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Transmissao congénita de Babesia bovis
e Anaplasma marginale na epidemiologia
da tristeza parasitaria bovina’

Introducao

A tristeza parasitaria bovina (TPB) é uma das principais enfermidades que
acometem os bezerros bovinos de base genética taurina e, apesar de sua
importancia, tanto para a saude quanto para o desenvolvimento dos animais,
poucas eram as informagdes disponiveis sobre a situagdo epidemioldgica
dos agentes causais da TPB na Amazébnia. A partir de 2004, a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e seus parceiros regionais
€ nacionais iniciaram estudos que possibilitaram estabelecer o zoneamento
epidemiolégico da TPB na Amazbnia (Brito et al., 2010, 2013), indicar
estratégias de controle da TPB para os rebanhos bovinos estabelecidos na
Amazonia (Brito et al., 2007), avaliar as taxas de prevaléncia dos agentes
causais da TPB em rebanhos bubalinos (Néo et al., 2016), identificar diferentes
cepas de Babesia bovis e Anaplasma marginale (Brito et al., 2010, 2013) e
implantar e padronizar técnicas quantitativas de diagndstico molecular para
B. bovis e Babesia bigemina (Giglioti et al., 2016).

A experiéncia adquirida e os resultados obtidos pelas acbes de pesquisa
e desenvolvimento realizados nos ultimos 10 anos permitiram observar a
complexidade envolvida na estabilidade enzodtica da TPB. Diversos sao
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os fatores, tanto bidticos quanto abidticos, que devem estar ocorrendo
concomitantemente para permitir que bovinos, mesmo infectados, nao
venham a se estabelecer como portadores sintomaticos do complexo TPB.
Entre esses fatores, observa-se que as vias de infecgcdo merecem ser melhor
estudadas, a fim de que sejam estabelecidas praticas de manejo de rebanhos
que favorecam a nao ocorréncia de casos clinicos da TPB, principalmente
nas categorias de bovinos mais jovens, em que a TPB costuma apresentar
maior morbidade e mortalidade.

Estudos complementares relacionados ao acompanhamento imunoldgico
dos bezerros nascidos infectados pelos agentes causais da TPB ainda
necessitam ser executados para que possamos avaliar se a transmissao
congénita de B. bovis, B. bigemina e A. marginale pode beneficiar os
animais que ja nascem infectados. Os resultados e recomendagdes
técnicas apresentados destinam-se a orientar a adogao de técnicas de
manejo direcionadas aos bezerros recém-nascidos, as quais devem ser
supervisionadas por médicos-veterinarios.

Complexo tristeza parasitaria bovina
e a infeccdo congénita

A babesiose e a anaplasmose sao hemoparasitoses que acometem bovinos
e bubalinos em todo o mundo e, no Brasil, sdo transmitidas biologicamente
pelo carrapato-dos-bovinos (Rhipicephalus microplus), produzindo uma
condicdo infecciosa conhecida como tristeza parasitaria bovina (TPB). Em
regides tropicais e subtropicais, a ocorréncia e circulagao dos protozoarios
B. bovis, B. bigemina e da bactéria A. marginale é considerada limitante,
principalmente em rebanhos bovinos taurinos ou com alta porcentagem
de sangue Bos taurus. Condi¢cdes de manejo inadequadas, que favorecem
a ocorréncia de surtos de TPB, determinam a perda de animais jovens e
elevam os custos de produgdo dos rebanhos em razao do dispéndio com
medicamentos e servigos veterinarios.

O fendbmeno mais importante na epidemiologia das babesioses, essencial para
a manutengéo da endemicidade, é a ocorréncia da transmisséao vertical de B.
bigemina e B. bovis no carrapato R. microplus (Riek, 1964, 1966; Mahoney;
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Mirre, 1977), Unico hospedeiro invertebrado envolvido na transmisséo desse
patégeno até o momento. No entanto, varios fatores podem afetar a taxa de
infecgdo por babesias no carrapato, principalmente a raga, a idade e o nivel
de parasitemia do hospedeiro vertebrado (Guglielmone, 1995; Santos et al.,
1998; Oliveira et al., 2005).

