI G;
BLOUIN EF; KOCAN, KM. Genetic diversity of anaplasma species major surface

proteins and implications for anaplasmosis serodiagnosis and vaccine development.
Anim Health Res Rev. v.6, n.1, p.75-89, 2005 (b).

DE LA FUENTE, J., J. C. GARCIA-GARCIA, E. F. BLOUIN, AND K. M. KOCAN.
Differential adhesion of major surface proteins 1a and 1b of the ehrlichial cattle

106



Referéncias Bibliogrédficas

pathogen Anaplasma marginale to bovine erythrocytes and tick cells. Int. J. Parasitol.
v.31, p.145-153, 2001.

DOWSETT, K.F; DIMMOCK, C.K; HILL, M.W. Haemolytic disease in new born calves.
Aust Vet J.v.54, n.2, p.65-7, 1978

EGELI, A.K. Babesiosis in a six-day-old calf. Vet Rec. v.139, n.14, p.344-5, 1996.

ERIKS IS, STILLER D, PALMER GH. Impact of persistent Anaplasma marginale

rickettsemia on tick infection and transmission. J Clin_Microbiol. v.31, n.8, p.2091-6,
1993.

FAO. Ticks and tick-borne diseases control. A practical field manual. v.ll, Rome, p. 301-

621, 1984.

FIGHERA, R.A. Anemias hemoliticas infecciosas. IN: FIGHERA, R.A. Anemia em
Medicina Veterinaria. O autor, p.65-70, 2001.

FIGUEROA, J.V; ALVAREZ, J.A, CANTO, G.J, RAMOS, J.A, MOSQUEDA, J.J,
BUENING, G.M. Comparative sensitivity of two tests for the diagnosis of multiple
hemoparasite infection of cattle. Ann. N. Y. Acad. Science, v.23, n.791, p.117-27, 1996.

FIGUEROA JV, BUENING GM. Nucleic acid probes as a diagnostic method for tick-

borne hemoparasites of veterinary importance. Vet Parasitol. v.57, n.1-3, p.75-92, 1995.

FIGUEROA, J.V; CHIEVES, L.P; JHONSON, G.S; BUENNING, G.M. Multiplex
polymerase chain reaction based assay for the detection of Babesia bigemina, B. bovis

and Anaplasma marginale DNA in bovine blood. Vet. Parasitol., v.50, p.69-81, 1993.
FIGUEROA, J.V; CHIEVES, L.P; JOHNSON, G.S; BUENING, G.M. Detection of

Babesia bigemina-ifected carriers by polymerase chain reaction amplification. J. Clin.
Microb. v.30, n.10, p. 2576-82, 1992.

107



Referéncias Bibliogrédficas

FONSECA, A H; PEREIRA, M.J.S; MAFRA, C.L. Dindmica populacional do carrapato
Boophilus microplus em Sao Miguel do Anta- MG, Brasil. Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.6,
n.2, supl.1, p.121, 1997.

FONSECA, A., BRAGA, A. Nocdes sobre a ftristeza parasitaria dos bovinos. Rio de
Janeiro: Ministério da Agricultura, 1924, 216p.

FRIEDHOFF, K.T. Transmission of Babesia. IN: RISTIC, M Babesiosis of domestical
animals and man. Florida, p.23-52, 1988.

FUTSE JE, UETI MW, KNOWLES DP JR, PALMER GH. Transmission of Anaplasma
marginale by Boophilus microplus: retention of vector competence in the absence of
vector-pathogen interaction. J. Clin. Microbiol. v.41, n.8, p.3829-34, 2003.

GALE KR, DIMMOCK CM, GARTSIDE M, LEATCH G. Anaplasma marginale: detection
of carrier cattle by PCR-ELISA. Int. J. Parasitol. v.26, n.10, p.1103-9, 1996.

GOFF, W.L; WAGNER, G.G; CRAIG, T.M; LONG, R.F; The bovine immune response to
tick-derived Babesia bovis infection: Serologic studies of isolated immunoglobulins. Vet.

parasitol. v.11, p. 109-20, 1982.

