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This study evaluated the incidence of natural infection by agents of cattle tick fever (CTF),
Anaplasma marginale, Babesia bovis and Babesia bigemina in calves born in five farms within
the semiarid region of Paraiba state, Brazil. In each farm, blood samples were collected from
6 to 14 calves every 14 days during the first 12 months of life of each animal. Blood samples
were processed by microhematocrit and tested by PCR for detection of DNA of A. marginale,
B. bovis and B. bigemina. In parallel, the tick infestations on animals were quantified in the
five farms, as well as populations in horseflies in three farms. From a total of 41 calves
monitored during the first year of life, 25 (61.0%) had positive PCR for A. marginale, 7 (17.1%)
for B. bigemina and 3 (7.3%) to B. bovis. Incidence values for A. marginale infection ranged
from 83.3% to 100% in four farms. Infection with B. bigemina in calves was detected at only
two farms (incidence of 12.5% and 85.7%) and by B. bovis in just one (42.8% incidence).
On one farm 14 calves remained negative for A. marginale, B. bigemina and B. bovis during
the 12 month follow-up. PCR results were confirmed by DNA sequencing of amplified products.
The presence of Rhipicephalus (Boophilus) microplus was found only in two farms in which
there was infection by A. marginale, B. bigemina and B. bovis (the latter agent in only one of
them). A total of 930 horseflies were captured in the study, most during periods of rain in
the region; 70.7% of horseflies corresponded to Tabanus claripennis. There was significant
association between a positive PCR for A. marginale and B. bigemina and lower hematocrit
values. This study demonstrates that even evaluating only five rural properties, the incidence
of CTF occurred heterogeneously in the region, confirming the status of enzootic instability
area for CTF, previously reported for the semiarid region of Paraiba.

INDEX TERMS: Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, calves, cattle, cattle tick fever,
ticks, hematophagous Diptera, Brazil, parasitoses.
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RESUMO.- Este estudo avaliou a incidéncia de infecg¢des
naturais pelos agentes da tristeza parasitaria bovina (TPB),
Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina,
em bezerros nascidos em cinco fazendas do semiarido
paraibano. Em cada fazenda, foram coletadas amostras de
sangue de 6 a 14 bezerros a cada 14 dias durante os primeiros
12 meses de vida de cada animal. As amostras de sangue
foram processadas por microhematocrito e testadas por PCR
para detec¢do de DNA de A. marginale, B. bovis e B. bigemina.
Em paralelo, foram quantificadas as infestacdes por carrapatos
nos bovinos nas cinco fazendas, assim como as populagdes
de tabanideos em trés fazendas. De 41 bezerros monitorados
durante o primeiro ano de vida, 25 (61,0%) apresentaram
PCR positivo para A. marginale, 7 (17,1%) para B. bigemina
e 3 (7,3%) para B. bovis. Os valores de incidéncia da infec¢ao
por A. marginale variaram de 83,3% a 100% em quatro
fazendas. A infec¢do por B. bigemina ocorreu em bezerros
de apenas duas fazendas (incidéncias de 12,5% e 85,7%) e a
por B. bovis em apenas uma (incidéncia de 42,8%). Em uma
fazenda os 14 bezerros permaneceram negativos para
A. marginale, B. bigemina e B. bovis durante os 12 meses de
acompanhamento. Os resultados de PCR foram confirmados
por sequenciamento de DNA de produtos amplificados.
A presenca de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus
foi verificada somente em duas propriedades, nas quais
houve infec¢do por A. marginale, B. bigemina e B. bovis (este
ultimo agente em apenas uma delas). Foram capturados
930 tabanideos no estudo, a maioria durante os periodos
de chuvas na regiao; 70,7% dos tabanideos corresponderam
a Tabanus claripennis. Houve associacdo significativa entre
PCR positivo para A. marginale ou B. bigemina e menores
valores de hematocrito. Este estudo demonstra que, mesmo
avaliando apenas cinco propriedades rurais, a incidéncia
dos agentes da TPB ocorreu de forma heterogénea na regido,
corroborando o status de area de instabilidade enzodtica
para TPB previamente relatado para o semiarido paraibano.

TERMOS DE INDEXACAO: Anaplasma marginale, Babesia bigemina,
Babesia bovis, bezerro, bovinos, Paraiba, tristeza parasitaria bovina,
carrapatos, dipteros hematé6fagos, parasitoses.

