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RESUMO

Tembue, Antonio Amélia dos Santos Mucalane. Hemoparasitos transmitidos por
carrapatos e a percep¢io dos criadores sobre sua importancia para bovinos na Regiio
Sul de Mocambique. 2012. 200p. Tese (Doutor em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Os hemoparasitos transmitidos por carrapatos sdao responsaveis por elevadas perdas
econOmicas e encontram-se amplamente distribuidos nas areas tropicais e subtropicais, onde
sdo responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade, resultando em diminui¢do da
producao de carne, leite e seus derivados. O presente estudo teve como objetivo conhecer a
prevaléncia de anticorpos da classe IgG e a frequéncia de DNA nas infecgdes naturais por
Babesia bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale e Borrelia spp. em bovinos criados em
sistema extensivo nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mocambique,
além de estabelecer os fatores associados a idade, sexo e origem geografica das amostras.
Foram analisadas amostras de 809 soros e 240 sangues de bovinos de diferentes faixas etarias
e de ambos os sexos. Utilizou-se o Ensaio de Imunoadsor¢ao Enzimatico indireto (ELISA-1) e
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) baseada no gene SSrRNA de B. bigemina e B.
bovis, gene 16S rRNA de 4. marginale e gene flagelina 16S rRNA de Borrelia spp. Foram
encontrados 71,8%, (n = 581), 76,6% (n = 620), 76,5% (n = 619), ¢ 85,9% (n = 695) de
animais sororeagentes para B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp.
respectivamente. Ainda foram detectados através da PCR, 11,3% (n = 27), 37,1% (n = 89),
79,2% (n = 190) e 3,8% (n = 18) de positividade para B. bigemina, B. bovis, A. marginale e
Borrelia spp., respectivamente. A associagdo significativa foi observada com relagdo a origem
geografica das amostras e a faixa etaria pelo teste x” ou exato de Fisher em nivel de 5% de
significancia e regressdo logistica. Os resultados do presente estudo demonstram que os
agentes estudados circulam na Regido Sul de Mogambique e os bovinos podem servir como
fonte de infeccdo para carrapatos vetores destes agentes etiologicos. A ocorréncia do género
Borrelia constitui-se no primeiro relato para Mogambique. Os resultados da presente pesquisa
fornecem uma valiosa contribui¢cao na compreensao da epidemiologia dos agentes etiologicos
estudados na Regido Sul de Mogambique.

Palavras chaves: Bovinos, doengas transmitidas por carrapatos, Mogambique, epidemiologia



ABSTRACT

Tembue, Antonio Amélia dos Santos Mucalane. Hemoparasites transmitted by ticks and
the perception of farmers about their importance in cattle in southern Mozambique.
2012. 200P. Thesis (Doctor in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Hemoparasites transmitted by ticks are responsible for high economic losses and are widely
distributed in tropical and subtropical areas. They are responsible for high morbidity and
mortality, resulting in decreased meat, milk production and their products. The present study
aimed to determine the prevalence of IgG antibodies and the frequency of DNA in natural
infections by Babesia bigemina, B. bovis, Anaplasma marginale and Borrelia spp. in beef
cattle reared in extensive systems at the Provinces of Maputo, Gaza and Inhambane in
southern Mozambique, as well to establish associated factors (age, sex and geographic origin
of samples). A total of 809 serum and 240 blood samples of cattle with different ages and
sexes. The indirect enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA) and Polymerase Chain
Reaction (PCR) were used to detected IgG antibodies and SSTRNA gene of B. bigemina and
B. boivs, 16S rRNA of 4. marginale and flagellin gene 16S rRNA of Borrelia spp. were used
serology result demonstrated the 71.8% (n = 581), 76.6% (n = 620), 76.5% (n = 619), and
85.9% (n = 695) animals were positive to B. bigemina, B. bovis, A. marginale and Borrelia
spp., by PCR were detected positive 11.3% (n = 27), 37.1% (n = 89), 79.2% (n = 190) and
3.8% (n = 18) for B. bigemina, B. bovis, A. marginale and Borrelia spp. respectively. A
significant association was observed with respect to geographical origin and age of the
samples in 3 or Fisher exact test at 5% level of significance and logistic regression. The
results of this study demonstrate that the etiologic agents, studied circulates in southern
Mozambique and cattle can serve as a source of infection for tick vectors of the agents. The
occurrence of Borrelia spp. is the first report in Mozambique. The results of this research
provide a valuable contribution to the understanding of the epidemiology of the etiologic
agents studied in southern Mozambique.

Keywords: Beef cattle, tick-borne diseases, Mozambique and epidemiology
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1 INTRODUCAO GERAL

Mocambique tem como base do desenvolvimento da sua economia o setor agrario € o
subsetor pecudrio possui um potencial imensuravel e de grande importancia sdcio-econdomica
e cultural na sociedade mogambicana.

A partir do meado da década de 90 a producdo pecudria tem sido amplamente
praticada em todo o territdrio nacional, visando a producao sustentavel de carne, leite e outros
derivados de origem animal, constituindo-se numa importante fonte protéica de qualidade
superior para alimentacdo da populagdo humana e uma alternativa de rendimento para a
maioria das familias rurais de baixa renda. Além disto, a produgdo animal tem auxiliado
diretamente os trabalhadores rurais nas lavouras e no transporte de diversas mercadorias
através da utilizagdo da tragdo animal.

Para que a producgdo pecudria seja praticada de forma racional em toda a sua cadeia
produtiva e maximize os poucos recursos disponiveis, faz-se necessario a busca por novas
tecnologias de produgdo, que minimizem os gastos secundarios e ampliem os indices
zootécnicos do rebanho produtivo. Desta forma, o avango de conhecimentos na area de
Sanidade Animal, e em especial, na epidemiologia das enfermidades parasitarias dos animais
de producao da Regido Sul de Mogambique, auxiliard no desenvolvimento de formas mais
eficazes de profilaxia e controle desses agentes etiologicos.

Dentre as enfermidades parasitdrias transmitidas por carrapatos, destacam-se as
babesioses, anaplasmose e borreliose, dentre outras. Os agentes etioldgicos envolvidos sao
protozoarios (Babesia bigemina e B. bovis) e bactérias (Anaplasma marginale e Borrelia
spp.) que isoladamente ou em associagdo podem acometer os ruminantes.

Os animais infectados podem apresentar perda do peso, decréscimo da producdo de
leite, infertilidade ou subfertilidade, abortos esporadicos, altas taxas de morbidade e
mortalidade, causando severos prejuizos econdmicos aos criadores com gastos diretos e
indiretos, devido a mortalidade e necessidade de aquisicdo de antiparasitarios e assisténcia
médico-veterinario.

A disseminacdo destes agentes no plantel de animais produtivos afeta diretamente o
melhoramento genético do rebanho, pois inviabilizam a introdu¢ao de racas geneticamente
melhoradas e mais produtivas, em detrimento da maior susceptibilidade a infecgdo por estes
agentes.

A ocorréncia destas hemoparasitoses esta diretamente relacionada com a distribui¢do
dos vetores transmissores, notadamente carrapatos das espécies Rhipicephalus microplus, R.
decoloratus, R. evertsi evertsi, R. simus € Hyalomma marginatum rufipes.

Em relacdo A. marginale, além de transmissao por carrapatos, também pode ocorrer a
transmissdo mecanica por outros artropodes hematofagos, assim como a transmissdo
1atrogénica, por meio de fomites.

Nos paises tropicais e subtropicais em todo mundo, mais de um bilhdo de bovinos
estdo expostos ao risco das infecgdes por estes vetores e com maior énfase para os paises da
Africa subsahariana.

Em Mocambique, as perdas econdmicas causadas por estes hemoparasitos nao esta
quantificada, mas as estimativas feitas pelos gestores da pecudria nacional as consideram
elevadas e constituem um dos principais entraves para o desenvolvimento da industria
pecudria nacional.

O conhecimento da epidemiologia dos agentes etiologicos transmitidos por carrapatos
em uma determinada regido geografica ¢ indispensavel para o desenvolvimento e
planejamento de programas que possam interromper a cadeia epidemiologica e reduzir os
prejuizos causados a pecudria nacional pela reducdo de produtividade, morbidade ou
mortalidade de animais através da aplicacdo de medidas de controle e/ou profilaxia destas
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enfermidades. No entanto ¢ necessario que os estudos epidemiologicos sejam conduzidos
empregando-se métodos de diagnostico seguros, sensiveis e especificos.

Diante dessas consideragdes, o presente trabalho teve como objetivo conhecer a
prevaléncia das infec¢des por B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp. em bovinos
das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, na Regido Sul de Mog¢ambique utilizando
métodos de diagndsticos imunoldgicos e moleculares e correlacionar as frequéncias de
infec¢des com possiveis fatores de riscos (idade, sexo e origem geografica das amostras).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais de Mo¢ambique
2.1.1 Caracteristicas geograficas de Mocambique

Mocambique encontra-se situado na costa leste africana e faz parte dos paises da
regidio da Africa Austral. Esta entre os paralelos 10° 27” ¢ 26° 56 latitude Sul e os meridianos
30°12° e 40°51° longitude Este, Figura 1. O pais possui uma superficie total de 799.380
quiléometros quadrados, sendo subdividido em dez provincias que sd3o no sentido norte/sul:
Cabo Delgado, Niassa, Nampula, Zambézia, Tete, Manica, Sofala, Inhambane, Gaza e
Maputo. A cidade de Maputo ¢ a capital do pais e tem estatuto de provincia.

-

W @ E

o -

Figura 1. Localizagdo geografica de Mogambique, na Regido da Africa Austral
Fonte: http://www.google.com.br/search.

O pais possui uma extensa fronteira terrestre e maritima, sendo limitado ao norte pela
Republica Unida da Tanzania, a oeste e no sentido norte /sul, pelas Republicas do Malawi, da
Zambia, do Zimbabwe e da Africa do Sul, a sul pelo reino da Swazilandia e a Republica da
Africa do Sul, a leste é banhado pelo Oceano [ndico numa extensdo de 2.700 km, desde a
ponta de Cabo delgado na divisa com a Republica Unida da Tanzania no norte até a Ponta de
Ouro na divisa com a Republica da Africa do sul no Sul (ATLAS, 1980), Figura 2.

2.1.2 Populacio

A populagdo de Mogambique ¢ predominantemente de origem bantu e segundo dados
do ultimo recenseamento geral de populagao e habitacao de 2007, a populagdo mogambicana
foi estimada em mais de 20.226.296 de habitantes, sendo 52% mulheres e 48% homens, tendo
uma densidade populacional de 25 habitantes por quilometro quadrado (kmz), 50,1% da
populacdo estd na faixa etaria dos 15 aos 64 anos, 49% esta entre zero e catorze anos e apenas
0,9% tem mais de 64 anos. O pais apresenta uma taxa de crescimento anual de 1,8%, ¢ a
projecdo indica para a duplicagdo da populacdo em 2025 (INE, 2007).