Em condi¢cdes de estabilidade endémica, caracterizada pela constante
inoculacao dos protozoarios pelo vetor no hospedeiro vertebrado, altas taxas
de infeccdo por B. bovis e B. bigemina tém sido detectadas nos rebanhos
bovinos (Patarroyo et al.,, 1987; Linhares et al., 1992; Barci et al., 1993;
Oliveira et al., 2005; Oliveira-Sequeira et al., 2005; Brito et al., 2013). Embora
a transmissédo transplacentaria das babesias seja considerada geralmente
destituida de importancia epidemiologica (Kakoma; Melhorn, 1994), dados
de pesquisa indicam que a relevancia dessa via de infecgdo pode estar
subestimada (Costa et al., 2016), principalmente no que se refere aos
rebanhos bubalinos, uma vez que naturalmente apresentam baixa infestagao
pelo carrapato R. microplus.

Comrelagao a A. marginale, tem sido verificado que essa bactéria desenvolve
infecgdes persistentes tanto nos bovinos como nos carrapatos vetores
(Kocan et al., 2010). Animais que sobrevivem a infecgdo aguda desenvolvem
infecgdes persistentes caracterizadas por ciclos de multiplicagao da bactéria
na circulagdo sanguinea, porém em baixos niveis (Kieser et al., 1990).
Esses animais persistentemente infectados desenvolvem forte imunidade
contra novos desafios, porém, funcionam como reservatérios de sangue
infectado tanto para os vetores biolégicos como para os mecanicos (Kocan
et al., 2003). No Brasil, evidéncias epidemiolégicas indicam que o carrapato
R. microplus é o principal transmissor biolégico da anaplasmose (Kessler,
2001). A transmissdo mecénica ocorre comumente pela picada de moscas
hematdéfagas, podendo também ocorrer através de fomites, como agulhas
utilizadas em varios animais nas vacinagdes, em cirurgias coletivas e
transfusdes de sangue (Kessler, 2001).

A identificacdo dos casos de transmissdo transplacentaria de babesias
(Barbosa et al., 1994; Bracarense et al., 2001; Yeruham et al., 2003) e de
A. marginale (Paine; Miller, 1977; Norton et al., 1983; Passos; Lima, 1984)
em bovinos tem sido restrita a bezerros recém-nascidos com sintomatologia
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grave. A transmissao transplacentaria da anaplasmose tem sido verificada
com maior frequéncia e considera-se que esta pode ter importancia
epidemioldgica em algumas regides do mundo (Kocan et al., 2003). No Brasil,
nao ha estudos que comprovem esse fato ou a transmissao de A. marginale
por essa via em bubalinos.

Os grandes avangos obtidos no campo da biologia molecular tornaram
possivel o desenvolvimento de técnicas de diagnéstico que apresentam
elevada sensibilidade e especificidade. A aplicagdo de técnicas moleculares
possibilita a detecgdo dos parasitos envolvidos na TPB nos vetores e
nos animais, estando eles nas fases iniciais da doencga, como portadores
assintomaticos e, também, nos que adquirem os agentes causais por infeccao
congénita (Cossio-Bayugar et al., 1997).

Dessa forma, utilizando técnicas de amplificagao de DNA (nested PCR), Osaki
et al. (2002) e Cavalcante (2007) demonstraram a ocorréncia de infecgao
pré-natal por B. bovis em bezerros, sem sintomas clinicos da doenca. A alta
sensibilidade e especificidade da PCR e da nPCR permitem a sua utilizacéo
em estudos que buscam identificar a presenca de B. bovis, B. bigemina e
A. marginale em animais assintomaticos, sendo, portanto, uma importante
ferramenta para a investigacao de transmissao congénita.

Avaliagdo da taxa de infecgdo de Babesia bovis e
Anaplasma marginale em vacas bovinas e bubalinas
gestantes e em bezerros recém-nascidos

Com o objetivo de identificar a dindmica da infec¢do congénita de B. bovis e
A. marginale, foi conduzido um experimento em um rebanho bovino mantido
no Campo Experimental da Embrapa Rondénia em Porto Velho, RO, e em
rebanho bubalino estabelecido na Unidade de Producédo Animal Felisberto
Camargo, da Embrapa Amazénia Oriental, em Belém, PA (CPAF-RO CEUA
n° 01/2015).

