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RESUMO

ARTECHE, Alvaro Carlos Menezes. Avaliagdo do desempenho e niveis de
protecdo soroldgica em terneiros vacinados contra tristeza parasitaria bovina
(TPB) comparados aos naturalmente infestados por carrapatos. 2011. 79f.
Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia Veterinaria) - Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, RS.

Avaliaram-se, pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e de pesagens
individuais, os niveis de protecdo e ganho de peso de terneiros de corte do
nascimento ao desmame com oito meses de idade que receberam duas doses de
vacina contra tristeza bovina e foram mantidos livres de carrapatos em comparacéo
a terneiros naturalmente infestados em condicbes de manejo extensivo com
pastoreio continuo em propriedade rural localizada no municipio de Santana do
Livramento-Espinilho/RS. Formaram-se dois grupos aleatériamente, n=30, sendo o
GRUPO | (teste) mantido livre de carrapatos desde o nascimento até o desmame e
com duas doses da vacina atenuada, trivalente e refrigerada contra tristeza bovina.
O GRUPO I, controle, seguiu 0 manejo tradicional da propriedade, que reflete o da
regido, permitindo que os animais fossem infestados por carrapatos. As pesagens
foram realizadas no primeiro dia do experimento (d0) e no ultimo dia do experimento
(d180). A sorologia revelou que 100% dos animais vacinados apresentaram titulos
maiores ou iguais a 1:5120 para os trés parasitos Anaplasma marginale, Babesia
bovis e Babesia bigemina (p<0,025) enquanto que no grupo controle os titulos
maximos foram 1:2560 em quatro animais para A. marginale, 1:1280 em quatro
animais para B. bovis e 1:1280 em dois animais para B. bigemina. Houve diferenca
significativa entre os dois grupos (p<0,025). O grupo | obteve 30,5 Kg a mais de
ganho médio de peso que o grupo controle no final do experimento (p<0,025). Com
os resultados obtidos, conclui-se que €é mais eficiente, seguro e vantajoso
econdmica e tecnicamente manter os animais livres de carrapatos, desde o
nascimento até o desmame, e vacinados contra tristeza bovina, do que com o
manejo tradicional — “carrapateamento”.

Palavras chaves: Babesia bovis. Babesia bigemina. Anaplasma marginale.
Anaplasma centrale. Tristeza bovina. Vacina. Carrapato. Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Anticorpos. Imunofluorescéncia. Desmame. Peso.



ABSTRACT

ARTECHE, Alvaro Carlos Menezes. Evaluation of performance and levels of
serological protection in calves vaccinated against tick fever (TF) compared to
naturally tick infested calves. 2011. 79f. Dissertation (Master Program in
Veterinary Parasitology — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

This study analyzed, by reaction to indirect immunofluorescence and individual
weighting, the levels of protection and weight-gain in beef calves from birth to the age
of eight month, which received two doses of vaccine against tick fever and were
maintained free from ticks, compared to naturally infested calves in extensive
management conditions with continuous grazing in a rural property situated in the
municipality of Santana do Livramento — Espinilho / RS. Two groups were randomly
gathered, n=30, from which Group | (test) was kept free from ticks from birth to
weaning and received two doses of the attenuated, trivalent, refrigerated vaccine
against tick fever. Groupe Il (control) followed the property’s traditional management,
which reflects the one used in the region, allowing the tick infestation by the animals.
Weight control was accomplished in the first day (dO) and in the last day of the
experiment (d180). The serology revealed that 100% of the vaccinated animals
presented titles equal to 1:5120 for the three parasites Anaplasma marginale,
Babesia bovis e Babesia bigemina (p<0,025), whereas in the control group the
highest titles were 1:2560 in four animals for A. marginale, 1:1280 in four animals for
B. bovis and 1:1280 in two animals for B. bigemina (p< 0,025). Group | got a mean
weight-gain of 30,5 kg more than the control group at the end of the experiment
(p<0,025). The results obtained show that keeping animals free from tick, from birth
to weaning, and maintaining them vaccinated against tick fever is safer, more
efficient and economically and technically more advantageous than the traditional
management system — “carrapateamento” (natural tick infestation).

Key words: Babesia bovis. Babesia bigemina. Anaplasma marginale.
Anaplasma centrale. Tick fever. Vaccine. Tick. Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Antibody. Immunofluorescence. Weaning. Weight.
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INTRODUCAO

A tristeza parasitaria bovina é um conjunto de trés doencas que causam
distarbios hematolégicos em bovinos de todas as idades. Os agentes dessas
enfermidades sdo: Anaplasma marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina. Esses
hemoparasitos sao transmitidos aos bovinos pelo carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887).

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

O Rio Grande do Sul é considerado como area de instabilidade enzodtica,
devido as estagdes climaticas serem bem definidas, e as baixas temperaturas néao
favorecerem o ciclo de vida livre do vetor (GONZALES, 2003). Segundo Farias
(1995), sao locais onde ocorre uma estacgao fria bem definida, fazendo com que os
bovinos permanecam longos periodos sem contato com o carrapato e com 0s
agentes por eles transmitidos (Babesia spp.). Isso leva a uma queda nos niveis de
anticorpos e, assim, nas estacfes mais quentes do ano ocorrem surtos de
babesiose. As condi¢des climéticas levam a flutuagdes da populacdo de carrapato,

sendo o verdo e outono mais favoraveis e o inverno e a primavera desfavoraveis.
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Nas &reas de instabilidade enzodtica, cada bovino pode apresentar infestacédo
de dois a 10 carrapatos/dia, com taxa de inoculacdo (equacdo que define a
probabilidade diaria que um animal de determinada propriedade tem de ser infectado
apo0s seu nascimento) inferior a 0,005 e alta probabilidade de ocorrer a
primo-infeccdo apds os nove meses de idade (Mahoney & Ross, 1972). A
instabilidade pode ser agravada pelo homem, ao tomar medidas que levem os
bovinos a permanecerem longos periodos sem carrapatos, pelo uso excessivo de
acaricidas, utilizacado de restevas para pastoreio, entre outros (Vanzini & Ramirez,
1995).

Nestas areas sao frequentes os surtos da doenca, sendo preciso estar atento
ao problema para se fazer o diagnéstico e tratamento imediatos e corretos a fim de
evitar ou minimizar as perdas. Entretanto, mais importante que controlar os surtos &
adotar medidas que visem a prevencao da doenca.

Para acbes neste sentido, é imprescindivel que se tenha o diagndstico
epidemioldgico do problema na regido e mais especificamente, na propriedade
(SACCO, 2002). Esse diagnostico epidemiolégico é baseado no conhecimento do
clima, manejo da propriedade, animais e pastagens, intensidade e a frequéncia da
presenca do carrapato vetor, raca dos animais, e principalmente, a presenca de
bovinos portadores sadios no rebanho (SACCO, 2002).

O diagnoéstico tem sido feito ao longo dos anos com a determinacdo da
presenca e a intensidade de anticorpos anti-Babesias e anti-Anaplasma marginale
no soro dos bovinos através de técnicas de imunodiagndstico como, por exemplo, a
técnica da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) utilizada, por muitos anos e
ainda hoje, como ferramenta importante.

No Brasil, o uso de vacinas vivas, congeladas e atenuadas foi apresentado
por Kessler et al (1991) com resultados satisfatérios em termos de protecdo contra
0s trés agentes da tristeza bovina. Arteche (1992), como resultado de estudos feitos
desde 1979, apresentou ao mercado brasileiro uma vacina trivalente, atenuada e
refrigerada, pronta para aplicagédo, contra os agentes da tristeza bovina, sendo a
primeira vacina do Brasil a ser produzida em escala industrial e disponivel
comercialmente desde 1990. Atualmente € a Unica vacina disponivel no mercado
com registro e licenca do Ministério da Agricultura.

Os objetivos do presente trabalho foram determinar o nivel de protecdo

sorologica e o ganho de peso de terneiros vacinados contra a tristeza bovina
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mantidos livres de carrapatos desde o nascimento até o desmame com oito meses
de idade e comparar ao manejo tradicional que permite a infestacdo dos animais por

carrapatos como forma de imunizacéo contra 0s agentes da tristeza bovina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Definicéo e Etiologia

Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é nome comum das doencas causadas por
protozoarios do género Babesia e bactéria do género Anaplasma que se manifesta,
clinicamente, por febre, anemia, hemoglobindria, ictericia, anorexia, emaciacdo e
alta mortalidade entre bovinos sensiveis (KESSLER & SCHENK,1998).

Anaplasmose é uma doenca infectocontagiosa que atinge os bovinos, ovinos
e caprinos, sendo causada por um patdgeno bacteriano do género Anaplasma
(THEILER,1910) e caracterizada essencialmente por uma anemia acentuada e
progressiva. Anaplasma spp estdo genética e antigenicamente, vinculados a familia
Ehrlichiae, particularmente Ehrlichia phagicytophila, E. platys e E. bovis dentro da
ordem Rickettsiales. A unificacdo taxondmica deste grupo de patdégenos dentro do
género Anaplasma provavelmente sera adotada num futuro proximo (PALMER &
LINCOLN, 2002). Como presentemente classificada, as duas primeiras espécies
patogénicas de anaplasma sdo Anaplasma marginale e Anaplasma ovis. Ambas as
espécies infectam eritrocitos maduros nos hospedeiros ruminantes, sendo a doenca
normalmente manifestada por A. marginale em bovinos e A. ovis em ovinos e
caprinos. Historicamente, uma terceira espécie, Anaplasma centrale, tem sido
descrita causando uma doenca leve em bovinos e, como consequéncia, tem sido

usada como vacina viva para induzir prote¢éo contra Anaplasma marginale.
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O microorganismo, Anaplasma marginale, € um corpo esférico diminuto, com
0,3 a 0,8 um de didametro, e se localiza no interior do citoplasma dos eritrocitos, nas
proximidades da periferia da célula (Fig. 1). Com os corantes do tipo Romanowsky,
como o Giemsa, esse microorganismo fica evidenciado como estruturas redondas,
homogéneas, densas, de cor purpura — azulada. Através da microscopia eletrdnica,
essas estruturas aparecem separadas do citoplasma do eritrocito por uma
membrana, apresentando entre uma e oito subunidades, ou corpos iniciais, que sao
as unidades parasitarias (JONES et al, 1997)

Figura 1 - Hemacias parasitadas por Anaplasma marginale.
Aumento 1000X.
Fonte: Arteche, 2008.

Os protozoarios do género Babesia sao parasitos intraeritrociticos que
pertencem a familia Babesiidae, ordem Piroplasmorida, classe Aconoidasida e filo
Apicomplexa, com 111 espécies descritas parasitando animais domeésticos,
silvestres, de laboratério e o préprio homem (LEVINE, 1988).

Segundo Kuttler (1988), Babesia bovis e Babesia bigemina sdo as espécies
de maior importdncia econbmica, ocorrendo em paises localizados entre o0s
paralelos 32°N e 32°S, seguindo a distribuicdo do principal vetor, o carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CANESTRINI, 1887).

O parasito Babesia bovis foi descrito por Babes em 1888, na Roménia, como
agente de uma doenca endémica em bovinos que cursava com febre, prostracao,

anemia, ictericia, sintomatologia nervosa e, freqientemente, morte. Como detectou
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formas arredondadas e brilhantes no interior das hemacias, julgou tratar-se de uma
bactéria e denominou Haematococcus bovis. Posteriormente, em 1893, Starcovici

propds o nome Babesia bovis (Fig. 2).

Nos Estados Unidos, Smith & Killborne (1893) descreveram, pela primeira
vez, a transmissdo de um protozoario ao seu hospedeiro mamifero, por um vetor
artropode. Os pesquisadores identificaram um microorganismo intra-eritrocitario
como agente da enfermidade “Texas Fever”, com altos indices de mortalidade nos
rebanhos bovinos, que foi denominado Pyroplasma bigeminum (Sin.
Babesia bigemina) e  descreveram sua transmissdo pelo carrapato

Boophilus annulatus.

Figura 2 - Hemacias parasitadas por B. bovis. Aumento 1000x.
Fonte: Arteche, 2008.

Babesia bovis (sinonimia: B. argentina e B. berbera) apresenta forma redonda
(1 a 2,5um) ou piriforme (2 a 2,5um), podendo suas formas unidas orientarem-se em
posicdes variadas dentro dos eritrocitos (SOLORIO-RIVERA e RODRIGUEZ-VIVAS,
1997b). Babesia bigemina (Fig. 3), € mais larga e irregular e necessita ficar em
angulo agudo no interior da célula (MAHONEY, 1973), a forma piriforme mede em
torno de 3 a 4um de extensao por 0,8 a 1,2um de largura (SOLORIO-RIVERA e
RODRIGUEZ-VIVAS, 1997a).
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Figura 3 - Hemécias parasitadas por B. bigemina. Aumento 1000x
Fonte: Arteche, 2008.

