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RESUMO

O complexo tristeza parasitaria bovina é responsavel por grandes prejuizos & pecuéria
brasileira e o conhecimento de sua epidemiologia tem se tornado cada vez mais necessario.
Objetivou-se com este estudo conhecer a dindmica da infeccdo por Anaplasma marginale,
Babesia bovis e B. bigemina em bezerras da raca Holandés em um sistema de criagéo intensivo.
O experimento foi conduzido em uma fazenda localizada no municipio de Inhaima — Minas
Gerais, que possui um historico de altas taxas de morbidade e mortalidade de animais na fase de
recria por anaplasmose e babesiose. Foram utilizadas 224 fémeas bovinas, divididas em sete
grupos. A avaliacdo foi feita atraves de esfregago sanguineo, volume globular, RIFI e PCR. Os
animais apresentaram um periodo de maior susceptibilidade a anaplasmose e a babesiose por B.
bigemina durante a fase de recria. JA para B. bovis a queda da imunidade passiva ocorreu
simultaneamente com o desenvolvimento da imunidade ativa. Foram detectados alguns casos de
transmisséo transplacentéria de A. marginale e B. bovis. As infec¢des por Babesia iniciaram na
fase de pds-casinha, periodo em que 0s animais passaram a ter contato com carrapatos. As
infecgBes por A. marginale tiveram predominio durante a fase de recria. A queda do VG e o
maior nimero de animais anémicos ocorreram na fase de maior concentracdo de quadros
clinicos de anaplasmose e babesiose. Os resultados mostraram que 0s animais jovens desta
fazenda apresentam susceptibilidade para A. marginale e B. bigemina. A situacdo para B. bovis
é estavel, podendo ocorrer alguns casos esporadicos.

Palavras-chave: Anaplasmose; babesiose; Anaplasma marginale; Babesia bovis; Babesia
bigemina; bovinos; imunidade.
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ABSTRACT

The tick fever complex is responsible for major losses to the Brazilian livestock and
knowledge of its epidemiology has become increasingly necessary. The aim of this study was to
know the dynamics of infection by Anaplasma marginale, Babesia bovis and B. bigemina in
Holstein calves in an intensive farming system. The experiment was conducted on a farm in the
municipality of Inhaima - Minas Gerais, which has a history of high rates of morbidity and
mortality of animals in the growing phase for anaplasmosis and babesiosis. 224 animals were
divided into seven groups were used. The evaluation was done by blood smear, packed cell
volume, IFAT and PCR. The animals showed a period of increased susceptibility to
anaplasmosis and babesiosis by B. bigemina during the growing phase. As for B. bovis drop of
passive immunity occurred simultaneously with the development of active immunity. Were
detected some cases of transplacental transmission of A. marginale and B. bovis. Babesia
infections began in the post-house phase, during which the animals began to have contact with
ticks. Infections with A. marginale had predominated during the growing phase. The fall of the
packed cell volume and the largest number of anemic animals occurred in the major phase
concentration of clinical cases of anaplasmosis and babesiosis. The results showed that young
animals in this farm have susceptibility to A. marginale and B. bigemina. The situation for B.
bovis is stable, and there may be some sporadic cases.

Keywords: Anaplasmosis; babesiosis; Anaplasma marginale; Babesia bovis; Babesia
bigemina; cattle; immunity.
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1. INTRODUCAO

As doengas do complexo tristeza parasitaria bovina ocorrem em todo o Brasil e séo
responsaveis por grandes prejuizos a pecudria, pois apresentam alta frequéncia, levam a elevada
mortalidade, diminuicdo do desempenho, aborto, quedas na producdo de leite e carne, gastos
com medicamentos. Entre estas doencas, a anaplasmose é a de maior frequéncia. Acredita-se
gue o impacto econébmico no Brasil seja maior que o causado pela TPB na Australia e pela
anaplasmose nos Estados Unidos (RIBEIRO, 1979; MADRUGA et al., 1987; BOCK et al.,
2004; BENAVIDES et al., 2007).

Os principais sinais clinicos da TPB sdo apatia, apetite diminuido ou ausente, queda na
producdo de leite, desidratacdo, emagrecimento, palidez das mucosas, fraqueza, pelos secos,
arrepiados e sem brilho, estase gastrointestinal, taquicardia, hipertermia, ictericia, dispneia e
hemoglobinuria (GONCALVES et al., 2011; MACHADO et al., 2015).

O periodo de incubacdo da Babesia pode variar de sete a 14 dias e do Anaplasma
marginale de 21 a 35 dias. Bezerros jovens sdo mais resistentes a babesiose, com predominio da
forma subclinica da doenca (MADRUGA et al., 1984; KESSLER e SCHENK, 1998).

Devido a importancia da TPB torna-se necessario o conhecimento da epidemiologia da
anaplasmose e da babesiose na area a ser trabalhada, pois pequenas alteragdes, como no manejo
dos animais e climéticas podem provocar mudancas na dindmica da infeccao.

Mesmo com a presenca de vetores em grande parte do Brasil, 0 que permite a infeccéo de
animais jovens nos primeiros meses de vida, ainda verifica-se a ocorréncia de babesiose e
anaplasmose em bezerros influenciada por diversos outros fatores epidemioldgicos
(MADRUGA et al., 1987). Assim, mesmo em regiGes consideradas endémicas para estas
enfermidades, verifica-se alto nimero de casos clinicos e alta mortalidade, exigindo cada vez
mais a intensificagdo do conhecimento da epidemiologia da TPB nas propriedades e
investimentos no monitoramento e controle.

Estudos epidemioldgicos sobre a TPB podem auxiliar no planejamento de medidas de
controle e nas estratégias de monitoramento, porém ainda sdo escassos no Brasil. Além disso, a
pecuéria de leite experimenta intensificagdo acentuada nas duas Ultimas décadas, determinando
mudancgas nos sistemas de producdo que podem estar contribuindo para alteragcdes nos padrdes
de ocorréncia da TPB. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas que possam
elucidar o comportamento da TPB nos variados sistemas de producdo de leite adotados no
Brasil, para auxiliar no desenvolvimento de programas de controle dessas enfermidades.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Conhecer a dindmica da infeccdo por A. marginale, B. bovis e B. bigemina em bezerras da
raca Holandés em sistema de criacdo intensivo, utilizando como parametros a infeccdo por estes
agentes (presenca do parasito pela PCR e quantificacdo por esfregaco sanguineo), alteracdes de
hematocrito e comportamento da imunidade humoral.

2.2. Especificos

- Avaliar a dindmica de anticorpos anti-A. marginale, anti-B. bovis e anti-B. bigemina em
bezerras de diversas faixas etarias;

- Avaliar em que periodo ocorrem as primoinfec¢des por A. marginale, B. bovis e B.
bigemina nas bezerras acompanhadas através da PCR e esfregaco sanguineo;

- Avaliar através da RIFI (anticorpos 1gG) a imunidade das vacas, a transferéncia de
imunidade passiva especifica para anaplamose e babesiose e 0 comportamento da resposta
imune para estes agentes nas bezerras;

- Avaliar as alteragBes de hematdcrito ocorridas nas diversas faixas etarias e sua relacéo
coma TPB;

17



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Histérico

Na Roménia em 1888, Babes descreveu um microrganismo intraeritrocitario em bovinos
que apresentavam hemoglobindria, que foi denominado Haematococcus bovis (UILENBERG,
2006). De 1889 a 1893, Theobald Smith e Frederick L. Kilbourne conduziram experimentos que
demonstraram a participacdo de carrapatos como vetores de microrganismos em bovinos. Eles
identificaram o patégeno da Febre do Texas, um protozoario intraeritrocitario que Smith
nomeou Pyrosoma bigeminum (ASSADIAN e STANEK, 2002; UILENBERG, 2006). Em
1893, Starcovici os classificaram no género Babesia e nomeou-os B. bovis e B. bigemina
respectivamente (UILENBERG, 2006). J& A. marginale foi descrito em 1910 por Sir Arnold
Theiler como pontos marginais em eritrocitos de bovinos doentes (KOCAN et al., 2010).

3.2. Tristeza Parasitaria Bovina

Tristeza parasitaria bovina € um complexo de doencas causadas principalmente por
protozoarios e rickettsias, dos géneros Babesia e Anaplasma respectivamente, que causam
grandes perdas econdmicas a pecudria brasileira. A anaplasmose bovina é causada por uma
rickettsia intraeritrocitaria, e a principal espécie envolvida no Brasil é A. marginale. A babesiose
é causada por protozodrios intraeritrocitarios, e as espécies que acometem os bovinos no Brasil
sdo a B. bovis e a B. bigemina (KESSLER e SCHENK, 1998).

3.2.1. Anaplasma marginale

Anaplasma marginale € uma rickettsia intracelular obrigatoria, classificada na ordem
Rickettsiales e na familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001).

Eritrocitos infectados sdo ingeridos por carrapatos ao se alimentarem de sangue de um
hospedeiro portador. As primeiras células do carrapato a serem infectadas por A. marginale sdo
as do intestino. Ao se alimentarem pela segunda vez, muitos outros tecidos sdo infectados,
inclusive as glandulas salivares, que a partir delas a rickettsia é transmitida aos bovinos. As
formas reticuladas e densas sdo encontradas em células de carrapatos. Em primeiro lugar
aparecem as formas reticuladas, que é a fase vegetativa que divide através de divisdo binaria. A
forma reticulada muda para a forma densa, forma infecciosa que pode sobreviver
extracelularmente (Figura 1). Ao ser inoculado no bovino, os corplsculos iniciais aderem na
superficie da hemécia, por invaginacdo (rofeocitose) da membrana citoplasmatica invade 0s
eritrocitos e replica por fissdo binéria dentro do vacuolo parasitéforo, formando um corpo de
inclusdo contendo quatro a oito corpusculos iniciais. Sem rompimento da membrana, através de
rofeocitose reversa, 0s corpos iniciais saem das hemacias e penetram outros eritrocitos (revisado
por KESSLER e SCHENK, 1998; revisado por RIBEIRO e PASSOS, 2002; KOCAN et al.,
2003; SILVA et al., 2014).
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Figura 1: Ciclo bioldgico do A. marginale.

