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RESUMO

Esta tese inclui trés artigos sobre a epidemiologia da tristeza parasitdria bovina
(TPB) no cariri e sertdo paraibano. O primeiro capitulo € um artigo que descreve a
ocorréncia de surtos de TPB no sertdo paraibano, sendo 18 de anaplasmose por
Anaplasma marginale, dois de babesiose por Babesia bigemina, dois por Babesia nao
identificada e dois por infec¢do mista por Anaplasma marginale e Babesia sp. Os surtos
se concentraram no final do periodo chuvoso e inicio do periodo seco de cada ano,
sendo 22 em animais adultos e dois em bezerros de aproximadamente 11 meses. Dois
surtos ocorreram em bovinos da raca Nelore, um em animais da raca Gir e os 21
restantes ocorreram em animais das racas Holandesa, Pardo Suica e mesticas das
mesmas com zebuinos. No segundo capitulo foi investigado a soroprevaléncia de A.
marginale, B. bigemina, B. bovis e T. vivax, assim como os fatores de risco para estas
infeccdes. A presenca de anticorpos nos soros dos animais foi detectada pela técnica de
imunofluorescéncia indireta, utilizando antigenos especificos. Os valores médios de
soroprevaléncia por fazenda foram 15% (0-75%) para A. marginale, 9,5% (0-40%) para
B. bigemina, e 26,9% (0-73,7%) para B. bovis. No terceiro capitulo foi realizado um
estudo para determinar a incidéncia de infeccdes naturais por A. marginale, B. bigemina
e B. bovis em bezerros a partir dos 30 dias de nascidos em fazendas do semidrido
paraibano. Os valores de incidéncia pela reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para
infec¢do por A. marginale variou de 0%, 83,3%, 85,7, 100% e 100%. Os valores de
incidéncia para B. bigemina foram de 12,5% e 85,7% em duas propriedades. A infec¢do
por B. bovis foi observada somente em uma propriedade com percentual de incidéncia
de 42,8%. Na deteccdo de anticorpos pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
os valores de incidéncia para infeccdo por A. marginale para as 5 fazendas foram,
respectivamente, de 0%, 50%, 42,8%, 14,3% e 28,6%. Soropositividade para B.
bigemina e B. bovis foi observada apenas em uma propriedade, com incidéncia de
57,1% e 71,4%, respectivamente. Conclui-se que o Cariri e o Sertdo Paraibanos sdao

areas de instabilidade enzodtica para os trés agentes da TPB.

Palavras-chaves: Epidemiologia, tristeza parasitaria bovina, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, bezerros, prevaléncia, incidéncia.



ABSTRACT

This thesis contains three articles on the epidemiology of tick fever in the semiarid
region of Paraiba. The first chapter is an article that describes the occurrence of
outbreaks of tick fever in the semiarid region of Paraiba, 18 of anaplasmosis by
Anaplasma marginale, two of babesiosis by Babesia bigemina, two by unidentified
Babesia and two by mixed infection with Anaplasma marginale and Babesia sp. The
outbreaks were concentrated at the end of the rainy season and early dry season each
year. Twenty two occurred in adult cattle and two in of calves of approximately 11
months-old. Two outbreaks occurred in Nelore cattle, one in Gir, and the remaining 21
occurred in animals of the Holstein or Brown Swiss breeds or crosses of these breeds
with Zebu cattle. In the second chapter we investigated the seroprevalence of A.
marginale, B. bigemina, B. bovis and T. vivax in cattle, as well as the risk factors for
these infections. The presence of antibodies in the serum of animals was detected by
indirect immunofluorescence (IFA), using specific antigens. Mean values for farm
seroprevalence was 15.0% (0-75%) for A. marginale, 9.5% (0-40%) for B. bigemina,
and 26.9% (0 to 73.7%) for B. bovis. In the third chapter the incidence of natural
infection by A. marginale, B. bovis and B. bigemina in calves was monitored each 14
days from one to 12 months-old in 5 farms in the semiarid region of Paraiba. By
polymerase chain reaction (PCR), the incidence of A. marginale infections were 0%,
83.3%, 85.7%, 100%, and 100%. The incidence of B. bigemina infections were 12.5%
and 85.7% in two farms. Infection with B. bovis was observed only in one farm with
incidence of 42.8%. By the detection of antibodies by the IFA the incidence of
infections by A. marginale in 5 farms were, respectively, 0%, 50%, 42.8%, 14.3% and
28.6%. Seropositivity to B. bigemina and B. bovis was found in only two farms, with
incidences of 57.1% and 71.4%, respectively. It is concluded that the semiarid region of

Paraiba is of enzootic instability for tick fever.

Keywords: Epidemiology, tick fever, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, calves,

prevalence, incidence.
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INTRODUCAO

Esta tese é formada por trés trabalhos, todos relacionados a epidemiologia da
tristeza parasitdria bovina (TPB) no semidrido da Paraiba. O primeiro artigo descreve a
ocorréncia de surtos de TPB no sertdo paraibano. No segundo, foi investigado a
soroprevaléncia para Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis e
Trypanosoma vivax em vacas, assim como os fatores de risco para estas infeccoes. No
terceiro foi realizado um estudo para determinar a incidéncia de infec¢des naturais por
A. marginale, B. bovis e B. bigemina em bezerros a partir dos 30 dias de nascidos em
fazendas do semidrido paraibano.

A situacdo atual das doencas parasitdrias mais importantes do semidrido
Paraibano, Rhipicephalus (Boophilus) microplus e TPB, mosca dos chifres (Haematobia
irritans) e parasitoses gastrintestinais de caprinos e ovinos podem ser definidas como
um caos parasitolégico (NARI, 2011). Os surtos de TPB sado frequentes, principalmente
no final das chuvas e, pelos trabalhos desta tese, se sabe que no semidrido da Paraiba ha
areas livres de carrapato, dreas de estabilidade e areas de instabilidade enzodtica para
TPB, mas ndo se conhecem as variacdes entre as diferentes regides nem as variagdes de
um ano para outro, dependendo da extensdo do periodo de seca. Nao se conhece a
epidemiologia da doenca com detalhes nem a ocorréncia de resisténcia. Nao temos
definido formas adequadas de controle. Os erros no controle do carrapato, dependendo
somente da utilizacdo de carrapaticidas, com tratamentos frequentes e subdoses
(COSTA et al., 2011), tém levado certamente ao aparecimento de resisténcia parasitdria,
que at¢é o momento ndo foi diagnosticada e, mais do que isso, a contaminagdo
ambiental, até agora desconhecida. Adicionalmente, ndo ha um sistema de diagnostico
sistemdtico adequado, nem da doenga, nem da resisténcia. Nao adianta fazer um ou
varios trabalhos de pesquisa relatando aspectos epidemioldgicos da doenca, nem
resisténcia em algumas fazendas; temos que contar com um diagndstico de rotina,
incluindo as técnicas tradicionais (hematdcrito e esfregaco) além de diagndstico
sorolégico e possivelmente, diagndstico molecular. Nesta tese esses diagndsticos foram
realizados com a colaboragdo de instituicdes de Sdo Paulo e Minas Gerais. Uma
situacdo ainda pior constata-se com a mosca de chifre; ndo se conhece a sua
epidemiologia, nem sequer a frequéncia nas diferentes épocas do ano. O produtor ndo

tem nenhuma assisténcia técnica no referente ao tratamento; trata sem conhecer a
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eficiéncia do produto, as vezes com produtos inadequados, e repete os tratamentos cada
vez que aumenta o nimero de moscas nos seus animais. Ndo se tem nenhuma
informacdo sobre resisténcia, que certamente existe. Obviamente que os tratamentos
para a mosca do chifre também tratam o carrapato, e vice-versa, criando mais
resisténcia e aumentando a contaminagdo ambiental e o risco dos consumidores em
consumir produtos de origem animal contaminados por pesticidas.

A situacdo das parasitoses gastrintestinais ndo € diferente. H4 diversos trabalhos
que constataram a resisténcia aos anti-helminticos. Em um trabalho recente foi
encontrada multiresisténcia a todas as drogas em sete fazendas (RIET-CORREA, 2013).
Ainda no momento hi diversos materiais de divulgacdo que aconselham trés
tratamentos anti-helminticos durante a seca e um durante as chuvas, pritica que &,
provavelmente, a maior responsdvel pela resisténcia anti-helmintica no semiarido. Com
esta situacdo ndo hd nenhum veterindrio que recomende testar ou teste a efici€éncia do
anti-helmintico que estd sendo utilizado quando se geram dividas da sua eficiéncia ou
que recomende ou faca testes de resisténcia antes de trocar de anti-helmintico. Nao ha
recomendacdes de outras medidas que podem diminuir a utilizagdo de anti-helminticos
e levar a um controle mais eficaz e que evitem a resisténcia, como o caso dos
tratamentos seletivos. O FAMACHA tem sido utilizado experimentalmente (VILELA et
al.,, 2012; RIET-CORREA 2013), mds nao é utilizado pelos produtores. Certamente
esta situacdo tem uma tendéncia a piorar rapidamente, de tal forma que se ndo sdo
mudadas as préticas de controle poderemos passar da situagdo de caos para uma
situac@o de colocar em risco a caprino-ovinocultura, na qual a mesma resultard invidvel
pelas dificuldades em controlar as parasitoses gastrintestinais.

Perante essa situacdo de caos cabe a pergunta: quem € responsdvel pela
mudanga? Certamente, todos somos responsaveis. As instituicoes de pesquisa, na
Paraiba exclusivamente as Universidades, somos responsdveis por que ndo geramos o
conhecimento adequado. As Universidades sdo responsdveis, também, como
institui¢cdes de ensino, pois formam veterindrios que ndo tém o conhecimento nem a
compreensdo do problema; quantos veterindrios se formam conhecendo a epidemiologia
das principais parasitoses e o grave problema da resisténcia parasitaria € como control4-
la? A resposta € facil: muito poucos ou, mais provavelmente, nenhum. As instituicoes
de extensdao rural também sao responsdveis, pois divulgam técnicas inadequadas,
baseadas muito mais na propaganda dos vendedores de produtos veterindrios do que em

conhecimentos gerados sobre a realidade regional. Os servigcos veterinarios por outro
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lado estao dedicados ao controle de 3 ou 4 doencas infecciosas, sem sequer tomar
conhecimento das outras doengas, por mais importantes que sejam. As associagcdes e
cooperativas de produtores e os proprios produtores sdo, certamente, os que t€m menor
responsabilidade. O que poderiam fazer no meio do caos, sem saber a quem escutar nem
0 que escutar?

Mudar as nossas préticas € extremamente necessario. Temos que produzir
trabalhos de pesquisa para resolver os problemas dos produtores e da producdo, com
uma visdo multidisciplinar. Nao podemos estudar as doengas como se estas fossem
isoladas da realidade ou estuda-las desde um s6 ponto de vista. Os pesquisadores tém
que conhecer os problemas da producao, saber conversar e trabalhar com os produtores.
E muito frequente que os pesquisadores ou seus alunos visitem as fazendas para coletar
amostras para, no futuro, ndo voltar nunca mais a mesma. Muitos produtores reclamam
disso. As avaliacOes de projetos e trabalhos de pesquisa tém que avaliar a pertinéncia
dos mesmos. Nao € possivel continuar financiando projetos de pesquisa aplicada cujos
resultados nunca vao ser aplicados, pois sao totalmente divorciados da realidade. Nao é
mais possivel seguir financiando projetos que o tnico problema que vao solucionar € o
do préprio pesquisador ou do seu orientado: manter uma bolsa ou receber um diploma
de mestrado ou doutorado sem ter a minima ideia da importancia da pesquisa cientifica
para a sociedade.

Temos que criar sistemas de diagnoéstico tanto nas Universidades como nas
demais instituigdes. Os veterinarios privados deveriam realizar testes de diagnostico
como o fazem hoje para brucelose ou mormo. E impossivel hoje pensar em realizar
tratamentos anti-helminticos ou para carrapato sem fazer testes de resisténcia. Os testes
de resisténcia anti-helmintica deveriam ser aplicados rotineiramente pelos veterindrios
de campo ou por laboratérios de diagndstico privados. Deveriamos ter os testes
sorolégicos para Babesia spp. € A marginale na rotina de diversos laboratérios publicos
e privados. E claro que em dreas de instabilidade enzodtica serd imprescindivel a
utilizagdo de vacinas contra Babesia spp. € A. marginale, como ocorre em outros paises;
quem vai criar essa tecnologia para o semidrido? Quem vai produzir essas vacinas para
o pequeno produtor do sertdao nordestino?

As instituicdoes de extensdo e os produtores devem, permanentemente, exigir,
tanto do Governo quanto das instituicdes publicas de pesquisa a prestacao de contas dos
recursos utilizados em pesquisa. No Brasil, a grande maioria da pesquisa € financiada

com dinheiro publico, portanto nés pesquisadores devemos prestar contas a sociedade
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sobre o que estamos fazendo com esses recursos e para quem estamos fazendo as
pesquisas.

Os servigos veterindrios publicos, municipais, estaduais ou federais, devem sair
da letargia na que se encontram. Tém que participar, mediante assisténcia técnica,
diagnéstico ou outras atividades, do esfor¢o por controlar as principais doengas que
afetam nossos animais de producdo.

Esta tese tem resultados importantes para o conhecimento da TPB e de R.
microplus. No momento, hd na UFCG pelo menos dois projetos sobre o mesmo tema:
um sobre resisténcia de R. microplus aos acaricidas e outro sobre o ciclo de vida livre de
R. miroplus em condi¢des naturais. Mas isso ndo é suficiente, pois ndo garante a
continuidade da geracdo de conhecimento pertinente, que estd apenas no inicio. O que
devemos discutir durante a defesa desta tese? Serd mais importante discutir aspectos
relacionados a esses trabalhos, incluindo os pontos e as virgulas? Ou serd mais
importante discutir os pontos mencionados nesta introducdo? N6s ndo temos nenhuma
davida: a dltima alternativa € imensamente mais importante, e se os pesquisadores, pos-
graduandos e extensionistas que estardo assistindo a esta apresentacdo ou formando

parte da banca, encontram algum caminho a seguir, ja serd um ganho enorme.
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CAPITULO I

TRISTEZA PARASITARIA BOVINA NO SERTAO DA PARAIBA
O presente trabalho foi formatado nas normas da revista Pesquisa Veterinaria

Brasileira (anexo 2). O artigo foi submetido em 08 de setembro de 2010.



16

Tristeza parasitaria bovina no Sertiio da Paraiba’
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ABSTRACT. - Costa V.M.M., Rodrigues A.L., Medeiros J.M.A., Labruna M.B.,
Simdes S.V.D. & Riet-Correa F. 2011. [Cattle tick fever in the semiarid region of the
Brazilian state of Paraiba.]Tristeza parasitiaria bovina no Sertdo da Paraiba. Pesquisa
Veterindria Brasileira31(3):00-00. Hospital Veterinario, Centro de Saide e Tecnologia
Rural, Universidade Federalde Campina Grande, Campus de Patos, 58700-970 Patos,

PB, Brasil. E-mail:valery.medeiros @hotmail.com

Twenty four outbreaks of cattle tick fever are reported in the semiarid region of
Paraiba known as Sertdo. Eighteen outbreaks were caused by Anaplasma marginale,
two by Babesia bigemina, and two by mixed infection of A. marginale and Babesia sp.
In other two outbreaks of babesiosis the species of Babesia was not identified.
Outbreaks occurred from August 2007 to October 2009, however with a concentration
of the outbreaks at the end of the rainy period and beginning of the dry period in each
year. Twenty two outbreak saffected adult cattle and two affected calves approximately
11 months-old. Three outbreak saffected Bos taurus indicus cattle, of the Nelore and Gir
breeds. In 21 outbreaks Holstein, Brown Swiss and crossbred of these breeds with Bos
taurus indicus cattle were affected. It is concluded that in the Sertdo of Paraiba there are
areas of enzootic instability for cattle tick fever occurring outbreaks at the end of the
rainy season, mainly in hilly areas of the Borborema region, and in wet areas of some

river basins, including Rio do Peixe, Rio Piranhas and Rio Espinharas.

INDEX TERMS: Anaplasmosis, babesiosis, ticks, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, semiarid.

RESUMO.- Descrevem-se 24 surtos de tristeza parasitaria bovina no sertdo paraibano,
sendo 18 de anaplasmose por Anaplasma marginale, dois de babesiose por Babesia

bigemina, dois por Babesia nao identificada e dois por infeccao mista de A. marginale e
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Babesia sp. Os surtos ocorreram entre agosto de 2007 a outubro de 2009, porém, com
uma concentragdo dos surtos no final do periodo chuvoso e inicio do periodo seco de
cada ano, sendo 22 em animais adultos e dois em bezerros de aproximadamente 11
meses. Dois surtos ocorreram em bovinos da raga Nelore, um em animais da raga Gir e
os 21 restantes ocorreram em animais das racas Holandés, Pardo Sui¢o e mesticos das
mesmas com zebuinos. Conclui-se que no Sertdo da Paraiba ha dreas de instabilidade
enzootica, ocorrendo surtos de tristeza no final da época de chuvas, principalmente nas

dreas de planaltos e serras da regido da Borborema e em 4reas imidas como a Bacia do
Rio do Peixe, Rio Piranhas e Rio Espinharas em que hd a formacdo de microclimas

favoraveis a sobrevivéncia do carrapato.

TERMOS DE INDEXACAO: Anaplasmose, babesiose, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus, semidrido.

INTRODUCAO

Anaplasmose e babesiose sdo duas enfermidades distintas, que formam o
complexo conhecido como tristeza parasitdria bovina (TPB). A babesiose é causada
pelos protozodrios Babesia bovis e B. bigemina e a anaplasmose causada pela rickettsia
Anaplasma marginale. Os trés agentes s3o transmitidos pelo carrapato do boi,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A anaplasmose também pode ser transmitida de
forma iatrogénica, transplacentdria e por vetores mecanicos como moscas hematéfagas,
mutucas e culicideos (Kessler 2001).

A distribui¢do geografica da TPB € limitada pela presenca do carrapato vetor,
que necessita de fatores ambientais favordveis para completar seu ciclo bioldgico,
variando em trés dreas de ocorréncia: 1) dreas livres, onde o carrapato ndo ocorre devido
a condi¢des climdticas que impedem o desenvolvimento do parasito; 2) dreas de
instabilidade enzodtica, onde a ocorréncia de uma estacdo seca ou fria impede o
desenvolvimento da fase de vida livre do carrapato durante parte do ano. Assim, os
bovinos passam uma época do ano sem ter contato com o parasita ou com poucos
carrapatos, com isso nido desenvolvem imunidade duradoura contra a doencga. Nesses
rebanhos hd um significante risco de TPB devido a presenca de suficiente nimero de

animais susceptiveis que nao foram infectados até os 7-10 meses de idade; 3) areas de
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estabilidade enzodtica, nesta o carrapato esta presente durante todo o ano, de forma que
0s bovinos sdo expostos a carrapatos infectados até os 7-10 meses de idade e durante o
resto da vida, permanecendo imunizados. Nesses rebanhos, s@o raros os casos de doenca
clinica (Madruga et al 1993, Sacco 2002).

A TPB € um dos problemas sanitdrios que causa maior prejuizo econdmico na
pecudria bovina, que se traduz por altos indices de mortalidade e morbidade, com
significativa reducdo na produgdo de carne e/ou leite, aborto e menor fertilidade nos
animais afetados e altos custos com tratamentos e manejos especiais (Sacco 2001). A
infeccdo € causada pelo desenvolvimento e multiplicacdo de Babesia spp. e A.
marginale nas células sanguineas e tem como sinais clinicos febre, anemia, ictericia
(mais intensa e comum na anaplasmose), hemoglobindria (na babesiose),parada ou
redu¢do da ruminacao, sinais nervosos (caracteristicos da babesiose por B. bovis, 0 mais
virulento dos trés agentes), anorexia e prostragdo (Dreher et al. 2005, Kocan et al. 2004,
Souza et al. 2000).

