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RESUMO

REINIGER, Regina Celis Pereira. Imunidade humoral aos agentes da babesiose
durante o segundo ano de vida de bovinos em area marginal ao vetor Boophilus
microplus. 2008. 55 f. Dissertagdo (Mestrado em Parasitologia) — Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

Avaliou-se, através da reagdo de imunofluorescéncia indireta, a presenca de
imunoglobulinas (classe IgG) anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina no soro de 31
bovinos de um rebanho de corte naturalmente infectado, dos 13 aos 24 meses de vida,
em uma propriedade localizada ao sul do Rio Grande do Sul. As coletas mensais de
sangue foram acompanhadas de observacao da presenca do Boophilus microplus, bem
como de dados climatoldégicos durante o ano do experimento. A temperatura e a
umidade relativa do ar mantiveram-se superiores as normais ao longo do ano,
favorecendo a constancia do carrapato no rebanho. A sorologia revelou que 100% dos
bovinos mantiveram-se positivos para B. bigemina durante todo o periodo
experimental, enquanto para B. bovis, esse indice s foi obtido a partir dos 17 meses
de idade, apés a infestacdo pela terceira geracao de carrapatos (outono). Isso revela
que foi mantida a situacdo de estabilidade enzooética na propriedade, constatada
durante o primeiro ano de vida destes animais, 0 que € atipico para regido. Os bovinos
mantiveram titulos de anticorpos significativamente inferiores aos observados durante o
seu primeiro ano de vida, tanto para B. bovis (P=0,0002) como para B. bigemina
(P<0,0001). A titulacdo de anticorpos para B. bigemina foi significativamente
(P=0,0001) superior a verificada para B. bovis. Os resultados obtidos revelam a
existéncia de situagdo de estabilidade enzodtica em uma é&rea de instabilidade
enzootica para a babesiose bovina, e fornece subsidios para o entendimento da maior
frequiéncia de casos clinicos causados por B. bovis na regiao.

Palavras chaves: Babesia bovis, Babesia bigemina, anticorpos, epidemiologia,
imunofluorescéncia indireta.



ABSTRACT

REINIGER, Regina Celis Pereira. Humoral immunity to cattle babesiosis-causing
pathogens during the second year of life of cattle maintained in marginal areas
for Boophilus microplus 2008. 55 f. Thesis (Master of Science in Parasitology) —
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

The presence of anti-Babesia bovis and anti-B. bigemina immunoglobulins (IgG class)
were evaluated, by indirect fluorescent antibody test, in bovine sera from a naturally
tick-infected beef cattle herd. Samples were collected from 31 heifers, from 13 to 24
months of age, from a farm located South of Rio Grande do Sul, Brazil. Blood samples
were monthly collected followed by observing the presence of Boophilus microplus ticks
in cattle. Climatic data were also observation. Mean temperature and relative humidity
showed to be higher than their climate normal (1971-2000), allowing constant tick
infestations throughout the year. Serologic tests showed that 100% of the animals
remained positive for B. bigemina during the experimental period. For B. bovis,
however, this condition was only reached from 17 months of age onwards, after the
classical third tick generation infestation (autumn). These results showed that the
enzootic stability was maintained in this farm, as observed earlier when these same
animals were monitored in their first year of age. This epidemiological condition being
unusual for this region. The experimental animals showed lower anti-B. bovis
(P=0,0002) and anti-B. bigemina (P<0,0001) specific-immunoglobulins when compared
to their first year averages. Anti-B. bigemina specific-immunoglobulins were significantly
higher than anti-B. bovis specific-immunoglobulins (P=0,0001). These results reveal a
situation of enzootic stability in geographical areas early described as of enzootic
instability for cattle babesiosis, and provide information to better understand the high
frequency of B. bovis outbreaks in this region.

Key-words: Babesia bovis, Babesia bigemina, epidemiology, antibodies, indirect
fluorescent antibody test.
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INTRODUCAO

A babesiose bovina no Brasil é causada pelos protozoarios Babesia bovis e
Babesia bigemina sendo uma das doencas que fazem parte do complexo Tristeza
Parasitdria Bovina. Esses agentes sdo parasitos intraeritrocitarios do hospedeiro
causando destruicao das células na corrente circulatéria e levando o animal a uma
anemia intensa (MAHONEY, 1977).

Na América do Sul a babesiose é transmitida exclusivamente pelo carrapato
Boophilus microplus, sendo um dos problemas sanitarios de maior impacto econémico
para a bovinocultura devido aos altos indices de morbidade e mortalidade. Além dos
custos para combater esses parasitos, existem as perdas produtivas, pois 0s animais
apresentam diminuicdo na producgao de leite e carne e problemas reprodutivos, como
aborto e diminuigao da fertilidade (MARTINS, 2005).

Como o vetor dos agentes dessa enfermidade é o carrapato, sua presencga,
constancia e permanéncia determinam o aparecimento ou ndo da doengca (MAHONEY
e ROSS, 1972). Esse ixodideo apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica,
encontrando condigdes favoraveis de desenvolvimento entre os paralelos 32°N e 32°S,
e quanto mais préximo desses limites menor sédo suas condi¢ées de desenvolvimento e
sobrevivéncia, o que acontece no extremo sul do Estado do Rio Grande do Sul, parte
sul do Uruguai, Argentina e outros paises que se encontram entre os paralelos citados
(GUGLIELMONE, 1995).

Nas regides onde os bovinos sdo naturalmente parasitados pelo carrapato
desde o0 nascimento, ha uma inoculacado natural e gradual dos hemoparasitos, o que
possibilita a esses bovinos o desenvolvimento da imunidade aos agentes causadores
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da babesiose (BROWN et al., 2006b). Assim, nessas regides, cria-se uma condicao
conhecida como de estabilidade enzodtica, ou seja, existem os agentes, mas € pouco
provavel que ocorra a doenga. Entretanto, em regiées onde os bovinos ndo convivem
com o carrapato constantemente desde o nascimento, a inoculagdo de hemoparasitos
e 0 consequente desenvolvimento de imunidade ficam comprometidos. Nestas regioes,
ocorre a condicao conhecida como de instabilidade enzodtica, onde existem os agentes
e € grande a possibilidade de que ocorram surtos da doencga. Estes conceitos, assim
como as condi¢cdes para que determinadas regides passem a ser caracterizadas como
de estabilidade ou instabilidade, estdo definidos em MAHONEY (1962) e MAHONEY &
ROSS (1972), e a partir de entdo, exaustivamente descritos por varios autores.

O Rio Grande do Sul é considerado como area de instabilidade enzodtica,
devido as estagdes climaticas serem bem definidas, e as baixas temperaturas nao
favorecerem o ciclo de vida livre do vetor (GONZALES, 2003). Nestas areas sao
freqUentes os surtos da doencga, sendo preciso estar atento ao problema para se fazer
o diagnéstico e tratamento imediatos e corretos a fim de evitar ou minimizar as perdas.
Entretanto, mais importante que controlar os surtos é adotar medidas que visem a
profilaxia e o controle da doenca.