INTRODUCAO

Atristeza parasitaria bovina (TPB) é considerada enzodtica no
Brasil e a distribuicdo geografica de seus agentes etiolégicos,
Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis, esta
relacionada principalmente com a presenca do carrapato vetor,
Rhipicephalus microplus. Levantamentos soro-epidemioldgicos
realizados em diferentes regides do Brasil tém demonstrado
ocorréncia de variagdes na frequéncia de bovinos infectados por
estes agentes, estabelecendo areas de estabilidade enzo6tica
e areas de instabilidade (Sacco 2002, Trindade 2010, Souza
2011, Costa etal. 2013, Silva et al. 2015).

As areas de estabilidade enzoética sdo definidas onde
existe equilibrio entre imunidade e doenga, onde normalmente
mais de 75% dos animais com idade acima de nove meses sdo
portadores de hemoparasitos. Nestas areas a maioria dos animais
adquire a infec¢do antes de nove meses de idade e devido a
resisténcia natural a infec¢do permanecem assintomaticos.
Os animais posteriormente sdo reinfectados continuamente
através de novas infestagdes por R. (B.) microplus, se mantendo
no estado de portador durante a vida. Esta situagdo resulta
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em baixa mortalidade pelas hemoparasitoses em animais
adultos (Guglielmone 1995, Sacco 2002, Silva et al. 2015).
Em areas endémicas, os bezerros apresentam a resisténcia
natural por receberem protecao passiva de anticorpos
presentes no colostro até cerca de trés meses de idade além
da imunidade inata (James et al. 1985, Brown et al. 2006).
De forma semelhante, ap6s a primo-infec¢do, os animais
permanecem sorologicamente positivos por um periodo
de seis meses para B. bovis, de trés a quatro meses para a
B. bigemina (Wright 1990) e de oito meses para A. marginale
(Magonigle & Newby 1984).

Em areas de instabilidade enzodtica, a prevaléncia de
infecgdo pelos agentes da TPB em animais acima de nove
meses estd geralmente entre 20 e 75% (Mahoney & Ross 1972).
Nessas areas, fatores climaticos ou de manejo interferem no
desenvolvimento da fase de vida livre do carrapato. Nesses
rebanhos, a primo-infec¢do é verificada em idade avancada e
se caracteriza pela ocorréncia de surtos da doenga em animais
adultos e, consequentemente, altas taxas de mortalidade
(Mahoney & Ross 1972).

O presente estudo teve como objetivo determinar a
incidéncia de infec¢des naturais por A. marginale, B. bovis e
B. bigemina em bezerros a partir dos 30 dias de idade, nascidos
em fazendas do semiarido paraibano, onde estudos recentes
indicaram se tratar de uma regido com caracteristicas de
instabilidade enzoé6tica para TPB (Costa et al. 2011, 2013).

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi desenvolvido na regido semidrida de Cariri e Sertdo
paraibano, pertencente ao bioma Caatinga. Neste bioma o clima
semiarido se caracteriza por uma temperatura média de 27°C e
a precipitagdo média anual é tipicamente *500mm. Ocorréncia
de secas, por vezes com duragdo de mais de um ano, também é
uma caracteristica da regido (Andrade-Lima 1981). A maioria das
propriedades criam os bovinos em regime extensivo sobre Caatinga
nativa.

Foram selecionadas cinco propriedades rurais, sendo quatro
na mesorregido do Sertdo (Sdo José de Espinharas (A), Patos (C),
Piancé (B e E) e uma na mesorregido do Cariri Paraibano (Cabaceiras
(D). Com excegdo da propriedade A, todas as demais apresentavam
histérico de surtos de TPB nos 5 anos anteriores ao inicio deste
estudo; tais surtos foram reportados anonimamente nos trabalhos
de Costaetal. (2011, 2013). Em cada propriedade foram coletadas
amostras de sangue de 6 a 14 bezerros a partir dos 30 dias de vida.
Posteriormente, foram coletas amostras sanguineas dos mesmos
bezerros a cada 14 dias por um periodo de 12 meses, dentro do
periodo de julho/2010 a janeiro/2012. As amostras de sangue
foram colhidas em tubos com anticoagulante (EDTA), sendo uma
parte usada para determinag¢do do volume globular pelo teste de
microhematdcrito e outra para extragcdo de DNA.