O diagnéstico da TPB deve levar em consideracdao os dados epidemiolégicos,
sinais clinicos, lesdes observadas a necropsia e principalmente exames laboratoriais. O
diagndstico clinico nos casos de suspeita de TPB torna-se de suposi¢do uma vez que os
sinais clinicos podem ser confundidos com os de outras doencas. Desta forma o
diagnéstico laboratorial, pela identificacdo do agente e o hematdcrito, torna-se de
extrema importancia para a confirmac¢do da doenga e, consequentemente, para se fazer o
tratamento especifico dos animais e com isso, reduzir também os custos com medicac¢io
(Farias 2007).

Na Paraiba a prevaléncia de anticorpos para Babesia spp. foi estudada nas
regides de Campina Grande, Boqueirdo e Cariri, determinando-se que a primeira € de
estabilidade enzodtica enquanto que as outras duas sdo de instabilidade enzodtica
(Madruga et al. 1994). Na regiao de Sertdo Paraibano a situac@o da tristeza parasitaria
nio é bem conhecida, mas surtos ocorrem nas regides mais altas e nos leitos dos rios
mais importantes da regido (Costa et al. 2009). Nas dreas mais secas do sertdo R.
microplus ndo sobrevive durante o periodo de seca, mas tristeza parasitaria pode ocorrer
quando bovinos com carrapatos sdo introduzidos no inicio do periodo chuvoso e o
parasitas e multiplica durante esse periodo (Costa et. al 2009).0 presente trabalho
objetiva relatar surtos de TPB no Sertdo Paraibano e descrever alguns aspectos

epidemioldgicos da doenca.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na mesorregidao do Sertdo Paraibano, em propriedades
onde ocorreram surtos ou casos isolados de TPB. Foram revisados protocolos de
atendimento a campo e realizada leitura de ldminas de esfregacos sanguineos de cada
caso registrado no periodo de agosto de 2007 a setembro de 2009. O diagndstico
laboratorial foi realizado no Laboratério da Pds-Graduagcdao no Hospital Veterindrio da
UFCG. Nas laminas positivas para hematozodrios foi calculado o percentual de
parasitemia para cada agente encontrado. Amostras de sangue com anticoagulante
foram processadas para determinacdo do volume globular pela técnica do
microhematdcrito. Apds o diagndstico as propriedades foram visitadas para aplicacio de
um questiondrio epidemioldgico (ANEXO 3). Valores mensais de pluviosidade para o
periodo de 1996 a 2009, mensurados no municipio de Patos, foram obtidos junto a
Agéncia Executiva de Gestio de Aguas do estado da Paraiba, a fim de se avaliar se a
pluviosidade dos anos de 2007 a 2009 foram atipicas para a regido, isto é, acima ou

abaixo das médias dos anos pregressos.

RESULTADOS

Foram diagnosticados 24 surtos de tristeza parasitdria bovina, sendo 18 de
anaplasmose, dois de babesiose por B. bigemina, dois por Babesia ndo identificada e
dois por infeccdo mista de Anaplasma marginale e Babesia sp. O percentual de
eritrocitos parasitados por A. marginale nos esfregacos sanguineos variou de 1,8% a
80% e nos parasitados por B. bigemina variou de 2,06% a 5,21%. Os valores do
hematdcrito, realizado em 16 animais, variaram de 8% a 18%. Em 22 surtos foram
afetados bovinos maiores de 18 meses e, em dois, bovinos de aproximadamente 11
meses de idade (Quadro 1). A porcentagem de morbidade variou de 0,5 a 40,4 (média:
11,6), com a porcentagem de letalidade variando de 0 a 100 (média: 35,8). Dois surtos
ocorreram em bovinos da raca Nelore, um em animais da raca Gir e os 21 restantes
ocorreram em animais das ragas Holand€s, Pardo Suico e mestico das mesmas com
zebuinos.

Dos 24 surtos, 22 ocorreram no final do periodo chuvoso e inicio do periodo
seco, entre maio e outubro de cada ano (Fig.1). Os municipios afetados foram Piancé

(19 surtos) que apresenta uma altitude de 264m e coordenadas geograficas de
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07°11°52"S e 37°55°44"0, Aparecida (2 surtos) com uma altitude de 224m e
coordenadas geograficas de 06°47°02"S e 38°05°13"O, Pombal (1 surto) que esta
situada a uma altitude de 184 metros e possui coordenadas de 06°46°12"S e
37°48°07"0, Sao José de Espinharas(1 surto) que se encontra a uma altitude de 208m e
coordenadas de 06°50°49"S e 37°19°33"0O e Patos (1 surto) que possui uma altitude de
242 metros e coordenadas geograficas de 07°01°28"S e 37°16°48"0O. Nos anos de 2008
e 2009, quando foram observados 23 dos 24 surtos (Quadrol), observou-se um claro
aumento no indice de chuvas na regido estudada em relacdo ao ano de 2007 e a média
do periodo 1996-2006 (Fig.2). Entre 1996 e 2006, a média de pluviosidade nos meses
com maior abundancia de chuvas (janeiro a maio) em Patos foi de 59,34 a 118,9mm
mensais, valores proximos dos observados em 2007. No entanto, nos meses de 2008 e
2009, as quantidades de chuvas mensais praticamente dobraram ou triplicaram atingido
valores méaximos de 491,6mm para marco/2008 e 641 mm para abril/2009.

Nas propriedades de Piancé foram observados carrapatos nos animais durante o
periodo chuvoso, todos os anos. Com a aplicacdo do questiondrio verificou-se a
aplicacdo indiscriminada, sem critérios técnicos, dos banhos carrapaticidas nos bovinos.
Todos os banhos eram por aspersdo, com frequéncia varidvel de duas vezes na semana,

a cada oito dias, quinze dias ou a cada dois a trés meses, porém sem um programa
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Tabela 1. Dados epidemioldgicos e hemoparasitas identificados em 24 surtos de tristeza parasitdria ocorridos no sertdao da Paraiba no periodo de

2007 a 20009.

Dados da Propriedade Dados dos surtos
Surto e N° Raca ) N° de boyinos N° de mortes Categoria Hemoparasitas identificados no sangue
Municipio total de . Més/Ano acometidos . . . ; ; . b
bovinos predominante (% morbidade) (% letalidade) acometida A. marginale  B. bigemina Babesiasp.

1 Pianco 20 Mestiga® 08/2008  Nao disponivel  Nao disponivel Adulta +

2 Piancé 25 Mestiga® 06/2008 5(20,0) 0(0,0) Adulta +

3 Piancé 20 Gir 09/2008 1(5,0) 0(0,0) Adulta +

4 Piancé 8 Mestiga® 04/2008 2 (25,0) 1 (50,0) Adulta +

5 Piancé 80 Holandesa 08/2008 1(1,25) 0(0,0) Adulta +

6 Piancé 26 Nelore 06/2008 1(3,8) 1 (100) Jovem +

7 Piancé 20 Mestiga® 06/2009 2 (10,0) 0(0,0) Adulta +

8 Piancé 15 Mestiga® 09/2008 2(13,3) 0 (0,0) Jovem +

9 Piancé 30 Mestiga® 08/2007 1(3.3) 0 (0,0) Adulta +

10 Piancé 25 Mestiga® 09/2008 1(4,0) 0(0,0) Adulta + +
11 Piancé 10 Mestiga® 09/2008 1(10,0) 1 (100) Adulta +
12 Piancé 15 Mestiga® 10/2008 2 (13,3) 0 (0,0) Adulta +

13 Piancé 23 Mestiga® 12/2008 3(13,0) 1(33,3) Adulta +

14 Piancé 40 Mestiga® 06/2008 1(2,5) 0(0,0) Adulta +

15 Piancé 12 Mestiga® 08/2009 1(8,3) 1 (100) Adulta + +
16 Piancé 29 Mestiga® 08/2009 1(3,4) 1 (100) Adulta +

17 Piancé 15 Mestiga® 09/2009 2 (13,3) 0(0,0) Adulta +

18 Piancé 10 Mestiga® 09/2009 1 (10,0) 0(0,0) Adulta +

19 Piancé 17 Mestiga® 09/2009 1(5,9) 0(0,0) Adulta +

20 Aparecida 87 Nelore 08/2008 10 (11,5) 9 (90,0) Adulta +

21 Aparecida 200 Mestiga® 07/2009 1(0,5) 0(0,0) Adulta +

22 S. J. Espinhara 120 Mestiga® 07/2009 7 (5,8) 5(71.4) Adulta +

23 Pombal 20 Pardo Suica 07/2008 8 (40,0) 7 (87,5) Adulta +

24 Patos 27 Mestica® 05/2009 12 (44,4 11 (91,7) Adulta +

Animais mesticos de racas zebuinas com Holandés e Pardo Suico.
b ~ Pt L - .. e
Por questdes logisticas, a espécie de Babesia ndo foi identificada nesses surtos
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estabelecido de controle de carrapatos. O momento dos banhos era decidido sob critério
subjetivo do criador, a despeito de um possivel numero “elevado” de carrapatos
visiveis, porém sem quantificacdo estabelecida. Em apenas uma propriedade foi
verificada a aplicacdo correta do volume de calda carrapaticida aplicada nos banhos (4-
5L/animal); em algumas propriedades eram usadas bombas de 20L para 13 a 40 animais

adultos e em outras uma bomba de 10L para 8 a 15animais adultos.

N° surtos
o N H ()}

W 2007
| ﬂf
02008
[ N h [ [
@ 2009
JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
Més

Figura 1. Distribui¢do mensal dos surtos de tristeza parasitdria bovina nos anos de 2007 a 2009.

No surto em Sao José de Espinharas ocorrido em um rebanho de vacas mesticas
Holandés, o proprietario ndo tinha observado infestacdo por carrapatos em anos
anteriores. Neste rebanho, foi relatada a introducdo recente de animais com carrapatos
provenientes da Zona da Mata Pernambucana, drea tida como de estabilidade enzodtica.
O surto de anaplasmose ocorreu no més de julho, morrendo cinco animais, de um total
de 120.

Em Aparecida ocorreram dois surtos de anaplasmose. O primeiro afetou um
rebanho de corte com 87 bovinos da raca Nelore. Dez animais adoecerem e nove
morreram em dez dias. No segundo surto, ndo foram vistos carrapatos nos bovinos; no
entanto, durante a aplicacdo do questiondrio foi informado que na propriedade era
realizado o controle de carrapatos a cada oito dias, utilizando uma bomba de
pulverizacdo de 20 litros para banhar 25 animais. Ainda durante a visita foi informado

que no periodo do surto havia a presenca de numerosos tabanideos na propriedade.
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Figura 2. Acima se observa as médias de chuvas mensais no municipio de Patos durante o
periodo de 1996-2006, no sertdo paraibano, e abaixo as quantidades mensais de chuvas nos anos
de 2007, 2008 e 2009 no mesmo municipio. Fonte: Agéncia Executiva de Gestio de Aguas da

Paraiba.

Na regido de Patos, na bacia do Rio Espinharas, um surto de anaplasmose
ocorreu em uma propriedade localizada nas margens do Rio Espinharas, onde morreram
I1animais de um rebanho leiteiro de 27 vacas cruzas zebuinos com Holandés e Pardo
Suico. Foi mencionada a ocorréncia de carrapatos nos animais em anos anteriores.
Durante a primeira visita, realizada em junho de 2008, foi vista pouca quantidade de
carrapatos. Os primeiros animais tinham adoecido em maio do mesmo ano e o rebanho
era tratado com carrapaticidas a cada sete dias, numa propor¢ao de dois litros de calda
por animal. Neste surto foi realizada a necropsia de um dos animais acometidos, sendo
observados macroscopicamente: ictericia, figado cor de tijolo e baco aumentado. Em
um surto de anaplasmose em Pombal, adoeceram oito bovinos e morreram sete de um

rebanho de 20 vacas da raga Pardo Suico.

DISCUSSAO

Este trabalho confirma os resultados de um estudo anterior que definiu que no
Sertdo da Paraiba ocorrem surtos de TPB no final da época de chuvas nas areas de

planaltos e serras, em dareas umidas como as bacias do Rio do Peixe e Rio Piranhas e
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também em d4reas irrigadas, como no municipio de Patos, em que hd a formacdo de
microclimas favordveis a sobrevivéncia do carrapato (Costa et al. 2009). No entanto,
chama a atencdo que enquanto no periodo de 2000 a 2007 foram diagnosticados 14
surtos da doenga (Costa et al. 2009), somente nos anos de 2008 e 2009 foram
observados 23 surtos. Esta maior frequéncia estd, aparentemente, relacionada a
ocorréncia de dois anos seguidos com chuvas abundantes, em valores atipicamente
acima da média histérica para a regido. Estes resultados sugerem que no Sertdo da
Paraiba haja dreas de instabilidade enzodtica nas regides mais altas do Sertdo e nas
bacias dos rios perenes, e dreas livres, nas regides mais secas e quentes do Sertdo.
Mesmo nestas ultimas, se bovinos com carrapatos sdo introduzidos no inicio do periodo
de chuvas, podem ocorrer surtos no final do mesmo (Costa et al 2009), como
possivelmente ocorreu na propriedade em Sdo José de Espinhara no presente trabalho.
No entanto, essa situacdo pode ndo se tornar estavel, jJ& que mesmo em areas livres os
carrapatos podem sobreviver durante anos chuvosos ou se manter em areas de maior
umidade em beiras de agudes e pastagens irrigadas. Por outro lado as dreas livres
provavelmente aumentem nos anos mais secos, quando as condi¢des de sobrevivéncia
do carrapato sd@o mais dificeis, € diminuam nos anos mais chuvosos, em condicdes
favordveis para a sobrevivéncia do vetor.

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que, no Sertdo paraibano,
casos clinicos de TPB sdo mais frequentes por anaplasmose do que por babesiose, fato
que pode estar associado as formas de transmissdo. R. microplus é o principal
transmissor, mas a anaplasmose pode ser ainda transmitida por vetores mecanicos como
tabanideos. No caso dos tabanideos, uma parasitemia maior que 0,3% favorece a
transmissdo mecanica por estes insetos (Kieser er al. 1990 ). Neste trabalho, o
percentual de hemdcias parasitadas por A. marginale observado foi muito elevado (1,8%
a 80%) quando comparado ao que € visto por outros autores, onde dificilmente atinge
0,3% (Kieser et al. 1990). As altas parasitemias certamente possibilitam a transmissao
por vetores mecanicos, tais como mutucas, que sao comuns em todas as propriedades do
Sertdo no periodo chuvoso. Uma vez que haja bovinos sintomdticos com altas
parasitemias no rebanho, a ocorréncia de novos casos poderia ser potencializada pelos
tabanideos, comuns em todas as propriedades do sertdo no periodo chuvoso. Essa
hipétese ainda precisa ser testada, pois ndo existem dados publicados sobre esse assunto

na regido estudada.
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Outra forma importante de transmissio € o uso coletivo de agulhas durante as
vacinagdes e a aplicacdo de algumas medicacdes realizadas nos rebanhos, comuns nas
criacdes de bovinos na regido. No semidrido, a possibilidade de transmissdao de A.
marginale por esse meio, deve ser pesquisada para que possam ser tomadas as medidas
preventivas adequadas. De qualquer forma € recomendavel que nas édreas onde foi
diagnosticado anaplasmose, ndo se utilize a mesma agulha para a administracdo coletiva
de medicamentos e vacinas.

Semelhante ao que vem ocorrendo em outras areas de instabilidade enzodtica
(Farias 2007) a grande maioria de bovinos afetados sdo adultos. Bovinos de todas as
idades sdo suscetiveis a infeccdo destes hemoparasitos, sendo que os animais jovens
apresentam menor resisténcia a doenca do que os animais adultos. A maior frequéncia
da doenca em adultos se deve as condicdes climaticas do Sertdo Paraibano que ndo
permite a presenc¢a constante do carrapato e com isso, nao hd transmissao continua dos
agentes da TPB aos bovinos, principalmente em animais jovens, fazendo com que estes
nio desenvolvam imunidade especifica adequada e tornem-se adultos sensiveis.
Também foi constatado neste trabalho que os animais mais afetados sdo bovinos das
racas Holandesas, Pardo Suico e suas cruzas com animais da raga Gir, utilizadas para a
producdo de leite. Somente trés surtos ocorreram em Bos taurus indicus, em gado das
racas Nelore e Gir. Bovinos Bos taurus taurus sio mais sensiveis a infestacdo por
carrapatos que bovinos Bos taurus indicus, € as cruzas se situam em um nivel
intermedidrio de susceptibilidade (Payne & Osério 1990).

A avaliacdo dos resultados deste trabalho e de um trabalho anterior (Costa et al.
2009) evidencia as dificuldades para se estabelecer medidas de controle e profilaxia da
TPB no semidrido. Em dreas altas de serra (Piancd, por exemplo) e bacias de rios
(Aparecida e Patos, por exemplo), onde o carrapato é mais frequente, seria necessirio
que os produtores optassem por uma convivéncia com o mesmo, diminuindo a
frequéncia dos banhos e deixando que os bezerros se infectem ainda nos primeiros
meses de idade. Nesta situacdo os adultos somente deveriam ser tratados com
carrapaticidas quando evidenciem uma infestacdo importante, que possa causar
prejuizos ao animal. Segundo Junqueira (2010) a partir de 20-30 carrapatos por animal
ocorrem perdas produtivas em animais adultos, portanto poderia recomendar-se o
tratamento carrapaticida quando houvesse infestacdo de 10-20 fémeas adultas. Os
bezerros ndo deveriam ser banhados a menos que apresentassem infestacdes graves.

Pelo contrario, é uma pratica comum na regido que os produtores comecem a banhar
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todos os animais imediatamente apds detectar infestacdo por carrapatos adultos. Outras
alternativas que deveriam ser consideradas, no futuro, sdo a utilizacdo da premunicdo
como forma de profilaxia para a babesiose e anaplasmose, (Gongalves 2000), ou mesmo
vacinas contra R. microplus, que por manter um numero limitado de carrapatos nos
animais favorece a estabelecimento da estabilidade enzodtica para babesiose e
anaplasmose (Suarez et al. 2007). Em dreas onde o carrapato ndo consegue sobreviver
de um ano para outro, a op¢ao deveria ser por erradicar o mesmo da fazenda ou manté-
lo em quantidades muito baixas para que ndo ocorra transmissdo. Neste caso &
importante evitar a introdu¢do de animais parasitados, tratando-os eficientemente
enquanto permanecem em quarentena antes de serem introduzidos no rebanho. E
evidente que as possibilidades de éxito em ambos os casos sdo limitadas, pois

permanece o risco de ocorréncia de TPB.
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Abstract

The seroprevalence of Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, and
Trypanosoma vivax and the risk factors for these infections were investigated in 509
cows from 37 farms in the semiarid region of Paraiba, northeastern Brazil. Cow sera
were tested by immunofluorescence assay (IFA) against each specific antigen. Mean
seroprevalence values per farm were 15.0% (range: 0-75%) for A. marginale, 9.5%

(range: 0-40%) for B. bigemina, and 26.9% (range: 0-73.7%) for B. bovis. All cows
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tested negative for 7. vivax. Higher prevalence for A. marginale was significantly
associated with a less frequent acaricide spraying per year, and with higher use of
injectable antihelminthics. The presence of positive cows for B. bigemina was
significantly associated with the use of acaricide, and with the presence of horse flies in
the farm. Both the occurrence and the higher prevalence of B. bovis were significantly
associated with the recent observations of ticks on cattle. Overall, the present results
indicate that the region investigated represents an enzootic instable area for A.
marginale, B. bigemina, and B. bovis since most animals were seronegative to at least

one agent.