Anaplasma marginale é transmitido biologicamente no Brasil por carrapatos Rhipicephalus
microplus e mecanicamente por moscas hemat6fagas ou por fémites contaminados com sangue
infectado (KOCAN et al., 2010). Quanto maior a proximidade dos animais, mais facilmente
ocorre a transmissdo mecanica por moscas hematofagas, ja que a medida em que a alimentagdo
do vetor € interrompida, ele passa a se alimentar do sangue de outro animal, podendo assim
transmitir A. marginale de um bovino infectado para um néo infectado (SCOLES et al., 2005).
Os tabanideos compdem um grupo de insetos associado a transmissdo mecanica de patdgenos,
ja que ao se alimentarem, causam dor aos animais, tendo a alimentacdo interrompida pelo
hospedeiro, dispersando entdo para outro animal (FOIL, 1989). Scoles et al. (2005)
demonstraram que a transmissao biolégica de A. marginale por carrapatos é mais eficiente que a
transmissdo mecanica por Stomoxys calcitrans, porém ndo descarta a importancia do papel desta
na epidemiologia da anaplasmose.

Os bovinos persistentemente infectados e os carrapatos machos se comportam como um
reservatorio para a transmissdo mecanica e/ou bioldgica do patdégeno (KOCAN et al., 2003;
KOCAN et al., 2010). Ha também relatos de transmissao congénita, como o descrito por Passos
et al. (1984), em que encontraram eritrocitos parasitados por A. marginale em esfregaco
sanguineo de um bezerro de dois dias de idade. Meneses (2013) em um estudo realizado com
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animais da mesma fazenda deste experimento, identificou através de nPCR 10% de animais com
transmissdo transplacentéria de A. marginale. Estes bezerros foram acompanhados por 70 dias e
ndo manifestaram sinais clinicos de anaplasmose. Apesar de apresentarem resultados positivos
na nPCR, nos esfregacos sanguineos eram negativos.

Os periodos de paténcia e convalescéncia na anaplasmose sao longos, durando em média
25 dias cada um. O periodo de paténcia consiste na fase em que inicia a queda do VG até o
momento de VG mais baixo. J& o periodo de convalescéncia trata-se da fase onde o animal se
recupera gradualmente da anemia e consiste no momento de VG mais baixo até o dia que
retorna aos limites fisiol6gicos (COELHO, 2007).

Os sinais clinicos da anaplasmose sdo anemia, ictericia, febre, fraqueza e depressdo. A
intensidade e duracdo da doenga séo dependentes de diversos fatores: animais mais velhos séo
mais susceptiveis a forma severa da doenca; animais com consumo de energia reduzido
apresentam doenca clinica menos severa; animais Bos indicus sdo mais resistentes aos
carrapatos que animais Bos taurus (WANER et al., 2011; COSTA et al., 2011).

A anemia ocorre devido a excessiva eritrofagocitose, desencadeada pelos danos que o
parasita causa nos eritrécitos e pelo efeito sensibilizante de auto anticorpos anti eritrocitarios
nos eritrécitos infectados e ndo infectados. Os eritrdcitos danificados e/ou sensibilizados sdo
removidos pelo sistema monocitico-fagocitario. Outros fatores ndo imunes que podem
desempenhar um papel importante na anemia sdo o fator estimulante de eritrofagocitose
inespecifica, atividade da fosfofrutoquinase alterada, e baixos niveis de adenosina trifosfato
(ATP) nos eritrocitos, resultando em perturbacBes funcionais e alteragbes na proteina e
componentes glicoproteicos da membrana de eritrocitos infectados (WANER et al., 2011).

Os bezerros s80 menos susceptiveis a infeccdo por A. marginale e, quando infectados,
menos predispostos a forma clinica da doenca e desenvolvem infecgdes persistentes e
imunidade ao longo da vida. Este fenbmeno ndo é completamente compreendido, mas bezerros
esplenectomizados sdo totalmente susceptiveis a infeccdo e os quadros clinicos sdo mais graves
que os observados em animais mais velhos (KOCAN et al., 2003). Mendonca (2015) através de
inoculacéo de cepas de A. marginale em bezerras com anticorpos colostrais, demonstrou que
dos animais que tinham anticorpos passivos, apenas 30,8% ndo se infectaram na primeira
inoculacéo e 15,4% ap0s a segunda, indicando que animais com anticorpos de origem materna
contra A. marginale ndo apresentam resisténcia a infeccdo. Isto indica que a imunidade contra
A. marginale ndo € apenas humoral, como demonstrou Lasmar et al. (2012), que através de uma
vacina morta cultivada em células IDE8 conseguiu a soroconversao em bezerros, porém esta
resposta ndo foi capaz de prevenir a anaplasmose ap6s desafio, ja que por se tratar de uma
vacina morta, nédo foi capaz de estimular o desenvolvimento da resposta celular.

Um estudo realizado por Bock et al. (1997) sugere maior atencdo aos casos de anaplasmose
em rebanhos mesticos e de Bos indicus em &reas extensivas, pois existe a possibilidade dela ser
uma significante causa de perdas econdmicas, devido a dificuldade ou baixa frequéncia de
diagndstico.
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3.2.2. Babesia bovis e B. bigemina

Babesia bovis e B. bigemina sdo protozoarios da ordem Piroplasmida (GUGLIELMONE,
1995).

Os esporozoitos penetram nos eritrocitos ao serem inoculados no bovino. No interior do
eritrocito ele sofre modificagBes e transforma-se em trofozoito, forma capaz de se dividir
atraves de fissdo binaria. Apds a divisdo, passam a se chamar merozoitos, que sdo aptos a
sairem dos eritrécitos, provocando assim a ruptura da célula sanguinea. Algumas formas
evoluem para as formas sexuadas (gametdcitos). Ao ingerir eritrocitos parasitados pelos
gametdcitos, o carrapato se infecta. No intestino do carrapato surgem 0s corpos estrelados
(gametas masculino e feminino). Os zigotos surgem da fusdo dos gametas, penetram as células e
sofrem divisdo por esquizogonia, originando esporocinetos, que depois sdo liberados na
hemolinfa, realizando outras divisbes em diversos 6rgaos, inclusive no ovario. Assim penetram
e se multiplicam nos évulos, ocorrendo a transmissdo transovariana (Figura 2). Babesia se
multiplica nas células do sistema digestivo das larvas infectadas, migrando para as glandulas
salivares, multiplicando e dando origem aos esporozoitos (formas infectantes), que serdo
inoculadas nos bovinos, no caso de B. bovis. J& no caso de B. bigemina, as formas infectantes s6
serdo formadas em ninfas e carrapatos adultos (PURNELL, 1981; KESSLER e SCHENK,
1998).
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Figura 2: Ciclo biolégico da Babesia spp.
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A transmissdo da Babesia ocorre biologicamente através do carrapato R. microplus. Pode
ocorrer também transmissdo mecanica, via transfusdo sanguinea (KESSLER e SCHENK, 1998).

Bracarense et al. (2001), relata um caso de transmissdo congénita de B. bovis em um
bezerro natimorto, ocorrido no Parand. A vaca apresentou titulo de anticorpos de 1:80 para B.
bovis, B. bigemina e A. marginale. Outros agentes foram investigados, mas com resultados
negativos. Na necropsia do bezerro, foram coletados tecidos do animal e verificou-se em clap
cerebral a presenca de hemacias parasitadas por B. bovis nos vasos sanguineos.

O quadro clinico causado por B. bigemina é caracterizado por febre, hemoglobindria e
anemia aguda. Ja os casos de B. bovis sdo mais severos, podendo ser fatais, apresentando além
de febre alta e hemoglobinuria, sintomas nervosos como incoordenacdo motora, salivacdo
anormal, ranger de dentes e letargia (PURNELL, 1981).

3.3. Epidemiologia e dindmica da infec¢io

Ainda sdo necessarios estudos sistematicos das hemoparasitoses, ndo possuindo
embasamentos epidemioldgicos para as diversas areas do Brasil. Para a formulagdo de
programas de controle e erradicacdo, faz-se necessario o entendimento de indicadores
epidemioldgicos, como a difusdo de A. marginale, B. bovis e B. bigemina, e a prevaléncia da
infeccdo na area a ser implementado, j& que em uma mesma regido podem ocorrer diferentes
situacdes epidemiolégicas (PATARROYO et al., 1987; MADRUGA et al., 1987).

A anaplasmose e a babesiose sdo doencas hemoliticas e febris e estdo relacionadas com a
distribuicdo geogréfica do carrapato R. microplus, compreendida entre as latitudes 32° Norte e
32° Sul, que nas Américas engloba o México, América Central e quase toda a América do Sul,
ficando de fora da area de risco 0 municipio de Santa Vit6ria do Palmar no Rio Grande do Sul,
Uruguai e sul da Argentina. Algumas regides da Argentina e Uruguai sdo livres do R. microplus
devido a campanhas de erradicacdo do carrapato. No norte da América Central o R. annulatus
também é responsavel pela transmissdo de Babesia spp. aos bovinos (GUGLIELMONE, 1995;
VIDOTTO, 2005).