Extracdo de DNA e testes moleculares. Para a extracdo de
DNA de sangue total, utilizou-se o kit comercial Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA), conforme recomendagées do
fabricante, com padroniza¢do do volume da amostra para extragdo
de 150uL de sangue total. Trés protocolos de PCR, cada um com par
de primers espécie-especifico, foram empregados para cada espécie
de hemoparasita. Os primers utilizados na reacdo de amplificagdo
para Anaplasma marginale foram: senso (5’-CAA TCG TGA GGG ATA
GCC TTG TAC-3’) e antisenso (5’-TGG TAT CAC GGT CAA AAT CTT
TGC T-3), que amplificam um fragmento de 300-bp do gene mspla
de A. marginale. Para Babesia bovis cada amostra de DNA foi testada
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com os primers senso (5’-CGA GGA AGG AAC TAC CGA TGT TGA ATA
TC-3") e antisenso (5’-CAA CGT ACG AGG TCA AGC TAC CGA GCA
G-3"), que amplificam um fragmento de 347-bp do gene rap-1 de
B. bovis; e na PCR para Babesia bigemina, cada amostra de DNA foi
testada com os primers senso (5’-GGG ACG TCA AGC GAT TTT GAG
ACG T-3") e antisenso (5’-GAG TGT TGC TGA TTG ACG ACC TAA GCG
C-3"), que amplificam um fragmento de 340-bp do gene rap-1 de
B. bigemina. Todas as reagdes foram realizadas nas mesmas condi¢des
dereagentes e ciclos térmicos. Para tal, cada tubo de reagdo consistiu
num volume total final de 25pL, com uma mistura contendo 12,6uL
de dguaultrapura, 2,5puL de tampao a 10X, 2,5uL de amostra de DNA
de sangue total, 4,0uL de dNTPs a 2mM, 0,75uL de MgCl, a 25mM,
1,25uL de cada primera 10mM e 0,15pL de enzima Tag-polimerase
a 5 U/uL (Tag-Platinum, Invitrogen). As condi¢des térmicas foram
95°C por 3 min., seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg., 58°C por
30seg., 72°Cpor 30 seg.; finalmente, houve uma extensao final a 72°C
por 5 min. Esses trés pares de primers foram desenhados durante o
presente estudo, utilizando-se o programa Primer Express Software
Version 3.0 (Applied Biosystems), porém ja foram empregados com
sucesso em um estudo recente (Santos etal. 2017). A especificidade
dos primers foi testada utilizando-se amostras de DNA extraido de
sangue de bovinos infectados com cada um dos trés patégenos alvos
(A. marginale, B. bigemina ou B. bovis), com o mesmo kit comercial
citado acima para as amostras de campo. Essas amostras de sangue
pertenciam ao banco de sangue infectado por agentes da TPB, de um
dos autores deste trabalho (M.EB. Ribeiro). Em nenhum momento
houve reagao cruzada entre patdgenos nos trés diferentes protocolos
de PCR, mostrando-se ser, portanto, 100% especifico. Com relagdo
a sensibilidade, as amostras de controles positivos foram testadas
e positivas na PCR até a dilui¢cdo de 10 o que representava cerca
de 2,5ug de DNA total extraido de sangue infectado.

O produto amplificado na PCR foi visualizado em gel de Agarose a
1,5% e corado com Brometo de Etidio. Foram consideradas positivas
as amostras que geraram bandas visiveis de aproximadamente
300 pares de bases, correspondente ao mesmo padrao de migragdo
da banda gerado pelo controle positivo correspondente.

Os produtos de PCR de algumas amostras positivas na PCR foram
purificados com o uso de Exosap® (USB) conforme recomendagdes
do fabricante e submetidos ao sequenciamento de nucleotideos em
sequenciador automatico de DNA (Applied Biosystems/Thermo Fisher
Scientific, model ABI 3500 Genetic Analyzer, Foster City, California,
USA), conforme instrug¢des do fabricante. As sequéncias obtidas foram
submetidas ao programa “BLAST analysis” (Altschul et al. 1990)
para determinar similaridades com outras sequéncias disponiveis.

Infestagdo por carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Foram selecionadas aleatoriamente 10 vacas de cada propriedade
para contagem e coleta de carrapatos. A contagem de R. (B.)
microplus (fémeas >4,5mm) foi realizada em um dos lados do animal,
incluindo virilha, ubere e axila, sendo o resultado multiplicado por
dois para obtencdo dos niveis de infestacdo por animal. Os bezerros
também foram inspecionados quanto ao parasitismo por carrapatos.
As coletas foram exclusivamente de fémeas ingurgitadas, as quais
foram colocadas em estufa climatizada (25°C, 80% relative humidity,
escotophase) do tipo B.0.D. (Biochemical Oxygen Demand) durante
oito dias, para posterior avaliagdo da hemolinfa através da coloragdo
de Giemsa, conforme previamente descrito (Quintao-Silva etal. 2007).
Os carrapatos que apresentaram hemolinfa positiva para Babesia
sp. foram armazenados em microtubos e mantidos congelados a
-20°C para realizacdo da extracao de DNA e PCR para Babesia spp.
conforme descrito acima.