Keywords: Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, cattle, risk factors,

Brazil.

Resumo

A soroprevaléncia de Amnaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis e
Trypanosoma vivax, assim como os fatores de risco para estas infec¢des, foram
investigadas em 37 fazendas (total de 509 vacas) da regido semidrida da Paraiba,
nordeste do Brasil. A presenca de anticorpos nos soros dos animais foi detectada pela
técnica de imunofluorescéncia indireta, utilizando antigenos especificos. Os valores
médios de soroprevaléncia por fazenda foram 15% (0-75%) para A. marginale, 9,5% (0-
40%) para B. bigemina, e 26,9% (0-73,7%) para B. bovis. Todas as vacas foram
soronegativas para 7. vivax. As maiores prevaléncias de A. marginale foram
significativamente associadas com menor uso de carrapaticidas por ano € com uso mais
frequente de antihelminticos injetdveis. A soroprevaléncia de B. bigemina foi
significativamente associada com o uso de carrapaticidas, e com a presenca de mutucas
na fazenda. Tanto a ocorréncia como a maior soroprevaléncia para B. bovis nas fazendas
foram significativamente associadas com a presenga recente de carrapatos nos bovinos.
No geral, os resultados indicam que as fazendas amostradas estdo situadas em &rea de
instabilidade enzodtica para A. marginale, B. bigemina, € B. bovis, uma vez que a

maioria dos animais foi soronegativa para pelo menos um dos agentes.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, bovino,

fatores de risco, Brasil.
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Introducao

Com mais de 200 milhdes de bovinos, o Brasil tem o maior rebanho bovino
comercial do mundo, a maioria exposta ao carrapato do boi, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Na maioria das vezes, o R. microplus € a Unica espécie de carrapato que
infestam os bovinos no Brasil(ARAGAO, 1936; CAMPOS PEREIRA et al, 2000). Esta
espécie de carrapato é o vetor principal da bactéria Anaplasma marginale, e os
protozodrios Babesia bigemina e Babesia bovis, o que pode contribuir para a
prevaléncia geralmente elevada de tais agentes em todo o pais. No entanto, a ocorréncia
de doencas causadas por estes agentes geralmente depende das condi¢des climaticas de
cada regido. Na maior parte do pais, a babesiose e a anaplasmose bovina ocorrem
endemicamente porque as condigdes ambientais fornecem uma carga moderada a
elevada de R. microplus infestando os bovinos e o pasto ao longo do ano. Neste caso, 0s
bovinos sdo geralmente infectados por A. marginale, B. bigemina e B. bovis durante as
primeiras semanas ou meses apds O nascimento, permanecendo infectados
(soropositivos) sem sofrer grave doenca para o resto da sua vida (RIBEIRO; REIS,
1981; MADRUGA et al, 1984; 1985; PATARROYO et al, 1987; SANTOS et al, 2001).
Por outro lado, as condi¢des ambientais ndo sao adequados para R. microplus durante
todo o ano em algumas dreas, como no sul do Brasil e no Uruguai, onde a média de
temperatura € abaixo de 15 °C inibe o desenvolvimento do carrapato durante os meses
de outono-inverno. Consequentemente, muitos animais nao entram em contato com
carrapatos infectados durante seus primeiros meses de vida, e posteriormente quando
eles sdo primo-infectado, ¢ comum a doenca grave, com alta letalidade (NARI;
SOLARI, 1991; MARTINS et al, 1994; GUGLIELMONE, 1995; MARANA et al,
2009).

O agente Africano da surra, Trypanosoma vivax, relatada pela primeira vez na
América do Sul no inicio do século 20, é transmitido mecanicamente por moscas
hemato6fagas, como tabanideos e Stomoxys calcitrans (HOARE, 1972). Estas moscas
sdo também incriminadas como vetores mecanicos de A. marginale (HAWKINS et al,
1982; KESSLER, 2001). No Brasil, 7. vivax tem sido esporadicamente relatada
infectando ruminantes, como relatado recentemente em trés surtos que afetaram bovinos
na regido semidrida do estado da Paraiba (BATISTA et al, 2007; 2008).

O estado da Paraiba, localizado na regido nordeste do Brasil, é caracterizado por

um clima quente durante todo o ano. O Estado é geograficamente dividido em quatro



32

microrregides principais, baseadas principalmente no tipo de vegetagcdo e precipitacio:
(1) da Zona da Mata (Mata Atlantica), (2) Agreste, (3) do Cariri, e (4) Sertdo (Fig. 1). A
Zona da Mata e Agreste tem regimes relativamente mais elevados de precipitacdo
(CABRERA; WILLINK, 1973). Ambos Cariri e Sertdo (regido semidrida) estdo
tipicamente dentro do bioma Caatinga, que abrange uma 4rea de 900.000 km* (11% do
territorio brasileiro) e € o tnico bioma que ocorre exclusivamente no Brasil. Caatinga é
uma mata xerdfila, que consiste principalmente de pequenas drvores espinhosas que
perdem as folhas sazonalmente. Cactos, plantas de caule grosso e gramineas adaptadas
constituem o extrato herbdceo, no entanto, durante os periodos de seca, ndo ha folhagem
ou vegetacdo rasteira (ANDRADE-LIMA, 1981). O clima é caracterizado por ser
quente e semidrido, a temperatura média de 27 °C e a precipitacio média anual é
tipicamente =~ 500 mm. Existem tipicamente duas estagdes, uma estacdo chuvosa de
fevereiro a maio, e um periodo de longa estiagem de junho a janeiro, porém, a
ocorréncia de secas, as vezes de mais do que um ano, é também uma caracteristica da
regido (BATISTA et al, 2007). Na verdade, este periodo de estiagem longo tem
implicacdes importantes, ainda a ser avaliada em condi¢des naturais, para os vetores de
A. marginale e Babesia spp. na Caatinga.

Durante as tultimas décadas, os bovinos de leite tornaram-se significativamente
importantes para a populacdo paraibana. Exceto para a regido da Zona da Mata (onde as
culturas de cana de agucar prevalecem), a criagdo de gado em pequenas propriedades
sd0 comuns nas regides do Agreste, Cariri e Sertdo. Gramineas -cultivadas
(principalmente Brachiaria spp.) sdo a base para a pecudria no Agreste, enquanto que
no Cariri e Sertdo os bovinos sdo geralmente criados extensivamente na Caatinga
nativa. Até muito recentemente, a babesiose ou anaplasmose bovina permaneceram sem
diagndstico no bioma Caatinga do Estado da Paraiba. Um estudo recente do nosso
grupo descreveu 24 surtos de anaplasmose e/ou babesiose bovina em fazendas na regidao
do Sertdao (COSTA et al., 2011). Estes surtos afetaram principalmente vacas, com uma
letalidade média de 36% (intervalo: 0-100%), o que indica que muitas das vacas
afetadas ndo eram imunes, ou seja, ndo tinham sido previamente infectadas com os
agentes Babesia ou Anaplasma. Aqui, nds investigamos pela primeira vez a
soroprevaléncia de bovinos para A. marginale, B. bigemina, B. bovis, e T. vivax em
fazendas da regido semidrida da Paraiba, bem como os fatores de risco para esses

agentes.
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Material e Métodos

De julho de 2009 a julho de 2010, amostras de sangue foram coletadas de
bovinos em 37 propriedades no estado da Paraiba, sendo 25 fazendas no Sertdo, 9 na
regido do Cariri, e 3 nas regioes do Agreste (Fig. 1). Um total de 509 amostras de
sangue foram obtidas. Em cada fazenda 5-30 vacas foram amostradas. Apenas pequenas
propriedades com o tamanho do rebanho variando 8-180 bovinos foram investigadas.
Durante visitas as fazendas, um questiondrio padronizado foi aplicado ao proprietdrio ou
gerente de fazenda, a fim de obter informagdes para o estudo de fatores de risco. As
varidveis independentes estudados sdo apresentadas na Tabela 1.

O soro de cada vaca foi testado pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IFA),
contra antigenos de A. marginale estirpe UFMGI, B. bigemina estirpe BbigMG, B.
bovis estirpe BbovMG, e T. vivax estirpe Igarape-MG, como descrito anteriormente
(BASTOS et al, 2010; CUGLOVICI et al., 2010). Para os primeiros trés agentes, os
antigenos consistiam de eritrcitos parasitados, obtidos a partir bezerros
esplenectomizados que tinham sido inoculados experimentalmente (IICA, 1987). O
antigeno de T. vivax consistiu de tripomastigotas fixos, obtidos a partir de uma cabra
esplenectomizada e experimentalmente infectada (CUGLOVICI et al., 2010). Os soros
foram considerados positivos quando se observou reacdo especifica para um dos quatro
antigenos, na dilui¢do de 1:80 de soro. Em cada reacdo, utilizaram-se soros de controles
positivos e negativos de bovinos experimentalmente ou naturalmente infectados com
cada um dos agentes (COSTA—JUNIOR et al., 2006; BASTOS et al.,, 2010;
CUGLOVICI et al., 2010).

As propor¢cdes de vacas sorologicamente positivos para A. marginale, B.
bigemina ou B. bovis foram calculadas separadamente para cada fazenda. Para a anélise
de dados, uma regressao logistica foi realizada para construir modelos multivariados
que poderiam explicar as varidveis dependentes (vacas sorologicamente positivas para
A. marginale, B. bigemina ou B. bovis) em funcdo das 24 varidveis independentes a um
nivel dicotdmico (auséncia = 0; presenca = 1) (Tabela 1). Os resultados soroldgicos de
cada exploracdo foram analisados em dois niveis dicotdmicos distintos: em primeiro
lugar, com a presengca ou auséncia de vacas sorologicamente positivas (sem vaca
positiva = 0, pelo menos uma vaca positiva = 1) e, em segundo lugar, na propor¢do de
vacas positivas na fazenda (menos de 25% das vacas positivas = 0, e mais de 25% das

vacas positivas = 1).
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As varidveis independentes foram submetidas a anélise univariada e aquelas com
associacdo estatistica (aqui considerado como P <0,20, teste do qui-quadrado, para esta
primeira anélise) foram testadas no modelo multivariado pelo método stepwise forward.
As varidveis foram incluidas no modelo multivariado se mostrado significincia
estatistica de P <0,05, considerando-se também o nivel de significancia do modelo final.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS para Windows (1999).

Resultados

Entre as 509 vacas amostradas, 211 (41,5%) eram soropositivas para pelo menos
um dos agentes. Infeccdo simples foi observada em 170 (33,4%) vacas, sendo 53
positivas somente para A. marginale, 33 exclusivamente para B. bigemina, e 84
exclusivamente para B. bovis; infec¢do dupla foi observada em 34 (6,7%) vacas, sendo
24 tanto para A. marginale e B. bovis, e 10, tanto para B. bigemina e B. bovis; infec¢ao
tripla, isto €, a soropositividade para A. marginale, B. bigemina, B. bovis e, foi detectada
em apenas 7 (1,4% ) vacas. Todas as vacas foram soronegativas para 7. vivax. Os
valores globais de soroprevaléncia de acordo com as regides geograficas sdo mostrados
na Tabela 2.

O nimero médio de vacas amostradas por fazendas variou entre 5 a 30 (média:
13,8 £ 6,2). Valores médios de soroprevaléncia por fazendas foram 15,0 + 18,1%
(intervalo: 0-75%) para A. marginale, 9,5 + 12,5% (intervalo: 0-40%) para B. bigemina,
e 26,9 + 24,1% (intervalo: O - 73,7%) para B. bovis. Entre as 37 fazendas amostradas, 14
(37,8%), 18 (48,6%) e sete (18,9%) tinham todas as vacas negativas para A. marginale,
B. bigemina e B. bovis respectivamente. Um total de 10 (27%), 4 (10,8%), e 17 (45,9%)
fazendas mostraram soropositividade acima de 25% para A. marginale, B. bigemina ¢ B.
bovis respectivamente.

Pela andlise univariada, a presenca de pelo menos uma vaca sorologicamente
positiva para A. marginale foi estatisticamente associada (P <0,20) com as varidveis n°.
3,9, 18, 20, e 23 (Tabela 1). No entanto, quando essas varidveis independentes foram
submetidas a anélise multivariada, nenhuma foi significativa. Pela anélise univariada, a
presenca de mais de 25% das vacas sorologicamente positivas para A. marginale foi
estatisticamente associada (P <0,20) com as variaveis n°. 2, 3, 4, 12, 13, 19, e 20.
Quando essas varidveis independentes foram submetidas a andlise multivariada, apenas

o uso de menos de quatro pulverizagdes de carrapaticida por ano (n ° 13), e mais de duas
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aplicagdes de anti-helminticos injetdveis por ano (n°. 19) foram associadas
significativamente (P <0,05 ) (Tabela 3).

Pela andlise univariada, a presenca de pelo menos uma vaca sorologicamente
positiva para B. bigemina foi estatisticamente associada (P <0,20) com as varidveis n°.
12, 14, 18, e 23. Quando essas varidveis independentes foram submetidas a andlise
multivariada, apenas o uso de pulverizacdo para aplicacdo acaricida (n ° 12), e a
presenca da mosca-dos-chifres nas fazendas (n ° 14) foram associados
significativamente (P <0,05) (Tabela 3). Pela andlise univariada, nenhuma varidvel
independente foi associada ao nivel de significancia P <0,20, com uma prevaléncia
superior a 25% para B. bigemina.

Pela andlise univariada, a presenca de pelo menos uma vaca sorologicamente
positiva para B. bovis foi estatisticamente associada (P <0,20) com as varidveis n°. 6, 8,
9, 11, 12, e 13. Quando essas varidveis independentes foram submetidas a andlise
multivariada, apenas as observagdes recentes de carrapatos em bovinos (n ° 9) foram
significativas (P <0,05) (Tabela 3). Pela andlise univariada, a presenca de mais de 25%
das vacas sorologicamente positivas para B. bovis foi estatisticamente associada (P
<0,20) com as varidveis n°. 4, 9, 11, e 13. Quando essas varidveis independentes foram
submetidas a andlise multivariada, apenas as observacdes recentes de carrapatos em

bovinos (n ° 9) foram significativas (P <0,05) (Tabela 3).



-38.666720
1

-3, 722280
1

-36,TTT840
1

-35,8 33400
1

-34,8 83960
1

BRAZIL

Counties (no. of farms)

Mova Olinda (1)

Patos (5

Piancad (11)

Sdo0 Jose dos Espinharas (1)
Sousa [2)

Santa Terezinha (1)

Boa Wista (4)

Cabaceiras (4)

Carnpina Grande (1)
Bananeiras (3)

[ I U s N 3 - WP N

L] ]
Il Il
= P=
= L=
-y o~
= =
k] L
- -
- =l
= LE
= )
- =
N = i

=

-5

L)

[=]
- -
E w E
- =
ol - P=
~ - ~
L - b

=

-

=
Il o~
= P=
= =
= =
g il
« o
L S
s s
> >
27 + + + + + s
o T T T T T <

-38,666720 -37,722280 -36,777640 -35,5 33400 34,8 88960
I T T T T T T |
u] a0 a0 200 Kilometers

Figura 1. Nimero de fazendas por municipio de acordo com as regides geogréficas do Estado da Paraiba, nordeste do Brasil.

Zona da Mata
Agreste
Cariri

Sertao

36



37

Tabela 1. Categoria dicotdomica de cada varidvel independente usada na andlise estatistica de

soropositividade de vacas para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis no

Estado da Paraiba, Brasil.

N°  Varidveis indepenedentes Cédigo 0* Cédigo 1*

1 Regido Sertdo [25] Cariri ou Agreste [12]
2 Tamanho da propriedde <64 ha [21] >64 ha [16]

3 Tamanho do rebanho <45 bovinos [19] >45 bovinos [18]
4 N° de vacas na fazenda <15[24] >15[13]

5 Raga predominante Mestico ou Zebu [31] Europeu [6]

6 Tipo de exploragéo Mista ou carne [8] Leite [29]

7 Tipo de pastagem predominante Nativa [19] Cultivada [18]

8 Irrigacdo artificial de pastagens Nao [25] Sim [12]

9 Observagio recente de carrapatos” Nao [6] Sim [31]

10 Carrapato durante todo o ano Nio [23] Sim [14]

11 Controle de carrapato com acaricidas Nio [7] Sim [30]

12 Meétodo de aplicacdo acaricida Outras [11] Pulverizacdo [26]
13 N°de banhos acaricidas por ano <4 [12] >4 [25]

14 Presenca de mutucas (Tabanidae) Nio [10] Sim [27]

15  Presenca de mosquitos Nio [10] Sim [27]

16 Presenca de moscas-dos-chifres Parte do ano [32] Todo o ano [5]
17 Uso de controle quimico para moscas Nio [27] Sim [10]

18 Uso de antihelminticos injetaveis Nio [6] Sim [31]

19 N°de aplicagdo antihelmintica por ano <2 [26] >2 [11]

20 Uso de vacinagdo anti-rdbica nos dltimos 2 anos  Nio [6] Sim [31]

21 Uso individual de agulhas descartaveis Nio [16] Sim [21]

22 Introducdo recente de bovinos no rebanho Nio [21] Sim [16]

23 N°de animais introduzidos <2 [31] >2 [6]

24 Carrapatos nos animais introduzidos Nio [26] Sim [11]

* nimeros entre paréntesis refere-se ao nimero de exploragdes com a condi¢do dada para cada varidvel.
# . - T ; L .

Todos os carrapatos encontrados em bovinos foram identificados taxonomicamente como Rhipicephalus microplus
durante visitas as fazendas.
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Tabela 2. Resultados do teste de imunofluorescéncia (IFA) realizada com antigenos para

Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis e Trypanosoma vivax no soro

sanguineo de vacas de trés regides geogréificas do estado da Paraiba, nordeste do Brasil.

Regido N°. de N° de vacas sorologicamente positivas [% (nivel de confianca)]
vacas
A. marginale B. bigemina B. bovis T. vivax
testadas
Sertdo 342 56 [16.4 (12.6-20.7)] 3219.3 (6.5-12.9)] 75 [21.9 (17.6-26.7)] 01[0]
Cariri 115 25[21.7 (14.6-30.4)] 11[9.6 (4.9-16.5)] 39 [33.9 (25.3-43.3)] 0 [0]
Agreste 52 3[5.8(1.2-15.9)] 7[13.5 (5.6-25.8)] 11[21.1 (11.1-34.7)] 0 [0]
Total 509 84 [16.5 (13.4-20.0)] 50 [9.8 (7.4-12.6)] 125 [24.5 (20.9-28.5)] 01[0]




Tabela 3. Resultados das anélises multivariadas entre vacas sorologicamente positivos para Anaplasma marginale, Babesia bigemina ou

Babesia bovis e varidveis independentes. Cada varidvel dependente foi analisada com varidveis independentes que foram previamente

selecionadas nas analises univariadas, considerando P<0,20.