A lingua oficial ¢ o portugués, além de 42 linguas nacionais de origem bantu faladas
por diversas etnias em todo o pais (INE, 2007).
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2.1.3 Caracteristicas de relevo de Mo¢cambique

O relevo ¢ constituido por trés estruturas principais: planicies, planaltos e montanhas.
Apresenta uma certa sequéncia na sua disposi¢ao do litoral para o interior indo de planicie a
montanha, mas em alguns casos os planaltos e montanhas ocorrem em plena planicie. A area
de planicies se estende ao longo do litoral desde a foz do rio Rovuma na divisa com a
Tanzania até a Ponta de Ouro, na divisa com a Africa do Sul, ocupando cerca de 1/3 do
territorio nacional, aproximadamente 250.000 km®.

A maior extensao encontra-se nas provincias de Sofala, Inhambane e Gaza, tornando
se cada vez mais ampla no sentido Norte/Sul do pais. As planicies sdo muito homogéneas,
sem grandes flutuagdes, tendo como a altitude maxima 200 metros. A extensao de planaltos
esta mais acentuada na regido norte e centro do pais. No sul ocupam apenas uma faixa na
parte ocidental nas provincias de Maputo e Gaza, ao longo da fronteira terrestre com a
Republica da Africa do Sul e do Zimbabwe, formando a cordilheira dos Libombos, com
altitudes superiores a 1000 metros. As principais formag¢des montanhosas ocorrem na regiao
centro e norte do pais.

A floresta de Miombo constitui o tipo de vegetagdo mais vasto e dominante no Norte e
Centro de Mogambique. As espécies vegetais predominantes sdo a Brachystegia speciformis,
frequentemente misturada com Jubernardia globiflora. O segundo tipo de vegetagdo ¢ a
floresta de Mopane que ocorre na regido do Limpopo a rio Save e no Vale do Alto Zambeze,
sendo dominado pela espécie arborea Colophospermum mopane. Outras trés espécies
arbustivas comuns incluem Adansonia digitada (imbondeiro ou baoba), Alfezia quanzensis
(chanfuta) e Sterculia roge.



2.1.4 Hidrografia

Os rios mais importantes de Mocambique nascem todos nos paises vizinhos,
atravessam o pais e vio desaguar no Oceano Indico. Dentre tantos, o destaque vai para o rio
Zambeze, que nasce nos planaltos de Katanga na Republica de Angola, atravessa a Republica
da Zambia entra em Mogcambique pelo Distrito de Zumbo na provincia de Tete, atravessa o
pais no sentido oeste para leste desaguando no Oceano Indico em forma de um enorme delta.
E neste rio onde se encontra a maior barragem hidroeletrica do pais ¢ da Africa Austral, a
Cahora Bassa, que produz energia para o pais e para os paises da regido. A parte mais
espectacular do seu curso sdo as famosas Cataratas “Victoria Falls”, na divisa entre a
Republica da Zambia e do Zimbabwe, sendo as maiores do mundo, com 1708 metros de
extensdo e uma queda de 99 metros. Este monumento natural foi inscrito pela UNESCO em
1989 na lista dos locais que sao Patriménio da Humanidade.

2.1.5 Caracteristicas climaticas de Mo¢cambique

O clima de Mocambique ¢ influenciado pelas mongdes do Oceano Indico e pela
corrente quente do Canal de Mocambique, sendo predominantemente, tropical imido na
regido norte ¢ em toda a zona costeira, tropical seco e arido no interior do pais e clima tropical
de altitude nas zonas montanhosas.

O clima apresenta duas estacdes bem distintas ao ano: inverno seco ¢ frio com raras
chuvas, que vai de Abril a Setembro e verdo quente e chuvoso que vai de Outubro a Margo.
Entre as duas estagdes, poucas diferencas sdo observaveis na sua mudanga do verdo para
inverno. A partir de Outubro/Novembro as chuvas normalmente comegam a cair e continuam
até Margo/Abril. A quantidade de chuva na ultima década foi maior na regido norte com uma
precipitagdo média anual de 1.200 mm que diminui progressivamente em dire¢do a Regido
Sul, com uma precipitagdo média anual de 400-600 mm. Nesta as chuvas sdo demoradas
devido a influéncia das altas pressdes do Oceano indico e a convergéncia intertropical. A
média de umidade relativa ar varia de 75 a 80% e aumenta na estagdo seca para quente e
chuvosa. A temperatura média anual varia de 28 a 30°C (INAM, 2010), (Figura 3).

Na ultima década o efeito do fendomeno climatico “El Nifio” se fez sentir no pais,
caracterizado pelo aquecimento global das aguas do oceano pacifico e que interfere em
mudangas climaticas severas em todo o mundo, refletindo diretamente nas condigdes
climaticas do continente africano em geral, ¢ Mocambique em particular (CHIEW et al.,
1998; KOVATS et al., 2003). Durante a ocorréncia do “El Nino”, nos anos de 1997-1998, a
regido Austral e Oriental da Africa recebeu um volume de precipitagio pulviométrica muito
acima do esperado (WMO N°.905, 2000), com isso, no Quénia ocorreram chuvas excessivas
acompanhadas de enchentes, inundagdes e deslizamentos de terras. Em outro extremo, a
Guiana, a Indonésia e a Papua da Nova Guiné foram severamente afetados por uma seca
prolongada (GLANTZ, 1996; KOVATS, 2000; WOODWARD, et al., 2000; MASON;
GODDARD, 2001).

Uma situagdo identica foi observada em Fevereiro do ano 2000 em Mogambique, em
que chuvas atipicas e acima do normal fustigaram o pais causando enchentes, inundagdes,
mortes e distruicoes de infraestruturas cendrios estes jamais vistas na historia do pais
(TEMBUE, 2011)"
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Dados Climaticos da Regido Sul de Mogambique
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Figura 3: Valores médios da Temperatura (C°), Indice Pluviométrico (mm)
e Umidade relativa do ar (%) da Regido Sul de Mocambique, ao longo do
periodo de 2001/2009.

2.1.6 Caracteristicas economicas

Mogambique tem como base do desenvolvimento da sua economia o setor agrario
(agricultura, pecuaria e silvicultura) e a industria como fator dinamizador, Oitenta por cento
da populagdo vive e trabalha nas areas rurais (WORLD BANK, 2009a; INE, 2008),

A economia do pais é descrita como uma das mais pobres da Africa Subsahariana,
embora a estatistica regional indica que é a terceira mais robusta da Africa Austral, atras da
Africa do Sul e Angola, com um produto interno bruto (PIB) estimado em mais de 9 bilhdes
de dolares americanos € um rendimento per capita de 440 dolares (WORLD BANK, 2009b).
No entanto, uma taxa de crescimento do PIB de 7,1% na ultima década 2000-2010, mostra
que a economia esta se fortalecendo depois da introdugao de politicas de reformas econdmicas
em 1987 (WORLD BANK, 2009a), (Quadro 1).

Quadro 1. Alguns indicadores so6cio-econdmicos da Reptiblica de Mogambique

Parametro Dado Unidade
Numero de habitantes 20.894.294 milhdes
Densidade populacional 25 habitante /km2
Taxa de crescimento natural da populacdo 1,8 %
Expectativa de vida 48 (2008) anos

Taxa de mortalidade infantil abaixo dos 5 anos 5/1000 nascimento
Produto Interno Bruto (PIB) 9.790.246.565 bilhdes USD$
Taxa de crescimento anual do PIB 6,7 %
Rendimento per capita/ano 440 USD$
Contribui¢ao do setor agrario no PIB 26 (2008) %

Balanga comercial (negativa) -1.9 %

Populagao com acesso a agua potavel 29 %

Populacao abaixo da linha da pobreza com (-1.25) 55,5 (2003 USDS$
Populacao analfabeta 60,5 (2008) %

Populacao que trabalha no setor agrario 80 %

Fonte: Fonte: http://www.worldbank.org/data/countrydata/aag/vnm_aag.pdf
Instituto Nacional de Estatistica (INE), 2008; www.ine.gov.mz



2.1.7 Caracteristicas da pecuaria de Mo¢ambique

A produg¢do pecudria ¢ uma atividade sécio-econdmica e cultural muito importante em
Mocambique e contribui significativamente para o produto interno bruto nacional (PIB) (INE,
2007). O gado bovino ¢ tradicionalmente indigena e pode ser classificado em trés tipos
principais: indigenas (Bos indicus), mesticos Bos indicus com Bos taurus taurus € mesti¢os
(Bos indicus x Bos indicus). O primeiro tipo, chamado de “Nguni”, também conhecido por
“landim” ou “boca negra”, caracteriza-se como um bovino de médio porte fruto de uma
selecdo de mais de 100 anos, bem adaptado e muito tolerante a doencas transmitidas por
carrapatos, € que concentram-se principalmente na Regido Sul do pais. O segundo tipo,
chamado de “Angoni”, caracteriza-se como um bovino de pequeno porte, com chifres do tipo
zebu e que concentra-se na regiao Centro do pais, principalmente na provincia de Tete. O
terceiro e ultimo tipo ¢ formado por ragas ndo definidas que incluem apenas mesticos de
diversas ragas tais como “Jersey”, “Guernsey”, “Santa Gertrudes”, “Brahman”, “Simental”,
“Bosmara, Tuli, Hereford”, entre outras (TIA, 2008), Figura 4.

Figura 4. Tipo de bovinos que integram os rebanhos criados por pequenos e
médios criadores das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mocambique.

A populacdo bovina total do pais ¢ atualmente estimada em 1.600.000 cabecas, sendo
que 53,6% destes se encontram concentrados na Regido Sul do pais. Além dos bovinos,
também existem cerca de 4.747.901 caprinos, 139.000 ovinos, 340.000 suinos e 30 milhdes
galinaceos (TIA, 2008).

Com as importacdes das espécies pecudrias realizadas a partir dos meados da década
90 e principios do ano 2000, o pais recebeu animais de diversas ragas sendo a maioria
proveniente da Africa do sul e do Zimbabwe, dentre bovinos, caprinos, ovinos, suinos e aves.
No entanto, ndo houve registros das racas bovinas que entraram no pais durante a
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implementa¢do do programa de repovoamento pecuario nacional, conduzido pelo governo,
organizagdes ndo governamentais e iniciativas privadas (DINAP, 2004).

2.1.8 A producio animal em Mo¢ambique

Durante um periodo de 10 anos (2000 a 2009), a produgd@o animal representou 26% do
valor total do PIB (INE, 2009). Os pequenos produtores usam o sistema de produgdo agricola
misto (culturas alimentares e a produg¢do pecudria) que constituem uma componente
econdmico essencial para a sobrevivéncia da maioria das familias rurais mogambicanas.

Os bovinos contribuem na produgdo agricola, no preparo do solo, no transporte da
colheita, na comercializacdo e na seguranga alimentar. Os animais constituem uma reserva
monetaria (banco do camponés) das familias rurais de baixa renda para os momentos de maior
necessidade e ¢ um item facilmente divisivel como heranga nas familias mogambicanas (INE,
2009).

