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HOLSBACH, Vanessa Tharin Krzyonoski. Prevaléncia de hemoparasitas em
bovinos leiteiros no municipio de Toledo, Parana, Brasil. 2017. 60 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2017.

RESUMO

Prejuizos econémicos na produgao de rebanhos bovinos podem ocorrer devido a
alguns fatores, entre eles as hemoparasitoses, que sao responsaveis por diminuigéo
da produtividade dos animais e até mesmo a morte. A anaplasmose, babesiose e
micoplasmose bovina s&do ocasionadas por microrganismos que possuem a
capacidade de parasitar os eritrocitos e causar alteragbes que desencadeiam a
morte dessas células, acarretando principalmente em anemia, febre, perda de peso
e diminuigdo da producéo. Devido a inespecificidade dos sinais clinicos, é preciso
que o diagnostico seja confirmado com exames laboratoriais e a técnica da reagéo
em cadeia pela polimerase (PCR) possibilita a identificagcdo de animais positivos. O
presente trabalho teve como objetivo a detecgdo molecular de Anaplasma marginale,
Babesia bovis, Babesia bigemina, Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’ em bovinos leiteiros do municipio de Toledo, localizado na regido Oeste
do Parana. Foram coletadas 376 amostras de sangue de vacas leiteiras, as quais
foram submetidas a PCR para amplificagdo dos genes dos patogenos. Do total de
amostras, 59,6% (224/376) foram positivas para A. marginale, 17,6% (66/376)
positivas para B. bigemina, 24,2% (91/376) positivas para B. bovis, 17,8% (67/376)
positivas para M. wenyonii e 12% (45/376) positivas para ‘C. M. haemobos’. Os
resultados mostraram animais com coinfeccdo com dois ou mais patdégenos, 2,9%
(11/376) deles foram positivos para os cinco microrganismos pesquisados. Das 53
propriedades estudadas, 96,2% (51/53) foram positivas para A. marginale, 43,4%
(23/53) positivas para B. bigemina, 73,6% (39/53) positivas para B. bovis, 51%
(27/53) positivas para M. wenyonii e 41,5% (22/53) positivas para ‘C. M. haemobos’.
De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, conclui-se que os
agentes pesquisados estdo distribuidos de forma heterogénea entre os animais da
area estudada. As taxas de animais positivos oscilaram entre 12,0% e 59,6%, o que
evidencia uma condig¢ao de instabilidade enzodtica, com alto risco de infecgbes para
uma parcela significativa de animais susceptiveis. Esta situagdo sinaliza para a
necessidade da diagndstico e controle desses patdogenos nos rebanhos estudados.

Palavas chave: Anaplasmose. Babesiose. Micoplasmose. Bovinocultura leiteira.
PCR.



HOLSBACH, Vanessa Tharin Krzyonoski. Prevalence of hemoparasites in dairy
cattle of Toledo municipality, Parana state, Brazil. 2017. 60 p. Dissertation
(Master’s degree in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.
2017.

ABSTRACT

Economic losses in the production of cattle can occur due to some factors, among
them the hemoparasitoses, that are responsible for decrease of the productivity of
the animals and even the death. Anaplasmosis, babesiosis and bovine
mycoplasmosis are caused by microorganisms that have the capacity to parasite
erythrocytes and cause changes that trigger the death of these cells, taking mainly to
anemia, fever, weight loss and decreased production. Due to the lack of specificity of
the clinical signs, the diagnosis must be confirmed with laboratory tests and the
polymerase chain reaction (PCR) technique allows the identification of positive
animals. The present study aimed at the molecular detection of Anaplasma
marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, Mycoplasma wenyonii and ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos’ in dairy cattle of Toledo municipality, localized in the west
region of Parana state. A total of 376 blood samples of dairy cows were collected,
which were submitted to PCR of pathogen genes. Of the total samples, 59,6%
(224/376) were positive for A. marginale, 17,6% (66/376) positive for B. bigemina,
24,2% (91/376) positive for B. bovis, 17,8% (67/376) positive for M. wenyonii and
12% (45/376) positive for 'C. M. haemobos'. The results showed animals with
coinfection with two or more pathogens, 2,9% (11/376) of them were positive for the
five microorganisms studied. Of the 53 studied farms, 96,2% (51/53) were positive for
A. marginale, 43,4% (23/53) positive for B. bigemina, 73,6% (39/53) positive for B.
bovis , 51% (27/53) positive for M. wenyonii and 41,5% (22/53) positive for 'C. M.
haemobos'. According to the results found in the present study, it can be concluded
that the agents studied are heterogeneously distributed among the animals of the
region. Positive animal rates ranged from 12,0% to 59,6%, which shows a condition
of enzootic instability, with a high risk of infections for a significant portion of
susceptible animals. This situation indicates the need for the diagnosis and control of
these pathogens in the herds studied.

Key words: Anaplasmosis. Babesiosis. Mycoplasmosis. Dairy cattle. PCR.
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1 INTRODUGAO

O estado do Parana ocupa o terceiro lugar no ranking dos maiores produtores
de leite no Brasil, totalizando 3,9 bilhdes de litros de leite por ano. Dos 110.000
produtores paranaenses, 86% possuem produgado de até 250 litros por dia, sendo
classificados como pequenos produtores. O principal desafio da atividade leiteira é
aumentar a produtividade e a renda desses produtores, que geralmente possuem o
leite como principal fonte de renda (EMATER, 2016).

O municipio de Toledo, localizado no Oeste do Parana possui rebanho com
19.500 bovinos leiteiros, é o terceiro maior produtor de leite do estado (TOLEDO,
2015) com producao de 96 milhdes de litros de leite por ano (HUNHOFF, 2016).

As hemoparasitoses presentes no rebanho bovino sdo responsaveis por
grande perda na produgdo desses animais, caracterizando a importancia de
identificar e monitorar os bovinos portadores persistentemente infectados que vao
para areas livres da doenca e para prevenir a infeccdo de animais suscetiveis
(GIROTTO, 2012).

Os bovinos estao expostos a uma ampla variedade de agentes infecciosos,
entre eles encontramos Anaplasma marginale e A. centrale, bactérias
intraeritrocitarias que causam a anaplasmose bovina (MARANA et al., 2009), doenga
de distribuicdo cosmopolita, que possui como vetores o Rhipicephalus microplus,
Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans (SILVA et al., 2014), mas também pode
ser transmitida por fomites (KOCAN et al., 2010) e por via transplacentaria (GRAU et
al.,, 2013). A anaplasmose resulta em anemia, perda de peso, diminuicdo da
produgao de carne e leite, aborto e em casos mais graves, a morte do animal
(KOCAN et al., 2003).

Babesia bovis e Babesia bigemina também sao importantes agentes
infecciosos, esses protozoarios parasitam eritrécitos de animais vertebrados
(HOMER et al., 2000) e sdo responsaveis pela babesiose bovina (PENA, 2009),
enfermidade que apresenta sinais clinicos como anemia, febre, ictericia,
hemoglobinuria e em casos mais graves o 6bito do animal (QIN et al., 2015). Como
consequéncia dos sinais clinicos ocorre diminuicdo de producido do animal e perda
financeira do produtor (MOSQUEDA et al., 2012).



Em territorio brasileiro o R. microplus € unico vetor bioldgico desses
protozoarios (JULIANO et al., 2007), mas a transmissdo também pode ocorrer de
forma congénita ou por transfusdo sanguinea. Um fator muito preocupante da
babesiose € sua capacidade zoondtica (MASSARD; FONSECA, 2004) onde o ser
humano possui papel de hospedeiro acidental do parasita (KAVANAUGH; DECKER,
2012; MOSQUEDA et al., 2004).

Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ s&o agentes
causais da micoplasmose bovina (SASAOKA et al., 2015), essas bactérias também
sdo conhecidas como hemoplasmas e sdo encontradas aderidas a superficie dos
eritrocitos (TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008). Os hemoplasmas provocam
hemolise dos eritrocitos, desencadeando anemia (SASAOKA et al., 2012) perda de
peso, febre, depressao, diarreia (FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN, 2014), queda
na producao leiteira, infertilidade, edema escrotal e do ubere (GENOVA et al., 2011;
GLADDEN et al., 2016; MARTINEZ-OCAMPO et al., 2016).

Até o momento a unica forma de transmissdo comprovada dos hemoplasmas
foi a via transplacentaria (HORNOK et al., 2011), mas sugere-se que carrapatos,
insetos hematofagos e o contato direto com o sangue do animal acometido sejam
fontes de transmissdo (FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN, 2014; TAGAWA;
MATSUMOTO; INOKUMA, 2008).

O controle e prevencao dessas enfermidades deve ser preconizado, para isso
€ necessario controlar a populacdo de carrapatos (COELHO; ANGRIMANI;
MARQUES, 2011) insetos hematofagos (GONCALVES, 2000) e deve-se evitar que
sejam utilizados fomites (KOCAN et al., 2010; TAVAREZ, 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA —- HEMOPARASITOSES EM BOVINOS

2.1 ANAPLASMOSE BOVINA

2.1.1 Introdugao e epidemiologia

A Anaplasma marginale € uma bactéria pertencente a Ordem Rickettsiales,
Familia Anaplasmataceae (KOCAN et al.,, 2003), o primeiro relato desse
microrganismo foi realizado por Theiler (1910). Atualmente esse € o patégeno que
possui a maior frequéncia de transmissdo por carrapatos no mundo, sendo
responsavel por alta morbidade e mortalidade em bovinos. O carrapato
Rhipicephalus microplus e as moscas Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans séo
considerados vetores desse agente (SILVA et al., 2014).