GOMES, A. O Boophilus microplus. In: KESSLER, R.H. & SCHENK, M.A.M.
Carrapato, Tristeza Parasitaria e Tripanossomose dos Bovinos. EMBRAPA. Centro
Nacional de Pesquisa Gado de Corte. p.10-46, 1998.

GOMES, A.; HONER, M.R; SCHENCK, M.A; CURVO, J.B.E; Populations of the cattle
tick (Boophilus microplus) on purebred Nellore, Ibagé and Nellore x European

crossbreds in Brazilian savanna. Trop. Ani. Health Prod. v.21, p. 20-24, 1989.

108



Referéncias Bibliogrédficas

GONCAVES-RUIZ, P.M; PASSOS, L.M; PATARROYO, J.H; RIBEIRO, M.F. Antigenic
characterization of morphologically distinct Anaplasma marginale isolates using a panel
of monoclonal antibodies. Vet Parasitol. v.29, n.107, p.169-77, 2002.

GRISI, L; MASSARD, C.L; MOYA-BORBA, G.E; PEREIRA, J.B. Impacto econémico

das principais ectoparasitoses em bovinos no Brasil. Hora Vet. v.125, p.8-10, 2002.

GU W, KILLEEN GF, MBOGO CM, REGENS JL, GITHURE JI, BEIER JC. An
individual-based model of Plasmodium falciparum malaria transmission on the coast of
Kenya. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.. v.97, n.1, p.43-50, 2003.

GUGLIELMONE, A.A; GAIDO, A.B; AGUIRRE, D.H; CAFRUNE, M.M. Some
quantitative aspects of natural babesial infection in the haemolinph of Boophilus

microplus engorged Female ticks. Parasite. V.4, p.337-41, 1997.

GUGLIELMONE, A.A; GAIDO, A.B; MANGOLD, A.J. Light microscopy diagnosis of
Babesia bovis and Babesia bigemina kinetes in the haemolinph of artificially infected

Boophilus microplus engorged females ticks. Vet. Parasitol. v.61, p. 15-20, 1996.

GUGLIELMONE, A.A. Epidemiology of babesiosis and anaplasmosis in South and
Central America, Vet. Parasitol. v.57, p. 109-19, 1995.

GUGLIELMONE, A.A. The level of infestation with the vector of cattle babesiosis in
Argentina. Mem Inst Oswaldo Cruz. v.87,n. 3, p.133-7, 1992.

HART, L.T; MORRIS, N.G; BESSIN, R; LEPRINCE D.J; TODD, W.J; ENRIGHT, F.M;
LUTHER, D.G. Single step technique for staining Anaplasma marginale in bovine blood
smears. Am. Journal Vet. Res., v.53, n.10, p.1732-3, 1992.

HAY, S.I. The paradox of endemic stability. Trends in Parasit., v. 17, n. 7, p. 310, 2001.

109



Referéncias Bibliogrédficas

HAYDEN, J.D; HO, S.A; HAWKEY, P.M; TAYLOR, G.R; QUIRKE, P. The promises and
pitfalls of PCR. Vet. Med. Microbiol., v.2, p.129-37, 1991.

JACKSON L.A., WALDORN, S.j., WEIER H.M., NICOL, C.L., COOKE, B.M. Babesia
bovis: Culture of laboratory adapted parasite lines and clinical isolates in a chemically
defined medium. Exp. Parasitol., v.99, p.168-174, 2001.

JONSSON, N.N. The productivity effects of cattle tick (Boophilus microplus) infestation
on cattle, with particular reference to Bos indicus cattle and their crosses. Vet.
Parasitol., v.137, p.1-10, 2006.

JONSSON, N,N; MATSCHOSS, AL; PEPPER, P.; GREEN, P.E; ANSELL, J.
Resistance of Holstein-Friesian cows to infestation by the cattle tick (Boophilus
microplus).Vet Parasitol., v.17,n.89, p.297-305, *’2000.

KESSLER, R.H. Consideragdes sobre a transmissdo de Anaplasma marginale. Pesq.
Vet. Bras., v.21, n.4, p.177-9, 2001.