Varidveis Independeentes N° Fazendas N° de fazendas Odds ratio 95% CI Valor - P
positivas (%) (odds ratio)
varidvel dependente: fazendas com >25% de vacas sorologicamente positivas para A. marginale

NP° pulverizacdo acaricida por ano

<4 12 6 (50.0)

>4 25 4 (16.0) 14.3 1.5-138.0 0.021
N° antihelminticos injetdveis por ano

<2 26 5(19.2)

>2 11 5 (45.5) 10.9 1.1-108.7 0.041

varidvel dependente: fazenda com pelo menos 1 vaca sorologicamente positiva para B. bigemina

Meétodos de caplicacdo acaricida

Outros 11 3(27.3)

Pulverizacdo 26 16 (61.5) 7.5 1.3-42.5 0.023
Presenca de mutucas (Tabanidae) na fazenda

Nio 10 2 (20.0)

Sim 27 17 (63.0) 114 1.7-76.2 0.012

varidvel dependente: fazenda com pelo menos 1 vaca sorologicamente positiva para B. bovis

Observacao recente de carrapatos nos bovinos

Nio 6 2 (33.3)

Sim 31 28 (90.3) 18.7 2.3-148.4 0.006

varidvel dependente: : fazendas com >25% de vacas sorologicamente positivas para B. bovis

Observacio recente de carrapatos nos bovinos

Nio 6 0(0.0)

Sim 31 17 (54.8) * * 0.022

*Nao foi possivel calcular o odds ratio porque um dos valores foi zero.
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Discussao

Baseado no modelo epidemioldgico conceitual cldssico, o risco de surtos de
babesiose e anaplasmose pode ser indiretamente medidos através da determinacdo da
propor¢ao de bovinos de idade conhecida tendo atividade anti-Babesia spp. e anti-A.
marginale (MAHONEY; ROSS, 1972; ALONSO et al, 1992; GUGLIELMONE et al,
1997). Neste caso, a exposicdo primdria de vetores infectados € desejada em bezerros de
até 7-9 meses de idade, quando eles sdo naturalmente resistentes aos efeitos clinicos, e
desenvolvem uma imunidade duradoura durante pelo menos 2 anos. Rebanhos bovinos
sob esta condi¢do sdo considerados em estabilidade enzodtica para babesiose ou
anaplasmose (MAHONEY; ROSS, 1972). Por outro lado, em fazendas onde a
exposicdo primdria de vetores infectados ndo ocorre em bezerros com menos de 9 meses
de idade, os rebanhos de gado sdo considerada sob instabilidade enzodtica para
babesiose ou anaplasmose porque mais bovinos adultos, soronegativos tornam-se
altamente suscetiveis aos efeitos clinicos de babesiose ou anaplasmose e,
consequentemente, a fazenda estd em risco de surtos destas doencas (MAHONEY;
ROSS, 1972).

No geral, nossos resultados indicam que as fazendas amostradas no presente
estudo podem estar sob instabilidade enzodtica para A. marginale, B. bigemina ou B.
bovis, pois a maioria dos animais sdo soronegativos para pelo menos um agente. Esta
condic¢do € corroborada por recentes surtos de anaplasmose e a babesiose relatado em 24
fazendas na regido do Sertdo da Paraiba (COSTA et al., 2011), que incluiu algumas das
fazendas amostradas no presente estudo (dados ndao mostrados). Estes surtos, que
ocorreram de 2007 a 2009, foram associados com chuvas atipicamente altas
favorecendo a maior abundancia do vetor e, consequentemente, maior exposi¢cao de
animais sensiveis aos vetores infectados, ambos os carrapatos (no caso de Babesia spp.
e A. marginale), e moscas hematofagas (no caso de A. marginale) (COSTA et al.,
2011).

Os valores da soroprevaléncia nos bovinos para B. bovis foram 2 a 3 vezes
maiores do que para B. bigemina, embora ambos os agentes geralmente sejam
encontrados em baixas percentagens na regido de estudo, com a maioria das vacas
soronegativas. Mahoney e Ross (1972) relataram que se populacdes de carrapatos sao
reprimidas ou por condi¢des naturais ou artificiais, o gado ndo pode ser exposto
carrapatos infectados com a Babesia spp. porque seus nimeros sob condi¢des naturais

sdo extremamente baixos. Isso deve explicar os valores globais de baixa soroprevaléncia
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encontrados no presente estudo, em que apenas 14 fazendas (37,8%) relataram
infestacdes de carrapatos durante todo o ano (Tabela 1). Além disso, a primo-infec¢do
por B. bovis tende a durar por um periodo muito mais longo do que a primo-infeccao
por B. bigemina (MAHONEY; ROSS, 1972), maior soroprevaléncia para B. bovis deve
ser esperada em dreas marginais como o semidrido Paraibano, onde o gado exposto a
carrapatos infectados com Babesia spp. pode ndo ser frequente; portanto, animais
primo-infectados com B. bigemina podem se tornar soronegativos antes de ser
reinfestados por carrapatos infectados com B. bigemina.

Trés surtos de tripanossomiase bovina devido ao 7. vivax foram recentemente
relatados em fazendas distintas na regido do Sertdo da Paraiba, entre 2002 e 2006
(BATISTA et al, 2007;. 2008). Embora a origem do primeiro surto, em 2002, ainda seja
desconhecida, os dois surtos subsequentes (2005 e 2006) foram associados ao
movimento de bovinos entre essas fazendas (BATISTA et al., 2008). Esses surtos
ocorreram no norte do estado da Paraiba, cerca de 70 km da fazenda amostradas no
presente estudo, que foram localizados nos municipios de Sousa e Sdo José do
Espinharas. Nao foi encontrada nenhuma evidéncia soroldgica de infec¢do por 7. vivax
em bovinos, o que nos levou a concluir que este parasita ndo € muito difundido no
Estado, onde ele pode ter encontrado barreiras ecolégicas para a propagacao, tais como
a auséncia de vetores durante o periodo de seca geralmente longa. No entanto, €
importante alertar para os riscos eminentes de novos surtos de tripanossomiase bovina
na regido do Sertdo da Paraiba, onde muitos rebanhos permanecem altamente
suscetiveis.

Os valores mais elevados de soroprevaléncia por fazendas (> 25%) para A.
marginale foram significativamente associados com uma menor frequéncia de
pulverizagdo acaricida (<4) por ano, uma condi¢do que pode estar relacionado a maior
exposi¢do de bovinos a carrapatos, mas também a uma maior exposi¢ao a moscas que
hematé6fagas, uma vez que a maior parte dos acaricidas comerciais sdo piretréides
sintéticos, que sdo repelentes de mosca potentes (MENCKE, 2006). Moscas
hemato6fagas podem desempenhar um papel importante na transmissdo mecanica de A.
marginale na regidao. A transmissdo experimental de A. marginale por tabanideos foi
realizada com sucesso. Observou-se também que a mosca-dos-chifres pode permanecer
mecanicamente infectada durante pelo menos 2 horas depois de uma refei¢cao de sangue
em um animal infectado (HAWKINS et al., 1982). De fato, alguns autores consideram a

transmissdo mecanica de A. marginale por moscas hematéfagas mais importantes do
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que a transmissdo bioldgica por carrapatos, sob certas condi¢des, especialmente por
causa da falta de transmissdo transovariana de A. marginale em carrapatos R. microplus
(UILENBERG, 1970; RIBEIRO; LIMA, 1996), assim como pela incapacidade de
algumas estirpes de A. marginale para infectar carrapatos, incluindo o R. microplus
(GONCALVES RUIZ et al., 2005). Soroprevaléncias mais elevadas de A. marginale
também foram associadas com diversas aplicacdes (> 2) de anti-helminticos injetaveis
por ano; esta observacdo pode estar relacionada a transmissdo iatrogé€nica de A.
marginale, que tem sido relatada como sendo uma via de transmissao importante deste
agente entre bovinos no Brasil (KESSLER, 2001).

A presenca de pelo menos uma vaca sorologicamente positiva para B. bigemina
na propriedade foi significativamente associada com a utilizacdo de pulverizacdo para
aplicacdo de acaricida. Embora esta associacdo possa parecer inesperada, a primeira
vista, pode-se inferir que as fazendas que fizeram tratamento nos bovinos devem ter
maiores infestacdes de carrapatos. No Brasil, a grande maioria dos agricultores utilizam
pulverizadores costais manuais para aplicacdo de carrapaticidas em bovinos, que
geralmente resultam em uma ma aplicacgdo em condicdes de campo e,
consequentemente, no controle ineficiente do carrapato (AMARAL et al., 2011). No
presente estudo, todos os agricultores que relataram pulverizar os animais também
relataram usar pulverizadores costais (dados ndo mostrados), portanto, a aplicacio
ineficiente e o pobre controle do carrapato ndo suprem as chances dos bovinos serem
expostos a carrapatos infectados com B. bigemina. A presenga de vacas infectadas por
B. bigemina também foi associada com a presenca da mosca-dos-chifres na propriedade.
Como R. microplus é o Tunico vetor conhecido no Brasil de B. bigemina
(GUGLIELMONE, 1995), podemos inferir que a presenca visivel de tabanideos nas
fazendas pode estar relacionada a condi¢bes ambientais adequadas ndo s para as
mosca-dos-chifres, mas também para carrapatos, como dreas imidas que forneceriam
criadouros para tabanideos, também poderia favorecer as pastagens uma cobertura
vegetal adequada para a reprodugdo de carrapato. Por fim, tanto a ocorréncia e maior
soroprevaléncia de B. bovis nas fazendas foram significativamente associadas com
observacoes recentes de carrapatos em bovinos, que € uma associacdo esperada porque
R. microplus é o tnico vetor conhecido no Brasil de B. bovis (GUGLIELMONE, 1995).

Em conclusdo, o presente estudo mostra que, em uma regido do Estado da
Paraiba, onde o clima semidrido e quente predomina, a babesiose e anaplasmose bovina

ocorrem sob instabilidade enzootica (< soroprevaléncia de 75%). Embora a nossa
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amostragem (37 fazendas de bovinos), que foram selecionados aleatoriamente de acordo
com razdes logisticas, estatisticamente ndo representa toda a diversidade de situacdes no
Estado, os resultados obtidos a partir das 37 fazendas foram muito coerentes em relacdao
aos resultados soroldgicos, ou seja, com poucas excec¢des, a maioria dos animais nas
fazendas era soronegativas para B. bigemina, B. bovis e A. marginale. O clima
caracteristico (periodo de seca prolongada) e tipo de vegetacdo (Caatinga) da regidao
parecem estar relacionados com esta instabilidade enzodtica, a semelhanga das
condi¢des relatadas para o bioma semidrido do Chaco, no norte da Argentina
(GUGLIELMONE et al., 1997). Assim, a ado¢@o da vacinagdo anual de bezerros pode
ser uma boa prética para evitar surtos de babesiose ou anaplasmose em fazendas no
bioma Caatinga do estado da Paraiba. Essa praitica tem sido adotada no sul do Brasil,

onde a instabilidade enzodtica também prevalece.
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CAPITULO 111

INCIDENCIA DA INFECCAO POR Anaplasma marginale, Babesia bigemina E
Babesia bovis EM BOVINOS DURANTE O PRIMEIRO ANO DE VIDA EM
FAZENDAS DO SEMIARIDO PARAIBANO.
O presente trabalho foi formatado nas normas da Revista Brasileira de Parasitologia

Veterindria (anexo 4). O artigo foi submetido em 08 de marco de 2013 (anexo 7).
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Incidéncia da infeccao por Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis

em bovinos durante o primeiro ano de vida em fazendas do semiarido paraibano.

Incidence of infection with Anaplasma marginale, Babesia bigemina and Babesia bovis

among one-year old calves in farms of the semiarid region of Paraiba.

Valéria Medeiros de Mendonga Costal, Mucio Flavio Barbosa Ribeiroz, Amélia
Lizziane Leite Duartel, Giuliana Amélia Freirel, Olivia Maria Moreira Borges!, André
Flavio Almeida Pessoal, Sergio Santos Azevedol, Antonio Thadeu Medeiros de

Barros3, Franklin Riet—Correal, Marcelo Bahia Labruna®

! Unidade Académica de Medicina Veterindria, Centro de Saude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB, Brasil.

2 Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil.

? Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, Centro de Pesquisa Agropecudria do
Pantanal, Corumba, MS, Brasil.

4 Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Brasil.

* Corresponding author: Marcelo Bahia Labruna. Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saide Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade de Sao Paulo, Brasil. e-mail: labruna@usp.br

Abstract

The incidence of natural infections by Anaplasma marginale, Babesia bovis and
Babesia bigemina was monitored, each 14 days, from one to 12months-old calves in 5
farms in semiarid region of Paraiba. By the polymerase chain reaction of the 41 calves

studied, 25 were positive for A. marginale, 7 for B. bigemina, and 3 for B. bovis. The
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incidence of infection by A. marginale was 0%, 83.3%, 85.7, 100% and 100%.
Infections by B. bigemina occurred on two farms with incidence 12.5% and 85.7%,
respectively. Infection by B. bovis was observed only in one farm with an incidence of
42.8%. A total of 29 calves showed no infection by any of the agents studied. The
incidence of antibodies against A. marginale detected by indirect immunofluorescence
(IFA) was 0%, 50%, 42.8%, 14.3%, and 28.6%, in the 5 farms, respectively.
Seropositivity to B. bigemina and B. bovis was found in only one farm, with an
incidence of 57.1% and 71.4%, respectively. In one farm all the 14 calves studied
remained seronegative for A. marginale, B. bigemina and B. bovis. According to
serological criteria, four farms of this study had conditions of enzootic instability for
tick fever and in another no presence of any of the three agents of tick fever was
detected. These results confirm data from a previous study that infection by A.
marginale 1s more frequent than infections by Babesia spp. The PCR was a more
sensitive method than the IFA for diagnosis of infection by A. marginale. On 3 farms,
10 different species of the Tabanidae family were captured and the highest peaks of
capture coincided with the highest rain falls in two distinct regions, the sertdo and the
cariri. Analyses for DNA sequencing of PCR amplified products showed that at least
three distinct haplotypes of A. marginale are circulating among cattle in semiarid region
of Paraiba. Only one genotype of B. bigemina was found in the cattle and tick samples
sequenced. These results demonstrate that even evaluating only five farms, tick fever
agents occurred heterogeneously in the region, confirming the status of enzootic

instability previously reported for the semiarid region of Paraiba.

Keywords: Incidence, calves, Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis,

hematophagous diptera.

Resumo

A incidéncia de infecgdes naturais por Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia
bigemina foi investigada em bezerros a partir dos 30 dias de nascidos em 5 fazendas do
semidrido paraibano. Dos 41 bezerros acompanhados durante o primeiro ano de vida 25
apresentaram reacao de polimerase em cadeia (PCR) positiva para A. marginale, 7 para
B. bigemina e 3 para B. bovis. As incidéncias para infeccao por A. marginale foram de
0%, 83,3%, 85,7, 100% e 100%. A infeccao por B. bigemina ocorreu em duas fazendas

com, 12,5% e 85,7% de incidéncia respectivamente. A infeccdo por B. bovis foi
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observada somente em uma propriedade com incidéncia de 42,8%. Um total de 29
bezerros ndo apresentaram soropositividade a nenhum dos agentes estudados. Na
deteccao de anticorpos pela imunofluorescéncia indireta (RIFI), os valores de incidéncia
para infec¢do em bezerros por A. marginale para as 5 fazendas foram, respectivamente,
de 0%, 50%, 42,8%, 14,3% e 28,6%. Soropositividade para B. bigemina e B. bovis foi
observada apenas em uma propriedade, com incidéncia de 57,1% e 71,4%,
respectivamente. Em uma propriedade todos os 14 bezerros permaneceram
soronegativos para A. marginale, B. bigemina e B. bovis. Os resultados sorolégicos
indicam que nenhuma fazenda estd em condi¢des de estabilidade enzodtica. Segundo os
critérios soroldgicos, as quatro propriedades rurais do presente estudo apresentavam
condi¢cdes de instabilidade enzodtica para TPB e em uma ndo houve presenca de
nenhum dos trés agentes da TPB. Os resultados encontrados neste trabalho confirmam
dados de um estudo anterior onde se observou serem mais frequentes as infecgdes por
A. marginale do que por Babesias spp. A PCR mostrou-se um método mais sensivel que
a RIFI para diagnéstico de infecgdo por A. marginale. Em 3 fazendas, 10 diferentes
espécies de tabanideos foram capturados e os maiores picos de captura coincidiram com
os maiores picos de chuvas em duas regides distintas, sertdo e cariri. As andlises de
sequenciamento de DNA de produtos amplificados por PCR mostraram que pelo menos
trés haplétipos distintos de A. marginale circulam entre os bovinos do semidrido
paraibano e apenas um genétipo de B. bigemina foi encontrado nas amostras
sequenciadas de bovinos e de carrapatos. Estes resultados demonstram que, mesmo
avaliando apenas cinco propriedades rurais, a incidéncia dos agentes da TPB ocorreu de
forma heterogénea na regido, corroborando o status de drea de instabilidade enzodtica

previamente relatado para o semidrido paraibano.

Palavras-chave: Incidéncia, bezerro, Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia

bigemina, dipteros hemat6fagos.

Introducao

A TPB € considerada enzodtica no Brasil e a distribuicdo de Anaplasma
marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis estd relacionada a presenca do carrapato
vetor, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, presente em praticamente todo territério
nacional. Levantamentos soro-epidemioldgicos tém demonstrado que ocorrem variagoes

na frequéncia de bovinos infectados por A. marginale, B. bovis e B. bigemina, com
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areas de estabilidade enzodtica e areas de instabilidade (TRINDADE et al., 2010;
SOUZA, 2011).

As dreas de estabilidade enzodtica sdo aquelas em que existe equilibrio entre
imunidade e doenca, onde pelo menos 75% dos animais com idade acima de 9 meses
sdo portadores de hemoparasitos. Isso significa que a maioria desses animais adquire a
infec¢do ainda como bezerros (primo-infeccdo precoce até os 7-10 meses de idade).
Essa infeccdo permanece assintomdtica nos animais mais velhos que sdo reinfectados
continuamente pela populacao de R. (B.) microplus, que se mantém durante todo ano.
Esta situagdo resulta em baixa mortalidade pelas hemoparasitoses em animais adultos
(MADRUGA et al., 1993; SACCO, 2002). Em areas endémicas, os bezerros recebem
protecdo passiva de anticorpos presentes no colostro, aproximadamente até trés meses
de idade (JAMES et al., 1985). A protecao pode persistir por até 6 meses de idade para
B. bovis e de trés a quatro meses para B. bigemina. ApOs a primo-infec¢do, os animais
permanecem sorologicamente positivos por um periodo de 6 meses para B. bovis, de
trés a quatro meses para a B. bigemina (WRIGHT et al., 1990). Quanto ao A. marginale,
esse periodo € de 8 meses (MAGONIGLE; NEWBY, 1984).

Nas areas de instabilidade enzodtica a porcentagem de infec¢do em animais acima
de 9 meses esta entre 20 e 75%, sendo esses niveis detectados mediante testes
sorolégicos. Nessas dreas, a ocorréncia de uma estacdo seca ou fria impede o
desenvolvimento da fase de vida livre do carrapato durante parte do ano. Assim, 0s
bovinos passam uma época do ano sem ter contato com o parasita ou com poucos
carrapatos, com isso ndo desenvolvem imunidade duradoura contra a doenga. Nesses
rebanhos a primo-infec¢do € verificada em idade avangada. Ocorrem surtos da doenca
em animais adultos e, consequentemente, altas taxas de mortalidade (MAHONEY;
ROSS, 1972).

Assim o presente estudo teve como objetivo determinar a incidéncia de infecgoes
naturais por A. marginale, B. bovis e B. bigemina em bezerros a partir dos 30 dias de

nascidos em fazendas do semidrido paraibano.