Em geral, o consumo de produtos de origem animal e seus derivados tém aumentado
ao longo das tltimas duas décadas, com um aumento igualmente forte no consumo de peixe,
marisco e frango. Esse aumento do consumo tem sido fortemente acentuado para as
populagdes urbanas, onde a renda tem crescido muito mais rapido e a incidéncia de pobreza ¢
muito menor do que nas areas rurais. O consumo de carne per capita ¢ dominada pela carne de
frango nacional e importada. O aumento da renda, especialmente nas areas urbanas tem
provocado mudancas significativas nas preferéncias alimentares e aumento de um publico
cada vez mais exigente que pretende diversificar o consumo de alguns produtos tradicionais
como farinha de milho, o arroz, a mandioca e o feijao, com produtos alimentares ricos em
proteinas de origem animal (INE, 2009).

A questdo econdmica faz com que o leite e outros produtos lacteos ndo sejam dieta
tradicional dos mogambicanos. No entanto, nos centros urbanos a procura de lacticinios tem
crescido anualmente.

A produgdo animal nacional estd muito longe de atender a demanda doméstica, além
de que os produtos disponiveis sdo caros € ndo atendem aos padrdes sanitarios regional e
mundial. No sistema de produ¢do pecudria tradicional, os bovinos sdo criados em sistema
extensivo € 0s pequenos ruminantes € suinos perambulam livremente nos arredores das
aldeias nas comunidades. Os bovinos de pequenos produtores sdo conduzidos por criancas
menores de idade na sua maioria ndo assalariados, entretanto, em muitos casos os pais das
criancgas trabalhadoras recebem uma bezerra em cada ano como forma de pagamento. Os
animais pertencentes a diferentes criadores utilizam as mesmas areas de pastagem,
bebedouros e tanque carrapaticida (sist€émicos) ou corredor (pulverizagdo) de tratamento
comunitario, enquanto nos médios criadores os animais sdo conduzidos por pessoal adulto e
assalariado. Os proprietarios por sua vez, na sua maioria possuem areas de pastagens e infra-
estruturas pecudrias proprias (TEMBUE, 201 1)2 .

2.1.9 Sanidade animal do rebanho bovino em Mocambique

A producdo pecuaria tem sido afetada por uma série de doencas que restringe a
locacao de animais em determinadas areas do pais e que afetam a produtividade de diferentes
espécies. Porém, a informagdo confiavel sobre a ocorréncia espacial e temporal das doengas
especificas, bem como do seu impacto econdmico ¢ escassa. O impacto negativo das doengas
na produgdo pecudria se manifesta de varias maneiras, desde a mortalidade precoce, reducao
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do peso corporal e infertilidade cronica ou temporaria, reducdo dos rendimentos na produgao
de carne, bem como a redugdo da capacidade de trabalho (tragdo animal). Cada uma das
doencas que afetam os rebanhos fazem com que os seus efeitos tenham graves reflexos sobre
a eficiéncia na producdo pecudria e no seu conjunto global (MORRIS, 1999; SIMLER;
NHATE, 2005).

2.1.10 Espécies de carrapatos em Mocambique

A origem exata de carrapatos transmitindo doengas em animais de produgdo em
Mocambique ndo estd documentada, embora haja relatos de terem sido introduzidos
juntamente com animais importados a centenas de anos. A produgdo animal em Mogambique
data desde o século XVII, quando os portugueses fizeram as primeiras importagdes de
bovinos da Repiiblica da Africa do Sul para Mogambique (DIAS, 1960).

Os primeiros estudos documentados sobre a ocorréncia de carrapatos em Mogambique
foram feitos por Dias (1960), que apresentou uma lista com diversidade de espécies destes
artropodes infestando bovinos, notadamente Amblyomma hebraeum, A. pomposum, A.
theilerae, A. variegatum, Rhipicephalus microplus, R. decoloratus, R. appendiculatus, R.
capensis, R. compositus, R. evertsi evertsi, R. lunulatus, R. maculatus, R. sanguineus, R.
simus, R. kochi, R. zambeziensis, Haemophysalis leachi, Hyalomma rufipe e, H. truncatum.

O mesmo autor, trés décadas depois, apresentou outra relagdo de carrapatos infestando
caprinos e ovinos, nomeadamente 4. hebraeum, R. microplus, R. appendiculatus, R. evertsi
evertsi € R. simus. Também apresentou uma listagem de 12 espécies de carrapatos parasitando
caes, sendo estes, 4. hebraeum, A. tholloni, Haemaphysalis humerosoides, H. leachi, Ixodes
pilosus, R. appendiculatus, R. kochi, R. muehlensi, R. reichnowi, Rhipicephalus sanguineus,
R. simus e R. tricuspis (DIAS, 1993).

Neves et al. (2004), reportaram ocorréncia de Haemaphysalis spinulosa, R. microplus,
R. pravus group, R. turanicus infestando caes.

Recentemente, De Matos (2008) reportou que das 14 espécies de carrapatos de
Ixodideos mapeadas na provincia de Maputo, Regido Sul de Mogambique, 4. hebraeum, R.
microplus, R. appendiculatus, R. evertsi evertsi, R. simus e R. decoloratus se encontram
amplamente distribuidas, tendo notificado pela primeira vez a ocorréncia de Haemaphysalis
elliptica, Ixodes cavipalpus, R. longus e R. turanicus em Mogambique, e sugerido que estes
provavelmente tenham sido introduzidas recentemente com animais importados dos paises
vizinhos.

Com as condigdes edafico-climaticas favoraveis no pais, ocorre o réapido
desenvolvimento e a manutengdo dos hospedeiros invertebrados parasitando varias espécies
de animais entre domésticos, silvestres, de companhia e também o proprio homem (NEVES et
al., 2004; DE MATOS et al., 2008).

Em termos regionais, a variabilidade climatica sazonal tem demonstrado a sua
influéncia na transmissdo de doengas por artrépodes, uma vez que a sobrevivéncia e
abundancia destes dependem de um clima e umidade adequados (SONENSHINE, 1993).

2.1.11 Fatores que afetam a distribuicio de carrapatos transmissores de agentes
etioldgicos

A distribuicao de carrapatos em Mogambique ¢ influenciada por varios fatores, em
especial o clima, a vegetacdo, a precipitacdo, a temperatura e a presenga de uma diversidade
de hospedeiros vertebrados entre domésticos e silvestres.



Nas regides Central e Oriental de Africa as condigdes climaticas para o
desenvolvimento do ciclo bioldgico dos carrapatos estdo presentes durante todas as estagdes
do ano. Em contraste, na regidao da Africa Austral, as estacdes do ano estdo bem definidas
compreendendo verdo e inverno e um periodo curto de chuvas, havendo deste modo um
padrao de ocorréncia sazonal das doengas transmitidas por carrapatos e regulados por
carrapatos adultos por meio da diapausa (PEGRAM; BANDA, 1990; BERKVENS et al.,
1995; MATTIOLI et al., 1997).

A diapausa ¢ um estado neurohormonal caracterizada por baixa atividade metabolica
dos carrapatos que estd associada a morfogénese reduzida, para permitir maior resisténcia as
condi¢des ambientais adversas. A diapausa ndo so6 afeta o ciclo de vida e a sobrevivéncia dos
carrapatos mas também influéncia na epidemiologia das doengas por eles transmitidas
(PEGRAM; BANDA, 1990; BERKVENS et al., 1995; MATTIOLI et al., 1997).

Em 4reas onde ndo had diapausa, todas as fases do ciclo de vida ocorrem
simultaneamente tanto em hospedeiros vertebrados quanto em invertebrados durante todo o
ano com a presenga de animais clinicamente doentes, bem como de portadores saos
(SONENSHINE; MATHER, 1994).

Supde-se que o padrao sazonal de algumas espécies de carrapatos como R.
appendiculatus e R. zambeziensis seja definido pelos carrapatos adultos, que s6 sdo ativos sob
condigdes climdticas especificas relativas a temperatura, precipitacdao ¢ umidade relativa do
ar (RANDOLPH, 1997).

Randolph (1993) afirmou que a dessecagdo e a vunerabilidade das larvas as condi¢des
extremas do meio ambiente determinou o padrdo da dindmica sazonal de R. appendiculatus e
R. zambeziensis na Africa Austral. As temperaturas minimas noturnas determinam a
condensagdo e o déficit de saturacgdo do ar e, portanto, a capacidade dos carrapatos reporem a
umidade perdida durante o dia, enquanto que as larvas sdo mais sensiveis a esses fatores. O
cumprimento do calendario das atividades de ninfas e adultos ¢ determinado pela temperatura,
precipitagdo e umidade relativa, mais o fenomeno de diapausa para garantir a reprodugdo e
sobrevivéncia maxima de modo a assegurar a ocorréncia de ovos e larvas em periodos de
condi¢des climaticas ideais.

A ocorréncia de muitos artropodes vetores responsaveis pela transmissao de muitos
bioagentes causadores de doencgas parasitarias e infecciosas em animais ¢ humanos tem sido
influenciado pelo clima (TONG et al., 2000; KOVATS et al., 2003).

McMichael e Kovats, (2000) reportaram que o campo de investigagcdo epidemiologica
com base na influéncia de fatores climaticos sobre a doenga requer informagdes suficientes
que permitam a diferencia¢do entre os efeitos da co-existéncia climatica e dos fatores nao
climaticos.

As mudangas de eventos meteorologicos podem ter um efeito significativo sobre as
taxas de reproducdo de artropodes e assim influenciar a sua abundancia global (WALKER,
1932; KOVATS, 2000; McMICHAEL, 2000). Existem estudos epidemioldgicos que
relacionam o efeito “El Nifio” ¢ o aumento do risco de doencas na saude humana, como a
maldria e outras doengas tropicais transmitidas por artropodes em areas geograficas
especificas devido a variacdo climatica e relacionado diretamente ao efeito “EI Nifio”
(LINDBLADE et al., 1999; KOVATS, 2000).

O efeito do “El Nifio”, portanto, fornece uma oportunidade para ilustrar a importancia
da base ecologica para muitas doengas transmitidas por artrépdes e portanto, precisa ser
levado em consideragcdo pelos profissionais das diversas areas de conhecimentos, decisores
politicos e o publico em geral.

A vegetacdo ¢ muito importante para carrapatos, pois proporciona as boas condi¢des
microclimaticas e aumenta as chances dos carrapatos encontrarem um hospedeiro vertebrado
para se alimentarem seja ele doméstico ou silvestre (LESSARD et al., 1990). Além disso, a
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vegetacao aumenta as chances de sobrevivéncia dos carrapatos nos estagios de vida livre.
Quando a cobertura vegetal ¢ reduzida pelo sobrepastoreio e remocdo de arvores, 0s
carrapatos tendem a desaparecer. A auséncia de carrapatos em areas com condi¢des agro-
ecologicas adequadas, como as da Africa Ocidental tem sido atribuido a baixa densidade de
bovinos e de outros hospedeiros herbivoros (NORVAL et al., 1988).