Para a tomada de decisdes e de acdes neste sentido, é imprescindivel que se
tenha o diagnéstico epidemiolégico do problema na regiao e mais especificamente, na
propriedade (SACCO, 2002). Esse diagnéstico epidemiolégico € baseado no
conhecimento do clima, manejo da propriedade, animais e pastagens, intensidade e a
freqUéncia da presenca do carrapato vetor, ragca dos animais, e principalmente, a
presenga de bovinos portadores sadios no rebanho. Portadores sadios sdao aqueles
animais que abrigam o patdégeno em seu organismo e ndo apresentam a doencga;
normalmente indicam a presenca do agente no meio ambiente e sédo fontes de
infeccao.

A identificacdo de animais portadores sadios tem sido feita ao longo dos anos
com a determinacdo da presencga e a intensidade de anticorpos anti-Babesia no soro
dos bovinos através de técnicas de imunodiagnéstico como, por exemplo, a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFl), utilizada por muitos anos e ainda hoje como

ferramenta importante para estudos de epidemiologia.
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O objetivo do presente trabalho foi delinear a situagdo epidemioldgica da
babesiose durante o segundo ano de vida de bovinos de uma propriedade localizada
em area marginal para o vetor Boophilus microplus. Para tanto, foram analisados
mensalmente a titulacdo de anticorpos anti- B. bovis e anti-B. bigemina, a presenga ou
ndo do carrapato vetor e os dados climaticos da regido ao longo do experimento, com

posterior comparacdo com os dados referentes ao primeiro ano de vida dos animais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agente etiologico

Conforme Levine (1988) a babesiose é causada por parasitos do filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Piroplasmida, familia Babesiidae, género
Babesia, e as principais espécies causadoras da babesiose bovina sdo: Babesia bovis
(BABES, 1888) e Babesia bigemina (SMITH & KILBORNE, 1893). Estas espécies sao
transmitidas pelos carrapatos Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887), sendo um dos
fatores limitantes ao crescimento da bovinocultura mundial em areas tropicais e
subtropicais (YOUNG e MORZARIA, 1986; BROWN, 1997). Conforme Levine (1985),
Babesia e babesiose ocorrem em muitas partes do mundo onde existem carrapatos.

Segundo Kuttler (1988), estas espécies de protozoarios ocorrem juntas e com
grande incidéncia entre latitudes 32°N e 32°S, sendo este o local de ocorréncia do
carrapato vetor. Nos carrapatos, estes protozoarios sdo transmitidos por passagem
transovariana, sendo o numero de carrapatos no ambiente um importante fator
determinante na incidéncia de babesiose (MAHONEY, 1969; GUGLIELMONE, 1995).

Babesia bovis (sinonimia: B. argentina e B. berbera) apresenta forma redonda
(1 a 2,54) ou piriforme (2 a 2,5u), podendo suas formas unidas orientarem-se em
posicdes variadas dentro dos eritrocitos (SOLORIO-RIVERA e RODRIGUEZ-VIVAS,
1997b). Babesia bigemina € mais larga e irregular e necessita ficar em angulo agudo
no interior da célula (MAHONEY, 1973), a forma piriforme mede em torno de 3 a 4u de
extensdo por 0,8 a 1,2u de largura (SOLORIO-RIVERA e RODRIGUEZ-VIVAS, 1997a).
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2.2 Ciclo biolégico

Segundo Young e Morzaria (1986) e Friedhoff (1988), o ciclo das babesias se
desenvolve da seguinte forma: a infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre devido
este ingerir eritrécitos infectados com gametécitos. No estdmago deixam os eritrécitos
e atingem a luz do intestino. Diferenciam-se em corpos raiados, considerados gametas
iniciando a gametogonia. Apds dois a quatro dias, os gametas feminino € masculino se
fundem e formam uma célula esférica chamada zigoto, que se transforma em uma
célula chamada cineto primario ou oocineto. O inicio da esporogonia ocorre quando o
oocineto invade as células epiteliais baséfilas do intestino e inicia as divisées
assexuadas, formando mais cinetos, que sao liberados das células intestinais para a
hemolinfa, invadindo os hemdcitos e outros 6rgaos, até mesmo os ovarios e odcitos.
Nestas células o processo de divisdo assexuada continua, produzindo os esporocinetos
que invadem novas células e seguem se multiplicando durante o periodo de pré-
postura e postura, até a teledgina morrer. Quando as larvas se fixam no hospedeiro
vertebrado, ocorre novamente a esporogonia e 0s esporocinetos invadem as glandulas
salivares sofrendo uma outra forma de reproducao assexuada, formando esporozoitos,
sendo estes as formas infectantes para o bovino.

No hospedeiro vertebrado ocorre a merogonia: 0s esporozoitos inoculados,
junto com a saliva, no momento que o vetor suga o0 sangue dos bovinos penetram nas
hemacias e transformam-se em trofozoitos, sofrem divisdo formando duas células
chamadas de merozoitos (merogonia), que rompem as hemacias ao sairem. Os
merozoitos invadem novas hemacias pelo seguinte processo: o merozoito entra em
contato com um novo eritrocito e segue a orientacdo do polo apical deste merozoito
com a superficie do eritrocito, ocorrendo entdo a fusdo das membranas e a liberagao
do conteudo das roptrias do merozoito e ap6s a invaginacdo das membranas do
eritrocito 0 merozoito esta dentro da célula. O merozoito fica em um vacuolo
parasitoforo e se diferencia em trofozoito, rompe o vacuolo, ficando em contato direto
com o citoplasma da hemacia. O trofozoito apresenta uma Unica membrana, que
permite o contato direto com o citoplasma da hemacia e por difusdo e osmose,
alimenta-se de substancias do citoplasma (FARIAS, 1995). A divisdo do trofozoito

ocorre por brotamento ou fissdo binaria, formando novamente as paredes internas e o
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complexo apical, originando novos merozoitos ou gametocitos. Os merozoitos estao
prontos para deixarem as hem@cias, e ao sairem, provocam ruptura da célula vermelha
(FARIAS, 1995). O carrapato, ao se alimentar no bovino, ingere os eritrocitos contendo

0s parasitos, e a partir dos gametécitos, ha o recomego do ciclo.

2.3 Transmissao

A transmissao de B. bovis e B. bigemina ocorre em diferentes estagios de vida
do carrapato (MAHONEY e ROSS, 1972). B. bigemina é transmitida por ninfas e
adultos (machos e fémeas). Caso a infecgdo se torne patente no bovino havera a
reinfeccdo destes carrapatos através da alimentagcdo das teledginas (infeccao
alimentar). As teledginas também poderdao manter a infeccao para a préxima geracao
de carrapatos caracterizando uma transmissao ou infecg¢ao vertical.

Segundo Freidhoff & Smith (1981) e Freidhoff (1988), o protozoario B. bovis &€
transmitido exclusivamente por larvas, e isso ocorre por estarem localizadas no tecido
glandular, que sofre histélise total durante a muda para ninfa, levando estas a
perderem a capacidade de infec¢do apds ter ocorrido a transmissao. As teledginas nao
possuem formas capazes de infectar seus ovos, apenas se o ingurgitamento destas
tele6ginas ocorrer em um hospedeiro infectado. Desta forma, a infecgdo da populagéao

de carrapatos é baseada somente na infecgao alimentar da fémea ingurgitada.