KESSLER, R.H. & SCHENK, M.A.M. Tristeza parasitaria dos bovinos: conceito,
Etiologia, Transmissao, Epidemiologia, Diagndstico e Controle. In: Carrapato, Tristeza
Parasitaria e Tripanossomose dos Bovinos. EMBRAPA Gado de Corte. p.47-68, 1998°.

KESSLER, R.H. & SCHENK, M.A.M. Diagndstico parasitologico da tristeza parasitaria
bovina. In: Carrapato, Tristeza Parasitaria e Tripanossomose dos Bovinos. EMBRAPA
Gado de Corte. p.81-90, 1998°.

KIESER, S.T; ERIKS, |.S; PALMER, G.H. Cyclic rickettsemia during persistent
Anaplasma marginale infection of cattle. Infect Immun. v.58, n.4, p.1117-9, 1990.

KOCAN KM, YOSHIOKA J, SONENSHINE DE, DE LA FUENTE J, CERAUL SM,
BLOUIN EF, ALMAZAN C. Capillary tube feeding system for studying tick-pathogen

110



Referéncias Bibliogrédficas

interactions of Dermacentor variabilis (Acari: Ixodidae) and Anaplasma marginale
(Rickettsiales: Anaplasmataceae). J Med Entomol. v.42, n.5, p.864-74, 2005.

KOCAN, K.M; de la FUENTE, J; BLOUIN, E.F; GARCIA-GARCIA, J.C. Anaplasma
marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae): recent advances in defining host-pathogen
adaptaions of a tick-borne rickettsia. Parasitol., v.129, p.285-300, 2004.

KOCAN, K.M; de la FUENTE, J; GUGLIELMONE, A.A; MELENDEZ, R.D. Antigens and
alternatives for control of Anaplasma marginale infection in cattle. Clin. Micro. Reviews,
v.16, n.4, p.698-712, 2003.

KOCAN, K.M; DE LA FUENTE, J; BLOUIM E.F; GARCIA-GARCIA, J.C. Adaptations of
the tick-borne pathogen, Anaplasma marginale, for survival in cattle and ticks. Exp Appl
Acarol., v.28, n.1-4, p.9-25, 2002.

KOCAN K.M., STILLER D., GOFF W.L., CLAYPOOL P.L., EDWARDS W., EWING
S.A., MCGUIRE T.C., HAIR J.A. & BARRON S.J. Development of Anaplasma
marginale in male Dermacentor andersoni transferred from parasitemic to susceptible
cattle. Am. J. Vet. Res. v.53, n.4, p.499-507, 1992.

KOHAYAGAWA, A; KUCHEMBUCK, M.R.G; PAPA, F.O; OLIVEIRA, M.R; ALMEIRDA,
C.T; CURI, P.R. Alteracdes do leucograma de bovinos da raga Fleckvieh (Bos taurus)

premunidos contra Babesia spp. € Anaplasma spp. Vet. Zootec., v.2, p. 47-57, 1990

MACHADO, R. Z. Estudo da Imunidade Celular e Humoral na Babesiose Bovina.

Jaboticabal, 150 p., 1991. Dissertacao (Livre docéncia) Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal.
MACKENSTEDT U, GAUER M, FUCHS P, ZAPF F, SCHEIN E, MEHLHORN H. DNA

measurements reveal differences in the life cycles of Babesia bigemina and B. canis,

two typical members of the genus Babesia. Parasitol Res.v.81, n.7, p. 595-604,1995.

111



Referéncias Bibliogrédficas

MADRUGA, C. R., MARQUES, A. P. C., ARAUJO, F. R; UMAKI,A.C.S.; CROCCI, A.J.;
QUEIROZ, R.A.. Avaliagao de um ELISA para deteccao de anticorpos contra Babesia
bigemina em bovinos e sua aplicagdo em um inquérito sorologico no Brasil. Pesq. Vet.
Bras., v.21, n.2, p.72-76, 2001.

MADRUGA, C.R., MARQUES, A.P.C.; CARVALHO, C.M.E.; CUSINATO, F.Q;
CROCCI, AJ.; KESSLER, R.H., MIGUITA, M. Desenvolvimento de uma prova de
imunoadsor¢cao enzimatica para deteccdo de anticorpos contra Babesia bovis. Pesq.
Vet. Bras., vol.20, no.4, p.167-170, 2000°.

