UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA

Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncia Animal

EPIDEMIOLOGIA DA TRISTEZA PARASITARIA BOVINA EM DIFERENTES
CATEGORIAS DE BOVINOS DE CORTE EM CONFINAMENTO E AVALIACAO
DA TRANSMISSAO VERTICAL

MATHEUS FIGUEIREDO COELHO

Belo Horizonte
2022
Matheus Figueiredo Coelho



EPIDEMIOLOGIA DA TRISTEZA PARASITARIA BOVINA EM DIFERENTES
CATEGORIAS DE BOVINOS DE CORTE EM CONFINAMENTO E AVALIACAO
DA TRANSMISSAO VERTICAL

Dissertacdo apresentada ao colegiado de Poés-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais, como requisito parcial para obtengao do

grau de Mestre em Ciéncia Animal.

Area de Concentragdo: Medicina e Cirurgia

Veterinarias

Orientador: Tiago Facury Moreira
Coorientadores: Julia Angélica Gongalves da
Silveira

Anténio Ultimo de Carvalho

Belo Horizonte

2022



Coelho, Matheus Figueiredo, 1988 -

C6T72e Epidemiologia da tnsteza parasitinia bovina em diferentes categorias de bovinos de corte em
confinamento e avahacio da transmissdo vertical / Matheus Figueiredo Coelho. -2022.
T3l

Ornentador: Tiago Facury Moreira
Coorientadores: Julia Angélica Gongalves da Silveira
Antdnio Ultimo de Carvalho
Dissertacio { Mestrado) apresentada a Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas
Crerans para obtencio do titulo de Mestre,
Area de concentragio: Medicina e cirurgia veterinarias
Bibliografia: . 59 - 71.

. Bovino — Doengas - Teses - 2. Anaplasmose - Teses — 3. Babesiose em bovino - Teses -
I. Moreira, Tiago Facury — I1. Silveira, Julia Angélica Gongalves da — 111 Carvalho, Anténio
Ultimo de — IV. Umiversidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinana - V. Titulo.

CDD - 636.089 69

Bibliotecano responsavel Cnistiane Patricia Gomes — CRB2569
Biblioteca da Escola de Veterinana, Universidade Federal de Minas Gerais



Y
LT ! gl
Sl i
1] Ht
E-? k IHCIPTT WTA B & ::;
ke L
Wi

lllll %
Sl nuu"‘;i""'

R TTTT T

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

FOLHA DE APROVACAO

MATHEUS FIGUEIREDO COELHO

Dissertagio submetida 4 banca examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagdo

em CIENCIA ANIMAL, como requisito para obtengdo do grau de MESTRE em CIENCIA ANIMAL, drea de
concentragdo em Medicina e Cirurgia Veterinarias.

Aprovado(a) em 29 de agosto de 2022, pela banca constituida pelos membros:
Dr.{a). Tiago Facury Moreira - Presidente - Orientador(a)

Dr.a). Camila de Valgas e Bastos
Dr.(a). Rodrigo Melo Manases
Dr.(a). Gustavo Henrigue Ferreira Abreu Mareira

Documento assinado eletronicamente por Tiago Facury Moreira, Professor do Magistério Superior,
em 29/08/2022, as 11:52, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do

sell, 8

assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Camila de Valgas e Bastos Castro, Professora do

Magistério Superior, em 22/08,/2022, as 14:43, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. 52 do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

il
seil o
asiinaturd
EHEtdnica

Documento assinado eletronicamente por Rodrigo Melo Meneses, Professor do Magistério
Superior, em 29/08/2022, as 20:48, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
do Decreton® 10 543 de 13 de novembro de 2020,

Sl:.‘lI A

asvinabara
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Gustavo Henrique Ferreira Abreu Moreira, Usuario
Externo, em 30/08/2022, as 23:41, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
do Degreto n® 10 543 de 13 de novembro de 2020,

seil 8

assinatura
eletronica

~ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site

: https://sei.ufmg.br/seifcontrolador_externs.php?
' EWMW informando o codigo verificador 1684369 &

Referéncia: Processo n? 23072.249126/2022-56 5El n2 16E436%



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por permitir a realizagao dos trabalhos, por ser a for¢a motriz do dia a dia e
pela existéncia de seres admiraveis que sdo os animais.

A minha esposa Gabriela pelo amor, companhia e incentivo. Sua compreensao e seus
conselhos me ajudaram a chegar aqui.

Ao meu filho Marcelo que ¢ a alegria do dia a dia e a motivagao para progressao pessoal e
profissional.

Aos meus Pais, Romel e Maria Goretti, pelos ensinamentos e valores e aos irmaos Erika e
Helder pelo carinho e incentivo.

Agradeco a familia Siano, meu sogros Michele e Simone, pela compreensao e paciéncia.
Ao professor Tiago Facury Moreira que me orientava de modo sereno e assertivo e teve
paciéncia e compreensao em muitos momentos dificeis e pelos ensinamentos.

A professora Jtlia Angélica Gongalves da Silveira que disponibilizou o laboratério para
analises e pela sua disponibilidade e ensinamentos.

Aos Professores Antonio Ultimo de Carvalho, Elias Jorge Facury Filho e Rodrigo Melo
Meneses pelos ensinamentos € compreensao.

Ao colega Henrique Pecanha pela sua ajuda e companhia durante a estadi

a na fazenda.

Aos colegas do Laboratdrio de Protozoologia Veterinaria Gustavo Palacios, Mayara
Lombardi, Anysleide Pérez pela disponibilidade em ajudar nas atividades laboratoriais.

A Fazenda de Santa Ménica que disponibilizou os animais e a estrutura para a execugdo do
estudo, além de contribuir no fornecimento de materiais de laboratdrio. Agradeco também,
aos colaboradores da fazenda que atuam na lida com os animais que se dispuseram a ajudar
durante a coleta de material.

Ao programa de P6s-Graduag@o em Ciéncia Animal e as agéncias de fomento CNPq e

FAPEMIG que possibilitaram a realizagao do estudo.



RESUMO

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) ¢ uma doen¢a endémica no Brasil que causa
prejuizos econdmicos e reducdo do bem-estar em bovinos de corte. Conhecer a dindmica da
TPB, bem como abordar sua transmissdo vertical ¢ fundamental para entender a
epidemiologia da doenca. Objetivou-se com este trabalho avaliar a frequéncia da TPB em
diferentes categorias de bovinos corte em um sistema de confinamento em Minas Gerais, bem
como avaliar a transmissao vertical da doenca em bezerros recém-nascidos. Para determinar a
frequéncia de Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina foram avaliados 665
animais divididos em cinco categorias: animais de Chegada (CH), novilhas do Diagnoéstico de
Gestagdao (DG), bezerros Recém-Nascidos (RN), bezerros Demamados (BD) e animais da
Terminacao (TR). A avaliagdo em todas as categorias foram realizadas através de esfregaco
sanguineo, hematocrito e Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Ademais, em amostras do grupo
RN foram realiados nPCR e andlise da transferéncia de imunidade passiva. Foram
encontrados, ao esfregaco sanguineo, 4. marginale em todas as categorias e Babesia sp. em
nenhuma das amostras. Apenas a categoria RN apresentou significativo valor de hematocrito
abaixo do normal (20,1%). A RIFT indicou area de estabilidade enzdotica para os trés agentes
na categoria animais de chegada e nas novilhas durante o diagndstico de gestagcdo. O grupo
terminagdo s6 ndo possui estabilidade para B. bigemina, e os animais da desmama foram
instaveis para todos os agentes. Em mais de 90% dos bezerros recém-nascidos a transmissao
de imunidade passiva foi boa a excelente ( PT >5,8 g/dL). Na avaliacdo molecular desse
mesmo grupo, observou-se a taxa de transmissdo vertical de 4. marginale de 41,3%, B.

bigemina 0,8% e nenhuma transmissao vertical para B. bovis.

Palavras-chave: Anaplasma marginale. Babesia bovis. Babesia bigemina. nPCR, Reagao de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)



ABSTRACT

Tick Fever is an endemic disease in Brazil that causes economic losses and reduced
welfare in beef cattle. knowing the dynamics of tick fever as well as addressing its vertical
transmission is essential to understand the epidemiology of the disease. The objective of this
study was to evaluate the frequency of tick fever in different categories of beef cattle in a
confinement system in Minas Gerais, as well as to evaluate the vertical transmission of the
disease in newborn calves. For the detection of Anaplasma marginale, Babesia bovis and B.
bigemina, 665 animals were used, divided into five categories: Arrival (CH), Pregnancy
Diagnosis (DG), Newborn (NB), Weaned (BD) and Termination (TR). The evaluation in all
categories was done through blood smear, hematocrit and Immunofluorescence Assay (IFA).
Furthermore, in samples from newborn animals, #PCR and analysis of passive immunity
transfer were performed. A. marginale in all categories and Babesia sp. in any of the samples.
Only the NB category presented a significant hematocrit value below normal (20.1%). The
IFA indicated an area of enzootic stability for the three agents in the category of arrival
animals and in the heifers of the pregnancy diagnosis. The termination group was not stable
for B. bigemina, and the weaning animals were unstable for all agents. In more than 90% of
newborn calves, transmission of passive immunity at an excellent to good level (PT >5.8
g/dL) was found. In the molecular evaluation of this same group, it was observed a vertical
transmission rate of A. marginale of 41.3%, B. bigemina 0.8% and no vertical transmission

for B. bovis.

Keywords: Anaplasma marginale. Babesia bovis. Babesia bigemine. Prevalence. nPCR. IFA.
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1. INTRODUCAO

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) ¢ um complexo de doengas infecciosas causada,
principalmente, pela rickettsia Anaplasma marginale e/ou pelos protozoarios Babesia bovis e
B. bigemina, que acometem os eritrocitos dos bovinos causando assim manifestagdes clinicas
como anorexia, febre, anemia, ictericia, hemoglobintria, queda de produtividade e

mortalidade nos animais mais sensiveis (Kessler e Schenk, 1998; Gongalves, 2000).

A doenga ¢ considerada endémica em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, a
perda econdmica anual € cerca de 3,5 milhdes de dolares na producao bovina, principalmente
em areas de instabilidade enzodtica (Trindade et al., 2010 e Grisi et al., 2014). No Rio Grande
do Sul, dos animais que vieram a 6obito por doenga parasitarias, 50% foram por TPB (Almeida
et al., 2006). Na América Latina, as perdas econdmicas anuais causadas pela anaplasmose

variam de USS$ 800 a 875 milhoes (Kocan et al., 2003).

A transmissdo dos trés agentes se dd pelo vetor biologico Rhipicephalus microplus,
ixodideo que possui distribuicdo intimamente relacionado a presenca do carrapato
Rhipicephalus microplus que se encontra entre os paralelos 32°N e 32°S em regides tropicais
e subtropicais (Guglielmone, 1995). Os agentes também podem serem transmitidos de forma
iatrogé€nica, mediante transfusdo sanguinea, fomites contaminados com sangue, incluindo
agulhas e instrumentos cirurgicos e, no caso de A. marginale, a transmissdo pode ocorrer
mecanicamente por dipteros hematofagos do género Tabanus e Stomoxys (Kocan et al., 2010
e Aubry e Geale, 2011). A transmissdo vertical da TPB ndo é comum, mas ha casos tanto da
infec¢cdo vertical da babesiose (Bacarense et al., 2001) quanto da anaplasmose, sendo esse
mais frequente e apresentando importancia epidemioldgica na transmissao do agente em

algumas regioes (Kocan et al., 2003; Aubry e Geale, 2011 e Meneses, 2013).

O diagnostico da TPB pode ocorrer por muitas técnicas. Tradicionalmente, suspeita-se
da TPB pelos sinais clinicos e/ou alteragdes de hematocrito e depois a doenga ¢ confirmada
por esfregacos sanguineos, porém a sensibilidade adequada do esfregaco somente ocorre
quando a parasitemia € alta e os sinais clinicos podem ser inespecificos (Brito et al., 2010 e
2013). Métodos sorologicos podem também ser empregados para diagnostico e ainda sdo os

mais utilizados em estudos epidemioldgicos. Dentre eles, o ELISA (Ensaios
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imunoabsorventes ligados a enzimas) e a RIFI (Reacdo de Imunofluorecéncia Indireta) sdo os
mais usuais apresentando alta sensibilidade e especificidade (Bose et al., 1995). Técnicas
moleculares como o PCR também podem ser empregadas para este fim ¢ vem sendo utilizada
cada vez mais na rotina em animais de producdo devido a elevada precisdo em identificar
fragmentos de DNA do agente (Costa-Junior ef al., 2006).

Devido a importancia da TPB, conhecer a epidemiologia da doenca se mostra
necessario, uma vez que esse tipo de estudo permite entender a dindmica da infec¢cdo e da
doenca, identificar quais sao os agentes predominantes, predizer a situacdo epidemioldgica e
assim essas informagdes podem servir de base para proposicdo de medidas de controle,
estratégias de monitoramento e prevencdo de surtos. Salienta-se também que, no gado de
corte, estudos epidemioldgicos da TPB sdo escassos no Brasil e tanto essa atividade quanto a
atividade leiteira, nas ultimas décadas, vém vivenciando mudangas no sistema de produgao
que podem contribuir para alteracdes nos padrdes de ocorréncia da TPB (Madruga et al.,
1987 e Vespasiano, 2016). Portanto, deve ser prioritario o desenvolvimento de pesquisas que
possam elucidar a dinamica da TPB nos diversos sistemas produtivos do Brasil, o que

contribui no desenvolvimento de programas de controle e prevengao dessa enfermidade.

2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Avaliar a prevaléncia dos principais agentes da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB),
Anaplasma marginale, Babesia bovis e B. bigemina, em diferentes faixas etarias de bovinos e
a transmissdo vertical dos agentes em bezerros recém-nascidos em um rebanho confinado de
gado de corte criado de modo intensivo em uma fazenda no municipio de Sao Jodao da Ponte,

Minas Gerais, Brasil.
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2.2 Especificos

- Avaliar a frequéncia de riquetsemia e parasitemia pelo esfregaco sanguineo nas
diversas faixas etrias e sua relagdo com a TPB.
- Avaliar as alteragdes de hematocrito ocorridas nas diversas faixas etarias e sua

relagdo com a TPB.

