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DIAGNOSTICO DOS AGENTES DA TRISTEZA PARASITARIA
BOVINA E OS FATORES ASSOCIADOS NO MUNICIPIO DE
IBICARAI, BA

RESUMO

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é um complexo de doencas causadas por
infeccbes com Babesia bigemina e B.bovis e Anaplasma marginale, transmitidas
por carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus, e A. marginale também por
moscas hematofagas e fomites. Estas infec¢cbes ocorrem em paises tropicais e
subtropicais localizados em regifes a 32° S e 32° N de latitude, de acordo com a
ecologia dos vetores que encontram plenas condi¢cdes de desenvolvimento neste
tipo de clima. No Brasil, a TPB ocorre em carater endémico e € responsavel por
alta morbidade e mortalidade nos rebanhos e, consequentemente, por
importantes prejuizos econdmicos na pecudria de leite e corte. O impacto
econdmico € uma consequéncia de perdas diretas, com a reducdo do ganho de
peso, mortalidade, baixa producéo de leite e perdas indiretas com aplicacdo de
medidas de controle e medicamentos. No pais, observa-se uma grande variedade
de fatores epidemioldgicos influenciando sua ocorréncia, tais como: clima,
praticas de manejo, controle de carrapato e introducdo de bovinos susceptiveis.
Objetivou-se com este estudo verificar as frequéncias dos agentes etiologicos
para a TPB, comparar os métodos de diagnosticos diretos esfregaco sanguineo e
nestedPCR e avaliar os fatores de risco. Foram coletadas 309 amostras de
sangue de bovinos leiteiros mesticos em seis propriedades produtoras de leite no
municipio de Ibicarai no sul da Bahia. As frequéncias observadas, no diagnéstico
por nestedPCR (nPCR), para os agentes etiologicos foram 63,1% para
A.marginale, 34% B.bigemina e 20,4% B.bovis. Verificou-se diferenca significativa
(P<0,01) na comparacdo entre os dois meéetodos de diagnosticos, nPCR e

esfregaco sanguineo. Na avaliacdo dos fatores de risco para 0s agentes
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etiolégicos do complexo da TPB, verificou-se que os fatores transito de animais,
realizacdo de exames para hemoparasitas, uso de biocarrapatograma, tipo de
bezerreiros existentes, racas, area de pastagens, sistema de criacdo, sexo e
presenca de moscas hematofagas, ndo apresentaram associacao significativa
com a frequéncia de animais infectados por ambos os patégenos analisados por
nNPCR. Enquanto que os fatores de riscos presenca de carrapato e idade dos

animais apresentaram associacéao significativa (P<0,01).

Palavras-chave: Anaplasma marginale; Babesia bovis; B. bigemina; Esfregaco
sanguineo; Fatores de risco; nPCR.
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DIAGNOSTIC OF AGENTS OF TRISTEZA PARASITIC BOVINE
AND ASSOCIATED FACTORS IN THE CITY OF IBICARAI, BA

ABSTRACT

The Tristeza Parasitic Bovine (TPB) is a complex of diseases caused by infection
with Anaplasma marginale, Babesia bigemina and B. bovis and transmitted by
ticks Rhipicephalus (Boophilus) microplus and A. marginale also by bloodsucking
flies and fomites. These infections occur in tropical and subtropical regions located
in the 32° S and 32° N latitude, according to the ecology of vectors that are fully
capable of developing this kind of weather. In Brazil, the TPB occurs in endemic
and is responsible for high morbidity and mortality in flocks, and consequently,
important economic losses in the dairy and beef cattle. The economic impact is a
consequence of direct losses, with reduced weight gain, mortality, low milk
production and indirect losses to the application of control measures and
medications. In the country, there is a wide variety of epidemiologic factors
influencing their occurrence, such as climate, management practices, control of
tick and introduction of risk cattle. The objective of this study verify the frequency
of etiologic agents to TPB, compare the diagnostic methods and direct blood
smear nestedPCR (nPCR) and evaluate the risk factors. We collected 309 blood
samples from crossbred dairy cattle in six milk-producing farms in the municipality
of Ibicarai in southern Bahia. The frequencies observed in diagnostic nPCR for the
etiologic agents were 63.1% for A. marginale, 34% and 20.4% B. bigemina e B.
bovis. There was significant difference (P <0.01) when comparing the two
diagnostic methods, nPCR and blood smears. In the evaluation of risk factors for
the etiologic agents of the complex of TPB, it was found that the factors movement
of animals, exams hemoparasites, biocarrapatograma use, type of hutch existing,
breeds, pasture area, breeding system, gender and presence of bloodsucking

flies, were not significantly associated with the frequency of animals infected with



both pathogens analyzed by nPCR. While the presence of risk factors for tick and

age of the animals showed a significant association (P <0.01).

Key-words : Anaplasma marginale, Babesia bovis, B. bigemina; Blood smeatr;
NPCR,; risk factors.
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1. INTRODUCAO

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) compreende um complexo de
doencas, que tem como agentes parasitarios dois protozodrios do género
Babesia, Babesia bovis e Babesia bigemina e a bactéria Anaplasma marginale
(ALMEIDA et al., 2006; GUEDES JUNIOR et al., 2008). Ambas as espécies de
protozoarios sdo transmitidas exclusivamente pelo carrapato dos bovinos,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, enquanto que A. mariginale pode também
ser transmitido por moscas hematofagas (GUGLIELMONE, 1995; GUEDES
JUNIOR et al., 2008). A ocorréncia da TBP esta diretamente relacionada a
distribuicho dos vetores, que encontram condicbes ideais para
desenvolvimento nos paises de clima tropical e subtropical, situados entre os
paralelos 32°N e 32°S, onde se inclui o Brasil (JULIANO et al., 2007).

A babesiose e a anaplasmose encontram-se na maior parte do territorio
brasileiro caracterizada por estabilidade endémica, onde o0s bovinos
encontram-se naturalmente imunizados (KESSLER et al. 1983). Entretanto,
esta situacdo epidemiolégica ndo impede que esta enfermidade cause
prejuizos significativos. O percentual de animais doentes e a taxa de
mortalidade depender&o de alguns fatores associados, tais como: presenca de
vetores no ambiente, manejo, estado nutricional e doengas concomitantes
(GONCALVES, 2000). Estas enfermidades apresentam uma grande
importancia econbmica, considerando-se 0 grande ndamero de animais
expostos ao risco de infeccdo. As perdas econdmicas sao, principalmente,
devido & mortalidade e elevada morbidade em bovinos primo-infectados.
Estima-se que no Brasil as perdas econdmicas podem ultrapassar US$ 500
milhdes anuais, considerando a mortalidade e as perdas indiretas, dentre estas
a producéo de leite, a diminuicdo do ganho de peso e os custos do controle e
profilaxia (ALMEIDA et al., 2006).

Avancos no campo da biologia molecular tornaram possivel o uso de
técnicas de amplificacdo do DNA dos agentes parasitarios como forma de

diagnoéstico. O diagnostico molecular de hemoparasitos permite identificar
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diretamente o agente, até mesmo em pequenas quantidades circulantes, e
apresentam alta sensibilidade e especificidade quando comparado a outras
técnicas de diagndstico, a exemplo dos esfregacos sanguineos. Dentre as
técnicas de diagnostico molecular, a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido utilizada para demonstrar a presenca/auséncia de
Babesia spp. e Anaplasma ssp em bovinos portadores assintomaticos (BRITO
et al., 2006). A alta especificidade e sensibilidade analitica da PCR tornaram
esta técnica uma ferramenta valiosa na realizacdo estudos epidemioldgicos,
permitindo o planejamento de medidas de controle eficazes, principalmente em
casos de infecc¢Oes latentes nos bovinos (FIGUEROA et al.,1992).

O estado da Bahia apresenta situacao epidemioldgica de estabilidade da
TPB, semelhante a verificada na maioria do territorio brasileiro, com areas de
instabilidade enzoodtica restritas apenas ao semi-arido, onde as condi¢des
climaticas n&o séo favoraveis ao desenvolvimento do carrapato (ARAUJO et al
1998). Na regido sul da Bahia, apenas os municipios de Ilhéus e Itabuna foram
caracterizados, através de testes soroldgicos, como areas de estabilidade
enzoodtica para B. bovis e B. bigemina (Araujo et al., 1997). Em relacdo ao
municipio de Ibicarai, ndo ha trabalhos na literatura que descrevem a situacéo
epidemiologica, mesmo sendo um municipio de destaque na microbacia

leiteira.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tristeza Parasitaria Bovina

2.1.1. Babesiose bovina

As babesioses sdo causadas por protozoarios parasitas intra-
eritrocitarios do género Babesia, que infecta um grande nimero de animais
domeésticos e selvagens e com potencial zoonotico. Esta doenca € transmitida
pelo carrapato R. microplus e é distribuida mundialmente. O maior impacto
econdbmico da babesiose ocorre na pecuéaria bovina, e as duas principais
espécies que acometem os bovinos sdo Babesia bovis e a B. bigemina (BOCK
et al., 2004).