Alguns autores classificam as regides geograficas do ponto de vista epidemiolégico, como
areas de estabilidade ou instabilidade enzodtica. Nas areas de estabilidade a infeccdo dos
bezerros é precoce, antes da perda da resisténcia a forma clinica das doencas, que ocorre entre
seis e nove meses de idade. Essa condigdo € possivel quando h4d no ambiente uma taxa de
vetores infectados capazes de infectar a maioria dos animais nesta idade preconizada, resultando
em pelo menos 75% dos bovinos infectados e imunizados antes da idade em que se encontram
susceptiveis. Porém, em regifes onde os animais se infectam tardiamente, observa-se um maior
nimero de quadros clinicos, sendo classificadas como é&reas de instabilidade enzodtica
(MAHONEY E ROSS, 1972; VIEIRA, 2002).

Porém, atualmente, esta classificacdo vem sendo questionada, como Jonsson et al. (2012),
que sugerem nao ser apropriado o uso desse termo com base em uma Unica avaliacdo transversal
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em estudos soroldgicos e que os limiares propostos por Mahoney ndo deveriam ser utilizados
em sistemas sem dados especificos de doenga clinica, gen6tipo dos hospedeiros, espécies de
patdgenos e carrapatos, tendo em vista a grande variacdo na patogenicidade. Este
questionamento ocorre também porque os dados utilizados neste estudo sdo especificos para R.
microplus infectados por B. bovis e B. bigemina, infestando bovinos Bos taurus e mesticos, no
estado de Queensland, Australia, ndo podendo ser aplicado em infec¢bes por diversos
patdgenos, em que as contribuic@es relativas da imunidade inata, imunidade passiva e dindmica
da infeccdo para ocorréncia da doenca ndo sao tdo claras, ou para doengas em que a imunidade
inata domina a imunidade adquirida. Portanto, segundo Jonsson et al. (2012), os limiares
propostos por Mahoney néo poderiam ser utilizados efetivamente nem no sistema no qual foi
concebido, j& que variacbes de manejo e climaticas de ano para ano podem alterar os
pardmetros.

O Brasil é classificado como &rea enzodtica para TPB, porém as variagdes edafoclimaticas
em algumas regides desfavorecem o desenvolvimento do R. microplus em alguns periodos do
ano, sendo consideradas regides de instabilidade enzoética. As principais perdas econémicas
ocorrem nessas areas ou quando animais de areas de instabilidade ou de locais livres sdo
transferidos para areas de estabilidade (SANTOS et al., 2001).

Costa et al. (2011) descreveram a ocorréncia de 24 surtos de TPB no sertdo paraibano,
sendo mais frequentes os casos de anaplasmose. Os autores justificam essa maior frequéncia
pela presenca de tabanideos nas propriedades durante o periodo chuvoso, o que potencializaria a
ocorréncia de novos casos. Os adultos foram a maioria dos animais afetados, pois devido as
condiges climaticas da regido, ndo ha presenca de carrapatos durante alguns periodos do ano,
fazendo com que ndo ocorra a transmissdo continua dos agentes, principalmente em animais
jovens, resultando em um inadequado desenvolvimento da imunidade especifica, tornando
assim adultos sensiveis.

Melo et al. (2001) em um estudo realizado em duas fazendas localizadas na regido
Metalurgica de Minas Gerais determinaram a dindmica da infeccdo natural por A. marginale. Na
fazenda B os animais eram expostos aos vetores precocemente, 0 que resultou em uma producao
de imunidade ativa mais rapidamente que os da fazenda A, que em ambas categorias, trés a
quatro meses e quatro a cinco meses de idade, apresentaram grande decréscimo na frequéncia de
animais positivos na RIFI, com 13,6% de soropositivos e sd posteriormente aumentou a
frequéncia. Ja os da fazenda B nas mesmas categorias ja apresentavam 30,3% e 45,5%
respectivamente, que continuou a aumentar nas categorias seguintes. Eles verificaram a
influéncia do manejo adotado e do més de nascimento dos bezerros, apresentando que animais
expostos aos vetores precocemente e 0s nascidos no periodo de setembro a dezembro foram
infectados nos primeiros dias de vida, como é preconizado. Ja a maioria dos nascidos de mar¢o
a setembro, devido a reducdo da populagdo de vetores em decorréncia das condicOes climaticas,
foi infectada tardiamente por A. marginale durante os meses de outubro e novembro,
independente da idade.
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Pacheco et al. (2004) em estudo realizado no Parana, demonstraram queda nos niveis de
anticorpos anti-A. marginale séricos nas vacas no periparto, que aos 30 dias pré-parto
apresentaram 90% de positivos no cELISA na fazenda A e 81% na fazenda B, e com a
aproximacédo do parto diminuiu em consequéncia da intensa migragdo de imunoglobulinas para
a glandula maméria para a formacdo do colostro. Porém, ap0s este periodo a evolugdo dos
niveis de anticorpos séricos foi diferente entre as propriedades estudadas, devido a pouca
exposicdo dos animais ao R. microplus, o que explicaria a ocorréncia de surtos de anaplasmose
no periparto naquela regido em vacas que foram mantidas livres de carrapatos por até duas
lactacOes e depois alocadas no periodo pré-parto em piquetes com infestagcdo de larvas de R.
microplus. Em relacéo aos bezerros, a primeira infecgdo na fazenda A foi constatada através de
PCR aos 45 dias de idade, momento em que todos os animais eram soronegativos no cELISA.
Na fazenda B, que realizou uma melhor colostragem, a menor frequéncia de animais positivos
no cELISA ocorreu tardiamente, aos 135 dias de vida e comecaram a ser positivos no PCR
também aos 45 dias, mas com evolucdo do numero de positivos mais lenta que na fazenda A.
Com isso, segundo Pacheco et al. (2004), foi demonstrada a dependéncia da infec¢do natural em
relacdo aos niveis de anticorpos colostrais absorvidos, refor¢cando assim a importancia de uma
adequada colostragem.

Santana et al. (2008) em um trabalho realizado em Turvéania, Goiés, estudaram a dinamica
da infecgdo natural por B. bigemina através da PCR e verificaram um predominio de primo-
infeccBes ocorrendo entre 31 e 45 dias de vida, podendo estar relacionada ao inicio da fase
susceptivel, que corresponde entre a perda de imunidade passiva e a aquisi¢do da imunidade
ativa. Um bezerro, dos 37 estudados, apresentou PCR positivo aos dois dias de vida, sugerindo
um caso de transmissao transplacentaria de B. bigemina.

Madruga et al. (1984) realizaram um estudo com bezerros das racas Nelore, Ibagé e
cruzamentos de Nelore com a finalidade de determinar os niveis de imunoglobulinas anti-B.
bigemina e B. bovis. Observaram um decréscimo na media dos niveis de anticorpos colostrais
entre 28 e 56 dias de idade contra B. bigemina e entre 56 e 84 dias para B. bovis, periodo em que
pode ocorrer quadros clinicos de babesiose. Os autores sugerem que, mesmo nhao podendo obter
nenhuma concluséo da susceptibilidade ou resisténcia das racas e cruzamentos baseada na curva
de anticorpos, a maior semelhanca dos titulos de anticorpos entre animais da raca Nelore e seus
cruzamentos, que foram menores que os da raca lbagé, possa estar relacionada com a resisténcia
destes ao R. microplus, vetor da Babesia.

3.4.Resisténcia aos agentes

A primoinfec¢do dos bezerros nas primeiras semanas de vida em &rea enzodtica é
desejavel, ja que nesta fase as alteracdes hematoldgicas e clinicas sdo menos intensas. Animais
jovens sdo mais resistentes devido aos anticorpos maternos, desde que recebam o colostro.
Mesmo com a queda dos niveis de anticorpos, estes animais sao relativamente mais resistentes

\

que os adultos, devido a rapida resposta da imunidade celular, grande capacidade
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hematopoiética e resquicios de hemoglobina fetal (GONCALVES, 2000; PEREIRA et al.,
2009).

A ocorréncia de quadros clinicos de anaplasmose e babesiose em animais jovens mesticos
de Nelore na regido Centro-Oeste e em Minas Gerais, foi explicada por Madruga et al. (1987)
devido a probabilidade de haver uma elevada inoculacdo de microrganismos, na fase de
inexisténcia ou baixa imunidade humoral, mesmo com baixas infestacBes por teledginas,
mostrando uma adaptacdo dos carrapatos a alta infec¢do dos agentes da TPB, formando um
eficiente sistema de transmisséo.

Durante a fase de portador de A. marginale, que ocorre ap06s o periodo de convalescéncia,
pode-se observar discretas variagdes de hematoOcrito e parasitemia, sem a presenca de
manifestacGes clinicas. Isso ocorre devido ao ciclo biolégico do A. marginale, como um
mecanismo de evasao da resposta imune, mas também é importante para o desenvolvimento da
imunidade e estabelecimento da condigéo de portador (KIESER et al., 1990).

Deve-se atentar para a ocorréncia de surtos quando ha mudancas no manejo e quando
animais sem exposicdo aos agentes por um longo periodo sdo introduzidos em &areas com
infestacdo dos vetores. Machado et al. (2015) acompanharam um surto de anaplasmose em
Mambai, Goias, em bovinos que ficaram por um longo periodo em sistema sem contato com A.
marginale, e apds serem transferidos para uma area infestada por R. microplus e a ocorréncia do
aumento da populacéo de S. calcitrans na propriedade devido ao acumulo de matéria organica,
resultou no aumento de casos clinicos e mortalidade dos animais.

Perez et al. (1994) demonstraram o aumento da probabilidade de transmissdo de Babesia
em bovinos de corte jovens relacionada com a diminuigdo da resisténcia a carrapatos devido ao
estresse nutricional combinado com o pico de atividade de larvas infectantes.