No Brasil esses parasitos foram descritos pela primeira vez por Fajardo
(1901), e foram posteriormente citados por Fonseca & Braga (1923) como agentes
da “Tristeza Parasitaria Bovina”, que inclui babesiose e anaplasmose. Os autores
relataram que a doenca ocorria em todo o pais, causando sérias perdas

econdmicas.

2.2 Ciclo Biolégio

O ciclo de Anaplasma, no bovino, inicia-se com a penetragdo dos corpos
inicias nos eritrocitos pelo processo de rofeocitose, que envolve invaginacdo da
membrana citoplasmatica formando o vacuolo parasitoforo. No interior do vacuolo os
corpos iniciais multiplicam-se por divisdo binéria, originando até oito corpos. Os
corpos iniciais saem dos eritrocitos por um processo de rofeocitose reversa, sem
romper a membrana da hemacia, e iniciam novo ciclo ao penetrar em novos
eritrocitos (RIBEIRO & PASSOS, 2002)..

Como o organismo € raramente observado extracelularmente, tem-se
postulado que a transmissao dos corpos iniciais possa ocorrer também através de
pontes intercelulares entre eritrocitos (RIBEIRO & PASSOS, 2002).

Segundo Young e Morzaria (1986) e Friedhoff (1988), o ciclo das babesias se
desenvolve da seguinte forma: a infec¢cado do hospedeiro invertebrado ocorre quando
este ingere eritrocitos infectados com gametécitos. No estdmago deixam o0s
eritrocitos e atingem a luz do intestino. Diferenciam-se em corpos raiados,

considerados gametas iniciando a gametogonia. Ap6s dois a quatro dias, 0s
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gametas feminino e masculino se fundem e formam uma célula esférica chamada
zigoto, que se transforma em uma célula chamada cineto primario ou oocineto. O
inicio da esporogonia ocorre quando o oocineto invade as células epiteliais basofilas
do intestino e inicia as divisbes assexuadas, formando mais cinetos, que sao
liberados das células intestinais para a hemolinfa, invadindo os hemacitos e outros
orgaos, até mesmo os ovarios e odcitos (FRIEDHOFF, 1988).

Nestas células o processo de divisdo assexuada continua, produzindo os
esporocinetos que invadem novas células e seguem se multiplicando durante o
periodo de pré-postura e postura, até a teledégina morrer. Quando as larvas se fixam
no hospedeiro vertebrado, ocorre novamente a esporogonia € 0S esporocinetos
invadem as glandulas salivares sofrendo uma outra forma de reproducéo assexuada,
formando esporozoitos, sendo estes as formas infectantes para o bovino
(FRIEDHOFF, 1988).

No hospedeiro vertebrado ocorre a merogonia: 0s esporozoitos inoculados,
junto com a saliva, no momento que o vetor suga 0 sangue do hospedeiro
vertebrado, penetram nas hemécias e transformam-se em trofozoitos, sofrem divisdo
formando duas células chamadas de merozoitos (merogonia), que rompem as
hemacias ao sairem. Os merozoitos invadem novas hemacias pelo seguinte
processo: 0 merozoito entra em contato com um novo eritrocito e segue a orientacao
do polo apical deste merozoito com a superficie do eritrocito, ocorrendo entdo a
fusdo das membranas e a liberacdo do contetdo das roptrias do merozoito e apds a
invaginacdo das membranas do eritr6cito o merozoito estd dentro da célula. O
merozoito fica em um vacuolo parasitéforo e se diferencia em trofozoito, rompe o
vacuolo, ficando em contato direto com o citoplasma da hemacia. O trofozoito
apresenta uma unica membrana, que permite o contato direto com o citoplasma da
hemacia e por difusdo e osmose, alimenta-se de substancias do citoplasma
(FARIAS, 1995). A divisdo do trofozoito ocorre por brotamento ou fissédo binaria,
formando novamente as paredes internas e o complexo apical, originando novos
merozoitos ou gametdcitos. Os merozoitos estdo prontos para deixarem as
hemacias, e ao sairem, provocam ruptura da célula vermelha (FARIAS, 1995). O
carrapato, ao se alimentar no bovino, ingere os eritrécitos contendo os parasitos, e a

partir dos gametécitos, ha o recomeco do ciclo.



24

2.3 Transmisséo

A transmissao biologica de A. marginale por varias espécies de ixodideos tem
sido demonstrada experimentalmente (STILLER & COAN, 1995). Kocan et al (1989)
descreveram o ciclo evolutivo em Dermacentor spp. O desenvolvimento de col6nias
de A. marginale no intestino de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus foi comprovado por Ribeiro e Lima (1996).

Apesar de ja ter sido demonstrada a transmissao transovariana no carrapato,
este meio nao parece ocorrer com frequéncia (CONNEL & HALL,1972),
diferentemente do que ocorre com a babesiose.

Estes artropodes podem ter importancia pelo mecanismo de transmissao
denominado transestadial ou interestadial, ou seja, os carrapatos podem adquirir 0s
corpusculos iniciais, em qualquer estagio parasitario (larvas, ninfas ou adultos)
assim como pode ocorrer a transmissao para o estadio seguinte (AGUIRRE et al,
1994). Uma vez infectados, estes carrapatos na fase adulta podem se destacar de
um bovino e infestarem outro, levando assim, consigo, a infeccdo para este outro
animal, sendo esta transmissdo chamada de intraestadial (SAMISH et al, 1993). Os
machos do R. (B). microplus, devido as suas caracteristicas de maior mobilidade e
maior longevidade, podem adquirir importancia nesse método de transmissdo da
anaplasmose.

A transmisséo iatrogénica/mecanica deve ser considerada, podendo ocorrer
surtos de anaplasmose apos castracdes, vacinacdes ou qualquer outra situacdo em
gue o rebanho seja submetido ao emprego de materiais sem a devida desinfecgéo e
esterilizagdo, ao serem usados entre um e outro animal (EWING, 1981; BARBET,
1995; RICHEY, 1999;).

A transmissdo transplacentaria tem sido descrita com certa frequéncia
(PASSOS & LIMA, 1984; RIBEIRO et al, 1995), na maioria dos casos os fetos foram
infectados quando a vaca havia sido infectada durante o periodo de gestacéo,
entretanto seu significado com relacéo a epidemiologia da anaplasmose, merece ser
melhor estudada (KESSLER, 2001).

A transmissao mecanica por insetos hematéfagos, especialmente envolvendo
tabanideos, mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans) e mosca dos chifres
(Haematobia irritans), € importante e também deve ser considerada (POTGIETER et
al, 1981; FOIL, 1989; BARBET, 1995; RICHEY, 1999).
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A transmissdo de B. bovis e B. bigemina ocorre em diferentes estagios de
vida do carrapato (MAHONEY e ROSS, 1972). B. bigemina é transmitida por ninfas e
adultos (machos e fémeas). Caso a infeccdo se torne patente no bovino havera a
reinfeccdo destes carrapatos pela alimentacdo das teledginas (infeccéo alimentar).
As teledginas também poderdo manter a infeccdo para a proxima geracdo de
carrapatos caracterizando uma transmisséo ou infecc¢éo vertical.

Segundo Friedhoff & Smith (1981) e Friedhoff (1988), o protozoario B. bovis é
transmitido exclusivamente por larvas, e isso ocorre por estarem localizadas no
tecido glandular, que sofre histélise total durante a muda para ninfa, levando estas a
perderem a capacidade de infeccdo apos ter ocorrido a transmissao. As teledginas
nao possuem formas capazes de infectar seus ovos, apenas se 0 ingurgitamento
destas teledginas ocorrer em um hospedeiro infectado. Desta forma, a infeccdo da
populacdo de carrapatos é baseada somente na infeccdo alimentar da fémea
ingurgitada em hospedeiro infectado.

2.4 Patogenia

A patogenia de A. marginale estd relacionada ao processo de anemia.
Entretanto, a intensidade da anemia nao apresenta correlacdo com o grau de
parasitemia, mas sim com a producdo de anticorpos contra a membrana de
hemacias parasitadas e ndo parasitadas, constituindo-se, portanto em doenca auto-
imune (RIBEIRO & PASSOS, 2002).

Segundo Ribeiro & Passos (2002) no inicio da infecgdo ha remogdo apenas
dos eritrécitos infectados que apresentam alteracBes celulares, como reducdo da
concentracéo de fosfolipidios e aumento de &cido sialico. Posteriormente aparecem
0S auto-anticorpos que aderem as hemdcias parasitadas e ndo parasitadas,
aumentando a eritrofagocitose pelos macréfagos do sistema monocitico-fagocitario
(SMF), principalmente no bago. Nessa fase, ocorre redugédo acentuada do volume
globular (VG), havendo correlacdo entre titulos de auto-anticorpos e grau de anemia.
Esse fato explica a ocorréncia de redugédo do volume globular uma semana apés o
pigue de parasitemia. Como a destruicdo dos eritrécitos ocorre no SMF, n&o ha
hemoglobinemia ou hemoglobindria em animais com anaplasmose. Os pigmentos
liberados da destruicdo dos eritrocitos sdo excretados como urobilinogénio.

Segundo Farias (1998) as lesGes microscépicas Sd0 comuns a varias

enfermidades nas quais ocorre hemolise intravascular e anemia.
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A morte de animais na anaplasmose aguda geralmente esta associada com a

severidade da anemia, reducéo de potassio plasmético e acidose metabdlica.

A patogenia de Babesia sp. depende de fatores ligados ao hospedeiro e ao
parasita. Os animais com menos de um ano de idade sdo mais resistentes que 0s
adultos, devido a maior capacidade do sistema hematopoiético para a reposicao de
hemécias, e a presenca de resquicios da hemoglobina fetal que inibem a
multiplicacdo do parasito (LEVY etal., 1982). Além disso, recebem a protecdo de
anticorpos colostrais, durante os primeiros meses de vida.

Os zebuinos (Bos indicus), além de serem mais resistentes ao carrapato, sdo
menos sensiveis a babesiose, sobretudo por Babesia bovis, do que os animais de
racas taurinas (Bos taurus) (LITTLE, 1964; FRANCIS, 1966; JOHNSTON et al.,
1978). Outros fatores, como o estado nutricional do animal e situacdes de estresse
gque podem levar a imunodepressdo, também tém grande importancia na
determinacao da maior ou menor gravidade de um quadro de babesiose bovina.

Quanto aos fatores ligados ao agente, existem diferencas entre as espécies,
sendo as pequenas babesias mais virulentas do que as grandes babesias (WRIGHT
& GOODGER, 1988). Assim, Babesiabovis €é mais patogénica que
Babesia bigemina  principalmente  devido a ativagcdo de  substancias
farmacologicamente ativas, causando lesées no Sistema Nervoso Central (WRIGHT,
1972). Além disso, dentro de uma mesma espécie existem cepas mais patogénicas
do gue outras e, geralmente, quanto maior for o in6culo, mais grave sera a doenca
(PURNELL et al., 1977).

O principal efeito patogénico de Babesia bigemina é a hemdlise causada pela
saida dos parasitos, sendo agravada pelo aumento de fragilidade da membrana, que
leva a ruptura mesmo de células ndo parasitadas (WRIGHT, 1981).

A patogenicidade de Babesia bovis, diferentemente, € devida principalmente a
ativacdo de substancias farmacologicamente ativas, por metabdlitos do parasita. O
complexo calicreina-cinina, uma vez ativado, leva a um rapido choque vasodilatador
hipotensivo (WRIGHT et al.,, 1988). Também sé&o ativados fatores de coagulacao,
levando a formacdo de trombos, o que agrava o quadro de andxia. Segundo
WRIGHT & GOODGER (1988), a andxia € agravada pela estase sanglinea no
sistema microvascular e pelo acumulo de heméacias parasitadas que se aderem

umas as outras e ao endotélio de capilares. Essa agregacdo celular € devida a
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vasodilatacao hipotensiva, além de alteracdes na composi¢cdo e concentracdo de
lipidios, vitamina E e acido sialico na membrana das hemacias, o que altera sua
flexibilidade, tornando-as rigidas e contribuindo para sua agregacdao (COMMINS
et al., 1988).

Em ambos os casos, podem ocorrer diferentes graus de andxia de 6rgaos
vitais, sendo mais atingidos aqueles de maior atividade metabdlica, como o figado,
0S rins e o cérebro. A andxia inicia pela estase sangliinea e é agravada pela anemia
(WRIGHT et al., 1979).

O quadro infectivo depende da viruléncia do parasito, do inéculo e do nivel de
resisténcia do hospedeiro. A infeccao subclinica caracteriza-se pela sobrevivéncia
do agente no hospedeiro, sem causar doenca. Esse estado € mantido por um
delicado equilibrio entre o nivel imunolégico do hospedeiro e o protozoario. O
desequilibrio, que leva a infeccao clinica, pode ser desencadeado por fatores como
fome, transporte, outras enfermidades ou esplenectomia (MAHONEY, 1977).