2.4 Patogenia

O processo patolégico em babesiose esta relacionado ao crescimento e
multiplicagao de Babesia dentro dos eritrocitos (MAHONEY, 1973).

Segundo Mahoney (1977), dois eventos ocorrem no hospedeiro parecendo ter
um papel central na patogenia da babesiose: a destruicao dos eritrécitos e 0 aumento
de substancias farmacologicamente ativas. A anemia ocorre pela destruicdo e/ou
seqlestro dos eritrocitos pelo sistema reticulo endotelial, pois a adesao do protozoario
a superficie dos mesmos provoca um reconhecimento de corpo estranho. Segundo
BROWN et al. (2006a) as hemacias parasitadas expdem na superficie de sua

membrana antigenos que auxiliam a fagocitose e ativagdo do sistema imune.
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O hematozoario B. bigemina comumente causa alta parasitemia resultando em
anemia hemolitica e hemoglobinuria (YOUNG e MORZARIA, 1986). O principal efeito
patogénico de B. bigemina é a hemolise resultante da multiplicacdo dos parasitos e da
sua saida para parasitar novas células. No inicio esta lise é diretamente proporcional a
parasitemia, sendo que com o agravamento da doenga, mesmo eritrocitos nao
parasitados passam a ter maior fragilidade osmética (WRIGHT, 1981).

O protozoario B. bovis secreta um poderoso ativador de calicreina, enzima
sérica existente em forma precursora nao ativada, que quando ativada converte
cininogénio em cinina que € um poderoso vasodilatador (MAHONEY et al., 1979). A
liberacdo de substancias farmacologicamente ativas com a ativacao dos sistemas de
complemento, da cinina, fatores de coagulagao e da fibrindlise, provoca vasodilatacao,
aumento da permeabilidade dos vasos sangiineos, levando a obstrucao da circulacao
local (WRIGHT et al., 1989; BOCK et al., 2004).

Conforme Wright e Goodger (1988), a sindrome do choque hipotensivo que
ocorre na infecgdo aguda por B. bovis € caracterizada por baixo numero de parasitas
circulantes, mas com alta percentagem de eritrécitos parasitados nos capilares do
cérebro, musculos e rins. Durante a infeccdo por B. bovis, a calicreina plasmatica é
ativada logo ap6s os parasitos comegarem a multiplicagdo no sangue, antes da
destruicao dos eritrécitos comecar a aparecer.

Wright et al. (1989) citam que B. bovis tem como caracteristica principal o
sequlestro de eritrocitos parasitados no leito dos capilares, principalmente do cérebro.
Os capilares cerebrais sdo ocupados por eritrécitos infectados que se agrupam uns aos
outros e também no endotélio (BOCK et al., 2004). A membrana dos eritrocitos
infectados apresenta uma maior rigidez com dificuldade em percorrer capilares
estreitos 0 que somado a alteracbes nos componentes plasmaticos, tais como fibrina
soluvel, leva a uma diminuicdo do fluxo no sistema microvascular, culminando na
estase total e oclusdo dos pequenos vasos (COMMINS et al., 1988).

Mudancas macroscopicas encontradas em lesdes pds-morte em bovinos
infectados por B. bovis nos pulmdes, coragdo € mucosa do abomaso, descritas por
Patarroyo et al. (1982), sdo comparadas as lesdes descritas na sindrome do choque
anafilatico, sugerindo que a morte é devido ao choque.
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A patogenia é maior nos animais adultos que comumente sédo levados a obito.
Os animais mais jovens sdo mais resistentes (LEVINE, 1985; ZINTL et al., 2005).
Conforme Soares et al. (2000), babesias desencadeiam anemia, principalmente, pela
destruicao eritrocitica decorrente dos aspectos bioldgicos dos agentes em realizarem
parte de seu ciclo no interior destas células.

Conforme Mahoney et al. (1979), a destruicao de eritrécitos geralmente é
maior do que atribuido a saida dos parasitos destas células, sendo que B. bigemina
aumenta a fragilidade osmotica dos eritrocitos em geral e B. bovis aumenta a
fragilidade dos eritrocitos nao parasitados, provocando hemdlise. Também ocorre um
aumento indiscriminado de fagocitose (MAHONEY, 1973).

2.5 Sinais Clinicos

Ha grande variacdo nos sinais clinicos devido a diferenca de patogenicidade
entre as espécies e mesmo entre cepas da mesma espécie. A susceptibilidade do
hospedeiro pode estar alterada pela idade, raga e anticorpos colostrais (MAHONEY et
al., 1979). Benavides e Sacco (2007) citam que as caracteristicas genéticas também
provocam variacbes nos sinais clinicos, onde dentro de um grupo homogéneo de
animais desafiados com B. bovis constatou-se trés diferentes fenétipos: animais
suscetiveis, intermediarios e resistentes. As respostas individuais irdao ocasionar maior
ou menor intensidade aos sinais clinicos caracteristicos da doenca.

As manifestagdes clinicas come¢cam quando o parasito se torna detectavel no
esfregaco sanguineo (MAHONEY et al.,, 1973). Segundo Donnelly (1973), Mahoney
(1994) e Zintl et al. (2005), a doenca é caracterizada por febre e hemoglobinaria. A
febre esta associada ao aparecimento do parasito na corrente circulatéria e é o
primeiro sinal clinico da enfermidade (MAHONEY, 1977; SOLORIO-RIVERA, 1997). Do
8° ao 15° dia apds a infecgdo por B. bigemina, os bovinos apresentam intensa
parasitemia e a destruicdo dos eritrécitos € responsavel pela anemia hemolitica e
hemoglobindria (YOUNG e MORZARIA, 1986). Segundo Levine (1985) os animais
tornam-se apaticos, comem menos e ocorre parada da ruminacao, ficando magros e
ictéricos. As fezes apresentam coloracdo marrom amarelada e a anemia severa é

causada pela invaséo e destruigédo dos eritrécitos, onde até 75% das células podem ser
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destruidas. A morte pode ocorrer em quatro a oito dias nos casos agudos, sendo que a
mortalidade chega a atingir 50 a 90% dos casos nédo tratados (LEVINE, 1985).

O periodo de incubacao por B. bovis é de seis a 15 dias, € o primeiro sinal
clinico é o aumento da temperatura que normalmente dura dois a trés dias (REIK,
1966; MAHONEY, 1977). B. bovis determina um quadro de anemia branda, palidez de
mucosas, febre, sialorréia, depressao, disturbios neuroldgicos e tremores, muitas vezes
mimetizando sintomas de outras enfermidades como a raiva dos bovinos e intoxicagdes
por plantas causadoras de doengas neurolégicas (SOARES et al., 2000).

Tem sido observado que na infeccdo por B. bovis em bovinos, ocorre
seqlestro de eritrocitos parasitados nos capilares da substancia cinzenta do encéfalo
(CALLOW e McGAVIN, 1963; ROGERS, 1971; PATARROYO et al., 1982; SOLANO,
1986). Isso provoca eventos quimicos e imunolégicos que induzem manifestacoes
clinicas distintas, caracterizadas por sinais neuroldgicos e conhecidas como babesiose
cerebral (CALLOW e McGAVIN, 1963; RODRIGUES et al., 2005).