Os estudos com bovinos foram realizados em dois periodos: o primeiro, com
oito partos ocorridos entre os meses de setembro e outubro de 2015 (Grupo
1 — G1); e o segundo, também com oito partos, entre os meses de agosto
e setembro de 2016 (Grupo 2 — G2). As vacas avaliadas eram mesticas das
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ragas Holandés e Gir Leiteiro com grau de sangue variavel entre 1/2 e 3/4
Holandés, ordenhadas duas vezes ao dia, sem bezerro ao pé. Ao nascer,
0s bezerros mamavam o colostro imediatamente e passavam 24 horas
com a mae, sendo posteriormente apartados em bezerreiros individuais
e alimentados na mamadeira até os 60 dias de idade, além de receber
concentrado, volumoso e agua no cocho. O controle de ectoparasitos no
rebanho era direcionado principalmente ao carrapato-dos-bovinos, seguindo-
-se as recomendagdes estabelecidas por Brito et al. (2009).

Os estudos conduzidos com os bubalinos foram realizados com 13 vacas
gestantes que pariram no periodo de outubro de 2017 a setembro de 2018.
As bufalas avaliadas eram mesticas Murrah e Mediterraneo em diferentes
graus de sangue. As vacas eram ordenhadas uma vez ao dia com a presenca
do bezerro ao pé e, apds a ordenha, os bezerros permaneciam com as maes
até aproximadamente 12 horas, quando entdo eram alocados em um piquete
especifico a esta categoria, onde permaneciam até a préoxima ordenha.

As colheitas de amostras de sangue para a pesquisa dos agentes causais
da TPB nas vacas e bezerros bovinos se iniciaram a partir do diagndstico
de gestagdo por meio de ultrassonografia transretal das fémeas submetidas
a protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Nas vacas, as
colheitas de amostras de sangue ocorreram durante o segundo e o terceiro
trimestres de gestagéo e nas primeiras 24 horas apés o parto, quando também
foram realizadas as colheitas nos bezerros recém-nascidos. Ja no rebanho
bubalino, as colheitas foram realizadas, tanto na vaca quanto no bezerro,
apenas nas primeiras 24 horas apos o parto.

As amostras foram colhidas por puncdo da veia coccigea, com auxilio de
tubos para colheita a vacuo contendo EDTA. Essas amostras foram usadas
para a determinagédo do volume globular (VG), de acordo com Meyer et al.
(1995), e para extracdo de DNA usado na pesquisa dos hemoparasitos. Logo
apos a colheita, as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel, e mantidas a -20 °C até o processamento.

Nos bovinos, amostras de sangue periférico foram colhidas nos vasos
auriculares para a realizacao da técnica de esfregago sanguineo corado com
solucao Giemsa, para diagnéstico da babesiose e anaplasmose. No momento
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da colheita, também foi realizado o exame das mucosas visiveis e a afericao
da temperatura retal.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se kit comercial DNA Easy
(Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as amostras
foram devidamente identificadas e aliquotas de 100 uL foram estocadas a
temperatura de -80 °C, para posterior extragdo de DNA, a partir deste volume.
O DNA extraido foi eluido em 10 pL de tampéo Tris EDTA (TE) 1 M. Nas
amostras utilizadas como controle negativo, o DNA foi substituido por igual
volume de agua ultrapura, sendo essas amostras utilizadas para confirmar a
inexisténcia de contaminagao cruzada nos reagentes. Nas amostras utilizadas
como controle positivo, foram utilizadas amostras de DNA obtidas a partir de
sangue bovino colhido de bezerro clinicamente sintoméatico e diagnosticados
como portador da TPB por meio da visualizacdo dos corpos piriformes B.
bovis e dos corpusculos de A. marginale no esfregaco sanguineo corado com
Giemsa.

Diagnéstico de Babesia bovis

As reacdes de PCR e Nested-PCR (nPCR) utilizadas foram as mesmas ja
otimizadas e validadas para o diagnéstico de B. bovis em amostras de sangue
bovino em estudos anteriores (Oliveira et al., 2005; Oliveira-Sequeira et al.,
2005; Brito et al., 2013). Em cada bateria de amplificagdo também foi incluida
uma amostra controle de DNA de B. bovis proveniente de bezerro com sinais
clinicos da infecgao, a qual foi utilizada como controle positivo para detectar
a eficiéncia da reacdo da PCR.