Material e Métodos

Entre julho de 2010 a janeiro de 2012, este estudo foi desenvolvido em cinco
propriedades rurais da Paraiba, sendo quatro na mesorregiao do Sertdo [Sao José dos
Espinharas (A), Patos (C), Piancé (B e E)] e uma na mesorregido do Cariri Paraibano

[Cabaceira (D)]. Em cada propriedade foram coletadas amostras de sangue venoso de 6



52

a 14 bezerros a partir dos 30 dias de vida. As coletas foram realizadas a cada 14 dias por
um periodo de 12 meses. Durante a primeira coleta de sangue de cada bezerro foi
coletado também, sangue das respectivas maes para realizacdo de testes soroldgicos.
Foram selecionadas 10 vacas de cada propriedade para contagem e coleta de carrapatos;
coletavam-se exclusivamente fémeas ingurgitadas. A contagem era realizada de um dos
lados do animal, incluindo virilha, ibere e axila, contavam-se carrapatos a partir de
4,5mm e ao término multiplicava-se por 2. Os bezerros também eram inspecionados
para verificar se estavam parasitados por carrapatos. Em trés fazendas (2 no sertdo e 1
no cariri) foram colocadas armadilhas para coletas de dipteros hematéfagos (NZI e
CANNOPY) e culicideos (CDC). As armadilhas eram montadas uma vez ao més
durante 8 dias, onde a cada dois dias os coletores eram substituidos por outro e o
material coletado armazenado a seco, em recipientes contendo naftalina.

As amostras de sangue dos bezerros eram colhidas em dois tubos, um com
EDTA e outro sem conservantes. Deste ultimo, eram obtidos cerca de 1,5ml de soro
para testes soroldgicos. Do tubo com EDTA, uma parte era usada para determinacdo do
volume globular pelo teste de microhematdcrito, € outra parte era usada para extragao
de DNA, conforme descrito abaixo. Os carrapatos coletados nos animais foram
colocados em estufa climatizada do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) durante
8 dias, para posterior avaliacio da hemolinfa. Os carrapatos que apresentaram
hemolinfa positiva para Babesia sp., foram armazenados em microtubos e mantidos
congelados a -20°C para realizacdo da técnica de PCR. Os dipteros coletados nas
armadilhas foram armazenados em recipientes com naftalina para posterior
identificacdo taxondmica.

As amostras de soro foram testadas pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), contra antigenos de A. marginale estirpe UFMG1, B. bigemina estirpe BbigMG
e B. bovis estirpe BbovMG (BASTOS et al, 2010). Para os trés agentes, os antigenos
consistiam de eritrécitos parasitados, obtidos a partir bezerros esplenectomizados que
tinham sido inoculados experimentalmente (IICA, 1987). Os soros foram considerados
positivos quando ocorria reacio especifica para um dos trés antigenos, na dilui¢io de
1:80 de soro.

Para a extracdo de DNA de sangue total, utilizou-se o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA), conforme recomendag¢des do fabricante,
com padronizacdo do volume da amostra para extracdo de 150uL de sangue total

congelado (-20°C). Trés protocolos de PCR, cada um almejando uma espécie de
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hemoparasita com um par de primers espécie-especifico, foram empregados. Os primers
utilizados na reacdo de amplificacdo para A. marginale foram: senso (5’- CAA TCG
TGA GGG ATA GCC TTG TAC-3’) e antisenso (5’-TGG TAT CAC GGT CAA AAT
CTT GCT-3’). Para B. bovis cada amostra de DNA foi testada com os primers senso
(5°- CGA GGA AGG AAC TAC CGA TGT TGA ATA TC-3’) e antisenso (5’- CAA
CGT ACG AGG TCA AGC TAC CGA GCA G-3’), e na PCR para B. bigemina, cada
amostra de DNA foi testada com os primers senso (5’- GGG ACG TCA AGC GAT
TTT GAG ACG T-3) e antisenso (5’- GAG TGT TGC TGA TTG ACG ACC TAA
GCG C-3’). Todas as reacdes foram realizadas nas mesmas condi¢des de reagentes e
ciclos térmicos. Para tal, cada tubo de reagdo consistiu num volume total final de 25uL,
com uma mistura contendo 12,6 puL. de agua ultrapura, 2,5ul. de tampdo, 2,5uL de
amostra de DNA de sangue total, 4,0uL. de dNTPs, 0,75 uL. de MgCl,, 1,25uL de cada
primer e 0,15 pL de enzima Taqg-polimerase (Tag-Platinum, Invitrogen). As condicdes
térmicas foram 95°C por 3 min., seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg., 58°C por 30
seg., 72°C por 30seg.; finalmente, houve uma extensdo final a 72°C por 5 min. Esses
trés pares de primers foram desenhados no presente estudo, utilizando-se o programa
Primer Express Software Version 3.0 (Applied Biosystems). A sensibilidade e
especificidade dos primers foram testadas utilizando-se amostras de DNA de sangue
bovino sabidamente infectado com cada um dos trés patégenos alvos (A. marginale, B.
bigemina ou B. bovis). Em nenhum momento, houve reacdo cruzada entre os trés
patogenos nos 3 diferentes protocolos de PCR, mostrando-se ser, portanto, 100%
especifico (dados nao publicados).

O produto amplificado na PCR foi visualizado em gel de Agarose a 1,5%,
submetido a eletroforese em cuba horizontal com fonte de 100V e corado com Brometo
de Etidio. A leitura foi realizada apds 15 minutos em transiluminador de luz
ultravioleta, com posterior documentacio fotografica. Foram consideradas positivas as
amostras que produto amplificado de aproximadamente 300 pares de bases,
correspondente a0 mesmo padrdo de migracdo da banda geradas pelo controle positivo
correspondente.

Os produtos de PCR de algumas amostras positivas na PCR foram purificados e
submetidos ao sequenciamento de nucleotideos em sequenciador automdtico de DNA
(Applied Biosystens/Perkin Elmer, model ABI Prism 310 Genetic), conforme instrug¢des

do fabricante. As sequéncias obtidas foram submetidas ao programa “BLAST analysis”
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(ALTSCHUL et al. 1990) para determinar similaridades com outras sequéncias
disponiveis.

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

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

Para a comparacao dos resultados da sorologia com os da PCR, foram calculados
sensibilidade, especificidade, concordancia e indicador Kappa, com nivel de confianca
de 95%, utilizando o programa Dag Stat (MACKINNON, 2000), e teste de hipdteses

realizado com o teste de McNemar para amostras relacionadas.

Resultados

Dos 41 bezerros acompanhados durante o primeiro ano de vida 25 apresentaram
PCR positivo para A. marginale, 7 para B. bigemina e 3 para B. bovis. Casos de
infeccdo simples por A. marginale foram observados em 18 bezerros, infec¢do mista por
A. marginale e B. bigemina ocorreram em 4 animais, infeccao tripla em 3 animais e 16
animais ndo apresentaram infeccdo a nenhum dos agentes estudados. Os valores de
incidéncia para infec¢cao por A. marginale variou de 83,3% a 100% em quatro fazendas
(Tabela 1). No entanto, todos os 14 bezerros acompanhados na fazenda A
permaneceram negativos para A. marginale. Os bezerros das propriedades A, B e C
foram negativos para B. bigemina, e as propriedades D e E apresentaram valores de
incidéncias de 12,5% e 85,7%, respectivamente (Tabela 1). A infec¢do por B. bovis foi
observada somente em uma propriedade com percentual de incidéncia de 42,8%. Os
animais da propriedade E foram infectados pelos trés agentes, enquanto a propriedade A
ndo apresentou animais infectados para nenhum dos agentes. Nos testes soroldgicos dos

41 bezerros acompanhados durante o primeiro ano de vida, 9 apresentaram RIFI
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positiva para A. marginale, 4 para B. bigemina e 5 para B. bovis. Sete bezerros foram
soropositivos apenas para A. marginale e um apenas para B. bovis. Soropositividade
dupla (para B. bigemina e B. bovis) ocorreu em dois bezerros, e outros dois bezerros
apresentaram soropositividade tripla (para A. marginale, B. bigemina e B. bovis). Um
total de 29 bezerros ndo apresentaram soropositividade a nenhum dos agentes
estudados. Pela RIFI, os valores de incidéncia para infeccdo por A. marginale para as
fazendas A, B, C D e E foram, respectivamente, de 0%, 50%, 42,8%, 14,3% e 28,6%.
Soropositividade para B. bigemina e B. bovis foi observada apenas na propriedade E,
com incidéncia de 57,1% e 71,4%, respectivamente. Na propriedade A todos os 14
bezerros permaneceram soronegativos para A. marginale, B. bigemina e B. bovis. Com
excecdo de dois bezerros que foram positivos para B. bovis apenas pela RIFI, os demais
10 animais positivos pela RIFI, seja para A. marginale, B. bigemina ou B. bovis, foram
também positivos pela PCR correspondente ao agente pesquisado. Nos animais que
foram positivos pra um agente especifico pelos dois métodos de diagndstico, a
positividade da PCR antecedeu a da RIFI em intervalos que variaram de 4 a 30
semanas. As Unicas excecOes foram 2 bezerros em que a soropositividade a B. bovis
antecedeu a PCR em 6 a 8 semanas, € um bezerro em que a soropositividade a B.
bigemina antecedeu a PCR em 4 semanas.

As amostras de sangue coletadas das vacas durante a primeira visita a cada
propriedade mostraram-se todas negativas pela RIFI. A presenca de carrapatos R. (B.)
microplus foi verificada apenas nas propriedades D e E, sendo que as contagens de
carrapatos realizada nas vacas variaram de 4 a 132 fémeas por animal. Nos bezerros a
variacdo na contagem foi de 2 a 66 carrapatos. Infeccao por B. bigemina e B. bovis s6
foi observada nas propriedades D e E, propriedades estas que também foram as tinicas a
se verificar a presenca do Rhipicephalus (B.) microplus.

O total mensal de tabanideos capturados nas propriedades A, D e E estdo
apresentados na Fig. 1. Foram identificadas os seguintes taxons, em ordem decrescente
de espécimes capturados: Tabanus claripenis (658 espécimes), Tabanus sp (130),
Lepiselaga crassipens (112), Tabanus occidentalis (9), Dichelacera sp (7), Lepiselaga
sp (4), Chlorotabanus sp (4), Crysops sp (3), Stenotabanus sp (2) e Poeciloderas sp (1).
Durante 0 mesmo periodo, também foram capturados um total de 684 moscas da
espécie Stomoxys calcitrans. Nos meses de mar/abr-10, out/nov-10, jan./ffev-11,
jul./ago-11 e out./nov-11, quando foram observados os maiores picos de tabanideos na

regido do sertdo (Fig. 1), observou-se um claro aumento da precipitacdo de chuvas (Fig.
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2). Um similar padrio de picos de chuvas (Fig. 2), coincidente com picos de tabanideos,
foi também observado na regido do cariri (Fig. 1). Os valores médios, desvio padrio e
amplitude de hematdcrito dos bezerros positivos e negativos na PCR para A. marginale,
B. bigemina e B. bovis estao apresentados na Tabela 2. As amostras positivas na PCR,
tanto para A. marginale como para B. bigemina, apresentaram valores de hematdcrito
significativamente menores que as amostras negativas na PCR. No caso de B. bovis, as
médias do hematdcrito foram estatisticamente similares (P=0,07) entre as amostras
positivas e negativas na PCR. Dos produtos de PCR obtidos, algumas amostras de cada
propriedade positiva foram aleatoriamente selecionadas para serem submetidas ao
sequenciamento automdtico de DNA. As sequéncias obtidas foram editadas utilizando-
se o algoritmo Segman do programa DNAstar (Lasergene), tomando-se o cuidado de
remover as extremidades correspondentes as sequéncias dos primers utilizados na PCR.
As sequéncias editadas foram submetidas ao Blast analysis, a fim de verificar maiores
similaridades com as sequéncias disponiveis no Genbank. Os resultados desses
sequenciamentos estao apresentados nas Tabelas 3-5.

Durante o estudo, foram coletadas 46 fémeas ingurgitadas de R. microplus dos
bovinos. Apds serem incubadas para oviposi¢cdo em estufa, em apenas duas fémeas
ingurgitadas, colhidas de bovinos na propriedade 5, foram encontradas formas de
esporocinetos compativeis com Babesia sp, através do exame de hemolinfa corado com
Giemsa. Esses dois carrapatos foram submetidos aos mesmos protocolos de PCR
citados acima, resultando em positividade apenas para a PCR para B. bigemina. Os
produtos de PCR foram sequenciados, resultando em sequéncias 100% as identificadas
em bezerros da propriedade E (Tabela 3). Quando comparada a sorologia a PCR, tendo
esta ultima como padrdo-ouro, observa-se que as especificidades foram boas para as trés
sorologias, no entanto, apenas a sorologia para B. bovis apresentou uma boa
sensibilidade (Tabela 6). Analisando a sorologia como padrao-ouro (Tabela 7), as
especificidades para B. bigemina e B. bovis foram boas, enquanto, a sensibilidade foi

excelente apenas para A. marginale e B. bigemina, que foram de 100%.
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Tabela 1. Incidéncia da infec¢@o por A. marginale, B. bigemina e B. bovis em bezerros durante o
primeiro ano de vida em cinco fazendas da Paraiba, dentro do periodo de julho de 2010 a janeiro

de 2012.

N° de Numero de bezerros positivos que se infectaram, segundo a idade (em meses) da
bezerros primeira detecc¢do por PCR e valor da incidéncia (%) durante o primeiro ano de
amostrados vida
Fazenda de 14/14 A. marginale B. bigemina B. bovis

dias durante

o primeiro N° bezerros % N° bezerros % N° bezerros %
ano de vida
A 14 0 0 0 0 0 0
B 6 51,1,1,1,1,1) 83,3 0 0 0 0
C 7 6(1,2,23,34) 857 0 0 0 0
D 7 7(1,1,1,1,1,5,7) 100 1(8) 12,5 0 0
E 7 7(1,1,1,1,1,5,8) 100 6(1,1,1,4,4,5) 85,7 3(3,6,7) 42,8
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Figura 1. Numero total de tabanideos adultos capturados por armadilhas Canopy e NZI,
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José de Espinharas/Pianc) e D(Cabaceiras), Paraiba, de margo de 2010 a janeiro de 2012.
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Tabela 2. Avaliacdo comparativa dos valores de hematdcrito das amostras de sangue de
bezerros, positivas (+) e negativas (-) na PCR para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e

Babesia bovis, em propriedades rurais do semidrido paraibano, de 2010 a 2012.

Hematocrito A.marginale (4 fazendas) B. bigemina (2 fazendas) B. bovis (1 fazenda)
PCR+ (78)* PCR- (84)* PCR+(21)*  PCR- (114)* PCR+ (12)*  PCR- (73)*
Média* 28,5% 35,5 23.9° 31,7° 23.2° 24.8°
Desvio padrio 7,2 5,8 4,7 4.4 2,2 4,3
Amplitude 11-47 26-54 18-34 21-40 20-27 18-38

*numero de amostras de sangue incluidas na andlise, considerando-se somente as fazendas em que houve pelo menos
um animal que se infectou pelo patégeno em questio.
* letras sobre-escritas diferentes indicam que as médias de hematdcrito entre amostras positivas e negativas na PCR

foram estatisticamente diferentes (P<0.05), considerando cada patégeno separadamente.
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Tabela 3. Resultados de sequenciamento de DNA de produtos de PCR com primers
direcionados a um fragmento de 340-pb do gene rap-1 de Babesia bigemina, em amostras de

sangue de bezerros de fazendas da Paraiba.

Origem na Maior similaridade no Genbank (Blast analysis)
Bezerro
Paraiba Numero de acesso % origem cepa
2 Fazenda D AY146980 100 Argentina S1A
2 Fazenda E AY146980 100 Argentina S1A
4 Fazenda E AY 146980 100 Argentina S1A
5 Fazenda E AY 146980 100 Argentina SI1A
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Tabela 4. Resultados de sequenciamento de DNA de produtos de PCR com primers
direcionados a um fragmento de 347-pb do gene rap-1 de Babesia bovis, em amostras de sangue

de bezerros de fazendas da Paraiba.

Origem na Maior similaridade no Genbank (Blast analysis)
Bezerro
Paraiba Numero de acesso % origem cepa
4 Fazenda E FJ588012 100 Brasil Sudeste
Fazenda E FJ588010 100 Brasil Nordeste

6 Fazenda E FJ588010 100 Brasil Nordeste
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Tabela 5. Resultados de sequenciamento de DNA de produtos de PCR com primers

direcionados a um fragmento de 300-pb do gene mspla de Anaplasma marginale, em amostras

de sangue de bezerros de fazendas da Paraiba.

Bezerro Origem na Maior similaridade no Genbank (Blast analysis)
Paraiba Numero de acesso % origem cepa

1 Fazenda C JN885133 99 Brasil 115 (M. gouazoupira)
2 Fazenda C JN885133 99 Brasil I15 (M. gouazoupira)
7 Fazenda C JN885133 99 Brasil I15 (M. gouazoupira)
5 Fazenda D FI195757 98 Taiwan TWNG6

3 Fazenda E FI195757 98 Taiwan TWNG6

4 Fazenda E AY846868 98 Israel Israeli Lhavot-Habasan
5 Fazenda B FI195757 99 Taiwan TWNG6

6 Fazenda B FI195757 99 Taiwan TWNG6

7 Fazenda D JN885132 99 Brasil 119 (M. gouazoupira)
7 Fazenda E JN885131 100 Brasil 110 (M. gouazoupira)
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Tabela 6. Comparacdo da sorologia para Anaplasma marginale, Babesia. bigemina e Babesia bovis com a PCR

(padrdo ouro) para cada agente.

Testes Sorologia® Sensibilidade % Especificidade %  Concordancia % Kappa
" - (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) P

PCR + 9 16 36 100 60,9 0,305

0,0002
A. marginale 0 16 (17,9 -57.4) (79,4 - 100) (44,5 -75,8) (0,114 - 0,496)
PCR + 4 3 57,1 100 92,7 0,689 0248
B. bigemina 0 34 (18,4 -90,1) (89,7 - 100) (80,1 - 98,5) (0,366 - 1,000) ’
PCR + 3 0 100 94,7 95,1 0,725 0.479
B. bovis ; 2 36 (29,2 - 100) (82,3-99.4) (83,5-99.4) (0,367 - 1,000) ’

*Especifica para cada agente.



Tabela 7. Comparacdo dos resultados de PCR para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis

com a sorologia de imunofluorescéncia indireta (padrdo-ouro) para cada agente.