Inicialmente, as babesias foram caracterizadas por Babes, na Roménia
em 1888, apds observar microrganismos no interior de eritrocitos de bovinos
com sinais de hemoglobinuria enzodtica, a qual denominou de Hematococcus
bovis (KUTTLER, 1988). Smith e Kilborne, em 1893, relataram a presenca de
parasitas semelhantes em eritrécitos de bovinos acometidos de “Febre do
Texas”, no sudoeste dos Estados Unidos, e os denominaram de Pyrosoma
bigeminum, pelo seu formato em péra. Estes autores foram os primeiros a
relatarem a transmissao da doenca do carrapato Boophilus annulatus para o
bovino (BOCK et al., 2004). No mesmo ano Starcovici, revisando estes
trabalhos, alterou os nomes dos parasitas para Babesia bovis (Hematococcus
bovis) e Babesia bigemina (Pyrosoma bigeminum) por se tratarem de parasitas
relacionados (UILENBERG, 2006). Apos a publicacdo destes trabalhos, a
babesiose bovina foi identificada em varias partes do mundo (BOCK et al.,
2004).

Em 1903, Ligniéres descreveu pela primeira vez a presenca de Babesia
na Argentina, ressaltando a observacdo de amostras do parasita com
morfologia distinta. Uma amostra foi denominada Pyroplasma argentinum e,

mais tarde, Babesia argentina (= B. bovis) e a outra Babesia bigemina
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(UILENBERG, 2006). No Brasil, em 1906, Carini relatou a presenca de um
parasita semelhante a B. bovis ao analisar parasitas causadores da tristeza
parasitaria em Sdo Paulo (SEIQUEIRA et al., 2005). Na década de 30,
inlmeras espécies de Babesia ja haviam sido descritas, porém existiam
divergéncias entre os pesquisadores quanto a classificacdo e nomenclatura do
género. Varios nomes foram propostos, mas apenas na década de 70, com o
desenvolvimento dos métodos imunolégicos, da microscopia eletrénica e do
estudo mais aprofundado do ciclo de vida do parasita, € que houve uma
uniformizacéo da classificacdo (MAHONEY, 1975).

O género Babesia, com mais de 100 espécies descritas, encontra-se
classificado no reino Protoctista, subreino Protozoa, filo Sporozoa ou
Apicomplexa, classe Piroplasma, ordem Piroplasmorida, familia Babesiidae
(RUPPERT; BARNES, 1996). Entre as espécies descritas, apenas B. bovis, B.
bigemina, B. divergens, B. major, B. jakimovi, B.occultans e B.ovata sao
parasitas de bovinos (UILENBERG, 2006). No entanto, no Brasil e demais
paises da América Latina apenas duas destas espécies, B. bigemina e B.
bovis, sdo encontradas infectando bovinos (OSAKI et al., 2002).

As babesias sao tipicamente piriformes, mas podem ser redondas,
alongadas ou em forma de charuto. As diversas espécies foram agrupadas em
dois grupos, as pequenas babesias e as grandes babesias. As pequenas
babesias possuem corpos piriformes medindo de 1,0 a 2,5 um de comprimento,
a exemplo da B. bovis, cujos piroplasmas medem 1,5 x 2,0 um. Ao passo que
as grandes babesias medem de 2,5 a 5,0 um de comprimento, a exemplo da B.
bigemina, cujos piroplasmas medem 2,0 x 4,5 um (URQUHAT et al., 1996). O
ciclo biolégico das babesias depende de dois hospedeiros, o bovino, onde
ocorre somente a reproducdo assexuada do protozoario, e o carrapato, onde
ocorre tanto a reproducao assexuada como a sexuada (FRIEDHOFF; SMITH,
1981).

O ciclo sexual desenvolve-se do intestino do carrapato, apos a fémea
ingerir sangue parasitémico do bovino. Via hemolinfa as formas sexuadas
invadem todos os 6rgaos do invertebrado, como ovarios, tubos de malpighi, em
um processo continuo de divisdo assexuada. Os gametas, aos pares, se unem
para formar um zigoto esférico; dando origem a um quineto mével que ira se

dividir assexuadamente nas células epiteliais do intestino, formando os
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esporoquinetos (TRINDADE et al., 2011). Esses invadem as glandulas
salivares, que passam por uma nova divisdo assexuada, formando os
esporozoitos infectantes, que serdo inoculados no novo hospedeiro vertebrado
(MARTINS, 2002). B. bovis é transmitida pelas larvas dos carrapatos, enquanto
os estadios de ninfas e adultos transmitem B. bigemina (TRINDADE et al.,
2011). Através da infeccdo dos ovarios, 0s quinetos passam aos ovos e larvas,
configurando a transmisséo transovariana. Na transmissdo de estagio-para-
estagio, os quinetos novamente alcancam as glandulas salivares do préximo
estagio do carrapato, quando comecam a alimentacdo e amadurecem,
tornando-se formas infectantes (URQUHAT et al., 1996).

No momento do repasto sanguineo os protozoarios, na forma de
esporozoitos, penetram no organismo do hospedeiro pela saliva dos carrapatos
infectados, e via corrente sanguinea atingem as hemacias (FARIAS, 2007).
Estes esporozoitos se transformam em trofozoitos, que através de
esquizogamia (fissdo mudaltipla) formam os merozoitos. Os merozoitos se
multiplicam através de uma divisdo binaria (fissdo mdltipla), rompem a célula
parasitada e penetram em outra hemécia integra para continuar sua
multiplicacdo (MARTINS, 2002; BOCK et al., 2004). Ap6s alguns ciclos de
replicacdo, parte dos merozoitos se transforma em gametocitos masculinos ou
femininos que continuarédo o ciclo da B. bovis e B. bigemina no organismo do
carrapato (UILENBERG, 2006). Como consequéncia da merogonia o
hospedeiro bovino poderd ou ndo apresentar a doenca clinica, dependendo de
varios fatores entre os quais, a viruléncia do parasito, a quantidade de indculo e
o nivel de resisténcia do hospedeiro (MUNOZ, 2005).

A destruicdo de eritrocitos por Babesia spp. continua até que o
hospedeiro morra ou, por tratamento ou processo imunolégico, elimine ou
diminua o parasito, passando a ser um portador assintomatico (JOYNER;
DONNELLY, 1979). A destruicdo dos eritrocitos é responsavel pela anemia. A
hemoglobina liberada é transformada em pigmento biliar e o excedente &
depositado nos tecidos, resultando a ictericia. O excesso de hemoglobina é
eliminado pela urina, causando a hemoglobindria (SPANEL-BOROWOSKI;
FENYVES,1994). Babesia bigemina é uma espécie considerada pouco
patogénica, normalmente associada quadros de anemia leves a moderada. Ja

Babesia bovis é altamente patogénica, capaz de causar processos
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inflamatorios generalizados e obstrugcdo da microcirculacdo por eritrocitos
parasitados em 6rgdos como o cérebro e pulmdes levando a disfuncdo dos
mesmos (MAHONEY, 1975).

A babesiose bovina apresenta distribuicdo mundial, onde a presenca do
carrapato € fundamental para sua disseminacdo, sendo mais importante nas
regibes tropicais e subtropicais que apresentam condi¢cbes climaticas
favoraveis ao desenvolvimento do vetor (CANTU-MARTINEZ et al., 2008).
Além disso, outros fatores podem influenciar a transmissdo de babesiose
bovina, entre eles: raca, idade, manejo, uso de carrapaticidas e presenca de
agricultura na regido (GUIMARAES et al., 2011).

Na literatura sédo descritas trés situacdes epidemioldgicas distintas para
a babesiose bovina: areas consideradas livres da doenca, onde a condicéo
climatica ndo é favoravel a manutencdo da populacdo de carrapatos e 0s
animais sdo totalmente desprotegidos, sem anticorpos, por ndo terem contato
com Babesia spp.; area de instabilidade enzootica, que em determinadas
épocas do ano as condi¢cbes climaticas impedem o desenvolvimento da vida
livre do carrapato, desta forma ndo ha transmissdo continua dos protozoarios
aos bovinos, que passando a fase jovem sem serem inoculados né&o
desenvolvem imunidade especifica adequada e tornam-se adultos sensiveis; e
as areas de estabilidade enzoodtica, onde as condicbes climaticas sé&o
favoraveis a presenca dos carrapatos, bem como sua multiplicagdo, assim os
animais sao continuamente inoculados a partir do nascimento (primoinfeccao),
desenvolvendo uma imunidade especifica suficiente para torna-los imunes.
(MAHONEY; ROSS, 1972; KESSLER et al., 1983; FOLLY et al., 2009).

Nas areas de estabilidade enzodtica existe equilibrio entre imunidade e
doenca, onde 75% dos animais com idade acima de nove meses S&o
portadores de hemoparasitos. Nestas areas, 0s bezerros recebem protecéo
passiva de anticorpos presentes no colostro, aproximadamente, até quatro
meses de idade. A protecdo pode persistir por até seis meses de idade para B.
bovis e de trés a quatro meses para B. bigemina (GONCALVES, 2000). Apos a
primoinfec¢do, 0s animais permanecem sorologicamente positivos por um
periodo de quatro anos para B. bovis e, pelo menos, dois a trés anos para a B.
bigemina (WRIGHT et al., 1990).