MADRUGA, C.R., MARQUES, A.P.C.; LEAL, C.R.B; CARVALHO, C.M.E.; ARAUJO,
F.R; KESSLER, R.H. Evaluation of a enzyme linked immunosorbent asay to detect

antibodies agaisnt Anaplasma marginale. Pesq. Vet. Bras., v.20, n.3, p. 109-112, 2000".

MADRUGA, C.R.; HORNER, M.R.; SCHENK, M.AM. Avaliagdo preliminar de
parametros epidemioldgicos da tristeza parasitaria bovina no Estado de Mato Grosso
do Sul. Campo Grande, MS : Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte, p.1-
7,1987.

MADRUGA, C.R., AYCARDI, E., KESSLER, R.H., SCHENK, M.A.M., FIGUEIREDO,
G.R., CURVO, J.B.E. Niveis de anticorpos anti-Babesia bigemina e Babesia bovis em
bezerros da raca Nelore, Ibagé e cruzamentos de Nelore. Pesq. Agropec. Bras., v. 19,
n.9, p.1163-8, 1984.

MAHONEY, D.H; WRIGHT, |.G; GODGER, B.V; MIRRE, G.B; SUTHERST, R.W,;
UTECH, K.B. The transmission of Babesia bovis in herds of European and Zebu x
European cattle infested with the tick Boophilus microplus. Aust. Vet. J., v.57, n.10,
p.461-9, 1981

MAHONEY, D.F; WRIGHT, 1.G; MIRRE, G.B; Bovine babesiosis: the persistence of
immunity to Babesia argentina and B. bigemina in calves (Bos taurus) after naturally
acquired infections. Ann. Trop. Med. Parasitol., v.67, p. 197-203, 1973.

112



Referéncias Bibliogrédficas

MAHONEY, D.F; MIRRE, G.B. The selection of larvae of Boophilus microplus infected
with Babesia bovis (syn. B. argentina). Res. Vet. Science. v. 23, p.126-7, 1977.

MAHONEY, D.F; MIRRE, G.B. Bovine babesiosis: estimation of infection rates in the
tick vector Boophilus microplus (Canestrini). Ann. Trop. Med. Parasitol., v.65, n.3,
p.309-17, 1971.

MAHONEY, D.F; ROSS, D.R. Epizootiological factors in the control of bovine
babesiosis. Aust. Vet. J., v.48, p.292-8, 1972.

McCOSKER, P.J. The global importance of babesiosis. In:, RISTIC, M., KRIER, J.P.
(Eds). Babesiosis. New York: Academic Press, p.1-19, 1981.

McGUIRE TC, DAVIS WC, BRASSFIELD AL, McELWAIN TF, PALMER GH.
Identification of Anaplasma marginale long-term carrier cattle by detection of serum
antibody to isolated MSP-3. J. Clin. Microbiol. v.29, n.4, p.788-93, 1991.

MELHORN, H. & SCHEIN, E. The piroplasms: life cycle and sexual stages. Adv.
Parasitol., v.23, p.37-99, 1984.

MELO, V.S.P; PASSOS, L.M.F; FACURY-FILHO, E.J; SATURNINO, H.M; RIBEIRO,
M.F. Natural infection of calves by Anaplasma marginale in dairy herds of the
Metalurgica Region, Minas Gerais. Pesq. Vet. Bras., v.21, n.4, p.146-50, 2001.

MENDONGCA, C.L; VIEIRA, D; KOHAYAGAWA, A; SCHENK, M.A; MADRUGA, C.R;
AFONSO, J.A. Avaliaggo hematolégica em bezerros Nelore infectados
experimentalmente com isolados de Babesia bigemina das regides Sudeste, Nordeste
e Norte do Brasil. Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.11, n.2, p.99-101, 2002.

MOSQUEDA, J; FALCON A, ALVAREZ, J.A; RAMOS J; OROPEZA-HERNANDEZ L.F;
FIGUEROA J.V. Babesia bigemina sexual stages are induced in vitro and are

113



Referéncias Bibliogrédficas

specifically recognized by antibodies in the midgut of infected Boophilus microplus ticks.
Int J Parasitol., v.34, n.11, p.1229-36, 2004.