No rebanho bovino avaliado, as taxas de infecgdo por B. bovis, nas vacas,
variaram de 87,5% (7:8) a 100% (8:8), sendo a taxa de infecgdo congénita
observada de 87,5% (7:8) e 75% (6:8). No G1, somente uma vaca obteve
resultado nPCR negativo para B. bovis, no segundo trimestre de gestacao, e
todos os bezerros nascidos neste grupo foram nPCR positivos. No G2, uma
vaca gestante apresentou dois resultados negativos, no quarto e quinto més
de gestacao, e em dois bezerros nascidos neste grupo nao foi detectada a
presencga da infecgéo por B. bovis (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de infecgéo por Babesia bovis observada durante o periodo gestacional
em vacas mestigas Holandés e Gir Leiteiro (n=16) e em seus bezerros recém-nascidos
(n=16).

Em bubalinos, a taxa de infecg¢éo por B. bovis nas vacas gestantes foi de 53,84%
(7:13), com uma taxa de infec¢éo congénita de 30,77% (4:13). Nao foi detectada
a presencga de B. bovis em seis vacas, porém todos os bezerros positivos para B.
bovis eram filhos de vacas infectadas por esse protozoario (Figura 2).
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Figura 2. Taxa de infecgdo por Babesia bovis em vacas bubalinas (n=13) e em
bezerros recém-nascidos (n=13) durante as primeiras 24 horas ap0s o parto.



Diagnostico de Anaplasma marginale

A reagao de PCR utilizada para a detecgdo de A. marginale foi a mesma ja
otimizada e validada por Brito et al. (2010). Em cada bateria de amplificacao
também foi incluida uma amostra de DNA de A. marginale proveniente de
bezerro diagnosticado como portador sintomatico do agente infeccioso, a
qual foi utilizada como controle positivo para detectar a eficiéncia da reacao
da PCR e também uma amostra de controle negativo, na qual o DNA foi
substituido por igual volume de agua ultrapura.

As taxas de infeccdo por A. marginale observadas nas vacas bovinas
em gestacao variaram de 50% a 100% e a taxa de infec¢do congénita
observada foi de 68,75% (Figura 3). Das 16 vacas gestantes pertencentes
ao G1 e ao G2, sete apresentaram pelo menos um resultado PCR negativo
entre o quarto e o sétimo més gestacional, porém, entre o oitavo e nono
més de gestagao, todas as vacas foram diagnosticadas como portadoras
assintoméaticas de A. marginale.
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Figura 3. Taxa de infeccéo por Anaplasma marginale observada durante o periodo
gestacional em vacas mesticas Holandés e Gir Leiteiro (n=16) e seus bezerros recém-
-nascidos (n=16).
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Durante todo o periodo de acompanhamento das vacas em gestacéo, nao
foram observadas alteragées clinicas e laboratoriais relacionadas a presenca
da infecgéo por B. bovis e A. marginale, sendo todos os animais negativos
por diagndstico direto por esfregaco sanguineo. Valores de hematdcrito
observados encontraram-se dentro dos valores referenciais para bovinos
(Kramer, 2006), assim como a temperatura corpérea.

Em bubalinos, a taxa de infecgéo por A. marginale nas vacas no momento do
parto foi de 61,54% (8:13), com uma taxa de infecgdo congénita de 23,08%
(3:13). Nao foi detectada por PCR a presenca de A. marginale em cinco
bafalas, porém todos os bezerros bubalinos positivos para A. marginale sao
filhos de vacas infectadas por essa bactéria (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de infecgéo por Anaplasma marginale em vacas bubalinas (n=13) e em
bezerros recém-nascidos (n=13) durante as primeiras 24 horas apds o parto.