T PCR"  Sensibilidade %  Especificidade % Concordancia % Kappa
estes
" (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) P

Sorologia + 9 0 100 50 60,9 0,305

0,0002
A.marginale  _ 16 16 (66,4 - 100) (31,9-68,1) (44,5 -175.8) (0,114 - 0,496)
Sorologia + 4 0 100 91,9 92,7 0,689 0248
B. bigemina 3 34 (39,8 - 100) (78,1 - 98,3) (80,1 - 98,5) (0,366 - 1,000) ’
Sorologia + 3 2 60 100 95,1 0,725 0.479
B. bovis -0 36 (14,7 -94,7) (90,3 - 100) (83,5-99.4) (0,367 - 1,000) ’

aEspecifica para cada agente
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Tabela 8. Comparacio dos resultados de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia

bovis em vacas testadas entre 2009 e 2010 (Costa et al. 2011) e nas vacas maes dos bezerros avaliados no presente estudo.
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Fazendas A. marginale* B. bigemina* B. bovis*

Vacas Vacas Vacas Vacas Vacas Vacas
(Costa et al. 2011) (presente estudo) (Costa et al. 2011) (presente estudo) (Costa et al. 2011) (presente estudo)

A 0/24 (0) 0/14 (0) 0/24 (0) 0/14 (0) 1/24 (4,2) 0/14 (0)
B 0/15 (0) 0/7 (0) 0/15 (0) 0/7 (0) 7/15 (46,7) 0/7 (0)
C 4/19 (21,1) 0/6 (0) 0/19 (0) 0/6 (0) 1/19 (5,3) 0/6 (0)
D 4/14 (28,6) 0/7 (0) 1/14 (7,1) 0/7 (0) 4/14 (28,6) 0/7 (0)
4/15 (26,7) 0/7 (0) 6/15 (40,0) 0/7 (0) 8/15 (53,3) 0/7 (0)

* resultados apresentados como: nimero de vacas soropositivas / nimero de vacas amostradas (% de vacas soropositivas).
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Discussao

Segundo trabalhos pioneiros ainda na década de 1970, areas de instabilidade
enzodtica para TPB sdo aquelas em que a porcentagem de infec¢do em animais acima
de 9 meses esta entre 20 € 75%, sendo esses niveis detectados mediante testes
sorolégicos (MAHONEY; ROSS, 1972). No presente trabalho, pelo teste soroldgico
utilizado, nenhuma das cinco propriedades apresentou mais de 75% dos bezerros
soropositivo para A. marginale, B. bigemina ou B. bovis durante o primeiro ano,
indicando que nenhuma delas estaria em condi¢Oes de estabilidade enzoodtica. Esses
resultados estdo de acordo com um trabalho prévio realizado em 37 propriedades rurais
do sertdo da Paraiba, onde em média, apenas 15,0%, 9,5% e 26,9% das vacas estavam
soropositivas pela RIFI para A. marginale, B. bigemina e B. bovis, respectivamente
(COSTA et al. 2013). Desta forma, segundo os critérios sorolégicos, as cinco
propriedades rurais do presente estudo apresentavam condi¢des de instabilidade
enzodtica para TPB, ou ndo apresentavam circulacdo dos trés agentes da TPB, como foi
o caso da propriedade A, ou para Babesia spp., como foi o caso das propriedades B e C,
onde de fato, ndo foi encontrado o vetor R. microplus. Esta condicao de instabilidade
enzodtica condiz também com um trabalho prévio em que relatou diversos surtos de
TPB, especialmente por A. marginale, no rebanho adulto de propriedades rurais do
sertdo da Paraiba (COSTA et al. 2011).

Considerando os resultados de PCR, 83,3% a 100% dos bezerros foram positivos
para A. marginale entre o primeiro e oitavo més de vida, nas propriedades B, C, D e E
(Tabela 1). Por ser um método de deteccao direta do agente, esses resultados indicam
que esses bezerros apresentavam infeccdo ativa pelo agente. Sem duvida, a PCR se
mostrou um método muito mais sensivel que a RIFI para diagnéstico de infecgdo por A.
marginale, como demonstrado nas Tabelas 6 e 7. O fato da maioria dos bezerros
positivos por PCR terem se mantido soronegativos para A. marginale durante o estudo
pode estar relacionado com a dindmica de infeccdo e anticorpos, uma vez que esses
ultimos tendem a aparecer algum tempo apds a primo-infec¢do, especialmente quando
se busca anticorpos exclusivamente da classe IgG, como foi o caso do presente estudo.

Muito embora a maioria das propriedades apresentaram incidéncia nula para
Babesia spp., duas propriedades mostraram incidéncia maior para B. bigemina do que
para B. bovis. Um estudo realizado na Austrédlia mostrou que, em condi¢des naturais, as

frequéncias de infec¢do por Babesia spp. em larvas ndo alimentadas de R. microplus
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eram muito baixas, sendo 0,04% para B. bovis e 0,23% para B. bigemina (0,23%). Essa
maior porcentagem de infec¢do por B. bigemina garantiria uma maior taxa de
inoculacdo nos animais, resultando numa maior incidéncia desta espécie, quando
comparada com B. bovis (MAHONEY, MIRRE, 1971; MAHONEY; ROSS, 1972 ).
Tais fatos explicariam a maior incidéncia por B. bigemina observada nos bezerros das
propriedades D e E do presente estudo.

As cinco propriedades rurais tiveram todas suas vacas testadas sorologicamente
através da RIFI num estudo realizado entre julho de 2009 e julho de 2010 (COSTA et
al. 2013), cerca de um ano antes do presente estudo. Naquela ocasido, os valores de
soroprevaléncias por propriedade variaram de 0 a 28,7% para A. marginale, de 4,2 a
43,7% para B. bovis, e de 0 a 40% para B. bigemina (Tabela 8), indicando auséncia de
estabilidade enzodtica para os agentes da TPB. No estudo de Costa et al. (2013), foi
levantado que ndo havia histérico tanto de carrapatos como de casos de TPB nos
bovinos da propriedade A, onde praticamente todas vacas foram soronegativas para os
trés agentes da TPB (Tabela 8). Esta situacdo se manteve durante o presente estudo,
onde todos os bezerros se mantiveram negativos durante o primeiro ano de vida.
Segundo Costa et al. (2013), nas propriedades B, C e D havia historico recente de
carrapatos nos bovinos, com casos de TPB nas fazendas B e C; nesta dltima houve um
surto de TPB em 2009, quando morreram 11 vacas (COSTA et al. 2011). De fato, o
presente estudo demonstrou que a infeccdo por A. marginale continuou ocorrendo
nessas trés propriedades, demonstrado pelas altas incidéncias durante o primeiro ano de
vida dos bezerros; ja a infec¢do por Babesia spp. praticamente ndo ocorreu nos bezerros
dessas trés propriedades, indicando que mesmo com histérico recente de vacas
soropositivas e de carrapatos (COSTA et al. 2013) ou com presenga de carrapatos na
fazenda D (presente trabalho), possivelmente os niveis de infestagdes por carrapatos ndao
foram grande o suficiente para garantir uma taxa minima de inoculag¢do de Babesia spp.
nos bovinos, conforme demonstrado por Mahoney; Ross, (1972), em funcdo das
limitacdes climdticas da regido. Os animais da propriedade E apresentaram carrapatos
no presente estudo, porém segundo Costa et al. (2013), ndo havia registro de surtos de
TPB nos ultimos 3 anos. Como esta foi a propriedade que apresentou os maiores valores
de incidéncia A. marginale (100%), B. bigemina (85,7%) e B. bovis (42,8%) nos
bezerros, € possivel que esteja mais préxima de uma situacao de estabilidade enzodtica,

onde os casos de TPB passam a ser isolados, e ndo em forma de surtos.
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Os resultados encontrados neste trabalho confirmam dados de um estudo
anterior onde se observou serem mais frequentes as infec¢des por A. marginale do que
por Babesia spp. no semidrido paraibano (COSTA et al. 2013), fato que pode estar
associado as formas de transmissdo, uma vez que a anaplasmose pode ser transmitida
por vetores mecanicos como tabanideos, além da transmissdo pelo R. microplus
(HAWKINS et al. 1982; KESSLER, 2001). Neste estudo, foi comprovado que os
maiores picos de tabanideos coincidiram com os maiores picos de chuvas em duas
regides distintas, sertdo e cariri. No trabalho de Costa et al. (2011), foi observado que os
surtos de anaplasmose bovina concentraram-se no final do maior periodo chuvoso.
Desta forma, diante da distribuicdo irregular do carrapato R. microplus, ausente em
muitas propriedades rurais do semidrido, e da presenca de tabanideos nos periodos
chuvosos de praticamente todas as propriedades (Costa et al. 2013), é possivel que esses
dipteros tenham uma importancia muito maior para a transmissao de A. marginale nesta
regido do Brasil. Por fim, ndo se pode destacar a importancia da transmissao
iatrogénica, uma vez que Costa et al. (2013) encontrou associa¢do estatisticamente
significante entre uso frequente de medicamentos injetdveis com maiores prevaléncias
por A. marginale no semidrido paraibano.

As andlises de sequenciamento de DNA de produtos amplificados por PCR
mostraram que pelo menos trés haplétipos distintos de A. marginale circulam entre os
bovinos do semidrido paraibano. Esses resultados corroboram o conceito de
heterogenicidade genética de cepas de A. marginale no mundo (DE LA FUENTE et al.,
2007). E possivel que esta viabilidade de haplétipos esteja relacionada com diferentes
formas de transmissao (bioldgica via carrapato e mecanica via tabanideos), uma vez que
tem sido demonstrado tanto no Brasil como nos Estados Unidos que, enquanto algumas
cepas de A. marginale sdo transmitidas por carrapatos, outras sdo biologicamente
incompativeis com esses dcaros, restando a via mecanica de transmissdao horizontal
(WICKWIRE et al. 1987, GONCALVES RUIZ et al. 2005).

Apenas um genétipo de B. bigemina foi encontrado nas amostras sequenciadas de
bovinos e de carrapatos de duas fazendas, indicando ser o mesmo haplétipo ja descrito
na Argentina. E possivel que este gendtipo esteja disseminado na América do Sul. As
sequencias de B. bovis foram representadas por dois haplétipos, um inicialmente
descrito no Sudeste (estado de Sdo Paulo) e outro no Nordeste (estado da Bahia)
(RAMOS et al. 2012). Essa diversidade de haplétipos encontrada no presente estudo

deve ser considerada em futuros estudos de controle da TPB no sertdo da Paraiba por
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meio de vacinas, uma vez a resposta imune protetora pode variar conforme a
heterogenicidade da cepa de antigeno usada (RAMOS et al. 2012). Por fim, o presente
trabalho demonstra que, mesmo avaliando apenas cinco propriedades rurais, a
incidéncia dos agentes da TPB ocorreu de forma heterogenia na regido, corroborando o
status de drea de instabilidade enzodtica previamente relatado para o semidrido
paraibano (COSTA et al. 2011, 2013). Desta forma, a vacinacdo de bezerros no
primeiro ano de vida parece ser a alternativa mais vidvel para evitar surtos de TPB nas
propriedades da regido, assim como € empregada em outras dreas de instabilidade
enzodtica do sul da América do Sul, areas marginais da distribuicdo geografica de R.

microplus (FARIAS, 2007; SACCO, 2002).
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CONCLUSOES

No sertdo da Paraiba os surtos de TPB ocorrem no final da época de chuvas nas
areas de planaltos e serras, em dreas Umidas como as bacias do Rio do Peixe e
Rioiranhas e também em dreas irrigadas, em que hd a formacdo de microclimas
favoraveis a sobrevivéncia do carrapato.

As éreas de instabilidade enzodtica sdo observadas nas regides mais altas do
sertdo e nas bacias dos rios perenes, e dreas livres, nas regioes mais secas € quentes do
sertdo, podendo estd se tornar estdvel, j4 que mesmo em dareas livres os carrapatos
podem sobreviver durante anos chuvosos ou se manter em areas de maior umidade em
beiras de acudes e pastagens irrigadas.

A maior frequéncia da doenca ocorre em adultos e se deve as condigcOes
climéticas do Sertdo Paraibano que ndo permite a presenca constante do carrapato e com
isso, ndo ha transmissdo continua dos agentes da TPB aos bovinos, principalmente em
animais jovens, fazendo com que estes ndo desenvolvam imunidade especifica
adequada e tornem-se adultos sensiveis.

No Estado da Paraiba a maioria dos casos diagnosticados de tristeza parasitdria
bovina € causada pelo agente Anaplasma marginale, fato que pode estar associado as
formas de transmissdo, uma vez que a anaplasmose pode ser transmitida por vetores
mecanicos como tabanideos, além da transmissao pelo R. microplus.

A infeccdo por Babesia spp. nao ocorre possivelmente devido os niveis de
infestacOes por carrapatos ndo serem grande o suficiente para garantir uma taxa minima
de inoculacdo de Babesia spp. nos bovinos em funcdo das limitagdes climdticas da
regido.

A situacdo epidemioldgica da tristeza parasitiria na Paraiba indica dreas de
instabilidade enzodtica para Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis.
No entanto, existem também dreas livres e dreas de estabilidade onde a proporcdo de
bovinos com anticorpos € menor do que 20%.

Em dareas onde o carrapato ndo consegue sobreviver de um ano para o outro o
ideal seria erradicar o vetor ou manté-lo em quantidades muito baixas para que nao
ocorra transmissao.

A adocao da vacinacdo anual de bezerros pode ser uma boa pratica para evitar surtos de

babesiose ou anaplasmose em fazendas com instabilidade enzodtica do Estado da
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Paraiba, assim como, tem sido adotado no sul do Brasil, onde a instabilidade enzodtica

também prevalece.
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ANEXOS

ANEXO 1: NORMA N° 01/2011 da Coordena¢do do Programa de P6s-Graduacdo em
Medicina Veterindria do Centro de Satide e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande.

ANEXO 2: Instrucdes para publicacdo na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

ANEXO 3: Questiondrio Epidemiolégico

ANEXO 4: Instrugdes para publicacio na Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria.

ANEXO 5: Artigo “Seroprevalence and risk factors for cattle anaplasmosis, babesiosis
and tripanosomiasis in a Brazilian semiarid region” a “Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria”.

ANEXO 6: Comprovante de “Aceite” do artigo “Seroprevalence and risk factors for
cattle anaplasmosis, babesiosis and tripanosomiasis in a Brazilian semiarid region” a
“Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria”.

ANEXO 7: Comprovante de submissdo do artigo “Incidéncia da infec¢do por

Anaplasma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis em bovinos durante o

primeiro ano de vida em fazendas do semidrido paraibano” a “Revista Brasileira de

Parasitologia Veterinaria”.
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ANEXO 1

Universidade Federal
de Campina Grande

NORMA N° 01/2011
Altera a NORMA N° 01/09 de 04 de fevereiro de
2009 e acrescenta novos critérios para a elaboragao
e defesa da dissertacdo e tese do Programa de Pds-

Graduagdo em Medicina Veterinaria do Centro de

Satde e Tecnologia Rural da UFCG.

O Colegiado do Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterindria, no uso de
suas atribuicoes, de conformidade com a legislacio em vigor, e nos termos da

Resolucido N° 13/02 do CONSEPE e do seu Regulamento.

RESOLVE:

Art. 1° Decide modificar a redacdo do § 1° do art. 2° da norma 01/2009 e estabelece
que o aluno deva apresentar, antes da defesa, o comprovante de submissao dos trabalhos
da dissertacdo e tese as revistas Qualis A1, A2, B1 e B2 da CAPES.

§ 1° - O corpo da dissertagdao serd constituido por capitulos, pelo menos dois, e
poderdo ser da seguinte forma:

I - uma revisao da literatura e um trabalho ja enviado a uma revista cientifica Qualis
citadas no Caput do artigo;

II - dois trabalhos enviados a revista Qualis citadas no Caput do artigo.

§ 2° - O corpo da tese podera ser constituido por:

I - trés trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no Caput do artigo;

IT - dois trabalhos submetidos a revistas cientificas Qualis citadas no Caput do artigo
e uma revisao da literatura.

§ 3° Os demais itens relacionados com a elaboracdo da dissertacdo deverdo seguir as

normas no Anexo.
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Art. 2° A qualificacdo do doutorado deverd ser feita em um prazo de 30 (trinta)
meses apods o ingresso do doutorando no Programa.

Art. 3° A presente Norma entra em vigor a partir da data de sua publicacao.

Patos, 03 de junho de 2011.

Prof. Dr. Franklin Riet Correa
Coordenador do PPGMYV
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NORMAS PARA ELABORACAO DA DISSERTACAO E TESE

O corpo da dissertacdo serd constituido por capitulos, pelo menos dois: 1- Revisdo da
literatura e 2- um trabalho nas normas da revista cientifica Qualis A ou B da CAPES

o qual serd enviado, obedecendo ao prazo maximo de 30 dias apds a defesa.

Ao invés da revisdo de literatura, o aluno podera apresentar outro artigo cientifico, na
mesma linha de pesquisa. A dissertacdo constard, dessa forma, de dois artigos
cientificos, um titulo que abranja os dois artigos, uma introducido e conclusdes

relacionadas aos dois artigos.

O trabalho serd redigido seguindo as normas da revista para a qual serd enviado

A revisdo da literatura, se ndo tiver sido enviada para outra revista, deve seguir as
mesmas normas que o trabalho a ser enviado, deverd ser incluida versdo em inglés e

portugués.

Se a dissertacdo constar de mais de um trabalho original, estes deverdao seguir as

normas das respectivas revistas para as quais serdo enviados.

Em todos os casos, no final da dissertacdo devem ser incluidas, como anexo, as
normas da (s) revista (s) para as quais os trabalhos serdo enviados. Para a formacao
da dissertacdo, serd utilizada a folha A4. O estilo da fonte deve ser Times New

Roman, tamanho 12 e espacamento 1,5 entre as linhas.

Na capa serd incluido o nome da instituicdo, abaixo o titulo, ao lado direito a

descricdo da dissertacdo sem constar a drea, abaixo o nome do mestrando e por

altimo o nome da cidade, Estado e data.

A contracapa serd constituida da mesma forma da capa, acrescentando-lhe apenas o

nome do orientador e no verso, a ficha catalografica.

No caso do aluno optar pela apresentacdo devera ser incluida uma introdu¢do com uma

explicacao dos dois trabalhos.

No final, ap6s o ultimo capitulo deverao ir as conclusdes do (s) trabalho (s).
Tanto na apresentacdo quanto nos diferentes capitulos e conclusdes, nos exemplares para
a defesa da dissertacdo deve ser incluido, a direita da folha, a numerac@o das linhas,

exceto na versdo final. O sumdrio serd antes da introdugao.

As Figuras, Tabelas ou Quadros devem ser incluidos dentro dos resultados, em folhas

separadas, com nao mais de 4 Figuras, Quadros ou Tabelas por folha.

Um volume devera ser entregue a coordenagdo 45 dias antes da defesa para ser
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encaminhado a um revisor para avaliacao se o mesmo estd apto a defesa.

Cinco exemplares da dissertacdo devem ser entregues a coordenag@o, no minimo 30 dias

antes da defesa.

Ap6s a defesa o mestrando deverd entregar na coordenacgdo do programa 5 (cinco)
exemplares da dissertacdo, com pelo menos 2 (duas) em capa dura, no prazo previsto no

regimento (30 dias apds a defesa). Obrigatoriamente deverd constar a ficha catalografica.

Na versao final da dissertacao nio deve constar o anexo da cépia do trabalho em inglés a
ser publicado na revista, mas somente a cdpia do trabalho em portugués. No anexo
devera constar uma folha mencionando o site da revista em que o artigo serd publicado.
Deverd ser entregue na Coordenag@o em separado uma copia do artigo escrito em inglés,

com as devidas correcdes da banca, a ser enviado para publicacio.

Agradecimentos e dedicatdrias serdo optativos.

Entregar uma cépia em CD da dissertacdo e/ou tese em pdf em um dnico arquivo.

Devera ser idéntico a versdo impressa. Nao serd aceito a dissertacio em mais de um

arquivo.

Patos, 03 de junho de 2011.

Prof. Dr. Franklin Riet Correa
Coordenador do PPGMYV
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INSTRUCOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submissao devem
ser enviados por via eletronica,
através do e-mail
<jurgen.dobereiner @terra.com.br>,
com os arquivos de texto na versao
mais recente do Word. Havendo
necessidade (por causa de figuras
“pesadas”), podem ser enviados em
CD pelo correiopo com uma via
impressa, ao Dr. Jiirgen Dobereiner,
Revista PESQUISA VETERINARIA
BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591,
Seropédica, RJ 23890-000. Devem
constituir-se de resultados de pesquisa
ainda ndo  publicados e ndo
considerados para publicagdo em outra
revista.

Para abreviar sua tramitacio e
aceitacao, os trabalhos sempre devem
ser submetidos conforme as normas
de apresentacao da revista
(www.pvb.com.br) e o modelo em
Word (PDF no site). Os originais
submetidos fora das normas de
apresentacio, serao devolvidos aos
autores para a devida adequacio.