2.5 Epidemiologia

A anaplasmose € mundialmente a mais prevalente das doencas transmitidas
pelos artrépodes e resulta em serias restricbes a producao de bovinos em regides
tropicais e subtropicais (KOCAN et al, 2009). Em regides temperadas também é um
problema significativo.

Regides endémicas refletem alta infestacdo de carrapatos e insetos e séo
mantidas pela prevaléncia da infeccdo nos hospedeiros portadores e nos artrépodes
transmissores, 0s quais sdo constantemente infectados. Estes bovinos portadores,
como sao tipicamente assintomaticos, sao eficientes reservatorios para a
transmissdo da doencga. Por outro lado, ruminantes selvagens raramente manifestam
a doenca e geralmente sdo portadores assintoméaticos com importancia na
epidemiologia ainda ndo devidamente esclarecida (PALMER & LINCOLN, 2002).

A anaplasmose, juntamente com a babesiose, é considerada como uma das
mais importantes doencas tropicais e esta restrita entre os paralelos 32° norte e 32°
sul, e a altitudes inferiores a 1200m. Estas condi¢cdes estao relacionadas com as
condicdes epidemiolégicas favoraveis ao artropode vetor. A temperatura ambiente é
um fator preponderante para o desenvolvimento do carrapato e, consequentemente,

para a situacao epidemioldgica dessas doencas (KOCAN et al, 2009).
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No Brasil, essas hemoparasitoses sdo endémicas na maior parte do territorio
onde se criam bovinos. Na regido Sul, encontra-se areas livres, no extremo sul do
estado do Rio Grande do Sul, sendo que areas de instabilidade endémica sé&o
encontradas na fronteira do Rio Grande do Sul com o Uruguai e no planalto do
Estado do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. No Nordeste, devido a seca,
criam-se areas de instabilidade no sertdo da Bahia, Pernambuco e Ceard. Nas
demais areas, devido as condi¢cfes climaticas favoraveis para o desenvolvimento do
dos artrépodes vetores, durante todo o ano, a situacdo € de estabilidade endémica.
Esta estabilidade, porém, pode ser quebrada por programas de controle intensivo
dos vetores (KESSLER & SCHENK, 1998).

Assim, no Brasil tém-se trés situacdes epidemioldgicas distintas: situacéo
livre, onde as condicfes climaticas, na maior parte do ano, ndo sao favoraveis ao
desenvolvimento dos artropodes vetores; situacdo de instabilidade enzodtica, em
que o carrapato interrompe seu ciclo por um periodo de 2 a 3 meses, devido a
condi¢cBes desfavoraveis e situacdo de estabilidade enzodtica, em que as condi¢cdes
climaticas sdo favoraveis ao desenvolvimento dos vetores durante todo o ano
(KESSLER & SCHENK, 1998).

Segundo Mahoney (1962), Mahoney e Ross (1972), Friedhoff e Smith (1981),
a prevaléncia sorologica de infeccdo aos nove meses de idade é a base para
descrever um modelo epidemioldgico classico determinando trés situacGes basicas:
até 12% de animais positivos, 0s surtos sdo pouco provaveis, mas se ocorrer havera
grande prejuizo; de 12 a 80% de animais positivos, € uma situacdo de maximo risco,
considerada como instabilidade enzodtica; e acima de 80% de animais positivos,
existe pouca probabilidade de ocorréncia de surtos, considerada como area de

estabilidade enzodtica.

2.6 Sinais Clinicos

Os sinais da anaplasmose sdo amplamente variados desde uma doenca
aguda até uma infecgdo subclinica, refletindo a viruléncia da cepa do patdgeno,
idade e raca do hospedeiro susceptivel. O periodo de incubacao varia de 21 a 45
dias, com uma média de 30 dias. A doenca € muitas vezes leve em terneiros com
idade entre 6-9 meses e cada vez mais severa em animais mais velhos. Infecgdo em

terneiros jovens frequentemente é assintomatica e, ocasionalmente, pode ser

observada letargia leve e anorexia parcial por 24-48 horas. Em contraste, os
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estagios iniciais de anaplasmose em bovinos adultos séo caracterizados por febre,
com temperatura retal variando de 39,5 a 41°C, sendo que em 12 a 24 horas a
mesma pode ceder, caindo para normal e haver hipotermia antes de o animal
morrer. Também pode ser observada anorexia e, em vacas leiteiras, decréscimo
acentuado na producao de leite, apds a deteccéo de febre. Ao mesmo tempo, ocorre
supressdo de ruminacgdo, focinho seco e certo grau de letargia (PALMER &
LINCOLN, 2002).

Alguns bovinos podem ficar agressivos, possivelmente como resultados de
hipoxia cerebral associado com anemia (RISTIC, 1977). Cuidados devem ser
tomados para ndo se manejar excessivamente bovinos severamente anémicos, pois
pode resultar em colapso circulatério e morte. Bovinos que andam cambaleando
normalmente estdo anémicos e com hipdxia tecidual. As mucosas inicialmente séo
palidas, mas podem ficar ictéricas se o animal sobreviver 2-3 dias ap0s a crise
aguda. A constipacdo € um sinal consistente, sendo que as fezes podem se mostrar
com coloracdo marrom escura e com muco. Também, a polaquilria € caracterizada
por urina amarela escura. Hemoglobiniria ndo ocorre em anaplasmose,
diferentemente de babesiose. No periodo final da gestacdo pode ocorrer aborto,
muito provavelmente em funcao da elevacao de temperatura.

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

A infeccéo clinica, caracterizada por uma grande multiplicacdo dos parasitos,
apresenta, segundo Purnell (1981), sinais clinicos como hipertemia (40 a 42°C),
anorexia, taquicardia, taquipnéia, reducao da ruminacédo, mucosas palidas, discreta
ictericia, hemoglobindria (mais intensa se o agente for Babesia bigemina devido a
intensa hemdlise intravascular), abatimento e prostracdo devido a andxia, reducao

da lactagdo e aborto, devidos a hipertemia intensa e a anOxia, incoordenacao
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motora, andar cambaleante, movimentos de pedalar e agressividade, caracteristicos
da infeccéo por Babesia bovis devido a andxia cerebral.

Tem sido observado que na infeccdo por B. bovis em bovinos, ocorre
sequestro de eritrocitos parasitados nos capilares (Fig. 4) da substancia cinzenta do
encéfalo (CALLOW e McGAVIN, 1963; ROGERS, 1971; PATARROYO et al., 1982;
SOLANO,1986). Isso provoca eventos quimicos e imunologicos que induzem
manifestacdes clinicas distintas, caracterizadas por sinais neuroldgicos e conhecidas
como babesiose cerebral (CALLOW e McGAVIN, 1963; RODRIGUES et al., 2005).

Figura 4 - Capilares cerebrais com B. bovis. Aumento 1000x
Fonte: Monticelli, 2000.

2.7 Resposta Imune

A imunidade contra A. marginale requer mecanismos humorais e celulares.
Anticorpos direcionados contra corpusculos iniciais bloqueiam a infectividade da
bactéria (PALMER & McGUIRE, 1984). Na membrana desses corpusculos foram
identificadas proteinas principais de superficie (Major Surface Proteins — MSPSs)
(PALMER & McGUIRE, 1984, TEBELE et al, 1991), as quais induzem a producéo de
anticorpos que estao relacionados com o controle da riquetsemia aguda e anemia
(TEBELE et al, 1991). Possivelmente, anticorpos contra MSPs funcionam como
opsoninas, facilitando a fagocitose e a eliminacdo de A. marginale por macrofagos.
Outra possivel fungéo dos anticorpos seria 0 bloqueio da invaséo de eritrocitos pela
bactéria. Anticorpos contra MSP1 bloqueiam a aglutinacédo de eritrocitos de bovinos
por corpusculos iniciais de A. marginale (McGAREY & ALLRED, 1994).
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Apesar da importancia dos anticorpos na imunidade contra A. marginale, &
pouco provavel que, isoladamente, 0s mesmos sejam capazes de proteger 0s
bovinos contra anaplasmose (BROWN et al, 2001b), uma vez que a inoculagéo do
soro de animais imunes em bovinos susceptiveis ndo protege contra o desafio com
A. marginale (GALE et al, 1992). Dessa forma, evidencia-se a importancia das
respostas celulares, as quais envolvem a participacdo de linfocitos T auxiliadores
(CD4+), produtores de interferon-y (IFN-y) (BROWN et al, 1998a). Essa citocina
ativa macréfagos, aumentando a producéo de 6xido nitrico (NO), substancia que tem
acdo toxica sobre riguétsias e bactérias, estimulando a expresséo de receptores do
fragmento cristalizdvel da imunoglobulina (Fc) e a fusdo de fagossomos e
lisossomos. Alem disso, foi demonstrado que, em bovinos, o IFN-y atua sobre
linfécitos B, estimulando a producdo de IgG2 (ESTES et al, 1994). Esse isotipo
apresenta maior capacidade de promover fagocitose por meio de opsonizacao do
que a IgGl, estando provavelmente envolvido no processo de neutralizacdo da
infectibidade de corpusculos iniciais de A. marginale mediada por anticorpos (TUO et
al, 2000).

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

Segundo Brown e Palmer (1999), quando ocorre a primo-infeccdo, 0s
macréfagos fagocitam os eritrécitos parasitados e merozoitos livres, processam e
apresentam os antigenos de babesia para as células T CD4+ pelo complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Este mecanismo € fundamental, pois o0s
eritrocitos ndo possuem MHC, necessitando, portanto das células apresentadoras de
antigenos, para que estas promovam o desenvolvimento de uma resposta imune
adquirida, (BROWN e PALMER, 1999; MACHADO et al., 2004).

Stich et al. (1998), Goff et al. (2001) e Goff et al. (2002) relataram que o

interferon- y (IFN- y) secretado por macréfagos ativados frente a merozoitos de
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babesia, representa um papel chave na resposta imune e supressao desse parasito,
e as células NK também produzem IFN-y em resposta aos estimulos de IL-12 e IL-
18. Os macrofagos ativados pelos eritrocitos parasitados produzem Oxido nitrico e
derivados, inibindo assim as atividades intracelulares, facilitando a fagocitose das
células vermelhas parasitadas, e também atuando como células apresentadoras de
antigenos em conjunto com linfécitos T auxiliares (Th) (STICH et al., 1998; HOPE et
al., 2005). Isto resultara no controle da parasitemia e, portanto, superagcédo da fase
aguda da infeccdo (MADRUGA et al., 2001). Segundo Allred e Al-Khedery (2004), o
controle da infeccédo é mediado pela destruicdo de eritrocitos infectados por ativacao
de macréfagos esplénicos e a neutralizagdo promovida pelos anticorpos
direcionados contra merozoitos extracelulares e antigenos varidveis existentes na
superficie de eritrocitos infectados por B. bovis definidos como VESA 1 (variant
erythrocyte surface antigen-1). Esses mecanismos imunes sdo dependentes das
células T CD4+ (BROWN et al., 2006a). Brown et al. (2006b) descrevem que
bovinos sobreviventes a uma infeccéo inicial com B. bovis, naturalmente ou seguido
de quimioterapia, ficam persistentemente infectados e resistentes a doenca clinica.
A imunidade relacionada a idade para infeccdo inicial com B. bovis esta bem
estabelecida, caracterizada pela forte imunidade inata em terneiros jovens (SHODA
et al., 2000; GOFF et al., 2001). Terneiros resistem a infeccdo por B. bovis por
expressar precocemente niveis mais altos de IL-12, IFN-y e éxido nitrico (ESTES &
BROWN, 2002; BROWN, 2006a).

Brown et al. (2006b) descreveram que terneiros jovens sao relativamente
resistentes para desenvolver a forma severa da doenca tipica observada em adultos
suscetiveis no inicio da infeccdo com B. bovis. Essa resisténcia relativa a idade néo
€ unicamente devido ao efeito protetor dos anticorpos maternos, pois a duracdo da
resisténcia excede aquela transferida passivamente por anticorpos e terneiros
nascidos em regides livres, quando infectados experimentalmente com o parasito,
também se mostraram resistentes. De acordo com O’Donoghue et al. (1985), os
niveis de anticorpos aumentam durante a fase aguda da infec¢ao e depois declinam
durante a fase crbnica. Quanto a cinética da produgcdo de anticorpos contra B.
bigemina, os autores mostraram que a IgM é detectada sete dias apés a inoculacéo
desse hemoparasito, alcangcando um pico no 12° dia e persistindo em um platd até o
22° dia, declinando até baixos niveis no 28° dia pds-inoculagéo.
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A 1gG também € detectada no sétimo dia poés-infeccdo, alcancando titulos
mais altos no 12° dia e permanecendo, assim, por sete semanas. Os niveis de
anticorpos anti-babesia caem, em média, quatro a cinco meses apds a auséncia do
agente (FARIAS, 1995). A presenca de titulos detectaveis de anticorpos nao
significa, necessariamente, imunidade protetora, entretanto € um indicador eficaz de

infeccdo recente, quer naturalmente adquirida ou por vacinacdo (BOCK et al., 2004).