Implicagdes da transmissao congénita dos
agentes causais da tristeza parasitaria bovina
para o0 manejo de bezerros bovideos

Apresencados agentes causais da TPB € umfatorlimitante nodesenvolvimento
da pecuaria (De Vos et al., 1976; Kessler, 2001; Kocan et al., 2003, 2010;
Aubry; Geale, 2011). No Brasil, o principal meio de transmissdo dos
agentes causais da TPB é o carrapato-dos-bovinos (R. microplus). Porém,
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a transmissao direta por fémites e dipteros hematofagos (Brito et al., 2010;
Reinbold et al., 2010; Aubry; Geale, 2011) também é considerada relevante
na epidemiologia da anaplasmose. Entretanto, pouco se sabe sobre a real
contribuicdo da via transplacentaria na epidemiologia dessas enfermidades
(Kessler, 2001; Kocan et al., 2003; Aubry; Geale, 2011).

Costa et al. (2016) detectaram 15 casos de transmissdo vertical de A.
marginale, 4 de B. bovis e 2 de B. bigemina em 60 vacas bovinas mestigas
criadas na regiao Nordeste do Brasil. Foi detectada coinfeccdo por A.
marginale e B. bovis em um dos casos, 0 que permitiu aos autores inferir
que é possivel a transmissdo transplacentaria de ambos os agentes para
um mesmo animal. Ainda foi observado por esses autores que um dos 15
bezerros infectados por A. marginale morreu dentro das 24 horas apds o
nascimento.

Atransmissao transplacentaria de A. marginale € mais comum, sendo descrita
em diversos estudos experimentais, incluindo estudos longitudinais (Norton
et al., 1983; Potgieter; Van Rensburg, 1987; Ribeiro et al., 1995; Pypers et al.,
2011; Maldonado et al., 2012; Grau et al., 2013; Silva; Fonseca, 2014; Silva et
al., 2015). Ela ocorre, principalmente, entre o tergo médio e final de gestacao
(Fowler; Swift, 1975; Swift; Paumer, 1976, 1978; Zaugg; Kuttler, 1984; Zaugg,
1985; Potgieter; Van Rensburg, 1987; Ribeiro et al., 1995). Ja a transmissao
vertical de B. bovis tem sido relatada, na maioria dos casos, como casos
isolados (Neitz, 1956; De Vos et al., 1976; Barbosa et al., 1994; Bracarense
et al., 2001; Osaki et al., 2002; Yeruham et al., 2003; Santarosa et al., 2013)
e casos de transmissao transplacentaria de B. bigemina, (Zolotareff, 1936;
Roux, 1939 citados por Neitz, 1956; Atwell, 1975; Costa et al., 2016).

As taxas de infecgao congénita de B. bovis e A. marginale observadas neste
estudo sao altas, quando comparadas a outros estudos realizados tanto
em areas de estabilidade como de instabilidade enzodtica. Em relagao a
babesiose, as taxas de transmissao transplacentaria variam entre nula (Piercy,
1956; Kuttler et al., 1962), baixa (Passos; Lima, 1984; Ribeiro et al., 1995) e
moderada (Maldonado et al., 2012; Silva et al., 2014). Ja para A. marginale,
€ a mais comum, sendo amplamente descrita em estudos experimentais,
incluindo estudos longitudinais (Norton et al., 1983; Potgieter; Van Rensburg,
1987; Ribeiro et al., 1995; Pypers et al., 2011; Maldonado et al., 2012; Grau
et al., 2013; Silva; Fonseca, 2014; Silva et al., 2015).
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Os resultados obtidos, assim como os disponiveis na literatura, sugerem que
a importancia da transmissao transplacentaria de B. bovis. e A. marginale é
variavel e dependente de caracteristicas locais relacionadas aos rebanhos,
como clima, perfil genético dos bovinos e sazonalidade dos vetores, além de
fatores relacionados a variabilidade genética do agente, os quais também
devem ser considerados para essa via de transmisséao.

Os resultados obtidos indicam, ainda, que a transmisséo transplacentaria
pode ter papel relevante na epidemiologia da babesiose e da anaplasmose
em bovinos e bubalinos e contribuem com a hipotese de que é causa
responsavel por ébitos neonatais de bezerros, como sugerido por Norton
et al. (1983). Portanto, é importante incluir a TPB no diagndstico diferencial
para identificagdo do agente causal da morte de bezerros, principalmente em
casos de animais que apresentaram quadro de hipogamaglobulinemia.