2.6 Imunidade

Conforme Ulevitch et al. (2004), a imunidade inata € a primeira linha de defesa,
formada por células fagociticas, células matadoras naturais (NK) e citocinas, sendo
uma resposta ndao especifica. O sistema imune inato ativa as células via seus
receptores que reconhecem os padrdes moleculares encontrados em muitos diferentes
microorganismos. Para que a defesa seja duradoura e eficaz é necessario o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa mediada por linfocitos T e B (BOCK et
al., 2004). Desta forma a imunidade inata é essencial para ignicado da resposta imune
adquirida por meio da ativagcdo dos macréfagos e células NK e a produgcdo de suas
respectivas citocinas (MADRUGA et al., 2001).

Segundo Brown e Palmer (1999), quando ocorre a primo-infeccdo, os
macréfagos fagocitam os eritrdcitos parasitados e merozoitos livres, processam e
apresentam os antigenos de babesia para as células T CD4" através do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Este mecanismo € fundamental, pois os
eritrécitos nao possuem MHC, necessitando, portanto das células apresentadoras de

antigenos, para que estas promovam o desenvolvimento de uma resposta imune
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adquirida, (BROWN e PALMER, 1999; MACHADO et al., 2004). Stich et al. (1998) e
Goff et al. (2001) e Goff et al. (2002) relataram que o IFN-y secretado por macroéfagos
ativados frente a merozoitos de babesia, representa um papel chave na resposta imune
e supressao desse parasito, e as células NK também produzem IFN- y em resposta
aos estimulos de IL-12 e IL-18. Os macro6fagos ativados pelos eritrocitos parasitados
produzem 6éxido nitrico e derivados, inibindo assim as atividades intracelulares,
facilitando a fagocitose das células vermelhas parasitadas, e também atuando como
células apresentadoras de antigenos em conjunto com linfécitos T auxiliares (Th)
(STICH et al., 1998; HOPE et al., 2005). Isto resultara no controle da parasitemia e,
portanto, superacao da fase aguda da infeccdo (MADRUGA et al.,, 2001). Segundo
Allred e Al-Khedery (2004), o controle da infeccdo é mediado pela destruicao de
eritrécitos infectados por ativagcdo de macrofagos esplénicos e a neutralizacao
promovida pelos anticorpos direcionados contra merozoitos extracelulares e antigenos
variaveis existentes na superficie de eritrécitos infectados por B. bovis definidos como
VESA 1 (variant erythrocyte surface antigen-1). Esses mecanismos imunes sao
dependentes das células T CD4* (BROWN et al., 2006a).

Brown et al. (2006b) descrevem que bovinos sobreviventes a uma infecgao
inicial com B. bovis, naturalmente ou seguido de quimioterapia, ficam persistentemente
infectados e resistentes a doenca clinica. A imunidade relacionada a idade para
infeccao inicial com B. bovis esta bem estabelecida, caracterizada pela forte imunidade
inata em terneiros jovens (SHODA et al., 2000; GOFF et al., 2001). Terneiros resistem
a infecgao por B. bovis por expressar precocemente niveis mais altos de IL-12, IFN-y e
oxido nitrico (ESTES e BROWN, 2002; BROWN, 2006a).

Brown et al. (2006b) descreveram que terneiros jovens sao relativamente
resistentes para desenvolver a forma severa da doenca tipica observada em adultos
suscetiveis no inicio da infecgcdo com B. bovis. Essa resisténcia relativa a idade néao é
unicamente devido ao efeito protetor dos anticorpos maternos, pois a duracdo da
resisténcia excede aquela transferida passivamente por anticorpos e terneiros nascidos
em regides livres, quando infectados experimentalmente com o parasito, também se

mostraram resistentes.
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De acordo com O’Donoghue et al. (1985), os niveis de anticorpos aumentam
durante a fase aguda da infeccdo e depois declinam durante a fase cronica, a cinética
da producao de anticorpos contra B. bigemina mostraram que a IgM é detectada sete
dias apds a inoculagdo desse hemoparasito, alcancando um pico no 12° dia e
persistindo em um platdé até o 22° dia, declinando até baixos niveis no 28° dia pos-
inoculagao. A IgG também é detectada no sétimo dia pds-infecgao, alcancando titulos
mais altos no 12° dia e permanecendo, assim, por sete semanas. Os niveis de
anticorpos anti-Babesia caem, em média, quatro a cinco meses apds a auséncia do
agente (FARIAS, 1995). A presenca de titulos detectaveis de anticorpos néo significa,
necessariamente, imunidade protetora, entretanto € um indicador eficaz de infeccao
recente, quer naturalmente adquirida ou por vacinacao (BOCK et al., 2004).

2.7 Diagnostico

O diagnéstico clinico deve ser baseado em uma anamnese completa e no
exame clinico, auxiliado pelo exame laboratorial através da determinacao de volume
globular e esfregagco sangiineo (FARIAS, 1995). Esses procedimentos permitem
somente que se resolva um problema especifico de momento, um caso clinico que
deverd ser tratado ou um surto que devera ser debelado.

Ja o diagnodstico epidemioldgico, baseado em uma anamnese completa e na
determinagdo de animais portadores sadios em diferentes faixas etarias do rebanho
estudado, permite que se estabeleca, quando necessario, um programa de profilaxia,
ou seja, que se evite ou que se amenize o problema. Conforme Mahoney (1977);
Torodovic e Long (1976); Solorio-Rivera e Rodriguez-Vivas (1997a); Figueroa et al.
(1994); Osaki et al. (2002), o que permite fazer o diagnostico epidemiologico € o
conhecimento de portadores sadios, para isto existem as seguintes ferramentas:

» Ferramentas diretas: determinacdo da presenca de Babesia nos animais
sadios do rebanho, feito através de esfregaco grosso de sangue, técnicas
de biologia molecular, a presenca de Babesia é detectada através de seu
DNA.

» Ferramentas indiretas: determinacdo da presenga de anticorpos anti-

Babesia nos animais sadios do rebanho (se positivo, estes animais tém ou
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ja tiveram Babesia em seu organismo, o patdégeno esta presente no

ambiente); feito através de testes soroldgicos.

As infeccdes clinicas por Babesia spp. sao diagnosticadas pela visualizacao
direta do parasito em esfregacos sanguineos examinados em microscépio optico.
Como em infecgdes subclinicas ou latentes, no caso de portadores sadios, o grau de
parasitemia é muito baixo, tornando extremamente dificil a demonstragdo do parasito
em esfregaco sanguineo (KESSLER et al., 1998), a deteccao de anticorpos especificos
no soro dos portadores foi uma alternativa encontrada para identificar bovinos nestas
condicdes (ROSS e LOHR, 1968; MARTINS et al., 1996).

2.7.1 Sorologia - Imunofluorescéncia Indireta (IFl)

Ross e Lohr (1968) consideraram o teste de imunofluorescéncia indireta para a
deteccdo de anticorpos anti-B. bigemina em soro bovino, altamente especifico e
suficientemente sensivel para detectar uma resposta positiva em animais infectados
por dois anos.