2.1.12 Susceptibilidade racial de bovinos aos agentes etiolégicos transmitidos por
carrapatos

Estudos demonstram que diferentes ragas de bovinos apresentam certas habilidades
hereditarias para se tornarem imunologicamente resistentes a infestagdes por carrapatos,
constituindo-se num componente vital no seu combate (BOCK et al., 1997; 1999a,b).

Eles sdo particularmente importantes no controle de carrapatos. No entanto, esta
abordagem nao ¢ isenta de dificuldades. Para os hospedeiros vertebrados de muitas espécies
de carrapatos, a resisténcia nao pode ser desenvolvida simplesmente para a resisténcia da raga
a carrapatos, ¢ necessario também a preservacdo de outras caracteristicas produtivas
desejaveis, como alta produgdo de leite e carne (BOCK et al., 1997; 1999a,b).

Uma abordagem mais racional no controle integrado de carrapatos foi sugerida por
Young et al. (1988), que citam, dentre algumas medidas, a selecdo de bovinos resistentes a
infestacdo por carrapatos, além de utilizagdo de manejo rotacional de pastagens, assim como a
utilizacdo de métodos de imunizacdo e controle estratégico destes ectoparasitos, para a
obtencdo de resultados satisfatorios no controle de doengas por eles transmitidas.

Na Africa Subsahariana, o controle de carrapatos e doengas por eles transmitidas é
fundamental em termos de sanidade animal, gestdo pecudria e saude publica apresentando um
problema de magnitude superior onde se destacam a anaplasmose, babesiose, ehrlichiose e
theileriose (NORVAL et al., 1978; YOUNG et al., 1988; SIMUUZA et al., 2011).

Os ruminantes domésticos de origem indiana (Bos indicus) tém demonstrado graus
variaveis de tolerancia a estas doencas. As racgas locais de bovinos como landim (Nguni),
parecem apresentar maior resisténcia a diversas enfermidades (NORVAL et al.,, 1978;
MELTZER, 1996). A maioria dos rebanhos bovinos sdo constituidos por bovinos de raga
landim e seus mesticos.

O bovino landim ¢ pertencente ao tronco Bos indicus, bastante tolerante a doencas
transmitidas por carrapatos. A pequena populagdo de bovinos mesticos Bos taurus taurus &
encontrada em pequenas areas restritas na provincia de Maputo, nos Distritos de Magude e
Boane e na provincia de Manica no centro de Mocambique (TIA, 2008). Animais mesticos
tém mostrado alta susceptibilidade a ehrlichiose e outras doengas transmitidas por carrapatos
dependendo do grau de sangue e com uma taxa de mortalidade elevada superior a 4% ao ano
(DINAP, 2004)

As espécies de carrapatos Amblyomma hebraeum e Amblyomma variegatum sao
referenciadas como as principais espécies de ixodideos que mais ocorrem em Mogambique
parasitando ruminantes domésticos, e estas tem sido incriminadas como um dos principais
fatores limitantes ao melhoramento genético da pecudria nacional (DIAS, 1960; 1993). Em
estudo recente foi observado que o pico de abundancia das espécies de carrapatos adultos na
provincia de Maputo ocorre durante a estacdo chuvosa, de Outubro a Abril e das ninfas na
estacao seca, de Maio a Setembro (DE MATOS, 2008). Como consequéncia casos frequentes
de mortes subitas causadas por carrapatos tem sido reportados em pequenos ruminantes €
raramente em bovinos autoctones nos Distritos de Magude e Moamba na provincia de
Maputo, Regido Sul de Mocambique (dados nao publicados).
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2.2 Género Babesia
2.2.1 Histérico

Espécies deste género caracterizam-se como protozodarios intra-eritrocitarios
obrigatorios, do filo Apicomplexa, que possuem sua transmissao relacionada a carrapatos da
familia Ixodidae (LEVINE, 1988; ALLSOPP et al., 1994). Desta forma, o desenvolvimento
bioldgico destes agentes ¢ dependente de dois hospedeiros: um hospedeiro invertebrado
(carrapato) e um hospedeiro vertebrado (mamifero) como, por exemplo, o bovino.

Este género foi descrito inicialmente no final do século XIX por um microbiologista e
patologista hungaro, no leste Europeu, quando ele e a sua equipe examinavam esfregacgos de
sangue e observaram a presenca de micro-organismos semelhantes a bactérias no interior de
eritrocitos de bovinos com um quadro clinico anemiante, denominado-os de Haematococcus
bovis. Os autores associaram a presenca destes com a doenca, chamada na época de
hemoglobinuria enzodtica bovina ou “redwater fever” (BABES, 1888). Tempos depois o
mesmo autor observou também micro-organismos semelhantes em amostras de sangue de
ovinos.

Cinco anos mais tarde, na América do Norte, pesquisadores dos Estados Unidos da
América reportaram a ocorréncia de uma doenca que se caracterizava por altas taxas de
morbilidade e mortalidade em bovinos e com sintomatologia muito semelhante aquela
reportada na Europa por Babés (1888). Os autores destacaram a presenca de micro-
organismos intra-eritrocitdrios no sangue dos animais, sendo caracterizado como um
protozodario, denominando-o de Pyrosoma bigeminum (SMITH; KILBORNE, 1893).

Em estudos subsequentes comprovaram que este micro-organismo era transmitido por
artropodes, carrapatos da espécie Rhipicephalus (Boophilus) annulatus (SMITH;
KILBORNE, 1893), sendo este o primeiro achado que incriminava os artropodes como sendo
responsaveis pela transmissao de agentes patogénicos.

Starcovici (1893) observou certa similaridade entre os micro-organismos descritos por
Babés (1888), na Roménia e por Smith e Kilborne (1893), na América do Norte e propds a
inclusdo de ambos em um novo género chamado Babesia, atribuindo em seguida os nomes de
Babesia bigemina, Babesia bovis e Babesia ovis em homenagem ao pesquisador hungéro.

A importancia histdrica da contribuicdo do cientista Victor Babés foi ressaltada em um
forum cientifico internacional sobre a babesiose realizado em Nice na France, onde foi
discutido e alcancado um consenso sobre a utilizagao dos termos Babesia € Piroplasma como
sindbnimos (UILENBERG, 2006).

A babesiose bovina ¢ responsavel por elevadas perdas econdmicas e encontra-se
amplamente distribuida em varios paises tropicais e subtropicais localizados entre as latitudes
32°N em e 30°S do mundo, infectam uma grande variedade de espécies animais entre
domésticos e silvestres, e em determinadas situagdes inviabilizam os programas de
melhoramento genético com ragas taurinas e seus cruzamentos (HOMER et al., 2000; BOCK
et al., 2004).

Nos ultimos 50 anos, as doengas causadas por agentes transmitidos por carrapatos t€ém
despertado maior interesse a comunidade cientifica devido ao aumento do transito de animais
de producdao e de companhia, além do fato de que muitas espécies de carrapatos estdo se
adaptando a diferentes condigdes edafico-climaticas. Outro fator importante para a
disseminagdo destas doengas esta relacionado a capacidade que muitas espécies de carrapatos
possuem em poderem transmitir simultineamente, varios patéogenos (SCHOULS et al .,
1999).

Atualmente sdo conhecidas mais de cem espécies de Babesia em todo o mundo, doze
destas foram reportadas no continente africano (UILENBERG, 2006), mas aquelas de maior
importancia econdmica para os bovinos sdo Babesia bigemina e Babesia bovis (BOSE et.,
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1995; BOCK et al., 2004; ALFREDO et al., 2005; MARTINS et al., 2008; TEMBUE et al.,
2011a).

Esta doenca estd intimamente relacionada com a presenca dos carrapatos das espécies
Rhipicephalus microplus, R. decoloratus, R. annulatus e R. geigyi, sendo estes considerados
os unicos vetores bioldgicos na Africa subsahariana e responsaveis pela disseminagdo dos
hemoprotozoarios (BOCK et al., 2004). O carrapato Rhipicephalus é originario do continente
asiatico, mas disseminou-se em diversas regioes do planeta devido ao comércio internacional
de animais de producao.

A distribuigdo e as preferéncias ecoldgicas do carrapato Rhipicephalus na Africa tém
sido descritas por Estrada-Pefia et al. (2006). Os fatores edéaficos-climaticos requeridos pelos
carrapatos R. microplus € R. decoloratus sao semelhantes, pois ambas as espécies exigem
baixa precipitacdo pluviometrica e alta umidade relativa do ar.

No entanto, apesar destes requisitos serem semelhantes, as duas espécies ndo ocorrem
em conjunto, devido a competigdo entre elas (ESTRADA-PENA et al., 2006). Devido ao
menor ciclo biologico e a auséncia de resisténcia por parte do hospedeiro vertebrado, R.
microplus possue um maior potencial frente a populagdo de hospedeiros, quando comparado a
espécie R. decoloratus (DE WAAL; COMBRINK, 2006). Estas espécies de carrapatos
ocorrem e estdo amplamente distribuidas nas regides Oriental, Central e Austral de Africa,
sendo esta ultima, onde se encontra geograficamente localizada Mocambique.

Os principais vetores de Babesia bigemina e Babesia bovis em Mogambique sdo
carrapatos das espécies R. microplus, R. annulatus ¢ R. geigyi (DE MATOS, 2008), sendo que
as espécies de carrapatos de R. decoloratus e R. evertsi evertsi transmitem apenas B. bigemina
(BOCK et al., 2004). Os bovinos se infectam pela inoculagdo de esporozoitos presentes nas
glandulas salivares do carrapato no ato do repasto sanguineo. A inoculagdo ocorre nas fases
de larva, ninfa e adulto do carrapato para B. bigemina ¢ B. bovis (RIEK, 1964; 1966).

Uma vez na circulagdo sanguinea do hospedeiro vertebrado, ocorrem a invasdo dos
eritrocitos pelo parasita, através de um mecanismo mediado por 4cinos presentes nas
organelas que formam o complexo apical do protozoario, sem causar o rompimento celular,
inicialmente. No interior dos eritrocitos, os parasitas saem do vacuolo parasitoéforo e se
transformam em merozoitas, multiplicando-se por divisao binaria, dando origem a dois
merozoitas, e estes rompem a célula parasitada e penetram em outro eritrocito, promovendo a
sua multiplicagdo e disseminacdo pelo organismo do hospedeiro vertebrado (BOCK et al.,
2004). A infec¢do dos vetores por Babesia spp. ocorre durante o repasto sanguineo dos
carrapatos em animais infectados e com parasitemia.

No organismo dos hospedeiros invertebrados, os merozoitas presentes nos eritrocitos
parasitados sofrem alteracdes morfo-fisiologicos, dando inicio a fase sexuada do parasito. De
aspecto ovdide, esta fase do ciclo do parasito foi classificada como gamontes e se caracteriza
como a forma infectante para o carrapato vetor (FRIEDHOFF, 1988).