A ingestéo insuficiente ou tardia de colostro pelos bezerros nas primeiras
horas apds o nascimento pode ser considerada como um fator de risco a
saude e repercutir de forma negativa nas taxas de desfrute, principalmente
dos rebanhos bovinos leiteiros.

Altas taxas de morte de bezerros ainda sdo uma realidade nos rebanhos
bovinos e a hipogamaglobulinemia representa um importante fator de risco
associado a mortalidade neonatal. A ingesta do colostro pelo bezerro nas
primeiras 4 horas de vida garante a maxima absor¢géo de imunoglobulina,
principalmente IGg1 e 1Gg2, as quais conferem a imunidade passiva por meio
da maxima absorgao intestinal das imunoglobulinas, que ocorre logo apos
o nascimento. Dessa forma, a permanéncia dos bezerros junto a mae nas
primeiras 24 horas apds o parto garante que os bezerros realizem de 8 a
10 ingestas de colostro nesse periodo, o que lhes conferira maior protegao
contra agentes infecciosos através da transmissdo da imunidade passiva
colostral.

Fatores imunossupressores que incidem na vaca em gestagcdo também
determinam uma maior susceptibilidade do feto as infecgbes, assim como
a reinfeccdo das vacas, uma vez que a imunossupressao transitoria no
periparto € uma das razdes que explica o0 aumento das infec¢des subclinicas
que acabam por determinar um aumento na transmisséao vertical de agentes
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patogénicos (Pypers et al., 2011; Silva; Fonseca, 2014). O colostro de vacas
com quadro de mastite clinica antes do parto, vacas que abortaram ou
ainda aqueles coletados 12 horas apds o parto ndo sao considerados como
colostros de boa qualidade e ndo devem ser fornecidos aos bezerros nem
armazenados em bancos de colostro.

Cerca de 55% a 70% das mortes de bezerros concentram-se nas duas
primeiras semanas de vida (Silva et al., 2001). Cuidados com a colostragem,
a nutricao e o ambiente dos bezerros nas primeiras semanas de vida podem
contribuir para a melhora e manutengcédo de status imunoldgico capaz de
propiciar aos animais condicbes de debelar possiveis infecgdes em curso,
inclusive a babesiose e a anaplasmose.

Praticas simples de manejo, como permitir a permanéncia dos bezerros junto
as maes nas primeiras 24 horas de vida, a fim de garantir a maxima absorgao
intestinal das imunoglobulinas colostrais, assim como o correto manejo
sanitario neonatal e a eliminagdo de condicbes que promovam a umidade
excessiva nos locais em que os bezerros recém-nascidos sao alojados sao
medidas importantes e que podem minimizar a ocorréncia de quadros clinicos
de tristeza parasitaria, principalmente no primeiro més de vida dos bovinos.

Medidas profilaticas, como garantir que os bezerros tenham acesso as
pastagens com baixa carga de infestagdo pelo carrapato-dos-bovinos e a
nao utilizacdo de farmacos parasiticidas de longa duragao, permitem que os
animais se infectem naturalmente pelos agentes causais da TPB (Gaspar et
al., 2018). Bezerros expostos a situagdes de baixa infestagdo pelo carrapato
dos bovinos desenvolvem precocemente a protegao imunoldgica especifica
por meio da producdo de anticorpos contra Babesia spp. e A. marginale,
0 que contribui para evitar a ocorréncia de surtos de tristeza parasitaria e
diminuir a perda de animais jovens nos rebanhos.

A partir das altas taxas de transmissao transplacentaria observadas para
B. bovis e A. marginale neste estudo e das altas taxas de morbidade e
mortalidade causadas pela TPB, considera-se que o manejo de bezerros,
principalmente em rebanhos de base genética taurina, possivelmente deva
ser reavaliado. Altas taxas de parasitemia por B. bovis € A. marginale em
bezerros muito jovens, associadas a deficiéncia imunoldgica, geralmente
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determinam ocorréncia de altos indices de morbidade e mortalidade,
afetando direta e indiretamente a performance produtiva dos rebanhos,
sendo, em casos extremos, limitante a exploragdo da pecuaria bovina de
base genética taurina.
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