A maior parte do territorio brasileiro caracteriza-se por estabilidade
enzodtica, devido a constante transmissdo dos agentes. Araudjo et al. (1997)
caracterizaram as quatro microrregides da Bahia, Feira de Santana, Jequié,
llhéus-Itabuna e Vitéria da Conquista, como sendo de estabilidade enzootica,
com soroprevaléncia média de 95% para B. bovis e 97% para B. bigemina.
Situacdes epidemioldgicas semelhantes foram encontradas por: Barros et al.
(2005) em Euclides da Cunha e Senhor do Bonfim, BA, com soroprevaléncia de
86 e 95,5 % para B. bovis, respectivamente, e de 90,8 e 91,3 % para B.
bigemina, respectivamente; Guimaraes et al. (2011) no sul do estado de Minas
Gerais, com soropositividade de 94% para B. bovis; Guedes Junior et al. (2008)
no nordeste do Para, com soroprevaléncia de 99,2% para B. bigemina e 98,8%
B. bovis; e Trindade et al. (2010), na regido de Araguaina, Tocantins, com
soropositividade de 90,5% para B. bigemina e 91,7% para B. bovis.

Entretanto, regibes como o sertdo e o sul do Brasil, em que as
condi¢cBes edafoclimaticas ndo favorecem o desenvolvimento do R. microplus,
sdo caracterizadas pela instabilidade enzodtica. Nestas regides a doenca tem
um significado maior, dado ao prejuizo econdmico que ela causa por
mortalidade e morbidade, devido a transmissdo esporadica ou irregular dos
protozodarios (TRINDADE et al., 2011). Vidotto et al. (1997), Souza et al.,
(2000a), Barros et al. (2005) e Costa et al., (2011) relataram éareas de
instabilidade para a regido de Londrina, PR, mesorregido norte Fluminense, RJ,
Uaua e Juazeiro, BA e sertdo da Paraiba, respectivamente.

Nos bovinos, a prevaléncia da babesiose é diferente quando se analisa o
fator idade dos hospedeiros, sendo mais comum nos animais mais jovens.
Madruga et al. (2000), no Mato Grosso do Sul, observaram que a maior
frequéncia de babesiose ocorria na faixa etaria de 30 a 120 dias, e que 100%
dos animais estavam positivos para B. bovis aos 87 dias.

Conforme D’Andrea et al., (2006), dependendo da raca explorada,
manejo, niveis de infestacdes do carrapato R. microplus, areas consideradas
estaveis podem tornar-se instaveis e vice-versa. Certas praticas de manejo,
como a diminuicdo das populacées de carrapato por excesso de uso de
acaricidas, consequentemente diminuindo a transmissao de hemoprotozoarios,

ou até mesmo por falhas no tratamento com o aumento da taxa de infec¢cao do



carrapato, podem acarretar surtos de babesiose se 0s animais nao estiverem

devidamente protegidos.

2.1.2. Anaplasmose

A anaplasmose é uma doenga infecciosa causada por bactérias
intraeritrociticas obrigatorias do género Anaplasma. Duas espécies deste
género podem acometer os bovinos: Anaplasma centrale Theiler, 1911, agente
da anaplasmose benigna, com pouca importancia e pouca distribuicdo e;
Anaplasma marginale Theiler, 1910, responsavel pela doenca maligna, com
ampla distribuicdo geografica (SOUZA et al.,, 2000b). A transmissao ocorre,
biologicamente, por carrapatos e, mecanicamente, por moscas e fomites.
Apresenta importancia econémica em muitas regioes tropicais e subtropicais do
mundo, por determinar perdas econdmicas na pecuaria devido a mortalidade,
reducdo do peso e da producado de leite e custos com tratamentos (MELO et
al., 2007).

Em 1910, na Africa do Sul, Sir Arnold Theiler ao pesquisar laminas
sanguineas de bovinos, com doenga similar a Febre do Texas, descobriu
alguns “pontos” marginais que seriam 0s agentes responsaveis pela doenca, e
os denominou como género Anaplasma, espécie A. marginale. Theiler
descobriu que a babesiose e a anaplasmose eram doencas distintas, mas que
poderiam existir no mesmo animal, conseguindo separar os dois agentes
através de infec¢bes puras com A. marginale. Essas descobertas sugeriram
que alguns dos bovinos que Smith e Kilborne haviam trabalhado estavam
infectados com Babesia e Anaplasma (KOCAN et al., 2010).

O género Anaplasma pertence a ordem Rickettsiales (ARAUJO et al.,
2003), que foi reclassificada, baseando-se em andlises genéticas dos genes
16S rRNA, groESL e genes que codificam proteinas de superficie. Os
organismos foram atribuidos a uma das duas familias: Anaplasmataceae e
Rickettsiaceae. Os organismos designados para a familia Rickettsiaceae sdo
parasitas intracelulares obrigatorios que crescem liviemente no citoplasma de
células eucarifticas, enquanto que o0s classificados na familia

Anaplasmataceae, sao parasitas intracelulares obrigatérios encontrados



exclusivamente dentro de vacuolos ligados a membrana citoplasmatica da
célula do hospedeiro (KOCAN et al., 2010).

Anaplasma marginale apresenta-se como corpusculos intraeritrocitarios,
visualizados em microscopia Optica como pequenos pontos escuros, de
localizacédo periférica, variando entre 0,1um a 0,8um. Os sinais clinicos da
anaplasmose podem incluir febre, perda de peso, aborto, letargia, ictericia, e
muitas vezes a morte. (SOUZA et al., 2000a).

A transmissdo de A. marginale pode ser efetuada tanto mecanicamente,
por artropodes ou fbmites, quanto biologicamente por carrapatos. A
transmissdo mecanica por artropodes tem sido relatada para dipteros do
género Tabanus e Stomoxys e varias espécies de mosquitos, que realizam a
transferéncia direta de sangue de bovinos portadores para susceptiveis. Ao
passo que por fomites, a inoculacdo do agente acontece por agulhas
contaminadas com sangue infectado durante a vacinagdo ou pequenos
procedimentos cirdrgicos, como castracdo, marcacdo por tatuagem, entre
outros (KOCAN et al., 2010). No Brasil o principal transmissor biolégico é R.
microplus (CARELLI et al., 2007), ocorrendo neste a transmissao transestadial
e transovariana (KESSLER, 2001; BROWMAN, 2006). Além disso, verifica-se
uma transmissao pelo carrapato macho, que se infecta em bovino portador e
transmite, posteriormente, para outro bovino sensivel (KESSLER, 2001). Ja
nos bovinos pode acontecer transmissdo congénita ou transplacentaria
(KESSLER, 2001).

O carrapato, durante o repasto sanguineo, injeta o agente patogénico no
sangue circulante do animal. Nos bovinos A. marginale penetra ha hemacia sob
forma de corpusculo inicial, devido a uma invaginacdo da membrana, dando
origem a um vacuolo, depois dessa invasdo, ocorre multiplicacdo por divisdo
binaria, formando um corpusculo de inclusdo, que deixara a hemacia, sem
rompimento da mesma, e invadira outras ceélulas, propagando o ciclo. A
incubacédo ou periodo pré-patente pode variar de 7 a 60 dias, com uma média
de 28 dias. Apos a infeccao eritrocitica € detectado um aumento no nimero de
hemacias parasitadas, essas hemacias sdo posteriormente fagocitadas por
células do sistema reticuloendotelial, resultando em desenvolvimento de
anemia e ictericia, sem que apresente hemoglobinemia ou hemoglobinuria
(TRINDADE et al., 2011).



O ciclo de desenvolvimento de A. marginale em carrapatos € complexo e
coordenado com o ciclo de alimentagdo carrapato, inicia com a ingestéo pela
fémea de sangue parasitémico do bovino. Apds o desenvolvimento do
patdogeno nas ceélulas do intestino do carrapato, muitos outros tecidos acabam
sendo infectados, incluindo as glandulas salivares, envolvidas na transmisséo
de A. marginale para o gado durante a alimentacédo (KOCAN et al., 2010).

Anaplasmose bovina ocorre mundialmente em regides tropicais e
subtropicais, € uma das principais doencas que afetam a producédo bovina em
muitos paises. (FELSHEIM et al., 2010). E uma doenca endémica no México,
América Central e América do Sul, bem como nas ilhas do Caribe, com
distribuicdo semelhante as babesioses (GUGLIELMONE, 1995). Padrbes
epidemioldgicos semelhantes sdo esperados nas regides entre os paralelos 32°
Sul e 32° Norte, onde o principal vetor de A. marginale o R. microplus, é
amplamente difundido. O conceito de estabilidade/instabilidade enzodtica
proposto por Mahoney e Ross (1972) também pode ser aplicado no estudo de
anaplasmose bovina (BRITO et al., 2010).

Em area de estabilidade enzodtica para A. marginale, os bezerros
tendem a se infectarem nos primeiros dias de vida, onde a presenca dos
vetores é persistente durante todo o ano, entretanto, apresentam uma maior
resisténcia devido a absorcdo de anticorpos maternos, através do colostro
(VIDOTTO; MARANA, 2001). Apds a primoinfeccdo, os animais permanecem
sorologicamente positivos por um periodo de oito meses (WRIGHT et al.,
1990). Apesar de menos susceptiveis, 0s bezerros parecem ser a principal
fonte de infeccdo de A. marginale pois mesmo sem a constatacdo de sinais
clinicos, eles apresentam parasitemias superiores a 0,3% (ZAUGG et al.,
1986).