Torodovic (1975) e Morzaria et al. (1992) citam uma variedade de testes
sorologicos que tem sido empregados ao longo dos anos, por muitos pesquisadores
para detectar anticorpos especificos anti-Babesia spp. em bovinos, tais como: fixacao
de complemento, hemaglutinagdo indireta, precipitagdo em gel e imunofluorescéncia
indireta. Morzaria et al. (1992) citam outros métodos de diagndstico como ELISA e
ELISA de captura, sendo que estes superam em sensibilidade e especificidade o teste
de IFl. Martins et al. (1996), Araujo et al. (1997), Aradjo et al. (1998), Oliveira et al.
(1999), Madruga et al. (2000) e Santos et al. (2001), comparando os testes de
conglutinacao rapida (TCR), IFI e ELISA, observaram concordancia nos resultados dos
testes.

Martins et al. (1996), através de comparagdes entre os testes de ELISA e IFI,
constataram concordancia nos resultados, citando vantagens do ELISA pela
capacidade de realizacdo de um numero maior de testes em um mesmo periodo,
avaliagdo quantitativa e maior sensibilidade. O fator limitante para o uso de ELISA é a
dificuldade na obtenc&o de antigenos de alta qualidade (BOSE et al., 1995). As provas
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de ELISA e IFI sdo as mais utilizadas como rotina de laboratério para o diagnéstico
sorolégico (WRIGHT, 1990; MACHADO, 1995; MADRUGA et al., 1997).

2.8 Epidemiologia
No Brasil, em regides de clima tropical a presenca constante do carrapato no
rebanho permite a inducao natural e a manutencdo da imunidade contra os agentes do
complexo da tristeza parasitéaria bovina. Desta forma €& importante conviver com o
parasito, porém em niveis capazes de manter essa imunidade e amenizando ao
maximo as perdas econémicas causadas pelos agentes da TPB (FURLONG, 1993).
Conforme Mahoney (1973), o que acontece na babesiose em alguns rebanhos
sob condigbes naturais depende inteiramente da freqliéncia com que a Babesia é
transmitida. Isto depende da relagdo numérica existente entre carrapatos e o gado
neste meio ambiente. A epidemiologia da babesiose ndo € meramente uma aplicacao
pratica de pequenas observagdes, pois envolve conhecimentos da complexa interacao
de trés sistemas populacionais: hospedeiro, Babesia e vetor (MAHONEY, 1977).
Segundo Mahoney (1962), Mahoney e Ross (1972), Friedhoff e Smith (1981), a
prevaléncia soroldgica de infecgdo aos nove meses de idade € a base para descrever
um modelo epidemioldgico classico determinando trés situacdes béasicas: até 12% de
animais positivos, 0s surtos sao pouco provaveis, mas se ocorrer havera grande
prejuizo; de 12 a 80% de animais positivos, € uma situagdo de maximo risco,
considerada como instabilidade enzodtica; e acima de 80% de animais positivos, existe
pouca probabilidade de ocorréncia de surtos, considerada como area de estabilidade
enzootica.
Os agentes de babesiose acompanham a distribuicdo geografica do vetor e
existem trés situacoes diferenciadas:
= Areas livres - locais em que o carrapato ndo ocorre devido as condigdes
climéaticas nao permitirem o desenvolvimento do ixodideo, como no extremo
sul do Brasil e em regides do Uruguai e da Argentina (abaixo do paralelo
32°S), consequientemente nao havendo babesiose (FARIAS, 1995).
= Areas de instabilidade enzoética (ou marginais) — locais em que o

nuamero de carrapatos flutua ao longo do ano, causando incidéncia reduzida
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ou variavel de infecgbes nos bovinos, resultando em que muitos animais
escapem da infeccdo durante seu primeiro ano de vida, ocasionando
freqientemente conseqiiéncias severas como sua ndo imunizagdo
(MAHONEY, 1969). Geralmente sdo regides proximas aos paralelos 32°N e
32°S, onde ocorre uma estagéo fria bem definida, onde os bovinos podem
permanecer longos periodos sem o contato com o carrapato e os agentes
(Babesia spp.) por eles transmitidos, levando a uma queda nos niveis de
anticorpos (FARIAS, 1995; VANZINI & RAMIREZ, 1995). Nestas areas a
taxa de inoculagdo nem sempre é suficientemente elevada para assegurar
uma transmissao continua do parasito entre o vetor e a populagdao animal,
podendo ocorrer surtos de babesiose (RAMIREZ-CRUZ et al., 1997).
Quando a infecgao latente cessa antes que o hospedeiro desenvolva sua
imunidade, este se torna um adulto indefeso contra a reinfeccdo, que
geralmente levara a uma doenca clinica aguda, geralmente fatal (JOYNER
& DONNELLY, 1979).

= Areas de estabilidade enzoéticas (ou endémicas) — locais caracterizados
pela presenca constante do carrapato durante todo o ano, suficiente para
causar infeccdo em terneiros nos primeiros meses de vida e parasitemia
persistente, com raros casos clinicos de babesiose, pois os animais ficam
protegidos imunologicamente (FRIEDHOFF e SMITH, 1981). Existe uma
elevada taxa de transmisséo (taxa de inoculacdo) do parasito entre o vetor
e 0 hospedeiro (RAMIREZ-CRUZ et al., 1997).

Conforme Guglielmone (1995) e D’andrea et al. (2006), dependendo da raca
explorada, manejo, niveis de infestacdes do carrapato B. microplus e tratamentos com
carrapaticidas de longo periodo residual, sera possivel transformar areas consideradas
estaveis em instaveis e vice-versa. Vieira et al. (2003) descrevem que em regiées no
sul do Brasil, com trés geragbes de carrapatos ao ano, o método utilizado para
controlar o carrapato podera interferir na estabilidade enzodtica da babesiose bovina.

Segundo Madruga et al. (2000), os estudos de prevaléncia destes
hemoparasitos sdao importantes para a determinacdo da situacao epidemiolégica em
uma regido, indicando uma situagdo de instabilidade ou de estabilidade endémica e,
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consequentemente indicando a necessidade ou nao de adog¢do de medidas

preventivas.

2.8.1 Prevaléncia de babesiose bovina

No Brasil, devido a sua grande extensao geografica e a grande diversidade de
condicdes climaticas, de vegetacdo, de racas criadas e de manejo desta criacao, a
prevaléncia da babesiose bovina é bastante diversificada, conforme as condi¢gées de
cada um destes fatores e a combinagao entre eles.

Estudos epidemioldgicos indicam situacdo de estabilidade enzodtica em
grande parte do territério nacional, como na Zona da Mata em Minas Gerais
(SALCEDO et al.,, 1987), nas microrregides em Feira de Santana, Jequi€, Ilhéus-
ltabuna, e Vitéria da Conquista no Estado da Bahia (ARAUJO et al., 1997) e planalto
norte de Santa Catarina (SOUZA et al., 2002). Isto ocorre devido a maior parte do
territério nacional se encontrar em regiao geografica com condicdes ambientais e
climaticas favoraveis a biologia do carrapato vetor, permitindo seu desenvolvimento
constante ao longo de todo o ano, e a predominancia de ragas zebuinas combinada
com um manejo extensivo nestas regides. Entretanto, mesmo em regides do sudeste
como cita Souza et al., 1999a e centro-oeste onde fatores especificos de clima, racas e
manejo fogem a estas caracteristicas, criam-se situagées de instabilidade como as
estabelecidas na regido sul do Rio Grande do Sul, em funcdo de localizacao
geografica, clima, manejo e ragas (PATARROYO et al., 1982; MADRUGA et al., 1984;
MARTINS et al.,, 1994; VIDOTTO et al.; 1995). Nestas regides de instabilidade
enzootica a doenca assume carater de maior importancia, sendo um sério problema e
um entrave ao desenvolvimento da pecudria bovina.