Desta forma, os gametas masculinos e femininos se juntam e formam o zigoto, de
aspecto mével que penetra nas células do epitélio intestinal do carrapato, multiplicando-se por
esporogonia, dando origem aos esporocinetos em forma de arco, sendo entdo liberados na
hemocele MACKENSTEDT et al., 1995; MOSQUEDA et al., 2004).

Devido a mobilidade, os esporocinetos t€ém a capacidade de invadirem véarios 6rgaos
do carrapato, iniciando desta forma multiplos ciclos de esporogonia, que se prolongam até a
morte das fémeas ingurgitadas apds a ovoposicdo (BOCK et al., 2004). Através deste
mecanismo, as espécies de Babesia spp. sdo capazes de infectar os ovarios das fémeas de
carrapatos, infectando desta forma a proxima gera¢do, denominando este mecanismo de
transmissao transovariana. Uma vez infectado os ovos das fémeas, os parasitas passam por
varios ciclos de esporogonia nos embrides e larvas e ¢ este processo que garante a presenca de
inimeros esporozoitos nas glandulas salivares dos carrapatos jovens (BOCK et al., 2004). A
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esquizogonia ocorre com o desenvolvimento de esporocinetos nas células basofilicas na
hemolinfa dos carrapatos (AGBEDE et al., 1986).

Apos a eclosdo das larvas, os esporocinetos migram para as glandulas salivares, onde
ocorre a esporogonia das fases multinucleadas e mais tarde dividem-se para formar
esporozoitos, caracterizada como a forma infectante (MACKENSTEDT et al., 1995). Nesta
fase, os esporocinetos sdo hapldides e podem infectar uma grande variedade de células,
incluindo oocitos, onde ocorrem ciclos secundarios de esquizogonia. Assim, a transmissao
transovariana ocorre com maior desenvolvimento na fase larval e esta constitui a forma
fundamental da manuten¢do da endemia da babesiose, que garante a sua ampla distribui¢ao
em diferentes regides geograficas nos paises tropicais e subtropicais (MEHLHORN;
SCHEIN, 1984).

Esta ¢ uma adaptacdo importante, uma vez que carrapatos do género Rhipicephalus
s30 Monoxénicos.

Na década de 60, Riek (1964, 1966) descreveu a sequéncia de eventos bioldgicos que
culminavam com a transmissdo transovariana de B. bigemina e B. bovis. A partir desses
relatos se despertou uma curiosidade cientifica e varias pesquisas foram sendo realizadas com
o intuito de se esclarecer as interagdes entre as diferentes espécies de Babesia e os carrapatos
(POTGIETER; ELS, 1976; CAFRUNE; AGUIRRE, 1995; GUGLIELMONE et al., 1997).

O ciclo biologico de B. bigemina e B. bovis segue padroes semelhantes no hospedeiro
invertebrado (POTGIETER; ELS, 1977). Varias pesquisas tem sido direcionadas aos estudos
do ciclo de vida dos carrapatos para se entender as diferencas morfoldgicas nas diversas
formas evolutivas de B. bigemina ¢ B. bovis no proprio vetor (POTGIETER; ELS, 1976;
GUGLIELMONE et al., 1996a).

Desta forma, foi possivel avaliar diversos efeitos do parasitismo por Babesia spp.
sobre os hospedeiros invertebrados e a partir dos resultados, ampliar o conhecimento sobre
aspectos epidemioldgicos da infecgdo por carrapatos (SANTOS, et al., 1998; CEN-AGUILAR
et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2005).

Estes achados podem ser observados nos estudos realizados por Mahoney; Mirre
(1971), quando observaram que a frequéncia de infeccdes por B. bigemina foi de 30% e que
para B. bovis esta variou de 22 a 30% nas fémeas ingurgitadas de R. microplus obtidas de
bovinos experimentalmente infestados.

Em estudos posteriores foi possivel verificar que as taxas de infec¢ao por Babesia spp.
nas fémeas de carrapatos podiam ser influenciadas por uma série de fatores relacionados aos
hospedeiros vertebrados, tais como a racga, a idade, a parasitemia, assim como o tempo de
incubacdo das fémeas dos hospedeiros invertebrados (GUGLIELMONE, 1992;
GUGLIELMONE et al., 1997; SANTOS et al., 1998; QUINTAO-SILVA et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2005).

A infec¢ao dos hospedeiros vertebrados ocorre com a fixacao dos ixodideos nas fases
larval, ninfal e adulto durante o repasto sanguineo dos carrapato (RIEK,1964, 1966). Para B.
bigemina, o periodo pré-patente varia entre 12 a 18 dias apos a infec¢do (BOCK et al., 2004).
Com relagdo a B. bovis, como ndo persiste em uma forma infectante em carrapatos para além
do estagio larval (MAHONEY; MIRRE 1979), o periodo pré-patente varia entre 6-12 dias e
pico da parasitemia ocorre entre 3 a 5 dias ap0s a infec¢do (BOCK et al., 2004).

No entanto, particularmente em regioes de clima quente, o periodo pré-patente fica
curto podendo haver infeccdes em apenas trés dias apdés a fixacdo de carrapatos
(DALGLIESH; STEWART, 1982).

A prevaléncia da infec¢do e o aparecimento da doenca sdo determinados por
complexas interagdes entre o hospedeiro vertebrado, o hospedeiro invertebrado e o parasita
(JONSSON et al., 2008).
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Em é&reas tropicais e subtropicais com uma populacdo alta e diversificada de
carrapatos, a exposi¢ao natural geralmente ocorre ainda na idade precoce, quando os animais
ainda estao protegidos naturalmente, pelos anticorpos maternais permitindo que a imunidade
adquirida possa desenvolver anticorpos suficientes para reagirem aos desafios naturais
posteriores quando adultos (BOCK et al., 2004).

Em um estudo recente, Magona et al. (2008) observaram uma associagdo negativa
entre idade e do risco de soroconversao para B. bigemina em bovinos Bos indicus mantidos
em desafio natural na Uganda, na Africa Central. Este fendmeno encontra explicagdo pela
presenca de um grande nimero de animais adultos soropositivos, devido a continua exposicao
a carrapatos infectados, reduzindo assim a proporc¢ao de individuos susceptiveis na populacao
(MAGONA et al., 2008).

Este cendrio representa uma situacdo de estabilidade endémica, em que todos os
animais com idade inferior a seis meses tiveram um contato prévio com os hemoparasitos sem
apresentar nenhuma doenga clinica (NORTON et al., 1983). Em contrapartida, em situagdes
em que os animais nao tiveram contato com o carrapato vetor, a ocorréncia da babesiose ¢
inversamente proporcional a idade, isto ¢, animais jovens € que possuem resisténcia a
infec¢des devido a imunidade inata, enquanto os animais mais velhos sdo muito sensiveis
(JONGEJAN et al., 1988; MAHONEY et al., 1973). A imunidade adquirida passivamente do
colostro dura aproximadamente 2 a 3 meses, mas logo ¢ seguida por imunidade inata a partir
dos trés a nove meses de idade. Por isso, bezerros expostos a babesiose nos primeiros meses
da vida raramente apresentam sinais clinicos de doenga e desenvolvem imunidade duradoura
(MAHONEY et al., 1973).

Alguns pesquisadores argumentam que outros fatores além dos anticorpos colostrais,
estariam envolvidos na resisténcia relacionada a idade, visto que os animais em crescimento
excedem o periodo de protecdo dos anticorpos maternais (BROWN et al., 2006). Por outro
lado, foi referenciado que bezerros nascidos em regides livres de Babesia spp. apresentam
certo grau de resisténcia quando submetidos a desafios experimentais (GOFF et al. 1982)

Bock et al. (2004) afirmaram que a imunidade humoral tem pouco significado, uma
vez que nas infecgdes por Babesias spp. os anticorpos t€m a funcdo de opsoninas para facilitar
a fagocitose dos parasitas pelas células de defesa do organismo do hospedeiro.

Em Mocambique, os carrapatos estdo amplamente distribuidos em todo o territdrio
nacional e a sua intensidade e diversidade varia em funcao de varios fatores, dentre eles, os
agro-ecologicos, manejo higi€nico-sanitario e tipo de ragas de animais em criacdo (DIAS,
1960;1993; DE MATOS, 2008). As diferentes racas de bovinos se comportam de forma
diferente perante as infestagdes por carrapatos. Enquanto ragas taurinas sdo mais susceptiveis,
as zebuinas apresentam certa tolerancia (JONSSON et al., 2000).

Desta forma, certos cuidados sdo enfatizados em programas de repovoamento e
melhoramento genético, pois quando nao observados, as proximas geragdes do rebanho
podem apresentar maior susceptibilidade em relagdo a infestagdo por carrapatos e a infeccao
por agentes por eles transmitidos (BOCK et al., 1999b).

Diversos estudos demonstram que ragas bovinas pertencentes ao grupo Bos indicus
apresentam certa tolerancia ao parasitismo por carrapatos, interferindo assim na intensidade
de infec¢des por hemoparasitos (GUGLIELMONE, 1992; BOCK et al., 1999a; JONSSON et
al., 2000).

As ragas zebuinas, de uma forma geral, sdo tolerantes as infestacdes, contudo existem
variagdes inter-raciais para este grupo de animais, que podem apresentar maior resisténcia
dependendo do grau de rusticidade de cada raca bovina (UILENBERG, 1995; BOCK et al.,
1997).

A resisténcia do Bos indicus a babesiose tem sido reportada em alguns estudos, e este
fato pode estar relacionada a ineficiéncia na transmissao por parte do vetor, uma vez que os
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animais se infectam, mas geralmente, ndo apresentam nenhuma sintomatologia clinica, e
muitas larvas de carrapatos morrem antes de atingirem a maturidade (MATTIOLI et al., 1993;
BOCK et al., 1997).

Estudos realizados por Bock et al. (1997, 1999b) na Australia constataram que bovinos
Bos taurus sao mais susceptiveis a B. bovis quando comparado com bovinos Bos indicus.

Ragas de bovinos autoctones que sdo origindrios de regides endémicas, muitas vezes
apresentam certo grau de resisténcia natural a esses hemoparasitos e consequentemente as
infecgdes ndo sdo tdo graves como nas de ragas exdticas (MATTIOLI et al., 1993).

Além da raga e a idade dos hospedeiros vertebrados, outro fator que pode interferir na
taxa de infeccdo de Babesia spp. ¢ o elevado grau de infestacdo por carrapatos nos animais,
principalmente em areas endémicas (ZINTL et al., 2005). Este fato ¢ refor¢ado quando se
observa a relagdo entre o numero de carrapatos ingurgitados e a taxa de inoculacdo dos
hemoparasitos (FRIEDHOFF, 1988).