A estacao do ano influencia a ocorréncia da infeccdo priméria, uma vez
que animais nascidos na estacdo seca apresentam maiores risco de
anaplasmose, quando expostos as elevadas taxas de transmissao durante a
estacdo chuvosa subsequente. Isso porque grande numero de bezerros ja ndo
possui a imunidade passiva conferida pelo colostro (HERRERO et al., 1998). O
percentual de animais doentes, bem como a taxa de mortalidade, pode

depender de algumas condi¢cdes epidemioldgicas, tais como: numero de
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vetores no ambiente, estado nutricional e doencas concomitantes
(GONCALVES, 2000).

No Brasil, os estudos para avaliar a prevaléncia da anaplasmose bovina
em diferentes regides constataram que a infec¢ao esta disseminada pelo pais,
com areas de instabilidade e estabilidade enzoodticas. Areas de instabilidade
enzootica foram descritas por: Oliveira et al. (1992) no estado de Sergipe, com
12,3 % de amostras positivas pelo esfregaco sanguineo; Marana et al. (2009)
na regido Centro-Sul do Parana e Guedes Junior et al. (2008) no nordeste do
Para, com soroprevaléncia de 58,7% e 68,3%, respectivamente. Ja as areas de
estabilidade enzodtica descritas na literatura sdo: as microrregides de Jequié,
Itabuna e Vitdria da Conquista com soroprevaléncia de 92,7 %, 93,7% e 95,1%,
respectivamente (ARAUJO et al., 1998); a regido do semi-arido da Bahia com
soroprevaléncia de 97% (BARROS et al., 2005); os estados de Rondonia e
Acre com prevaléncia por diagnéstico molecular (PCR) de 98,6 e 92,4 %,
respectivamente (BRITO et al., 2010); a mesorregido Norte Fluminense-RJ e a
regido de Londrina, PR com soropositividade de 91,1 e 92,2 %,
respectivamente (SOUZA et al., 2000a, b).

2.1.3. Diagndstico

Mundialmente, sdo apresentadas inuUmeras técnicas de diagndstico
indireto e direto e suas respectivas padronizagcdes para diagnosticar o
complexo da TPB. O diagnéstico indireto utilizado para pesquisa de anticorpos
contra os agentes do complexo da TPB €& empregado em levantamentos
epidemioldgicos, possibilitando conhecer a porcentagem de animais infectados,
0 grau de protecdo do rebanho bem como, a faixa etaria mais acometida,
dados esses necessarios para estabelecimento de programas de controle
dessa doenca (TRINDADE et al., 2011). Varios sdo os testes sorologicos
utilizados para a deteccdo da babesiose e anaplasmose bovina, dentre eles
pode-se destacar o teste da conglutinacdo rapida (TCR), a aglutinacdo pelo
latex, a hemaglutinacao, fixacdo de complemento (FC) (MARANA et al., 2006),
o0 teste do cartdo (TC), a prova de imunofluorescéncia indireta (IFl) (SOUZA et
al.,, 2001; MARANA et al.,, 2009), o ensaio imunoenzimatico de adsorcéo
indireto (iIELISA) e ELISA por competicdo (CELISA) (MARANA et al., 2009).
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Entretanto, estes testes que detectam anticorpos no soro tém uso limitado, pois
indicam a exposi¢cdo ao agente, mas ndo informacfes sobre o estagio da
infeccdo (WAGNER et al. 1992).

O teste de FC é baseada em reacdes de anticorpos IgM, produzidos no
inicio da infeccdo primaria, apresenta baixa sensibilidade em animais com
infecgdes cronicas (MARANA et al., 2006). No teste de IFI s&o utilizados como
antigenos esfregacos sanguiineos com eritrocitos parasitados, apresenta boa
sensibilidade, mas diferentes niveis de fluorescéncia, fluorescéncia
inespecifica, rastros de pontos irregulares, fadiga e subjetividade do operador,
sao alguns inconvenientes apresentados pelo teste, que tem dificultado a sua
padronizacdo. O teste de ELISA é capaz de detectar e quantificar a presenca
de anticorpos em baixas concentracdes,possui alta sensibilidade e
especificidade, e permite o processamento de um grande numero de amostras
devido a utilizacdo de um leitor especifico (MARANA et al., 2009).

O diagnostico direto pode ser realizado com base na visualizacdo dos
parasitos no interior das hemacias em esfregacos sanguineos delgados
corados pelo Giemsa ou amplificacdo do DNA do parasito pela técnica da PCR
(VIDOTTO; MARANA, 2001). A pesquisa parasitologica, realizada por meio de
esfregacos sanguineos, constitui-se no método mais antigo e rotineiramente
utilizado para o diagnéstico de hemoparasitos. Na fase aguda da doenca,
quando a parasitemia é alta, os parasitos sdo facilmente detectados nos
eritrécitos de bovinos (FARIAS, 1995). Entretanto, quando o0s animais se
recuperam, tornando-se portadores, com baixa parasitemia, a visualizagdo do
parasito, por esse método, torna-se extremamente dificil e falha, o parasito
pode ser facilmente confundido com um artefato, de tal forma que a
sensibilidade é baixa e resultados falso-negativos sdo comuns (BOSE et al.,
1995). Nesse sentido, técnicas para deteccdo direta de antigenos, com alta
sensibilidade e especificidade, foram desenvolvidas para deteccao dos agentes
do complexo da TPB (TRINDADE et al., 2011). Entre estas técnicas, as
moleculares baseadas em PCR destacam-se e tem sido usada para deteccao
de animais portadores em estudos realizados sobre hemoparasitas em bovinos
(FIGUEROA et al., 1992; AZAMBUJA et al., 1994; MUNOZ, 2005; SANTANA et
al., 2008; BRITO et al., 2010). A aplicacéo de testes baseados em PCR para o

estudo da epidemiologia do complexo da TPB ainda é pouco aplicada, mesmo
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tendo suas caracteristicas, alta sensibilidade e especificidade, verificadas por
varios autores na deteccdo de infeccdo em hospedeiros vertebrados e em
carrapatos. (FIGUEROA et al., 1992; MELO et al., 2007; RAMOS et al., 2010).

A PCR é uma técnica para amplificacdo in vitro de seqiéncia especifica
de DNA, altamente sensivel, desenvolvida para detectar pequenas quantidades
de DNA de diferentes agentes em amostras de sangue ou tecidos. Pode ser
empregada na pesquisa de hemoparasitas em bovinos e em artrépodes nos
diversos estadios de desenvolvimento (STICH et al., 1993). Devido a alta
sensibilidade e especificidade da técnica da PCR, ela é utilizada para validar
outras técnicas de diagnostico e expedicdo de certificado para exportacdo de
animais (BOSE et al., 1995). Uma modificacdo da técnica da PCR foi descrita
por JACKSON et al. (1994), com a introducdo de uma segunda reacédo de
amplificacdo do DNA, a partir do produto da primeira reacéo, utilizando “primers
internos”, denominando-a de nestedPCR (nPCR). Essa técnica utiliza, portanto,
duas PCRs consecutivas, melhorando, desse modo a sensibilidade da técnica
original. Uma nPCR, descrita por TORIONI de ECHAIDE et al. (1998),
demonstrou ser capaz de detectar 30 eritrocitos infectados com Anaplasma sp,
por ml de sangue, 0 que corresponde a um aumento de 10 a 100 vezes na
sensibilidade com relagéo ao teste da PCR tradicional.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Determinar através das técnicas de esfregaco sanguineo e nested-PCR

0S agentes responsaveis pelo complexo da Tristeza Parasitaria Bovina e o0s

fatores associados no municipio de Ibicarai, BA.
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3.2. Objetivos especificos

e« Comparar as técnicas de esfregaco sanguineo e nested-PCR no
diagnostico do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina no municipio de
Ibicarai, BA.

» Otimizar o protocolo para extracdo do DNA total para uso no diagnostico
molecular da TPB,;

» Identificar a presenca dos agentes do Complexo da Tristeza Parasitaria
Bovina nos carrapatos;

 Determinar a frequéncia dos agentes do Complexo da Tristeza
Parasitaria Bovina no municipio de Ibicarai, BA;

* Avaliar os fatores associados ao Complexo da Tristeza Parasitaria

Bovina no local de estudo.