Patarroyo et al. (1984) verificaram a soroprevaléncia de babesiose, pela IFI,
em bovinos com mais de dois anos de idade, na regido da Zona da Mata, Minas
Gerais, variando de 61,7% a 97,2% e 59,5% a 88,9% para B. bovis e B. bigemina,
respectivamente. Olivé Leite et al. (1989) observou no sul do Rio Grande do Sul, ao
redor da cidade de Pelotas (considerada como area de instabilidade enzodtica para o
carrapato bovino), que 76,4% dos terneiros com idade de oito a dezoito meses eram
positivos para B. bovis e 80,36% para B. bigemina.
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Artiles et al. (1995) no municipio de Bagé, RS, analisaram soros de terneiros e
constataram uma prevaléncia de 74% para B. bovis através da técnica de ELISA e 87%
para B. bigemina através da técnica de IFl. Krolow (2002) avaliou animais de uma
propriedade rural no municipio de Pedro Osorio, RS, durante seu primeiro ano de vida
e constatou uma situacao de estabilidade enzoética. Aos nove meses de idade 90,3% e
100% dos animais apresentavam anticorpos contra B. bovis e B. bigemina,
respectivamente, utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta.

Souza et al. (2002) buscaram conhecer a prevaléncia de anticorpos
especificos para B. bovis e B. bigemina no Planalto Norte de Santa Catarina e
observaram que animais da faixa etaria de 12 a 24 meses, avaliados sorologicamente
pela IFI, estavam em situacao de estabilidade enzoobtica. Os percentuais de animais
soropositivos para ambos protozoarios aumentaram com a faixa etaria até os 24
meses, explicado pela maior oportunidade que tiveram os animais de serem inoculados
por babesias no decorrer do tempo.

Estes trabalhos em prevaléncia demonstram a importancia de se conhecer a
situacdo epidemiolégica de cada regido, localidade e propriedade para determinar as
acoes a serem tomadas e delinear programas de controle e profilaxia. Conforme
Guglielmone (1995); Vieira et al. (2003) e D’andrea et al. (2006) citam que mesmo
dentro de uma regido considerada estavel ou instavel em funcdo de suas
caracteristicas geograficas e climaticas, a situacdo epidemioldgica de uma propriedade
pode ser alterada em fungc&o de manejo dos animais e dos campos, como por exemplo:
introducdo de ragas européias onde havia apenas zebuinos, lavouras e/ou pastagens
cultivadas onde havia campo nativo, a introducdo, em campos livres de carrapato, de

animais vindos de zonas infestadas e os métodos de controle do carrapato vetor.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa de Pecuaria dos Campos
Sulbrasileiros (CPPSUL/EMBRAPA), na cidade de Bagé, RS.

3.1 Material

Foram utilizados soros de bovinos com idade de 13 a 24 meses, filhos de
vacas da raca Santa Gertrudis e touro Polled Hereford, coletados no ano de 2001, na
Fazenda Curupira, situada no municipio de Pedro Osdrio, RS, tendo como situagao
geografica: latitude 32° 01’ 28”, longitude 522 55’ 01” e altitude média de 68 metros. A
localizagdo da propriedade, por estar préximo ao paralelo 32°S, apresenta condigdes
climatolégicas que favorecem a infestacdo de carrapatos nos bovinos por alguns
meses do ano, e outros ndo. Essa situacdo geralmente determina o estado de

instabilidade enzodtica para TBP.

3.2 Coleta e analise de amostras

O trabalho constou de um estudo descritivo da resposta sorolégica de bovinos
em uma propriedade em regido de instabilidade enzodtica. Nao houve alteragdo do
manejo normal da propriedade, somente foram realizadas coletas mensais de sangue,
com e sem anticoagulante, dos animais para a obtencao de soro e determinacédo de
hematocrito, além de obtidas informacdes de manejo, presenca e controle de
carrapatos nestes animais.

O sangue para a obtencdo de soro, coletado sem anticoagulante, foi
centrifugado a 3000g por 10 minutos e o soro foi armazenado a -20°C até o
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processamento. O soro foi submetido & técnica de Imunofluorescéncia Indireta para
deteccdo de imunoglobulinas (IgG) anti-B. bovis e B. bigemina. O sangue com

anticoagulante foi utilizado para a determinagdo do hematdcrito.

3.2.1 Dados da Infestacao por Boophilus microplus
A avaliagao da infestagao por Boophilus microplus dos animais do experimento
foi realizada mensalmente, quando da coleta de sangue, onde apenas foi observada a

presencga ou auséncia dos ixodideos.

3.2.2 Sorologia - Imunofluorescéncia Indireta (IFl)

Os soros bovinos foram descongelados e submetidos a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta para detecgdo de imunoglobulinas anti B. bovis e B.
bigemina (anticorpos da classe IgG). Esta técnica tem como principio tornar visivel a
reacao antigeno-anticorpo por meio de uma antiimunoglobulina marcada com
fluorocromos (IICA, 1984). O fluorocromo utilizado foi o isotiocianato de fluoresceina
(FITC), o qual emite fluorescéncia verde.

Os soros controles positivo e negativo para B. bovis e B. bigemina foram
diluidos a 1:80 em PBS. O soro negativo foi obtido de animais experimentais da
CPPSUL/EMBRAPA — Bagé, RS, nascidos e mantidos em area livre de carrapatos. Os
soros positivos foram obtidos de animais infectados experimentalmente com B. bovis e
B. bigemina. Os soros-teste sofreram diluicdes dobradas, a partir de 1:80 (conforme
rotina do Laboratério de Hemoparasitologia da Embrapa Pecuaria Sul), sendo o titulo
final a ultima diluicdo na qual foi observada fluorescéncia.

A técnica foi realizada segundo IICA (1984), com algumas modificagbes. Os
antigenos, armazenados a -20°C, foram fornecidos pelo Laboratério de Saude Animal
do CNPGC-Embrapa — Mato Grosso do Sul — MS. As laminas de antigeno foram
retiradas do congelador, transferidas para estufa a 37°C e deixadas em repouso por
dez minutos. Imediatamente apds eram confeccionados os circulos com esmalte sobre
a distensao (21 circulos por lamina). Logo, os soros foram colocados nos circulos e as
laminas incubadas em camara umida por trinta minutos a 37°C. Apds, as laminas foram

lavadas trés vezes com PBS sob fraca agitagdo por dez minutos, e secas no ventilador.
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O conjugado’ foi diluido em PBS (1:320 conforme indicacéo do fabricante), distribuido
nos circulos e as laminas incubadas novamente nas mesmas condicées descritas.
Apés, as laminas foram lavadas em PBS, duas vezes sob fraca agitacdo por dez
minutos cada, e por cinco minutos em solugéo A + B (anexo), e secas em local escuro.
A leitura foi realizada em microscopio de fonte de luz UV, com ocular de 10X e objetiva
de 40X.