2.8 Importancia e Impacto Econédmico

O carrapato R. (B.) microplus alimenta-se de sangue, e esta acéo nefasta € a
primeira e talvez a de menor importancia, apesar de admitir que este processo
espoliativo interfira no ganho de peso do animal. Além disso, a inocula¢ado de toxinas
na corrente circulatéria do hospedeiro poderia interferir na sintese protéica,
resultando numa despropor¢cdo proteina-gordura, com prevaléncia desta ultima,
flagrada por ocasido do abate (GOMES, 1998).

Além das acBes hematofaga e toxica, o carrapato pode transmitir pelo menos
dois géneros de agentes infecciosos: Anaplasma e Babesia. O terceiro dano direto
produzido pelo carrapato efetua-se na pele do animal resultando em grandes
prejuizos e desvalorizacdo de 40% no valor do couro para exportacdo e
abastecimento interno. De cada trés pares de calgados que saem do Brasil, mais de
dois pares sdo fabricados com couro importado porque 70% dos couros produzidos
no Brasil sdo de baixa qualidade devido a acédo de carrapatos e bernes (GOMES,
1998).

Existem também os danos indiretos que sdo aqueles resultantes da méo-de-
obra necesséaria para fazer o combate ao parasito, assim como as demais despesas
com construgdes, manutencdo de banheiro e uso de carrapaticidas. Portanto, pela
complexidade da acdo dos carrapatos sobre os bovinos e a pecuaria mundial, os
prejuizos exatos sdo dificeis de calcular, contudo, as perdas diretas e indiretas
devido a esse parasito parecem ser salientadas (Gomes, 1998).

Na Australia, Wharton & Roulston (1977) estimaram que 0S prejuizos
causados pelo carrapato atingem 42 milhdes de ddlares ao ano. No México, Beltran
(1977) citou que o carrapato causa um prejuizo anual de aproximadamente 303,75
milhdes de ddblares na exploracéo leiteira. Para as &reas de sua ocorréncia, calcula-
se que cerca de 150 mil cabecas de gado morrem anualmente por doengas

transmitidas por esses ectoparasitos, com prejuizo aproximado de 225 milhdes de
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dolares. Segundo este autor, 0 México deixa de produzir anualmente 550 milhdes de
quilogramas de carne, elevando os prejuizos para 3,05 bilhdes de ddlares.

Na Argentina, Torrado (1976) cita que os prejuizos em funcdo do carrapato
ocorridos no ano de 1972 foram de 90 milhdes de dolares.

Horn & Arteche (1985) citam que as perdas causadas pelo carrapato no
Uruguai sédo de 9,5 Kg de carne/bovino/ano. Na Nicaragua as estimativas mostram
gue uma vaca leiteira infestada com 50 carrapatos diminui a producédo de leite em
20% e, para o Brasil, citam que os prejuizos produzidos pelo carrapato situam-se
proximos a 800 milhdes de ddlares ao ano na pecuéria nacional, e que, s6 no Rio
Grande do Sul, foi calculado que o carrapato mata 136.084 bovinos por ano e

154.843 bezerros deixam de nascer.

Doencas hemoparasitarias sdo endémicas na metade das areas de producgéo
de bovinos no mundo e constituem obstaculos para o incremento da producdo de
carne, leite, principalmente no Terceiro Mundo. A anaplasmose ocorre por toda
regido tropical e subtropical e é responsavel por 50 a 100 mil bovinos mortos
anualmente nos Estados Unidos (PALMER et al, 1986). Nesse pais, a “American
National Cattlemen’s Association” tem considerado a anaplasmose como a doenca
gue causa maiores perdas econbmicas com perdas estimadas por volta de 300
milhdes de délares anuais (BRINKMAN et al.,1990).

A importancia econdmica das babesioses no desenvolvimento da pecuaria é
determinada por muitos fatores, dentre os quais perdas por mortes, menor producao
de carne e leite em animais doentes ou em recuperacdo, custos com quarentenas,
tratamentos, manejos especiais, abortos e menor fertilidade temporaria nos touros
resultante da febre (LOMBARDO, 1976; McCOSKER,1981). Segundo estudos
realizados no Brasil, Argentina e Uruguai, os produtores apontam 0s carrapatos e a
Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) como dos maiores problemas sanitarios dos
rebanhos (MADRUGA et al., 1986; SPATH, 1986), sendo que a babesiose provoca
perdas de 23 a 45% no ganho de peso dos animais (SOLARI et al., 1992). Um
estudo mostrou que os fazendeiros da regido sul do Brasil, em média, perdem seis
animais por propriedade por ano como resultado das babesioses
(SEBRAE/SENAR/FARSUL, 2005).

De acordo com Valeron (1998), cerca de 600 milhdes de cabecas de bovinos

estdo expostos a Babesia spp e ao Anaplasma marginale nos paises tropicais. Em
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oito paises da América Latina, estas enfermidades causam perdas econdmicas
anuais estimadas em 1,5 bilh6es de dolares.

Segundo Arteche (2002), os prejuizos especificos causados pelos agentes da
Tristeza Parasitaria dos Bovinos sao dificeis de calcular, pois ndo so se revelam pela
morbidade e mortalidade. Também €& necessério considerar as seqielas que
impedem o desenvolvimento normal e diminuem a resisténcia natural dos animais.
Isso torna 0os mesmos susceptiveis a outras doencas e reduzem os indices de
produtividade do rebanho.

Os prejuizos causados pelo carrapato Boophilus microplus e pelo complexo
da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) no Brasil foram avaliados em 1 bilhdo de
dolares (BRASIL, 1983), sendo esse valor reavaliado por Grisi et al (2000),
estimando as perdas em cerca de 2 bilhdes de ddlares.

Em levantamento feito pela Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
de Santa Maria de 1964 a 2008, foram realizadas 6.706 necropsias de bovinos em
gue a tristeza parasitaria bovina foi a principal doenca diagnosticada na categoria de
doencas inflamatérias e parasitarias respondendo por mais de 30% das causas de
mortalidade (LUCENA et al, 2010).

Estudo retrospectivo feito na Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas de 1978 a 2005 determinou, que em uma populacao regional de
dois milhdes seiscentos e trinta mil bovinos, as perdas anuais resultantes da tristeza
parasitaria bovina sdo estimadas em 6.220 bovinos ou um U$ 1.623.000,00,
comprovando a necessidade do uso de medidas preventivas contra a tristeza bovina
(ALMEIDA et al, 2006).

2.9 Controle
A quimioprofilaxia consiste na aplicacdo de doses subterapéuticas de um
produto de atividade conhecida e especifica contra o agente que se deseja controlar.
Com isso evita-se 0 aparecimento de altas parasitemias, mantendo o agente em
niveis subclinicos, e propiciando a situacdo de portador (RIBEIRO & PASSOS,
2002). A desvantagem desse método € o uso continuo de medicamentos podendo
levar ao aparecimento de resisténcia, além do alto custo.
Anaplasma marginale foi atenuado por irradiagdo de uma cepa virulenta e
passagens sucessivas dos organismos irradiados em ruminantes, néo incluindo

bovinos, como cervideos e ovinos, por exemplo (RISTIC et al.,1968 citado por
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GONZALES et al.,1976). Apesar desses estudos, ndo foi possivel atenua-lo de
forma eficiente e continuou mantendo a sua patogenicidade.

Anaplasma centrale também é utilizado como imundgeno contra A. marginale,
devido a imunidade cruzada entre 0s agentes e a pouca viruléncia de algumas
cepas deste hemoparasito. Schenk et al (1993) obteve taxas de protecdo de 95%
utilizando A. centrale em bovinos expostos ao desafio pelo carrapato a campo.

ApGs obtencdo e isolamento de cepas puras de Babesia bovis e Babesia
bigemina (KESSLER et al, 1987a), seguindo o método australiano de atenuacao de
cepas de babesias descrito por Callow & Mellors (1966), KESSLER et al (1987b)
atenuaram cepas de Babesia bovis apds dezesseis passagens rapidas em terneiros
esplenectomizados com indculos variando entre 10” e 10 eritrécitos parasitados.
As cepas de Babesia bigemina foram atenuadas com quatro passagens lentas em
terneiros infectados de acordo com o método de Callow (1978), tendo sido o periodo
entre passagens de trés a sete meses utilizando-se como inoculo o sangue
parasitado da recidiva apds esplenectomia. Essas cepas atenuadas foram testadas
como vacina apresentando resultados satisfatérios no mesmo trabalho.

Existe, no mercado brasileiro, atualmente, somente uma vacina viva,
trivalente, refrigerada e atenuada disponivel comercialmente e com registro no
Ministério da Agricultura sendo produzida por laboratério licenciado por esse 6rgao
governamental desde 1990 (ANEXO A).

Apesar da disponibilidade de vacina atenuada refrigerada, altamente confiavel
quanto a pureza, eficiéncia e seguranca, ainda persiste no Brasil o uso da
premunicdo tradicional (tab.1). Esta se baseia na inoculacdo de sangue total de
animais adultos de campo, portadores de um dos agentes, virulento, da tristeza. Tal
método, entretanto, apresenta muitas limitagfes, entre elas, a principal é o risco de
disseminacéao de outras doencas transmissiveis pelo sangue, como leucose bovina,
rinotraqueite infecciosa dos bovinos (IBR), diarréia bovina a virus (BVD), tuberculose
e a leptospirose que podem tornar-se endémicas, principalmente nos rebanhos
leiteiros (KESSLER et al.2002).
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Tabela 1- Quadro comparativo entre premunicéo e vacinacao

PREMUNICAO VACINACAO
DOADOR bovinos de campo bezerros controlados
INOCULO desconhecido conhecido e titulado
VOLUME DE SANGUE 3 a 10 mL (por dose) 0,2 a 0,6 mL (por dose)
ACOMPANHAMENTO intensivo (diario) observacao
PATOGENICIDADE alta, organismos virulentos baixa, org. atenuados
ESTABILIDADE baixa Estavel
PROTECAO Boa Muito boa
Com 2 a 3 inoculagbes Acima de 95% com uma
inoculagéo
RISCO CONTAMINACAO muito alto muito baixo

Fonte: KESSLER, R.H. & SCHENK, M. A.M. C, 1998.

Para evitar os problemas da premunicdo cldssica como o uso de agentes
virulentos, a vacinacdo vem sendo cada vez mais utilizada assim como € utilizada
em outros paises desde 1960. O método consiste na utilizacdo de indculos
padronizados para cada agente de TPB, mantidos sob refrigeracdo (2 a 8°C) e
prontos para aplicacdo. Os in6culos sdo produzidos em terneiros
esplenectomizados, mantidos em isolamento, livres de carrapatos, moscas e
doencas infecciosas desde o nascimento. O numero de parasitos por mL de sangue
€ determinado pelo célculo da titulacdo padrdo. Com esse método é possivel prever
com relativa confianca o periodo em que o0s animais apresentardo as reacdes
vacinais esperadas e a intensidade das manifestacbes conforme cada individuo,
facilitando e racionalizando a prevencéao.

Com o advento da tecnologia de DNA recombinante, os trabalhos de pesquisa
mais recentes estédo direcionados para o desenvolvimento de uma nova geracao de
vacinas, baseados na clonagem de genes que expressem proteinas relevantes do
parasito (RIBEIRO & PASSOS, 2002)
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2.10 Tratamento

As tetraciclinas s@o os antibidticos de escolha para o tratamento da
anaplasmose aguda e a resisténcia ainda néo foi descrita. Na anaplasmose aguda, a
administracdo de oxitetraciclina intravenosa, 11mg/Kg uma vez ao dia por 3 a 5 dias
é efetiva. Uma a duas administracdes de oxitetraciclina de longa acéo (LA) na dose
de 20mg/Kg a intervalos de 72 horas também é efetiva no tratamento. Para a
esterilizacdo de bovinos infectados por A. marginale, 2, 3, ou 4 aplicacbes de
oxitetraciclina LA , nessa mesma dose com intervalos de 7 dias é eficaz na
eliminagdo do estado de portador cronico.

O diaceturato de diaminazeno a 7% na dose de 3,5 mg/Kg € a medicacéo
mais utilizada no tratamento das babesioses.

Juntamente com a terapia antimicrobiana, a terapia de suporte € importante.
Se 0 VG é de 12% ou abaixo, a transfusdo sanguinea € indicada para prevenir a
morte e diminuir o periodo de convalescéncia, de 4 a 8L de sangue sao
administrados em um bovino adulto. Volume globular de 8% ou abaixo, indica
progndéstico desfavoravel e a morte ocorre mesmo com antibioticoterapia apropriada
e terapia de suporte.