Ribeiro (1979) em estudo realizado em Minas Gerais com bovinos Holandés, Zebu e
mesticos ndo observou diferenca de prevaléncia de anticorpos entre as ragas.

3.5. Diversidade genética do Anaplasma marginale

O Brasil, que é considerado uma &rea endémica para anaplasmose, apresenta alta
diversidade genética da rickettsia, com cepas ja isoladas até em bezerros neonatos (POHL et al.,
2013; SILVESTRE et al., 2016). Meneses (2013) detectou trés animais recém-nascidos
positivos na nPCR para A. marginale e através do sequenciamento nucleotidico identificou duas
novas sequéncias de repeticdes em “tandem”, além de outras quatro ja descritas, mostrando alta
diversidade genética. A caracterizagdo imunoldgica e molecular das cepas de A. marginale é
importante para o desenvolvimento de vacinas efetivas para o controle da anaplasmose e para o
conhecimento da epidemiologia e viruléncia do agente (LIS et al., 2015). Mendonga (2015)
realizou protocolos vacinais com duas cepas de A. marginale e encontrou diferenga entre o0s
niveis de protecdo. O protocolo UFMG 1 + UFMG 1 foi capaz de proteger 80% dos animais, 0
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UFMG 3 + UFMG 3 protegeu 76,92% e o0 UFMG 1 + UFMG 3 ndo alcangou protecédo
suficiente para os animais resistirem ao desafio natural.

Bastos et al. (2010) inocularam bezerros com uma cepa de A. marginale de baixa
viruléncia (UFMG 1) na dose de 2x10’ eritrécitos infectados. Os animais apresentaram queda de
65% no hematdcrito e rickettsemia média de 10,2% apds a infec¢do, mas com sinais clinicos
brandos e o tratamento ndo foi necessério para a recuperagdo. Setenta e cinco dias apds a
inoculacdo com UFMG 1, os animais foram desafiados com uma amostra de alta viruléncia
(UFMG 2) e ndo manifestaram sinais clinicos da doenca, enquanto que no grupo controle
(animais ndo vacinados), houve reducdo de 71% do hematdcrito e rickettsemia de 15,6%,
resultando em mortalidade de 60%. Os resultados mostraram que uma cepa de baixa
patogenicidade é capaz de proteger contra cepas de alta patogenicidade. O trabalho também
mostrou que a infeccdo por UFMG 1 ndo impediu a infec¢do por uma segunda cepa, sugerindo
que ocorre protegdo sem exclusdo entre cepas de A. marginale.

Pohl et al. (2013) em trabalho realizado em Minas Gerais, demonstraram a existéncia de
grande diversidade genética de A. marginale dentro de um Unico rebanho estudado, mostrando
gue no campo, 0s animais estdo susceptiveis a desafios heterdlogos. Silva et al. (2016) em um
estudo realizado em Taiagu, Sdo Paulo, encontraram apenas trés cepas de A. marginale no
rebanho analisado. As possibilidades encontradas para explicar estes fatos foram a baixa
infestacdo por carrapatos, j& que os animais recebiam tratamento a base de piretroides a cada 21
dias, ou a ndo entrada de animais de outras propriedades no rebanho.
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4. MATERIAL E METODOS

| - ATIVIDADES DE CAMPO

4.1. Local e periodo das atividades de campo

A metodologia de estudo utilizada foi a transversal e a coleta do material foi realizada no
més de outubro de 2013 em uma fazenda especializada em atividade leiteira intensiva,
localizada no municipio de Inhaima — Minas Gerais (19° 29 27” Sul e 44° 23’ 24” Qeste) a 85
km de Belo Horizonte. A propriedade possui um histérico de altas taxas de morbidade e
mortalidade de animais na fase de recria por anaplasmose e babesiose.

4.2. Aprovacao pela comisséo de ética

As atividades desenvolvidas pertencem ao projeto submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob protocolo n° 357/2013 (Anexo 1).

4.3.Grupos de animais

O rebanho da propriedade é predominantemente composto por animais da raca Holandés
preto e branco. As bezerras nasciam no piquete maternidade e logo apds o nascimento eram
separadas das maes e mantidas em baias coletivas com cama de feno livre de carrapatos, durante
as primeiras 24 horas, para a realizacdo dos cuidados iniciais com o recém-nascido. A cura de
umbigo foi realizada durante cinco dias, utilizando tintura de iodo 10%, duas vezes ao dia. Os
animais receberam seis litros de colostro, oriundo do banco de colostro da fazenda, nas
primeiras 12 horas de vida, divididos em duas refeigdes. Os animais foram criados em um
bezerreiro em sistema de casinha com piso de areia, onde permaneceram até a desmama, aos 90
dias de idade. Este tipo de piso, por ser muito quente e com baixa umidade, ndo permitia a
infestacdo por carrapatos, mas a instalagdo apresentava populacdo de moscas hematofagas (S.
calcitrans). Para o aleitamento era utilizado leite de descarte (leite de transicdo e de vacas em
tratamento com antibidtico). As bezerras receberam seis litros de leite/dia até o quinto dia de
vida, oito litros/dia do sexto ao 20° dia e dez litros/dia do 21° ao 90° dia, dividido em duas
refeicbes (manhd e tarde). Do terceiro dia de vida ao desmame, agua e concentrado foram
oferecidos ad libitum.

Ap6s o desmame os animais foram transferidos para o lote pés-casinha em piquetes de
Tifton com &rea sombreada, com capacidade de lotagdo de oito a dez bezerras. Apds esta fase,
eram transferidas para lotes de recria, compostos de 20 a 30 bezerras. A dieta diaria era
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oferecida no cocho, composta por concentrado e volumoso (silagem de milho e feno). Agua era
disponivel ad libitum durante todas as fases. Nestes piquetes aumentava o desafio natural dos
animais, devido também a presenca moderada de carrapatos. Os controles de moscas e
carrapatos na fazenda eram feitos de forma esporadica, conforme necessidade avaliada pelos
funcionarios e veterinario da fazenda. A partir do décimo dia no pds-casinha era realizada
quimioprofilaxia nos animais utilizando Dipropionato de imidocarb na dosagem de 1,2mg/Kkg,
que era repetida a cada 21 dias. A quimioprofilaxia consiste no uso de um medicamento,
geralmente em doses sub-terapéuticas, de forma preventiva, 0 que permite que 0s animais
tenham contato com os agentes, de modo que desenvolva uma resposta imunoldgica
(SCHEFFER, 2013).

As vacas em producdo eram confinadas em sistema free stall e 30 dias pré-parto foram
alocadas em piquetes com lotacdo de oito a dez animais. A dieta era oferecida na forma de
mistura total, balanceada para cada fase e nivel de producéo de leite, de acordo com requisitos
do NRC. O fornecimento de agua era ad libitum.

Para o experimento, foram utilizadas 224 fémeas bovinas, divididas em sete grupos, como
descrito a seguir (Tabela 1) (Figura 3).

Tabela 1: Descricao dos grupos, nimero e idade média dos animais de cada categoria.

Grupo Categoria N° Idade (dias) Descricéo Ambiente
animais
Média Desvio
padrao
1 Aleitamento 1 42 23,35 15,06 Bezerras mais  Casinhas individuais
jovens em com piso de areia
aleitamento
2 Aleitamento 2 32 104,13 6,71 Bezerras mais Casinhas individuais
velhas em com piso de areia
aleitamento
3 Pds-casinha 30 158,0 29,73 Bezerras mais Piquetes de Tifton em
velhas do pds- grupos de 8-10 animais
casinha
Recria — risco 30 158,04 23,79 Categoria onde se Piquetes de Tifton em
observava o inicio  grupos de 20-30
dos casos de TPB  animais
Recria — doentes 30 223,35 41,58 Categoria onde se Piquetes de Tifton em
observava 0 maior  grupos de 20-30
nimero de casos animais
clinicos de TPB
Recria — estaveis 30 260,35 38,95 Categoria onde se Piquetes de Tifton em
observava grupos de 20-30
pequeno numero animais
de casos clinicos
de TPB
Vacas secas 30 1413,74 327,74  Vacas secas, no Durante a lactagdo
final de gestacéo encontravam-se em
free-stall e  foram
transferidas para

piquetes apds a secagem

28



Figura 3: Animais e ambiente da fase de aleitamento (A), do grupo pds-casinha (B), da fase
de recria (C) e do grupo vacas secas (D).

4.4, Coleta de sangue

Amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo anticoagulante (EDTA) através de
puncéo da veia jugular. Aliquotas de sangue total foram utilizadas para determinar o VG e cerca
de 2 mL foram congelados a — 20°C para posterior extragdo de DNA e realizacdo de PCR para
A. marginale, B. bovis e B. bigemina. O restante do sangue foi centrifugado a 1500G por 10
minutos para obtencdo de plasma, que foi armazenado a -20°C para posterior deteccdo de
anticorpos 1gG especificos para A. marginale, B. bovis e B. bigemina através da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI).
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Il - ANALISES LABORATORIAIS

4.5, Locais

Analises moleculares e soroldgicas foram realizadas no Laboratério de Parasitologia
Molecular e no Laborat6rio de Protozoologia Veterinaria do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte — MG,
respectivamente. Os exames de microhematocrito e de esfregaco sanguineo foram realizados em
um laboratério montado na fazenda.

4.6. Esfregago sanguineo

Foram confeccionados esfregacos de amostras de sangue obtidas através da pungdo de
capilares na ponta da cauda. Foram corados utilizando o kit Panético Rapido® Laborclin para
determinar a parasitemia em microscopia Optica (100X) em imersdo, através da contagem de
eritrécitos parasitados observados em 40 campos com celularidade homogénea. O resultado da
contagem foi dividido pelo valor total estimado de células presentes nos campos observados de
acordo com Mendonga (2015).