3.2.3 Hematécrito

O sangue coletado com EDTA foi utilizado para determinar o hematécrito
através da técnica do microhematécrito. O sangue foi colocado em tubos capilares,
centrifugado a 13.000g por 7 minutos e o resultado foi lido no cartao de leitura (SINK e
FELDMAN, 2006).

3.3 Dados Climatolégicos

Os dados utilizados foram obtidos da Estacdo Agroclimatolégica Capao do
Ledo — RS (EMBRAPA/ETB — Campus da UFPel), das normais climatolégicas que
referem-se a um periodo de 30 anos e as médias mensais do ano de 2001 obtidos do
Boletim Climatolégico (http://www.cpact.embrapa.br/agromet/estacao/boletim.html) da
mesma Estagdo. As médias normais foram comparadas com as médias mensais do
periodo de 2001. As variaveis analisadas foram: temperaturas médias, minimas e

maximas, precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar.

3.4 Analise Estatistica

Foram realizadas analises de estatistica descritiva das titulagdes como o calculo
de média, moda, mediana, bem como freqiéncias (de dados nao transformados). Para
a analise dos niveis de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foi necesséria a
transformacao das titulagcbes através de logaritmo decimal+1, para que os dados
apresentassem distribuicdo normal. A comparagéo entre os meses do ano foi realizada

através de analise de variancia e a comparacao entre grupos de meses realizada

' Anti-Bovine IgG (whole molecule) FITC conjugate. Sigma Chemical Company.
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através da opgao de contrastes ortogonais dentro da analise de variancia no programa
estatistico SAS (1989). Para uma melhor comparagdo entre os resultados de
sorologia dos terneiros no primeiro ano de idade, foram utilizados os resultados obtidos
por Krolow (2002).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Presenca de Boophilus microplus
Os dados da infestagdao por carrapatos nos animais do experimento e as
épocas de aplicacao de carrapaticidas estdo expressos na Figura 1.
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Figura 1. Percentual de animais infestados por Boophilus
microplus ao longo do ano (dezembro 2000 a novembro 2001).

A auséncia do carrapato nos animais foi detectada apenas nos meses de
fevereiro e maio, devido a tratamentos carrapaticidas, estando presente nos demais
meses. Esse fato ndo foi observado em outros experimentos realizados na regidao, nos

quais a infestacdo dos bovinos desaparece durante os meses de inverno,
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reaparecendo em meados da primavera (BRUM et al., 1987). Gonzalez (2003)
descreve 0 modelo populacional de carrapatos no sul do Brasil, onde os primeiros
ixodideos surgem apo6s os meses de julho e agosto sendo esta populacdo considerada
como primeira geragao pos-inverno. A presencga do carrapato em quase todo o ano

deve-se provavelmente as condigbes climaticas, descritas a seguir.

4.2 Dados Climatoldgicos

A biologia de B. microplus é fortemente influenciada pela temperatura e seus
diferentes tempos de evolugcdo das diferentes etapas da fase de vida livre séo
encurtados pelas altas temperaturas e prolongados pelas baixas temperaturas
(GLORIA et al., 1993).

Avaliando as variaveis de temperatura dos ultimos trinta anos, observou-se
que durante o ano em que foi realizado o experimento, as temperaturas médias foram
superiores as normais, sendo que nos meses de inverno as médias de minima, média
e maxima estavam acima do esperado, favorecendo o ciclo de vida livre do carrapato
(Figura 2). Apenas no més de julho as temperaturas médias atingiram valores inferiores
a 15°C, inviabilizando o que seria o fator limitante mais importante ao ciclo de vida livre
do carrapato, que € o frio prolongado (GONZALES, 2003).

A umidade relativa do ar manteve-se superior a média dos ultimos 30 anos, 0
que, juntamente com a temperatura elevada, também favoreceu o desenvolvimento do
carrapato, pois as larvas podem sobreviver até oito meses sob estas condicbes de
umidade proximas e ou superiores a 80% (HITCHCOCK, 1955 apud VIEIRA, 2002).

4.3 Hematécrito

O hematdcrito ou volume globular (VG) € um dado clinico que se altera quando
0s parasitos se multiplicam e destroem as hemacias, ocasionando uma diminui¢cdo do
eritron circulante (KERR, 2003), e conseqlientemente baixando seus valores. Como
nao houve casos clinicos durante a realizagdao do experimento, ndo ocorreu alteracao

dos niveis normais do hematdcrito para espécie bovina (Tabela 1).
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Figura 2 - Normais climatologicas de (a) temperaturas médias,
minimas, maximas, (b) umidade relativa do ar e precipitacdo
pluviométrica na regiao sul do Rio Grande do Sul no periodo de 1971
a 2000, comparadas com as médias mensais observadas em 2001.
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Pode-se observar que mesmo o0s bovinos estando carrapateados e sendo
inoculados com os protozoarios (confirmado pela sorologia) os animais nao entraram
em fase clinica da doenga, embora tenham tido um caso de queda do hematdcrito
(fevereiro, Tabela 1), que evoluiu para a estabilizagdo, devido ao equilibrio entre o
in6culo recebido e o nivel de anticorpos dos bovinos (MAHONEY et al., 1972;
SOLARIO-RIVERA, 1989; FARIAS, 1995). Os valores normais para espécie bovina,
segundo Silveira (1988) variam de 24 a 48%.

Tabela 1. Variacao mensal da média do hematdcrito (%) de bovinos durante o
segundo ano de vida, nascidos em 2000.

Meses Média Variacao
Dezembro 36,5 31-43
Janeiro 35,5 25 — 41
Fevereiro 32,6 14 — 41
Marco 37,2 29 —-48
Abril 39,8 32 -50
Maio 35,5 27 - 50
Junho 38,5 25 -46
Julho 37,1 32 -45
Agosto 37,1 29 — 47
Setembro 37,0 26 — 47
Outubro 37,1 31-45
Novembro 38,1 32-48

4.4 Sorologia - Imunofluorescéncia Indireta

Os resultados das provas soroldgicas demonstraram que, aos dois anos de
idade, 100% dos animais apresentaram anticorpos anti-B. bovis (Figura 3), e
mantiveram-se neste percentual para B. bigemina enfatizando a situacdo de
estabilidade enzodtica ja constatada nesta propriedade por Krolow (2002), apesar
desta estar localizada em regido definida como de instalibilidade enzodética por Olivé
Leite et al. (1989) e Artiles et al. (1995). Este fato deve estar relacionado com o manejo
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da propriedade, no qual permite infestagcbes baixas e constantes de carrapatos, ao
longo dos anos.

Comparando os resultados destes mesmos animais em seu primeiro ano,
analisado por Krolow (2002) dos sete até os 13 meses de idade, as titulagdes variaram,
mas dos 14 meses em diante observou-se uma diminuigdo das titulagées tanto para B.
bigemina como B. bovis (Figuras 4, 5 € 6).