MOURA, A.; VIDOTTO, O; YAMAMURA, M.H; VIDOTTO, M.C; PEREIRA, A.B.da L.
Studies on the Anaplasma marginale THEILER, 1910 infection in Boophilus microplus
(CANESTRINI, 1887), using ‘nested” PCR. Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.12, n.1, p.27-
32, 2003.

MULLIS, K. FALOONA, F. Specifc synthesis of DNA in vitro via polymerase catalysed
chain reaction. Methods Enzymol. v.55, p. 335-50, 1987.

MURASE, T; UEDA,T; YAMAMOTO, O; TAJIMA, M; MAEDE, Y. Oxidative damage and
enhanced erythrophagocitosis in canine erithrocytes infected by Babesia gibsoni. J. Vet.
Med. Sci., v.58, p. 259-61, 1996.

NORTON, J.H; PARKER, R.J; FORBES-FAULKNER, J.C. Neonatal anaplasmosis in a
calf. Vet. Rec. v.100, n.3, p.58, 1983.

OLIVEIRA, M.C.S; OLIVEIRA-SEQUEIRA, T.C.G; ARAUJO Jr., J.P; AMARANTE,
A.F.T; OLIVEIRA, H.N. Babesia spp. infection in Boophilus microplus engorged females
and eggs in Sao Paulo State, Brazil. Vet. Parasitol. v.130, p.61-7, 2005.

OLIVEIRA JB, MADRUGA CR, SCHENK MA, KESSLER RH, MIGUITA M, ARAUJO
FR. Antigenic characterization of Brazilian isolates of Anaplasma marginale. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz. v. 98, n.3, p.395-400, 2003.

OLIVEIRA, M.C.S; Avaliacdo da taxa de infeccdo por Babesia bigemina em bovinos

mesticos leiteiros e em fémeas e ovos de Boophilus microplus provenientes de area

endémica do Estado de Sao Paulo. Botucatu. 2002. 96p. Tese (Doutorado em Medicina

veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista.

114



Referéncias Bibliogrédficas

OLIVEIRA-SEQUEIRA, T.C.G., OLIVEIRA, M.C.S., ARAUJO Jr., J.P., AMARANTE,
A.F.T., PCR-based detection of Babesia bovis and Babesia bigemina in their natural

host Boophilus microplus and cattle. Int. J. Parasitol., v.35, p.105-111, 2005.

OSAKI, S.C., VIDOTTO, O., MARANA, E.R.M., VIDOTTO, M.C., YOSHIHARA, E.,
PACHECO, R.C., IGARASHI, M., MINHO, A.P. Ocorréncia de anticorpos anti Babesia
bovis e estudo sobre a infecgdo natural em bovinos da raga Nelore, na regido de
Umuarama, Parang, Brasil. Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.11, n.2, p.77-83, 2002.

OTIM, C; WILSON, A.J; CAMPBELL, R.S. A comparative study of experimental
anaplasmosis in Bos indicus and Bos taurus cattle. Aust Vet J., v. 56, n.6, p.262-6,
1980.

PAINE GD, MILLER AS. Anaplasmosis in a newborn calf. Vet Rec. v.15 n.3. p.58, 1977.

PALMER GH, BROWN WC, RURANGIRWA FR. Antigenic variation in the persistence
and transmission of the ehrlichia Anaplasma marginale. Micro. Infect., v.2, n.2, p.167-
76, 2000.

PANDEY, N.N., MISHRA, S.S. Studies on clinical sympthons and percentage
parasitaemia on experimental Babesia bigemina infection in cow calves. Indian. Vet. J.,
v.55, p.139-143, 1978.

PARKER, R.J; SHEPHERD, R.K; TRUEMAN, K.F; JONES, G.W; KENT, A.S;
POLKINGHORNE, I.G. Susceptibility of Bos indicus and Bos taurus to Anaplasma

marginale and Babesia bigemina infections. Vet Parasitol., v.17, n.3, p.205-13, 1985.

PASSOS, L.M; LIMA, J.D. Diagnéstico de anaplasmose bovina congénita em Minas
Gerais. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. v.36, p.743-44, 1984.