A estabilidade endémica para a babesiose bovina e a presenga dos carrapatos vetores
em Bos taurus foi descrito na regido da Oceania pelos australianos (MAHONEY; ROSSI,
1972). Esta estabilidade ocorre quando a inocula¢do de patégenos de Babesia spp. for
suficiente para manter os niveis de anticorpos necessarios para promoverem a resisténcia
frente a re-infecgdes. Estes autores desenvolveram um modelo matematico que co-relaciona a
taxa de infecgdo através de levantamentos sorologicos e a taxa de inoculagao do patdégeno nos
animais como forma de categorizar as areas em estabilidade ou instabilidade endémica
(McDONALD, 1950).

Norval et al. (1988), com base nesse modelo matematico definiram cinco diferentes
situagdes epidemioldgicas da babesiose bovina de acordo com resultados de prevaléncias
sorologicas de animais positivos e a historia de doenga na area estudada, a saber: a)
Estabilidade endémica quando a soropositividade varia entre 81 a 100%; b) Proxima a
estabilidade endémica entre 61 a 80% de positividade; c) Instabilidade endémica 21 a 60% de
positividade; d) Situagdo minima de doenca 1 a 20% de positividade e e) Livre de doenga
quando nao apresenta nenhuma posistividade de infeccao.

A situacdo de estabilidade endémica ¢ caracterizada normalmente pela constante
transmissao de hemoprotozoarios por carrapatos de forma que a primo-infec¢ao nos bovinos
ocorre durante os primeiros dias de vida, periodo esse em que os animais se encontram
protegidos pela imunidade passiva recebida da mae e sob forma de colostro maternal tem acao
da resisténcia inata. Nesse periodo verifica-se a ocorréncia de muitos casos subclinicos e
poucos casos clinicos da doenga (GUGLIELMONE, 1995; COLEMAN, et al. 2001).

Mahoney et al. (1973) estimaram que quando 75% dos bovinos s3o infectados por
Babesia spp. entre zero e nove meses de idade, a enfermidade ocorre em niveis baixos,
caracterizando uma situacao de estabilidade enzodtica. Entretanto, em 4reas de maior controle
de carrapatos ou em locais onde as condigdes de sobrevivéncia dos vetores sdo extremas, os
animais ndo se infectam por periodos prolongados, devido a presenca inconstante dos
carrapatos vetores, assim nao sendo suficiente para assegurar as taxas de inoculacdo de
Babesia spp. em nivel de garantir imunidade aos hospedeiros vertebrados (MAHONEY et al.,
1981). Nestas condi¢cdes existe uma grande possibilidade de ocorréncia de surtos de
babesiose bovina acompanhado por altas taxas de mortalidade dos animais susceptiveis
(UILENERG, 1995).

Apesar da elevada patogenicidade, muitas vezes, a babesiose pode ocorrer de forma
assintomatica e os animais tendem a apresentar baixas parasitemias originando assim formas
subclinicas da enfermidade (MAHONEY; MIRRE, 1977; PANDEY; MISHRA, 1978). A
patologia da doenga ocorre em fun¢do do excesso da produgdo de citocinas pro-inflamatorias
e do efeito direto da destruigdo das hemacias pelos parasitas. Durante a infec¢do aguda, os
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macroéfagos sdo ativados pelos parasitas, produzindo as citocinas pré-inflamatoria (BROWN;
PALMER, 1999).

O resultado da infec¢ao esta relacionado com o tempo e a quantidade de producao
dessas substancias. O excesso de citocinas inflamatorias resulta em patologias graves levando
a vasodilatagcdo, hipotensdo arterial, aumento da permeabilidade capilar, edema, colapso
vascular, distarbios na coagulacdo, lesdo das células endoteliais e estase circulatoria
(WRIGHT et al., 1989).

Apesar do mecanismo de estase ser induzida na micro-circulagdo através da agregacao
de eritrocitos infectados em leitos capilares, as lesdes mais deletéricas ocorrem a partir da
aderéncia de eritrdcitos parasitados em micro-capilares dos pulmoes e do cérebro. Isso resulta
em babesiose cerebral ¢ na sindrome da anglstia respiratoria associada a infiltracao de
neutroéfilos, a permeabilidade vascular e edema (BROWN; PALMER, 1999; BOCK et al.,
2004). Anemia hemolitica progressiva se desenvolve durante o curso da infec¢do por B. bovis.

Os eritrocitos parasitados por Babesia spp. apresentam uma alteracdo na superficie da
membrana citoplasmatica que promovem a aderéncia da célula parasitada ao endotélio
vascular e a outras hemacias ndo parasitadas (COOKE et al., 2005).

Os sinais clinicos associados com a infeccdo dependem da espécie do agente
etiologico envolvido. No caso de B. bovis, a infeccdo leva a ocorréncia de febre, inapeténcia,
depressao, aumento da frequéncia respiratoria, fraqueza e dificuldade locomotora, em alguns
casos. A hemoglobinuria e hemoglobinemia estdo frequentemente presente, podendo evoluir
para a morte do animal. As aglomeragdes de eritrocitos que ocorrem nos capilares cerebrais
interferem na circulagcdo local, levando as alteragdes hemodindmicas que culminam com
danos tissulares. A babesiose cerebral ou nervosa ¢ caracterizada por incoordenagdao motora,
convulsdo, opistotono, coma e morte (RODRIGUES et al., 2005).

Entretanto, nas infecgcdes por B. bigemina, a patogenia € quase inteiramente
relacionada a hemolise intravascular, distirbios na coagulagdao sanguinea e cito-aderéncias. O
estado hipotensivo € observado em B. bovis, mas ndo nas infecgdes por B. bigemina (BOCK
et al., 2004).

Os registros de infeccdo intra-uterina por Babesia spp. em bovinos foram reportados
com base na ocorréncia de sintomatologia clinica em neonatos (BANNOR,1976; DOWSETT
et al., 1978; EGELI, 1996; YERUHAM et al., 2003). Com a utilizagdo de técnicas de
diagnostico de alta sensibilidade, foi possivel identificar que esse tipo de infecgao nao €
seguido por sintomas clinicos e a sua relevancia pode estar subestimada (MILLER et al.,
1984; KUTTLER et al., 1988).

A fase aguda da doenca ¢ caracterizada pelos sinais de hemolise, derivada de uma
parasitemia elevada (BOSE et al., 1995). Nestas condi¢des, o exame direto de esfregacos
sanguineos colhidos de ponta de orelha ou da cauda ¢ o principal método diagndstico
empregado, pois além da praticidade, apresenta o baixo custo. Porém, ¢ uma técnica de baixa
sensibilidade, sendo este um fator limitante para a sua aplicacdo em estudos epidemiolédgicos
envolvendo muitas amostras, em decorréncia da incapacidade de se detectar animais
cronicamente infectados e sem sinais clinicos (BOSE et al., 1995; COSTA-JUNIOR et al.,
2006).

2.3 Anaplasma marginale
2.3.1 Historico

E uma bactéria intracelular obrigatdria, encontrada exclusivamente dentro de vactiolos
parasitoforos no citoplasma das células dos hospedeiros vertebrados, ¢ pertencente ao Reino
Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales. Os
organismos desta ordem foram recentemente reorganizados e reclassificados em duas grandes
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familias: Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, com base nas suas caracteristicas bioldgicas e
analise filogenética dos genes ribossomais 16S rRNA e groELS que codifica proteinas
maiores de superficie (MSP) (DUMLER et al., 2001).

O género Anaplasma com esta nova reoganizacdo, atualmente engloba os seguintes
agentes patogé€nicos de ruminantes: Anaplasma marginale, Anaplasma ovis, Anaplasma bovis
(Ehrlichia bovis) e Anaplasma phagocytophilum, que incluia trés espécies, a saber Ehrlichia
phagocytophilum, Ehrlichia equi ¢ o agente etiologico de ehrlichiose granulocitica humana
(HGE) (DUMLER et al., 2001; KOCAN et al., 2003).

Anaplasma centrale ¢ caracterizado como sendo a espécie menos patogénica para
ruminantes e por isso tem sido utilizada como vacina viva em bovinos em diversas regides
geografica do mundo (DE LA FUENTE et al., 2005a).

Anaplasma marginale foi descrito pela primeira vez no Onderstepoort Veterinary
Institute em Johannesburg na Africa do Sul, por Sir Arnold Theiler, no inicio do século XX.

Theiler (1910a, 1911) ao examinar esfregacos confeccionados a partir de amostras de
sangue de bovinos importados da Inglaterra e corados com Giemsa, encontrou estruturas no
interior das hemacias, que ele os denominou de "pontos marginais e centrais". O autor
associou a presenca destas estruturas com a ocorréncia de uma doenca especifica nos animais
examinados (THEILER, 1910a, 1911).

O termo Anaplasma foi sugerido em razdo do patdogeno na microscopia Optica
aparentar-se desprovido de citoplasma, enquanto os termos marginale e centrale indicam a sua
localizagdo periférica e central dentro dos eritrocitos (THEILER, 1910a).

Theiler (1910b), identificou A. marginale o agente etioldgico de uma enfermidade
muito similar a febre do Texas, que era conhecida como febre biliar bovina, nos Estados
Unidos da América.

Antes destas observacdes, Smith e Kilborne (1893) observaram que as granulagdes
endoglobulares periféricas presente nos eritrocitos eram produtos da multiplicacdo de
piroplasmas causadores da Febre do Texas, e assim, por engano afirmaram que os "pontos
marginais" eram parte do ciclo de vida bioldgica da Babesia bigemina (KOCAN et al., 2010).

Entretanto, Theiler (1910a; 1911) conseguiu separar os dois agentes em infec¢des
experimentais, demonstrando corretamente que babesiose e anaplasmose eram duas doengas
bem distintas e que, muitas vezes, coexistiam no mesmo animal. Em consequéncia destas
pesquisas a anaplasmose foi reconhecida mais tarde nas regides tropicais, subtropicais €
temperadas como sendo um problema sério na Sanidade Animal (KOCAN et al., 2010).

As similaridades entre as patologias provocadas pelas infec¢des causadas por Babesia
spp. € A. marginale, associadas ao fato das distribuicdes geograficas dos dois agentes ser
quase que coincidente, representam um problema sanitario animal e de saude publica. Desta
forma, esta sindrome hemolitica, caracteristica em ambas as doencas acabou ganhando
denominagdes diferentes em varias partes do mundo, como “tristeza parasitaria bovina”, no
Brasil, “tristezinha” na Argentina, “maléria dos bovinos” ou “doen¢a de coca-cola quente”,
em Mogambique e “redwater” ¢ na Africa do Sul (THEILER, 1911).

Anaplasma marginale infecta eritrocitos de bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos,
além de uma variedade de ruminantes silvestres (KUTLER, 1984). Em bovinos, duas espécies
estdo envolvidas na patogénese da doenca, A. marginale considerada a espécie mais
patogénica, e A. centrale que causa infecgao moderada (RISTIC, 1968).