Variacio sazonal de dipteros. Em cada uma de trés fazendas
(propriedades A, D e E) foram colocadas uma armadilha NZI e uma
armadilha CANNOPY para coletas de dipteros hematéfagos, conforme
previamente descrito (Barros et al. 2003). As armadilhas foram
montadas uma vez ao més durante oito dias, e a cada dois dias os
coletores foram substituidos e o material coletado armazenado a
seco, emrecipientes contendo naftalina, para posterior identificacdo
taxondmica seguindo literatura vigente (Krolow et al. 2007,
Turcatel etal. 2007). Por motivos logisticos, ndo foi possivel a coleta
sistematica de dipteros nas propriedades B e C.

Dados climaticos. Durante os meses do experimento foram
coletados os dados climaticos de umidade relativa do ar, temperatura
e indices pluviométricos para cada local ou mesorregido amostrada.
Os dados foram obtidos através do Instituto Nacional de Metereologia
(INMET), da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
(EMATER-Patos) e da Agéncia Executiva de Gestdo das Aguas do
Estado da Paraiba (AESA).

Analises estatisticas. Os valores de hematécrito dos bezerros
foram comparados com os resultados de PCR através do teste t de
Student, com o intuito de verificar se as amostras positivas na PCR
para A. marginale, B. bigemina ou B. bovis apresentavam menores
valores de hematdécrito, quando comparadas com as amostras
negativas. As andlises foram realizadas através do programa Minitab
16. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes
se P <0,05.

RESULTADOS

PCR dos bezerros

Dos 41 bezerros monitorados durante o primeiro
ano de vida, 25 (61,0%) apresentaram PCR positivo para
Anaplasma marginale, 7 (17,1%) para Babesia bigemina
e 3 (7,3%) para B. bovis. Casos de positividade na PCR
apenas por A. marginale foram observados em 18 bezerros,
positividade mista por A. marginale e B. Bigemina ocorreram
em 4 animais, positividade tripla foi detectada em 3 animais.
Dezesseis (39,0%) animais ndo apresentaram positividade
na PCR para nenhum dos agentes estudados.

Os valores de incidéncia da infeccdo por A. marginale
variaram de 83,3% a 100% em quatro fazendas (Quadro 1)
sendo que em 84,0% (21/25) dos bezerros a infec¢do
ocorreu nos primeiros quatro meses de vida. Na fazenda A os
14 bezerros acompanhados no experimento permaneceram
negativos para A. marginale.

Quanto a B. bigemina, a infec¢do ocorreu apenas em duas
propriedades (D e E) com incidéncias de 12,5% e 85,7%,
respectivamente (Quadro 1). Na propriedade D, dos sete
bezerros monitorados, apenas um se infectou no oitavo més
de vida. Na propriedade E, seis dos sete bezerros monitorados
infectaram-se precocemente, entre o primeiro e quinto més
de vida. A infeccdo por B. bovis foi observada somente na
propriedade E, com percentual de incidéncia de 42,8%.
Os animais da propriedade E foram infectados pelos trés
agentes da TPB, enquanto a propriedade A ndo apresentou
bezerros infectados por nenhum dos agentes.

Os resultados dos sequenciamentos de DNA realizados
nos produtos amplificados por PCR de amostras dos bezerros
estdo apresentados nos Quadros 2-4. As sequéncias das
amostras de A. marginale identificadas nas propriedades
B, C, D e E corresponderam a quatro genotipos distintos,
sendo que o mais frequente apresentou alta similaridade
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Quadro 1. Incidéncia da infec¢iao por Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis em bezerros bovinos durante o
primeiro ano de vida em cinco fazendas da Paraiba, dentro do periodo de julho/2010 a janeiro/2012

N° de bezerros Numero de bezerros positivos que se infectaram, segundo a idade (em meses) da primeira detec¢do por
amostrados de 14/14 PCR e valor da incidéncia (%) durante o primeiro ano de vida
Fazenda . L ; : : -
dias durante o primeiro A. marginale B. bigemina B. bovis
ano de vida N@ bezerros % N2 bezerros % N@ bezerros %
A 14 0 0 0 0 0 0
B 6 5(1,1,1,1,1) 83,3 0 0 0 0
C 7 6(1,2,2,3,3,4) 85,7 0 0 0 0
D 7 7(1,1,1,1,1,5,7) 100 1(8) 12,5 0 0
E 7 7(1,1,1,1,1,58) 100 6(1,1,1,4,4,5) 85,7 3(3,6,7) 42,8
Total 41 25(1a8) 61,0 7(1a8) 171 3(3a7) 7,3

Quadro 2. Resultados de analise de similaridade (Blast analysis) das sequéncias de DNA de produtos de PCR com primers
direcionados a um fragmento de 340-pb do gene rap-1 de Babesia bigemina, em amostras de sangue de bezerros de fazendas
da Paraiba

Maior similaridade no Genbank (BLAST analysis)

Bezerro Origem da amostra

Numero de acesso* % Origem Cepa
2 Fazenda D AY146980 100 Argentina S1A
2 Fazenda E AY146980 100 Argentina S1A
4 Fazenda E AY146980 100 Argentina S1A
5 Fazenda E AY146980 100 Argentina S1A

* Em todos os casos, as sequéncias geradas neste estudo tiveram 100% de cobertura (query cover) pelas sequéncias correspondentes a esse niimero de
acesso.