4.7.Volume globular

O volume globular (VG) foi determinado através da técnica do microhematdcrito
(SCHALM, 1975).

4.8.Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Para a deteccdo de anticorpos IgG anti-A. marginale, anti-B. bigemina e anti-B.bovis foi
utilizado o plasma, seguindo o protocolo laboratorial conforme Silveira (2012). O objetivo foi
avaliar a dindmica dos anticorpos anti-Anaplasma e anti-Babesia nas bezerras em diversas
faixas etarias.

Como antigenos, foram utilizadas laminas de esfregaco sanguineo bovino espesso contendo
hemécias parasitadas por A. marginale, ou por B. bovis ou por B. bigemina, confeccionadas
segundo IICA (1987).

Os plasmas foram diluidos em PBS 1X na propor¢do de 1:40. Posteriormente foram
colocados 2 pL de plasma a ser testado em cada poco da lamina, e também o controle positivo e
0 branco (PBS 1X). As amostras foram incubadas em camara imida & 37° C por 30 minutos e
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posteriormente lavadas duas vezes por trés minutos com PBS 1X e uma vez com agua destilada,
também por trés minutos e secas a temperatura ambiente. Apds secarem, foi adicionado em cada
poco o conjugado anti-lgG bovino contendo isoticionato de fluoresceina (FITC) (Serotec®)
diluido a 1:100 em azul de Evans (1:50 em PBS Tween) e incubadas novamente a 37° C por 30
minutos e lavadas como da primeira vez. Apds secarem em temperatura ambiente, foi
adicionada glicerina alcalina e as 1aminas foram cobertas por laminula. A avaliacdo foi feita em
microscépio de epifluoresceina (Olympus® BX41), em aumento de 20X e 40X. Como controle
positivo foram utilizadas amostras de bovinos sabidamente positivos para cada antigeno e como
branco somente o PBS.

4.9. Analises moleculares

O sangue total coletado de dez animais de cada grupo foi utilizado para verificar a presenca
do DNA dos parasitos através da PCR. Como controle negativo para a reacdo foi utilizada agua
Milli-Q ultrapura (DNAse e RNAse “free”) e como controle positivo 0 DNA extraido do sangue
de animais sabidamente positivos para cada um dos patdgenos testados.

4.9.1. Extracio de DNA

A extracdo de DNA das amostras de sangue total foi realizada utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante para 300 pL
de sangue.

4.9.2. Amplificacdo do DNA

O DNA extraido foi amplificado utilizando termociclador automatico (Eppendorf
Mastercycler® ou Bio-Rad T100 Thermal Cycler®). Os iniciadores, os produtos, as condi¢les e
0s programas utilizados em cada reacdo encontram-se descritos nos itens a seguir para cada
agente.

4.9.3. Babesia bigemina

Foi utilizada a técnica padronizada por Liu et al. (2014). Os iniciadores da reagdo e o
produto obtido encontram-se descritos na tabela 2, a condi¢cdo para PCR na tabela 3 e o
programa utilizado na tabela 4.

Tabela 2: Sequéncia de iniciadores e produto obtido para diagnostico de B. bigemina.

Sequéncia (5’ para 3’) Iniciador Produto (pb) Referéncia
GCGTTGTCGTCGCTCTTG BbS 646 Liu et al. (2014)
CTTAAATTCGGCGGATGG BbR
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Tabela 3: Condicédo para PCR de B. bigemina, B. bovis e A. marginale (msp4).

Reagente Volume (uL)
GoTag® Green Master Mix 7,5
Agua Milli-Q 54
Mix primer (F+R) (10 mM) 0,6
DNA 1,5
Volume final 15

Tabela 4: Programa utilizado para realizagdo do PCR para amplificagdo de B. bigemina.

Ciclo Etapa Temperatura (°C) Duracéo
1 (1X) Desnaturacéo inicial 96 5 minutos
2 (X) Desnaturagéo 92 1 minuto
Anelamento 56 1 minuto
Extensdo 72 1 minuto
3 (1X) Extensdo final 72 10 minutos

49.4. Babesia bovis

Foi utilizada a técnica de nested PCR (nPCR) padronizada por Figueroa et al. (1993). Os
iniciadores das reacdes e 0s produtos obtidos encontram-se descritos na tabela 5, a condicéo
para nPCR na tabela 3 e o programa utilizado na tabela 6.

Tabela 5: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagndstico de B. bovis.

Reacdo Sequéncia (5’ para 3°) Iniciador Produto (pb)
1% reacdo CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA BoF 350
CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA BoR
2% reacdo TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACC BoFN 291
CTACCGAGCAGAACCTTCTTCACCAT BoRN

Tabela 6: Programa utilizado para realizagdo do nPCR para amplificagdo de B. bovis.

Ciclo Etapa Temperatura (°C) Duracéo
1 (1X) Desnaturagéo 95 2 minutos
Anelamento 55 1 minuto

Extensédo 73 1,5 minutos
2 (34X) Desnaturacdo 95 1 minuto
Anelamento 55 1 minuto

Extensao 73 1,5 minutos

3 (1X) Extensdo final 73 15 minutos
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4.9.5. Anaplasma marginale

Foi utilizada a técnica que tem como alvo o gene msp4 de A. marginale padronizada por de
la Fuente et al. (2008) e nested PCR (nPCR) para aumentar a sensibilidade como descrito por
Silveira et al. (2012). Os iniciadores das reacdes e os produtos obtidos encontram-se descritos
na tabela 7, a condi¢do para nPCR na tabela 3 e o programa utilizado na tabela 8.

Tabela 7: Sequéncia de iniciadores e produtos obtidos para diagnéstico de A. marginale.

Reacéo Sequéncia (5’ para 3’) Iniciador  Alvo Produto Referéncia
(pb)
12reacdo GGGAGCTCCTATGAATTACAGAG MSP45 msp4 872 de la Fuente
AATTGTTTACCCGGATCCTTAGC MSP43 et al. (2008)
TGAACAGGAATCTTGC

2%reacdo CGCCAGCAAACTTTTCCAAAATA AnapF msp4 294 Silveira et al.
TGGGGACACAGGCAAAT AnapR (2012)

Tabela 8: Programa utilizado para realizagdo do nPCR para amplificagdo de A. marginale.

Ciclo Etapa Temperatura (°C) Duracéo

1 (1X) Desnaturacéo inicial 94 5 minutos

2 (29X) Desnaturagéo 92 1 minuto

Anelamento 54 1 minuto

Extenséo 72 2 minutos

3 (1X) Extenséo final 72 8 minutos
4 “Hold” 12 --

4.9.6. Eletroforese em gel de agarose

Para a realizagdo da eletroforese, primeiramente o revelador gel red (Biotium®) foi diluido
em agua destilada na proporc¢éo de 1:400. Foi aplicado em cada po¢o no gel de agarose a 1% em
meio tampédo (TAE 0,5X) uma mistura de 5 pL do produto da amplificagdo 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 100 volts por 25 minutos e observados
posteriormente em lampada ultravioleta.

49.7. Analises estatisticas

As variaveis volume globular e rickettsemia ndo obedeceram aos principios de normalidade
e homogeneidade, por isso os grupos foram comparados através do teste de Kruskal-Wallis,
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executado no software estatistico InfoStat® versdo 2008. O teste exato de Fisher foi utilizado
para comparar a diferenca entre 0s grupos na frequéncia de animais positivos no nPCR, PCR e
RIFI utilizando o software estatistico BioStat® versdo 2009. Para todos os testes foi
considerado um nivel de significancia de 5% (SAMPAIO, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Diagnostico etioldgico da TPB por esfregaco sanguineo

Através da técnica de esfregago sanguineo, ndo foram observadas bezerras positivas para A.
marginale e Babesia spp. na fase de aleitamento (Grupos 1 e 2). Foram observados eritrocitos
parasitados por A. marginale (Tabela 9), com valores de rickettsemia muito baixos, em alguns
animais do poés-casinha (G3 = 0,52), do risco (G4 = 0,08) e doentes (G5 = 2,33). A maior
frequéncia de positivos e a parasitemia de A. marginale mais elevada, foi observada no grupo
doentes (G5), o que corrobora com as observacfes dos funcionarios da fazenda que relatam
maior frequéncia de casos clinicos de tristeza parasitaria neste grupo. Os valores médios de
parasitemia de A. marginale foram baixos e ndo atingiram resultados como os observados por
Coelho (2007), com valores médios no pico da infeccdo de 7,3%, porém com infecgdo
experimental com dose mais alta do que ocorre na natural. Outro fato a se considerar é que a
metodologia do presente trabalho foi transversal, o que fez com que em muitos animais néo
fosse observado o pico da infecgéo.

A observacdo de A. marginale nos esfregacos sanguineos e a ndo observagdo de Babesia
spp pode ser explicada devido & realizagdo de quimioprofilaxia nos animais a partir do pos-
casinha (G3). Na dosagem de 1,2 mg/Kg, o Dipropionato de Imidocarb é capaz de proteger 0s
animais contra Babesia spp, mas ndo é totalmente eficaz contra A. marginale, como demonstrou
Patarroyo et al. (1982), que observou que esta dose foi eficiente no controle da infeccdo por
Babesia spp dentro de 24-48 horas ap6s a aplicacdo, porém apenas diminuiu a parasitemia por
A. marginale. Um detalhe importante que também deve ser considerado é que os animais do
grupo doentes (G5) encontravam-se em tratamento para TPB, o que também pode explicar 0s
resultados negativos para Babesia e parasitemias médias discretas de A. marginale nos animais
deste grupo.