- Avaliar, através da sorologia, a dindmica dos anticorpos anti-A. marginale, anti-B.

bovis e anti-B. bigemina em animais de diversas categorias.
- Avaliar a transferéncia de imunidade passiva em bezerros recém-nascidos

- Avaliar a frequéncia de transmissao vertical dos agentes da TPB em bezerros recém-

nascidos

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico

Babes em 1888 investigou surtos de doencas que causavam hemoglobiniria em
bovinos na Roménia e acreditando que o agente causador era uma bactéria, denominou o
agente de Haematococcus bovis. Ele entdo foi o primeiro pesquisador a descrever piroplasma
no sangue desses animais (Angus, 1996). Posteriormente, nos EUA, investigagdes por Smith
e Kilborne (1893) demonstraram o organismo causador da "febre do Texas" (babesiose)
denominado Pyrosoma bigminum (Babesia bigemina). Esses mesmos autores, demonstraram
a transmissdo da Babesia de um artropode (Boophilus annulatus) para os bovinos. Apos isto,
foram relatados casos de babesiose em diversas partes do mundo. Na Argentina, Lignicres
(1903) descreveu duas formas de 'Tristeza' (babesiose) "forma A" e "forma C". Estes foram

mais tarde conhecidos como Babesia bigemina e B. argentina (B. bovis), respectivamente.
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Quanto a anaplasmose bovina, em 1893 o agente foi descoberto em esfregaco
sanguineo de bovinos doentes pelos pesquisadores, Smith e Kilbourne, em seus estudos com
Babesia bigemina. Porém na ocasido, mesmo visualizando corpusculos semelhantes a coccus
na margem dos eritrocitos, os pesquisadores acreditavam que isso se tratava de um estagio do
ciclo da B. bigemina ao invés da riquétsia em uma infec¢cdo mista. Posteriormente, Theiler
(1910) foi o primeiro a descrever o A. marginale na Africa do Sul ao reconhecer que havia
infeccdo mista e depois isolando os agentes em infecgdes puras de B. bigemina e A.

marginale.

3.2 Tristeza Parasitaria Bovina (TPB)

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) ¢ um complexo de doengas infecciosas causada
principalmente pela rickettsia do género Anaplasma e pelos protozoarios do género Babesia.
As espécies desse complexo que acometem os bovinos no Brasil e que se denominam
anaplasmose e babesiose sdo respectivamente Anaplasma marginale, Babesia bovis e B.

bigemina (Kessler e Schenk, 1998).

Apesar de apresentarem algumas diferencas, tanto a anaplasmose quanto a babesiose
sao tratadas dentro do mesmo complexo de doengas por terem em comum diversas
caracteristicas como: agentes etiologicos intraeritrocitdrios obrigatorio, resultando em sinais
clinicos semelhantes devido a destruicdo de hemadcias. Também, todos os agentes sdo
transmitidos principalmente por carrapatos da espécie Rhipicephalus microplus e, de forma
comum, pode ocorrer a infec¢do concomitante por dois ou trés agentes. O tratamento ¢ outro
ponto em comum, pois os agentes podem ser tratados com mesma droga, o dipropionato de
imidocarb, o que altera ¢ a dosagem que para anaplasmose requer dose duas vezes e meia
maior do que para babesiose. No caso da infec¢do for somente 4. marginale, esta pode ser
tratada de modo especifico com antimicrobianos da classe das tetraciclinas e com
enrofloxacino, enquanto a babesiose com diaceturato de diminazeno. (Facury-Filho 2012 e

Santos et al., 2019).
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3.2.1 Anaplasma marginale

Anaplasma marginale pertence ao reino das bactérias, filo protobactéria, classe
Alphabacteria, ordem Rickettisales e familia Anaplasmataceae. Sdo parasitos obrigatorios de
eritrocitos € no esfregaco sanguineo apos coloragdo por Giemsa, apresentam-se como
pequenos "corpsculos de inclusdo" arrendodados vermelho-escuros com aproximadamente 0,3
a 1 um de diametro no eritrocito, tipicamente na sua margem externa (Taylor et al., 2017).

O ciclo bioldgico de desenvolvimento do A. marginale se inicia quando o carrapato
ingere eritrécitos infectados durante o seu repasto sanguineo. A rickettsia entdo, replica-se
inicialmente nas cé€lulas intestinais do artrépode com posterior infeccdo de demais tecidos,
incluindo a glandula salivar que ira servir como carreadora do agente para os bovinos. Dentro
do carrapato o parasita se apresenta em duas formas: reticulada ou densa. Observa-se,
primeiramente, a forma reticulada, a qual se divide por fissdo bindria e parece ser a forma
vegetativa. Em seguida muda para a forma densa, forma esta infecciosa e que consegue
sobreviver extracelularmente (Figura 1). Nos bovinos, os corpusculos iniciais de 4. marginale
se aderem a superficie dos eritrocitos por um processo chamado rofeocitose, que consiste na
invagina¢do da membrana plasmatica das heméacias formando um vacuolo parasitéforo. Nesse
vactolo, o agente se multiplica por fissdo bindria e saindo das hemadacias sem rompé-las e
prosseguindo-se a infec¢do de outras hemacias. O periodo de incubagao da doenga ¢ variavel,
mas se encontra por volta de 7 a 60 dias, com média de 28 dias apds infec¢do (Ribeiro e

Passos, 2002 e Kocan ef al., 2003).
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Anaplasma marginale no bovino Rhipicephalus
microplus

Células Enitroctos —
endoteliais S <\

Formas densas
mfectantes

Transmissio biolégica dos carrapatos
pelo carrapato

Multiplicagio em
Transmissdo Vertical g diversos tecidos

Transmissio mecinica
por transferéncia de
hemacias infectadas

Fonte: Adaptacdao de Kocan et al. (2003) e Rodriguez et al. (2009). Ilustracao: Isabela Melo, 2019.

Figura 1: Ciclo biologico do Anaplasma marginale nos hospedeiros intermediario (bovino) e
definitivo (carrapato) e vias de transmissdo mecanica e biologica.

Quanto a transmissdo de 4. marginale para o hospedeiro, esta pode ocorrer de trés
formas: bioldgica, mecanica e vertical. A bioldgica ocorre através de carrapatos, dos quais
mais de 20 espécies transmitem a riquettsia no mundo. No Brasil a espécie responsavel pela
transmissdo € o Rhipicephalus microplus, que se contamina ao ingerir eritrocitos infectados
com as rickétsias e depois as transmitem ao bovino por meio do repasto sanguineo
(Guglielmone, 1995 e Ribeiro e Lima 1996). Ja a transmissdo mecanica ocorre através da
picada de dipteros hematofagos do género Tabanus e Stomoxys e também por meio de
transfusdo sanguinea, de fomites contaminados com sangue como instrumentos cirurgicos e
agulhas (Kocan et al., 2010 e Aubry e Geale, 2011). Outra forma de contaminagdo pelo
agente ¢ através da transmissdo vertical. Pontua-se que os bovinos persistentemente
infectados e os carrapatos machos se comportam como um reservatorio para a transmissao
mecanica e/ou biologica do patdogeno (Kocan et al., 2010).

Quanto a sintomatologia clinica da anaplasmose, esta se manifesta na forma de

superaguda, aguda, cronica e subclinica. A forma superaguda ¢é rara, em poucas horas ocorre
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morte do animal e ocorre em bovinos acima de trés anos de vida sem contato prévio com o
agente. Na forma aguda observa-se anemia grave, ictericia, depressdo, fraqueza,
emagrecimento progressivo, frequéncia cardiaca e respiratoria aumentadas, aborto,
inapeténcia, desidratacdo e febre (39,4 a 41,7°C) que persiste por trés a sete dias e provavel
morte. A doenca cronica segue os casos agudos e pode persistir por varios meses, se
caracterizando por anorexia, perda de peso, anemia e ictericia. Animais jovens sdo mais
resistentes e geralmente apresentam a forma branda da doenca, que entdo ocorre em animais
de até um ano de idade e com o passar do tempo pode tornar-se severa (Ristic, et al 1972,

Waner et al., 2010 e Taylor et al., 2017).

3.2.2. Babesia bovis e B. bigemina

Babesia bovis e B. bigemina s3o protozoarios de filo Apicomplexa da ordem
Piroplasmorida que parasitam hemadcias de ruminantes. Babesia bovis ¢ um microrganismo
pleomorfico pequeno, tipicamente identificado como um unico corpusculo, como pequenos
corpusculos arredondados ou como corpusculos pareados em formato de pera, em um angulo
obtuso, no centro do eritrcito maduro. A forma arredondada mede 1 a 1,5 um e o corpusculo
piriforme mede 1,5 x 2,4 pm de tamanho. As formas de “anel de sinete” vacuolizadas sdo
especialmente comuns. Ja a B. bigemina ¢ uma grande Babesia pleomorfica tipicamente vista
e identificada pelos corpusculos em formato de pera unidos em um angulo agudo, no interior
do eritrécito maduro. As formas arredondadas medem 2 um e as formas piriformes alongadas
medem 4 a 5 um. Os estdgios eritrociticos carecem de conoide, microporos € mitocondria
tipica, mas apresentam anéis polares anterior e posterior e, tipicamente, duas roptrias (Taylor

etal., 2017).

Muitas espécies de carrapatos veiculam os agentes ao redor do mundo, mas o
carrapato responsavel pela transmissdao da doenga aos bovinos no Brasil ¢ o Rhipicephalus
microplus. Transmissdo mecanica também pode ocorrer por meio de transfusdo sanguinea e
fomites contaminados. Por ultimo, ainda ha a possibilidade de transmissao vertical , em que
no caso de B. bigemina ha registros em bezerros que datam de 1936 feitos por Zolotareff e
Roux (1939). B. bovis foi relatada em fetos por Yakimoft (1936) e em bezerros por Waintraub
(1938).



19

Quanto ao ciclo bioldgico, o carrapato contaminado ao fazer o repasto sanguineo no
bovino inocula esporozoito na corrente sanguinea que ira penetrar na membrana celular de um
eritrocito com a ajuda de complexo apical especializado. Dentro da hemécia, o esporozoito se
transforma em um trofozoito que dard origem a dois merozoito pelo processo de merogonia.
Alguns merozoitos se transformam em gametdcito (formas sexuadas) que infecta o carrapato
ao se alimentar de eritrécitos contaminados. No intestino do carrapato as formas sexuadas
formam os corpos estrelados que sdo os gametas masculinos e femininos, que se fundirdo para
dar origem ao zigoto que penetram as células e sofrem divisdo por esquizogonia, originando
o0s esporocinetos, que serdo depois liberados na hemolinfa e atingirdo outros 6rgaos inclusive
o ovario. Com isso, irdo penetrar ¢ multiplicar-se nos évulos ocorrendo entdo a transmissao
transovariana (Figura 2). Nas larvas do carrapato, o parasito se multiplica no sistema
digestivo, migra e multiplica na glandula salivar dando origem a forma infectante, os
esporozoitos, que serdo transmitidos aos bovinos no caso da B. bovis no estagio de larvas e na
B. bigemina as formas infectantes s serdo formadas em ninfas e carrapatos adultos (Kessler e

Schenk, 1998 e Bock et al., 2004).
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Figura 2: Ciclo biolégico de Babesia sp em bovinos.
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O periodo de incubagdo da Babesia sp. pode varia entre sete a 14 dias e quanto aos
sinais clinicos, a doenca aguda por B. bovis geralmente ocorre por trés a sete dias, com febre
(40°C) inicialmente seguido por depressdo, inapeténcia, taquicardia e fraqueza.
Frequentemente, ha hemoglobinuria e em casos prolongados ocorre anemia e ictericia.
Babesiose cerebral ¢ causada pela B. bovis e caracteriza-se como uma sindrome cortical
manifestando sinais neuroldgico, em que o progndstico ¢ na maioria das fatal. Esta forma
clinica esta associada a agregacdo de eritrocitos infectados na microcirculacdo nos leitos
capilares do cérebro.

Na babesiose causada por B. bigemina, os sinais clinicos estdo diretamente
relacionados a destrui¢do de eritrocitos, em que hemoglobinuria estd presente mais cedo e de
forma mais consistente que na B. bovis podendo a febre ser menos intensa. Nao ha
envolvimento cerebral e o gado agudamente atingido nao ¢ tdo afetado de forma severa como
na B. bovis. Porém em alguns casos a doenga pode progredir rdpido com anemia subita grave,

ictericia e morte.(Callow et al., 1993, De vos e Potgieter, 1994 e Bock et al., 2004)

3.3 Epidemiologia da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB)

O conhecimento da situagdo epidemioldgica da TPB esta relacionado com a presenga
dos vetores de seus agentes. A ocorréncia de babesiose estd intimamente relacionado a
presenca do carrapato Rhipicephalus microplus que se encontra entre os paralelos 32°N e 32°S
em regides como Africa, Australia, Asia, América Central e do Sul, ficando de fora parte do
municipio de Santa Vitoria do Palmar e Chui no extremo sul do Rio Grande do Sul, Uruguai e
o Sul da Argentina. Na América do Norte ndo ¢ citada a presenca de B. bovis, no entanto, B.
bigemina estd presente neste continente (Bock et al., 2004 e Vidotto, 2002 e Taylor et al,
2017) .Como observagao, essas babesias podem ser transmitidas por outros carrapatos como o
R. annulatus e R. geigyi e no caso de B. bigemina também pelo R. evertsi (McCosker, 1981).
J& anaplasmose pode ocorrer em areas livres do carrapato, pois sua transmissao também

ocorre por moscas hematofagas, fomites contaminados e via vertical.