Quadro 3. Resultados de analise de similaridade (Blast analysis) das sequéncias de DNA de produtos de PCR com primers
direcionados a um fragmento de 347-pb do gene rap-1 de Babesia bovis, em amostras de sangue de bezerros de fazendas da Paraiba

Maior similaridade no Genbank (BLAST analysis)

Bezerro Origem da amostra -
Numero de acesso* % Origem Cepa
4 Fazenda E FJ588012 100 Brasil Sudeste
5 Fazenda E FJ588010 100 Brasil Nordeste
6 Fazenda E FJ588010 100 Brasil Nordeste

* Em todos os casos, as sequéncias geradas neste estudo tiveram 100% de cobertura (query cover) pelas sequencias correspondentes a esses nimeros
de acesso.

Quadro 4. Resultados de analise de similaridade (Blast analysis) das sequéncias de DNA de produtos de PCR com primers
direcionados a um fragmento de 300-pb do gene msp1a de Anaplasma marginale, em amostras de sangue de bezerros de
fazendas da Paraiba

Maior similaridade no Genbank (BLAST analysis)

Bezerro Origem da amostra -

Numero de acesso* % Origem Cepa
1 Fazenda C JN885133 99 Brasil 115 (M. gouazoubira)
2 Fazenda C JN885133 99 Brasil 115 (M. gouazoubira)
7 Fazenda C JN885133 99 Brasil 115 (M. gouazoubira)
5 Fazenda D FJ195757 98 Taiwan TWN6
3 Fazenda E FJ195757 98 Taiwan TWN6
4 Fazenda E AYB46868 98 Israel Israeli Lhavot-Habasan
5 Fazenda B FJ195757 99 Taiwan TWN6
6 Fazenda B FJ195757 99 Taiwan TWN6
7 Fazenda D JN885132 99 Brasil 119 (M. gouazoubira)
7 Fazenda E JN885131 100 Brasil 110 (M. gouazoubira)

* Em todos os casos, as sequéncias geradas neste estudo tiveram 100% de cobertura (query cover) pelas sequencias correspondentes a esses niimeros
de acesso.
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com amostras encontradas em Mazama gouazoubira (veado
catingueiro) descritas no Brasil. As sequéncias de B. bigemina
das propriedades D e E corresponderam a um tinico gendtipo
com 100% de similaridade com amostra descrita na Argentina.
Ja as sequéncias de B. bovis corresponderam a dois genétipos
com 100% de similaridade com duas amostras descritas no
Brasil.

Carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus

A presenca de carrapatos R. (B.) microplus foi verificada
somente nas propriedades D e E, sendo que as contagens
variaram de 4 a 132 fémeas por animal. Nos bezerros a
varia¢do na contagem foi de 2 a 66 carrapatos. Os animais
apresentaram infestagdes com intensidade irregular durante o
ano, com aumento no periodo de chuva (dados ndo mostrados).

Durante o estudo, foram coletadas 46 fémeas ingurgitadas de
R. (B.) microplus dos bovinos. Apds serem incubadas em estufa,
em apenas duas fémeas ingurgitadas, colhidas de bovinos na
propriedade E, foram encontradas formas de esporocinetos
compativeis com Babesia sp, através do exame de hemolinfa
corado com Giemsa. Esses dois carrapatos foram submetidos
aos mesmos protocolos de PCR citados acima, resultando em
positividade apenas para a PCR para B. bigemina. Os produtos
de PCR foram sequenciados, resultando em sequéncias 100%
as identificadas em bezerros da propriedade E (Quadro 2).