Apesar de ndo serem aceitas
comunicacdes (Short communications)
sob forma de “Notas Cientificas”, ndo
ha limite minimo do nimero de paginas
do trabalho enviado, que deve, porém,
conter pormenores suficientes sobre os
experimentos ou a metodologia
empregada no estudo. Trabalhos sobre
Anestesiologia e  Cirurgia  serdo

recebidos para submissdo somente os da
drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade
dos autores as opinides e conceitos
emitidos nos trabalhos, o Conselho
Editorial, com a assisténcia da
Assessoria  Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou  solicitar
modificagdes aconselhdveis ou
necessdrias. Os trabalhos submetidos
sdo aceitos através da aprovacdo pelos
pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos
recursos para edicdo da revista
(impressa e online) e distribuicdo via
correio é cobrada taxa de publicacao
(page charge) no valor de R$ 250,00
por pagina editorada e impressa, na
ocasiao do envio da prova final, ao
autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser
organizados, sempre que possivel, em
Titulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E
METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou
combinacdo destes dois udltimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser
conciso e indicar o conteido do
trabalho; pormenores de identificacdo
cientifica devem ser colocados em
MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m)
sistematicamente _encurtar oS nomes,
tanto para facilitar sua identificagdo
cientifica, como para as citagdes
bibliograficas. Em muitos casos isto




significa manter o primeiro nome € o
ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto
escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto
P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral
escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-
Correa F.; Silvana Maria Medeiros de
Sousa Silva poderia usar Silvana
M.M.S. Silva, inverso Silva SM.M.S.,
ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso,
Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto,
Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso,
Medeiros-Silva S.M.; para facilitar,
inclusive, a moderna indexacao,
recomenda-se que os trabalhos tenham
0 maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser
apresentado com os  elementos
constituintes do RESUMO em
portugués, podendo ser mais
explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX
TERMS” ou “TERMOS DE
INDEXACAO?”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de
forma direta e no passado, o que foi
feito e estudado, indicando a
metodologia e dando os mais
importantes resultados e conclusdes.
Nos trabalhos em inglés, o titulo em
portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apds a palavra
RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve,
com citacdo bibliografica especifica
sem que a mesma assuma importancia
principal, e finalizar com a indicacio do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS
devem ser reunidos os dados que
permitam a repeticdo do trabalho por
outros pesquisadores. Na
experimentacdo com animais, deve
constar a aprovacdo do projeto pela
Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita
a apresentacdo concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados
sem dados supérfluos, apresentando,
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sempre que indicado, médias de varias
repeticoes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos
(Figuras), ao invés de apresentd-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser
discutidos os resultados diante da
literatura. Nao convém mencionar
trabalhos em desenvolvimento ou
planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacio do autor e da revista de
publicé-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-
se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser
sucintos e ndo devem aparecer no texto
ou em notas de rodapé;

k) a Lista d¢ REFERENCIAS, que
s6 incluird a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como
fonte para consulta indireta, deverad ser
ordenada alfabeticamente pelo
sobrenome  do  primeiro  autor,
registrando-se 0s nomes de todos os
autores, em caixa alta e baixa
(colocando as referéncias em ordem
cronolégica quando houver mais de dois
autores), o titulo de cada publicacio e,
abreviado ou por extenso (se tiver
divida), o nome da revista ou obra,
usando as instrugdes do “Style Manual
for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o
“Bibliographic Guide for Editors and
Authors” (American Chemical Society,
Washington, DC) e exemplos de
fasciculos ja publicados
(www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser
atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos
seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do
modelo constante do site sob
“Instrucoes aos Autores”
(www.pvb.com.br). A digitalizacdo
deve ser na fonte Cambria, corpo 10,
entrelinha simples; a pagina deve ser
no formato A4, com 2cm de margens




(superior, inferior, esquerda e direita), o
texto deve ser corrido e nao deve ser
formatado em duas colunas, com as
legendas das figuras e os Quadros no
final (logo apés as REFERENCIAS).
As Figuras (inclusive gréficos) devem
ter seus arquivos fornecidos separados
do texto. Quando incluidos no texto do
trabalho, devem ser introduzidos através
da ferramenta “Inserir” do Word; pois
imagens copiadas e coladas perdem as
informacdes do programa onde foram
geradas, resultando, sempre, em ma
qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser
concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no
texto, os sinais de chamada para notas
de rodapé serdo numeros arabicos
colocados em sobrescrito apds a palavra
ou frase que motivou a nota. Essa
numeracdo serd continua por todo o
trabalho; as notas serdo lancadas ao pé
da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e
todas as Figuras serdo mencionados no
texto. Estas remissoes serdo feitas pelos
respectivos numeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes.
ABSTRACT e RESUMO serao escritos
corridamente em um s parigrafo e nao
deverdo conter citacdes bibliograficas.
c¢) no rodapé da primeira pagina
devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-
mail do autor para correspondéncia,
bem como e-mails dos demais autores
(para_eventualidades e confirmacao
de endereco para envio do fasciculo
impresso);

d) siglas e abreviacOes dos nomes de
instituicdes, ao  aparecerem  pela
primeira vez no trabalho, serdo
colocadas entre parénteses e precedidas
do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas
pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos
nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de “et al.”,
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mais o ano; se dois trabalhos nao se
distinguirem por esses elementos, a
diferenciagdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano,
em ambos. Trabalhos nao consultados
na integra pelo(s) autor(es), devem
ser diferenciados, colocando-se no
final da respectiva referéncia,
“(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o
ano.)”; a referéncia do trabalho que
serviu de fonte, sera incluida na lista
uma sé vez. A men¢io de comunicagio
pessoal e de dados ndo publicados €
feita no texto somente com citagdo de
Nome e Ano, colocando-se na lista das
Referéncias dados adicionais, como a
Instituicdo de origem do(s) autor(es).
Nas citacoes de trabalhos colocados
entre parénteses, nao se usara virgula
entre o nome do autor € o ano, nem
ponto-e-virgula apés cada ano; a
separacdo entre trabalhos, nesse caso, se
fard apenas por virgulas, exememplo:
(Christian & Tryphonas 1971, Priester
& Haves 1974, Lemos et al. 2004,
Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deveri
ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em
itdlico  (grifo), e sempre em
conformidade com o padrao adotado
nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenacdo de seus
varios elementos.

3. As Figuras (gréificos, desenhos,
mapas ou fotografias) originais devem
ser preferencialmente enviadas por
via eletronica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com
extensao “jpg”), os arquivos deverdo ser
enviados como obtidos (sem tratamento
ou alteracdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser
anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada
Figura serd identificada na margem ou
no verso, a traco leve de ladpis, pelo
respectivo nimero € o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve
ser indicada a parte inferior da figura




pela palavra “pé”. Os graficos devem
ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem
linhas. A chave das convengdes
adotadas serd incluida preferentemente,
na drea da Figura; evitar-se-4 o uso de
titulo ao alto da figura. Fotografias
deverao ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em
papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias
deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos
poderdo ser publicados em cores; na
versdo impressa, somente quando a cor
for elemento primordial a impressdo das
figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das
Figuras conterao informacdes
suficientes para que estas sejam

83

compreensiveis, (até certo ponto
autoexplicativas , com independéncia
do texto) e serao apresentadas no final
do trabalho.

5. Os Quadros
explicativos por si mesmos ¢ colocados
no final do texto. Cada um terd seu
titulo completo e serd caracterizado por
dois tragos longos, um acima e outro

deverao ser

abaixo do cabecalho das colunas; entre
esses dois tracos poderd haver outros
mais curtos, para grupamento de
colunas. Nao ha tracos verticais. Os
sinais de chamada serao alfabéticos,
recomecando, se possivel, com “a” em
cada Quadro; as notas serdo lancadas
logo abaixo do Quadro respectivo, do
qual serdo separadas por um trago curto
a esquerda



ANEXO 3

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO PARA PROPRIEDADE

Numero da propriedade: Data:
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DADOS GERAIS

Nome da propriedade:

Tamanho da propriedade:

Municipio:
Fone: Veterinario:
GPS: Sul Oeste Altitude
REBANHO BOVINO
Numero total de bovinos: Numero de Vacas:
Vacas amostradas Raca predominante:
Principal atividade:  ( ) Leite ( ) Corte ( ) Mista
PASTAGEM
Tipo de pastagem: ( ) Nativa ( ) Cultivada' ( )Mista1

"Nome da pastagem cultivada

Irrigacdo de pastagem:  ( ) Sim ( ) Nao

Pastejo em vazante na seca: ( ) Sim ( ) Ndo
CARRAPATOS NOS BOVINOS

Presenca de carrapatos?

( ) Nunca.

( ) Somente uma época do ano. Quando?

( ) Ano todo. Quando a infestagdo € maior?

Faz controle? ( ) Sim ( ) Néo

Tipo de tratamento: ( ) Banho ( ) Pour-on  ( ) Injetavel

N° de banhos carrapaticidas por ano?

Intervalos entre os banhos:

Meses do ano onde se concentram os banhos?
J FMAMIJIJ AS OND
Tipo de banho: () Bomba Costal ( ) Bomba Motorizada ( ) Outro

N° de vacas banhadas com uma bomba de 20 L:

MUTUCAS
Presenca de mutucas?
( ) Nunca.
( ) Somente uma época do ano. Quando?

( ) Ano todo. Quando a infestagdo € maior?
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MURICOCAS/PERNILONGOS

Presenca de murigcocas?

( ) Nunca.
( ) Somente uma época do ano. Quando?
( ) Ano todo. Quando a infestagdo € maior?

MOSCA-DOS-CHIFRES

Presenca de mosca-dos-chifres?

( ) Nunca.

( ) Somente uma época do ano. Quando?
( ) Ano todo. Quando a infestagdo € maior?
Faz controle? ( ) Sim ( ) Nao
Tipo de tratamento: ( ) Banho ( ) Pour-on  ( ) Injetavel
N° de tratamentos por ano?
Intervalos entre os tratamentos:

Meses do ano onde se concentram os tratamentos?

JF M A MIJJ A S OND
Tipo de banho: () Bomba Costal ( ) Bomba Motorizada ( ) Outro
N° de vacas banhadas com uma bomba de 20 L:

VERMIFUGOS
Vermifuga: ( ) todo rebanho  ( ) s6 bezerros
Tipo de vermifugo: ( Joral ( ) injetz’wel2 ( )ambos2

N°de tratamentos por ano:

*Meses do ano onde se concentram os tratamentos injetdveis:
JFM A MIJJ AS OND

VACINACOES NOS ULTIMOS 24 MESES

2008 2009
AFTOSA: JFM AMIJASOND JFMAMIJASOND
RAIVA: J FMAMIJASOND JFMAMIJASOND
OUTRAS: JFM AMIJASOND JEFEMAMIJASOND
OUTRAS INJECOES COLETIVAS NOS ULTIMOS 24 MESES
2008 2009
JFMAMIJASOND JEFMAMIJASOND
JFMAMIJASOND JFMAMIJASOND
JFMAMIJASOND JEMAMIJASOND
AGULHAS
( ) amesma a agulha para todos os animais
( ) uma agulha por animal

INTRODUCAO DE ANIMAIS (as ultimas)

Aquisicdo  Aquisi¢do Aquisicao Aquisicao
Data da aquisicao
N° de animais
Procedéncia
Veio com carrapato?




HISTORICO DE TRISTEZA PARASITARIA — MAL TRISTE

Houve casos/surtos nos dltimos 2 anos? ( ) sim’ ( ) ndo
*Descricdo dos dltimos

surtos:

Epoca do

surto

N° de animais acometidos?

Categoria
animal

Com que
tratou?

N°de
mortos:

Tipo
Diagnostico
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Revista Brasileira de

Parasitologia Veterinaria

Brazilian Journal of Velerinary Parasitology

Instrucdes aos Autores

Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria

Brazilian Journal of Veterinary Parasitology

Apresentacio

A Revista  Brasileira de
Parasitologia Veterindria ¢ um 6rgdo
oficial de divulgacdio do Colégio
Brasileiro de Parasitologia Veterindria
(CBPV). Tem como objetivo publicar
temas relativos a Helmintos,
Protozoarios, Artrépodes e Rickettsias
bem como assuntos correlatos. A revista
tem periodicidade trimestral. Sdo
aceitas submissdes de manuscritos, em
inglés, de pesquisadores de qualquer
pais, associados ou ndo ao CBPV. Este
periddico  oferece a  todos  os
pesquisadores acesso eletronico livre
para consulta de todos os trabalhos,
desde seu primeiro volume publicado
em 1992.
Politica Editorial

Os artigos submetidos a Revista
Brasileira de Parasitologia Veterindria
deverdo caracterizar-se como cientificos

e originais, essencialmente sobre

parasitas de animais em geral.

O(s) autor(es) deverd(ao) anexar
uma carta, previamente assinada,
responsabilizando-se pela originalidade
do artigo, salvo resumo(s)
apresentado(s) em eventos cientificos,
ndo submetidos a publicacdo em outros
periddicos. Trabalhos com mais de uma
autoria deverdo seguir com uma
declaracdo de concordancia de todos os

N

autores, referente a  publicagdo.
Trabalhos com numero excessivo de
autores deverdo ser avaliados pelos
editores cientificos assistentes, em
relagio ao protocolo experimental. E
necessdria a colaboracdo substancial de
todos os autores no planejamento do
estudo, obtencdo, andlise e interpretacao
de resultados, confeccdo do artigo e
aprovacdo da versdo final submetida e
aceita. Colaboradores que ndo tiveram
participacdo ativa em todo o processo
descrito acima poderdo ser listados na
secdo de agradecimentos. Poderd haver

agradecimento ao pesquisador que

forneceu auxilio técnico, correcdo ou



sugestdo na escrita, ou ao chefe de
departamento que proporcionou
infraestrutura para elaboracdo do
trabalho. O processo de avaliagdo do
trabalho dependera da observancia das
Normas Editoriais, dos Pareceres do
Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc.
Nesse processo, o editor-chefe e os
editores cientificos assistentes poderdao
sugerir ou solicitar as modifica¢des
necessdrias, apesar de ser de
responsabilidade  dos  autores  os
conceitos  emitidos.  Os  artigos
submetidos serdo avaliados por, no
minimo, 3 revisores anonimos,
selecionados  pelo  editor-chefe e
editores  cientificos assistentes. A
Revista Brasileira de Parasitologia
Veterindria atribui a seus artigos as
categorias de: Artigos Completos, Notas
de Pesquisa e Artigos de Revisao, sendo
este dltimo escrito por especialistas e
condicionado a solicitacdo por convite
do  editor-chefe. Revisdes  ndo
solicitadas ndo serao aceitas, mas o
topico da revisdo pode ser sugerido,
previamente, ao editor-chefe ou editores
cientificos assistentes.

Taxa de tramitagdo:

Da submissdo do artigo, serd
cobrada uma taxa de R$ 40,00 (quarenta
reais) referente ao processo de
tramitacdo, paga através de depdsito

bancdrio: Banco do Brasil/ Agéncia:
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0269-0/ Conta Corrente: 28.848-9
(RBPV).
Processo de avaliacao pelos pares

O processo de avaliacio do
trabalho dependerd da observancia das
Normas Editoriais, dos Pareceres do
Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc.
Os artigos submetidos serdo avaliados
por, no minimo, 3 revisores andnimos,
selecionados  pelo editor-chefe e
editores cientificos assistentes.

O relator devera preencher o
formuldrio de avaliacio da RBPV,
disponivel no sistema on-line de
submissdo
(http://submission.scielo.br/index.php/r
bpv). Tendo recebido a avaliacdo de
pelo menos 2 dos  revisores
selecionados, o(s) autor(es) recebera os
formuldrios de avaliagdo e possiveis
correcOes feitas diretamente no texto. O
avaliador
poderd corrigir novamente o artigo, se
necessario.

Com a aprovagdo dos relatores,
o artigo passa por revisao do inglés,
pelos revisores credenciados pela
RBPV. Apds diagramacio e editoragdo,
os editores cienti&cos assistentes e a
editora-chefe da revista, fazem as
correcdes finais.

Transferéncia de direitos autorais:
Ao ser submetido, o artigo deve

vir acompanhado de um oficio, assinado



por todos os autores, concordando com
a submissdo e, caso aprovado, a
publicagdo do artigo apenas na RBPV.
Etica

Experimentos que  utilizam
animais deverdo ser conduzidos
obedecendo as normas aprovadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (http://www.cobea.org.br),
devendo os autores apresentarem o0
nimero de protocolo de submissdo e
aprovacao dos trabalhos em Comissdo
de Etica e Bem-Estar Animal.
Apresentacao dos Manuscritos
Na elaboracio do texto serao
observadas as seguintes normas:

Os  trabalhos devem  ser
submetidos em inglés, de forma
concisa, com linguagem impessoal e
com os sinais de chamadas de rodapé
em numeros arabicos, lancados ao pé da
pdgina em que estiver o respectivo
nimero e em ordem crescente. Os
trabalhos deverdo ser apresentados em
fonte “Times New Roman”, tamanho
12, com margem superior e inferior de
2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e
espacamento entre linhas de 1,5 cm com
as paginas numeradas. Para a categoria
Artigo Completo, o trabalho ndo devera
exceder 15 péginas, quando da
diagramacdo final. Para a categoria

Notas de Pesquisa, o trabalho nao

deverd exceder 5 pdginas, quando da
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diagramacdo final. As tabelas e
ilustracdes deverdo ser apresentadas
separadas do texto e anexadas ao final
do trabalho, sem legendas. As
respectivas legendas deverdo vir no
texto logo apds as referéncias
bibliogra&cas. Ao submeter o artigo,
anexar o comprovante de depdsito, via
endereco eletronico:
http://www.scielo.br/rbpv. Os trabalhos
aceitos deverdo ser revisados por um
dos revisores de lingua inglesa
credenciados pela RBPV, de escolha e
sob responsabilidade dos autores. Os
Artigos ~ Completos  devem  ser
organizados obedecendo a seguinte
sequéncia: Titulo Original, Titulo
Traduzido, Autor(es), Filiacao
Institucional, Abstract (Keywords),
Resumo (Palavras-chave),
Introducao, Material e Métodos,
Resultados, Discussiao, Conclusoes (ou
combinacdo destes trés

ultimos), Agradecimentos (facultativo)
¢ Referéncias Bibliograficas.

As Notas de Pesquisa obedecem a
sequéncia acima sem a necessidade de
se destacar os topicos, sendo escritas em
texto corrido. Para essa categoria, o
artigo submetido deve possuir alto grau
de ineditismo e originalidade, trazendo
resultados novos de importancia

evidente.



Caracteristicas dos elementos de um
trabalho cientifico
Titulo Original

O titulo “cheio” e o subtitulo (se
houver) ndo devem exceder 15 palavras.
Nao deverd  aparecer nenhuma
abreviatura, e os nomes de espécies ou
palavras em latim deverdao vir em
itdlico. Evitar (por exemplo) titulos que
iniciem com: Estudos preliminares;
Observacgdes sobre. Nao usar o nome do
autor e data de citacdo em nomes
cientificos.
Autor(es)/Filiacao

Na identificacdo, deve constar:
nome completo e por extenso de todos
os autores (sem abreviagdo). A Filiacdo
Institucional deve informar os nomes
proprios de todas as instituigdes e ndo
suas tradugdes: Laboratério,
Departamento, Faculdade ou Escola,
Instituto, Universidade, Cidade, Estado
e Pafs, exatamente nessa ordem. No
rodapé, deve constar as informagdes do
autor para correspondéncia: Endereco
completo, telefone e e-mail atualizado,
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ANEXO 5
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Abstract

The seroprevalence of Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, and
Trypanosoma vivax and the risk factors for these infections were investigated in 509
cows from 37 farms in the semiarid region of Paraiba, northeastern Brazil. Cow sera
were tested by immunofluorescence assay (IFA) against each specific antigen. Mean
seroprevalence values per farm were 15.0% (range: 0-75%) for A. marginale, 9.5%
(range: 0-40%) for B. bigemina, and 26.9% (range: 0-73.7%) for B. bovis. All cows
tested negative for 7. vivax. Higher prevalence for A. marginale was significantly
associated with a less frequent acaricide spraying per year, and with higher use of
injectable antihelminthics. The presence of positive cows for B. bigemina was
significantly associated with the use of acaricide, and with the presence of horse flies in
the farm. Both the occurrence and the higher prevalence of B. bovis were significantly
associated with the recent observations of ticks on cattle. Overall, the present results
indicate that the region investigated represents an enzootic instable area for A.
marginale, B. bigemina, and B. bovis since most animals were seronegative to at least

one agent.