O dipropionato de imidocarb também pode ser usado no tratamento da
anaplasmose e babesiose, e a dose recomendada é de 1,2 mg/kg por via
subcuténea, para as babesias. Doses de 2,4 mg/Kg para bovinos infectados com A.
marginale séo eficientes para o tratamento (FONSECA, 2011).

2.11 Diagnéstico

No diagnédstico da infeccdo dos bovinos por Babesia spp. e Anaplasma
marginale sempre deve ser levada em conta a existéncia de fatores que possam
favorecer o parasito em sua relacdo com o hospedeiro, ou seja, a exposicao do
bovino a uma carga parasitaria capaz de superar suas defesas. Segundo Kessler
etal. (1992) essa situacdo epidemiolégica pode ocorrer ap6s uma reducao
temporaria da populacdo de carrapatos, devido a condi¢cdes climéticas desfavoraveis
e/ou técnicas de manejo (descanso de pastagens, uso intensivo de carrapaticidas), a
introducdo de animais ndo imunes em areas infestadas por carrapatos, além da

entrada de animais infestados por carrapatos em areas livres.



39

2.11.1 Diagnéstico Direto

O exame direto, para deteccéo e identificacdo dos parasitos no bovino deve
utilizar sangue venoso ou capilar (sobretudo quando houver suspeita de infec¢éo por
Babesia bovis) com o qual é feito um esfregaco delgado ou por gota espessa,
corado por Giemsa ou May-Grinwald/Giemsa e examinado em microscopio 6tico
(KESSLER & SCHENK, 1998).

Para o diagndstico direto do parasito em animal necropsiado, é recomendado
o preparo de “claps” ou impressdes, principalmente do cérebro, que devem ser
fixados e corados da mesma forma que o esfregaco de sangue, por Giemsa ou
May-Grinwald/Giemsa (KESSLER & SCHENK, 1998).

2.11.2 Diagnd@stico Indireto

Em animais portadores, a deteccdo de Babesia e Anaplasma pelo exame
direto € muito dificil, devido as baixas parasitemias. Nesse caso, sdo usadas
técnicas que permitem detectar e quantificar os anticorpos especificos contra os
agentes (WEILAND & REITER, 1988).

Mahoney (1962a) demonstrou a presenca de anticorpos especificos fixadores
de complemento no soro de animais portadores de Babesia spp. Posteriormente,
outras técnicas de diagnostico soroldgico foram desenvolvidas, como
hemaglutinagdo indireta (CURNOW & CURNOW, 1967), Reacdo da
Imunofluorescéncia Indireta (ROSS & LOHR, 1968), aglutinacdo capilar (LOHR &
ROSS, 1969), aglutinacdo em placa (CURNOW, 1973b), aglutinacdo em cartédo
(TODOROVIC & KUTTLER, 1974), aglutinacdo em latex (LOPEZ & TODOROVIC,
1978), radioimunoensaio (KAHL etal, 1982) e ELISA - “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay” (WALTISBUHL et al., 1987a).

Atualmente, sdo utilizadas no diagnéstico de rotina para babesias e anaplasma,
as técnicas de ELISA e Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) (BOSE et al.,
1995). Segundo Araujo et al. (1998), ambas as técnicas se equivalem para detectar
anticorpos anti-Babesia bovis, com uma concordancia de 96,6%.

O teste de ELISA apresenta como fator limitante a dificuldade de obtencédo de
antigenos de alta qualidade, sobretudo de Babesia bigemina, o que afeta sua
sensibilidade e especificidade (BOSE etal., 1995). Segundo Sacco (1996), a
utilizacado de antigenos brutos produzidos a partir de sangue com baixa parasitemia

por Babesia bovis pode produzir reacfes de baixa especificidade e sensibilidade. No
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entanto, segundo Machado (1995), ja& foram obtidos antigenos, mesmo de
Babesia bigemina, de boa qualidade. De acordo com o autor, € um teste muito
sensivel, de leitura objetiva que permite a analise de um grande numero de
amostras.

A Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é ainda a mais utilizada para o
diagndéstico de animais portadores de Babesia spp. e Anaplasma marginale, embora
seja de dificil padronizacéo (pelo julgamento subjetivo do operador), extenuante para
guem a executa, o que limita o0 nimero de amostras a serem examinadas em um
dia, além de ter especificidade discutivel para Babesia bigemina (BIDWELL et al.,
1978; WRIGHT, 1990).

Tamura et al. (1980) consideram o teste de IFI especifico e com suficiente
sensibilidade para detectar casos subclinicos de babesiose, concordando com Ross
& Lohr (1968).

A IFI é espécie-especifica e detecta niveis de anticorpos persistentes por um
longo periodo. Anticorpos contra Babesia bovis (JOHNSTON & TAMMEMAGI, 1969)
e Babesia bigemina (ROSS & LOHR, 1968) foram detectados por aproximadamente
1 e 2 anos, respectivamente.

A ocorréncia ou ndo de reacdo cruzada entre Babesiabovis e
Babesia bigemina foi estudada por varios autores. Segundo Johnston et al. (1973),
ndo ha essa reacdo e a técnica de IFlI é confiavel para indicar portadores de
infeccdo. No entanto, outros autores afirmam que ocorre a reagao cruzada, mas 0s
antigenos comuns a ambas as espécies ndo chegam a alterar os resultados da IFl,
pois ha diferencas antigénicas suficientes, que permitem a identificacdo de cada
uma (GOLDMAN etal., 1972; LEEFLANG & PERIE, 1972; BESSENGER &
SCHOEMAN, 1983). O antigeno de Babesia bigemina pode causar problemas na
prova de IFI por apresentar titulos maximos de 1:1280, 21 dias apds infeccao
experimental (ROSS & LOHR, 1968), e reac6es inespecificas, capazes de confundir
com os titulos baixos de animais infectados (CALLOW et al., 1974b).

A prova de IFl detecta anticorpos anti-Babesia cerca de 10 dias apds a
infeccdo (KUTTLER etal.,, 1977). Em condicbes de campo, a IFl, é capaz de
detectar anticorpos anti-Babesia bigemina durante 4,5 semanas, e anticorpos
anti-Babesia bovis por um periodo médio de 6,5 semanas, ap0s o desafio pelo
carrapato (TODOROVIC & LONG, 1976). No entanto, segundo Ross & Lohr (1968),
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0s anticorpos anti-Babesia bigemina podem ser detectados até 24 meses ap0s uma
infecgao experimental.

A deteccdo de anticorpos através da prova de IFI € bastante usada em
levantamentos epidemiologicos, para avaliar a prevaléncia de infeccdo por
Babesia spp. e Anaplasma, uma vez que, em animais portadores, a parasitemia
geralmente ndo é detectavel no exame direto (WEILAND & REITER, 1988).
Segundo os autores o conhecimento da percentagem de animais portadores revela,
por outro lado, os grupos de risco de um rebanho, sendo fundamental para a
elaboracao de programas de controle da doenca, como, por exemplo, a necessidade

ou nao de vacinacao.

2.11.3 Diagnéstico molecular

Recentes avancos da Biotecnologia tem permitido visualizar um amplo
espectro de novas ferramentas com grande potencial para o diagnostico de
babesiose/anaplasmose. O desenvolvimento de sondas de DNA (ABOYTES-
TORRES & BUENING, 1990; VISSER & AMBROSIO, 1987) capazes de reconhecer
fragmentos especificos de DNA, baseando-se no fato de que cada espécie possui
uma seqiéncia unica que os diferencia de organismos até mesmo estreitamente
relacionados, proporcionando um nivel de especificidade muito alto para estes testes
(STILLER, 1990). A reacao da polimerase em cadeia (PCR) (SAIKI et al., 1985) é
uma técnica laboratorial que esta adquirindo crescente difusdo, em consequéncia da
habilidade de amplificar especificamente uma sequencia alvo de DNA, em mais de

um milhdo de vezes no espaco de poucas horas (RAYMOND et al., 1990).

2.12 Vacinas

Héa dois métodos basicos pelos quais qualquer animal pode se tornar imune a
uma doenca infecciosa: a imunizagcédo passiva e a ativa. A imunizacao passiva gera
imunidade temporaria pela transferéncia de anticorpos de um animal resistente a
outro suscetivel. Estes anticorpos, transferidos de forma passiva propiciam protecéo
imediata, no entanto, devido a um catabolismo gradual, essa prote¢cdo diminui em
intensidade, e o receptor, eventualmente, torna-se mais uma vez suscetivel.

A imunizacgao ativa, ou seja, vacina, em contraste, envolve a administracédo de

antigenos a um animal, de tal forma que este responda pelo estabelecimento de
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uma resposta imunoldgica. Uma nova imunizagcdo ou vacinagdo resultard em uma
resposta imunologica secundéria e na melhora acentuada da imunidade (TIZARD,
2009).

Varios métodos de vacinacdo tém sido desenvolvidos e estudados em
condicdes de laboratério e de campo, como medidas imunoprofilaticas contra a
babesiose e anaplasmose bovina. Na maioria deles, utiliza-se como vacina
hemacias parasitadas de animais geralmente esplenectomizados, contendo formas
vivas atenuadas (CALLOW & MELLORS, 1966) ou inativadas (TAYLOR, 1989).
Outra linha de pesquisa explora o uso de estagios de Babesia no carrapato
(esporozoito) como um meio de inducdo de imunidade protetora contra essa
parasitose (MCELWAIN et al., 1992).

As vacinas atenuadas com Anaplasma centrale, B. bigemina e B. bovis séo
usadas, com resultados satisfatérios, em determinados paises como: Australia,
Argentina, Uruguai, Israel, Africa do Sul e Venezuela, especialmente nas areas de
instabilidade enzoodtica (PIPANO et al 1985; ABDALA et al, 1990). No Brasil,
trabalhos com o isolamento e a atenuagéo de amostras de campo de B. bigemina e
B. bovis foram desenvolvidos inicialmente na EMBRAPA-CNPGC, seguindo-se a
metodologia australiana (KESSLER et al., 1987a, 1987b; KESSLER et al., 1991).
Testes avaliando a patogenicidade e imunogenicidade dessas amostras
demonstraram baixa patogenicidade para B. bovis, pois ndo foram observados
casos de doenca clinica apds vacinagdo. Em relacdo a B. bigemina, essa amostra
apresentava relativa viruléncia, sendo verificada a doenca clinica em alguns animais.
Nesses testes, foram demonstrados também que as duas amostras eram altamente
imunogénicas, protegendo 0s animais contra posterior desafio. Atualmente, existe
uma vacina comercial e outras amostras vacinais com resultados promissores em
diferentes centros de pesquisa. Em associagcdo com as amostras atenuadas de
Babesia, € utilizado o A. centrale, em funcdo de sua menor patogenicidade, que
confere protegdo parcial contra o A. marginale. Essa vacina tem sido usada em
varios paises, inclusive no Brasil (KESSLER et al., 1991).

Vacina atenuada, trivalente, refrigerada e pronta para aplicagdo foi
desenvolvida e produzida em escala industrial, pioneiramente, no Brasil pelo Dr.
Carlos C. P. Arteche no Rio Grande do Sul em 1987. Essa vacina, a Eritrovac, é
atualmente a unica disponivel no mercado nacional, com licenga e registro no
Ministério da Agricultura desde 1990. Segundo Arteche (1992) e Arteche (2004) a



43

vacina refrigerada trivalente é a forma mais pratica, econdmica, segura e eficiente de
prevenir a tristeza parasitaria dos bovinos.

O controle de carrapato, associado a vacinacdo de animais susceptiveis,
constitui uma medida apropriada de profilaxia dessa hemoparasitose em
determinadas areas de instabilidade enzootica. Para a anaplasmose, deve-se
manter o controle de moscas na propriedade, principalmente nas estacdes
chuvosas, quando a populacédo de dipteros hematofagos € maior, controlando assim
as taxas de infecgao por A. marginale.

O uso de Anaplasma centrale como vacina contra 0 Anaplasma marginale
ocorre ha mais de noventa anos e demonstrou comprovadamente ser a ferramenta
de manejo preventivo mais eficiente no combate a essa enfermidade, com
resultados satisfatérios em nivel de campo em varios paises (MELENDEZ, 2003). Na
Australia, Bock e de Vos (2001) demonstraram que o uso do Anaplasma centrale
como vacina se justifica uma vez que animais vacinados foram desafiados com o
Anaplasma marginale e apresentaram baixos indices de reagfes e desenvolvimento
de sintomas clinicos.

Tizard (2009) publicou que os méritos das vacinas vivas sobre as inativadas
sdo a necessidade de menos doses, ndo ha necessidade de adjuvantes, menor
chance de hipersensibilidade, inducéo de interferons, baixo custo, necessidade de
uma dose menor, estimulam tanto a resposta humoral quanto a mediada por células

e maior duracéo da protecao.