Variacao sazonal de dipteros

Foram capturados 930 tabanideos nas propriedades A, D e E,
sendo a distribuicdo mensal apresentada na Figura 1. O total
de tabanideos das propriedades A e E foram agrupados, por
representarem a mesma mesoregido (Sertdo). Os valores
para a propriedade D foram apresentados separadamente,
por representarem outra mesorregido (Cariri). No total,
foram identificados os seguintes taxa com suas respectivas
quantidades e frequéncias: Tabanus claripennis (658 espécimes;
70,7% do total de tabanideos), Tabanus sp. (130; 14,0%),
Lepiselaga crassipes (112; 12,0%), Tabanus occidentalis
(9;1,0%), Dichelacera sp. (7; 0,7%), Lepiselaga sp. (4; 0,4%),
Chlorotabanus sp. (4; 0,4%), Chrysops sp. (3; 0,3), Stenotabanus sp.
(2; 0,2%) e Poeciloderas sp. (1; 0,1%). A maioria dos taxa
acima foi encontrada nas trés propriedades; as inicas exce¢des
foram a exclusividade de Poeciloderas sp. na propriedade D,
associada as auséncias de T occidentalis, Dichelacera sp.,
Chrysops sp. e Stenotabanus sp. na propriedade D, e as
auséncias de Dichelacera sp., Lepiselaga sp. e Stenotabanus
sp. na propriedade E.

Picos populacionais de tabanideos ocorreram em abril, julho
enovembro/2010 e fevereiro, julho-agosto e novembro/2011
em S3o José de Espinharas/Piancé (Sertdo). Em Cabaceiras
(Cariri), foi observado um pico bem definido em fevereiro/2011,
os demais (novembro/2010 e maio/2011) foram menos
evidentes e ndo se repetiram no ano seguinte (Fig.1). De modo
geral, as épocas de maior abundancia destes vetores estiveram
diretamente associadas a estacdo chuvosa ou a ocorréncia de
chuvas nos meses anteriores ao pico em cada regido (Fig.2).
Durante o mesmo periodo, também foram capturados um
total de 684 moscas-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans),
porém cerca de 90% delas foram capturadas entre margo e
julho de 2010 apenas na propriedade A.

Hematocrito dos bezerros

Os valores médios, desvio padrao e amplitude de hematdcrito
dos bezerros positivos e negativos na PCR para A. marginale,
B. bigemina e B. bovis estao apresentados no Quadro 5.
As amostras positivas na PCR, tanto para A. marginale como
para B. bigemina, apresentaram valores de hematdcrito
significativamente menores que as amostras negativas na
PCR. No caso de B. bovis, as médias do hematdcrito foram
estatisticamente similares (P=0,07) entre as amostras positivas
e negativas na PCR.

—=-Cabaceiras

—<S&0 José Espinharas/Piancd

Numero de tabanideos capturados

jun-10
jul-10
set-10
out-10
nov-10
jan-11
fev-11
abr-11
jul-11
set-11
out-11

Més-Ano
Fig.1. Numero total de tabanideos adultos capturados por armadilhas
Canopy e NZI, armadas por um periodo de oito dias consecutivos
em cada més, nas Fazendas A e B (Sdo José de Espinharas/Piancé)
e D (Cabaceiras), Paraiba, de mar¢o/2010 a janeiro/2012.

mar-10
abr-10
mai-10
ago-10
dez-10
mar-11
mai-11
jun-11
ago-11
nov-11
dez-11
jan-12

Quadro 5. Avaliacdo comparativa dos valores de hematdcrito das amostras de sangue de bezerros,
positivas (+) e negativas (-) na PCR para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis,
em propriedades rurais do semi-arido paraibano, de 2010 a 2012

A. marginale (4 fazendas)

B. bigemina (2 fazendas)

B. bovis (1 fazenda)

Hematdcrito
PCR+ (78)* PCR- (84)* PCR+(21)* PCR- (114)* PCR+ (12)* PCR- (73)*
Média* 28,5° 35,50 23,92 31,7° 23,22 24,82
Desvio padrdo 7,2 5,8 4.4 2,2 4,3
Amplitude 11-47 26-54 18-34 21-40 20-27 18-38

* Numero de amostras de sangue incluidas na andlise, considerando-se somente as fazendas em que houve pelo menos um animal que se infectou
pelo patégeno em questdo; *® Letras sobrescritas diferentes indicam que as médias de hematdcrito entre amostras positivas e negativas na PCR foram
estatisticamente diferentes (P<0.05), considerando cada patégeno separadamente.
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Fig.2. Valores médios de temperatura (temp.) maxima, média e
minima, umidade relativa (UR) e valor total mensal de chuvas
(precipitagdo) registrados para os Municipios de Patos e Cabaceira,
Paraiba, de mar¢o/2010 a janeiro/2012.