115



Referéncias Bibliogrédficas

POTGIETER, F.T; VAN RENSBURG, L. The persistente of colostral Anaplasma
marginale antibodies and incidente of in utero transmisién of Anaplasma infections in
calves under laboratory conditions. Ond. J. Vet. Res., v.54, n.4, p.557-60, 1987.

POTGIETER FT, SUTHERLAND B, BIGGS HC. Attempts to transmit Anaplasma
marginale with Hippobosca rufipes and Stomoxys calcitrans. Onderstepoort J Vet Res.
v.48,n.2, p.119-122, 1981.

POTGIETER, F.T & ELS, H.J. Light electron microscopic observations on the
development of small merozoitas of Babesia bovis in Boophilus microplus larvae. Ond.
J. Vet. Res., v.43, n.3, p.123-8, 1976.

QUINTAO-SILVA, M.G; RIBEIRO, M.F.B; Infection rate of Babesia spp. sporokinetes in
engorged Boophilus microplus from an area of enzootic stability in the State of Minas
Gerais, Brazil. Mem. Inst. Osw. Cruz., v.98, n.8, p.999-1002, 2003.

RADOSTITS, O.M., GAY,C.C., BLOOD.D.C.,, HINCHCLIFF, K.W. Veterinary Medicine.
9" ed. W.B. Saunders, London, 1877p., 2000.

REITER, R. & WEILAND, E. Recently developed methods for the detection of babesial
infections.Trans R Soc Trop Med Hyg., v.83, p.21-3. 1989.

REYNA-BELLO A, CLOECKAERT A, VIZCAINO N, GONZATTI MI, ASO PM, DUBRAY
G, ZYGMUNT MS. Evaluation of an enzyme-linked immunosorbent assay using
recombinant major surface protein 5 for serological diagnosis of bovine anaplasmosis in
Venezuela. Clin Diagn Lab Immunol. v.5, n.2, p.259-62, 1998.

RIBEIRO MF, PASSOS LM, GUIMARAES AM. Ultrastructure of Anaplasma marginale
with an inclusion appendage, isolated in Minas Gerais State, Brazil. Vet Parasitol. v.1,
n.4, p.271-7, 1997.

116



Referéncias Bibliogrédficas

RIBEIRO, M.F.B; LIMA, J.D. Morphology and development of Anaplasma marginale in
midgut of engorged female ticks of Boophilus microplus. Vet. Parasitol. v.61, n.1-2,
p.31-9, 1996.

RIBEIRO, M.F.B; LIMA, J.D; PATARROYO, J.H.S. Attemped transmision of Anaplasma
marginale by infected Boophilus microplus. Braz. J. Vet. Ani. Sci. v.48, p. 397-402,
1996.

RIBEIRO, M. F. B. ; LIMA, J. D. ; GUIMARAES, A. M. ; SCATAMBURLO, M. A. ;
MARTINS, N. E. . Transmissao congénita da anaplasmose bovina. Arq. Bras. de Med.
Vet. e Zootec., v. 47, n. 3, p. 297-304, 1995.

RIEK, R.F. The cycle of Babesia argentina (Lignieres, 1903) (Sporozoa : Piroplasmidea)
in the tick vector Boophilus microplus (Canestrini). Aust. J. Agric. Res., v.17, p.247-54,
1966.

RIEK, R.F. The cycle of Babesia bigemina (Smith & kilborne , 1893) in the tick vector
Boophilus microplus (Canestrini). Aust. J. Agric. Res., v.15, p.802-21, 1964.

RISTIC M, CARSON CA. Methods of immunoprophylaxis against bovine anaplasmosis
with emphasis on use of the attenuated Anaplasma marginale vaccine. Adv. Exp. Med.
Biol.v.93, p.151-88, 1977.

RODRIGUES, A., RECH, R.R.,, BARROS, R.R., FIGHERA, R.A., BARROS, C.S.L.
Babesiose cerebral em bovinos: 20 casos. Cién. Rur., Santa Maria, v.35 ,n.1, p.121-
125, 2005.