3 MATERIAL E METODOS

A etapa de campo do experimento teve duracdo de seis meses, de novembro
de 2009 a maio de 2010.

3.1 Locais de Execucao do Experimento

A etapa de campo foi realizada na Estancia Sertdozinho localizada no 6°
distrito, Rincdo do Artigas, municipio de Santana do Livramento - RS. Esta
propriedade caracteriza-se pela producdo extensiva, pastoreio continuo em campo
nativo, de bovinos de corte predominando as racas hereford, braford e o cruzamento
entre elas. A fazenda esta localizada entre os paralelos 32°N e 32°S, em érea
marginal para a ocorréncia de carrapatos, com grandes flutua¢des populacionais do
acaro, que caracteriza o estado de instabilidade enzodtica para a babesiose e
anaplasmose bovina na regiao.

A etapa laboratorial foi realizada no Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) campus Capéao do Leéo - RS.

As provas sorologicas foram realizadas no Laboratério de Hemoparasitologia
do Centro de Pesquisa de Pecuaria dos Campos Sul-brasileiros (CPPSul)
EMBRAPA, Bagé-RS.

As andlises das laminas com amostras de sangue em esfregaco e hematocrito

foram feitas no Centro de Pesquisa e Tecnologia Animal Dr. Carlos Arteche (CPTA-
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Hemopar) localizado no 5° distrito Ibirapuitd, municipio de Santana do Livramento —
RS.

3.2 Animais Experimentais

O periodo de nascimento dos animais experimentais foi de 19 de agosto de
2009 a 30de outubro de 2009. Todos os animais estavam em aleitamento e
pastoreio continuo em campo nativo, tendo sido mantidos livres de infestacdo por
carrapatos e moscas hematéfagas desde o nascimento até a formacao dos grupos
aos sessenta dias de vida. A manutencdo da condicéo de livres de carrapatos até o
inicio do experimento (d.0) foi feita com a aplicacdo de duas doses de ivermectina
1,5% (Baymec Prolong — Bayer) sendo a primeira no dia do nascimento (1 ml,

subcuténeo) e a segunda com 30 dias de vida (2 ml, subcutaneo)

3.3 Formacao dos Grupos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos com n=30,
sendo 15 fémeas e 15 machos em cada grupo. Os dois grupos permaneceram no
mesmo campo (potreiro ou invernada) do nascimento até o desmame (final do
experimento). Todos 0s animais experimentais possuiam sangue Hereford cruza
Braford

O GRUPO I (Grupo Teste): livre de carrapatos e moscas hematofagas desde
0 nascimento até o desmame, com oito meses de idade, e vacinados contra tristeza
parasitaria bovina.

O GRUPO Il (Controle): livre de carrapatos e moscas hematéfagas do
nascimento até dois meses de vida. Apos a formacdo do grupo, sofreu infestacéo
natural por carrapatos “carrapateamento” e moscas dos chifres, seguindo o manejo
sanitario tradicional da propriedade até o desmame com oito meses e final do

experimento.

3.4 Tratamentos Carrapaticidas e Mosquicidas

A partir da formagdo dos grupos, o GRUPO | sofreu tratamentos
carrapaticidas e mosquicidas com intervalo de 45 dias desde o d.0 (aos dois meses
de idade) até o dia do desmame (d. 180) para que fosse mantido livre de carrapatos
e moscas hematdfagas impedindo, assim, a inoculacdo dos agentes da tristeza

parasitaria bovina (Figura 5). O tratamento carrapaticida constou da aplicacdo de
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Ivermectina 3,15% (lvomec Gold 3,15% - Merial) com dose calculada sempre a partir
do animal mais pesado do lote. Como tratamento mosquicida e repelente foi utilizada
a formula comercial: Cipermetrina 5g + Clorpirifos 7g + Butoxido de Piperonila 5g +
Citronela 0,509 + veiculo gsp. 100.000 mL (Cyperclor Plus Pour-on — Vetbrands) na
dosagem de 1 mL para cada 10 Kg de peso vivo por animal.

O GRUPO Il (controle) seguiu o manejo normal da propriedade a partir da
formacéo do grupo (d.0). Recebeu tratamento carrapaticida no dia 28 de dezembro
de 2009 a base de Ivermectina 1% (Megamectin 1% - Novartis), 1 mL para cada 50
Kg de peso vivo e cipermetrina 5g (Cyperpour-on — Vetbrands) na dosagem de 1 mL
para cada 50 Kg de peso vivo. No dia 23 de abril de 2010, os animais deste grupo
receberam banho carrapaticida de aspersdo com amitraz. Este grupo foi submetido
a infestacdo natural por carrapatos e moscas hematéfagas com o objetivo, segundo
0 proprietario, de promover imunizagdo contra os agentes da tristeza parasitaria

bovina (Fig. 5).

Final do
experimento

dia 0 . dia 60 N i dia 180
Ago!SetIOQ NothB dla 45 Jan/10 dia 90 dia 135 Mai/10
\ [ | T i
Formagéo Gl e Gll Tratamentos
Tratamentos Gl Amostras c/ATC
Pesagem Gl e GlI Amostras s/ATC

Amostras Gl GlI Pesagem
PCV
Laminas

Figura 5 - Sintese do cronograma do experimento.
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3.5 Vacinacdo Contra Tristeza Parasitaria Bovina

O GI recebeu duas doses da vacina contra tristeza bovina (Eritrovac —
Laboratério Hemopar) atenuada, refrigerada e trivalente, isto €, composta por cepas
atenuadas de Babesia bovis, Babesia bigemina e cepa de Anaplasma centrale.
Seguiram-se corretamente as instru¢des do laboratério fabricante contidas na bula
do produto (ANEXO A). Foram aplicadas duas doses com intervalo de sessenta dias
sendo a primeira no d.0 (12 de novembro de 2009) e a segunda no d.60 (janeiro
2010). A dose utilizada foi de 3 ml por via subcutanea com uso de seringa mantida

sob refrigeracdo e ao abrigo de luz solar direta.

3.6 Controle das Reac¢des Vacinais

Considerando-se que até 5% dos animais vacinados podem apresentar algum
tipo de reacdo como prostracdo, anorexia passageira e aumento de temperatura
corporal, o laboratério fabricante recomenda que sejam feitas revisées diarias dos
animais vacinados durante o periodo de provaveis reacdes vacinais ou de
multiplicacdo dos parasitos vacinais. Diariamente os animais foram inspecionados a
distancia, sem movimenta-los ou estressa-los, pelos funcionarios da propriedade

desde a aplicacéo da primeira dose até 40 dias ap0s a aplicacdo da segunda dose.

3.7 Pesagens

Duas pesagens foram efetuadas, sendo a primeira na formac¢do dos grupos
dia 12 de novembro de 2009 (d.0), aos dois meses de idade, e a segunda no dia 13
de maio de 2010 (d.180) quando os animais foram desmamados aos oito meses de
idade. Foram avaliados o peso médio inicial (PMI), peso médio final (PMF) e o

ganho de peso médio final (GMF) de cada grupo

3.8 Amostras de Sangue

Foram colhidas amostras de sangue, dos dois grupos, diretamente da veia
jugular, sem anticoagulante. Para a obtencdo do soro, o sangue coletado sem
anticoagulante foi deixado a temperatura ambiente e em estufa a 37°C por 8 horas
até a formacéo do coagulo. Posteriormente, foi refrigerado a 4°C por 24 horas para

completar a retracdo do coagulo. ApoOs centrifugagdo a 1500 rpm, durante
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10 minutos, o soro foi separado em aliquotas e congelado a -20°C até a realizacdo
das provas sorologicas. Os intervalos das coletas, dos dois grupos, foram de 45 dias
a contar do inicio do experimento (Fig. 5). No final do experimento foram coletadas
amostras com anticoagulante para confeccao dos esfregacos sanguineos em lamina
e avaliacdo do hematdcrito. Cuidados foram tomados com a limpeza do local e
contencdo adequada com bucal de corda de algodédo, para minimizar o estresse dos
animais durante o procedimento, seguindo normas de bem estar animal e manejo

racional de bovinos de corte.

3.9 Analise Sorolégica

A sorologia foi feita com o objetivo de determinar os niveis de anticorpos
especificos (IgG) anti-Babesia bovis, anti-Babesia bigemina e anti-Anaplasma
marginale. O titulo de anticorpos anti-Babesia spp. e anti-Anaplasma marginale foi
determinado pela técnica de Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

A RIFlI foi realizada na Embrapa- CPPSul—-Bagé, laboratorio de
hemoparasitologia, seguindo os procedimentos e protocolos descritos por Madruga
et al (2001).

A prova de RIFI consiste em tornar visivel a reacdo antigeno-anticorpo
marcando um dos reagentes com fluorocromo, que possui a capacidade de absorver
energia luminosa, tornando-se excitado por um curto espaco de tempo (10° a 10°
" segundos) para, em seguida, emiti-la em forma de fluorescéncia ao retornar ao seu
estado normal. O fluorocromo empregado foi o isotiocianato de fluoresceina que
emite fluorescéncia verde (Fig. 6).

Foram feitas diluicdes duplas dos soros, em PBS, a partir de 1:160 para as
babesias e 1:320 para anaplasma. As laminas de antigeno foram retiradas do
freezer imediatamente antes do uso, secas a 37°C, por 10 minutos, em estufa. Apos,
foram marcadas com circulos (trés linhas, com nove ou mais circulos cada, feitos
com esmalte para unhas), onde foram colocados 10ul de cada diluicdo dos soros, de
controles positivo, negativo e PBS duplicados. A diluigdo maxima avaliada foi de até
1:5120.

As laminas foram incubadas a 37°C, em camara umida, por 30 minutos. Apés,
o soro foi desprezado, as laminas lavadas trés vezes com PBS pH 7,2 sob fraca

agitacao por 10 minutos, e secas no ventilador.
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Figura 6 - Reacgéo positiva de RIFI. Aumento 40x.
Fonte: Monticelli (2000).

O conjugado (Anti-Bovine 1gG - whole molecule - FITC conjugate. Sigma
Chemical Company) foi diluido em PBS 1.640 para anaplasma e 1:320 para as
babesias, sendo colocados 10ul em cada circulo, em local escuro. As laminas foram
incubadas como anteriormente (por 30 minutos a 37°C em camara umida). Apos,
foram lavadas duas vezes em PBS durante 10 minutos e uma vez em solucéo
tampdao de lavagem, por cinco minutos, e secas no ventilador em local escuro. As
laminas foram examinadas em microscépio com fonte de luz ultravioleta, com
objetiva de 40x e ocular de 100x.

Para obtencédo da titulacdo, foram feitas diluicbes das amostras até nao
apresentarem mais fluorescéncia ao microscopio, considerando como titulacdo da
amostra, a maior diluicio em que ocorreu reagao.

O laboratério de hemoparasitologia da Embrapa-CPPSul considera que um
animal possui um grau de protecdo eficiente, contra 0s agentes da tristeza
parasitaria bovina, quando apresenta titulos iguais ou superiores a 1:640 (GOMES,
2011).
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3.10 Determinacéo do Hematocrito e Esfregagcos em Laminas

O sangue coletado no ultimo dia do experimento, com anticoagulante (EDTA),
foi utilizado para determinar o hematdcrito pela técnica do microhematdcrito. O
sangue foi colocado em tubos capilares, centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos e
o resultado foi lido no cartdo de leitura (SINK e FELDMAN, 2006).

Das amostras coletadas no desmame, também foram feitos esfregacos em
laminas, e coradas com Single Prov (Newprov), para pesquisa direta dos parasitos
da tristeza parasitaria bovina ao mocroscoépio éptico em aumento de 1000x.

3.11 Custos com Tratamentos

Considerando-se apenas 0s custos com medicamentos carrapaticidas,
repelentes, mosquicidas e vacina aplicados nos animais dos dois grupos desde o
nascimento até o desmame (d. 180), assim como a morte de algum animal durante o
experimento, foi calculado o custo total do protocolo de cada grupo no periodo. Nao
foram levadas em consideracao as perdas indiretas pelo parasitismo por carrapatos,
moscas hematéfagas, miiases, verminose e suas sequelas. Os calculos tiveram
como base os valores reais de mercado dos medicamentos na época do
experimento.

No Gl (teste) cada animal recebeu um total de duas aplicac6es de Ivermectina
1,5% (Baymec Prolong — Bayer — R$ 250,00/L), e 3 mL foram administrados com
custo total de R$ 0,75 (setenta e cinco centavos) por animal sendo a primeira dose
(1 mL) no dia do nascimento e a segunda (2 mL) trinta dias ap6s. Receberam 5
aplicac6es de Ivermectina 3,15% (lvomec Gold — Merial — R$ 350,00/L) totalizando
20 mL do medicamento com um custo total de R$ 7,00 (sete reais) por animal.
Foram tratados 5 vezes com medicamento Pour-on a base de Cipermetrina
(Cyperclor Plus Pour-on — Vetbrands — R$ 24,00/L) recebendo um total de 100 mL
durante o periodo com custo igual a R$ 2,40 (dois reais e quarenta centavos) por
animal. Foram aplicadas duas doses da vacina refrigerada contra tristeza bovina
(Eritrovac — Laboratorio Hemopar — R$ 2,50/dose) a um custo total de R$ 5,00 (cinco
reais) por animal.