Outro ponto na epidemiologia da TPB diz respeito a aquisi¢do de imunidade aos
agentes da doenca pelos bovinos. Animais jovens sdo mais resistentes do que adultos. Além

dos anticorpos maternos fornecerem aos bezerros protecdo frente aos desafios por
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aproximadamente dois meses; segundo Farias (1995), essa prote¢do por anticorpos colostrais,
que contra B. bovis permaneceria em titulagdes apreciaveis até no maximo 90 dias e, contra B.
bigemina por volta 60 dias de vida, depois desse tempo adquire-se imunidade inata forte entre
trés e nove meses de idade. A reagao imunologica nos animais jovens ¢ diferente dos adultos.
Nos primeiros, o pico de produgdo de IL-12 e IFN-y ocorre trés dias mais cedo, e o pico sérico
de IFN-y nos bezerros ocorre cinco dias antes do que nos adultos. Além disso, iNOS (6xido
nitrico sintase indutivel) foi detectado s6 nos bezerros e a producdo de 6xido nitrico (NO)
pelos macrofagos esplénicos dos bezerros foram maior do que dos adultos quando infectados
com B.bovis. (Goff et al., 2010 e Santos et al., 2019). Ainda animais jovens possuem
hemoglobina fetal que € mais resistente a infec¢do do que a hemoglobina de adultos; possuem

eritropoiese intensa e timo funcional.

A partir disso, foi formulado por Mahoney e Ross (1972) e Mahoney (1974 apud
Jonsson et al., 2012) trés situacdes epidemioldgicas para B. bovis, que atualmente ainda sdo
referéncia para estudos na area, tanto que o conceito foi abrangido para demais agentes da
TPB. A primeira situagdo se configura como areas livres em que ndo ha a presenca do
carrapato como em regides acima do paralelo 32°N e abaixo do 32°S, bem como em regides

de elevada altitude onde o frio limita o desenvolvimento do artropode.

A segunda situacdo ¢ a area de instabilidade enzoética que se situa proéximo aos
paralelos 32°N e 32°S e sdo conhecidas como areas marginais. Nessas 4reas, tem-se a
interrupg¢ao do ciclo do carrapato durante o inverno, o que pode provocar a condi¢do de baixo
"desafio imunologico" com os agentes da TPB nos bezerros antes dos nove meses idade e
assim ocorrer a situagdo em que menos de 75% dos animais nessa faixa etdria sejam
infectados e, por consequéncia, deixariam de ser naturalmente protegidos imunologicamente.
Com isso, pelo baixo nimero de animais protegidos nessa area héa o alto risco de ocorréncia
de surtos da doenga. (Mahoney e Ross, 1972 e Santos ef al., 2019). Ja Riet-correa et al., (2001
apud FAO, 1984) cita que uma regido ¢ considerada de instabilidade enzootica, quando o
percentual de animais sorologicamente positivos para Babesia spp. for de 15%-80%. Areas
como a regido seca de Sergipe, regido seca da Paraiba, no centro-sul do Parana e extremo sul

do Rio Grande do Sul, sdo regides de instabilidade enzodtica (Bahia et al., 2020).
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Quanto a ultima situagdo, trata-se da estabilidade enzodtica, que sdo areas situadas
dentro dos paralelos 32°N e 32°S, mas fora das zonas marginais. Nesta condi¢do, espera-se
que normalmente mais de 75% dos bezerros até a idade de nove meses sejam expostos aos
agentes da TPB e adquirido boa protecdo imune. O risco de surtos nessas areas ¢ minimo e se

encontra nela a maior parte do territorio brasileiro (Santos et al., 2019).

Portanto, essa classificagdo basea-se no principio de que para o animal se tornar imune
sem adoecer clinicamente, ¢ necessario que ele tenha contato com o carrapato numa taxa de
infestagdo de 10 a 40 teledginas por animal/dia antes dos nove meses de idade (Mahoney e
Ross, 1972). Nesses animais, apos curto periodo de parasitemia, eles se recuperam
naturalmente, mas ao que parece, a infecgdo persiste por longo tempo de modo brando sem
causar a doenga clinica e a0 mesmo tempo sendo suficiente para estimular o sistema imune
evitando assim o surgimento da doenca clinica. A questdo dos vetores nas areas
epidemiologicas esta relacionado a quantidade de carrapatos ao longo do tempo, em que nas
areas de estabilidade enzodtica, a quantidade de carrapatos ¢ mais ou menos constante o
suficiente para imunizar boa parte dos animais, enquanto nas areas de instabilidade, o nimero
de carrapatos ¢ irregular e muitos animais se infectam tardiamente podendo a infec¢do ser

letal (Mahoney, 1969 e Moreira, 2013).

Deve-se ressaltar que essas situagdes epidemiologicas nao sao absolutas, sendo que ha
inimeras circunstdncias que podem alterar o cendrio epidemiologico de uma area. Por
exemplo, o controle excessivo do carrapato por diversas formas como pelo uso intenso de
carrapaticidas, manejo de pastagens, densidade animal e dos vetores, estabulamento de
animais e entre outros manejos, podem gerar baixo desafio dos animais contra os agentes da
TPB e assim gerar a instabilidade enzodtica. De modo semelhante, podem ocorrer situagdes
de instabilidade no sertdo nordestino devido a seca prolongada que interrompe o ciclo do
carrapato e a transmissao dos agentes da TPB, o que deixa os animais susceptiveis a doenca.
O descontrole do carrapato permitindo o excesso de infestacdo nos animais bem como o alto
desafio dos agentes da TPB, pode provocar surtos da doenca em area considerada estavel
(Santos et al., 2019). Pontua-se também que, de modo geral, mesmo que os bezerros sejam
considerados mais resistentes as infec¢des, porém onde a endemia € estavel, casos clinicos sao
observados primordialmente nestes animais (Oliveira et al., 2014). A ocorréncia de casos

clinicos nos bezerros pode ser explicada, em parte, pela queda na imunidade passiva a partir



23

do 28° dia apds o nascimento, quando os anticorpos colostrais comegam a ser substituidos por

aqueles produzidos pelo proprio animal (Madruga et al., 1984).

Além das condigdes epidemiologicas ndao serem absolutas, atualmente, ha o
questionamento dessa classificacdo proposta por Mahoney. Jonsson et al. (2012) afirmaram
que ndo ¢ adequado predizer sobre a probabilidade de estabilidade endémica em estudos
soroldgicos com unica avaliagdo transversal. A classificacdo ainda ndo se aplicaria em
situacdes em que ha sistemas sem dados especificos de doenca clinica, gendtipo dos
hospedeiros, espécies de patdogenos e carrapatos, tendo em vista a grande variacdo na
patogenicidade. Os dados do estudo de Mahoney eram especificos para R. microplus
infectados por B. bovis € B. bigemina, infestando bovinos Bos taurus € mestigos, no estado de
Queensland, Australia. Ou seja, o conceito pode ndo ser valido para ragas ndao contempladas
no trabalho e para outras localidades. Também, o estudo base pode ndo ser aplicado em
infeccoes por diversos patogenos, como A. marginale cujas contribuigdoes relativas da
imunidade inata, imunidade passiva e dinamica da infec¢ao para ocorréncia da doenga nao sao
tdo claras, ou para doengas cuja a imunidade inata domina a imunidade adquirida. Ainda,
Jonsson et al. (2012) acrescentaram que havia baixa sensibilidade e especificidade dos testes
soroldgicos a época do trabalho de Mahoney, o que impactaria nos resultados. Essa
desconfianga quanto as classificagdes ¢ ainda corroborada por resultados como de Vespasiano
(2016), que, no seu estudo, encontrou mais de 75% dos animais aos nove meses de idade
soropositivo para os trés agentes da TPB, o que classifica a propriedade como estavel e
mesmo assim havia alta frequéncia de animais susceptiveis com grande incidéncia de quadros
clinicos da doenga em bezerros jovens. Portanto, essa classificagdo vigente de drea instavel e
estavel deve ser usada com ponderacdes, pois em muitos casos somente a frequéncia de
animais soropositivos ndo ¢ o suficiente para determinar o status epidemioldgico da

propriedade.

3.3.1 Importincia do estudo epidemiologico da TPB

Estudos epidemiologicos da TPB podem auxiliar no planejamento de medidas de
controle e nas estratégias de monitoramento da doenga (Vespasiano, 2016). Por exemplo,

segundo Silvina Wilkowsky do Centro de Investigagdo em Ciéncias Veterinarias e Agraria
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(INTA) - Argentina, onde tem-se delimitadas as zonas chamadas "de lucha" cujos produtores
devem controlar de modo obrigatdrio os carrapatos em suas propriedades para manté-los em
quantidades baixas e assim atingir o objetivo de impedir o desenvolvimento do vetor em
direcdo a areas livres (Farber, 2016). Também esse tipo de estudo ¢ ferramenta essencial para
indicar a possibilidade de ocorréncia de surtos da doenga ou ndo em uma determinada regido.
Identificando uma area instavel, por exemplo, considera-se adotar medidas de controle como
a ado¢do de manejo adequado, controle de vetores, vacinagdo, critério no transporte de
animais e entre outros. Isso porque, considera-se que nessas areas, a TPB pode causar muitos
prejuizos devido aos surtos da doenca que promove alta taxa de casos clinicos e mortalidade
(Santos et al., 2017). A identificagdo de animais portadores dos parasitos da babesiose esta
associado ao risco de introdu¢do da doenga através da importacao de animais assintomaticos,

0 que tem impacto negativo no comércio internacional de gado (Alvarez., et al 2019).

Além disso, devido ao fator diversidade climatica que muito impacta a situagdo
epidemioldgica da doenga em uma regido, em paises como o Brasil que possui esse aspecto,
se faz necessario ampliar o conhecimento nas variadas areas geograficas do pais. Em regides
semiaridas do Nordeste, por exemplo, ha escassez de estudos epidemioldgicos sobre a TPB
(Santos et al., 2017). Além disso, no estudo da anaplasmose, por exemplo, cada propriedade
representa uma unidade epidemioldgica na qual o ambiente e os fatores imunologicos
interagem e podem influenciar o estado endémico do patdégeno (Silva e Fonseca 2013). Na
mesma linha, o estudo epidemiologico da doenga aumenta sua importincia no atual momento
da pecudria brasileira, em que a intensificagdo acentuada dos sistemas produtivos seja ele, de
carne ou de leite, que vém ocorrendo nas duas ultimas décadas, podem contribuir para
alteragdes nos padroes da TPB, necessitando de pesquisas para esclarecer a dindmica da

doenca (Vespasiano, 2016).

Portanto, estudos epidemiologicos da TPB em que se utiliza, por exemplo, dados de
prevaléncia ou incidéncia sdo importantes para entender a dindmica da infec¢dao e da doenca,
identificar quais sdo os agentes predominantes, os fatores de risco e seu peso em cada unidade
epidemioldgica e assim essas informacgdes podem servir de base para proposicdo de medidas

de controle, estratégias de monitoramento, gestao de risco e prevengao de surtos.
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H4 intimeros trabalhos no Brasil que através de técnicas soroldgicas ou moleculares
abordaram a prevaléncia da TPB em determinadas regides do pais e o Quadro 1 exemplifica
isso. Junior, (2006) e Silva et al. (2014), por meio da sorologia, verificaram instabilidade
enzoootica para A. marginale no Pard. J& no estado do Pernambuco e da Paraiba foi
encontrado instabilidade para os trés agentes da TPB (Santos et al., 2017 Costa, et al., 2018).
Em Santa Catarina, por meio do PCR, confirma-se a instabilidade para TPB, exceto um dos
trabalhos que apontou ligeiro aumento de 4. marginale (Vieira, 2014, Canever et al., 2014 ¢
Casa, 2017). Em Minas Gerais, pela técnica sorologica, Vespasiano (2016) encontrou
estabilidade para TPB, apesar de relatar ocorréncia de casos clinicos da doenga em animais
jovens. Pela técnica molecular foi encontrado instabildiade para os patdogenos (Vespasiano,
2016 e Bahia et al., 2020). Em Sao Paulo, por meio da técnica de PCR, foi verificado
estabilidade para Babesia sp. em gado de corte Angus (Oliveira et al., 2014 e Gigliote, 2016)

Quadro 1: Prevaléncia da TPB no Brasil segundo diversos estudos publicados entre 2006 e 2020.