Os bovinos se infectam com A. marginale quando os corpos elementares sao
inoculados pelos carrapatos através das glandulas salivares durante o repasto sanguineo nos
hospedeiros vertebrados (KOCAN et al., 2004). No hospedeiro vertebrado ocorre a
penetracdo do parasito nos eritrocitos que envolvem a invaginacdo da membrana
citoplasmatica formando o vacuolo parasitoforo. Ja no interior do vactolo, os corpos iniciais
multiplicam-se por divisdo binaria originando varios corpusculos (RISTIC, 1968).

18



Estes corpusculos saem dos eritrocitos por um processo de invaginagdo sem romper a
membrana das hemadcias, iniciando um novo ciclo ao penetrar em novas células (RISTIC,
1968). Ao longo da infeccdo, o numero de eritrocitos infectados aumenta de uma forma
exponencial e os bovinos que se recuperam permanecem persistentemente infectados,
servindo como reservatorio para transmissao biologica ou mecanica desta rickettsia (KOCAN,
et al., 1992b, ERIKS et al., 1993).

Os carrapatos se infectam durante o repasto sanguineo em animais infectados e que
estejam na fase aguda e com alta parasitemia. No hospedeiro invertebrado, 4. marginale
desenvolve-se dentro das membranas nos vacuolos parasitoforos, por divisdo bindria,
formando grandes coldnias que contém centenas de organismos. Apds o desenvolvimento nas
células do intestino do carrapato e em muitos outros tecidos infectados, os esporozoitos se
movimentam para as glandulas salivares (KOCAN et al., 1992a; KOCAN et al., 1992b; GE et
al., 1996).

Anaplasmose bovina apresenta uma distribuicdo cosmopolita estando presente em
regides tropicais, subtropicais e temperadas em todas as regides do mundo nos cinco
continentes (GUGLIELMONE, 1995; KOCAN et al., 2003; 2004). Contudo, tanto a
frequéncia quanto a incidéncia de infecgdes por essa rickettsia sdo mais elevadas em regides
onde o carrapato vetor ¢ endémico e se desenvolve melhor (FUTSE et al., 2003).

A infeccdo na sua fase aguda os animais acometidos se caracteriza por apatia, febre,
anemia, fraqueza generalizada, mucosas palidas, perda de peso (AJAYI et al., 1978;
GOODGER; CARPENTER, 1979), aborto (CORREA et al., 1978), decrescimo na produgao
diaria de leite, altas taxas de morbilidade ¢ mortalidade (KOCAN et al., 2003).

A transmissao de A. marginale tem sido motivo de muita controversia entre diversos
pesquisadores, pois ainda existem algumas duvidas em relacdo ao mecanismo e a importancia
epidemiologica de cada um dos diferentes mecanismos de transmissdao proposto e dos
respectivos vetores (GUGLIELMONE, 1995).

A transmissdo bioldgica da anaplasmose foi demonstrada experimentalmente em 20
espécies de carrapatos, incluindo R. microplus, os géneros Hyalomma spp., Dermacentor spp.
e Ixodes spp. (HAWKINS et al., 1982; UILENBERG, 1995; JONGEJAN; UILENBERG,
2004; KOCAN et al., 2004), mas a relevancia de cada uma dessas espécies de carrapatos na
transmissdo sob condi¢des naturais, ainda nao esta bem esclarecida (GONCALVES-RUIZ et
al., 2002).

Essa transmissdo pode ocorrer de forma trans-estadial, ou seja, o carrapato se infecta
em um estagio do ciclo de vida, e ao realizar a muda de estadgio seguinte, transmite o agente
etiolégico para o proximo hospedeiro (KOCAN et al., 2003). Pode ocorrer também a
transmissao intra-estadial, ou seja, o carrapato transmite o agente etiolégico em um mesmo
estagio do ciclo biologico. Este tipo de transmissdo ¢ principalmente efetuado por carrapatos
machos, em relagdo a infecgdo por 4. marginale (KOCAN al et., 2004).

A transmissdo transovariana no carrapato R. microplus tem sido contestada por
diversos pesquisadores (GONCALVES-RUIZ et al., 2002).

No entanto, através da técnica da nested (nPCR) foi possivel detectar a presenca de
fragmento de DNA de A. marginale na progénie de fémeas alimentadas em bezerros
portadores assintomaticos e em larvas coletadas diretamente na pastagem (SHIMADA et al.,
2004; MOURA et al., 2003).

Os dados disponiveis até ao momento, sobre a transmissao de 4. marginale para ovos
e larvas de R. microplus, sugerem que este pode ser um evento, se ndo pouco frequente ou
irregular na natureza, como sugerido por Kocan et al. (2004).
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Diferentemente, das espécies de Babesia spp., ainda ndo foi comprovada a transmissao
de A. marginale por larvas de R. microplus que tenham sido infectadas por esta via (KOCAN
et al., 2004).

Sabe-se que R. microplus ¢ um carrapato monoxeno e realiza todas as suas mudas
sobre um Unico hospedeiro vertebrado. Desta forma, admite-se que a transmissdo trans-
estadial de larvas para ninfas e de ninfas para adultos possa ocorrer com certa frequéncia na
mudanca de hospedeiro ao se deslocarem do local de fixacdo do instar anterior e reiniciar a
alimentagdo do novo instar (BUSCHER, 1988; HOMER et al., 2000). Destaca-se nesse
sentido a possibilidade de bezerros lactantes se infectarem com carrapatos proveniente de suas
maes (MELO et al., 2001).

A transmissdo intra-estadial de 4. marginale, realizada por carrapatos machos, pode
ser um importante mecanismo de transmissao no caso de carrapatos de um unico hospedeiro,
devido a sua longevidade e capacidade de locomog¢ao (POTGIETER et at, 1981). A
transmissao trans-estadial e a intra-estadial ¢ mais efetiva e eficiente no sistema de criagao
intensiva devido a maior interacdo fisica e frequente entre os animais, o que facilitaria a
transferéncia dos carrapatos de um animal para outro (AGUIRRE et al., 1994). Da mesma
forma, o nivel de parasitemia nos bovinos afeta a propor¢do de carrapatos infectados e
também a competéncia de infecgdo dos vetores.

Existem at¢ ao momento questdes ndo elucidadas sobre aspectos da transmissdo
bioldgica deste agente etioldgico, pois observou-se que, alguns isolados de A. marginale nao
infectam carrapatos (KOCAN et al., 2002; 2004).

A presencga de isolados de A. marginale ndo transmissiveis por carrapatos pde em
evidéncia outras possiveis formas de transmissao desta rickéttsia que assumiriam assim um
papel de destaque na epidemiologia da anaplasmose bovina (DE LA FUENTE et al., 2005b).

A transmissdo mecanica pode ser efetuada por artrépodes hematofagos e por
materiais perfuro-cortante que sdo utilizados em cirurgias e vacinagdes, incluindo agulhas,
serra de descorna, alicates, pinga de tatuagem, aplicadores de brincos, aparelhos e
instrumentos de castragao contaminados por sangue de animais infetados (KOCAN et al.,
2005). Os dipteros hematdfagos sdo vetores mecanicos, ¢ incluem diferentes espécies de
tabanideos, Stomoxys calcitrans e algumas espécies de mosquitos como Culex e Aedes
(SCOLES et al., 2005).

Os dados experimentais sobre a eficiéncia e o impacto da transmissao mediada por
insetos hemat6fagos sdo escassos. De acordo com Scoles et al. (2005), esse tipo de
transmissao depende do nivel de parasitemia no momento do repasto sanguineo do artrépode
e dessa forma se restringe a fase aguda da infec¢do dos bovinos. Por outro lado, essa forma de
transmissao seria a mais importante para a disseminagao de 4. marginale em regidoes onde nao
ocorre o carrapato vetor, em regides em que os isolados geograficos ndo infectam os
carrapatos ou ainda onde os carrapatos foram ja erradicados (KOCAN et al., 2003).

A via transplacentaria tem sido referenciada como outra forma de transmissdo de A.
marginale cuja importancia epidemiologica carece de melhor esclarecimento cientifico. A
maioria dos relatos de transmissdo congénita refere-se a casos em que bezerros recém-
nascidos desenvolveram uma doenca hemolitica (PAINE; MILLER, 1977, NORTON et
al.,1983).

Existe controvérsia quanto ao significado epidemioldgico da transmissdo congénita e
dos animais nascidos congenitamente infectados, pois os dados disponiveis ndo apresentam
uma clara defini¢dao sobre o assunto, podendo porém ter uma importancia nas infecgdes fetais
que estaria relacionada com a mortalidade neonatal.

Na Africa do Sul (POTGIETER; VAN RESBURG, 1987) constataram a ocorréncia de
infeccdo intrauterina em 15,6% dos 77 bezerros examinados de um rebanho de uma
determinada regido daquele pais. Com base neste resultado, Kocan et al. (2003) consideraram
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que a transmissao congénita de A. marginale tem importancia epidemioldgica em
determinadas regides tropicais e subtropicais do planeta.

Em relacdo a patologia da infeccdo, o nimero de eritrocitos parasitados aumenta de
forma exponencial quando ocorre a fagocitose por células do sistema fagocitico mononuclear,
resultando em anemia e ictericia, sem que ocorra hemoglobinemia e hemoglobintria (DE LA
FUENTE et al., 2001a). Além da alteracdo eritrocitaria, foi demonstrado experimentalmente
que apos o segundo dia da infec¢do por 4. marginale se instala um quadro de leucocitose que
desaparece ap6s cerca de trinta dias da infec¢do. O quadro clinico ainda é caracterizado por
febre, apatia e perda de peso, podendo levar os animais a 6bito (ALFONSO et al., 1996).

Os bovinos que sobreviverem a fase inicial da infec¢cdo tornam-se portadores cronicos
por toda a vida, ou seja, permanecem infectados, porém com baixos niveis de parasitemia, o
que geralmente ndo ¢ suficiente para desencadear os sinais clinicos tipicos da doenca
(PALMER et al., 2000). Embora essa imunidade ou infec¢do seja duradoura e impeca novas
infecgdes, 0s bovinos persistentemente infectados, permanecem como fonte de infecgdo para
os artropodes vetores, assim como uma fonte de contaminagdao dos instrumentos perfuro-
cortantes, como instrumentos cirurgicos e agulhas. Este ultimo instrumento apresenta-se
relevante na disseminacao do agente etioldogico da doenga durante as campanhas de
vacinagoes dos animais, pois favorece a transmissdo iatrogénica da rickéttsia nos rebanhos
(GUGLIELMONE, 1995).

A resposta imunologica dos bovinos infectados por A. marginale envolve tanto
mecanismos de origem humoral quanto celular, tendo o bago importante fung¢do no
desenvolvimento e manuten¢do dessa imunidade (MEHLITZ; EHRET, 1974). A remocdo do
baco deixa os animais totalmente susceptiveis a infeccdo e a anaplasmose em bezerros
esplenectomizados ¢ geralmente mais grave do que a observada em outras classes de bovinos
(KOCAN et al., 2004). A esplenectomia prejudica tanto a defesa imune celular, quanto a
formacao de anticorpos IgM, que aparecem logo apds a infeccdo e apresentam atividade de
fixagdo de complemento (WRIGHT, 1973).