Cada animal do Gll (controle) recebeu duas aplicacbes de Ivermectina 1,5%
(Baymec Prolong — Bayer — R$ 250,00/L), total de 3 mL com um custo de R$ 0,75
(setenta e cinco centavos) por animal sendo a primeira no dia do nascimento e a

segunda trinta dias ap6s. Duas aplicacdes de ivermectina 1% (Megamectin 1% -
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Novartis — R$ 170,00/L) com total de 8 mL aplicados com custo de R$ 0,80 (oitenta
centavos) por animal. Apenas uma aplicagcdo de Cipermetrina (Cyper pour-on —
Vetbrands — R$ 24,00/L) 15 mL por animal a um custo de R$ 0,36 (trinta e seis
centavos). Os animais deste grupo receberam também, um banho carrapaticida de
aspersdo com produto a base de Amitraz 12,5g (Tac Plus — Eurofarma — R$ 37,18/L)

com custo de R$ 0,50 (cinqlienta centavos) por animal.

3.12 Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do programa Excel, para
posteriormente serem analisados pelo programa Statistix 9.0. Andlise descritiva dos
dados referente a peso corporal e hematdécrito dos animais dos grupos controle e
vacinado, ao final do experimento, foi feita pela determinacdo da média, amplitude,
desvio padrdo e mediana. A comparacao entre os grupos foi feita pela analise de
variancia, com o Teste LSD (Least Square difference), para médias de ganho de
peso e hematdcrito. Para a soroconversdao, foi feita analise de freqiéncia e aplicado
o Teste Qui-Quadrado. Pelo teste de Fisher, foi avaliada a soroprevaléncia e

homogeneidade dos grupos experimentais.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ganho de peso

As avaliagbes do ganho de peso foram feitas considerando-se 0 peso ao
inicio do experimento e no dia do desmame, final do experimento, aos 8 meses de
idade.

O Grupo | (vacinado) apresentou peso médio inicial de 79 Kg e peso médio
final de 235,4 Kg com ganho médio de 156,4 Kg no periodo. O Grupo Il (controle)
teve peso médio inicial de 78,3 Kg e peso médio final de 204,9 Kg com um ganho
médio de 126,5 Kg (Fig.7). A diferenca de ganho de peso entre os dois grupos no
periodo do experimento foi de 30,5 Kg, em média, por animal (tab. 2)

Segundo Woodham et al (1983), 30 Kg de carne por animal por ano sao
perdidos por causa da espoliacdo direta pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)

microplus.
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Tabela 2 - Anélise descritiva dos dados referentes a peso corporal e hematdécrito dos
animais dos grupos controle (Gll) e vacinado (Gl) ao final do experimento.

Peso Hematocrito
Controle vacinado controle vacinado
n 29 30 29 30
Média (Kg) 204,9 235,4" 33,5 45,8’
Amplitude 136-245 200-270 22-53 30-57
(Kg)
Desvio 25 18,9 6,7 7.4
padrao
Mediana 202 230 33 46
(Kg)

Dados marcados com * apresentaram diferencga significativa (p<0,025)

Pesos médios
250 235,4 Kg
204,9 K
200 §
150
emm»G| (vacinados)
es=mGl| (controle
100 9K ( )
78,36 Kg
50
0
0 PMI (2 meses) PMF (desmame 8 meses)

Figura 7 — Pesos meédios no inicio e final do experimento Grupos | e I
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4.2 Hematocrito e exame direto

O hematdcrito ou volume globular (VG) é um dado clinico que se altera
quando os parasitos se multiplicam e destroem as hemécias, ocasionando uma
diminuicdo do eritron circulante (KERR, 2003), e conseqientemente baixando seus
valores.

Grupo controle apresentou uma queda no hematécrito de, em média, 27,3%
em relacdo ao grupo vacinado (p=0,025) caracterizando um quadro, mesmo que
dentro dos valores normais, de perda consideravel de células sanguineas (tab.2).
Segundo Viana (2007), os valores de hematdcrito considerados normais para
bovinos variam entre 26 e 42%. Vale observar que os animais do grupo controle
seguiram sofrendo espoliacdo por carrapatos, mesmo nos meses de inverno, e
moscas dos chifres o que agravaria certamente o quadro de reducdo dos globulos
vermelhos e consequente retardo no desenvolvimento como constatado na diferenca
de ganho de peso ao desmame.

Sacco (1996) mostrou que com a inoculacdo de Babesia bovis atenuada
(vacina) houve uma queda no volume globular dos animais, em média de 20%, ou
seja, o volume globular médio do grupo chegou a 28%, o que ndo chega a ser
considerado um risco, sendo que 0s animais apresentaram recuperacdo rapida e
completa dos valores normais sem auxilio de medicamentos. Isto péde ser verificado
neste experimento uma vez que todos os animais do grupo vacinado apresentaram
hematdcrito dentro da normalidade ao final do periodo de imunizacéo e experimento.
O grupo controle apresentou um animal com hematdécrito de 22% valor este abaixo
dos valores considerados normais por Viana (2007).

Durante o experimento um animal do grupo controle (carrapateado) foi a obito
por anaplasmose, diagnosticada por exame direto em lamina e achados de
necropsia.

Ao final do experimento, todas as laminas analisadas dos dois grupos foram
negativas para os trés agentes da tristeza bovina. As baixas parasitemias que
dificultam o diagndstico direto em bovinos portadores, confirmam o observado por
Weiland & Reiter (1988).



55
4.3 Sorologia

Os resultados da sorologia por RIFI mostraram que ao inicio do experimento
(d.0) o grupo controle apresentou 16,7% de animais positivos para Babesia bovis,
6,7% para B. bigemina e 13,3% de positividade para A. marginale. As porcentagens
foram similares as obtidas no grupo vacinado, que foram de 16,7%, 6,7% e 16,7%
respectivamente (Fig.8). Pelo teste de Fisher ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos na sua formacao (p>0,05).

Segundo Smith (1982), geralmente ocorre maiores prevaléncias de anticorpos
anti-Babesia bigemina, porque essa espécie tem maior potencial reprodutivo, além
de poder ser transmitida por varias geracfes de carrapatos sem necessidade de re-
infeccdo. Isto ndo foi observado neste experimento uma vez que foi detectado maior
ndmero de animais soropositivos para B. bovis que para B. bigemina. Esse maior
ndamero de animais soropositivos para B. bovis em relagdo a B. bigemina, manteve-

se alto até o final do experimento e com diferenca estatistica significativa.

Inicio do experimento - % de bovinos soropositivos

.

A. marginale

B. bovis

o

B. bigemina T
Triplo

M controle M vacinado

Figura 8 — Porcentagem de bovinos soropositivos no inicio do experimento nos
grupos | (vacinado) e Il (controle).
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Na Fig.8, verifica-se que no inicio do experimento, houve presenca de poucos
animais soropositivos como resultado imunidade passiva, uma vez que 0S animais
apresentavam idade de dois meses. A analise sorologica indica que 0s anticorpos
anti-Babesia spp. e A. marginale adquiridos pelo colostro (imunidade passiva) vai
decrescendo, chegando a niveis mais baixos no 32 e 4° més de vida, confirmando o
observado por diversos autores (Mahoney & Ross, 1972; Sanchez et al., 1985; Rios
et al.,1988). A partir de entdo, eleva-se novamente, agora devido & imunidade ativa,
ou seja, anticorpos formados pelo préprio terneiro contra o0s hematozoarios
inoculados pelo carrapato ou pela vacinagéao.

Ao final do experimento a porcentagem de animais no grupo controle
soropositivos para A. marginale, B. bovis, B. bigemina e para os trés agentes ao
mesmo tempo foi de 44,8; 44,8; 13,8 e 0 respectivamente enquanto que no grupo
vacinado os valores foram de 100% para todos os agentes inclusive com 100% dos
animais positivos para os trés agentes ao mesmo tempo (tab.3 e Fig.9). Estes
resultados mostram que, mesmo tendo sofrido infestacdo natural por carrapatos
desde o nascimento até o desmame, 55,2% dos animais estavam soronegativos
para Anaplasma marginale, e para B. bovis, 86,2% para B. bigemina e 100% para 0s
trés agentes ao mesmo tempo. Estes resultados refletem a baixa taxa de inoculacéo
dos hemoparasitos pelos carrapatos. De acordo com Aguirre etal. (1990),
carrapatos coletados de zebuinos apresentam taxa de infeccdo de 5%, enquanto
gue carrapatos ingurgitados em bovinos de racas européias mostram taxa de 28%.

Brown et al (2006) mostrou que nas regides onde o0s bovinos séao
naturalmente parasitados pelo carrapato desde o nascimento, h4 uma inoculagéo
natural e gradual dos hemoparasitos, o0 que possibilita a esses bovinos o
desenvolvimento da imunidade aos agentes causadores da babesiose. Discordando
do acima descrito, este experimento demonstrou que ha producdo de resposta
imune, mas de maneira irregular, nunca trivalente, com baixos niveis de protecao e
com duragao imprecisa.

Em trabalho realizado por Vieira et al (2003) animais foram separados em
varios grupos. O grupo um foi tratado com doramectina dentro de um programa de
controle estratégico integrado associado com uma vacina viva contra babesiose
(Eritrovac — Lab. Hemopar — uma dose em novembro de 1999); o grupo dois foi
tratado com o antigeno rBm 86 e tratamentos taticos com amitraz; grupo trés

medicado com ivermectina (3,15%); grupo quatro, denominado de “convencional’, foi
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tratado com amitraz; o grupo cinco, chamado de “supressivo”, recebeu tratamentos a
cada duas semanas com amitraz. As analises estatisticas evidenciaram ndo haver
diferenca significativa entre os niveis de protecdo soroldgica, através da RIFI,
observados para todos os grupos experimentais. Esses resultados diferem dos
encontrados neste trabalho uma vez que o grupo vacinado apresentou altos niveis
de protecao e 100% dos animais vacinados apresentaram positividade ao desmame
sem nunca terem entrado em contato com carrapatos e moscas dos chifres.
Observa-se também, que a vacinacdo nao foi feita conforme orientacdo e
recomendacdo de bula do laboratério fabricante uma vez que foi utilizada somente
uma dose da vacina e ndo duas como o recomendado. Este fato ndo favorece

cientificamente os resultados obtidos por Vieira et al (2003) para o grupo 1.

Final do experimento - % de bovinos soropositivos
I 100

—300_ 100

A. marginale

B. bovis

B. bigemina o
Triplo

M controle M vacinado

Figura 9 — Porcentagem de bovinos soropositivos ao final do experimento nos
grupos | (vacinado) e Il (controle). p<0,025.
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Considerando que animais com titulacdo igual ou acima de 1:640 na RIFI
estdo eficientemente protegidos, o grupo controle apresentou no inicio do
experimento 0% de animais positivos em 1:640 ou acima para A. marginale, B.
bigemina e para os trés agentes e, 6,7% para B. bovis (Fig. 10).

Inicio do experimento - % de bovinos com titulagdo superior a
640

A. marginale

&*

B. bigemina ‘
Triplo

B. bovis

M controle M vacinado

Figura — 10. Porcentagem de bovinos com diluicao superior a 1:640 no inicio
do experimento.

O grupo vacinado (teste) apresentou 13% dos animais com titulos acima ou
iguais a 1:640 para A. marginale, 6,7% para B. bovis, 3,3% para B. bigemina e 0%
para os trés agentes ao mesmo tempo.

Ao final do experimento, ao desmame, observou-se uma elevacéo
consideravel nos niveis de protecdo (igual ou acima de 1:640) e no numero de
animais protegidos nos dois grupos, tendo ocorrido diferenca estatisticamente
significativa (p<0,025) entre os dois grupos (Fig.11) e dentro do mesmo grupo
(Fig.12 e Fig.13).



Desmame - % de bovinos com titulagao superior a 640

100 100

—100
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B. bigemina
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B controle M vacinado
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Figura 11 — Porcentagem de bovinos com dilui¢ao igual ou superior a 1:640 no final

do experimento (p<0,025).
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Grupo carrapateado - % de animais com titulagao superior a

640
41,4
27,6
13,8
6,7
0 0 0 0
A.marginale B.bovis B.bigemina tripla

M inicio M desmame

Figura 12 — Porcentagem de animais com diluicdo superior a 1:640 no inicio e final

do experimento no grupo controle (carrapateado). p<0,025.
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Grupo vacinado - % de animais com titula¢ao superior a 640
100 100 100
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A.marginale B.bovis B.bigemina tripla

M inicio M desmame

Figura 13 — Porcentagem de animais com diluicdo superior a 1:640 no inicio e final
do experimento no grupo vacinado (teste). p<0,025.