Fonte Técnica Localidade Grupo animal A. B. B.
diagnostica marginale | bigemina | bovis
Junior, (2006) Elisa Para-Brasil 246 amostras de fémeas 66,2% 98,5% 95,4%
adultas nelore e
mesticas p/ leite
Souza et al., RIFI Piaui-Brasil 202 amostras de 89,1% 52,5% 68,8%
(2013) nPCR bovinos girolando >1 76,2% 52% 33,2%
ano
Oliveira et qPCR Sdo Paulo - 150 amostras - entre - 100% 98%
al., (2014) Brasil bezerros e vacas -
Nelore x angus
Silva et al., iElisa Para- Brasil 679 bovinos Nelore a 74,2% 97,3 97,3
(2014) pasto
Canever et PCR Santa Catarina | 33 amostras - 8 meses a 60,6% 63,6% 18%
al., (2014) Multiplex - Brasil 4 anos - Limousin e
Charolés
Vieira (2014) multiplex Santa Catarina 257 amostras de 27,24% 16,3% 29,57%
PCR - Brasil bovinos entre 3 meses e
11 anos
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Giglioti et al., qPCR Sdo Paulo - 51 amostras de Angus - 98% 100%
(2016) Brasil machos de 2 anos
aprox.
Vespasiano RIFI (1:40) Minas Gerais - | 244 fémeas Holandesas 83,33%, 83,33% | 93,33%
(2016) nPCR Brasil - Bezerros a adultos 48% 32% 32%
Santos et al., RIFI (1:40) Pernambuco - | 861 amostras de nelore, 40,25% 37,25%, 43,6%
(2017) Brasil girolando e outros
mesti¢os >6m
Casa, (2017) PCR Santa Catarina | 311 amostras - raga de 79,91% 59.81% | 72,02%
- Brasil corte Criola Lageana
Costa, et al., PCR Paraiba - 41 bezerros de 30 dias a 61% 17,1% 7,3%
(2018) Brasil 1 ano
Bahia et al., PCR Minas Gerais - | 300 bezerros entre 10 a 55,66%, 15,33% 4,0%
(2020) Brasil 300 dias de idade

3.4 Transmissao vertical dos agentes da TPB

A transmissao vertical dos patégenos ocorre da mae contaminada para o feto, que se
infecta ainda no tutero. Tanto a importadncia epidemioldgica, quanto o mecanismo da
transmissdo vertical da A. marginale sdo controversos. Kuttler (1984) afirmou ndo haver
transmissdo vertical de anaplasma. Porém, posteriormente, com o avangar dos métodos de
diagnoéstico, ha intimeros trabalhos que relatam essa transmissdao. E isso pode ocorrer em
vacas sob condi¢des de inoculacdo constante em areas endémicas ou quando a vaca gestante
apresenta a doenca aguda (Potgieter ¢ Van Rensburg 1987 e Ribeiro ef al, 1995). A
exemplos, Potgieter e Van Rensburg Van (1987) encontraram 15,6% de transmissdo vertical .
Em gado de corte em area endémica Grau ef al., (2013) encontrou uma taxa de transmissao
vertical de 10,5%. Meneses (2013), em gado de leite em MG, encontrou a taxa de 10% dessa
transmissao. Brito et al.( 2019) encontrou a taxa de 68,75% dessa transmissao no norte do
Brasil em gado mestico. Com isso, conclui-se que a transmissao vertical pode ter um papel

importante na transmissdo e na epidemiologia da doencga (Maldonado et al., 2012).
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No caso da transmissdo vertical de Babesia spp., segundo Neitz (1956), a transmissao
intrauterina de B. bigemina foi registrada em bezerros em 1936 por Zolotareff e Roux e por B.
bovis foi relatada em fetos por Yakimoff (1936) e em bezerros por Waintraub (1938). No
casso desses dois patdgenos, muitas vezes, essa via de transmissao ¢ ainda considerada sem
relevancia para propagacdo e manutencao da doenga em um rebanho, porém ela pode estar
sendo subestimada e ter sim importancia epidemiologica (Ribeiro et al., 1995, Kessler e
Schenk, 1998 e Costa et al., 2016). A exemplos, Costa et al. (2016) encontraram taxa de
infeccdo congénita de 6,6% para B. bovis e 3,3% para B. bigemina em area de estabilidade
enzootica no nordeste brasileiro. Brito ef al. (2019), em Ronddnia-RO, encontraram a taxa de
81% de transmissdo vertical de B. bovis baseado na positividade ao PCR de bezerros de um

dia de vida.

Com relagdo a0 momento que a vaca gestante transmite os parasitos, a maioria dos
trabalhos com A. marginale mostraram que bezerros positivos a técnicas moleculares ou
soroldgica pré-colostral vieram de vacas naturalmente infectadas (Potgieter ¢ Van Rensburg,
1987; Maldonado et al, 2012; Meneses, 2013; Silva et al, 2014; Costa et al, 2016). Grau,
(2013) afirmou que vacas cronicamente, infectadas sem histérico de anaplasmose aguda,
infectam seus descendentes via transplacentdria. Na fase aguda da doenca, em trabalho
experimental, essa via de transmissao ocorreu e o contagio fetal se deu no segundo e terceiro
trimestre de gestacdo. Porém, um estudo recente mostrou que a transmissao de 4. marginale
pode ocorrer em qualquer fase de gestagdo com tendéncia a acontecer nos trés ultimos meses

de gestacdo e B. bigemina no ter¢o final a médio (Andrade, 2021).

Fatores que aumentam o desafio dos fetos frente aos patdgenos bem como a reinfeccao
constante de vacas gestantes sao importantes no processo de infecgdo fetal (Costa et al 2016).
A imunossupressao transitoria que ocorre em vacas no periparto ¢ a razao de infeccdes
subclinicas e possivelmente a causa do aumento da transmissdo vertical (Silva et al., 2014).
Sabe-se que a imunossupressdo materna pode ocorrer, principalmente, nas tltimas semanas de
gestacdo e no parto por questdes hormonais e metabolicas desse periodo que faz o animal
apresentar um balanco energético negativo e consequente mobilizagdo de reservas corporais.
Isso por consequéncia, aumenta os niveis sanguineos dos 4cidos graxo ndo esterificados
(AGNE) e de corpos cetdnicos no organismo do animal que sdo prejudiciais ao sistema imune

com redugdo da atividade leucocitaria e da explosdo oxidativa de neutréfilos (Sartorelli et al.,
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1999, LeBlanc, 2010 e Ster et al., 2012). Além da imunossupressdo da vaca gestante, outros
fatores podem estar relacionados a transmissao vertical como o aumento da permeabilidade
vascular do utero e feto. Nos ultimos meses de gestacdo, hd mudangas na conformagado
anatomica da placenta, aumento exponencial do tamanho fetal que como consequéncia, eleva
o nivel de exigéncia de nutrientes e aumento da eritrofagocitose fetal (Bell, 1995, Pereira et

al.,2010 e Andrade 2021).

4. MATERIAL E METODOS

I- ATIVIDADE DE CAMPO

4.1. Consideracoes éticas

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da
UFMG sob ntimero de protocolo 255/2021 (Anexo 1) e com validade até 23/01/2027.

4.2. Local e periodo de atividades

A coleta de material foi realizada no més de Janeiro em uma fazenda especializada em
atividade de gado de corte intensiva, localizado no municipio de Sao Jodo da Ponte, no estado
de Minas Gerais. O municipio se situa ha 535 km da capital do estado e encontra-se na
latitude 15° 55> 44” sul e a uma longitude 44° 0’ 28” oeste. O bioma da regido ¢ de
predominio caatinga e cerrado e o clima da regido ¢ caracterizado como tropical com estacao
seca. A estacdo com precipitacdo € quente, abafada e de céu encoberto; a estagdo seca ¢
morna ¢ de céu quase sem nuvens. Ao longo do ano, em geral a temperatura varia de 14

°C a 31 °C e raramente ¢ inferior a 12 °C ou superior a 36 °C.
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A propriedade possui histérico de casos de anaplasmose em animais adultos na

terminacdo e casos de babesiose em novilhas jovens recém chegadas a fazenda.

4.3. Grupo de animais

O rebanho era composto por mais de 30 mil animais de predominancia racial 3/4
Aberdeen Angus 1/4 Nelore e outros 1/2 Aberdeen Angus 1/2 Nelore. Independente da
categoria, todos os animais ficavam em regime de confinamento recebendo dieta total no
cocho, conforme National Research Council (NRC), sem acesso a pastagens. Na propriedade,
era utilizado o ciclo produtivo completo. Para isso, a fazenda adquiria novilhas F1 (1/2 Angus
1/2 nelore) de aproximadamente 7 a 9 meses de idade, oriundas de varios produtores e estados

do pais como Para, Mato Grosso, entre outros.

No presente trabalho esses animais adquiridos por compra oriundos de varias
localidades do pais foram categorizadas como "Animais de Chegada" (CH) e ao
desembarcarem na fazenda passaram pelo brete de contengdo e foram inspecionados quanto
ao seu estado geral, pesados, identificados por meio de brincos e foi administrado um
protocolo sanitario que inclui vermifugacdo injetavel a base de ivermectina com agulhas nao
descartaveis e carrapaticida pour-on a base de Fipronil. Apoés isso, eles foram separados em
lotes por volta 50 animais e colocados em sequéncia de piquetes de aproximadamente 75x50

metros de terra batida com sombreamento por sombrites, d4gua e dieta total no cocho.

Quando aptas, as novilhas eram submetidas ao protocolo de inseminagao artificial em
tempo fixo (IATF) e apds 40 dias era realizado o primeiro diagndstico de gestagdo por meio
da ultrassonografia. Por volta de 200 dias de gestagdo, havia um manejo de confirmagdo de
prenhez por ultrassonografia e aplicagdo de vacinas contra salmonelose e diarreia por
rotavirus e coronavirus. Pelo critério desse manejo com essas fémeas, aquelas que
permaneceram positivas foram categorizadas no trabalho de "Animais diagnostico de
Gestagao" (DG). Entdo, a partir da chegada e prenhez das novilhas de compra e posterior cria,
recria e engorda do produto, a fazenda fazia todo o ciclo de producao. Também havia a

aquisi¢ao de machos na faixa etaria de 07 - 09 meses que iam para a engorda e terminacao.
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Faltando 30 dias para parir, as novilhas gestantes eram direcionadas para os piquetes
maternidade que possuem sombreamento natural feito por fileiras de eucaliptos. Os piquetes
eram seguidos uns dos outros e diariamente equipes de monitoramento a cavalo passavam
neles para inspecionar os animais, acompanhar o parto e intervir se necessario, além de
comunicar aos veterindrios intercorréncias que requeriam intervencdo desses profissionais.
Apos o parto, o recém-nascido, no primeiro dia de vida, era pesado, tinha o umbigo curado
com tintura de iodo 10% e recebia vacina intra-nasal para prevenir pneumonia e ivermectina
(1ml/50kg) via subcutanea. No presente estudo esses bezerros foram categorizados como
"Recém-nascidos" (RN). A cria permanecia nesse confinamento-maternidade junto a mae por
30 dias recebendo aleitamento natural ad libitum, agua e sombra a disposi¢do. Depois desse
periodo, mae e cria eram transferidos para outro confinamento com as mesmas caracteristicas
de alimentacdo e permaneciam neles por mais 60 dias, ou seja, at¢ a desmama do bezerro aos
90 dias. Para desmama, faziam-se lotes de animais e os passava no brete de contengdo para
pesagem, colocacdo de novo brinco e aplicagio de protocolo sanitario que incluia
vermifugacdo a base de ivermectina e vacinagdes contra raiva, clostridioses e doencas
respiratorias. Os bezerros desmamados foram incluidos no trabalho na categoria "Bezerros
Desmamados" (BD) e independente do sexo iam para recria e engorda. As maes apds a
desmama passavam por um periodo de dois a trés meses na terminagdo antes de irem para o
abate. Além dessas, haviam outros animais que no trabalho formam a categoria "Terminagao"
(TR) e eram aqueles bovinos machos provenientes de compra de idade entre aos sete e nove
meses ¢ as novilhas que ndo se conseguia emprenhar. Esses de animais sdo considerados
vindos de modo externo a fazenda, pois além desses, no grupo TR também havia em sua
composi¢ao os machos e fémeas nascidos na propria fazenda (internos). Esses animais que

compunham a categoria TR possuiam a idade de aproximadamente 22 a 26 meses.

De modo geral, os animais eram separados em piquetes de terra batida
aproximadamente 75x50 metros. Como a fazenda era extensa, muitas vezes, as categorias
ficavam separadas umas das outras, geograficamente, por volta de trés a dez quildmetros, por

planta¢des de milho com pivOs centrais ou pastagens.

Para o experimento, foram utilizados entre 93 e 132 animais de cada categoria
totalizando 597 amostras e divididos em grupos conforme Tabela 1 e mostrado na Figura 3. O

calculo amostral foi estipulado baseando-se na prevaléncia esperada de animais positivos a
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sorologia para TPB ser de mais 90% no caso das novilhas de compra e gestantes e de menos
de 10% nas categorias que ndo possuem contato direto com os vetores da doenga, como o
grupo recém-nascidos, bezerros da desmama e terminagdo. Além disso, para analise
molecular dos recém-nascidos, considerou-se a prevaléncia de 10% para bezerros nascidos
positivos ao PCR para 4. marginale. A partir desses dados e considerando a margem de erro
de 5%, o nivel de confianga de 95% em uma populagdo de 3.000 animais em cada grupo, o
tamanho da amostra foi calculada através da ferramenta de calculo amostral para determinar a
propor¢ao de uma populacdo (Epidemiological studies > To estimate a single proportion) do

site da Epitools (https://epitools.ausvet.com.au/oneproportion).

Tabela 1: Grupos de experimentagao, categoria, numero e idade média dos animais.

Grupo Categoria/Sigla N°animais Idade
1 Novilhas de compra (CH) 124 07-09 meses
2 Novilhas gestantes de 200 dias (DG) 123 18-20 meses
3 Bezerros recém-nascidos (RN) 125 01 dia
4 Bezerros desmamados (BD) 132 03 meses
5 Bovinos de terminagdo (TR) 93 24-26 meses




Figura 3: Categoria Chegada (A), Novilhas
gestantes (B), Recém-nascidos (C), Desmama
(D), Terminagdo (E).

Fonte: arquivo pessoal
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4.4 Coleta de sangue

De todos os animais, coletou-se, aproximadamente, 07 mL de sangue venoso da veia
coccigea ou da jugular que foram colocados em dois tubos, sendo um com anticoagulante
(EDTA) e outro com ativador de coagulo. A partir da lancetagem da ponta da cauda,

confeccionaram-se esfregacos sanguineos em laminas histologicas de vidro.

O hematodcrito foi determinado no laboratorio da fazenda através da técnica do

microhematocrito (Schalm, 1975).

A analise da proteina sérica total foi realizada na propria fazenda somente nos bezerros
recém-nascidos e foi determinada colocando-se duas gotas de soro no refratometro clinico

Modelo RHC-200 (GeneralMed®) e avaliado o valor da escala de proteina total.

4.5 Analises laboratoriais

As andlises laboratoriais foram realizadas no préprio laboratério da fazenda
(hematdcrito), na Clinica de Ruminantes (leitura de esfregacos sanguineos) e no Laboratério
dee Protozoologia Veterinaria (RIFI e nPCR), ambos pertencentes a Escola de Veterinaria da
UFMG. Aliquotas de sangue total foram utilizadas para determinar o hematdcrito e cerca de
02 ml foram separados em quatro aliquotas e armazenadas em microtubos e congeladas a -
20°C para posterior extragdo do DNA e realizagdo de PCR para 4. marginale, B. bovis e B.
bigemina. As amostras sem anticoagulantes foram centrifugadas a 1500g por 10 minutos para
a obteng¢do do plasma, o qual também foi aliquotado e armazenado em quatro microtubos tipo
eppendorfs para posterior detec¢do de anticorpos IgG especificos para A. marginale, B. bovis

e B. bigemina por meio da rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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4.5.1 Esfregaco sanguineo

Os esfregacos sanguineos foram corados com kit Pandtico Rapido ® Laborclin
seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds a secagem, as laminas foram levadas ao
microscopico Optico (Nikon® E200MV) em imersdao e aumento de 100x. No caso de A.
marginale, a quantificacdo da riquetsemia foi feita através da contagem de eritrocitos
infectados na observacao de 40 campos com celularidade homogénea. Também se estimou a
quantidade de eritrocitos infectados ou ndo por campo representativo da lamina e multiplicado
por 40 para obter o nimero total de hemacias observadas. Com isso, o resultado da contagem
de células infectadas dividido pelo valor estimado de eritrdcitos presentes nos campos obteve-
se a riquetsemia de A. marginale. No caso da babesiose, a identificacdo de uma hemécia

infectada ja considerou-se o animal positivo para a doenga.