Esse patdgeno ocorre em regides de clima tropical, subtropical e em zonas de
clima temperado (SOUZA et al., 2001), nas areas endémicas para anaplasmose,
medidas de controle contribuem na diminuicdo da ocorréncia de casos clinicos e
mortalidade dos animais devido a doenga aguda (RIBEIRO et al., 2003).

Os bezerros infectados séo mais resistentes que os adultos por apresentarem
anticorpos maternos adquiridos através do colostro, que sado responsaveis pela
imunidade parcial do bezerro. Esse fator explica a parasitemia e anemia mais
acentuadas em bovinos mais velhos e susceptiveis quando comparado a bezerros
(GONCALVES, 2000).

2.1.2 Transmissao

Anaplasma marginale pode ser transmitida de forma biolégica, mecénica e
transplacentaria em bovinos. A transmissao bioldgica pelos carrapatos é o meio de
propagacao mais eficiente devido a replicagdo e persisténcia do agente no seu
interior (SILVA, 2012). Mundialmente, pelo menos 20 espécies diferentes de
ixodideos foram reconhecidas como vetores biolégicos na transmissao, os principais
vetores incluem Boophilus spp., Rhipicephalus spp., Ixodes ricinus e algumas
espécies de Dermacentor spp. (KOCAN et al.,, 2004). Os ixodideos podem se

infectar tanto durante o repasto sanguineo em um animal com infecdo aguda ou



cronica, quando ha baixos niveis de parasitemia por A. marginale (SCOLES et al.,
2005).

Na fase aguda, a probabilidade de o carrapato adquirir a A. marginale é de 95
a 100%, diminuindo para 27% a 84% na fase crénica (ERIKS; STILLER; PALMER,
1993).

A transmissao biolégica pode ocorrer na forma transestadial (a partir de um
estagio para outro do carrapato - ninfa e adulto) e forma intraestadial (dentro da
mesma fase, ocorre quando o macho adulto se infecta em um bovino portador e
posteriormente transmite para outro bovino), sendo a transmissao intraestadial da A.
marginale a mais provavel de ocorrer, pois quando os machos adultos procuram
fémeas para acasalar, alimentam-se em varios animais (ZAUGG et al., 1986).

Estudos comprovaram que insetos hematofagos como moscas (Stomoxys
calicitrans), oito espécies de tabanideos (familia Tabanidae) e trés espécies de
Culicoides (familia Ceratopogonidae) possuem potencial de transmissao mecanica
da A. marginale. Para ocorrer transmissdo da A. marginale, o inseto hematofago
precisa se alimentar do sangue de um bovino infectado, contaminar os aparelhos
bucais com eritrocitos e picar um outro bovino antes de ocorrer desidratacdo dos
eritrécitos com o agente (SILVA, 2012). Os tabanideos tém um papel importante na
transmissdo da A. marginale, pois deslocam-se por grandes distancias, tém com
frequéncia a sua alimentagéo interrompida e possuem grandes pegas bucais que
sao facilmente contaminadas (FOIL, 1989).

Poucos trabalhos demonstram a presenga de Anaplasma spp. em piolhos e
apenas relatam a deteccdo de acido desoxirribonucleico (DNA) do patégeno, o que
nao garante que os piolhos sejam vetores competentes (AUBRY; GEALE 2011), ja a
disseminagao iatrogénica (por objetos com sangue infectado) representa uma
importante forma de transmissdo de A. marginale (KOCAN; BLOUIN; BARBET,
2000).

A transmissao transplacentaria tem sido relatada com certa frequéncia e na
maioria dos casos os fetos foram infectados quando a vaca foi infectada durante o
periodo de gestagdo. Alguns casos sugerem que a transmissao intrauterina ou
transplacentaria pode ocorrer em vacas portadoras cronicas. Com isso, pode-se
concluir que a transmissao transplacentaria de A. marginale pode ser importante

para a epidemiologia da anaplasmose (KOCAN et al., 2003).
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2.1.3 Ciclo bioldgico

Ao se alimentar do sangue de um animal infectado pela Anaplasma spp. o
carrapato se torna um vetor desse agente e ao realizar o repasto sanguineo em um
animal sadio, transfere para este o patdégeno através da saliva (LABRUNA, 2010).

Quando o carrapato se torna infectado com A. marginale, primeiramente sao
observadas formas vegetativas ou reticuladas da bactéria nas células epiteliais do
intestino, estas formas se replicam por divisdo binaria e podem viver um periodo
curto fora das células, como no momento em que vao para a saliva do carrapato até
o repasto sanguineo (RODRIGUEZ et al., 2009).

Durante repasto sanguineo, o agente entra na corrente sanguinea, se adere a
parede dos eritrocitos do bovino (uUnicas células parasitadas no hospedeiro
vertebrado) e os invadem através da invaginacdo pela membrana plasmatica
(GIARDINA, 1983). No interior do eritrécito o parasita se reproduz por divisdo
binaria, causa alteragcdes na densidade citoplasmatica e induz a formacao de poros
na parede da membrana da célula, através do qual a Anaplasma sai do eritrocito
sem causar lise deste, e invade outro eritrécito, dando continuidade ao seu ciclo
(Figura 1) (O'DWYER, 2012).

Figura 1- Ciclo de vida da Anaplasma marginale.

Rhipicephalusspp realiza repasto
sanguineo em bovino sadio

A. marginale no bovino e

Glandula

ells
Células endoteliais Eritrocitos li
salivar

e - \ varios tecidos
i . do carrapato

T ’ . Replicagdo em ‘eral
o b} picag tick ’

Intestino
médio

1 & 4 Rhipicephalus spp.
o ingere eritrocitos
infectados

Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ et al., 2009.
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2.1.4 Sinais clinicos e patogenia

O periodo de incubagdo (Pl) dessa rickettsia depende da cepa e dose
infectante, variando assim de 18 a 40 dias. Ap6s o Pl, o numero de eritrocitos
parasitados aumenta. Com o objetivo de combater a infecgdo o sistema imunoldgico
do hospedeiro realiza a opsonizacdo das hemacias infectadas, gerando assim a
fagocitose destas pelos macréfagos (principalmente os macrofagos do bago),
ocasionando anemia hemolitica e ictericia (MADRUGA et al., 2001; COELHO, 2007).

A medida que a parasitemia aumenta, os sinais de febre, apatia, taquipnéia,
taquicardia e mucosas ictéricas sao mais intensos. Pode-se observar monocitose,
indicando um mecanismo compensatério devido ao aumento da demanda de
monadcitos para combater o patdgeno. Lacrimejamento, sialorreia, mic¢ao frequente,
perda de peso, aborto e morte também fazem parte dos sinais clinicos. A
anaplasmose provoca sinais clinicos graves decorrentes da anemia acentuada e
reducdo das proteinas plasmaticas, porém ndo possui patogenicidade suficiente
para causar lesdao hepatica ou renal (VIDOTTO et al., 2006; BERNARDOI,
KEMMERICH; FRANCISCATO, 2014; ALBERTON et al., 2015).

2.1.5 Diagnostico

O diagnéstico pode ser realizado com base no histérico do animal, sinais
clinicos e exames laboratoriais. E importante que se faca a confirmacdo perante
testes laboratoriais, pois os sinais clinicos da doenga sao inespecificos. Existem
varios testes com diferentes sensibilidades e especificidades, o que pode dificultar
na escolha do exame mais adequado (MARQUES, 2003; BACANELLI; RAMOS;
ARAUJO, 2014).

Esfregagos sanguineos (Figura 3) de animais na fase aguda, corados com
corantes do tipo Romanowsky e modificacbes deste (Giemsa, Leishman, Wrigth e
Pandtico), sdo de grande importancia para confirmagédo do diagndstico clinico
(BOCK et al., 2004; KOCAN et al., 2010), sendo um dos principais métodos de
diagndstico, pois apresenta praticidade e baixo custo. Em bovinos cronicamente
infectados essa técnica apresenta baixa sensibilidade devido ao baixo numero de
hemacias infectadas (BOSE et al., 1995; COSTA JUNIOR et al., 2006).
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Figura 2- Esfregaco sanguineo contendo corpusculos intraeritrocitarios de Anaplasma marginale.

Fonte: SOUZA, 2011.

Dentre os testes sorologicos, as técnicas mais rotineiramente empregadas
sdo a reagao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio de imunoadsorgéo
enzimatica (ELISA) (O'DWYER, 2010; SOUZA et al., 2013).

A elaboracédo de técnicas de diagnodstico molecular possibilitou a realizagéo
de exames com alta especifidade e sensibilidade. Atualmente a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), é bastante utilizada na investigacdo de agentes etioldgicos,
pois mesmo com baixa parasitemia possui sensibilidade aproximadamente 100
vezes maior que a técnica de esfregaco sanguineo (O'DWYER, 2010). Quando
utilizada a técnica de nested PCR (nPCR) essa sensibilidade pode ser ainda maior
(SOUZA et al., 2013).