Além da diferenca significativa no nimero de animais soropositivos entre 0s
grupos controle a vacinado, o grupo vacinado (Gl) apresentou 100% dos animais
com titulos maximos iguais a 5120, para os trés agentes, o que confere um alto nivel
de protecdo. O grupo controle (GlI) apresentou 4 animais com titulagdo maxima de
1:2560 para A. marginale, 4 animais para B. bovis e 2 para B. bigemina com titulos
maximos em 1:1280 (tab.3).
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Tabela — 3. Distribuicdo das diluicbes por RIFI para B. bovis, B. bigemina e A.
marginale em bovinos vacinados contra TPB (duas doses) e
naturalmente infectados (controle), ao desmame.

Agente Diluicdo Grupo Controle Grupo Vacinado
Numero de Numero de
animais (%) animais (%)
positivos positivos
B. bovis 1:160 2 6,9 0 0
1:320 3 10,3 0 0
1:640 4 13,8 0 0
1;1280 4 13,8 0 0
1:2560 0 0 0 0
1:5120 0 0 30" 100°
B. bigemina  1:160 0 0 0 0
1:320 0 0 0 0
1:640 2 6,9 0 0
1;1280 2 6,9 0 0
1:2560 0 0 0 0
1:5120 0 0 30" 100"
A.marginale  1:320 1 3,4 0 0
1:640 3 10,3 0 0
1;1280 5 17,2 0 0
1:2560 4 13,8 0 0
1:5120 0 0 30° 100°

Dados marcados com ~ apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,025)

Com base nos resultados acima apresentados, a utilizacdo de duas doses da
vacina refrigerada e trivalente contra tristeza bovina mostrou ser mais eficiente que a
vacina congelada com uso de glicerol apresentada por Sacco et al (2001) que

obteve titulos na RIFI mais baixos para os trés agentes.

4.4 Custo x beneficio

H4 mais de 100 anos € sabido e documentado por toda a comunidade
cientifica internacional que o carrapato causa perdas e danos aos bovinos em
diversas regides do globo terrestre. Somente no Estado do Rio Grande do Sul, em
um estudo realizado por Horn & Arteche (1985), calculou-se que a infestagéo por

carrapatos mata 136.084 bovinos por ano e 154.843 terneiros deixam de nascer.
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Infelizmente, métodos empiricos de tratamentos contra o carrapato bovino,
moscas dos chifres e prevencao contra tristeza bovina ainda séao utilizados no
Estado do Rio grande do Sul assim como em todo o Brasil. Muitas vezes, essas
técnicas, sao estimuladas por produtores, veterinarios e pesquisadores, inclusive.

Apesar de termos centenas de publicagbes nacionais e internacionais
comprovando todos os maleficios da presenca de carrapatos nos bovinos, o
“carrapateamento” ainda é muito estimulado em nosso Pais, submetendo os animais
a infestacdes incontrolaveis que, na pratica em nivel de campo, resultam em perdas
cientificamente comprovadas (SMITH & KILBORN, 1893; ALMEIDA et al 2006;
PEREIRA, 2008).

Para o calculo dos custos dos dois grupos, foram levados em consideracéo
somente 0s gastos com medicamentos e a morte de animais (1 animal do grupo II)
durante o periodo do experimento (hascimento-desmame com 8 meses) com base
nos valores de mercado da época. O grupo | (vacinado) apresentou custo de R$
15,15 (quinze reais com quinze centavos) por animal e um total de R$ 454,50
(quatrocentos e cingqlenta e quatro reais com cinquenta centavos) para os trinta
animais do lote. Para o grupo Il (controle) o custo por animal foi de R$ 2,41 (dois
reais com quarenta e um centavos) por animal e um total de R$ 72,30 (setenta e
dois reais com trinta centavos) para o lote inteiro. Deve ser somado ao custo por
animal o valor do animal que morreu por anaplasmose durante o experimento
portanto, o peso do animal era 204,93 Kg multiplicado pelo valor de mercado do Kg
vivo do terneiro (R$ 3,50) resulta em R$ 717,25 (valor do animal que morreu). R$
717,25 divididos pelos 30 animais do lote resulta em R$ 23,90/animal. R$ 23,90
soma-se aos R$ 2,41 (custo por animal). Portanto o custo por animal no grupo Il
durante o experimento foi de R$ 26,31 (vinte e seis reais com trinta e um centavos).
Neste grupo nao foram computados os custos dos tratamentos dos animais que
apresentaram miiases por carrapateamento, diarréia por verminose e tratamento

clinico da anaplasmose.
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Desmame: ganhos médios de peso

BGI (vacinados) mGll (controle)

156,4 Kg

126,5 Kg

GMF

Figura 14 — Ganhos médios de peso por grupo ao final do experimento
(p=0,025).

O grupo | (vacinado) apresentou um peso final (desmame) médio de 30,5 Kg
a mais que o grupo controle (p<0,025), o que corresponde a um lucro bruto por
animal de: 30,5 Kg X R$ 3,50 Kg vivo = R$ 106,75. Subtraindo-se o custo com 0s
tratamentos por animal (R$ 15,15) o lucro liquido foi de R$ 91,60 (noventa e um
reais com sessenta centavos) por animal e o lucro liquido do lote foi de R$ 3.202,50
— 454,50 = R$ 2. 748,00 (dois mil, setecentos e quarenta e oito reais) a mais que o
grupo controle.

A fig. 14 mostra os ganhos médios de peso dos dois grupos durante o
experimento ressaltando a significativa diferenga de ganho do grupo vacinado.

Como os animais do grupo | (vacinados) nunca foram espoliados por
carrapatos e moscas dos chifres, os beneficios vao além do ganho de peso como:
bem estar, melhor aproveitamento dos alimentos, menos manejo com tratamentos,
menor estresse por parasitismo direto e movimentagdo dos animais, garantia de
imunidade segura e duradoura contra o0s trés agentes da tristeza bovina,
possibilidade de venda dos animais para qualquer regido do Brasil, abertura de

novos mercados e agregacao de valor com seguro de vida.




5 CONCLUSOES

Neste trabalho pdde-se concluir, com base nos resultados obtidos, que:

A utilizacdo de vacina refrigerada para a prevencdo dos trés agentes da
tristeza bovina, seguindo o protocolo proposto, € mais eficiente e econémica
do que o manejo tradicional avaliado.

A imunidade conferida pelo parasitismo por carrapatos é baixa, nao
homogénea para os trés parasitos, o que permite o surgimento de doenca.

O “carrapateamento” como método de prevencao da tristeza bovina, além de
ser ineficiente, gera estresse, causa baixo ganho de peso, abre portas para
outras infeccdes, intoxicacdes (saliva do carrapato) e parasitos (miiases),
maior manejo com 0s animais, altos custos com tratamentos clinicos e
mortes.

A utilizacdo de duas doses com intervalo de sessenta dias da vacina viva
atenuada e refrigerada mostrou ser altamente segura e economicamente

rentavel na prevencao da babesiose e anaplasmose.
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ANEXO A

ERITROVAC®

Vacina viva, atenuada e refrigerada contra Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma marginale

(USO VETERINARIO)

ERITROVAC® é uma vacina que contem amostras
atenuadas dos agentes das Babesioses e uma amostra
heteréloga de Anaplasma, destinado a imunizagdo contra
Babesia bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale.
Foi criada e aperfeicoada pelo Dr. Carlos C. P. Arteche
em 1987, sendo pioneira e Unica no Brasil.

COMPOSIGAO

Vacina composta por eritrécitos bovinos parasitados por
cepas puras, de parasitos vivos, atenuados, perfeitamente
controlados e livres de quaisquer doengas infecciosas, em
quantidade suficiente para promover imunidade.

INDICACOES

ERITROVAC?® ¢ indicada para bovinos com idade entre 2
e 10 meses para prevencao da Tristeza Parasitaria Bovina
(TPB), ou seja, imunizagdo de bovinos contra a Babesia
bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale.

CONTRA - INDICACOES

-Qualquer categoria animal que néo tenha idade entre 2 e
10 meses na primo vacinacao.

-Animais adultos que n&o tenham sido previamente primo
vacinados com duas doses, com idade entre 2 e 10

meses.

-Animais anémicos, desnutridos, estressados, doentes,
convalescentes ou com carrapatos.

-Vacas prenhes, lactacéo ou ordenha.

-Tratamento clinico da TPB ou durante surtos da doenga.
- Touros durante a temporada reprodutiva.

DOSE E VIA DE APLICAGAO

A dose recomendada é de 3 mL (trés mililitros), por via
subcutanea (SC) no pescogo.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

- Cuidar para que o0s animais estejam corretamente
vacinados contra as doengas mais comuns da regiao.

- Fazer tratamento anti-helmintico prévio, mesmo que
seja no dia da inoculacao, principalmente considerando a
Fasciola hepatica.

- N&o programar servigcos com os animais inoculados até
o final do periodo de controle (vide reacdes esperadas).
Manté-los sempre que possivel no mesmo potreiro de
origem.

- Observar que estejam em potreiro com boa pastagem,
agua limpa, sombra e sal mineralizado 60 ou 80 P a
vontade.

- Manter os animais livres de carrapatos e moscas-dos-
chifres desde 20 dias antes da data da primeira dose até
40 dias ap6s a segunda dose.

- Ap6s a primeira dose, os animais ndo poderdo sofrer
qualquer tratamento ou manejo, sem a orientagdo do
Médico Veterinario responsavel.

INSTRUCOES DE USO

Segurando pelo gargalo, o frasco deverd ser agitado
suavemente, com movimentos circulares, até que todo o
depodsito do fundo tenha sido removido. Isto evita a
hemolise e perda do principio ativo.



- Primo vacinagéo: composta de duas doses com intervalo
de 60 dias.

a) A partir do 2° més de vida, pelo menos 60 dias antes do
desmame ou a partir de 20 dias apos.

b) Sessenta dias antes de transferir animais de zonas
livres de carrapatos ou marginais para zonas infestadas.

b) Refor¢o: cada 12 meses, contando da primeira dose.

c) 60 dias antes de qualquer alteracdo de manejo que
possa desencadear um quadro de estresse nos animais.

d) Os animais somente estardo totalmente protegidos,
apos receberem a 12 e a 2° dose da vacina.

REAGOES ESPERADAS

Por tratar-se de um produto que veicula unidades
biolégicas vivas, embora atenuadas, é INDISPENSAVEL
QUE A VACINACAO SEJA FEITA SOB A
RESPONSABILIDADE DE UM MEDICO VETERINARIO.
Os animais inoculados reagem (resposta imune) a
presenca dos parasitos na primo vacinagdo. Podem
apresentar elevacao de temperatura (ndo sindrome febre),
mas raramente mostram outros sinais. Essas reagdes
podem variar em fungdo da idade, nivel de estresse, da
suscetibilidade individual, do estado nutricional, da satde
e experiéncia prévia com hematozoarios e carrapatos. Do
6° ao 20° dia apds a primeira dose, os animais deverao
ser inspecionados diariamente a campo, tratando-se
apenas 0s que apresentarem sintomas nitidos de TPB
(Isto indica que os animais ja estavam contaminados por
cepas de campo e nado da vacina). O maior nimero de
reacOes vacinais acontece entre o 8° e o 15° dias, pos-
vacinacdo. Nesse periodo estardo reagindo as Babesias
e, por isso, o tratamento, quando necessario, devera ser
com a metade da dose de um babesicida eficaz, a base de
diamidina. Do 30° ao 50° dia ap6s a vacinagéo,
acontecem as reacdes ao Anaplasma. Nesse periodo,
também os animais vacinados deverdo ser inspecionados
diariamente a campo. O controle das reacdes deve ser
feito com produto a base de clortetraciclina (metade da
dose de bula) e antitérmico. N&o utilizar tetraciclina de
efeito prolongado (LA) ou imidocarb. O Anaplasma
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centrale protege o bovino vacinado contra a morte por A.
marginale, mas nem sempre contra a doenga. Portanto,
mesmo animais imunizados poderdo sofrer uma
anaplasmose que serd sempre benigna e de facil controle.

“ESTA VACINA NAO CAUSA TPB CLINICA”

PRAZO DE VALIDADE E ARMAZENAMENTO:
ERTROVAC® tem validade por SETE dias, apds a sua
data de fabricacdo, escrita no frasco, e devera ser
conservada sob refrigeracdo entre 2° e 8° C, sempre ao
abrigo da luz solar direta

APRESENTACAO

Frascos com oitenta e quinze doses.

Venda sob prescrigéo e orientagdo do Médico
Veterinario.
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