4.5.2 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A pesquisa por IgG Anti-A. marginale, Anti-B. bigemina e Anti-B.bovis foi realizada
em todos os grupos utilizando o plasma e seguindo o protocolo laboratorial conforme Silveira
(2012). Os antigenos utilizados foram produzidos no Laboratério de Protozoologia
Veterinaria através da técnica descrita por IICA (1987) em que se usa laminas de esfregago
sanguineo bovino espesso infectados por A. marginale, B. bigemina e B. bovis. Foram
utilizados como controle positivos amostras sabidamente reativas para os agentes € como

controle negativo PBS 1X.

Os plasmas foram diluidos em PBS 1X na propor¢ao 1:40. Apods isso, colocou-se 2 pul
de plasma diluido em cada pogo da lamina bem como os controle positivo € negativo. As
amostras foram incubadas em cAmara imida a 37°C por 30 minutos e depois lavadas duas
vezes por 3 minutos com PBS 1X e uma vez com agua destilada, também por 3 minutos e
secas a temperatura ambiente. Depois de seca adicionou-se em cada pogo o conjugado Anti-
IgG e IgM bovino contendo o isotiocianato de fluoresceina (Sigma Aldrish®), diluido a 1:150
em azul de Evans. Novamente foram incubadas a 37°C por 30 minutos e lavadas como da

primeira vez. Apds a secagem das laminas a temperatura ambiente, adicionou-se glicerina
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alcalina sobre elas e cobriu-se com laminula para assim serem levadas ao microscopio de
epifluoresceina (Olympus® [X70-FLA), em aumento de 20X e 40X. O controle positivo foi
feito a partir de animais sabidamente positivos para cada antigeno ¢ o controle negativo foi

usado somente o PBS1x.

4.5.3 Analise molecular

Com o objetivo de identificar DNA dos agentes da TPB nas amostras dos bezerros de
01 dia de idade (grupo RN), as 125 amostras de sangue total desse grupo foram submetidas a

a extracdo de DNA seguidas de PCR.

Para extrair o DNA das amostras de sangue total foi utilizado o Kit de Purificagdo de
DNA Gendmico da Wizard® (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante para 300 L de
sangue total. Apos o procedimento, as amostras foram identificadas e congeladas a -20°C para

posterior amplificagdo do DNA.

O termociclador automdtico (Bio-Rad T100® Thermal Cycler) foi utilizado para
amplificar o DNA extraido e os iniciadores, os produtos e os programas utilizados em cada

reac¢do encontram-se descritos nos itens a seguir para cada agente.

A técnica utilizada para amplificar o DNA de 4. marginale teve como alvo o gene
msp4 de A. marginale convencionada por de la Fuente ef al., (2008) e nested PCR (nPCR)
com intuito de aumentar a sensibilidade foi de acordo com (Silveira, 2012). Os reagentes para
nPCR se encontram na tabela 2, os iniciadores da reagdo e o produto obtido bem como o

programa utilizado estdo descritos na tabela 3 e 4 respectivamente.

Tabela 2: Reagentes para PCR de B. bigemina, B. bovis e A. marginale (msp4).

Reagente Volume (pL)
GoTaqg® Green Master Mix (promega) 5,0
Agua Milli-Q 3,6
Mix primer (F+R) (10 mM) 0,4
DNA 1,0

Volume final 10




Tabela 3: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagndstico de 4. marginale.
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Reagao Sequéncia (5' para 3') Iniciador Alvo Produto Referéncia
(pb)
12 GGGAGCTCCTATGAATTACAGAG MSP45  msp4 872 de la
reacdo AATTGTTTACCCGGATCCTTAGC  MSP43 Fuente
TGAACAGGAATCTTGC et al.
(2008)
22 CGCCAGCAAACTTTTCCAAAATA  AnapF msp4 294 Silveira et
reagao TGGGGACACAGGCAAAT AnapR al.
(2012)

Tabela 4: Programa utilizado para realizagdo do nPCR para amplificacdo de A. marginale.

Ciclo Etapa Temperatura (C°) Duragao

1 (1x) Desnaturacéo inicial 94 5 minutos

2 (29x) Desnaturacéo 92 1 minuto

Anelamento 59 1 minuto

Extensao 72 1 minuto

3 (1x) Extensao final 72 8 minutos
"Hold" 4 --

Para amplificar o DNA de B. bigemina utilizou-se a técnica padronizada por Romero-

Salas et al., (2016). Os reagentes para nPCR , os iniciadores da reacao e o produto obtido bem

como o programa utilizado estao descritos na Tabela 2, 5 e 6, respectivamente.



Tabela 5: Sequéncia de iniciadores e produto obtido para diagnodstico de B. bigemina.
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Reacao Sequéncia (5’ para 3’) Iniciador Produto Referéncia
(pb)
12reagcado n TCCAACACCAAATCCTCCTA BoF 260 Romero-
BoR Salas et al.,
(2016)
22reagcao  AAGAGATACCATATCAGGGAACC BoFN 195
ATTGGGCACTTCGTTATTTCC BoRN

Tabela 6: Programa utilizado para realizagao do nPCR para amplificagdo de B. bigemina

Ciclo Etapa Temepratura (C°) Duracgao
1 (1x) Desnaturagéao 95 3 minutos
2 (29x) Desnaturacéo 95 30 segundos
Anelamento 62 1 minuto
Extensao 72 30 segundos
3 (1x) Extensao final 72 7 minutos
"Hold" 4 --

Para B. bovis utilizou-se a técnica de nPCR padronizada por (Romero-Salas et al.,

2016). Os reagentes para nPCR , os iniciadores da rea¢do e o produto obtido bem como o

programa utilizado estao descritos na Tabela 2, 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagnostico de B. bovis.

Reacao Sequéncia (5’ para 3’) Iniciador Produto Referéncia
(pb)
12 TGAACAAAGCAGGTATCATAGG BoF 260 Romero-
reacdo CCAAGGAGATTGTGATAATTCA BoR Salas et
al., (2016)
22 TCCACGATCTGTGATACGTCA BoFN 195

reacdo CAAATCCTTTGCAAACTCCAA BoRN
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Tabela 8: Programa utilizado para realizagdo do nPCR para amplificacao de B. bovis.

Ciclo Etapa Temperatura (C°) Duragao
1 (1x) Desnaturagéo 95 3 minutos
2 (29x) Desnaturagéao 95 30 segundos
Anelamento 62 1 minuto
Extensao 72 30 segundos
3 (1x) Extenséo final 72 7 minutos
"Hold" 4 --

Para a realizacdo da eletroforese, inicialmente o revelador "gel red" (Biotium®) foi
diluido em &4gua destilada na propor¢do de 1:400. Foi aplicado em cada poco no gel de
agarose a 1,8% em meio tampao (TAE 0,5X) uma mistura de 5 puL do produto da
amplificacdo com 1 pL de "gel red". Foi utilizado 1 Kb Ladder Plus (Fermentas®) como
padrdo de peso molecular. Os produtos correram no gel sob o potencial elétrico de 110 volts
por 25 minutos e observados posteriormente no foto documentador transluminador L-PIX

(Loccus biotecnologia®).

4.6 Analises estatisticas

Os resultados do esfregaco sanguineo foram analisados pelo teste de Qui-Quadrado de
Pearson e o esfregaco sanguineo em conjunto com PCR foram avaliados pelo teste de
confiabilidade. Os resultados da RIFI foram avaliados a partir do teste de propor¢do no
software estatistico R versao 3.2.2. Para variavel hematodcrito (%) por ndo seguir o padrdo de
normalidade, usou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e depois fez-se o Teste de
multipla comparagdo entre os grupos. Para essas trés analises o programa utilizado foi o Stata

versao MP16.0. Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Esfregaco sanguineo — Diagnostico etiologico

Na leitura do esfregaco sanguineo, todos os grupos de animais apresentaram alguma
amostra positiva para 4. marginale, enquanto em nenhuma categoria foram encontradas

formas evolutivas sugestivas de B. bigemina e para B. bovis. (Tabela 9).

A categoria Animais de Chegada (CH) apresentou 3/124 animais positivos para A.
marginale (2,41%) e nenhum para Babesia spp. Na categoria DG, 12/123 das novilhas de 200
dias de gestacdo apresentaram-se positividade 4. marginale (9,75%). Na categoria Recém-
Nascidos (RN) encontrou-se 5/125 bezerros positivos para 4. marginale (4,0%) e nenhum
para Babesia spp.. Na categoria Bezerros Desmama (BD), 6,81% (9/132) dos animais
testaram positivo para 4. marginale ¢ nenhum para Babesia spp.. No grupo animais de
Terminacdo (TR), verificou-se positividade de trés animais para A. marginale (3,22%) e

nenhum para Babesia sp.

Tabela 9: Percentagem (%) de animais positivos no esfregaco sanguineo para os agentes da TPB em
diferentes categorias de bovinos de corte em um sistema de confinamento.

Esfregaco (%) CH DG RN BD TR
A. marginale 2,41° 9,75% 4,0° 6,81 3,22,
B. bovis 0 0 0 0 0
B. bigemina 0 0 0 0 0

Porcentagem com letras iguais indicam que nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos no teste
de Qui-quadrado. CH = chegada; DG = Diagndstico de Gestagcdo; RN = Recém Nascidos; BD = Bezerros
Desmama; TR = Terminagao.
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5.2. Hematocrito

Os valores da mediana do hematdcrito apresentaram diferengas entre grupos (p<0,05),
variando entre 31% e 40% (Tabela 10). Discreta reducdo do hematdcrito ocorreu entre a

categoria DG e as categorias BD e TR.

Na categoria RN em relacdo aos demais grupos houve diferenca relevante tanto no
valor da mediana quanto na frequéncia dos animais com hematocrito menor que de 24%,
sendo que animais RN apresentaram valores abaixo. Do total dos bezerros RN, 20,16%
apresentaram valores de hematocrito abaixo de 24%, que ¢ o limite fisioldgico de acordo com

Jain (1986), caracterizando assim anemia.

Tabela 10: Mediana do hematocrito e percentual de animais com hematdcrito menor que 24% em
diferentes categorias de bovinos de corte em confinamento.

Categoria CH DG RN BD TR
Mediana do hematdcrito (%) 39,0  38,0° 31,0 39,0 40,0
Frequéncia de animais com 3,36 0,0 20,16%* 0 2,19

hematocrito <24% (%)

Porcentagem com letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos no teste de
multiplas comparagdes. *p<0,05 = diferencga significativa no teste Qui-quadrado de Pearson.

CH = chegada; DG = Diagnostico de Gestagdo; RN = Recém Nascidos; BD = Bezerros Desmama; TR =
Terminacao

5.3 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Tabela 11 e o Grafico 1 mostram a frequéncia de soropositividade dos diferentes
grupos de animais aos agentes da TPB. Na categoria Chegada (CH) houve a soropositividade
de 98,3% para A. marginale, 95,8% para B. bovis e 76,8% para B. bigemina. Na categoria
Diagnostico de Gestacao (DG), a frequéncia de positivos foram 80,1% para A. marginale,
91,7% B. bovis e 70,2% para B. bigemina. Nos recém-nascidos (RN) a frequéncia encontrada

foi 64%, 80% e 80,8% para A. marginale, B. bovis e B. bigemina, respectivamente. Na
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categoria Desmama (DM) encontrou-se positividade de 27,5%, 28% e 64,8% para A.
marginale, B. bovis e B. bigemina, respectivamente. E por ultimo, a categoria Terminagao
(TR) apresentou positividade de 86,9% 79,3% e 64,1% de positividade para 4. marginale, B.

bovis e B. bigemina, respectivamente. Todos os grupos apresentaram animais positivos.

Tabela 11: Frequéncia (%) de animais positivos ao esfregaco sanguineo para os agentes da TPB e a
sorologia para anticorpos IgG anti- A. marginale, B. bigemina e B. bovis e valores de mediana e o
hematdcrito menor que 24% em diversas categorias de bovinos de corte em confinamento.

CH DG RN BD TR
Esfregaco (%)
A. marginale 2,41° 9,75% 4,0° 6,81 3,22,
B. bovis 0* 0°? 0° 0° 0°
B. bigemina 0* 0* 0* 0° 0°
RIFI (%)
A. marginale 98,3*  80,1° 64,0° 27,5¢ 86,9°
B. bovis 95,8  91,7% 80,0° 28,0° 79,3
B. bigemina 76,8 702" 80,8° 64,8° 64,1%°
Mediana do hematécrito 39,0  38,0° 31,0 39,0% 40,0°
(%)
Frequéncia de animais com 3,36 0,0 20,16 0* 2,19

hematdcrito <24% (%)

Porcentagem com letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre os grupos no teste de
multiplas comparagdes. *p<0,05 = diferenca significativa no teste Qui-quadrado de Pearson.

CH = chegada; DG = Diagnostico de Gestagdo; RN = Recém Nascidos; BD = Bezerros Desmama; TR =
Terminagdo.
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Grafico 1: Frequéncia (%) de animais, de diferentes categorias com sorologia positiva para anticorpos
IgG anti- A. marginale, B. bigemina e B. bovis.
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5.4 Analise Molecular - Bezerros Recém-nascidos (RN)

Na pesquisa de DNA dos agentes da TPB através da técnica nPCR realizado nas
amostras da categoria RN encontrou-se 52 animais positivos para A. marginale, um para B.
bigemina e nenhum para B. bovis (Tabela 12). Sabe-se que a técnica da PCR ¢ 100 vezes mais
sensivel que o esfregaco sanguineo (Tabela 13), sendo a primeira indicada para detec¢cdo de

animais portadores (Bose ef al., 1995)

Tabela 12: Porcentagem de bezerros de corte (3/4 Angus x1/4 Nelore) recém-nascidos positivos para
TPB na nPCR em sistema de confinamento.