2.1.6 Tratamento

O tratamento é feito a base de antibidticos como a tetraciclina ou
oxitetraciclina (2 a 4 mg/kg) pela via intramuscular com 2 a 4 aplicacbes em
intervalos de 21 dias (GONCALVES, 2000).

Segundo Alberton et al. (2015), pode-se utilizar dipropionato de imidocarb a
1% (dose Unica de 2,5mg/kg de peso vivo, por via subcutanea), enrofloxacina a 10%
(dose de 5mg/kg de peso vivo, por via intramuscular, uma vez ao dia, durante sete
dias) e oxitetracicilina de longa acdo a 20% (em trés doses de 20mg/kg, por via

intramuscular, a cada 48 horas). A enrofloxacina apresenta resposta mais rapida
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quando comparada as outras duas drogas nos primeiros cinco dias de tratamento,
porém apds o término do tratamento o imidocarb e a oxitetracilina tendem em
diminuir a prevaléncia de animais positivos.

Mesmo passando pelo tratamento, os animais podem se tornar portadores
cronicos da enfermidade e ndo existem evidéncias de que nao ocorra a reinfecao
(FELSHEIM et al., 2010).

2.1.7 Controle e prevencgao

Desde a descoberta da anaplasmose ja ocorreram muitos avangos em
relacdo ao estudo da genética, imunologia e da patologia do seu agente infecioso,
mas a prevengao dessa enfermidade ainda € baseada nas vacinas vivas atenuadas,
quimioprofilaxia e promocédo da estabilidade enzodtica dos rebanhos bovinos
(GASPARINI et al., 2013). Deve-se realizar o controle de artrépodes por aplicagao
de acaricidas, administragao profilatica de antibiéticos e medidas de manejo que
evitem a transmissé&o por fomites (KOCAN et al., 2010).

A imunizagdo de animais suscetiveis em conjunto com o controle de
carrapatos pode ser utilizada como medida de profilaxia em determinadas areas de
instabilidade enzodtica. O controle de moscas também deve ser realizado,
principalmente em épocas de chuva (pois a populagdo de dipteros hematofagos
aumenta) controlando assim as taxas de infec¢ao pela A. marginale (GONCALVES,
2000).

O comeco da utilizagdo de vacinas vivas para o controle da anaplasmose se
deu no inicio de 1900 (THEILER, 1911), a cepa da A. centrale confere imunidade
parcial contra A. marginale (VIDOTTO, 2008), até hoje a vacinagao € realizada em
alguns paises, pois os animais vacinados desenvolvem infecgbes persistentes,
induzindo assim a imunidade protetora ao longo da vida. Em algumas regides como
Israel, Australia, América do Sul e Africa a Anaplasma centrale é utilizada como
vacina viva, mas a infeccdo com este microrganismo pode em certas ocasides
causar a doenca clinica (KOCAN et al., 2003).

2.2 BABESIOSE BOVINA
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2.2.1 Introducéo e epidemiologia

Dentro do filo Apicomplexa, Ordem Piroplasmorida, Familia Babesidae
encontram-se os parasitas do género Babesia, protozoarios que possuem a
capacidade de infectar varias espécies de animais, inclusive o homem,
desencadeando uma doenga conhecida como babesiose. A descoberta da
babesiose bovina foi feita por Viktor Babes em 1888, na Roménia, quando o mesmo
verificou a presencga de corpos piriformes no interior das hemacias de bovinos. Cinco
anos depois, Smith e Kilborne (1893) relataram pela primeira vez a Babesia
bigemina (MOSQUEDA et al., 2012; MOURA et al., 2003).

Babesia spp. parasitam somente eritrocitos de animais vertebrados
(FRIEDHOFF, 1988) e os animais infectados apresentam anemia, febre, ictericia,
hemoglobinuria e, em casos mais graves, pode ocorrer o oObito. Bovinos que
sobrevivem a essa enfermidade tornam-se reservatorios naturais da doencga (QIN et
al., 2015).

Grande numero de bovinos de regides tropicais e subtropicais sdo expostos
ao risco de infeccdo pela babesiose, sendo de importancia econbmica
inquestionavel devido a alta morbidade e mortalidade nos bovinos primo-infectados
(SOLORIO-RIVERA; RODRIGUEZ-VIVAS, 1997).

No Brasil a babesiose bovina é ocasionada pelos protozoarios Babesia bovis
e Babesia bigemina, o carrapato Rhipicephalus microplus € o unico vetor biolégico
desses agentes (JULIANO et al., 2007). Segundo Amorim et al. (2014), o perfil
epidemioldgico dessa doenga varia de acordo com raga, idade, clima, estresse e
manejo de pastagens. Algumas areas sao livres de babesiose por apresentarem
condi¢cdes desfavoraveis para o desenvolvimento do vetor, as areas instaveis sao
onde as condig¢des climaticas ou manejo dos animais acarretam no aparecimento da
enfermidade em alguns periodos do ano, ja nas areas estaveis, a doenga ocorre ao
longo do ano, conferindo altos titulos de anticorpos nos animais, promovendo assim
a protecdo dos bezerros nos primeiros meses de vida através da ingestdao do
colostro.

Outro fator importante do estudo da babesiose é seu potencial zoondtico,
relatos de diversos casos de infeccdo humana podem ser encontrados na literatura
(MASSARD; FONSECA, 2004).
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A anaplasmose e babesiose juntas s&o responsaveis pela tristeza parasitaria
bovina (TPB), no territério brasileiro a Anaplasma marginale, Babesia bovis € a B.
bigemina sao os agentes etiologicos da TPB. Esse complexo de doengas limita o
desenvolvimento da pecuaria devido a perdas através da reducido da producdo dos
animais, infertilidade temporaria, tratamento e mortalidade dos animais
(GONGCALVES, 2000).

2.2.2 Transmissao

Babesia spp. sao protozoarios intraeritrocitarios que podem ser transmitidos
aos bovinos através da picada do Rhipicephalus microplus, sendo as larvas do
carrapato responsaveis por transmitir a Babesia bovis e as ninfas e adultos a
Babesia bigemina. Nos bovinos a transmissao também pode ser congénita ou por
transfusdo sanguinea e nos carrapatos ocorre a transmissao transovariana. No ciclo
de vida da Babesia o ser humano nio possui papel de reservatorio da enfermidade,
mas sim de hospedeiro acidental (KAVANAUGH; DECKER, 2012; MOSQUEDA et
al., 2004).

Babesia bovis ocasiona doenga aguda e persistente em bovinos, os animais
que sobrevivem a essa fase tornam-se portadores persistentemente infectados,
sendo fonte de transmissdo do agente através do carrapato vetor (LAUGHERY et
al., 2014).

2.2.3 Ciclo biolégico

Os bovinos séo infectados através do repasto sanguineo do R. microplus, que
inocula saliva contendo esporozoitos na corrente sanguinea do animal, os
esporozoitos penetram a membrana celular dos eritrocitos, sem rompe-los e se
transformam em trofozoitos (MASATANI et al., 2016).

Através da divisdo assexuada o trofozoito gera dois merozoitos (podendo
gerar quatro merozoitos), que permanecem interligados até seu amadurecimento.
Apds o0 amadurecimento dos merozoitos, estes se separam e rompem o eritrécito
parasitado. A partir dai alguns merozoitos penetram em um eritrocito integro e

posteriormente se transformam em trofozoitos, dando continuidade ao ciclo no
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hospedeiro vertebrado e outros sao ingeridos por carrapatos adultos durante o
repasto sanguineo (TRINDADE; ALMEIDA; FREITAS, 2011).

Os merozoitos ingeridos pelo carrapato s&o destruidos quando chegam no
trato digestivo, apenas os gametocitos ddo continuidade ao ciclo no hospedeiro
invertebrado (O'DWYER, 2012).

Os gametdcitos se transformam em gametas masculinos e femininos e se
fundem, formando um zigoto (MOSQUEDA et al., 2012), que se transforma em
oocineto, penetra células intestinais e através da divisdo assexuada da origem a
esporocinetos. Os esporocinetos rompem as células intestinais do carrapato, vao
para a hemolinfa e através dela distribuem-se para diferentes tipos de células e
tecidos, incluindo o utero da fémea. A transmissdo transovariana ocorre devido a
infeccado das células embrionarias por esporocinetos (BOCK et al., 2004).

No momento em que as larvas infectadas realizam o repasto sanguineo no
bovino, os esporocinetos migram para a glandula salivar e através da reproducao
assexuada geram esporozoitos infectantes, que junto a saliva do carrapato entram
na corrente sanguinea do bovino (MARTINS; CORREA, 1995).

Os animais que se recuperam da infeccdo aguda se tornam portadores
assintomaticos, pois as babesias persistem no sangue durante muitos anos. E
possivel também a ocorréncia do reaparecimento de sinais clinicos da enfermidade
(MASATANI et al., 2016).
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Figura 3 - Ciclo de vida da Babesia spp.
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2.2.4 Sinais clinicos e patogenia

Babesia bovis & considerada mais patogénica que a Babesia bigemina, o
periodo de incubacdo de ambas varia de 7 a 20 dias e os sinais clinicos séo
decorrentes da multiplicagdo dos protozoarios nos eritrécitos do bovino
(SANTAROSA et al., 2013).