DISCUSSAO

No Brasil, a transmissdo de Babesia bigemina e Babesia
bovis aos bovinos esta restrita a presenca do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, vetor biolégico desses
patégenos (Alonso et al. 1992). O risco de um bezerro
infectar-se com Babesia sp. numa determinada regido
fisiografica estd relacionado a diversos fatores, tais como:
a probabilidade de ser infestado por carrapatos infectados;
numero de picadas de carrapatos que os animais recebem
diariamente e propor¢ao da infeccdo por Babesia spp. nas
larvas de R. (B.) microplus (Mahoney & Ross 1972). Por sua
vez, o risco de carrapatos infectarem-se com Babesia sp. esta
relacionado com a prevaléncia da infecgao no rebanho bovino.
Através de modelos matematicos, Smith (1983) encontrou
que a manutengao de 10 a 40 teledginas de R. (B.) microplus
por animal/dia corresponderia a um nivel de infestacdo
adequado para manter um nivel adequado de prote¢ido de
rebanhos Bos taurus contra quadros clinicos por Babesia spp.,
gerando uma estabilidade enzo6tica, sem, contudo, acarretar
prejuizos econdmicos significativos ao sistema de produgao.

Durante o estudo, a presenca de animais infestados por
R. (B.) microplus foi observada somente em duas propriedades
(D e E). Mesmo nestas propriedades as infestacdoes foram
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baixas e de forma irregular nos diferentes meses do ano.
Este fato provocou o estabelecimento de instabilidade
enzoo6tica para ambas as espécies de Babesia na propriedade
D, sendo que na propriedade E foi suficiente para a instalacdo
da estabilidade para B. bigemina. A auséncia ou ocorréncia
de baixa infestacdo do vetor biolégico justifica a ocorréncia
de instabilidade enzootica para Babesia spp. na maioria das
propriedades localizadas no bioma da Caatinga Paraibana,
conforme constatado em trabalhos recentes (Costa et al.
2011, 2013).

Nas duas propriedades onde ocorreu infec¢do de Babesia
neste estudo, a incidéncia de B. bigemina foi maior do que a de
B. bovis. Estudos tém mostrado que, em condi¢cdes naturais,
as frequéncias de infecgdo por Babesia spp. em larvas nao
alimentadas de R. microplus sao baixas, sendo 0,04% para
B. bovis e 0,23% para B. bigemina . Essa maior porcentagem
de infec¢do por B. bigemina garantiria uma maior taxa de
inoculacdo nos animais, resultando numa maior incidéncia
desta espécie, quando comparada com B. bovis (Mahoney &
Mirre 1971, Mahoney & Ross 1972, Quintao-Silva et al. 2007).

Apenas um gen6tipo de B. bigemina foi encontrado nas
amostras sequenciadas de bovinos e de carrapatos das
propriedades D e E, indicando ser o mesmo gendtipo descrito
na Argentina (Suarez etal. 2003). E possivel que este genétipo
esteja disseminado na América do Sul. As sequéncias de B. bovis
foram representadas por dois gendtipos, um inicialmente
descrito no Sudeste (estado de Sdo Paulo) e outro no Nordeste
(estado da Bahia) (Ramos et al. 2012). Essa diversidade de
gendtipos encontrada no presente estudo deve ser considerada
em futuros estudos de controle da TPB no sertdo da Paraiba
por meio de vacinas, uma vez a resposta imune protetora pode
variar conforme a heterogeneidade da amostra de antigeno
usada (Ramos et al. 2012).

Os valores de incidéncia da infec¢do por Anaplasma marginale
indicam uma estabilidade enzodtica nas propriedades B, C, D
e E, onde mais de 80% dos bezerros se infectaram antes de
seis meses de idade. A auséncia de infestacdes pelo carrapato
R. (B.) microplus nas propriedades B e C durante o estudo
refor¢a a importancia de outras formas de transmissao de
A. marginale entre bovinos no semiarido paraibano. Uma delas
seria a transmissdo mecanica, principalmente através de
tabanideos, conforme ja demonstrado experimentalmente
(Hawkins et al. 1982). O fato de varios bezerros ja estarem
infectados por A. marginale desde a primeira amostra de sangue
colhida no primeiro més de vida neste estudo poderia estar
relacionado com os maiores picos populacionais de tabanideos
observados no inicio do estudo (Fig.1). Por outro lado, esta
infeccdo precoce poderia estar relacionada a transmissao
congénita do agente, jA comprovada para A. marginale em
bovinos (Benesi et al. 1999, Silvestre et al. 2016). Por fim,
ndo se pode descartar a transmissao iatrogénica, que nao foi
avaliada no presente estudo.