4. CAPITULO

A metodologia e os resultados serdao apresentados em forma de capitulo

gue constituira o artigo cientifico que sera publicado em periddico cientifico.
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COMPARACAO ENTRE O DIAGNOSTICO DIRETO E MOLECULAR E
AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO DOS AGENTES DA TRIST EZA
PARASITARIA BOVINA NO MUNICIPIO DE IBICARAI, BA

Resumo

Realizou-se o diagnostico direto por esfregaco sanguineo e nPCR em 309
amostras de sangue de bovinos mesticos leiteiros provenientes do municipio
de Ibicarai, BA. A frequéncia observada no diagndstico por laminas de
esfregaco sanguineo foi 31,1% para A. marginale e 20,4% para Babesia sp..
Enquanto que no diagndéstico por nPCR foi 63% para A.marginale, 34% para
B.bigemina e 20,4% B.bovis. Verificaram-se diferencgas significativas (P<0,01)
na comparagdo entre os dois métodos de diagndésticos, nPCR e laminas de
esfregaco sanguineo. Das 195 amostras de sangue positivas para A. marginale
por nPCR, 49,2% apresentaram positivas em laminas de esfregaco sanguineo.
A concordancia ao teste KAPPA obtida foi de 0,41. Enquanto que das 134
amostras de sangue positivas para Babesia sp. por nPCR, 47% apresentaram
positivas em laminas de esfregaco sanguineo. A concordancia ao teste KAPPA
obtida foi de 0,48. As amostras de carrapatos das seis propriedades analisadas
por nPCR foram positivas apenas para A. marginale. Na avaliagdo dos fatores
de risco para os agentes etioldgicos do complexo da TBP verificou-se que os
fatores de risco presenca de carrapato e idade dos animais apresentaram
associacao significativa (P<0,01) com a freqiéncia de animais infectados por
ambos o0s patdégenos analisados por nPCR. Portanto, nas condi¢cdes
estudadas, a nPCR revelou-se uma boa ferramenta para diagnéstico dos
agentes da TPB devido a sensibilidade e especificidade, quando comparado ao
esfregaco sanguineo. O municipio de Ibicarai apresenta-se como uma area de
estabilidade endémica com prevaléncia comprovada através de nPCR, sendo

Anaplasma marginale o principal agente da TPB.

Palavras-chave : Complexo TPB, Esfregaco sanguineo; Fatores de risco;

nPCR.
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COMPARISON BETWEEN DIRECT AND MOLECULAR DIAGNOSIS A ND
EVALUATION OF RISK FACTORS OF PARASITIC AGENTS OF S ADNESS

IN THE CITY OF BOVINE IBICARI, BA

Abstract

Diagnosis direct was performed by blood smear and nestedPCR (nPCR) in 309
blood samples from crossbred dairy cattle from the city of Ibicarai, BA. The
observed frequency in diagnostic blood smear slides was 31.1% for A.
marginale and 20.4% for Babesia sp.. While the diagnostic nPCR was 63% for
A. marginale, 34% and 20.4% B. bigemina and B. bovis, There were significant
differences (P<0.01) when comparing the two diagnostic methods, nPCR and
blood smear slides. From 195 blood samples positive for A. marginale by
nPCR, 49.2% had positive blood smears. The agreement obtained the Kappa
test was 0.41. While the 134 positive blood samples for Babesia spp. by nPCR,
47% had positive blood smears. The agreement obtained the Kappa test was
0.48. Samples of ticks of the six properties were analyzed by nPCR positive
only for A. marginale. In the evaluation of risk factors for the etiologic agents of
the complex of TBP was found that the risk factors the presence of ticks and
age of the animals showed a significant association (P <0.01) with the
frequency of animals infected with both pathogens analyzed by nPCR.
Therefore, under the conditions studied, the nPCR proved to be a good tool for
the diagnosis of agents of TPB due to sensitivity and specificity when compared
to blood smear. The municipality of Ibicarai presents itself as a stable area with
endemic prevalence confirmed by nPCR, being the main agent Anaplasma

marginale of TPB.

Key words: Complex TPB, blood smear, nPCR, risk factors.
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4.1. Introducgao

No Brasil, os principais agentes etiologicos da Tristeza parasitaria bovina
(TPB) sdo Anaplasma marginale (THEILER, 1910), Babesia bovis (BABES,
1888) e B. bigemina (SMITH; KILBORNE, 1893). O primeiro € uma bactéria
pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae e os outros dois
sdo protozoarios pertencentes a familia Babesiidae (DUMLER et al., 2001).
Ambas as espécies de protozoarios sdo transmitidas exclusivamente pelo
carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, enquanto que A.
mariginale pode também ser transmitido mecanicamente por moscas
hematéfagas e fémites (GUGLIELMONE, 1995; GUEDES JUNIOR et al.,
2008).

A TPB encontra-se distribuida em quase todo o territério brasileiro e sua
ocorréncia esta diretamente relacionada a distribuicdo dos vetores, que
encontram condicfes ideais para o seu desenvolvimento nos paises de clima
tropical e subtropical. Este complexo de doencas causa prejuizos e constitui
fator limitante ao crescimento da bovinocultura, devido aos altos indices de
morbidade e mortalidade nos animais (PEREIRA, 2006).

O perfil epidemiologico do complexo da TPB de uma regido pode ser
determinado a partir da avaliacdo de diversos fatores, como raca, idade,
condicdes climaticas, estresse, manejo e tipo de pastagens, podendo variar
entre livre, instavel, e estavel. As areas livres sdo aquelas onde condi¢cfes
climaticas ndo sdo favoraveis ao desenvolvimento do vetor (BERTO et al.,
2008). As areas instaveis sdo aquelas onde as condi¢cdes climaticas e/ou
manejo da pecuaria afetam a reproducdo do carrapato em um determinado
periodo do ano (KESSLER et al.1983; BARROS et al, 2005). E nas &reas
estaveis, o carrapato esta presente durante todo o ano, assim 0s animais s&o
protegidos por anticorpos maternos obtidos através do colostro, e quando
infectados durante os primeiros meses de vida desenvolvem sua propria
imunidade ativa, resultando em menos casos clinicos da doenca (MADRUGA
et al, 1984;. GONCALVES,2000; OSAKI et al, 2002). Alguns pesquisadores
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tém chamado a atencdo para a importancia de se conhecer a situacao
epidemioldogica de uma regido por meio de estudos regionais, ou seja,
indicando se ha estabilidade ou instabilidade endémica para determinada
hemoparasitose e, consequentemente, mensurando a probabilidade de
ocorréncia de surtos de importancia econémica da doenca e a necessidade ou
nao da adocao de medidas preventivas (GUIMARAES et al 2011).

Na maioria das regides do Brasil a situacao epidemiologica da TPB é de
estabilidade endémica, com poucas areas de instabilidade (ARTILES et al.
1995; ARAUJO et al. 1998; GUIMARAES et al 2011). Situacdo semelhante é
observada no estado da Bahia, onde as &reas de instabilidade se restringem ao
semi-arido, devido as condi¢des climéticas desfavoraveis ao desenvolvimento
do vetor (ARAUJO et al 1998).

O municipio de Ibicarai localizado no sul da Bahia destaca-se por ser
uma area de producéo leiteira que fornece matéria-prima para as industrias de
laticinios localizadas no Estado. Em razdo da importancia do Complexo da
TPB, associada a escassez de informacfes sobre a epidemiologia dessas
doencas na regidao sul da Bahia, objetivou-se com este estudo comparar os
métodos de diagndsticos diretos esfregacos sanguineos e nPCR, determinar a
frequéncia e avaliar os fatores associados a infeccao pelos agentes da TPB no

rebanho leiteiro mestico no municipio de Ibicarai, BA.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Area de estudo

O trabalho foi realizado no municipio de Ibicarai, localizado na regido Sul
da Bahia, com area total de 217.914 Km?, na latitude 14°51°54" sul e longitude
39°35'15" oeste, e altitude média de 162 m. A vegetacdo é composta por
floresta estacional semidecidual e ombréfila densa, o clima é caracteristico da
regido cacaueira, quente e umido, com precipitagdes pluviométricas entre 1200
a 1400 mm/ano e temperatura média anual de 27 °C (SIDE, 2011). O municipio

possui um rebanho bovino de, aproximadamente, 17.900 animais, sendo 4.500
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animais de aptidéo leiteira com uma producdo meédia de 2,6 milhdes L/ano
(IBGE, 2010).

O célculo do tamanho da amostra foi realizado com auxilio Epi Info 6.0,
levando em conta o namero total do rebanho, a possibilidade de deteccdo da
doenca de 80% (correspondente a doencas de ocorréncia endémica na
populacdo), intervalo de confianca de 95% e um erro estatistico de 5%. Este
calculo resultou em uma amostra (N) de 243 animais, sendo que foram
coletadas amostras de sangue e carrapato de 309 animais mesticos, destes
169 adultos fémeas e 140 bezerros de ambos os sexos e com idade entre 1
(um) e 270 dias

As coletas foram realizadas em seis propriedades com criacéo extensiva
a pasto, com ou sem suplementacdo protéica, no periodo das aguas de
novembro de 2010 a fevereiro de 2011. As amostras de sangue (5 mL) foram
coletadas por puncéo da veia coccigea, em vacutainer contendo anticoagulante
EDTA com o uso de agulhas descartaveis e acondicionadas em recipiente
isotérmico, com gelo, e tranportadas até o laboratorio no mesmo dia para
processamento.

Para a obtencdo dos dados referentes aos fatores associados ao
Complexo da Tristeza Parasitaria foi aplicado um questionario, preenchido no
ato das coletas, cuja finalidade foi levantar informacdes sobre: presenca de
carrapatos ou de moscas; transito de animais; realizacdo de exames de
hemoparasitas; uso de biocarrapatograma; tipo de bezerreiros existentes; raca

dos animais; area de pastagens; sistema de criacdo; e sexo dos animais.