Devido a destruicdo intravascular dos eritrocitos os animais apresentam febre,
depressao, ictericia, anorexia, taquicardia, taquipnéia, anemia, hemoglobinemia,
hemoglobinuria e aborto. Em casos mais graves pode ocorrer a morte do animal
devido a uma sindrome semelhante ao choque, associada com acumulo de toxinas,
liberagdo de substancias vasoativas e anoxia anémica (ZAUGG, 2006).

A Babesia bovis é a responsavel pela babesiose cerebral, esse quadro se
desenvolve devido ao sequestro de eritrécitos infectados na microcirculagdo do
cérebro, que acarreta em anoxia cerebral e leva a hiperexcitabilidade,
incoordenacdo motora, convulsdes, opistotono, cegueira, coma e morte. Geralmente
0s casos cerebrais sdo fatais, mas podem variar de acordo com a suscetibilidade do
hospedeiro, fatores ambientais e manejo (CAMARA et al., 2009; ZAUGG, 2006).

2.2.5 Diagndstico

O esfregagco sanguineo é a técnica de escolha em casos agudos de
babesiose e é preferivel que seja realizado com sangue coletado da circulagao
periférica (margem da orelha ou ponta da cauda). Devido a pouca sensibilidade
desse método de diagndstico em baixas parasitemias, pode ser necessario a
realizacdo de exames mais sensiveis e especificos para o agente (CARVALHO;
GUERRA, 2012; ODWYER, 2010).

23



Figura 4 - Estagio sanguineo da Babesia bovis durante cultivo in vitro.
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(A) Merozoito intracelular maduro de B. bovis. (B) Merozoito livre de B. bovis € um merozoito livre
ligado a superficie do eritrécito bovino. (C) Trofozoito intracelular de B. bovis. (D) Quineto de B. bovis
isolados da hemolinfa de Riphicephalus microplus infectados com B. bovis.

Fonte: SUAREZ; NOH, 2011.

Testes sorologicos podem ser realizados principalmente em estudos
epidemiologicos, a reagdao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio de
imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) sdo os mais utilizados e possuem alta
sensibilidade e especificidade (SANTOS et al., 2001). A vantagem do ELISA sobre a
RIFI é a automacéo da leitura, o que torna possivel realizar a técnica com maior
numero de amostras em menor intervalo de tempo (MADRUGA et al., 2000).

Técnicas moleculares vem sendo utilizadas em grande escala para o
diagnodstico da enfermidade, a mais utilizada é a técnica de reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) que possui elevada especificidade e sensibilidade (MTSHALI;
MTSHALI, 2013).
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2.2.6 Tratamento

Quanto mais cedo for realizado o diagnodstico da enfermidade e tratamento
adequado do animal, maior a chance de recuperagédo. As drogas utilizadas séo a
base de diaminas e imidocarb, como por exemplo o diaceturato de diminazene (3 a 5
mg/kg), isetionato de fenamidina (8 a 13 mg/kg), isetionato de amicarbalida (5 a 10
mg/kg) e dipropionato de imidocarb (1 a 3 mg/kg). O imidocarb € utilizado com maior
frequéncia devido ao seu efeito prolongado obtido pela sua lenta metabolizagdo no
organismo do animal, ja as diamidinas possuem rapida agdo. Além do tratamento
especifico é aconselhavel que se realize o tratamento suporte em casos graves, este
tratamento deve ser feito a base de transfusdo sanguinea, fluidos e antibidticos
profilaticos (O'DWYER, 2010; ZAUGG, 2006).

As Babesia spp. possuem diferentes graus de sensibilidade com relagéo as
drogas preconizadas, se comparada a Babesia bovis, a Babesia bigemina € mais
sensivel a agcdo das drogas babesicidas, tendo assim melhores resultados frente ao
tratamento. E necessario ressaltar que devido a fragilidade do animal em casos mais
graves, como por exemplo na babesiose cerebral, € preciso evitar até mesmo
movimentacao brusca do animal, pois esta agdo pode ser suficiente para ocasionar
a morte do bovino (ALVES-BRANCO; BULCAQ; MUNHOS, 1994).

2.2.7 Controle e prevencgao

Tanto a quimioprofilaxia quanto a premunigdo sao extremamente importantes
de serem realizadas no controle da enfermidade, principalmente quando se pensa
em introduzir no rebanho animais provenientes de areas livres da doenca. A
quimioprofilaxia deve ser realizada com drogas especificas em doses
subterapéuticas, o que permitira que o animal adquira a infeccdo e apresente
apenas sinais clinicos brandos, ou até mesmo nenhum sinal clinico. Ja a
premuni¢cao consiste na inoculagdo de sangue de um animal portador do agente
infeccioso em animais suscetiveis, os animais que forem os receptores desse
sangue precisam ser acompanhados e tratados caso ocorra a manifestacdo de
sinais clinicos (O'DWYER, 2010).
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Na estratégia para o controle da babesiose € necessario ainda que se faga o
controle dos carrapatos vetores através do uso de acaricidas (MTSHALI; MTSHALLI,
2013; LAUGHERY et al., 2014). Muitos antiparasitarios foram retirados do mercado
devido a problemas de seguranga ou surgimento de resisténcia (MASATANI et al.,
2016).

A vacina viva atenuada de cepas de B. bovis também pode fazer parte da
estratégia de controle, a protecao ocorre devido a infecgao persistente, que estimula
continuamente o sistema imunitario do animal vacinado (LAUGHERY et al., 2014),
porém mesmo com a vacinagao a babesiose pode ocorrer devido a infecgdo do
animal com isolados de campo heterdlogos (MOLAD et al., 2015).

Nos Estados Unidos da América obteve-se a erradicacdo dos carrapatos
vetores da babesiose através da implantagdo de um programa eficaz. Outros paises
também tentaram realizar essa erradicagao, porém nao foram bem sucedidos devido
a fatores como resisténcia dos carrapatos aos acaricidas, habilidade dos carrapatos
em infestar hospedeiros alternativos, falha em obter a cooperacdo de todos os
pecuaristas e a auséncia de fontes de financiamento com suporte a um programa
prolongado de erradicacao (ZAUGG, 2006).

2.3 MICOPLASMOSE BOVINA

2.3.1 Introdugao e epidemiologia

A micoplasmose € ocasionada por micoplasmas hemotrépicos, também
conhecidos como hemoplasmas, bactérias pleomorficas que geralmente apresentam
formato arredondado, ndo possuem parede celular e sdo responsaveis pela causa
de anemia em varias espécies de mamiferos (FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN,
2014; MARTINEZ-OCAMPO et al., 2016).

Os hemoplasmas pertencem a classe Mollicutes, familia Mycoplasmataceae e
género Mycoplasma (SANTOS et al., 2014), Adler e Ellenbongen (1934) foram os
primeiros a detectarem amostras infectadas com hemoplasma bovino,
microrganismo que foi nomeado como Eperythrozoon wenyonii, pertencendo a
ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae. Posteriormente, Neimark e Kocan

(1997) estudaram sequéncias do gene 16S RNA ribossomal do Eperythrozoon
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wenyonii e através das investigacoes filogenéticas detectaram que nao havia relagao
filogenética com a Rickettsia, mas sim com 0s microrganismos pertencentes ao
género Mycoplasma, o que acarretou na reclassificacdo da bactéria para este
género e consequente modificagdo do nome do agente infeccioso para Mycoplasma
wenyonii (NEIMARK et al., 2001) o qual se encontra distribuido mundialmente
(TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008).

O segundo hemoplasma bovino foi descoberto por Tagawa, Matsumoto,
Inokuma (2008), que detectaram a presencga do ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’
em amostras de sangue de bovinos do Japdo. Desde entdo somente houveram
outros relatos da presenca do parasita na Suica (MELI et al., 2010), China (SU et al.,
2010), Hungria (HORNOK et al., 2011), Alemanha (HOELZLE et al., 2011), Brasil
(GIROTTO et al., 2012), Inglaterra (AYLING et al., 2012) e mais recentemente na
Nova Zelandia (MCFADDEN et al., 2016) e México (MARTINEZ-OCAMPO et al.,
2016).

2.3.2 Ciclo biolégico

Ainda nao foram realizados estudos em que se obteve uma cultura celular de
hemoplasmas e até o momento também nao foram identificados os vetores
responsaveis pela transmissdo dos hemoplasmas, o que limita a investigagao sobre
a transmissao e ciclo de vida desses agentes infecciosos (GENOVA et al., 2011;
WITTER et al., 2017).

2.3.3 Transmissao

Até o ano de 2010 nao existia nenhuma comprovacdo sobre os meios de
transmissao dos micoplasmas, haviam apenas evidéncia de que moscas, piolhos e
pulgas poderiam servir de vetores para a transmissdo mecanica, e carrapatos
poderiam servir como vetores biolégicos (MELI et al., 2010).

Em 2011 houve a primeira confirmacado da transmissao via transplacentaria
de M. wenyonii e ‘C. M. haemobos’ em bovinos e nesse mesmo estudo detectou-se
a presenca desses hemoplasmas em dipteros hematéfagos (HORNOK et al., 2011).

Cinco anos ap6s a descoberta da transmisséao transplacentaria, Girotto-Soares et al.
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(2016) detectaram pela primeira vez a presenca de ‘C. M. haemobos’ em fetos
bovinos abortados no Brasil.