Tabela 9: Valores médios e desvio padrdo de parasitemia no esfregaco sanguineo, de A.
marginale, B. bovis e B. bigemina, em bezerras e vacas da raga Holandés, em sistema de criagdo
intensivo, de diferentes categorias: G1 - aleitamento 1, G2 — aleitamento 2, G3 — pds-casinha,
G4 —risco, G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas secas.

Parasitemia Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
(%)
A. marginale 0? 0? 0,14 + 0,52° 0,01 +0,08* 0,59 + 2,33" 0? 0?
B. bovis 0 0 0 0 0 0 0
B. bigemina 0 0 0 0 0 0 0

Médias com letras diferentes na linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s grupos no
teste de Kruskal Wallis.

Foram detectados mais animais positivos na PCR que no esfregaco sanguineo para os trés
agentes (p<0,05), indicando uma maior sensibilidade da técnica de PCR quando comparada com
a técnica de esfregaco sanguineo (Tabela 10). Segundo Bose et al. (1995) a técnica de PCR é
100 vezes mais sensivel que a técnica de esfregaco sanguineo, sendo indicado para a detec¢do
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de portadores. Comparando as técnicas houve diferenca estatistica nos grupos 1, 6 e 7 para A.
marginale, corroborando com Mendonga (2015), que também encontrou uma maior
sensibilidade na PCR. Mesmo a fazenda apresentando histérico de babesiose, eritrocitos
parasitados por B. bovis e B. bigemina ndo foram encontrados nos esfregagos sanguineos. Para
B. bovis s6 ndo houve diferenca estatistica nos grupos 1 e 2, e para B. bigemina a diferenca
estatistica ndo ocorreu nos grupos 1, 2 e 5. Fahrimal et al. (1992) relata que é dificil a deteccdo
de animais portadores infectados com B. bovis no esfregaco sanguineo, devido a baixa
concentracdo de parasitas presentes no sangue periférico.

Tabela 10: Frequéncia de bezerras e vacas da raca Holandés, em sistema de criagcdo
intensivo, de diferentes categorias, positivas no esfregaco sanguineo e PCR para A. marginale,
B. bovis e B. bigemina. G1 — aleitamento 1, G2 — aleitamento 2, G3 — p6s-casinha, G4 — risco,
G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas secas.

Grupo A. marginale B. bovis B. bigemina
Positivos Positivos Positivos Positivos Positivos Positivos
esfregaco nPCR (%) esfregago nPCR (%) esfregaco PCR (%)

(%) (%) (%)
Gl ot 20° o” 10% o* o*
G2 o* 107 o* 0* 0* 0*
G3 13,33 40* o* 30° o* 60°
G4 3,33" 20% oA 408 0" 60°
G5 43,33* 100" 0" 40° 0" 10%
G6 0* 80° o* 408 0* 508
G7 0" 80° 0" 708 0" 60°

Letras diferentes na mesma linha, para cada agente, indicam diferenca estatistica (p < 0,05) pelo
teste Exato de Fisher.

5.2.Volume globular
Os valores médios de VG apresentaram diferencas entre os grupos (p < 0,05), variando
entre 19,2% a 35,06% (Tabela 11). O grupo doentes (G5) apresentou a média de VG mais baixa

(19,2%), sendo que, 93,3% das bezerras desse grupo apresentaram valores de VG abaixo do
fisiologico, de acordo com Jain (1986), caracterizando um quadro de anemia.
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Tabela 11: Média do VG e frequéncia de animais com VG < 24%, em bezerras e vacas da
raca Holandés, em sistema de criagdo intensivo, de diferentes categorias: G1 — aleitamento 1,
G2 — aleitamento 2, G3 — p6s-casinha, G4 — risco, G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas
secas.

Grupo 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamen  Aleitamen Pos- Risco Doentes  Estaveis Vacas
tol to 2 casinha secas
Meédia do VG
(%) 30,55" 35,06° 31,3 26,53 19,28 2577°  29,57%
Frequéncia
de animais 14,28 0 10 20 93,33 23,33 0
comVG <
24% (%)
1 X X X
2 X X X X
3 X
4 X X X
5 X X X X X
6 X X
7 X X X X

Média do VG com letras diferentes representa diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s grupos
no teste de Kruskal Wallis. Para frequéncia de animais com VG < 24%, as colunas assinaladas com X
indicam diferenca entre a categoria da linha e da coluna pelo teste exato de Fisher (p < 0,05).

Avaliando a frequéncia de animais em cada grupo com VG menor que 24%, considerado
como limite inferior para bovinos (JAIN, 1986), observou-se uma maior frequéncia também no
grupo 5 (doentes), com 93,33% dos animais abaixo do limite fisioldgico, seguido do grupo 6
(estaveis) com 23,33% e grupo 4 (risco) com 20% (Tabela 11). Este comportamento do volume
globular pode ser explicado no grupo de risco (G4) pelo inicio da apresentacédo clinica da TPB.
Neste grupo observou-se uma redugdo do nimero de animais soropositivos para A. marginale
em relacdo as categorias mais jovens, bem como, baixo nimero de bezerras soropositivas para
B. bigemina, ou seja, maior susceptibilidade a infec¢do por estes agentes. Esta fase, portanto, é
caracterizada pela alta frequéncia de animais susceptiveis a babesiose e anaplasmose com inicio
dos casos clinicos. No grupo doentes (G5) observou-se a maior frequéncia de animais com
anemia e o menor valor de VG médio. Este grupo é mais velho que o G4, mas apresenta maior
desvio padrdo e, possivelmente é formado por animais oriundos do G4, separados do mesmo a
partir do monitoramento sanitario diario realizado na fazenda pelos funcionarios. A maior
variacdo do desvio padrdo da idade média dos animais do G5 em relagdo ao G4 demonstra que
0s doentes entram nesse grupo e permanecem no mesmo por um longo periodo de
convalescéncia, que consiste do momento de VG mais baixo até o dia em que retorna aos
limites fisioldgicos, que segundo Coelho (2007) dura em média 25 dias. Na anaplasmose o
periodo de paténcia, ou seja, do inicio da queda do VG até o0 momento de volume globular mais
baixo € longo, sendo em média 25 dias de acordo com Coelho (2007). Isto ocorre devido a
patogenia da anemia na anaplasmose, onde, no inicio do quadro, ha remocédo dos eritrocitos
parasitados pelo sistema monocitico-fagocitario e, com o decorrer da infec¢do, hemécias néo
parasitadas também comecam a ser fagocitadas devido aos auto anticorpos que se aderem as
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hemécias. Nos quadros de babesiose, ocorre intensa lise de eritrocitos durante a multiplicacéo
dos agentes (revisado por Ribeiro e Passos, 2002), o que determina um quadro mais agudo e
com menor tempo de paténcia. No grupo de animais estaveis (G6), ainda se observa 23% das
bezerras anémicas. Este fato pode ser explicado, no caso da anaplasmose pela longa fase de
convalescéncia descrita por Coelho (2007) e pelas discretas oscilagbes de VG que ocorrem
durante as recidivas na fase de portador descrita por Kieser et al. (1990). Vale a pena destacar
que, nesta fase (G6), ndo ha mais animais positivos para A. marginale nos esfregacos
sanguineos, porém praticamente todos (80%) sdo positivos no PCR, determinando assim uma
fase de portadores. Nesta fase 0s animais estdo protegidos contra quadros clinicos, mantendo
baixos niveis de A. marginale (KIESER et al., 1990). Esta condicdo de portadores foi adquirida
através das infecgOes nas fases anteriores, especialmente nos grupos 4 e 5, entre as idades de
158 e 223 dias.

5.3.Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Na pesquisa de anticorpos IgG anti-A. marginale através da RIFI, todos 0s grupos
apresentaram animais positivos, com frequéncia variando entre 26,66% e 86,66% (Tabela 12).
A menor frequéncia de bezerras soropositivas foi observada no grupo 5 (doentes). Este fato
pode explicar a ocorréncia de maior frequéncia de animais com quadro clinico de anaplasmose,
comprovado pela maior frequéncia de esfregacos de sangue positivos, maior parasitemia média
e, consequentemente, maior frequéncia de bezerras anémicas.

Tabela 12: Frequéncia de bezerras e vacas da raga Holandés, em sistema de criagdo
intensivo, de diferentes categorias (1 a 7), com sorologia positiva para anticorpos IgG anti-A.
marginale e representacéo estatistica de comparag&o entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pés- Risco Doentes Estaveis Vacas
casinha secas
Frequénciade
animais
soropositivos 71,42 56,25 56,66 36,66 26,66 83,33 86,66
(%)
1 X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X
5 X X X X X
6 X X X X
7 X X X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenca entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).

Para anticorpos IgG anti-B. bovis foi observada frequéncia variando de 56,66% a 97,61%
(Tabela 13). Houve uma diferenga entre as bezerras em aleitamento das categorias 1 e 2, ja
indicando a queda da imunidade passiva em alguns animais da categoria 2, mas ainda
permanecendo com niveis satisfatérios. A menor frequéncia de animais positivos foi observada

38



no pos-casinha (G3). Esta queda com rapida recuperacdo da frequéncia de animais positivos no
grupo seguinte ocorreu provavelmente devido a uma alta taxa de inocula¢do do agente ja no
pos-casinha (G3) devido ao inicio do contato com carrapatos, e também devido ao manejo dos
grupos, ja que quando os animais saem do pos-casinha para a recria, sao transferidos para outro
ambiente e com maior concentracao de animais por piquete.

Tabela 13: Frequéncia de bezerras e vacas da raca Holandés, em sistema de criagéo
intensivo, de diversas categorias (1 a 7), com sorologia positiva para anticorpos IgG anti-B.
bovis e representacdo estatistica de comparacao entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pds- Risco Doentes Estaveis Vacas
casinha secas
Frequéncia
de animais
soropositivos 97,61 68,75 56,66 80 70 93,33 93,33
(%)
1 X X X X
2 X X X
3 X X X X
4 X X
5 X X X
6 X X X
7 X X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenga entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).