A andlise de contrastes demonstrou que as titulagdes durante o primeiro ano
de vida dos bovinos foram significativamente superiores quando comparadas ao
segundo ano para B. bovis (P=0,0002) e para B. bigemina (P<0,0001). Pelo mesmo
método observou-se que as titulagbes para B. bigemina mostraram diferencas
significativas entre as estacbes do ano, sendo que as médias do verdo foram
superiores as das demais estacoes (P<0,05) para esta espécie.
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Figura 3 - FreqUéncia mensal de bovinos soropositivos para Babesia
bovis, durante o segundo ano de vida (2000/2001).



40

—— B. bigemina

Média

—— B. bovis

3000

2500 - --\
,

2000 ‘

1500 - ; \
1000 < ’

Y

Titulacao

N
.
’
A .

s00 ~TTTTTTT \\\ PO AN

0 T T T T T T T T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
@ A S © N D O F M@EA MI G A S © N D

Idade animais/Meses ano

Figura 4 - Variacdes dos titulos de anticorpos (Imunofluorescéncia Indireta) anti-£
bigemina e B.bovis dos 7 aos 24 meses de idade, em bovinos naturalmente
infectados (2000/2001).

Estas variacbes poderiam ser explicadas pela queda gradual dos niveis de
anticorpos obtidos da primo-infeccdo (MELENDEZ & FORLANO, 1997; SOARES et al.,
2000). No entanto, para B. bovis nao houve esta diferenca, talvez pela persisténcia
maior dos anticorpos contra este protozoario. Ja os anticorpos anti-B. bigemina nao
permanecem muito tempo circulantes no organismo hospedeiro, onde 0s bovinos
necessitam novas inoculacdes pelos vetores para manter os niveis de anticorpos no
organismo (MAHONEY et al., 1973).

As titulagbes de anticorpos anti-B. bigemina foram significativamente mais
altas que anti-B. bovis, provavelmente devido a alguns fatores: a B. bigemina tem
como caracteristica, além da transmissao alimentar, a transmissao vertical, ou seja, as
teledginas poderdo manter a infeccdo para préxima geracdo (MAHONEY e ROSS,
1972), representando um potencial reprodutivo superior (SMITH, 1982). Ja com B.
bovis a infecgdo da populagcdo de carrapatos é baseada somente na infeccao alimentar
da fémea ingurgitada (FREIDHOFF e SMITH, 1981). Desta forma, ha evidéncias de
que B. bigemina esteja mais difundida no ambiente do que B. bovis (OLIVE LEITE et
al., 1989; ARTILES et al., 1995; ALMEIDA et al., 2006). Geralmente esta maior
prevaléncia de anticorpos especificos anti-B. bigemina é devido ao seu maior potencial
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reprodutivo, além de ser transmitida por véarias geragdes sem necessidade de
reinfeccdo (SMITH, 1982).

Ainda que a propriedade rural estudada neste trabalho tenha sido descrita
como em situacdo de estabilidade (KROLOW, 2002), quatro animais (13%)
apresentaram titulos baixos e inconstantes para B. bovis durante seu primeiro ano de
vida e somente demonstraram soroconversdo durante o seu segundo ano, quando
mantiveram um platdé apds a reinfestacdo por carrapatos (Figura 7). Este fato se
observou no outono, onde normalmente ocorre a terceira geragdao deste ixodideo
(GONZALES, 2003). Estes resultados podem ter sido causados devido a suas maes
apresentaram titulos no pré-parto de 1:80 (N=1), 1:160 (N=2), e 1:640 (N=1), e seus
terneiros mostraram titulos colostrais maximos de 1:80 (N=2) e 1:320 (N=2) (KROLOW,
2002). Ao longo dos meses (0-12) os niveis de anticorpos dos terneiros variaram de
zero a 1:640, permanecendo assim até 17 meses de idade. Estes resultados estdo em
concordancia com Souza et al. (2002) e podem ser explicados pela maior oportunidade
do contato dos bovinos com o carrapato.

Estes mesmos animais, no seu primeiro ano de vida, foram infestados com B.
microplus, conforme descrito em Krolow (2002) e houve soroconversao apenas para B.
bigemina. Segundo Mahoney e Mirre (1971), a taxa de inoculacao de B. bigemina pelo
B. microplus é uma consequéncia da maior infectividade deste protozoario para o
ixodideo, o que a torna mais difundida no ambiente, sendo de maior prevaléncia no sul
do Rio Grande do Sul (OLIVE LEITE et al., 1989). Osaki et al. (2002), constataram que
terneiros infestados com carrapatos desde os 30 dias de idade permaneceram
soronegativos para B. bovis até os seis meses de idade, em propriedade localizada no
Parana.

De fato se observa que, mesmo em propriedade com situagcdo de estabilidade
enzootica, alguns animais podem escapar da imunizacdo natural nos seus primeiros
nove meses de idade, principalmente no que se refere B. bovis, levando a ocorréncia
de casos isolados de doenca clinica. Almeida et al. (2006) observaram que os surtos
de TPB ocorridos no sul do Rio Grande do Sul, no periodo de 1978 a 2005, foram na
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técnica de imunofluorescéncia de quatro animais cuja soroconversao foi mais

tardia, no periodo de 24 meses. Dados dos 12 primeiros meses segundo Krolow
(2002).

maior parte dos casos nos meses de outono e verdo, e os animais afetados
apresentavam de um a trés anos de idade e destes, 41% foram de B. bovis e 4,9%
de B. bigemina, o que reforca os dados verificados no presente estudo. Em
experimento no Uruguai, Solari et al., 1992, observaram que 90% dos surtos foram
causados por B. bovis devido a estes protozoarios estarem distribuidos de forma
esparsa no pais.

Portanto, manter os animais em contato com o carrapato de forma

constante e em niveis baixos, é essencial para manutencao da imunizagao natural
de babesias.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

e a propriedade estudada encontra-se em situagéo de estabilidade enzodtica para

babesiose bovina, mesmo estando localizada em area tipica de instabilidade;

e as titulacbes de anticorpos anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina
verificadas no segundo ano de vida dos bovinos s&o inferiores aquelas

produzidas apés a primo-infeccéo (durante o primeiro ano);

e no rebanho estudado, os animais sofrem maior inoculagéo de B. bigemina, uma

vez que 100% mantiveram-se soropositivos durante todo o segundo ano de vida,

e mesmo diante da situacdo de estabilidade, alguns animais n&o apresentam
niveis estaveis de anticorpos anti-B. bovis ao longo do seu segundo ano de vida,
0 que justifica ser essa espécie a maior causadora de surtos e casos clinicos

isolados na regiao.
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ANEXO

Formulas das solugdes utilizadas na IFI:
a) Solucdo A
NagHPO4 ...................... 9,46 g
H.O destilada ............... 1000 ml
b) Solucdo B
KH2P04 ...................... 11 ,34 g
H.O destilada ............... 1000 ml

c) Tampao Fosfato (PBS) pH 7,2

SOIUGA0 A ..o, 112,5 ml
Solugao B ......cceveeenee 28 ml
NaCl ..o, 8,5¢

H>O destilada g.s.p......... 1000ml

Ajustar o pH para 7,2 com acido cloridrico.

d) Solucdo A +B
SOIUGAO A ..o 100 ml
STo] [V]o7- (o} = 50 ml