Apesar de ainda ndo estar comprovada outras vias de transmissao além da
transplacentaria, continua-se sugerindo que através de carrapatos, picada de insetos
hematofagos, contato direto com o sangue do animal acometido (FARD; VAHEDI,
MOHAMMADKHAN, 2014; TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008) e a forma
iatrogénica possam ser fontes de transmissdo dos patdégenos (GENOVA et al.,
2011).

2.3.4 Sinais clinicos e patogenia

Os hemoplasmas séo encontrados aderidos a superficie celular dos eritrocitos
(TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008) e livres no plasma (MARTINEZ-
OCAMPO et al., 2016), por mais que nao possuam a caracteristica de adentrar nos
eritrécitos (LABRUNA, 2010) acabam lesando a parede celular dos mesmos devido
a mecanismos imunomediados e outros ainda n&o definidos (MESSICK, 2004),
fazendo com que estes sejam removidos da circulagdo sanguinea para baco
(RADOSTITS, 2007).

Apesar de a importancia clinica do Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos’ ainda serem controversas, acredita-se que causem na
maioria das vezes a enfermidade na forma subclinica, raramente provocando
doenca clinica grave no bovino. Sugere-se ainda que a doenca clinica se manifeste
quando relacionada a presenca de fatores debilitantes como a presenca de
coinfec¢des, que podem contribuir para a sua patogenicidade principalmente quando
acarreta em imunossupressdao (GLADDEN et al., 2016; RADOSTITS, 2007;
TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008). Os hemoplasmas podem participar
como cofatores na progressao de doencas retrovirais, neoplasicas e imunomediadas
(MESSICK, 2004).

Os bovinos infectados com M. wenyonii e com ‘C. Mycoplasma haemobos’
podem apresentar anemia, perda de peso, febre, linfadenopatia, depressao, queda
na producao leiteira, infertilidade, edema escrotal e de uUbere. Bezerros e animais

esplenectomizados apresentam anemia clinica mais acentuada que os demais
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(GENOVA et al., 2011; GLADDEN et al., 2016; MARTINEZ-OCAMPO et al., 2016;
SASAOKA et al., 2013).

Mesmo com a ocorréncia de uma resposta imune intensa e tratamento com
antibiético os animais infectados provavelmente permanecerdo portadores cronicos
mesmo apos os sinais clinicos sessarem (MESSICK, 2004; RADOSTITS, 2007).

2.3.5 Diagnostico

A investigacdo microbiolégica de hemoplasmas tem sido dificultada devido a
ainda nao terem sido desenvolvidos meios apropriados para cultiva-los in vitro,
sendo assim, o diagndstico pode ser realizado com base em esfregacos de sangue,
PCR, ELISA ou Western blot (SASAOKA et al., 2015).

Através do esfregaco sanguineo corado com romanowski € giemsa € possivel
que se visualize os hemoplasmas, porém nao é possivel a diferenciacdo da espécie
e muitas vezes é dificil confirmar a infecg&o, pois 0 microrganismo se assemelha aos
corpusculos de Howell-Jolly e resquicios de corante na lamina (GENOVA et al.,
2011; TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008), outro fator negativo dessa
técnica é sua baixa sensibilidade (NISHIZAWA et al., 2010).

Atualmente a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) através do gene 16S
RNAr € o método mais sensivel e especifico para a detecgcdo dos hemoplasmas
(FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN, 2014) e o mais utilizado (SASAOKA et al.,
2015).

2.3.6 Tratamento

Os micoplasmas respondem bem ao tratamento com lincomicina,
enrofloxacina, doxiciclina (FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN, 2014) e tetraciclina,
que reduzem a carga bacteriana e sinais clinicos da enfermidade. (GENOVA et al.,
2011; MESSICK, 2004).

Segundo Genova et al. (2011) ainda nao se obteve a comprovagao de que um
antibidtico tenha eliminado o agente e é possivel que os animais infectados

permanecam como portadores durante toda sua vida.
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2.3.7 Controle e prevencao

Devido a possibilidade de moscas, piolhos, pulgas, carrapatos e a forma
iatrogénica poderem ser fontes de transmissao dos paténenos (MELI et al., 2010;
HORNOK et al., 2011; GENOVA et al., 2011; FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN,
2014) é preconizado o combate de ectoparasitas (COELHO; ANGRIMANI;
MARQUES, 2011) e a prevencgao da iatrogenese (TAVAREZ, 2007).

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS

As doencas transmitidas por vetores sao cada vez mais importantes, pois
estes transmitem grande variedade de patégenos (HOFMANN-LEHMANN et al.,
2004) inclusive os agentes causadores da anaplasmose, babesiose e micoplasmose
bovina, enfermidades responsaveis por diminuicdo da produtividade dos bovinos e
consequentemente prejuizos econdmicos nado so6 devido a baixa produtividade, mas
também ao custo com medicamentos e obito de alguns animais que desenvolvem
quadro clinico mais acentuado (GLADDEN et al., 2016; MOSQUEDA et al., 2012;
THEILER, 1910).

Um grande problema a ser enfrentado atualmente é resisténcia dos
carrapatos as drogas utilizadas para seu combate (VITA et al., 2012). Existem ainda
dificuldades associadas a aplicacbes de acaricidas que reforcam a necessidade de
desenvolvimento de vacinas que além de controlar a infeccdo causada pelos
patdbgenos também possa controlar as infestagdes de carrapatos, acarretando em
reducao da incidéncia das enfermidades (MERINO et al., 2011).

Para que surjam novas estratégias terapéuticas para essas enfermidades é
necessaria a realizacdo de analises detalhadas dos mecanismos que sao essenciais

para a sobrevivéncia dos agentes no hospedeiro (MASATANI et al., 2016).
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Determinar a prevaléncia de Anaplasma marginale e géneros de Babesia e

Mycoplama encontrados na populacédo de bovinos leiteiros selecionados.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar por meio de ferramenta molecular (PCR) a prevaléncia de
Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, Mycoplama wenyonii e
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ em bovinos leiteiros do municipio de Toledo,
localizado na regido Oeste do Parana, Brasil.

Verificar se o sistema de criacdo e a raga dos animais interferem no

surgimento dos hemoparasitas nos rebanhos estudados.
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RESUMO

A anaplasmose, babesiose e micoplasmose bovina sao ocasionadas por
microrganismos que possuem a capacidade de parasitar e causar alteragdes nos
eritrocitos. Devido a inespecificidade dos sinais clinicos é preciso que o diagndstico
dessas enfermidades seja confirmado através de exames laboratoriais como
esfregaco sanguineo, reagdes soroldgicas ou pela técnica da reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR). O presente trabalho teve como objetivo a detec¢gdo molecular de
Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, Mycoplasma wenyonii e
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ em bovinos leiteiros do municipio de Toledo,
localizado na regido Oeste do Parana. Foram coletadas 376 amostras de bovinos
assintomaticos, as quais foram submetidas a PCR para amplificagdo dos genes dos
patégenos. Do total de amostras, 59,6% (224/376) foram positivas para A.
marginale, 17,6% (66/376) positivas para B. bigemina, 24,2% (91/376) positivas para
B. bovis, 17,8% (67/376) positivas para M. wenyonii e 12% (45/376) positivas para
‘C. M. haemobos’. Os resultados mostraram animais com coinfeccdo com dois ou
mais patdgenos, 2,9% (11/376) deles foram positivos para os 5 microrganismos
pesquisados. Das 53 propriedades estudadas, 96,2% (51/53) foram positivas para A.
marginale, 43,4% (23/53) positivas para B. bigemina, 73,6% (39/53) positivas para B.
bovis, 51% (27/53) positivas para M. wenyonii e 41,5% (22/53) positivas para ‘C. M.
haemobos’. O teste Qui-quadrado foi utilizado para a analise estatistica dos dados.
De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, conclui-se que os
agentes pesquisados estao distribuidos de forma heterogénea entre os animais da
area estudada. As taxas de animais positivos oscilaram entre 12,0% e 59,6%, o que
evidencia uma condig¢ao de instabilidade enzodtica, com alto risco de infecgbes para
uma parcela significativa de animais susceptiveis. Esta situagdo sinaliza para a
necessidade de diagnostico e controle desses patégenos nos rebanhos estudados.

Palavas chave: Anaplasmose, Babesiose, Micoplasmose, Bovinocultura leiteira,
PCR.
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ABSTRACT

Anaplasmosis, babesiosis and bovine mycoplasmosis are caused by
microorganisms, which parasite the erythrocytes and cause changes that destroy
these cells. Due to the lack of specificity of the clinical signs, the diagnosis must be
confirmed with laboratory tests such as blood smear, sorologic reactions or by
polymerase chain reaction (PCR) technique. The present study aimed at the
molecular detection of Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina,
Mycoplasma wenyonii and ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ in dairy cattle of
Toledo municipality, localized in the west region of Parana. A total of 376 blood
samples of asymptomatic cattle were collected, which were submitted to PCR for
amplification of pathogen genes. Of the total samples, 59,6% (224/376) were positive
for A. marginale, 17,6% (66/376) positive for B. bigemina, 24,2% (91/376) positive for
B. bovis, 17,8% (67/376) positive for M. wenyonii and 12% (45/376) positive for 'C.
M. haemobos'. The results showed animals with coinfection with two or more
pathogens, 2,9% (11/376) of them were positive for the five microorganisms studied.
Of the 53 studied farms, 96,2% (51/53) were positive for A. marginale, 43,4% (23/53)
positive for B. bigemina, 73,6% (39/53) positive for B. bovis, 51% (27/53) positive for
M. wenyonii and 41,5% (22/53) positive for 'C. M. haemobos'. The chi-square test
was used for the statistical analysis. According to the results found in the present
study, it can be concluded that the agents studied are heterogeneously distributed
among the animals of the region. Positive animal rates ranged from 12,0% to 59,6%,
which shows a condition of enzootic instability, with a high risk of infections for a
significant portion of susceptible animals. This situation indicates the need for the
diagnosis and control of these pathogens in the herds studied.