4.2.2. Processamento Laboratorial

As amostras de sangue coletadas foram utilizadas para a confeccao de
esfregacos sanguineos fixados com metanol e coradas pela técnica de
coloracdo de Giemsa. Para o diagnostico direto, as laminas foram observadas
em microscopio optico e fotomicrografadas utilizando-se microscopio Trinocular

Olympus BX 51 acoplado com camera fotografica Olympus DP71.
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4.2.3. Extracdo de DNA gendmico

Um volume 300 pyL de cada amostra de sangue foi aliquotado em
microtubos de 2 mL, no qual foi adicionado 500 pL de agua destilada,
homogeneizado no vértex por 30 s., para rompimento de células, e
centrifugado por 6 min. a 12.000 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
eluido em TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 200 mM EDTA, pH 8,0, Proteinase K
120 yg/mLe 1% de Triton X-100). Cada amostra foi agitada suavemente no
vortex e incubadas em banho-maria a 50°C por cerca de 30 min.. Em seguida
acrescentou-se SDS (0,5%), homogeneizou no vortex por 30 s. e incubou no
banho-maria por mais 30 min. O DNA gendmico foi extraido com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico e cloroférmio, e precipitado com etanol 100%
e acetato de amodnio na propor¢do 1/10. O pellet foi lavado com etanol 85%,
ressuspendido em 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e quantificado por
espectrofotometria em absorbancia de 260 nm e 280 nm. As amostras de DNA
foram armazenadas a -20°C, em microtubos, para realizacdo dos diagnosticos
através da PCR.

Para verificar a viabilidade do DNA total, extraido de sangue dos bovinos
mesticos, realizou-se uma reacdo com 0s primers especificos da regido
promotora gene dgatl, responsavel pela producdo de gordura do leite: Forward
- 5-TCA GGATCCAGAGGTACCAG-3’ e Reverse, - 5'-
GGGGTCCAAGGTTGATACAG-3' (KUHN et al., 2004).

As amostras de carrapato foram fixadas em alcool e armazenadas a -
20°C em microtubos. Posteriormente, as amostras foram agrupadas por
propriedade formando seis pools de carrapatos. As amostras de carrapato de
cada propriedade foram homogeneizadas, e com auxilio de uma pincga retirou-
se cinco sub-amostras com peso médio variando entre 270 a 290 mg, com
intuito de aumentar a probabilidade de identificar o DNA dos parasitos nos
carrapatos. As amostras de carrapato foram maceradas com auxilio de
Nitrogénio liquido, seguido de extracdo de DNA gendmico pelo mesmo

protocolo usado para as amostras de sangue.
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4.2.4. Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para o diagnostico molecular de A. marginale, B. bovis e B. bigemina
foram realizadas reagdes de nPCR, utilizando-se os primers descritos na
Tabela 1. As reacdes foram preparadas em volume de 25 pL, contendo 200 uM
dNTP, 5,0 mM MgCl,, 2 U de Tag DNA polimerase (Promega®), e 1,0x tampao
de amplificacao (fornecido pelo fabricante), 11 pmol de cada primer (Ana F e
Ana R para A. marginale, BoF e BoR para B. bovis e BilA e BilB para B.
bigemina) e 60 ng de DNA gendmico. O protocolo de amplificacdo foi o
seguinte: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
94 °C por 1 minuto, anelamento a 65 °C por 1 minuto para A. marginale, 55 °C
por 1 minuto para B. bovis e 64 °C por 1 minuto para B. bigemina e extenséo a
72 °C por 40 segundos, com uma etapa final a 72 °C por 5 minutos no
termociclador MJ96G (Biocycler®). Os produtos da amplificagcdo foram
separados em gel de agarose 1,5% corados com brometo de etideo.

Na segunda reacado utilizou-se como DNA molde 2 yL do produto da
primeira reacdo, apenas de amostras que ndao amplificaram, em uma reacao de
25 pL utilizando-se os primers Ana F int e Ana R para A. marginale, BoFN e
BoRN para B. bovis e BIlAN e BiIBN para B. bigemina, com protocolo de
amplificacdo semelhante ao da primeira reacdo, alterando apenas as
temperaturas de anelamento, que foram: 65 °C para A. marginale e B. bovis, e
69°C para B. bigemina. Os amplicons foram revelados apds eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

Em todas as reacdes foram utilizados o controle positivo e 0 negativo.
Como controle positivo foi usado o DNA de amostras comprovadamente
positivas, para isso, primeiramente, selecionou-se amostras positivas pelo
exame microscopico de laminas de esfregaco sanguineo. Estas amostras
foram amplificadas com primers especificos para cada um dos trés agentes
(Tabela 1), e os fragmentos obtidos foram sequienciados para comprovar a
similaridade com os agentes de interesse. Ja o controle negativo consistiu na

realizacdo da reacdo de PCR utilizando agua ultra pura ao invés de DNA.
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Tabela 1. Primers utilizados na deteccdo de A. marginale (TORIONI DE
ECHAIDE et al., 1998), B. bovis e B. bigemina (FIGUEROA et al., 1993).

Patogeno Primer Sequéncia Pares de Base
BoF CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA

B.bovis BoR CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA 350
BoFN TCA ACA AGGTACTCTATATGGCTACC
BoRN CTACCGAGCAGA ACCTTCTTCACCAT 290
BilA CATCTAATTTCTCTCCATACCCCTCC

B. bigemina BilB CCTCGGCTTCAACTCTGATGCCAAAG 218
BilAN CGCAAGCCCAGCACGCCCCGGTGC
BilBN CCGACCTGGATAGGCTGTGTGATG 170

A. marginale Ana F GCATAGCCTCCCCCTCTTTC 458
Ana R TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA
AnaFint TACACGTGCCCTACCGACTTA 345

4.2.5. Andlise estatistica

Foi utilizado o teste Qui-quadrado para avaliar a significancia dos
resultados entre os testes de diagnostico (nPCR e esfregaco sanguineo) e os
fatores associados a Tristeza Parasitaria Bovina, com um nivel de confianca de
99%. O teste KAPPA foi usado como medida de concordancia entre testes sob

condicao real de acordo com Trusfield, 1986.
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4.3. Resultados

A amplificagdo do DNA total, extraido de sangue de bovinos mesticos,
com primers especificos da regidao promotora do gene dgatl resultou em
fragmentos de 145 pb, comprovando a viabilidade do DNA para uso no
diagnéstico molecular da TPB (Figura 1).

2R S e S e e R 2 s S R )

Figura 1. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados das
amostras de DNA total de sangue dos bovinos mesticos com o primer do gene
dgatl; M - Marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA ladder); Colunas: 1 —

17 - amostras positivas; 18 - controle negativo.

A amplificagéo da primeira PCR resultou em fragmentos de 458 pb para
A. marginale (Figura 2), 350 pb para B. bovis (Figura 3) e 278 pb para B.
bigemina (Figura 4). Ao passo que a amplificagdo da segunda reagao resultou
em fragmentos de 345 pb para A. marginale, 290 pb B. bovis (Figura 5) e 170
pb para B. bigemina (Figura 6). Os bovinos foram considerados como positivos,
para um dos trés agentes do complexo da TPB, quando as amplificacdes
resultaram nos padrées de fragmentos descritos acima. Os controles positivos
sequenciados revelaram 99 e 100% de similaridade com amostras depositadas
no GenBank, acessos: A. marginale (Genbank CP001079.1), B. bovis
(Genbank JF588010.1) e B. bigemina (Genbak S45366.1).
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Figura 2. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados da
espécie Anaplasma marginale. M - marcador de peso molecular (1 Kb Plus
DNA ladder); Colunas: 1 - controle positivo; 2 a 5 - amostras positivas para

Anaplasma marginale; 6 - controle negativo.

Figura 3. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados de
Babesia bovis. M - Marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA ladder);
Colunas: 1 - controle negativo; 2 - controle positivo; 3-5 - amostras negativas;

6-8 - amostras positivas para Babesia bovis.
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Figura 4. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados de
Babesia bigemina. M - Marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA ladder),
Colunas: 1 - controle negativo; 2 - amostra positiva para Babesia bigemina; 3 e

4 - amostras negativas.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 5. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados de
NPCR de Babesia bovis. M - Marcador de peso molecular 50 Pb; Colunas: 1 -
controle positivo; 2, 8, 20 - amostras positivas para Babesia bovis; 3-7 e 9-19 -

amostras negativas.
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Figura 6. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados de
NPCR de Babesia bigemina. M - Marcador de peso molecular 50 Pb; Colunas:
1 - controle negativo; 2 - controle positivo; 3 -7 - amostras positivas para

Babesia bigemina.

A andlise das 309 amostras de sangue de bovinos do municipio de
Ibicarai, BA, submetidas a nPCR, demonstrou que 195 (63,1%) foram positivas
para A. marginale, 105 (34%) para B. bigemina e 63 (20,4%) para B. bovis
(Tabela 2). Enquanto que nas laminas de esfregaco sanguineo, 96 (31,1%)
foram positivas para A. marginale (Figura 7) e 63 (20,4%) para Babesia sp.
(Figura 8).
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Figura 7. Esfregaco sanguineo evidenciando hemacias parasitadas por
Anaplasma marginale (indicado pelas setas), em bovinos naturalmente

infectados no municipio de Ibicarai, BA. Objetiva de 100x.