SANTOS, T.R.B; GONZALES, J.C; CHIES, J.M; FARIAS, N.A.R. Transmissao
transovariana de Babesia bigemina (Smith & Kilborne, 1893) por partendginas de

Boophilus microplus (Canestrini, 1887). Rev. Bras. Parasitol. Vet. v.7, n.1, p.7-10, 1998.

117



Referéncias Bibliogrédficas

SARTOR, IL.F.; FACCINI, J.L.H; KUCHEMBUCK, M.R.G.; CURI, P.R. Estudo
comparativo da resisténcia ao carrapato Boophilus microplus (CANESTRINI) (ACARI)
Em bovinos das ragas Gir, Holandesa e mesticos 2 Gir-Holandés. Rev. Vet. e Zoot.
UNESP, Sao Paulo, 4,p.25-33, 1992,

SCOLES, G.A; BROCE, A.B; LYSYK, T.J; PALMER, G.H. Relative efficiency of
biological transmission of Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) by
Dermacentor andersoni (Acari: Ixodidae) compared with mechanical transmission by
Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae). J Med Entomol., v.42, n.4, p.668-75, 2005.

SHIMADA MK, YAMAMURA MH, KAWASAKI PM, TAMEKUNI K, IGARASHI M,
VIDOTTO O, VIDOTTO MC. Detection of Anaplasma marginale DNA in larvae of
Boophilus microplus ticks by polymerase chain reaction. Ann N Y Acad Sci. v. 1026,
p.95-102, 2004.

SMITH RD, MOLINAR E, LARIOS F, MONROQOY J, TRIGO F, RISTIC M. Bovine
babesiosis: pathogenicity and heterologous species immunity of tick-borne Babesia
bovis and B bigemina infections. Am. J. Vet. Res. v.41, n.12, p.1957-65, 1980.

SOARES, C.O; Principios, padronizacédo e validagbes de provas soroldgicas. IN:
MADRUGA, C.R; ARAUJO, F.R; SOARES, C.O; Imunodiagndstico em medicina
veterinaria. EMBRAPA GADO DE CORTE, Campo Grande. 145-76, 2001.

SOARES, C.0O; SOUZA, J.C; MADRUGA, C.R; MADUREIRA, R. C; MASSARD, C.L;
FONSECA, A.H. Soroprevaléncia de Babesia bovis em bovinos na mesorregidao Norte
Fluminense. Pesq. Vet. Bras., v.20, n.1, p.26-30, 2000.

SOLORIO-RIVERA, J.L; RODRIGUEZ-VIVAS, R.I; PEREZ-GUTIERREZ, E; WAGNER,
G. Management factors associated with Babesia bovis seroprevalence in cattle from
eastern Yucatan, Mexico. Prev Vet Med., v.11, n.3-4, p.261-9, 1999.

118



Referéncias Bibliogrédficas

SOUZA, J. C. P.; SOARES, C. O.; SCOFIELD, A.; MADRUGA' C. R., CUNHA'N. C;
MASSARD C. L.; FONSECA, A. H. Soroprevaléncia de Babesia bigemina em bovinos
na mesorregido Norte Fluminense. Pesq. Vet. Bras., v.20, n.2, p.75-9, 2000.

SPARAGANO, O.A.E; ALLSOPP, M.T.E.P; MANK, R.A; RIJPKEMA, S.G.T;
FIGUEROA, J.V; JONGEJAN, F. Molecular detection of pathogen DNA in ticks (Acari:
Ixodidae): A Review. Exper. Appl. Acarol., v.23, p. 929-60, 1999.

STILLER, D; COAN, D.J. Recent developments in elucidating tick vector relationships
for anaplasmosis and equine piroplasmosis. Vet. Parasitol., v. 57, n.1-3, , p. 97-108,
1995.

TEGLAS M, MATERN E, LEIN S, FOLEY P, MAHAN SM, FOLEY J. Ticks and tick-
borne disease in Guatemalan cattle and horses. Vet Parasitol. v.15 n.131, p.119-27,
2005.

TIZARD, I.R. Imunologia Veterinaria: Uma Introdugado. 62 Ed. ROCA. Sao Paulo, 2002.
548p.