A frequéncia de bezerras e vacas soropositivas para B. bigemina foi inferior a para A.
marginale e B. bovis, variando nos grupos entre 6,66% e 83,33% (Tabela 14). A menor
frequéncia de soropositivos para B. bigemina foi observada no grupo doentes (G5), o qual
apresentou pequeno numero de animais soropositivos (6,66%), inferior aos soropositivos para
B. bovis e A. marginale, caracterizando um grupo de alta susceptibilidade aos quadros clinicos
de babesiose por B. bigemina. A infeccdo por B. bigemina possivelmente tem grande
participacdo no aumento de casos de anemia observados nesta fase, juntamente com os de
anaplasmose. Desta forma, no préximo grupo (G6) observa-se alta frequéncia de soropositivos
para B. bigemina, provavelmente como resposta as infec¢Ges que ocorreram no G5. Isto também
explica o surto de babesiose por B. bigemina relatado pelo veterinario responsavel pela fazenda
alguns meses apds a coleta das amostras deste experimento (comunicagdo pessoal). Um ponto
importante é a baixa frequéncia de vacas secas soropositivas (46,66%), muito abaixo dos 93%
descritos por Madruga et al. (1984) em situacdes de pecuaria de corte a pasto. Mesmo com
Bock e de Vos (2001) afirmando que a imunidade para B. bigemina pode durar por até quatro
anos, a baixa frequéncia de vacas soropositivas no final da gestacdo pode estar relacionada com
a perda da imunidade para B. bigemina durante o periodo de lactagdo, uma vez que ela é
mantida em sistema de free stall, sem contato com carrapatos durante toda a lactacdo, ou seja,
no minimo 300 dias. Além disso, estas vacas ja estavam neste sistema por pelo menos dois anos.
Esta menor frequéncia de anticorpos para B. bigemina frente a B. bovis foi explicada por
Patarroyo et al. (1987) devido a uma maior distribuicdo de B. bovis tanto no hospedeiro quanto
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no vetor, resultando em uma maior taxa de inoculagdo dos bovinos. Porém Madruga et al.
(1984) encontraram maior prevaléncia de B. bigemina em relagdo a B. bovis, e explica a
ocorréncia desse fato devido provavelmente a maior taxa de inoculacdo de B. bigemina pelo R.
microplus, em consequéncia da alta infectividade de B. bigemina. Do mesmo modo, Silva
(2003) encontrou uma maior taxa de infeccdo de teledginas de R. microplus por B. bigemina do
que por B. bovis.

Tabela 14: Frequéncia de bezerras e vacas da raca Holandés, em sistema de criacdo
intensivo, de diversas categorias (1 a 7), com sorologia positiva para anticorpos IgG anti-B.
bigemina e representacéo estatistica de comparagao entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pos- Risco  Doente Estaveis Vacas
casinh S secas
a
Frequéncia
de animais
soropositivos 38,09 37,5 53,33 53,33 6,66 83,33 46,66
(%)
1 X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenca entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).

Analisando o comportamento dos trés agentes, a queda significativa da frequéncia de
animais positivos na RIFI para A. marginale (Figura 4) coincide com a queda do hematdcrito
gue ocorreu a partir do grupo 4 (risco), indicando uma susceptibilidade a anaplasmose e inicio
dos quadros clinicos. O grupo 5 (doentes), onde houve o maior nimero de animais com
hematocrito abaixo de 24%, foi também o grupo onde encontrou-se menor frequéncia de
animais positivos na RIFI para A. marginale e B. bigemina, exatamente os agentes que mais
causam anemia nos animais afetados.

Se os resultados da RIFI forem avaliados de acordo com Mahoney e Ross (1972), que
classificam a &rea como instabilidade enzoédtica quando menos de 75% dos animais aos nove
meses de idade sdo soropositivos, classificaremos a propriedade como estavel para os trés
agentes, ja que ela apresenta 83,33%, 93,33% e 83,33% animais positivos para A. marginale, B.
bovis e B. bigemina respectivamente. Mas vale lembrar que além de Mahoney e Ross (1972)
ndo avaliarem infecgbes por A. marginale, deve-se levar em conta outros aspectos que
interferem na imunidade dos animais, como a imunidade inata que é forte e tem sido mostrada
em associa¢do com os niveis elevados de células “natural killer” esplénicas em bezerros jovens
(revisado por Jonsson et al., 2012) e mudancas de manejo e climaticas que possam ocorrer. A
situacdo encontrada na fazenda ndo corrobora com Mahoney e Ross (1972), ja que mesmo mais
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de 75% dos animais serem soropositivos aos nove meses de idade, verifica-se a ocorréncia de
casos clinicos em animais jovens e auséncia de quadros clinicos em adultos.

120%

100%

80% -
B A. marginale
60% - .
M B. bovis
40% - | B. bigemina
20% - —
0% T T T T T T T
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Figura 4: Frequéncia de bezerras e vacas, em sistema de criagdo intensivo, soropositivas
para A. marginale, B. bovis e B. bigemina por categoria avaliada: G1 — aleitamento 1, G2 —
aleitamento 2, G3 — pds-casinha, G4 — risco, G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas secas.

5.3.1. Transferéncia de imunidade passiva

E interessante observar que a frequéncia de vacas secas soropositivas para os trés agentes é
semelhante a frequéncia de bezerras soropositivas na fase de aleitamento, exceto do aleitamento
2 para B. bovis, indicando que o manejo da colostragem estd adequado, resultando taxas de
transferéncia de imunidade passiva de 82%, 100% e 82% para A. marginale, B. bovis e B.
bigemina respectivamente. A especificidade de imunoglobulinas para A. marginale e B. bovis
esta satisfatoria, porém para B. bigemina, mesmo com boa transferéncia de imunidade passiva
total, ela mostra-se insatisfatoria, devido a baixa frequéncia de vacas secas soropositivas,
indicando um fator de risco para casos de babesiose por B. bigemina.

Bezerros neonatos apresentam varios fatores intrinsecos que os fazem mais resistentes a
infeccdo por Babesia spp e A. marginale, como a maior eficiéncia da resposta celular, a maior
atividade da eritropoiese medular e a presenca de hemoglobina fetal nas hemécias (revisado por
Ribeiro e Passos, 2002). Apesar disso, animais que absorvem quantidade deficiente de
anticorpos colostrais sdo muito susceptiveis a babesiose por B. bigemina (HALL et al., 1968).

5.4. Andlises moleculares

Na pesquisa de DNA de A. marginale através de nPCR, foram encontrados animais
positivos em todas as categorias (Tabela 15). A presenca de animais positivos na fase de
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aleitamento, onde ainda ndo entraram em contato com carrapatos, destaca a importancia da
transmissdo mecanica deste agente por moscas hemat6fagas (FOIL, 1989). Outra hip6tese seria
a ocorréncia de transmissdo congénita de A. marginale e a manutencdo do estado de portador
por estas bezerras neonatas, ja que Meneses (2013) detectou nesta mesma fazenda uma taxa de
10% de transmissao congénita de A. marginale.

A frequéncia de animais positivos no nPCR para A. marginale se manteve baixa e
constante até o grupo de risco (G4). Este fato mostra que a transmissao da anaplasmose entre
estes animais foi baixa, uma vez que a infestacdo por carrapatos era praticamente nula na fase
de aleitamento (G1 e G2). As moscas hemat6fagas estavam presentes em todos os ambientes,
porém, a manuten¢do do nimero de animais positivos entre 0s grupos 1, 2, 3 e 4 sugerem gue as
mesmas tiveram pouca participacdo nesta transmissdo, corroborando com Scoles et al. (2005)
gue demonstraram uma maior eficiéncia dos carrapatos em transmitir A. marginale, quando
comparado com moscas S. calcitrans. A infestagdo por carrapatos comegava a aumentar nos
grupos 3 e 4 e a anaplasmose clinica era observada no grupo 5. Possivelmente varios animais se
infectaram nos grupos 3 e 4, porém como o periodo de incubacéo de A. marginale é alto (21-35
dias) e a manifestacdo clinica com anemia e queda de VG somente é percebida pelos
funcionarios alguns dias apds o inicio da doenca, muitas vezes em estagio mais avancado no
grupo 5, ja que segundo Coelho (2007) o valor médio maximo de parasitemia ocorre dois dias
antes do pico de anemia. No grupo 5 (doentes) detectou-se 100% de animais positivos no nPCR,
ao mesmo tempo, menor frequéncia de soropositivos (26,66%), indicando ser esta a fase de
maior risco para anaplasmose na propriedade (Figura 5). Apos a fase de doenca (G5), os
animais tornaram-se portadores e este status foi mantido até a categoria de vacas secas (G7 =
80% PCR), mantendo também a imunidade presente como mostrado pelos resultados da
sorologia neste grupo (G7 = 86,66% positivos na RIFI). Segundo Madruga e Aradjo (1998)
pode-se detectar anticorpos IgG anti-A. marginale até 18 meses pds-infeccéo.

Tabela 15: Frequéncia de bezerras e vacas da raca Holandés, em sistema de criagdo
intensivo, de diversas categorias (1 a 7), positivas na nPCR para A. marginale e representacéo
estatistica de comparagéo entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pds- Risco Doentes Estaveis Vacas
casinha secas
Frequéncia
de animais
positivos (%0) 20 10 40 20 100 80 80
1 X X X
2 X X X
3 X
4 X X X
5 X X X X
6 X X X
7 X X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenga entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).
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Figura 5: Frequéncia de bezerras e vacas da raga Holandés, em sistema de criagdo
intensivo, soropositivas na RIFI e positivas na nPCR para A. marginale em cada categoria
avaliada: G1 — aleitamento 1, G2 — aleitamento 2, G3 — pés-casinha, G4 — risco, G5 — doentes,
G6 — estaveis e G7 — vacas secas.