Figura 8. Esfregaco sanguineo evidenciando hemacias parasitadas por
Babesia sp. (indicado pelas setas), em bovinos naturalmente infectados no

municipio de Ibicarai, BA. Objetiva de 100x.
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Neste estudo, 10% (31/309) dos animais analisados pela nPCR
apresentavam-se infectados pelos trés patdgenos avaliados. As amostras de
carrapatos das seis propriedades, analisadas por nPCR, foram positivas
apenas para A. marginale (Figura 9).

Figura 9. Resolucdo em gel de agarose 1,5% apresentando amplificados de
Anaplasma marginale. M - Marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA
ladder); Colunas: 1 - controle negativo; 2-7 - amostras positivas para
Anaplasma marginale provenientes de extracdo de DNA das amostras de

carrapatos coletados nas seis propriedades.

Tabela 2. Frequéncia dos agentes etiologicos do complexo da Tristeza
Parasitaria Bovina detectadas através da nPCR no municipio de lbicarai, BA.

Positivo Negativo
Agentes

N % N %
Babesia bovis 63 20,4 | 246 79,6

Babesia bigemina 105 34 | 204 66
Anaplasma marginale 195 63,1 | 114 36,9
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Verificaram-se diferencas significativas (P < 0,01) na comparacao entre
os dois métodos de diagnosticos, nPCR e laminas de esfregaco sanguineo.
Das 195 amostras de sangue positivas para A. marginale por nPCR, 96
(49,2%) apresentaram positivas em laminas de esfregaco sanguineo (Tabela
3). A concordancia ao teste KAPPA obtida foi de 0,41. Ao passo que das 134
(43,4%) amostras de sangue positivas para Babesia sp. por nPCR, 63 (47%)
apresentaram positivas em laminas de esfregaco sanguineo (Tabela 3). A
concordancia ao teste KAPPA obtida foi de 0,48.

Tabela 3. Comparacdo entre PCR e Esfregaco sanguineo de Anaplasma
marginale e Babesia sp. em rebanhos bovinos leiteiros mesticos no municipio
de Ibicarai, BA.

Anaplasma marginale

PCR
Positivo Negativo Total
Esfregaco | Positivo 96 (49,2%) 0 (0%) 96 (31,1%)
sanglineo
Negativo 99 (50,8) 114 (100%) 213 (68,9%)
Total 195 (63,1%) 114 (36,9%) 309 (100%)
Babesia sp.
PCR
Positivo Negativo Total
Esfregaco | Positivo 63 (47%) 0 (0%) 63 (20,4%)
sangiineo
Negativo 71 (53%) 175 (100%) 246 (79,6%)
Total 134 (43,4%) 175(56,6%) 309 (100%)

Teste do X* (P<0,01)
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Na avaliacdo dos fatores associados para o0s agentes etioldgicos do
complexo da TBP no rebanho mestico no municipio de Ibicarai, BA, verificou-se
que os fatores transito de animais, realizacdo de exames de hemoparasitas,
uso de biocarrapatograma, tipo de bezerreiros existentes, raca dos animais,
area de pastagens, sistema de criacdo, sexo e presenca de moscas, nao
apresentaram associagdo significativa (P<0,01). Enquanto que, os fatores de
risco presenca de carrapato e idade dos animais apresentaram associacao
significativa (P<0,01) com a frequiéncia de animais infectados pelos patdgenos

analisados por nPCR (Tabela 4).
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Tabela 4. Fatores associados para 0s agentes etiologicos do complexo da

Tristeza Parasitaria Bovina em

municipio de Ibicarai, BA.

rebanhos bovinos leiteiros mesticos no

Babesia sp. Anaplasma marginale
Fatores de risco Amostras ) Amostras )
Valor p Valor p

+/Total (%) +/Total (%)
Presenca de carrap ato
Sim 119/174 (68,4) 98,44 0,00 132/174 (75,9) 29,34 0,00
N&o 15/135 (11,1) 60/134 (44,8)
Transito de animais
Sim 61/134 (45,5) 0,30 0,57 83/134 (61,9) 0,00 0,95
N&o 73/175 (41,7) 109/175 (62,3)
Exames de hemoparsitas
Sim 21/61 (34,4) 2,04 0,15 37/61 (60,7) 0,01 0,90
N&o 113/248 (45,6) 155/248 (62,5)
Uso de biocarrapatograma
Sim 21/61 (34,4) 2,04 0,15 37/61 (60,7) 0,07 0,90
Nao 113/248 (45,6) 155/248 (62,5)
Tipo de bezerreiros
Coletivo 109/256 (42,6) 0,21 0,64 160/256 (62,5) 0,01 0,89
Individual 25/53 (47,2) 32/53 (60,4)
Idade dos animais
Bezerros 78/140 (55,7) 14,98 0,00 108/140 (77,1) 23,35 0,00
Adulto 56/169 (33,1) 84/169 (49,7)
Raca dos animais
Mestica 109/256 (42,6) 0,21 0,64 160/256 (62,5) 0,01 0,89
Girolando 25/53 (47,2) 32/53 (60,4)
Area de Pastagens
> 50 ha 73/175 (41,7) 0,30 0,57 109/175 (62,3) 0,00 0,95
<50 ha 61/134 (45,5) 83/134 (61,9)
Sistema de Criacao
Extensivo a pasto 88/195 (45,1) 0,48 0,48 123/195 (63,1) 0,10 0,74
Extensivo com suplementagéao 46/114 (40,4) 69/144 (60,5)
Sexo
Fémeas 93/243 (38,3) 11,06 0,10 146/243 (60,1) 1,65 0,19
Macho 41/66 (62,1) 46/66 (69,7)
Presenca de moscas
Sim 58/146 (39,7) 1,22 0,26 94/146 (64,4) 0,42 0,51
N&o 76/173 (46,6) 98/163 (60,1)
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4.4. Discussao

No Brasil, as técnicas de diagnostico molecular para investigar a
epidemiologia do complexo da TPB ainda sdo pouco empregadas, com namero
reduzido de trabalhos publicados na area. Na Bahia, este € o primeiro estudo
em que a técnica de nPCR foi usada para detectar a presenca dos agentes do
complexo da TPB em bovinos mesticos e carrapatos. Os padrbes de
amplificagcdo encontrados neste estudo para B. bovis, B. bigemina e A.
marginale (Figuras 2 e 3) foram semelhantes aos tamanhos descritos em
outros trabalhos realizados com os mesmos conjuntos de primers (FIGUEROA
et al., 1993; TORIONI DE ECHAIDE et al.,1998; MOURA et al., 2003; BRITO et
al., 2007).

A regido sul da Bahia caracteriza-se como area de estabilidade
enzodtica (ARAUJO et al., 1997, 1998), de acordo com o0s conceitos de
Mahoney e Ross (1972). Esta regido apresenta condi¢cdes climéaticas que
favorecem o desenvolvimento durante todo o ano do R. microplus, principal
vetor dos agentes do complexo da TPB,.

Nas amostras das seis propriedades analisadas verificou-se 63,1% de
positividade para A. marginale, por meio do diagnostico por nPCR, resultado
semelhante ao encontrado por Torione et al. (1998) em Oregon, com 64% de
animais positivos, e inferior ao observado por Brito et al. (2010) em Rondbnia e
no Acre, que observaram 98,6 e 92,4% animais positivos, respectivamente, em
animais com faixa etéria entre 4 e 12 meses, utiizando PCR em ambos os
trabalhos. Os resultados verificados por Brito et al. (2010) podem ser devido a
faixa etaria dos animais avaliados, diferente deste trabalho que avaliou
bezerros e animais adultos, e encontrou relagdo significativa (P < 0,01) ao
comparar a faixa etaria dos animais com a presenca de A. marginale.

As amostras positivas para B. bigemina apresentaram uma frequéncia
de 34%, semelhante ao encontrado por Smeenk et al. (2000) com 35% de
animais positivos no Zimbabwe, e superior ao encontrado por Brito et al. (2007)

que verificaram em Rondbdnia uma frequéncia de 3,09%, também utilizando
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diagnéstico molecular por PCR. Ao passo que para B. bovis foi observado
20,4% de animais positivos, freqiéncia semelhante a verificada por Martins et
al. (2010) com 27% de animais positivos em Mog¢ambique. Além disso,
infecgoes mistas com hemoparsitos B. bigemina e B. bovis foram identificadas
associados a carrapatos responsaveis por transmitir estas enfermidades aos
bovinos (MARTINS et al., 2010).

Os trabalhos de investigagcdo epidemiolégica, realizados com as
diferentes metodologias de sorologia, verificaram frequéncias para os agentes
do complexo da TPB variando entre 80 a 100% em éareas de estabilidade
enzootica nas diferentes regides do pais (ARAUJO et al., 1998; SOUZA et al.,
2000a; TRINDADE et al., 2010; GUIMARAES et al., 2011). Estas frequéncias
sdo superiores as encontradas neste estudo com diagnéstico molecular por
nNPCR. Porém, vale ressaltar que os testes soroldgicos indicam apenas que
houve exposicdo ao agente (WAGNER et al.,, 1992), mas nédo detectam o
agente como ocorre no diagndstico por nPCR (FIGUEROA et al., 1992; BRITO
et al., 2010).