TRUEBLOOD, E.S., MCGUIRE, T.C., PALMER, G.H. Detection of Anaplasma
marginale rickettsemia prior to onset of clinical signs by using an antigen capture

enzyme-linked immunosorbent assay. J. Clin. Microbiol. v.29, n.7, p.1542-4, 2001.

UILENBERG, G. Babesia- A historical overview. Vet. Parasitol., v. 138, n.1-2, p. 3-10,
2006.

UILENBERG, G. International collaborative research: significance of tick-borne
hemoparasitic diseases to world animal health. Vet. Parasitol., v. 57, n.1-3 p.19-41,
1995.

119



Referéncias Bibliogrédficas

UTECH, K.B.W; SEIFERT, G.W; WHARTON, R.H. Breeding australian illawarra
shorthorn cattle for resistance to Boophilus microplus. |. Factors affecting resistance.
Aust. J. Agric. Res., v.29, p.411-22, 1978.

VIDOTTO, O. & MARANA, E.R.M. Diagnéstico em anaplasmose bovina. Cién. Rur.
v.31, n.2, p.361-8, 2001.

VIDOTTO O, MCELWAIN TF, MACHADO RZ, PERRYMAN LE, SUAREZ CE, PALMER
GH. Babesia bigemina: identification of B cell epitopes associated with parasitized

erythrocytes. Exp Parasitol. v. 81, n.4, p.491-500, 1995.

VIEIRA, M.1.B; LEITE, R.C; MARTINS, J.R; SACCO, A.M.S; SILVA, J.G.C. Resposta
imune humoral contra Anaplasma marginale (Theiler, 1910) em bovinos submetidos a
distintas estratégias de controle do carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887).
Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.11, n.2, p.71-6, 2002.

WAGNER, G; CRUZ, D; HOLMAN, P; WAGHELA, S. PERRONE, J; SHOMPOLE, S;
RURANGIRWA, R. Non immunologic methods of diagnosis of babesiosis. Mem. Inst.
Osw. Cruz, v.87, supl.lll, p.193-9, 1992.

WAMBURA, P. N; GWAKISA, P. S; SILAYO, R. S; RUGAIMUKAMU, E. A. Breed-
associated resistance to tick infestation in Bos indicus and their crosses with Bos
taurus. Vet. Parasitol., v.77, p.63-70, 1998.

YERUHAM, |; AVIDAR, Y; AROCH, I; HADANI, A; Intra-uterine Infection with Babesia
bovis in a 2-day-old Calf. J. Vet. Med. Infect. Dis. Vet. Public. Health., v.50, n.2, p.60-2,
2003.

YOUNG, A.S; Epidemiology of babesiosis. In: RISTIC, M. Babesiosis of domestic
animals and man. Boca Raton: CRC Press, p.81-98, 1988.

120



Referéncias Bibliogrédficas

ZAUGG, J.L. Bovine anaplasmosis: Transplacental transmission as it relates to stage of
gestation. Am. J. Vet. Res., v. 46, p. 570-572, 1985.

ZINTL A, GRAY JS, SKERRETT HE, MULCAHY G. Possible mechanisms underlying
age-related resistance to bovine babesiosis. Parasite Immunol. v.27, n.4, p.115-20,
2005.

121



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS, QUADROS E TABELAS
	LISTA DE QUADROS
	LISTA DE TABELAS

	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	2.1. Babesioses bovinas
	2.2. Anaplasmose bovina

	3. OBJETIVOS
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1. Laboratórios
	4.2. Animais Experimentais
	4.3. Exame físico e colheita de amostras
	4.4. Processamento das amostras de sangue
	4.5. Processamento das amostras de Boophilus microplus
	4.6. Pesquisa de DNA de B. bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale
	4.7. Ensaio de imunoadsorção enzimática indireta (ELISA-I)

	5. RESULTADOS
	5.1. Freqüência de infecções por Babesia bovis
	5.2. Freqüência de infecções por Babesia bigemina
	5.3. Freqüência de infecções por Anaplasma marginale
	5.4. Parâmetros Clínicos e Hematológicos
	5.5. População de Boophilus microplus
	5.6. Freqüência de infecções por Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale em teleóginas de Boophilus microplus

	6. DISCUSSÃO
	7. CONCLUSÕES
	8. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