Detectou-se na pesquisa de B. bovis através de nPCR, animais positivos em todos os
grupos, exceto no grupo 2 (Tabela 16). Na fase de aleitamento, as bezerras eram mantidas em
piso de areia e ndo tinham contato com o R. microplus, Gnico vetor do parasito. Porém, um
animal da fase de aleitamento 1, que no dia da coleta tinha apenas trés dias de vida, foi positivo
na nPCR, indicando um possivel caso de transmissao congénita de B. bovis, ja que o periodo de
incubacdo varia de sete a 14 dias (KESSLER e SCHENK, 1998). O primeiro caso de
transmisséo congénita de B. bovis no Brasil foi descrito por Ribeiro et al. (1994) em um bezerro
Pardo Suigo que ndo ingeriu colostro e morreu aos trés dias de vida. Desta forma, a maioria dos
animais se manteve livre da infec¢do por B. bovis até serem desmamados e transferidos para os
piquetes no pods-casinha (G3) onde comecam a se infectar devido a presenca de carrapatos. A
presenca de grande nimero de bezerras positivas na sorologia para B. bovis é explicada pela
eficiente transmissdo de imunidade passiva colostral, uma vez que quase todas as vacas do G7
sdo positivas para B. bovis no nPCR e apresentam sorologia positiva. Durante a fase de recria
(G4, G5 e G6), 40% das novilhas apresentaram nPCR positivo e 80 a 93% foram soropositivas,
demonstrando um quadro de estabilidade para B. bovis nestas fases (Figura 6). Ha relatos de
quadros clinicos de babesiose por B. bovis na propriedade, mas os casos parecem ocorrer de
forma esporédica na forma de surto nas bezerras. A metodologia de coleta de material usada
neste trabalho foi transversal e, desta forma, ndo conseguiu avaliar o comportamento esporadico
dos casos de B. bovis.
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Tabela 16: Frequéncia de bezerras e vacas da raga Holandés, em sistema de criagdo
intensivo, de diversas categorias de idade (1 a 7), positivas na nPCR para B. bovis e
representacdo estatistica de comparagéo entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pos- Risco Doentes Estaveis Vacas
casinha secas
Frequéncia
de animais
positivos (%0) 10 0 30 40 40 40 70
1 X
2 X X X X
3
4 X
5 X
6 X
7 X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenga entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).

120%

100%

80% -

M Positivos RIFI

60% -
M Positivos PCR
40% -

20% -

0% -

Gl G2

Figura 6: Frequéncia de bezerras e vacas, em sistema de criagdo intensivo, soropositivas na
RIFI e positivas na nPCR para Babesia bovis em cada categoria avaliada: G1 — aleitamento 1,
G2 — aleitamento 2, G3 — pés-casinha, G4 — risco, G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas
secas.

Para B. bigemina, foram verificados animais positivos através da PCR somente a partir do
pos-casinha (Tabela 17), que € a categoria que 0s animais passam a ter contato com o R.
microplus. Estes resultados ndo corroboram com Santana et al. (2008), que encontraram a
maioria das primo-infeccBes ocorrendo entre 31 e 45 dias de vida, porém em animais mesticos
sob sistema de criagdo extensivo para corte. O comportamento dos resultados foi semelhante a
RIFI (Figura 7) a partir do grupo 3 (pés-casinha), com frequéncias de animais infectados iguais
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nos grupos pos-casinha e risco. No grupo doentes (G5) houve uma queda nos valores, voltando
a subir nos estaveis (G6). Este fato ndo era esperado, ja que € a fase em que 0s animais estdo
com sinais clinicos e com IgG baixo. Apesar das técnicas moleculares serem mais sensiveis que
o esfregaco, a sensibilidade ndo é 100%, podendo ocorrer falsos negativos, ainda mais que no
caso de B. bigemina foi realizada PCR, ao contrario dos demais agentes que foi feita nPCR, que
€ mais sensivel.

Cerca de 50% dos animais apresentaram PCR positiva para B. bigemina nas fases de recria
(G3 a G6) e, apenas 10% no grupo doentes (G5). Este comportamento foi acompanhado pela
sorologia. Assim, pode-se observar através dos resultados da RIFI que as bezerras entram na
fase de recria (G3) com alta susceptibilidade a infeccdo por B. bigemina, uma vez que apenas
40% delas sdo sorologicamente positivas, provavelmente ainda com resquicios de imunidade
passiva. Assim, os quadros de anemia verificados nos grupos 4 e 5, podem ter contribuicdo dos
casos de babesiose por B. bigemina. E interessante observar que, para este agente, apesar de
encontrarmos 83% das bezerras mais velhas (G6) com sorologia positiva, nas vacas esta
frequéncia é de apenas 46%, determinando falha na imunizacdo passiva das bezerras durante a
fase neonatal. Assim a auséncia de contato com carrapatos na fase de aleitamento colabora para
a ndo ocorréncia de surtos de babesiose por B. bigemina nesta fase, apesar de 60% das bezerras
estarem susceptiveis.

Tabela 17: Frequéncia de bezerras e vacas da raga Holandés, em sistema de criacdo
intensivo, de diversas categorias (1 a 7), positivas na PCR para B. bigemina e representacéo
estatistica de comparagdo entre categorias.

Grupos 1 2 3 4 5 6 7
Aleitamento 1  Aleitamento 2 Pés- Risco Doentes Estaveis Vacas
casinha secas
Frequéncia
de animais
positivos (%) 0 0 60 60 10 50 60
1 X X X X
2 X X X X
3 X X X
4 X X X
5 X X X
6 X X
7 X X X

As colunas assinaladas com X indicam diferenga entre a categoria da linha e da coluna pelo teste
exato de Fisher (p < 0,05).
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Figura 7: Frequéncia de bezerras e vacas, em sistema de criagdo intensivo, soropositivas na
RIFI e positivas na PCR para Babesia bigemina em cada categoria avaliada: G1 — aleitamento 1,
G2 — aleitamento 2, G3 — pos-casinha, G4 — risco, G5 — doentes, G6 — estaveis e G7 — vacas
secas.

O comportamento da infecgdo por A. marginale e B. bovis, com aumento da frequéncia de
animais positivos na PCR antes do aumento da frequéncia na RIFI, ocorre porque a presenca de
anticorpos ativos € um sinal de prévia exposicao ao parasito (ROMERO-SALAS et al., 2016) e
a RIFI foi para anticorpos 1gG, que nas infeccBes aparecem mais tardiamente (MADRUGA e
ARAUJO, 1998).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A situacdo encontrada neste estudo, onde a fazenda apresentava mais de 75% de animais
soropositivos aos nove meses de idade para A. marginale, B. bovis e B. bigemina, porém com a
ocorréncia de casos clinicos em animais jovens, mostra que as classificagfes de instabilidade e
estabilidade enzodtica definidas por Mahoney e Ross (1972) e utilizadas amplamente por
diversos autores em casos dos trés agentes devem ser utilizadas com cautela, pois somente a
frequéncia de animais soropositivos ndo é capaz de estabelecer o status epidemiol6gico de uma
fazenda. Diversos outros fatores devem ser levados em consideracdo e a avaliacdo deve ser
exclusiva para cada local. Segundo Mahoney e Ross (1972) a propriedade estudada seria
classificada como estavel, porém verificou-se alta frequéncia de animais susceptiveis e
ocorréncia de quadros clinicos em animais com menos de nove meses, sendo necessaria uma
nova caracterizagdo para esta situacao.
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7. CONCLUSOES

A queda dos anticorpos colostrais anti-A. marginale ocorreu no inicio da fase de recria
(G4), com desenvolvimento da imunidade ativa no G6 (estaveis).

Para anticorpos anti-B. bovis a queda dos anticorpos colostrais ocorreu simultaneamente
com o desenvolvimento da imunidade ativa.

No caso de B. bigemina a menor frequéncia de animais soropositivos ocorreu no G5
(doentes).

Foram encontrados alguns animais positivos na nPCR para A. marginale na fase de
aleitamento, indicando alguns possiveis casos de transmissdo congénita.

As infecgbes por A. marginale ocorreram com predominio no grupo 5 (doentes), o que
coincide com a menor frequéncia de animais soropositivos. O mesmo comportamento foi
observado nos esfregacos sanguineos.

Houve um caso de transmissdo transplacentaria de B. bovis e a frequéncia de primo-
infec¢Bes comegou a aumentar no pos-casinha (G3).

As primo-infecc@es de B. bigemina iniciaram no pés-casinha (G3), fase em que as bezerras
apresentavam alta susceptibilidade.

A transferéncia de imunidade passiva ocorreu adequadamente para os trés agentes, porém
com especificidade de imunoglobulinas para B. bigemina insatisfatoria.

Houve queda do VG no grupo 4 (risco) devido ao inicio dos quadros clinicos de
anaplasmose.

O maior namero de animais com VG abaixo de 24% ocorreu no grupo 5 (doentes) devido
aos quadros clinicos de anaplasmose e babesiose por B. bigemina.

Foi detectado 23% de bezerras anémicas no grupo 6 (estaveis) devido ao longo periodo de
convalescéncia da anaplasmose e o estabelecimento do quadro de portador.

Nesta fazenda os animais jovens apresentam grande susceptibilidade a A. marginale e B.
bigemina. A situacdo para B. bovis é estavel, podendo ocorrer somente alguns casos
esporadicos.
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