Agente/categoria Recém-nascidos (RN)
nPCR (%)
A. marginale 41,6
B. bigemina 0,8

B. bovis 0
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Tabela 13: Frequéncia de bezerros de corte recém-nascidos (RN) positivos no esfregaco sanguineo e
na nPCR para 4. marginale, B. bovis ¢ B. bigemina em um sistema de confinamento.

Esfregaco (%) nPCR (%)
A. marginale 4,0° 41,6°
B. bigemina 0 0,75
B. bovis 0 0

Letras diferentes, na mesma linha, indicam diferenga estatistica (p<0,05) pelo teste de cooncordancia -kappa

6. DISCUSSAO

6.1 Esfregaco sanguineo — Diagnostico etiologico

A categoria Animais de Chegada (CH) apresentou 3/124 animais positivos para A.
marginale (2,41%) e nenhum para Babesia spp. Apesar de funcionarios da fazenda terem
relatado maior frequéncia de casos clinicos de babesiose nesse grupo, inclusive confirmado
por necropsia e visualiza¢do do agente em lamina, esse resultado ja era esperado, pois a coleta
da amostra foi realizada ap6s o desembarque e inspe¢do dos bovinos em que ndo foi visto
animais doentes apesar de ndo ter sido realizado exame clinico especifico. Essa técnica
diagnostica também possui baixa sensibilidade para animais que nao estdo apresentando a
doenga clinica cuja parasitemia ¢ maior. Isso ocorre fase aguda da doenga para B. bovis, cuja
parasitemia pode ndo ser o suficiente para ser detectada por essa técnica, dificultando o
diagnéstico. Além disso, B. bovis possui comportamento viscerotropico (Almeida et al.,
2019). Portanto, o resultado encontrado esta condizente com o esperado. Quanto aos trés
animais positivos para 4. marginale, eles poderiam se encontrar na fase aguda da doenga, uma
vez que a riquetsemia nessa fase ¢ facilmente detectavel nos eritrocitos de bovinos (Farias,
1995). Pelo método transversal do estudo, ndo se sabe se foi detectada doenga clinica nesses
animais posteriormente, porém havia possibilidade de recuperagdo, uma vez que ja

apresentavam sorologia positiva para o agente.
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Na categoria DG, 12/123 das novilhas de 200 dias de gesta¢do apresentaram-se
positividade A. marginale (9,75%). Esses resultados, de certa forma, contrastam com os
relatos da equipe fazenda que ndo manifestou queixas de anaplasmose nessa categoria € com
os trabalhos de Vespasiano (2016) e Brito et al. (2019) os quais ndo encontraram esfregaco
sanguineo positivo de 4. marginale em vacas gestantes provenientes de area em estabilidade
enzootica. Apesar de ndo ter ocorrido diferenga estatistica entre os grupos, acredita-se que
esse resultado do grupo DG se deve a fatores como o estresse por calor, uma vez que a
fazenda ¢ situada no norte de Minas Gerais, local de temperaturas mais elevadas e o
confinamento dessas novilhas gestantes ndo possui cobertura suficiente para promover um
sombreamento que desse bom conforto térmico. O estresse por calor ¢ capaz de reduzir a
atividade do sistema imune, o que pode propiciar o aumento da proliferacdo desses patdgenos
tanto em animais portadores como naqueles recém-desafiados. Bovinos gestantes sob esse
tipo de estresse possuem diminui¢do da fagocitose de neutrdfilos e da explosdo oxidativa,
além de menor proliferacao de linfocitos, bem como menor producdo de Fator de Necrose
Tumoral (TNF-) por estes leucocitos (Amaral et al., 2010). Outro fator que pode contribuir
para esses resultados € a transmissdo iatrogénica (vacinacao e demais procedimentos) € a
mecanica por moscas no caso de A. marginale, cuja inoculacdo do agente em uma categoria

com potencial redu¢do da atividade imune pode favorecer o aumento da riquetsemia.

Na categoria Recém-Nascidos (RN) encontrou-se 5/125 bezerros positivos para A.
marginale (4,0%) e nenhum para Babesia spp. De certo modo, vai ao encontro de Costa et al.
(2016) que observaram positividade no esfregaco sanguineo em 5% dos bezerros recém-
nascidos para 4. marginale e nenhum para as babesias. O grupo RN para apresentar-se
positivo no esfregaco sanguineo teria que ter sido contaminados via vertical, uma vez que a
coleta foi realizada em bezerros com até um dia de vida e o periodo de incubagdo para A.
marginale ¢ Babesia spp. ¢ por volta de 21-28 dias e de sete a 14 dias, respectivamente
(Kocan et al., 2010 e Bock et al, 2004). Também, concomitante a isso, teria que ocorrer
elevada parasitemia para possibilitar a visualizagdo dos parasitos por essa técnica. Esse
conjunto de fatores ocorreu somente para A. marginale com cinco animais apresentando-se
positivos. Ja4 no nPCR foram observados 41,6% (52/125) dos bezerros positivos para A.
marginale, o que indica maior sensibilidade da técnica molecular quando comparada ao
esfregaco sanguineo (Tabela 10). Ja é conhecido que a PCR ¢ 100 vezes mais sensivel que o

esfregago sanguineo, sendo a primeira indicada para deteccdo de animais portadores (Bose et
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al., 1995). Quanto a babesiose, somente um animal foi positivo na PCR para B. bigemina e

nenhum para B. bovis.

Na categoria Bezerros Desmama (BD), 6,81% (9/132) dos animais testaram positivo
para A. marginale e nenhum para Babesia spp. Animais nessa fase se encontram no periodo
da janela de susceptibilidade imunoldgica, quando hd queda da protecdo dos anticorpos
maternos e ainda nao ha plenitude da imunidade adquirida (Chase et al., 2008). Os resultados
da RIFI nesse grupo com baixos niveis de imunoglobulinas contra TPB corroboram o
explicado. Com isso, quando esses animais s3o expostos a patdogenos, no caso A.marginale, a
riquetsemia tende a ser maior em um sistema imune ainda com menor vigor, o que justifica a
positividade encontrada no esfregago sanguineo para o agente. Maior monitoramento desse
grupo quanto a anaplasmose pode ser util para detectar precoce o surgimento da doenca e

minimizar perdas

No grupo animais de Terminagdo (TR), verificou-se positividade de trés animais para
A. marginale (3,22%) e nenhum para Babesia sp. O resultado corrobora com relatos da
fazenda de casos clinicos de anaplasmose e contrasta com a observacdo de que ha
adoecimento por B. bovis nesse grupo. Mas como ja posto, até na doenga clinica a chances
ndo sdo altas de se encontrar B. bovis ao esfregaco sanguineo Apesar da estabilidade
enzodtica do grupo observada na RIFI para os patdogenos, deve-se levar em conta que nem
todos os animais foram reagentes a técnica; que a presenca de anticorpos contra os patdgenos
ndo assegura prote¢do imune em muitos casos, pois hd outros fatores envolvidos na
imunidade do animal como a resposta do sistema fagocitdrio mononuclear e de leucdcitos
polimorfonucleares (Clover e Zarkower, 1980); além da variancia antigénica do patdégeno, que
pode ser responsavel pelo adoecimento do bovino e elevagdo da parasitemia mesmo na

presenca de anticorpos contra o agente (Garcia ef al., 2022).

6.2. Hematocrito

Os valores da mediana do hematdcrito apresentaram diferengas entre grupos (p<0,05),
variando entre 31% e 40% (Tabela 11). Discreta reducdo do hematocrito ocorreu entre a

categoria DG e as categorias BD e TR. Sabe-se que vacas prenhes possuem ligeira reducao do
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hematdcrito devido a influéncia hormonais que resulta em menor hemoconcentragdo (Jain,

1993).

Na categoria RN em relagcdo aos demais grupos ¢ que houve diferenca relevante tanto
no valor da mediana quanto na frequéncia menor que de 24%, com os valores da categoria RN
ficou abaixo das demais. Assim foi observado que 20,16% dos bezerros RN apresentaram
valores de hematdcrito abaixo de 24%, que ¢ o limite fisiologico de acordo com Jain (1986),
caracterizando assim anemia. E em contraste ao encontrado, geralmente, espera-se valores
altos de hematdcrito em bezerros ao nascimento (Jain, 1993; Biondo et al.,1998). Uma das
hipoteses para esse baixo hematocrito encontrado seria a influéncia da anaplasmose
congénita, pois, segundo dados analisados, metade dos animais RN com anemia foram
positivos para a doenga no nPCR e a literatura ainda ndo tem clareza sobre as consequéncias
hematologicas para os recém nascidos infectados ainda no utero. Demais animais positivos e
com hematocrito dentro do limite fisiologico poderiam se encontrar no inicio do quadro de
anaplasmose em que ainda ndo havia a queda consistente do hematdcrito, enquanto aqueles
nPCR negativo e com anemia poderiam ja ter eliminado ainda "in utero" o parasita da
circulagdo sanguinea, mas o quadro de anemia ainda persistiria apds o nascimento. Diante da
incerteza, sugere-se mais pesquisas para elucidar essa questdo a fim de verificar se ha relagao
entre a transmissdo vertical de agentes da TPB e queda de hematdcrito e entre outras

consequéncias.

6.3 Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

6.3.1 Analise por categoria animal

6.3.1.1 Novilhas de Chegada (CH)

Segundo o critério de Mahoney (1972), os animais de chegada (CH) possuem baixo
risco de surtos ou de adoecimento pela TPB, devido a sorologia positiva contra os agentes da
tristeza parasitaria ter ocorrido em mais de 75% dos animais. Segundo dados obtidos da

fazenda, o grupo CH sdo novilhas de 7 a 9 meses de idade adquiridas por compra e oriundas
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de fazendas situadas em area de estabilidade enzootica como Sdo Romao-MS, Canabrava do
Norte - MT e Sao Feliz do Xingu-Pard. Isso justifica a soropositividade dos animais por
estarem em contato com o agente nessas regides de origem. Esse resultado ¢ semelhante aos
trabalhos de Junior, (2006) e Silva, et al. (2014) nos quais a sorologia realizada em bovinos
de corte (Nelore e mestigos) no Estado do Pard - Brasil revelou alta positividade para os

agentes.

Pontua-se que hé relatos da fazenda (comunicacdo pessoal) de casos clinicos de
babesiose que inclui sinais como inapeténcia, perda de peso, mucosas palidas e ictéricas e
confirmacao em achados de necropsia e esfegaco sanguineo. Deve-se ressaltar que, apesar
desse grupo estar dentro dos paramétros de estabilidade, essa condi¢cdo nao ¢ absoluta para a
nao ocorréncia de casos clinicos. Primeiro, conforme mostra a Tabela 1, ndo foi 100% dos
animais que apresentou titulagdo positiva preditiva de alguma protecdo imune, ou seja, ha
alguns animais negativos na sorologia e que estariam mais susceptivéis a adoecer. Segundo,
que héd evidéncia na literatura que sugere que somente a presenga de imunoglobulinas
detectaveis nao € necessariamente uma indicagdo de boa imunidade, ha outros fatores
envolvidos na protecdo como a resposta do sistema fagocitario mononuclear e de leucocitos
polimorfonucleares, variagdo antigénica das Babesias spp., susceptibilidade racial, além de
outros fatores que influenciam na resposta imune do animal (Bock et al., 2004). Por ultimo,
existem fatores de estresse que afetam negativamente a imunidade do bovino o que pode
tornar-lo mais susceptivel a adoecer (Gongalves, 2000). E essa categoria foi submetida ao
estresse do transporte, devido a viagem longa realizada da origem ao destino, bem como a
outros tipos de estresse ao chegarem na fazenda como: mudanca de dieta, manejo, clima,
alteracdo nas relagdes hierdrquicas e entre outros. Tudo isso ¢ fator de risco relevante para que
animais portadores da TPB possam manifestar a doenga e justifcar a ocorréncia de alguns

casos clinicos relatados neste grupo.

6.3.1.2 Novilhas no Diagnostico de Gestacio (DG)

Segundo critérios estabelecidos, esta categoria animal apresenta altos niveis de
anticorpos para A. marginale e B. bovis, uma vez que mais de 75% dos animais apresentaram

soropositividade para tais agentes, o que indica baixo risco de surto ou de adoecimento. Esses
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resultados corroboram com Costa ef al. (2016), que encontraram soropositividade de 86,6%
para A. marginale e 96,6% para B. bovis em animais gestantes aos 120 dias. Vespasiano
(2016) também encontrou em vacas prenhes elevados titulos sorologicos para esses dois

agentes na taxa de 86,6% e 93,3%, respectivamente.