Key words: Anaplasmosis, Babesiosis, Mycoplasmosis, Dairy Cattle, PCR.
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5.1 INTRODUGAO

Dentre a diversidade de agentes infecciosos aos quais os bovinos estdo
expostos, encontram-se o0s hemoparasitas, estes afetam diretamente a
produtividade dos bovinos, apontando assim a necessidade da identificagdo e
combate desses agentes nos rebanhos (GIROTTO et al., 2012).

No Brasil, a anaplasmose bovina é ocasionada pela Anaplasma marginale,
enquanto a babesiose possui como agentes etiolégicos a Babesia bovis e Babesia
bigemina (JULIANO et al., 2007; SILVA et al., 2014).

A. marginale € encontrada distribuida mundialmente em regides tropicais,
subtropicais e temperadas, apesar de sua situagao epidemiolégica no Brasil ser de
estabilidade enzodtica, a prevaléncia varia de 12,3 a 100% no pais (SOUZA et al.,
2001, VIDOTTO; MARANA, 2001). Com relacéo a B. bovis e B. bigemina, o Brasil
possui tanto regides de estabilidade enzoodtica (com prevaléncias acima de 80%)
como de instabilidade enzoodtica para ambos (ARAUJO et al., 1997; SANTOS;
LINHARES; MADRUGA, 2001; VIDOTTO et al., 1997).

A micoplasmose bovina € ocasionada pelos hemoplasmas Mycoplasma
wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (SASAOKA et al., 2015), estes
desencadeiam hemodlise dos eritrocitos e como consequéncia ocorre anemia
(SASAOKA et al, 2012) perda de peso, febre, apatia (FARD, VAHEDI,
MOHAMMADKHAN, 2014), queda na produgao leiteira, infertilidade, edema escrotal
e do Ubere (GENOVA et al., 2011; GLADDEN et al., 2016; MARTINEZ-OCAMPO et
al., 2016).

Ainda nao foram adquiridas informagdes suficientes para que o ciclo de vida
dos hemoplasmas seja elucidado e tem-se apenas a comprovagao da transmissao
via transplacentaria no hospedeiro vertebrado (GIROTTO-SOARES et al., 2016;
HORNOK et al.,, 2011), mas sugere-se que carrapatos, insetos hematéfagos e
fébmites possam carrear os agentes (FARD; VAHEDI; MOHAMMADKHAN, 2014;
TAGAWA; MATSUMOTO; INOKUMA, 2008).

Adler e Ellenbongen (1934) foram os primeiros a detectarem amostras de
sangue de bovinos infectados com Eperitrozoon wenyonii, hoje Mycoplasma
wenyonii, a partir dai as pesquisas demonstraram distribuicdo mundial desse
patogeno. Ja o ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ foi descoberto por Tagawa,

Matsumoto, Inokuma (2008), em amostras de sangue de bovinos do Japao e desde
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entdo somente houveram outros relatos da presenca do parasita na Suica (MELI et
al., 2010), China (SU et al., 2010), Hungria (HORNOK et al., 2011), Alemanha
(HOELZLE et al., 2011), Brasil (GIROTTO et al., 2012), Inglaterra (AYLING et al.,
2012) e mais recentemente na Nova Zelandia (MCFADDEN et al., 2016) e México
(MARTINEZ-OCAMPO et al., 2016). No Brasil existem apenas dois trabalhos sobre a
prevaléncia dessa bactéria em populagdes de bovinos, tendo sido encontrado 61%
no municipio de Londrina (GIROTTO et al., 2012) e 64,2% em Ji-Parana (WITTER et
al., 2017).

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de Anaplasma marginale,
Babesia bovis, Babesia bigemina, Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’ em bovinos leiteiros do municipio de Toledo, regido Oeste do Parana,

Brasil.

5.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comité de Etica em Uso Animal da Pontificia
Universidade Catélica do Parana (PUCPR) sob o parecer 809/2013.

5.2.1 Amostras

O numero total de vacas ordenhadas no municipio de Toledo é de 16.879
animais (HUNHOFF, 2016). Para calcular o numero de amostras necessarias
utilizou-se o programa OpenEpi. 3.01, tendo 5% de nivel de significancia,
prevaléncia estimada de 50%, precisdao de 5% e efeito de delineamento de 1,0;
resultando em um tamanho de amostra de 376 animais.

A amostragem foi obtida em estagios multiplos sorteando-se as
propriedades do municipio de Toledo, estratificando-se 0 numero de animais por
propriedade e sorteando-se os bovinos de forma sistematica. Em cada propriedade
foi coletado sangue de dez animais, exceto quando o rebanho apresentava numero
menor que este, neste caso procedeu a coleta de sangue de no minimo cinco
animais.

Durante o periodo de outubro de 2013 a dezembro de 2014 foram coletadas
376 amostras de sangue de vacas em lactagdo das ragas Jersey, Holandesa e

animais mesticos através de pung¢do da veia coccigea, mamaria ou jugular. O
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sangue foi armazenado em tubos de 5 mL com EDTA para obtencédo do sangue total
e posterior realizacdo da PCR. Esses bovinos foram provenientes de 53
propriedades do municipio de Toledo, regido Oeste do estado do Parana, Brasil.
Todas as amostras coletadas foram conservadas em temperatura de 20°C negativos
e posteriormente processadas nos Laboratorios da area de Parasitologia Veterinaria

da Universidade Estadual de Londrina.
5.2.2 Extragcdo de DNA e PCR

Para extragdo do DNA foram utilizados 200 uL de cada amostra de sangue
coletada. O DNA genOmico total foi extraido utilizando o kit de extracdo
PureLink®Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®), seguindo as instrucdes do fabricante
e armazenado a 20°C negativos até a analise pela PCR.

A PCR para cada agente infeccioso foi realizada com os oligonucleotideos
especificos (primers) e técnicas descritas nos trabalhos referenciados na Tabela 1.
Em todas as reagdes utilizou-se dois controles negativos, um contendo apenas agua
ultrapura e o outro contendo todos os reagentes utilizados para a PCR, exceto DNA.
Como controle positivo utilizou-se o DNA do patégeno pesquisado. Todas as
amplificagdes foram realizadas no termociclador ProFlex™PCR System® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Todos os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1,5%
corado com SYBR®Safe (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Apés a migracdo
eletroforética dos 7 pL de material genético amplificado, o produto da PCR foi
visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. O 100 pb DNA ladder
(Invitrogen, Eugene, OR, USA) foi utilizado como padrao para determinar o peso

molecular dos produtos da PCR.
5.2.3 Andlise estatistica
O teste Qui-quadrado foi utilizado para a analise estatistica dos dados,

associou-se as variaveis raga e sistema de criacdo com a ocorréncia de animais

positivos. Os procedimentos operacionais foram feitos utilizando o software Epiinfo,
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versao 7.2.1.0 (CDC, Atlanta, GA, EUA). Foram considerados resultados
estatisticamente significantes quando P < 0,05.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as vacas positivas por infecgcdo simples ou coinfecgao, foi
observado 59,6% (224/376) dos animais infectados com A. marginale, 17,6%
(66/376) com B. bigemina, 24,2% (91/376) com B. bovis, 17,8% (67/376) com M.
wenyonii e 12% (45/376) com ‘C. M. haemobos’ (Tabela 2).

Do total de animais avaliados 68,4% (257/376) foram positivos para um ou
mais agentes, enquanto 31,6% (119/376) animais foram negativos. Além disso, as
infeccbes por um s6 agente apontaram como mais prevalente o A. marginale 25,5%
(96/376), seguido por B. bovis 5,3% (20/376) e B. bigemina 0,5% (2/376) (Tabela 2).

Através da analise dos dados, pode-se observar que a prevaléncia para A.
marginale encontrada foi menor do que a descrita por Brito et al. (2010) que
utiizando a PCR detectou a ocorréncia de 98,18% e 92,87% em bovinos
microrregides e mesorregidoes de Ronddbnia, respectivamente. O resultado também
foi menor do que o detectado através da RIFI por Barbieri et al. (2016), que
descreveu a prevaléncia de 96,2% para A. marginale em bovinos da regiao Sul de
Minas Gerais e Santos, Madruga, Linhares (2001) que encontraram prevaléncia de
96,92% em bovinos da microrregidao de Goiania (GO) e Souza et al. (2001) que pelo
ELISA descreveu a prevaléncia de 98,21% na mesorregido do Médio Paraiba (Rio
de Janeiro).