Este constitui o primeiro trabalho brasileiro onde foi
realizada a identificagdo das espécies de tabanideos que podem
estar envolvidas na transmissao de A. marginale. Ressalta-se
o predominio da espécie Tabanus claripennis, ocorrendo
principalmente nos periodos de chuva. Hawkins et al. (1982)
verificaram que os tabanideos sdo eficientes transmissores de
A. marginale, bastando 10 picadas para transmitir a infec¢do de
um bovino na fase aguda para o animal susceptivel. A riquetsia
permanece viavel nas pecas bucais até duas horas apos o
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repasto sanguineo, facilitando a transmissdo. Os tabanideos
sdo importantes vetores mecanicos por provocarem intensa
reacdo no hospedeiro causando interrupc¢do frequente do
repasto sanguineo, além de necessitar do repasto para o
desenvolvimento dos ovos (Barros et al. 2003).

Trabalhos tém demonstrado, tanto no Brasil como nos
Estados Unidos, que algumas amostras de A. marginale
sdo transmitidas por carrapatos, enquanto outras sio por
via mecanica principalmente por moscas hematéfagas
(Wickwire et al. 1987, Gongalves Ruiz et al. 2005). As analises
de sequenciamento de DNA de produtos amplificados por
PCR mostraram que pelo menos trés genotipos distintos de
A. marginale circulam entre os bovinos do semidrido paraibano.
Esses resultados corroboram o conceito de heterogenicidade
genética de amostras de A. marginale descrita em diferentes
paises (Fuente et al. 2007). E possivel que esta variabilidade
de gendtipos esteja relacionada com diferentes formas de
transmissao, quer a biolégica via carrapato ou a mecanica
principalmente por moscas hematéfagas. Outro fato que chama
atencdo é que as amostras de A. marginale detectadas na
Caatinga apresentam alta similaridade com amostras descritas
em cervideos, sobretudo Mazama gouazoubira (Silveira et al.
2012). Como as criagdes de bovinos nas propriedades estudadas
sdo do tipo extensivo podemos teorizar que a transmissao da
anaplasmose no semidrido paraibano ocorre principalmente
por tabanideos e que os animais silvestres poderiam ter alguma
importancia como reservatérios da riquetsia. Muito embora
a area do estudo esteja dentro da distribui¢ao geografica do
cervideo Mazama gouazoubira no Brasil (Black-Décima et al.
2010), a presencga deste animal nas propriedades estudadas
ndo pode ser confirmada com exatidao no presente estudo.

Neste estudo, nenhum dos 14 bezerros da propriedade
A se infectou no primeiro ano de vida, indicando um cenario
especifico de instabilidade enzodtica nesta propriedade.
Neste local nao foi verificado a presenca de R. (B.) microplus.
Em um trabalho anterior realizado neste mesma propriedade
(Costa et al. 2013), todas as 24 vacas amostradas foram
sorologicamente negativas para A. marginale e Babesia spp.
(M.B. Labruna, comunicacdo pessoal). Desta forma, mesmo
com a presenca de tabanideos na area, a incidéncia zero de
A. marginale nos bezerros se justifica pela possivel auséncia
de animais portadores (ex. vacas infectadas). Esta situacao
demonstra que no semiarido, mesmo em condi¢des de criagao
extensiva, podem ocorrer areas livres da infec¢do. Animais
provenientes destas propriedades devem merecer aten¢ao
ao serem comercializadas por correr alto risco de sofrerem
infeccdo aguda com alta taxa de letalidade.

Osresultados de PCR deste estudo foram estatisticamente
corroborados pelas dosagens de hematdcritos dos bezerros, uma
vez que houve associacao significativa entre PCR positivo para
A. marginale ou B. bigemina e menores valores de hematocrito.
Tal associacdo se deve a patogenia da doenca causada por
esses dois agentes, que se caracteriza fundamentalmente por
diminuicdo expressiva do nimero de eritrécitos (Bock et al.
2004, Facury-Filho etal. 2012). Por outro lado, esta diminui¢ao
é menos expressiva na doenga causada por B. bovis (Bock et al.
2004), justificando a auséncia de associacdo significativa
entre PCR positivo para este agente e menores valores de
hematdcrito (Quadro 5).

CONCLUSOES

O presente estudo demonstra que, mesmo avaliando apenas
cinco propriedades rurais, a incidéncia dos agentes da tristeza
parasitaria bovina (TPB) ocorreu de forma heterogénea na
regido, corroborando o status de area de instabilidade enzodtica
para TPB previamente relatado para o semiarido paraibano.

A vacinacdo de bezerros no primeiro ano de vida parece
ser a alternativa mais viavel para evitar surtos de TPB
nas propriedades da regido, assim como é empregada em
outras dreas de instabilidade enzoética do sul da América
do Sul, dreas marginais da distribuicdo geografica de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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