Ja para B. bigemina, a sorologia do grupo DG indicou 70,2% de positividade, o que
estd um pouco abaixo dos 75% preconizado por Mahoney (1972), podendo esta categoria esta
sob risco maior de ocorréncia de casos de casos clinicos ou surtos por este agente. O resultado
difere de Madruga et al., (1984) que encontraram 93% de positividade sorologica para esse
agente em vacas de corte prenhes a pasto no Mato Grosso do Sul; Além disso, Madruga et al.
(2001), na mesma regido do pais, encontraram soroprevaléncia de 94,4% B. bigemina em
1.367 animais de corte e Junior (2006) encontrou, no Estado do Para-Brasil, 98,5% de
soroprevaléncia para o agente em fémeas Nelore e mesticas leiteiras. Ademais, Costa et al.,
(2016) que encontraram 98,6% de positivo em vacas prenhes aos 120 dias. A explicagdo
desses resultados em respectivos trabalhos foi relacionado a alta infectividade da B. bigemina,
que permite um indice maior de inoculagdo pelo carrapato, bem como a maior taxa de
infeccdo de teledgenas de R. microplus por B. bigemina do que por B. bovis (Madruga et al,.
1984 e Silva, 2003). Ja Vespasiano (2016), do contrario desses trabalhos, relatou baixas taxas
da B. bigemina (46,6%) em vacas gestantes de leite em piquetes maternidade em Minas
Gerais. Apesar de Bock e De Vos (2001) afirmarem que a imunidade contra B. bigemina pode
durar até 4 anos, Vespasiano (2016) justifica esse resultado devido a manutencao dessas vacas
em sistema free stall sem contato com carrapatos por, no minimo, 300 dias (lactagdo), o que
poderia ter promovido a queda da sorologia para o agente. Outros trabalhos como de Santos et
al. (2017) encontraram também frequéncia sorologica reduzida para B. bigemina (37,2%) em
bovinos adultos, porém deve-se atentar que para os demais agentes os resultados sao
similarmente baixos e a regido caracterizava-se por instabilidade enzootica. Ou seja, nesses

casos ja ¢ esperado este tipo de desfecho.
6.3.1.3 Animais Recém-nascidos (RN)
Primeiramente, ¢ possivel observar que os animais tiveram uma boa transferéncia de

imunidade passiva, mais de 90% dos animais foram enquadrados com boa (5,8 - 6,1 g/dL) e

excelente (> 6,2 g/dL) no quesito transferéncia de imunidade passiva, conforme (Tabela 14).
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Tabela 14: Percentual de bezerros de corte recém-nascidos de acordo com a categoria de transferéncia
imunidade passiva em um sistema de confinamento.

Categoria* Proteina sérica total Indicacao de bezerras/ Recém - nascidos
(g/dD)* categoria (%)* (n=125) (%)
Excelente >6,2 >4() 84,3
Boa 5,8-6,1 30 7,4
Aceitavel 5,1-5,7 20 4.1
Ruim <5,1 <10 4,1

Fonte: *Lombard et al., (2020)

Dos 125 bezerros amostrados, 4 amostras ndo puderam ser analisadas devido
hemolise. Das 121 amostras analisadas, 116 (95,8%) apresentaram niveis aceitaveis a
excelente de proteina total. Somente cinco animais (4,1%) apresentaram niveis ruins de
transferéncia de imunidade passiva. O valor maximo, a média e o minimo encontrado de

proteina total foi de 11,0 g/dL; 8,3 g/dL e 4,7 g/dL, respectivamente.

Apesar do paramétro se referir a bezerros leiteiros, geralmente, assumi-se que o gado
de corte ¢ criado em condigdes de confinamento menos intensas € menos expostas aos
patdgenos do que o gado leiteiro. Assim, os padroes de transferéncia de imunidade passiva no
gado de leite devem ser iguais ou superior ao do gado de corte (Lombard et al., 2020).
Também, segundo Todd et al. (2018), as concentragdes séricas de proteina total de 6,0 a

6,3g/dL sdo pontos de corte ideais para minimizar doengas e mortes em bezerros de corte.

Segundo Lombard et al. (2020), o padrdo ouro de coleta de amostra para avaliar a
transferéncia de imunidade passiva ¢ de 24h a 48h de idade, porém a coleta de amostra do
grupo RN do estudo se deu apds o bezerro nascido se apresentar ativo, em estacdo, sem
nenhum sinal de liquido placentario em seu corpo e possivelmente apds as primeiras mamadas
do colostro até as 24h ou pouco mais de vida. Isso poderia comprometer os resultados de
proteina sérica encontrada no soro desses bezerros, mas partindo do conhecimento que os
bezerros nascem sem imunoglobulinas, pois segundo Peter (2013), a placenta sinepiteliocorial
cotiledonar do bovino, que ¢ composta por trés camadas maternas e trés camadas fetais, ndo
permite a transferéncia de imunoglobulinas da mae para o feto; e associado que bezerros ao
nascimento, antes da colostragem, possuem média de proteina sérica de apenas 4,61 g/dL

(Wilm et al., 2018). Com isso, pode-se inferir que o resultado de proteina sérica reflete a boa
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transferéncia de imunidade passiva na maioria dos bezerros recém-nascidos. Além disso, os
resultados da RIFI desse grupo podem corroborar isso, uma vez que mostrou que esses
animais possuem alta soropositividade na técnica sorolégica. O que poderia contrapor a esse
resultado da RIFI seria a ocorréncia de infecc¢ao fetal intrauterina por TPB com producao de
anticorpos pelo feto e consequente aumento das proteinas totais, porém os elevados titulos
sorologicos no estudo contrapdem com as taxas de transmissao vertical descritas atualmente
que sdo por volta de 10 a 40% para A. marginale ¢ de no maximo 10% para as babesias
(Maldonado et al., 2012, Meneses, 2013, Grau et al., 2013 e Costa et al., 2016). Soma-se
que neste estudo a taxa de transmissdo vertical de A. marginale foi 41,6%. Ainda, o que
reforca que os resultados da RIFI do grupo RN vieram de forma hegemonica do colostro sao
os trabalhos de Grau ef al. (2013) e Costa et al. (2016), no primeiro, vacas antes do parto que
deram 100% de soropositividade na RIFI para A. marginale, somente 10% dos recém-
nascidos apresentaram-se positivos na sorologia antes de receberem o colostro. O segundo,
aponta que somente metade dos bezerros com PCR positivo ao nascer para TPB tiveram
positividade na sorologia pré-colostral. Logo, mostra-se que a soropositividade do grupo RN
ocorreu, de modo predominante, devido a colostragem e ndo pela producao de anticorpos pelo

feto.

Com relacao aos sete animais (4,1%) que obtiveram deficiéncia da colostragem, ndo se
pode afirmar que, efetivamente, eles permanecerdao com nesse status, pois em funcdo do
periodo de coleta das amostras ter ocorrido sem o critérios de tempo poOs colostragem, esses
bezerros poderiam estar ainda em uma fase importante de absor¢ao de proteinas pelo intestino
e ainda ndo ter tido tempo hébil de apresentar o aumento da proteina sérica. E sabe-se que o
tempo 6timo de absor¢do de nutrientes e imunoglobulinas vai até 12 horas apos o nascimento,

sendo mais eficiente quanto mais cedo ocorrer (Davis e Drackley, 1998).

E importante ressaltar que ainda sdo necessarios mais pesquisas para determinar com
mais clareza os valores de referéncia e os pontos de corte que caracterizam, por exemplo, o
sucesso ou a falha da transferéncia de imunidade passiva em gado de corte, baseado nas
medidas de resultados de satde e desempenho como morbidade, mortalidade e crescimento
(Todd et al., 2018). Além disso, principalmente no Brasil, devido a colostragem ser um ponto

critico para a saude e sobrevida dos bezerros recém-nascidos, € muitas vezes ser
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negligenciada, sugere-se as propriedades de gado de corte conhecer como se encontra a
transmissdo da imunidade passiva e, assim, implementar um programa de monitoramento e de
correcao de erros, para que se possa obter melhores indices produtivos e de satde dos

animais.

6.3.1.4 Bezerros da Desmama (BD)

Os bezerros de Desmama (BD), de modo geral, apresentaram menores valores
sorologicos para os trés agentes, o que pode estar relacionado com a janela de susceptibilidade
que ocorre a época da desmama (trés meses de idade aproximadamente), em que ha queda da
imunidade passiva adquirida via materna com concomitante resposta imune ativa do bezerro
ainda ndo plena e ativa o suficiente para lhe conferir protecdo (Chase et al., 2008). Essa
categoria por estar com baixos niveis de sorologia positiva para os trés agentes, se encontra

em risco aumentado de adoecimento ou de surto por TPB.

Quanto a comparagdo entre o0s patdgenos, esse grupo animal teve maior
soropositividade para B. bigemina (64,8%) do que para os demais agentes, 0 que contrasta
com Madruga et al. (1984) que apontam queda dos niveis de anticorpos, entre 28 e 56 dias
para B. bigemina e de 56 a 84 dias para B. bovis e com Farias (1995) que indicou protecao
colostral de até no maximo 90 e 60 dias para esses agentes respectivamente. Porém, no estudo
de Madruga et al. (1984) houve exposicao a esses agentes desde as primeiras semanas de vida
do bezerro, o que faz ocorrer, por consequéncia, a acdo neutralizadora dos anticorpos da
imunidade passiva de modo mais breve. No caso deste estudo, segundo veterindrios da
fazenda e pelas condi¢des climaticas do local, ndo ha ou tem-se a niveis muito baixos a
infestacdo por carrapato e com isso, provavelmente, ndo ocorre a transmissdo do parasita, o
que pode propiciar a ndo acontecer a neutralizacdo dos anticorpos colostrais anti-B.bigemina.
Ainda segundo Tizard (2013), de maneira geral, os anticorpos conseguem proteger 0s
bezerros por 3 a 4 meses de idade. Portanto, ndo se consegue definir exatamente o motivo do
valor acima do esperado de anticorpos desse grupo para B. bigemina. Precisa-se de mais
estudos que abordam a duracdo da imunidade passiva contra esse agente em especifico e
contra os demais agentes da TPB de modo a esclarecer questdes como a durabilidade dos

anticorpos colostrais nessas condi¢des e se testes soroldgicos sdo bons indicadores de
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protecdo imune. Quanto a B. bovis, o valor de 28% esta de acordo com Krolow et al. (2002),
que afirmaram que devido a queda da imunidade passiva, somente em torno 16,1% dos
bezerros ndo expostos ao agente sdo positivos a sorologia para B. bovis aos quatro meses de
idade. No caso do grupo BD, a amostragem foi realiada aos 3 meses de idade, o que pode
justificar o nivel de positividade ainda um pouco elevado . Assim, a soroprevaléncia para este
grupo quanto a A. marginale, estd dentro do esperado, visto que a prote¢ao colostral contra

esse agente dura por volta de 60 a 90 dias (Madruga et al., 1985).

6.3.1.5 Animais de Terminacio (TR)

Os animais de Terminagdo apresentaram positividade soroldgica acima de 75% para A.
marginale (86,9%) e B. bovis (79,3%), o que dentro do critério de Mahoney (1972) indica
baixo risco de adoecimento ou surtos de tristeza parasitaria causada por esses agentes. Ja para
B. bigemina (64,1%) os animais apresentaram valores abaixo do referenciado, o que faz esses
animais estarem sob maior risco de adoecimento para o agente. A categoria TR ¢ composta
por machos e fémeas de 24 a 26 meses de idade e nascidas na fazenda e pelas novilhas
adquiridas por compra que foram emprenhadas e pariram na fazenda e depois submetidas a
engorda apds o desmame da cria, ou seja, sdo animais que, apds a chegada, permaneceram na
fazenda por periodo de 17 a 18 meses. Para melhor entendimento da dinamica soroldgica da
TR, seria interessante o conhecimento de quais animais compde os subgrupos, pois pode
haver diferenca soroldgica entre os animais nascidos na fazenda, que praticamente ndo sao
expostos ao carrapato devido ao ambiente desfavoravel ao ixodideo, com os animais oriundos
de fazendas externas que podem estar contribuindo para a sorologia de Babesia spp., ja que
vieram de area endémica com contato com o carrapato e cuja imunidade natural contra B.
bigemina pode durar até 4 anos (Bock e De Vos 2001). Quanto ao A. marginale, ele ¢é
transmitido também por moscas hematofagas que estdo presentes no ambiente dos animais.
Provavelmente sua prevaléncia constante se da por esta via bem como por outras como a

transmissao iatrogénia (agulhas) e vertical.

Com relacdo a A. marginale, ha relatos da fazenda de alguns casos da doenca nessa
categoria, o que ¢ condizente com resultado do esfregagco sanguineo. Altos titulos sorologicos

do grupo para esse agente nao impede casos clinicos de acontecerem. Excetuando a questao
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do estresse do transporte, todos os motivos citados para o grupo CH sdo validos para o grupo
TR. Porém, no caso de A. marginale pode ocorrer o adicional do fator variancia de cepa do
agente, em que a diversidade genética entre o patégeno conseguiu produzir alta riquetsemia

em bovinos de corte da raca Angus (Garcia et al., 2022).

Por fim, um ponto que iria contribuir para entender a fundo a dindmica da TPB nesse
grupo, principalmente da Babesia sp., seria subdividir a categoria em animais de terminagao
provenientes de local externo e animais nascidos na propria fazenda. Posteriormente, realizar
provas soroldgicas e moleculares de elevada sensibilidade como a PCR, a fim de possibilitar
determinar a diferenca soroldgica protetiva entre subgrupos, a intensidade da circulacao dos

agentes entre eles, bem como a realizacdo de sequenciamento genético.

6.3.2 Analise comparativa entre as categorias

6.3.2.1 Novilhas de Chegada (CH) e Novilhas Diagnéstico de Gestacdo (DG)

Apesar das duas categorias possuirem alta frequéncia de titulagdo sorologica para A.
marginale, a categoria DG apresenta menor indice de animais soropositivos em relacdo a
categoria CH. Uma das hipdteses que explica isso se deve a transmissibilidade do patdgeno,
uma vez que a categoria CH ¢ provenientes de areas endémicas a pasto em que a
contaminagdo pelo vetor biologico assume papel importante na disseminagdo da doenca.
Sabe-se que a transmissdo bioldgica por carrapato € cerca de duas vezes mais eficiente que a
transmissdo mecanica realizada pela mosca Stomoxys calcitrans (Scoles et al., 2005). Ja o
grupo DG sdo mantidos em ambiente de confinamento com condi¢des relativamente
desfavoraveis ao R. microplus o que reduz o contdgio dos animais por essa via € assim

justifica niveis menores de anticorpos contra o agente.
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6.3.2.2 Desmama (DM) e Animais de Terminaciao (TR)

Hé clara diferenca entre os animais da DM e da TR quanto a sorologia de A.
marginale e B. bovis, sendo que a TR possui mais de duas vezes animais positivos aos
agentes. Uma vez que a propriedade possui um ambiente desfavoravel ao carrapato e nao ¢
relatado a sua presenca nos animais, sendo que necessita do ixodideo, vetor bioldgico, para
manter o agente circulando no rebanho em altos niveis, a explicagdo mais provavel que
justifica a sorologia maior de B. bovis na TR € que a composicao desse grupo amostral possui
muitos animais provenientes de propriedades externas em que a presencga do carrapato estaria
de forma endémica e a contaminagdo dos animais pela B. bovis ocorreria de modo constante
com consequente produgdo de imunoglobulinas para o patdgeno. E de fato, segundo dados da

fazenda, nessa amostragem ha boa parte de animais provenientes de outras localidades.