A prevaléncia encontrada para A. marginale no presente estudo foi
semelhante a 58,74% detectada em bovinos no Centro-Sul do Parana por Marana et
al. (2009) através da cELISA e superior a 27,24% apresentado por Vieira (2014) na
regido serrana de Santa Catarina pela multiplex-PCR.

Com relagdo ao resultado encontrado para B. bigemina neste trabalho, foi
semelhante ao descrito por Vieira (2014) que detectou 16,73% de animais positivos
com a técnica da multiplex-PCR em Santa Catarina e menor do que a encontrada
através da RIFI por Madruga et al. (2000) de 94,03% em bovinos de quatro
municipios distintos no Rio de Janeiro.

No estudo realizado por Barros et al. (2005) através de ELISA em Senhor do
Bonfim (86%), Euclides da Cunha (95,5%), Uaua (63,7%), Juazeiro (56,4%), cidades
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que compdem a regiao semiarida da Bahia, também foram encontrados resultados
superiores ao do presente estudo para B. bigemina.

Ainda na pesquisa através de ELISA realizada por Barros et al. (2005) pode-
se verificar a prevaléncia de 90,8% de B. bovis em Senhor do Bonfim, 91,3% em
Euclides da Cunha, 53% em Uaua e 54,8% em Juazeiro. Com a técnica de RIFI, na
microrregido de Goiania (98,9%) e no Rio de Janeiro (82,11%) também foram
encontrados resultados superiores aos do presente estudo (MADRUGA et al., 2000;
SANTOS; LINHARES; MADRUGA, 2001). Ja em Santa Catarina, o resultado obtido
por Vieira (2014) foi semelhante ao deste trabalho, tendo 29,57% de prevaléncia
para B. bovis.

No territério brasileiro, grande parte das propriedades leiteiras estdo em areas
de estabilidade enzodtica para A. marginale e B. bovis, com soroprevaléncia
variando de 80 a 100% e tendo equilibrio entre imunidade e doenca (BARBIERI et
al., 2016). Os dados do presente estudo, sugerem que a regidao estudada seja de
instabilidade enzodtica para A. marginale, B. bigemina e B. bovis.

Contudo, é importante destacar que, na maioria dos estudos epidemiolégicos
realizados com Babesia spp. € A. marginale no Brasil, foram utilizados testes
sorolégicos como a RIFI e ELISA. E sabido que os animais portadores sdos mantém
niveis de anticorpos séricos detectaveis pelos testes soroldgicos por longos periodos
(MADRUGA et al., 2001). Por outro lado, apés a infecgao aguda, com manifestagoes
clinicas ou ndo, a parasitemia, tanto de Babesia spp. como A. marginale, cai para
niveis muito baixos (MARTINS; CORREA, 1995). No presente estudo utilizou-se a
PCR para identificar animais portadores sdos, embora essa técnica apresente uma
sensibilidade elevada, pode ser que uma parcela significativa de animais portadores
nao tenha sido detectada, mas que poderia ter sido por um teste sorolégico que
detecta anticorpos de infecgdes recentes e passadas. Isso poderia explicar, por
exemplo, as baixas prevaléncias encontradas para B. bigemina na regiao estudada.

A transmisséo da A. marginale ocorre através do R. microplus, H. irritans, S.
calcitrans (SILVA et al., 2014), fomites (KOCAN et al.,, 2010) e também por via
transplacentaria (GRAU et al., 2013). Ja a B. bovis e B. bigemina possuem o R.
microplus como unico vetor bioldgico no territério brasileiro (JULIANO et al., 2007) e
podem ser transmitidos congenitamente e por transfusdo sanguinea (KAVANAUGH,
DECKER, 2012; MOSQUEDA et al., 2004).
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Baseado nas informacgdes epidemioldgicas sobre os vetores e 0s mecanismos
de transmissdo desses patdogenos, pode-se levantar a possibilidade de que o
controle intensivo do vetor R. microplus nas propriedades seja responsavel pela
baixa prevaléncia de B. bovis e B. bigemina, e que outros vetores da A. marginale,
como H. irritans e S. calcitrans sejam responsaveis pela manutengcdo do agente,
explicando assim sua maior prevaléncia frente as babesias, que possuem apenas o
R. microplus como vetor no territério brasileiro.

A distribuicdo geografica de Babesia spp. € limitada pela presenga do vetor R.
microplus, que necessita de condigcbes climaticas favoraveis para o seu
desenvolvimento (BARCI et al.,, 1994). Sendo assim, pela observagao das
informagdes epidemiologicas disponiveis sobre esses trés agentes infecciosos,
pode-se observar uma tendéncia de taxas de prevaléncias menores na regiao Sul,
diferenga que poderia estar ocorrendo devido as condigbes climaticas extremas de
baixas temperaturas e umidade nessa regiao.

Com relacdo aos hemoplasmas, o primeiro relato com uso de PCR foi
divulgado no Japéo na cidade de Miyagi. Em uma amostragem de 109 animais,
Nishizawa et al. (2010) detectaram 22,9% das amostras positivas para M. wenyonii e
61,5% para ‘C.M. haemobos’.

No Brasil, Girotto et al. (2012) relataram pela primeira vez ‘C. M. haemobos
em bovinos da regido de Londrina (Parana) com uma prevaléncia de 60,97% e
recentemente Witter et al. (2017) encontraram 64,2% na populagédo de bovinos de Ji-
Parana, Rondénia. Esses resultados estdo bem acima dos encontrados no presente
estudo, onde a prevaléncia foi de 12,8%. Da mesma forma a prevaléncia encontrada
de 17,8% para M. wenyonii constitui-se no primeiro relato dessa espécie, utilizando
ferramentas moleculares, em bovinos no Brasil.

Em um estudo realizado em bufalos da baixada maranhense, de 314
amostras de sangue analisadas pela PCR, Dos Santos (2017) constatou que 9,55%
eram positivas para M. wenyonii e 2,55% para ‘C. M. haemobos’, resultado inferior
ao encontrado no presente estudo.

Analisando os dados da Tabela 2, chama a atencdo o fato que todos os
bovinos infectados com M. wenyonii ou M. haemobos apresentaram-se sempre
coinfectados com A. marginale, B. bigemina ou B. bovis, sugerindo que o0s

hemoplasmas devem ser microrganismos oportunistas, infectando animais em
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periodos que estejam debilitados por outra infecgao intercorrente, como demostrado
nesse trabalho.

Apesar de o vetor dos hemoplasmas ainda ndo ser conhecido e as formas de
transmissao ainda néo estarem elucidadas, pode-se sugerir que carrapatos sejam
responsaveis pela transmissao desses agentes, visto que houve coinfecgdo com A.
marginale, B. bigemina ou B. bovis em 100% das amostras positivas para M.
wenyonii e ‘C. M. haemobos’, sinalizando um possivel contato dos bovinos com
carrapatos, principalmente no caso de infeccédo por Babesia spp.

Quando os dados do presente trabalho s&o analisados levando-se em conta
as propriedades, observa-se ampla distribuicdo de A. marginale e B. bovis nos
rebanhos do municipio de Toledo, apresentando ocorréncia de 96,2% e 73,6%
respectivamente, e menor distribuicdo de B. bigemina, com ocorréncia de 43,4%.
Esses dados podem reforgar ideia de que apesar de o agente infeccioso estar
presente nas propriedades, a transmissao € limitada devido ao controle de vetores.

Apesar de o M. wenyonii e ‘C. M. haemobos’ apresentarem prevaléncia em
nivel de rebanho de 17,8% e 12% respectivamente, sua ocorréncia em nivel de
propriedades foi de 51% e 41,5%, sinalizando que mesmo com baixa prevaléncia em
nivel de rebanho, possui potencial de disseminacéo nas propriedades.

Na avaliacdo dos animais coinfectados com dois ou mais agentes, observou-
se que o A. marginale estava presente em 128/139 animais, representando 92,1%. A
infecgdo quintupla ocorreu em 2,9% (11/376) dos animais. A coinfecgdo de maior
prevaléncia foi a infecgao dupla pelo A. marginale e B. bovis com 10,1% (38/376)
animais.

A variavel raga apresentou associagao estatisticamente significante (P<0,05)
para trés agentes avaliados pela PCR, sendo o A. marginale e a B. bigemina mais
prevalentes na raga Jersey (74%; 37/50 e 26%; 13/50, respectivamente) e a B. bovis
em animais mestigos (32,2%; 29/90). O 'C. M. haemobos' e M. wenyonii néao
apresentaram diferenca estatisticamente significante (P>0,05) e a prevaléncia entre
as ragas para ambos os agentes variou de 3,9 a 22%, de acordo com a Tabela 3.

Nenhum dos trés sistemas de criagdo avaliados apresentou significancia
estatistica para os agentes pesquisados (P>0,05). No entanto, as maiores
prevaléncias, independente do sistema de criagcéo, foram atribuidas ao A. marginale,
variando de 52 a 60,8%.
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O sistema de criagao intensivo apresentou baixa ocorréncia para os agentes
B. bigemina (0/25), 'C. M. haemobos' (4%; 1/25) e M. wenyonii, (4%; 1/25), enquanto
a B. bovis apresentou ocorréncia de 20,0% (5/25). Os sistemas de criagao extensivo
e semi-intensivo, variaram de 10,0 a 25,2% entre a B. bigemina, B. bovis, 'C. M.
haemobos' e M. wenyonii (Tabela 3).