Keywords: Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, cattle, risk

factors, Brazil

Resumo

A soroprevaléncia de Amnaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis e
Trypanosoma vivax, assim como os fatores de risco para estas infec¢des, foram
investigadas em 37 fazendas (total de 509 vacas) da regido semidrida da Paraiba,
nordeste do Brasil. A presenca de anticorpos nos soros dos animais foi detectada pela
técnica de imunofluorescéncia indireta, utilizando antigenos especificos. Os valores
médios de soroprevaléncia por fazenda foram 15,0% (0-75%) para A. marginale, 9,5%
(0-40%) para B. bigemina, e 26,9% (0-73,7%) para B. bovis. Todas as vacas foram
soronegativas para 7. vivax. As maiores prevaléncias de A. marginale foram
significativamente associadas com menor uso de carrapaticidas por ano € com uso mais
frequente de antihelminticos injetdveis. A soroprevaléncia de B. bigemina foi
significativamente associada com o uso de carrapaticidas, e com a presenca de mutucas

na fazenda. Tanto a ocorréncia como a maior soroprevaléncia para B. bovis nas fazendas
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foram significativamente associadas com a presenca recente de carrapatos nos bovinos.
No geral, os resultados indicam que as fazendas amostradas estdo situadas em &rea de
instabilidade enzodtica para A. marginale, B. bigemina, € B. bovis, uma vez que a

maioria dos animais foi soronegativa para pelo menos um dos agentes.

Palavras-chave: Anaplasma marginale, Babesia bigemina, Babesia bovis, bovino,

fatores de risco, Brasil

Introduction

With over 200 million cattle, Brazil has the largest commercial bovine herd of
the world, mostly exposed to the cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Most
of the time, R. microplus is the sole tick species infesting cattle in Brazil (ARAGAO,
1936; CAMPOS PEREIRA et al., 2008). This tick species is a primary vector of the
bacterium Anaplasma marginale, and the protozoa Babesia bigemina and Babesia
bovis, which may contribute for the generally high prevalence of such tick-borne agents
throughout the country. However, the occurrence of diseases caused by these agents is
generally dependent on the climatic conditions of each region. In most of the country,
cattle babesiosis and anaplasmosis occur endemically because environmental conditions
provide moderate to high R. microplus burdens infesting pastured cattle throughout the
year. In this case, cattle are generally infected by A. marginale, B. bigemina, and B.
bovis during the first weeks or months after birth, then remain infected (seropositive)
without suffering severe disease for the rest of their life (RIBEIRO; REIS, 1981;
MADRUGA et al., 1984; 1985; PATARROYO et al., 1987; SANTOS et al., 2001). On
the other hand, environmental conditions are not suitable for R. microplus all over the
year in some areas, such as in southern Brazil (and Uruguay), where mean temperature
below 15°C inhibit tick development during autumn-winter months. Consequently,
many animals do not get in contact with infected ticks during their first months, and
when they are later primo-infected, severe disease with high lethality is a common
feature (NARI; SOLARI, 1991; MARTINS et al., 1994; GUGLIELMONE, 1995;
MARANA et al., 2009).

The African agent of surra, Trypanosoma vivax, first reported in South America
in the early 20" century, is considered to be mechanically transmitted by biting flies,
such as tabanids and Stomoxys calcitrans (HOARE, 1972). These flies are also

incriminated as mechanical vectors of A. marginale (HAWKINS et al.,, 1982;



97

KESSLER, 2001). In Brazil, T. vivax has been sporadically reported infecting
ruminants, as recently reported in three outbreaks affecting cattle in the semiarid region
of the State of Paraiba (BATISTA et al., 2007; 2008).

The state of Paraiba, located in the northeastern region of Brazil, is characterized
by warm weather throughout the year. The state is geographically subdivided into the
following four major regions, based mostly on vegetation type and rainfall: (i) Zona da
Mata (Atlantic forest), (ii) Agreste, (iii) Cariri, and (iv) Sertdo (Fig. 1). The Zona da
Mata and Agreste have relatively higher rainfall regimes (CABRERA; WILLINK,
1973). Both Cariri and Sertdo (the semiarid region) are typically within the Caatinga
biome, which encompasses an area of 900,000 km® (11% of the Brazilian territory) and
is the only major biome that occurs exclusively in Brazil. Caatinga is xeric shrubland
and thorn forest, which consists primarily of small, thorny trees that shed their leaves
seasonally. Cacti, thick-stemmed plants, thorny brush, and arid-adapted grasses make
up the ground layer; however, during the dry periods there is no ground foliage or
undergrowth (ANDRADE-LIMA, 1981). The weather is characterized by a hot and
semiarid climate, the temperature averaging 27°C and the mean annual rainfall is
typically =500 mm. There are typically two seasons, a rainy season from February to
May, and a long drought period from June to January; however, the occurrence of
droughts sometimes longer than 1 year is also a characteristic of the region (BATISTA
et al., 2007). Indeed, this usual long drought period has important implications, yet to be
evaluated under natural conditions, for the vectors of A. marginale and Babesia spp. to
cattle raised in the Caatinga biome.

During the last decades, dairy cattle have become significantly important for the
Paraiba animal husbandry. Except for the Zona da Mata region (where sugarcane crops
prevail), cattle raising small farms are widespread in the Agreste, Cariri, and Sertdo
regions. Whereas cultivated grasses (mostly Brachiaria spp.) are the basis for Agreste
livestock, cattle are usually reared extensively on native Caatinga in most of the Cariri
and Sertdo farms. Until very recently, cattle babesiosis or anaplasmosis had remained
unreported in the Caatinga biome of the state of Paraiba. A recent study by our group
described 24 outbreaks of cattle anaplasmosis and/or babesiosis in cattle farms of the
Sertdo region of that state (COSTA et al., 2011). These outbreaks affected mostly cows,
with 36% mean lethality rate (range: 0-100%), indicating that many of the affected cows
were not immune, i.e., they had not been previously infected by Anaplasma or Babesia

agents. Herein, we investigated for the first time the seroprevalence of cattle to A.
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marginale, B. bigemina, B. bovis, and T. vivax in farms from the semiarid region of

Paraiba, as well as the risk factors for these agents.

Materials and Methods

From July 2009 to July 2010, blood samples were collected from cattle in 37
small farms in the state of Paraiba, being 25 farms in the Sertdo, 9 in the Cariri, and 3 in
the Agreste regions (Fig. 1). A total of 509 blood samples were obtained. In each farm 5
to 30 cows were sampled. Only small farms with herd size varying from 8 to 180 cattle
were investigated. During farm visits, a standard questionnaire was applied to the farm
owner or manager in order to obtain information for the risk factors study. The
independent variables studied are shown in Table 1.

Each cow serum was tested by immunofluorescence assay (IFA) against
antigens of A. marginale strain UFMGI, B. bigemina strain BbigMG, B. bovis strain
BbovMG, and T. vivax strain IgarapeMG, as previously described (BASTOS et al.,
2010; CUGLOVICI et al., 2010). For the first three agents, antigens consisted of
parasitized erythrocytes obtained from splenectomized calves that had been
experimentally inoculated (IICA, 1987). Antigens of 7. vivax consisted of fixed
trypomastigotes, obtained from an experimentally-infected splenectomized goat
(CUGLOVICI et al., 2010). Sera were considered positive if they displayed specific
reaction to one of the four antigens, at the 1:80 serum dilution. In each reaction, we used
appropriate negative and positive control sera from experimentally- or naturally-
infected cattle with each of the agents (COSTA-JUNIOR et al., 2006; BASTOS et al.,
2010; CUGLOVIClI et al., 2010).

The proportions of serologically positive cows for A. marginale, B. bigemina, or
B. bovis were calculated separately for each farm. For data analysis, a logistic regression
was performed to construct multivariate models that could explain the dependent
variables (cows serologically positive for A. marginale, B. bigemina, or B. bovis) as a
function of the 24 independent variables at a dichotomous level (absence = 0; presence
= 1) (Table 1). The serological results of each farm were analyzed at two separate
dichotomous levels: firstly, with the presence or absence of serologically positive cows
(no positive cow = 0; at least one positive cow in the farm = 1), and secondly, at the
proportion of positive cows in the farm (less than 25% of cows positive = 0; more than
25% of cows positive = 1). The independent variables were subjected to univariate

analysis and those with statistical association (here considered as P <0.20, chi-square
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test, for this first analysis) were tested in the multivariate model by the stepwise forward
method. The variables were included in the multivariate model if they displayed
statistical significance of P < 0.05, considering also the significance level of the final

model. All analyses were performed using SPSS for Windows (1999).

Results

Among the 509 sampled cows, 211 (41.5%) were seropositive to at least one
agent. Simple infection was observed in 170 (33.4%) cows, being 53 positive solely for
A. marginale, 33 solely for B. bigemina, and 84 solely for B. bovis; dual infection was
observed in 34 (6.7%) cows, being 24 for both A. marginale and B. bovis, and 10 for
both B. bigemina and B. bovis; triple infection, namely, seropositivity for A. marginale,
B. bigemina, and B. bovis, was detected in only 7 (1.4%) cows. All cows were
seronegative for 7. vivax. Overall seroprevalence values according to geographic
regions are shown in Table 2. The number of cows sampled per farm ranged from 5 to
30 (mean: 13.8 £ 6.2). Mean seroprevalence values per farm were 15.0 = 18.1% (range:
0-75%) for A. marginale, 9.5 + 12.5% (range: 0-40%) for B. bigemina, and 26.9 *
24.1% (range: 0-73.7%) for B. bovis. Among the 37 sampled farms, 14 (37.8%), 18
(48.6%), and 7 (18.9%) had all their cows negative for A. marginale, B. bigemina, and
B. bovis, respectively. A total of 10 (27.0%), 4 (10.8%), and 17 (45.9%) farms showed
seropositivity prevalence above 25% for A. marginale, B. bigemina, and B. bovis,
respectively.

By the univariate analysis, the presence of at least one serologically positive cow
for A. marginale was statistically coupled (P< 0.20) with variables No. 3, 9, 18, 20, and
23 (Table 1). However, when these independent variables were subjected to the
multivariate analysis, none was significant. By the univariate analysis, the presence of
more than 25% of serologically positive cows for A. marginale was statistically coupled
(P< 0.20) with variables No. 2, 3, 4, 12, 13, 19, and 20. When these independent
variables were subjected to the multivariate analysis, only the use of less than four
acaricide sprayings per year (No. 13), and more than 2 applications of injectable
antihelminthics per year (No. 19) were significantly associated (P<0.05) (Table 3).

By the univariate analysis, the presence of at least one serologically positive cow
for B. bigemina was statistically coupled (P< 0.20) with variables No. 12, 14, 18, and
23. When these independent variables were subjected to the multivariate analysis, only

the use of spraying for acaricide application (No. 12), and the presence of horse flies in
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the farm (No. 14) were significantly associated (P<0.05) (Table 3). By the univariate
analysis, no independent variable was associated at the P< 0.20 significance level with a
prevalence higher than 25% for B. bigemina

By the univariate analysis, the presence of at least one serologically positive cow
for B. bovis was statistically coupled (P< 0.20) with variables No. 6, 8, 9, 11, 12, and
13. When these independent variables were subjected to the multivariate analysis, only
the recent observations of ticks on cattle (No. 9) was significantly associated (P<0.05)
(Table 3). By the univariate analysis, the presence of more than 25% of serologically
positive cows for B. bovis was statistically coupled (P< 0.20) with variables No. 4, 9,
11, and 13. When these independent variables were subjected to the multivariate
analysis, only the recent observations of ticks on cattle (No. 9) was significantly

associated (P<0.05) (Table 3).

Discussion

Based upon the classical epidemiological conceptual model, the risk of
babesiosis and anaplasmosis outbreaks can be indirectly measured by determining the
proportion of cattle of a known age having anti-Babesia spp. and anti-A. marginale
antibodies (MAHONEY; ROSS, 1972; ALONSO et al., 1992; GUGLIELMONE et al.,
1997). In this case, primary exposure to infected vectors is desired to occur in calves up
to 7-9 months old, when they are naturally resistant to clinical effects, and develop
immunity lasting for at least 2 years. Cattle herds under this condition are considered to
be under enzootic stability for babesiosis or anaplasmosis (MAHONEY; ROSS, 1972).
On the other hand, in farms where primary exposure to infected vectors do not occur in
calves under 9 months old, cattle herds are considered to be under enzootic instability
for babesiosis or anaplasmosis because older, seronegative cattle become highly
susceptible to clinical effects of babesiosis or anaplasmosis, and consequently, the farm
is at risk of outbreaks of these diseases (MAHONEY; ROSS, 1972).

Overall, our results indicate that the farms sampled in the present study may be
under enzootic instability for A. marginale, B. bigemina, or B. bovis since most animals
were seronegative to at least one agent. This condition is corroborated by recent
outbreaks of anaplasmosis and babesiosis reported in 24 farms in the Sertdo region of
Paraiba (COSTA et al., 2011). These outbreaks, which occurred from 2007 to 2009,
were associated with atypically higher rainfall favoring higher vector abundance and,

consequently, higher exposure of susceptible animals to infected vectors, both ticks (in
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the case of Babesia spp. and A. marginale), and biting flies (in the case of A. marginale)
(COSTA et al., 2011).

Cattle seroprevalence values were 2 to 3 times higher for B. bovis than for B.
bigemina, although both agents were generally found in low percentages in the study
region, with most of the cows being seronegative. Mahoney and Ross (1972) reported
that if tick populations are suppressed either by natural or artificial conditions, cattle
might not be exposed to Babesia-infected ticks because their numbers under natural
conditions are extremely low. This should explain the overall low seroprevalence values
found in the present study, in which only 14 farms (37.8%) reported tick infestations all
year long (Table 1). In addition, since the primary B. bovis infection tends to last for a
much longer period than the primary B. bigemina infection (MAHONEY; ROSS, 1972),
higher seroprevalence for B. bovis should be expected in marginal areas like the
semiarid region of Paraiba, where cattle exposure to Babesia spp-infected ticks might
not be frequent; therefore, B. bigemina primo-infected animals may become
seronegative before being reinfested by B. bigemina-infected ticks.

Three outbreaks of cattle trypanosomosis due to 7. vivax were recently reported
in distinct farms in the Sertdo region of Paraiba between 2002 and 2006 (BATISTA et
al., 2007; 2008). While the origin of the first outbreak in 2002 remains unknown, the
subsequent two outbreaks (2005 and 2006) were associated to cattle movement among
these farms (BATISTA et al., 2008). Those outbreaks occurred in the north of Paraiba
state, approximately 70 km from the nearest farms sampled in the present study, which
were located in the counties of Sousa and S3o José do Espinharas. We found no
serologic evidence of 7. vivax infection in cattle, which led us to conclude that this
parasite is not widespread in the state, where it might have encountered ecological
barriers for spreading, such as the absence of vectors during the typically long drought
period.

Higher farm seroprevalence values (>25%) for A. marginale were significantly
associated with a less frequent (<4) acaricide spraying per year, a condition that could
be related to higher cattle exposure to ticks, but also to higher exposure to biting flies,
since most commercial acaricides are synthetic pyrethroids, which are potent fly
repellents (MENCKE, 2006). Bloodsucking flies may play an important role in
mechanical transmission of A. marginale in the region. Besides the fact that
experimental transmission of A. marginale by tabanids has been successfully

demonstrated, it was also observed that horse flies may remain mechanically infective
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for at least 2 hours after a blood meal on an infected animal (HAWKINS et al., 1982).
Indeed, some authors consider mechanical transmission of A. marginale by biting flies
even more important than biological transmission by ticks under certain conditions,
especially because of the lack of transovarial transmission of A. marginale in R.
microplus ticks (UILENBERG, 1970; RIBEIRO; LIMA, 1996), as well as the inability
of some strains of A. marginale to infect ticks, including R. microplus (GONCALVES
RUIZ et al., 2005). Higher seroprevalences of A. marginale were also associated with
several (>2) applications of injectable antihelminthics per year; this observation might
be related to iatrogenic transmission of A. marginale, which has been reported to be an
important transmission route of this agent among cattle in Brazil (KESSLER, 2001).

The presence of at least one serologically positive cow for B. bigemina in the
farm was significantly associated with the use of spraying for acaricide application.
While this association may seem unexpected at first glance, one might infer that the
farms treating cattle should have higher tick infestations. In Brazil, the vast majority of
farmers use manual backpack sprayers for applying acaricides on cattle, which usually
result in incorrect application under field conditions, and consequently, inefficient tick
control (AMARAL et al., 2011). In the present study, all farmers that reported to spray
cattle also reported to use backpack sprayers (data not shown); therefore, inefficient
application and poor tick control does not suppress the chances of cattle being exposed
to B. bigemina-infected ticks. The presence of B. bigemina-infected cows was also
associated with the presence of horse flies in the farm. Since Boophilus ticks are the
only known vectors in Brazil of B. bigemina (GUGLIELMONE, 1995), we could infer
that the noticeable presence of tabanids in the farms may be related to suitable
environmental conditions not just for the horse flies but also for ticks, since humid
lowlands that would provide breeding sites for tabanids, also may favor pastures with a
suitable vegetable coverage for tick reproduction. Finally, both the occurrence and the
higher seroprevalence of B. bovis in the farms were significantly associated with the
recent observations of ticks on cattle, which is an expected association because
Boophilus ticks are the only known vectors in Brazil of B. bovis (GUGLIELMONE,
1995)

In conclusion, the present study shows that in a region of the state of Paraiba,
where a semiarid and hot climate prevails, bovine babesiosis and anaplasmosis occur
under enzootic instability (<75% seroprevalence). Although our survey sampling (37

cattle farms), which were randomly selected according to logistic reasons, does not
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statistically represent the whole diversity of situations in the state, results obtained from
the 37 farms were very consistent regarding the serological results; i.e., with a few
exceptions, most animals in the farms were seronegative to B. bigemina, B. bovis, and
A. marginale. The characteristic weather (long drought period) and vegetation type
(Caatinga) of the region seems to be related to this enzootic instability, similarly to the
conditions reported for the semiarid Chaco biome in northern Argentina
(GUGLIELMONE et al., 1997). Thus, the adoption of yearly vaccination of calves may
be a proper practice to prevent babesiosis or anaplasmosis outbreaks in the farms within
the Caatinga biome of the state of Paraiba, just like it has been adopted in southern
Brazil, where enzootic instability also prevails, but due to another reason, the extreme

low autumn-winter temperatures.
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ANEXO 6

Marcelo Bahia Labruna,

Aguardamos o envio do artigo "Seroprevalence and risk factors for cattle anaplasmosis,
babesiosis, and trypanosomosis in a Brazilian semiarid region" com corre¢do da lingua

inglesa, pois 0 mesmo serd publicado no nimero 2, portanto encaminhd-lo o mais breve

possivel.

Att.,

Rosangela Zacarias Machado

zacariascbpv@fcav.unesp.br
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