Como esperado, as frequéncias de Babesia sp. e A. marginale
detectadas por amplificacdo do DNA, 43,4 e 63,1%, respectivamente, foram
significativamente superior aquelas obtidas por exame microscépico de
esfregacos sanguineos, 20,4 e 31,1%, respectivamente (P<0,01). Resultados
semelhantes foram observados por Cassinia et al. (2011) ao comparar estas
mesmas técnicas na deteccdo de Babesia sp. na Italia, com 21,6% de animais
positivos detectados por PCR e 6,5% por esfregaco sanguineo. O método de
exame microscopico de esfregacos sanguineos apresenta baixa sensibilidade,
nao detectando animais positivos nos estagios iniciais ou cronicos da infeccao,
gquando o numero de parasitas circulantes é muito baixo (OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al.,, 2005). Sedo um procedimento adotado pelos médicos
veterinarios em regides de incidéncias, para o acompanhamento de casos
clinicos (SANTANA et al., 2008).

A determinacéo do perfil de estabilidade ou instabilidade de uma regiao
depende da avaliacdo de diversos fatores, como os inerentes ao animal (raca,
idade), e variacdes climaticas, estresse, manejo, tipo de pastagens e presenca
de vetores (GUIMARAES et al., 2011). Nas areas de estabilidade enzoodtica a

imunidade é adquirida cedo na vida da maioria dos animais de forma que a
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doenca clinica ocorre apenas raramente. Contudo, o manejo e as condi¢des
climaticas podem afetar o estado imunoldgico, tornando o0s animais
susceptiveis. Alguns fatores podem afetar a presenca do hemoparasito nos
animais, a exemplo da presenca de carrapatos e da idade dos animais, como
verificado neste trabalho, onde estes dois fatores de risco apresentaram
associacdo significativa com a presenca de A. marginale e Babesia
sp.(Tabelad). A presenca persistente de carrapatos durante todo o ano permite
a inoculacdo continua dos patogenos nos animais a partir do nascimento,
desenvolvendo uma imunidade especifica suficiente para torna-los imunes
(FOLLY et al., 2009). Desta forma, os bezerros apresentam maior prevaléncia
para os agentes do complexo da TPB, como observado por Madruga et al.
(2000) no Mato Grosso do Sul, mesmo sem a constatacdo dos sinais clinicos
(ZAUGG et al., 1986).

5. CONCLUSOES

Nas condi¢Oes estudadas, a nPCR revelou-se uma boa ferramenta para
diagnéstico dos agentes da TPB devido a sensibilidade e especificidade,
quando comparado ao esfregaco sanguineo.

O protocolo otimizado para extracdo de DNA total foi eficiente para isolar
DNA de qualidade para uso no diagnéstico molecular da TPB.

A utilizacdo da nPCR em amostras de DNA total extraidas de carrapatos
identificou com eficacia a presenca de Anaplasma marginale.

O municipio de Ibicarai apresenta-se como uma area de estabilidade
endémica com prevaléncia comprovada através de nPCR, sendo Anaplasma
marginale o principal agente da TPB.

No municipio de Ibicarai, os fatores associados a TPB, que
apresentaram maior significancia foram presenca de carrapatos e idade dos

animais quando comparado com a frequéncia observada dos agentes da TPB.
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7. APENDICES

7.1. Questionario de coleta de dados

7.1.1. Questionario Epidemiologico

Fazenda: Municipio: Fone:
Localizacao: Area total do Imével: Area de pastagens:
Representante Legal: Data da coleta: [

Principal atividade da fazenda: Agricultura: [_] Pecuaria: Corte [ ] Leite []

Composicéo do Rebanho:

SRD.[] Holandesa [] Girolando [] Gir [[] Mestica [] Jersey[] Pardo Suica[] outras []
Total de animais na propriedade: Total de animais em lactacao:

Producéo diaria de leite.
DADOS DO ANIMAL:
Na propriedade j& teve casos de TPB? sim [ Nao[]]
MANEJO:

Presenca de carrapato na propriedade: Sim[] Né&o []

Presenca de moscas hematofagas na propriedade: Sim [ N&o[]
Faz uso de carrapaticida nos animais?  Sim [] Né&o []

Quais produtos foram utilizados nos Ultimos anos?

Como é realizada a substituicdo dos carrapaticidas e com que freqiiéncia?

Faz uso do biocarrapatograma na propriedade? Sim[] Nao[]
Faz uso de medicamentos nos animais para controle e profilaxia da anaplasmose e babesiose?

Sim [ Ngo [] Quais medicamentos ja foram utilizados? E com que freqiiéncia?

Ja utilizou vacinas conta Babesiose e Anaplasmose n os animais? Sim[] Nao[]
Ja realizou coleta de sangue para exames parasitold  gicos nos animais? Sim [ ] Nao []

Tipo de alimentagdo: Pasto [ ] Pasto e suplementagéo protéica [ ]

Regime de criacao: Pasto [] Estabulado [ ] Semi-estabulado [ ]

Tipo de bezerreiros: Coletivo [] Individual []

Fornecimento de 4gua para os animais: Rios [] Lagoas [] Bebedouros []
Suplementacdo mineral:  Sim[] Nao []

Possuem quantos funcionarios na propriedade fazenda ?

Os funcionarios ja participaram de curso de capacit acdo? Sim[] Nao[]
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Qual a escolaridade dos funcionarios
Alfabetizados [] N&o Alfabetizados [] Primario completo []ginasio [] ensino médio []
Condigdes fisicas das instalagdes:  Boal ] Otima[ ] Ruim []

Na propriedade houve transito de animais nos altimo smeses? Sim[ ] Nao []

Qual regido?

7.1.2. Questionario para coletas de dados individua is dos animais

Fazenda: Ndmero: Data da coleta: / /
Localizacao: Municipio:

Representante Legal: Fone:

Area Total do imovel: Area destinado ap  roducéo leiteira:

Total de animais na propriedade: Total de animais em lactacao:

Identificagdo do animal:

Numero: Nome do animal:

Raca:
SRD.[] Holandesa [] Girolando [] Gir [] Pardo suico [] Jersey [] Mestico []

O animal jateve TPB? Sim[] Nao[]
Idade: meses
Adulto: [ ] Bezerros: [ ]

Escore corporal do animal:
Bom[] Otimo [] Ruim []

Presenca de carrapato no animal:

Sim [] N&o []

NuUmero de lactacdes:
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7.2. Procedimentos para extracao de DNA

7.2.1. Extracdo com Fenol/Cloroférmio

1- 300 ul de sangue mais 500 ul de agua destilada, vortex.

2- Centrifugar 12000 rpm por seis minutos e descartar o sobrenadante.

3- Adicionar 500 ul de TE (tampéo de extracao, 250 ul de Tris 10 mM, 250
pl de EDTA 200 mM, 15 pl de proteinase K e 10 ul de Triton), vortex.

4- Colocar no banho maria por 30 minutos, 50 graus, vortex.

5- Adicionar 300 pl de SDS 0,5 %, vortex.

6- Mais 30 minutos no banho maria.

7- Acrescentar 130 pul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico/agua,
homogeinizar manualmente e aguardar 5 minutos, vortex.

8- Centrifugar por 10 minutos 14000 rpm e transferir o sobrenadante para
outro tubo.

- Lavar com 100 ul de cloroférmio.

10- Centrifugar por 10 minutos 14000 rpm e transferir o sobrenadante para
outro tubo.

11- Colocar 100 pl de acetato de ambénio 5 M e 800 ul de etanol (gelado)
100%. Agitar manualmente e aguardar 2 minutos.

12-  Centrifugar por 10 minutos 12000 rpm e descartar o sobrenadante.

13- Lavar o precipitado com 1000 pl de etanol (gelado) 95 %, centrifugar por
10 minutos 14000 rpm.

14- Descartar o sobrenadante e deixar o pellet secar.

15-  Colocar 50 pl de TE e armazenar em feenzer a -20 °C.

POR AMOSTRA

70 pl de fenol

50 ul de cloroférmio

10 pl de alcool isoamilico
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7.3. Procedimentos para eletroforese

1- Preparacao do gel de agarose 3% em cuba horizontal.
2- Tampao de corrida TAE 1x.

3- Volume da amostra aplicado no gel 12 uL

4- Adigéo de 2 yL de Azul de Bromofenol 1x

5- Corrida a 80 volts por 1 hora.

7.4. Coloracao do gel

1- Apos corrida mergulhar o gel de agarose em Brometo de etidio (10 mg/L) por
15 minutos.

2- Posicionar o gel em camara escura contendo lampadas UV e fotografar com
o auxilio de maquina fotografica digital acoplada ao computador.

7.5. Reacao de PCR e nPCR.

Tabela 5. Reagentes e volumes utilizados na PCR — Babesia sp.e Anaplasma

Reagentes Volumes em pL
Agua Millig 3,8
MgClI2 3,0
Tampao da Taq Polimerase 7,0
DNTP’s 1,0
Primer direto 2,5
Primer reverse 2,5
Taq DNA Polimerase 0,2
Amostra de DNA 50
VOLUME FINAL 25
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Tabela 6. Reagentes e volumes utilizados na nested-PCR — Babesia sp.e

Anaplasma

Reagentes Volumes em pL
Agua Millig 4,7
MgClI2 3,0
Tampao da Taq Polimerase 7,5
DNTP’s 1,0
Primer direto 3,0
Primer reverse 3,0
Taq DNA Polimerase 0,3
Amostra de DNA 2,5
VOLUME FINAL 25
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