A maior incidéncia de A. marginale, independentemente de o animal estar em
sistema confinado, semi-confinado ou extensivo pode ser explicado pelo fato deste
patdogeno ser transmitido também por insetos hematéfagos, por exemplo, a S.
calcitrans, muito comum nos estabulos. Da mesma forma, as prevaléncias inferiores
encontradas nos sistemas intensivo e semi-intensivo para Babesia spp. e
hemoplasmas, podem ser atribuidas ao sistema vetorial de transmisséo desses
patdgenos, uma vez que é sabido que as larvas infectadas do carrapato transmissor

se encontram nas pastagens.

5.4 CONCLUSOES

Com bases nos resultados obtidos pode-se concluir que Anaplasma
marginale, Babesia bigemina, B. bovis, Mycoplasma wenyonii e 'C. M. haemobos'
estao disseminados nos rebanhos leiteiros da regido de Toledo, Parana.

Pelos critérios estabelecidos que levam em conta as taxas de infecgdes para
A. marginale e Babesia spp, a regido estudada é de instabilidade enzodtica, uma vez
que apresentou indices menores de 80% de positividade para todos os patégenos
estudados.

Os animais da raga Jersey apresentaram maior prevaléncia para A. marginale
e B. bigemina em relagao as outras ragas, enquanto os animais mesticos foram mais
suscetiveis a B. bovis. O sistema de criagdo nado apresentou associacdo com a

ocorréncia dos agentes pesquisados.
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Esse é o primeiro relato de Mycoplasma wenyonii em bovinos no Brasil,
comprovado pelo uso de ferramentas moleculares, e o terceiro levantamento
epidemiologico no qual é encontrado ‘C. Mycoplasma haemobos’ em territorio

brasileiro.
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Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos utilizados para amplificagdo dos genes de A. marginale, B.
bovis, B. bigemina, Hemoplasmas, M. wenyonii e ‘C. M. haemobos’ pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Espécie (gene) Primers (pb) Referéncia

A. marginale F: 5CCCATGAGTCACGAAGTGGZ 753 Joazeiro
(MSP4) R: 5GCTGAACAGGAATCTTGCTCC3’ (2015)

B. bovis F: 5CTGTCGTACCGTTGGTTGACY 541 Linhares et
(SSRNAr) R: 5CGCACGGACGGAGACCGAYZ al. (2002)

B. bigemina F: 55GTTGGGTCTTTTCGCTGGC3’ 685 Linhares et
(SSRNAr) R: 5CCACGCTTGAAGCACAGGA3’ al. (2002)

Hemoplasmas F: 55GGCCCATATTCCT(AG)CGGGAAG3 1000 Dieckmann

(16S DNAr) R: 5AC(AG)GGATTACTAGTGATTCCAYZ et al. (2010)

M. wenyonii F: 5ACTTTTACGAGGAGGATAGCY 530 Nishiwaza et
(16SRNAr) R:5TGATTAACTCTAGGGAGGCG3’ al. (2010)

‘C. M. haemobos’ F:5ATCTAACATGCCCCTCTGTA3’ 500 Nishiwaza et
(16SRNAr) R: 5GTAGTATTCGGTGCAAACAAY al. (2010)

F = forward primer; R= reverse primer; pb= pares de bases.
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Tabela 2. Ocorréncias de infecgbes simples e coinfecgdes detectadas pela PCR de sangue de vacas
colhidos entre outubro de 2013 a dezembro de 2014 no municipio de Toledo, Parana, Brasil.

Espécies infectantes (n=376 animais) Positivo %
Infecgao simples
A. marginale 96 25,5
B. bovis 20 53
B. bigemina 2 0,5
Infecgao dupla
A. marginale + B. bovis 38 10,1
A. marginale + B. bigemina 20 5,3
A. marginale + M. wenyonii 16 4,3
A. marginale + ‘C. M. haemobos’ 1 0,3
B. bigemina + B. bovis 3 0,8
B. bigemina + ‘C. M. haemobos’ 2 0,5
B. bigemina + M. wenyonii 1 0,3
‘C. M. haemobos’ +M. wenyonii 1 0,3
Infecgao tripla
A. marginale + B. bigemina + B. bovis 6 1,6
A. marginale + B. bigemina + M. wenyonii 5 1,3
A. marginale + B. bovis + M. wenyonii 4 1,1
A. marginale + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 10 2,7
B. bigemina + B. bovis + ‘C. M. haemobos’ 1 0,3
B. bigemina + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 1 0,3
B. bovis + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 1 0,3

Infecgao quadrupla
A. marginale + B. bigemina + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 11 29
A. marginale + B. bigemina + B. bovis + ‘C. M. haemobos’ 1 0,3
A. marginale + B. bigemina + B. bovis + M. wenyonii 1 0,3
A. marginale + B. bovis + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 4 1,1
B. bigemina + B. bovis + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 1 0,3
Infecgao quintupla
A. marginale + B. bigemina + B. bovis + ‘C. M. haemobos’ + M. wenyonii 11 29

Total 257 68,4
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Tabela 3. Associagdo de vacas positivas para os agentes A. marginale, B. bigemina, B. bovis, 'C. M. haemobos' e M. wenyonii com as variaveis raga e
sistema de criagao, avaliadas por PCR em 376 amostras de sangue colhidos entre outubro de 2013 a dezembro de 2014 no municipio de Toledo, Parana,

Brasil.
A. marginale B. bigemina B. bovis 'C. M. haemobos'’ M. wenyonii
Variaveis
Pos./total % P Pos./total % P Pos./total % P Pos./total % P Pos./total % P

*Raga (n=306)

Holandesa (H) 65/115 56.5 13/115 113 22/115  19.1 13/115 113 18/115 15.7

Jersey (J) 37/50 74.0 13/50 26.0 7/50 14.0 6/50 12.0 11/50 22.0

0.031 0.027 0.037 0.228 0.609

Holandesa/Jersey 23/51 451 4/51 9/51 17.7 2/51 3.9 8/51 15.7

Mestico 53/90  58.9 10/90 111 29/90 32.2 5/90 5.6 12/90 13.3
**Sistema de criagdo
(n=376)

Intensivo 13/25 52.0 0/25 0.0 5/25 20.0 1/25 4.0 1/25 4.0

Extensivo 16/30 53.3 0.531 6/30 20.0 0.057 5/30 16.7 0.508 3/30 10.0 0.404 6/30 20.0 0.172

Semi-intensivo 195/321 60.8 60/321 18.7 81/321 25.2 41/321 12,8 60/321 18.7

*Para a analise, foram considerado os animais cujo registro de raga foi possivel resgatar, totalizando 306 animais. O tipo racial atribuido, foi considerado o
predominante na propriedade e n&o a raga dos individuos avaliados.
**Os critérios para estabelecer os sistemas de criagdo foram: Intensivo - animais confinados com suplementagdo nutricional; Extensivo - animais

exclusivamente a pasto; Semi-intensivo - animais a pasto com suplementagao nutricional.

Pos.= positivos; n= niumero.



APENDICE

ANEXO A

Prevaléncias encontradas para Anaplasma marginale no Brasil.

Técnica - Regiao Referéncia

PCR
RIFI
RIFI
ELISA
cELISA

Multiplex-
PCR

98,18%
92,87%
96,2%
96,92%
98,21%
58,74%

27,24%

Microrregides de Rondbnia
Mesorregides de Ronddnia
Regido Sul de Minas Gerais
Microrregiao de Goiania
(Goias)
Mesorregiao do Médio Paraiba (Rio de
Janeiro)

Centro-Sul do Parana

Regiao serrana (Santa Catarina)

Brito et al. 2010

Brito et al. 2010

Barbieri et al. 2016

Santos, Madruga, Linhares,

2001
Souza et al. 2001

Marana et al. 2009

Vieira, 2014
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ANEXO B

Prevaléncias encontradas para Babesia bovis no Brasil.

Técnica Regiao Referéncia

RIFI 98,9% Microrregido de Goiania Santos, Madruga, Linhares,
2001

ELISA 91,3% Euclides da Cunha (Bahia) Barros et al. 2005

ELISA 90,8% Senhor do Bonfim (Bahia) Barros et al. 2005

RIFI 82,11% Quatro municipios do Rio de Janeiro Madruga et al. 2000

ELISA 54,8% Juazeiro (Bahia) Barros et al. 2005

ELISA 53% Uaua (Bahia) Barros et al. 2005

Multiplex-PCR 29,57% Regido serrana (Santa Catarina) Vieira, 2014
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ANEXO C

Prevaléncias encontradas para Babesia bigemina no Brasil.

Técnica Regiao Referéncia

ELISA 95,5% Euclides da Cunha (Bahia) Barros et al. 2005
RIFI 94,03% Quatro municipios do Rio de Janeiro Madruga et al.
2000
ELISA 86% Senhor do Bonfim (Bahia) Barros et al. 2005
ELISA 63,7% Uaua (Bahia) Barros et al. 2005
ELISA 56,4% Juazeiro (Bahia) Barros et al. 2005

Multiplex-PCR 16,73% Regiao serrana (Santa Catarina) Vieira, 2014