Quanto ao 4. marginale, independente da origem dos animais, também se explicaria o
elevado contagio em fung¢do da transmissdo mecanica, principalmente, por moscas
hematofagas e pela transmissao vertical que foi 41,6% neste trabalho. Isso entdo, poderia
justificar a ocorréncia de elevados titulos soroldgicos de A. marginale no grupo TR, que no
passado, quando faziam parte do grupo DM, por exemplo, provavelmente, tinham o perfil
sorologico caracteristico da propria categoria DM, e que depois foram gradualmente se
infectando com o patdgeno com o passar do tempo no sistema. Como sugestdo, para maiores
esclarecimentos, ¢ recomendavel a realizagcdo de provas soroldgicas e moleculares (PCR) em

subgrupos da categoria TR como j4 sugerido.

6.4 Analise Molecular - Bezerros Recém-nascidos (RN)

Na pesquisa de DNA dos agentes da TPB através da técnica nPCR realizado nas
amostras da categoria RN encontrou-se 52 animais positivos para A. marginale, um para B.

bigemina e nenhum para B. bovis (Tabela 4).

Como a coleta das amostras foram realizadas em bezerros com até um dia de vida, os

resultados obtidos evidenciam a ocorréncia de transmissdo vertical de dois dos trés agentes da
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TPB nesse grupo, com destaque para o 4. marginale em que a taxa observada foi 41,6%, o
que mostra a importancia epidemioldgica dessa via de transmissdo. Isso ainda ¢ corroborado
por veterinarios da propriedade que relatam que ha casos clinicos e até obito de bezerros com
poucos dias de vida decorrentes da anaplasmose. Pouco se sabe sobre a real contribui¢ao das
vias transplacentérias na epidemiologia da TPB, mas quando se observa alta transmissdo da
doenca por esta via e até morte de bezerros por esta causa, ja se caracteriza importante,
epidemiologicamente, essa forma de transmissdo da doenca (Kessler 2001, Aubry e Geale
2011 e Costa et al., 2016). Assim, em uma area de estabilidade enzodtica ¢ preciso
caracterizar o equilibrio parasito-vetor-hospedeiro, pois apds a perda do equilibrio, a
transmissdo vertical pode ser comum, constituindo relevante mecanismo de disseminagdo de

parasitos em rebanhos (Jonsson et al., 2012 e Costa et al., 2016).

Com relacdo a transmissdo das babesias, encontrou-se apenas 0,8% no caso de B.
bigemina e 0% de B. bovis, o que contrapde com relatos da fazenda que ja teve casos de
babesiose fatal em bezerro recém-nascido por B. bovis confirmada em necropsia e posterior
visualiza¢ao do agente em lamina. A literatura mostra que a taxa de transmissao vertical de
Babesia sp. é geralmente baixa. B. bovis ndo foi encontrado em fetos por Andrade (2021). Em
contrapartida, a esse e a todos os trabalhos até hoje publicados, Brito et al. (2019)
encontraram transmissao vertical de B. bovis na elevada taxa de 81%. Nao ha nesse trabalho
discussdo sobre as causas ou fatores de risco que poderiam justificar o alto indice de

transmissao encontrado para o agente.

A transmissao vertical de 4. marginale ¢ mais frequente que de Babesia sp. € ja vem
sendo relatada ha algumas décadas tanto em condi¢des experimentais quanto a campo em
vacas gestantes com anaplasmose clinica ou cronicamente infectadas sem sinais da doenca
(Zaugg e Kuttler 1984 ,Potgieter e Rensburg 1987 e Salabarria e Pino, 1988). Para efeito
comparativo a este estudo, ha alguns trabalhos cientificos que abordaram a taxa de
transmissao vertical de um ou mais agentes da TPB pelas técnicas moleculares PCR ou nPCR
em bezerros recém-nascidos: para A. marginale taxas menores foram encontradas por
Cavalcante (2007) em gado Nelore em SP, por Meneses (2013) em bezerros leiteiros em MG
e por Grau et al (2013) em gado de corte com valores de 5,88%, 10% e 10,5%,

respectivamente. Taxas médias a altas foram observadas por Andrade (2021) em fetos em MG
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combinando também técnica sorologica; por Maldonado et al. (2012) em gado de corte na
Venezuela; por Costa et al. (2016) em rebanho leiteiro no nordeste do Brasil; por Pohl et al.
(2013) em gado de leite em MG; por Silva et al. (2014) no RJ e por Brito et al. (2019) em
Girolando em Rondonia cujos valores foram 19,31%, 20,69%, 25%, 25%, 41% e 68,75%,

respectivamente.

No caso da transmissdo vertical de Babesia sp., o primeiro caso de transmissao
vertical B. bovis no Brasil foi relatado por Ribeiro (1994). Apesar disso, atualmente, ha
escassez de trabalhos que abordam a taxa de transmissdo vertical da Babesia sp. e sua
importancia epidemiologica. H4 alguns relatos de casos de B. bovis na literatura como
Yeruham et al., (2003) e Santarosa et al., (2013) que mostram caso clinico de bezerros com
menos de uma semana de vida e confirma¢do da doenca através da visualizagdo do parasita
em lamina. Novamente para efeito comparativo a esse estudo desenvolvido, por técnicas
moleculares em recém-nascidos por exemplo, Cavalcante (2007) encontrou taxa de
transmissdo vertical de 5,88% para B. bovis, Costa et al., (2016) taxa de 6,66% para B. bovis
e 3,33% para B. bigemina, Vespasiano (2016) 2,38% para B. bovis em bezerros leiteiros em
MG e Andrade (2021) que ndo amostra positiva para B. bovis e 6,2% para B. bigemina em
fetos na técnica soroldgica. Resultado extremamente alto de 81% foi encontrado para B. bovis
em gado leiteiro em Rondonia na técnica de nPCR; na ocasido 13 de 16 bezerros recém-

nascidos atestaram positivo para o agente.

A variabilidade nas taxas de transmissdo entre trabalhos cientificos e este estudo pode
esta relacionado a caracteristicas locais relacionados a rebanhos, como clima, perfil genético
dos bovinos e sazonalidade de vetores, além de fatores relacionados a variabilidade genética
dos agentes, os quais devem ser considerados nesse tipo de via de transmissdo em questdao
(Britto, 2019). Para A. marginale, por exemplo, a diversidade genética ¢ alta no estado de MG

(Pohl et al., 2013).

Como discussdo dos estudos feitos até hoje acerca do tema, além de haver poucos
trabalhos na literatura relacionados a transmissdo vertical de TPB, pontua-se que a taxa de
transmissao vertical desses recentes trabalhos citados amostraram, relativamente, baixo
nimero de bezerros recém-nascidos sendo que a maioria tinham 30 animais ou menos em
seus estudos. Costa et al. (2016) amostraram 60 animais e este trabalho mais que o dobro.

Andrade (2021) amostrou 145 fetos de abatedouro. Isso revela a necessidade de mais
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pesquisas na area € com maior poder de amostragem para assim sanar duvidas relacionados a
transmissdo vertical de TPB como: importancia epidemiologica dessa via para manutencao da
doenca no rebanho, bem como seu impacto na fazenda, fatores predisponentes para sua
ocorréncia ¢ mecanismos de infeccdo do feto pelo agente. Também descobrir se vacas
infectadas cronicamente podem transmitir os parasitos por gestagdes consecutivas, se ha
diferenca da viruléncia de cepas de parasitos ou se a variabilidade genética pode influenciar o
potencial de transmissao de infec¢do e doenca do feto (Costa et al., 2016). tendo em vista o
atual avango de técnicas moleculares que possuem alta sensibilidade para indentificar DNA
dos parasitos associado a intensificacdo dos sistemas produtivos ocorridos nas ultimas
décadas que permite obter uma elevada e rapida amostragem de animais, espera-se que

estudos mais robustos e esclarecedores na area sejam realizados em um futuro breve.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O status epidemioldgico dos animais que se encontram por volta dos nove meses
idade mostra baixo risco de adoecimento ou surtos para os agentes da TPB, segundo critério
de Mahoney e Ross (1972). Entretanto, devido aos fatores como: ao alto fluxo de animais
vindos de varias localidades, condi¢des climaticas e ambientais especificos da fazenda, pouco
ou nenhum vetor bioldgico dos agentes presentes na fazenda, pode haver alteracao da situagao
da fazenda ao longo do tempo. Além disso, ¢ prudente que se pondere as classificagdes de
estabilidade feitos por esses autores, pois na fazenda apesar do status estavel, ha adoecimento
de animais por TPB. Portanto, somente o perfil sorolégico dos animais ndo € o suficiente para

determinar o status epidemioldgico da propriedade.

A fazenda possui alguns fatores de risco que pode contribuir para o surgimento da
TPB. Dentre eles estd o estresse térmico pelo calor, com isso recomenda-se promover
conforto térmico de todas as categorias, principalmente, o grupo DG em que fatores
imunossupressores em excesso podem estd correlacionado a transmissdo vertical de TPB.
Além disso, deve-se considerar como importante fator de risco o grau sanguineo dos animais,
sendo que Bos taurus possuem menor adaptabilidade a condi¢des climaticas como a da

fazenda e maior susceptibilidade a doenga.



58

A taxa de transmissdo vertical para A. marginale foi alta (41,6%), o que indica
importancia epidemioldgica dessa via no mecanismo de manuten¢do da doenca no rebanho.
Quanto a Babesia bigemina e B. bovis a transmissdo vertical foi muito baixa e ausente,
respectivamente, nao indicando importancia epidemioldgica dessa via para esses agentes.
Porém, como isso contrasta com relatos de alguns casos clinicos de babesiose ocorridos na
fazenda em bezerros muito jovens e adultos confirmada em visualizacdo direta do agente em
lamina, sugere-se uma melhor investigagdo do mecanismo de transmissao desses agentes na

fazenda.

8. CONCLUSOES

Todas as categorias apresentaram positividade ao esfregago sanguineo para A.

marginale. Em nenhuma categoria foi encontrado animais positivos para Babesia sp.

As categorias CH, DG, BD e TR possuem hematdcrito, predominantemente, dentro
dos valores de normalidade. Ja a categoria RN possui valores da mediana do hematdcrito

inferior em relagdo as demais categorias e quadro de anemia em 20,16% dos animais..

Os animais da categoria Chegada (CH) estao em baixo risco de adoecimento ou surtos
para tristeza parasitaria, uma vez que mais de 75% dos animais da fazenda estdo com

sorologia positiva para os agentes até aos 9 meses de idade.

De acordo com a sorologia, a categoria Diagndstico de Gestagdo (DG) possui menor
risco de adoecimento ou surto para os agentes A. marginale ¢ B. bovis do que para B.

bigemina.
Houve boa transferéncia de imunidade passiva nos bezerros recém-nascidos (RN)

Os animais da desmama (BD) ¢ a categoria mais susceptivel a TPB, pois apresentaram
baixos indices de positividade soroldgica a esses agentes, ou seja, €sse grupo se encontra em

instabilidade enzootica.
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Ha transmissdo vertical de 4. marginale em alta frequéncia (41,6%), tendo esta via
importancia epidemiologica, enquanto nao foi verificado transmissdo vertical de B. bovis e a

de B. bigemina foi a uma baixa frequéncia de 0,8%
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ANEXOS

Anexo 1- Certificado de aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UFMG).

UMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estudo da Prevaléncia da Tristeza Parasitaria e Tripanossomose Bovina em
diferentes categorias de bovinos de corte em sistema de confinamento.”, protocolo do CEUA: 255/2021 sob a
responsabilidade de Tiago Facury Moreira que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou enging) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de cutubro de 2008, do Decreto n® 6.399 de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentag&o Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE AMIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
MIMAS GERAIS, em reunifo de 24/01/2022_

Vigéncia da Autorizagé@o 24/01/2022 a 23/01/2027
Finalidade Pesquisa
*Espeéciellinhagem Bovino / F1 Aberdeen Angus { Nelore
N® de animais 133
Peso/ldade 280kg / 10(meses)
Sexo feminino
Origem Farenda Gado de corte - S&o Jodo da Ponte
*Espeéciellinhagem Bovino / 3/4 Aberdeen Angus / Nelore
N® de animais 133
Peso/ldade 36kag / 1(dias)
Sexo indiferents
Origem Fazenda Gado de corte - S&o Jodo da Ponte
*Espeécie/linhagem Bovino ! 3/4 Aberdeen Angus ! Nelore
M® de animais 133




Pesolldade 150kg / 90(dias)
Sexo indiferente
Origem Fazenda Gado de corte - S30 Jodo da Ponte

*Espécie/linhagem

Bovino / 374 Aberdeen Angus / Melore

N® de animais

133

Pesolldade 450kg / 20(meses)
Sexo femining
Origem Fazenda Gado de corte - S80 Jodo da Ponte

*Especiellinhagem

Bovino / Aberdeen Angus [ Nelore

MN® de animais

133

Pesolldade 550kg / 20(meses)
Sexo indiferente
Qrigem Fazenda Gado de corte - 580 Jofo da Ponte

Consideragdes posteriores:

| 24/01/2022

| Aprovado na reunido ordindria on-line do dia

| | 24/01/2022. Validade: 24/01/2022 & 23/01/2027.

Belo Horizonte, 30/06/2022.
Atenciozamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
hitpe-ifaplicativos_ufmg.brisolicite_ceua/l

Fonte: Sistema de solicitacdes da Comissio de Etica no uso de Animais - CEUA
(https://www.ufmg.br/bioetica/ceua/formularios/)
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