Alguns fatores de risco relacionados principalmente com idade, imunidade, taxa de
inoculacdo de A. marginale pelos vetores, clima, manejo e raca tém sido apontados na
epidemiologia da anaplasmose bovina (RISTIC, 1968; WANDURAGALA; RISTIC, 1993).
Em 4reas endémicas, com elevadas populacdes de vetores, a primo-infec¢do por A. marginale
ocorre em animais jovens, nos primeiros dias de vida.

Numa populagdo de animais susceptiveis, principalmente no caso do comércio
regional ou internacional de bovinos, oriundos de areas de instabilidade enzoodtica para
regides de estabilidade enzodtica, a mortalidade em decorréncia da anaplasmose ¢ maior em
animais adultos do que em animais jovens com menos de nove meses de idade (MARTINS et
al., 2008; TEMBUE et al., 2001D).

Este aspecto foi observado em Mocambique, durante a implementacao do programa de
repovoamento pecuario nacional. Varios animais, oriundos de dreas de instabilidade enzodtica
foram alocados no pais em areas de estabilidade enzootica e com deficiente sistema de
controle de ectoparasitos, causando uma mortalidade superior a 50% (MARTINS et al.,
2008).

Os animais jovens sdo mais resistentes a doenca por A. marginale do que os mais
velhos, pois quando infectados sdao menos propensos a desenvolver a doenca clinica (KOCAN
et al., 2004). Os bezerros nascidos em regides endémicas, ao se infectarem nos primeiros dias
de vida, apresentam ainda uma elevada imunidade passiva em decorréncia da agdo de
anticorpos maternais e da imunidade celular (ROSS; LOHR, 1970).
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Em virtude dessas caracteristicas epidemiologicas, o conceito de estabilidade e
instabilidade enzootica, proposto e aplicado por Mahoney et al. (1973) no estudo da babesiose
bovina ¢ também aplicavel no estudo da anaplasmose bovina (GUGLIELMONE, 1995).

A tolerancia de uma determinada faixa etdria nas infec¢des por A. marginale é
reconhecida de forma consensual a semelhanca do que se observou na babesiose bovina, mas
j& a susceptibilidade com relacdo a raga ¢ contestavel (OTIM et al., 1980; WILSON et al.,
1980).

Em estudos realizados sob condi¢des naturais e experimentais na Australia (BOCK et
al.,1997; 1999b) foram detectadas diferencas muito discretas em favor dos Bos indicus.
Novilhas zebuinas puras quando comparadas com as novilhas taurinas manifestaram a
infec¢do por 4. marginale de forma ligeiramente mais branda (OTIM et al., 1980; WILSON
et al., 1980; PARKER et al., 1985).

Estudos experimentais realizados por Otim et al. (1980); Wilson et al. (1980), Parker
et al. (1985) e Bock et al. (1997) com novilhos taurinos, zebuinos e mesticos, frente a
infecc¢do por A. marginale, demonstraram que independentemente da raga e do grau de sangue
existe risco de desenvolvimento de doenga.

Nao existe nenhum sinal clinico classico e patognomonico frente as infecgdes por A.
marginale, quando comparado clinicamente aos sinais clinicos da babesiose, tornando
necessario o apoio laboratorial (TRUEBLOOD et al., 1991).

Em relacdo ao vetor do agente etioldgico da doencga, a maioria das pesquisas em que as
técnicas de amplificagdao de fragmento de DNA foram empregadas para investigar as relagcdes
entre os vetores e 4. marginale contemplaram espécies de carrapatos que ndo ocorrem em
varias partes do mundo (DE LA FUENTE et al., 2001b, 2005a; SCOLES et al., 2005).

No que se refere ao carrapato R. microplus, essas pesquisas possibilitaram a
constatacdo de que esse artropode retém sua capacidade vetorial em relagcdo a isolados que
ocorrem em areas livres dessa espécie (FUTSE et al., 2003).

Nas ultimas décadas, a técnica baseada em ensaios imunoenzimaticos (ELISA) tem
substituido as demais técnicas sorologicas em fungdo das vantagens que apresentam
(BARROS et al., 2005). Além de possibilitar a andlise de um grande nimero de amostras,
trata-se de uma metodologia que elimina erros da avaliacdo subjetiva do técnico pela
possibilidade de leitura automatizada (MADRUGA et al., 2000; SOARES, 2001).

Em decorréncia das varias vantagens das técnicas imunoenzimaticas de diagndstico e
da caracteristica de possibilitar a analise de um grande nimero de amostras em um curto
intervalo de tempo, essas técnicas tém sido as mais utilizadas nos estudos epidemiologicos da
anaplasmose bovina (MADRUGA et al., 2000; BARROS et al., 2005).

Apesar da indiscutivel relevancia das técnicas imunoldgicas, ha particularidades na
epidemiologia das infecgdes por A. marginale cuja investigacdo ndo pode ser assistida por
essas técnicas. Um desses aspectos diz respeito a necessidade de se definir os parametros
quantitativos da transmissdo da rickéttsia, que dependem da detec¢do do parasita no
hospedeiro vertebrado.

Os avangos obtidos no campo da biologia molecular tornaram possivel o
desenvolvimento de novas metodologias para diagnostico de parasitas baseadas na deteccao
de DNA do parasito que, ao contrario de substdncias como proteinas, permanece inalterado
em todos os estagios do ciclo biologico do parasita (BARKER, 1990).

Os primeiros avangos cientificos obtidos com a aplicagcdo das provas baseadas na
deteccao de DNA de 4. marginale foram revisados por diversos autores (BARBET, 1995;
FIGUEROA; BUENING, 1995; STILLER; COAN, 1995). Nestas publicacdes os autores
realcam o progresso da técnica de biologia molecular e as descobertas subsequentes que
propiciaram em relacdo a essa rickettsia.
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Atualmente, a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), desenvolvida por Mullis;
Faloona (1987), tem sido a técnica molecular mais utilizada na investigacao deste e de outros
parasitas. Através da PCR, uma determinada regido do genoma de qualquer organismo pode
ser multiplicada em milhdes de copias, possibilitando o diagnostico especifico com elevada
precisao.

No que se refere aos hospedeiros vertebrados, a aplicacdo das técnicas de PCR no
diagnostico das infecgdes por A. marginale tem como principal vantagem a possibilidade de
identificar animais soronegativos infectados, como por exemplo, animais em fases iniciais da
infeccdo ou que foram infectados congenitamente (COSSIO-BAYUGAR et al., 1997) e
distinguir animais soropositivos infectados de animais vacinados (GALE et al., 1996).

Em Mogambique, ndo existem relatos sobre a presenca de DNA de A. marginale em
bovinos infectados com essa rickéttsia. A anaplasmose bovina isoladamente ou em associacao
com outras doencgas transmitidas por carrapatos tem sido apontada como uma das principais
causas de morbidade e mortalidade de bezerros e que a sua importancia econdmica varia de
regido para regido, dependendo principalmente das condigdes edafico-climaticas para a
sobrevivéncia e multiplicacdo de vetores de doenga e da adog¢do de praticas de manejo
higiénico sanitario (TEMBUE et al., 2011b).

Recentemente, estudos soroepidemiologicos realizados por Tembue et al. (2011b)
reportaram percentuais de positividade para anaplasmose bovina de 76,6% nas provincias de
Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique.

2.4 Género Borrelia
2.4.1 Historico

O género Borrelia Swellengrebel 1907 ¢ constituido por bactérias gram negativas,
microaerofilas, méveis, pertencentes a ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae. As
espécies pertencentes a este género possuem um formato helicoidal que pode variar de 3 a 10
espiras (CALLOW, 1967), medindo de 4 a 30pm e se reproduzem por fissdo binaria
transversal (AUSTIN, 1993).

Este organismo tem o protoplasma cilindrico envolto pela membrana celular, da qual
partem flagelos e possui externamente outra membrana contendo diversas proteinas de
superficie, sem a presenga de tibulos citoplasmaticos (NEITZ, 1956; KRIEG; HOLT, 1984;
BARBOUR; HAYES, 1986).

Estas bactérias distinguem-se morfologicamente dos demais géneros desta familia, por
serem maiores, possuem maior numero de flagelos periplasmaticos (15 a 20) e menor nimero
de espiras (PFISTER et al., 1994; QUINN et al., 1994). Entretanto, dentro de uma tnica
espécie pode ocorrer pleomorfismo (BENNETT, 1995). Coram-se facilmente pelos corantes
derivados da anilina ¢ do Romanovski, crescem a temperatura de 33°C em meios artificiais e
podem ser visualizadas através de microscopia de campo escuro, de contraste de fase ou ainda
em tecidos, quando forem corados a base de prata (BARBOUR; HAYES 1986; QUINN et al.,
1994).

A primeira observagdo de uma espiroqueta foi feita por Leeuwenhhoek, em 1681, a
partir de amostras obtidas da mucosa bucal e do trato gastro-intestinal de ser humano. No
entanto, sua importancia so6 foi reconhecida em 1863, ap6és Obermeier observa-la no sangue
de pacientes com febre recurrente (PAVLOVSKY, 1965).

Este grupo de micro-organismos teve a sua classificagdo incerta durante muito tempo,
sem nenhuma defini¢do clara e foram classificados como sendo algas, bactérias e
protozoarios. Permaneceram classificados durante anos como pertencentes ao Filo Protozoa,
Classe Spirochetes (BRUMPT, 1927).
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As espécies do género Borrelia na sua maioria sao parasitos sanguineos de animais e
seres humanos (FELSENFELD, 1965; BARBOUR; HAYES, 1986), embora exer¢am uma
relagdo simbiodtica com os carrapatos, principalmente, os argasideos (HOOGSTRAAL, 1979).
Estes parasitos determinam cinco grupos de enfermidades distintas, dentre elas estdo: a febre
recurrente humana, causada pela B. recurrentis, considerada a enfermidade mais antiga
causada por Borrelia, com registros de sua ocorréncia no periodo anterior do inicio das
civilizagdes egipcias no norte da Africa, e responsavel por milhdes de obitos (BRUMPT,
1927; PAVLOVSKY, 1965, BARBOUR; HAYES, 1986); a espiroquetose bovina, causada
por B. theileri Laveran 1903, que determina um quadro anemiante em ruminantes € equinos, €
¢ considerada pouco patogénica (QUINN et al., 1994); Aborto epizoodtico bovino, uma
enfermidade que acometem bovinos tendo como agente -etiologico B. coriaceae
(BREITSCHWERDT et al., 1994, ZINGG; LEFEBVRE, 1994).

As diferentes espécies de espiroquetas dentro do género Borrelia foram classificadas
de acordo com a sua especificidade em relagdo ao tridngulo parasita-vetor-hospedeiro
(HOOGSTRAAL, 1985), porém, existem espiroquetas que ndo sao transmitidas por uma
unica espécie de vetor, assim como, ndo infectam uma unica espécie de hospedeiro
vertebrado. Desta forma, atualmente sua identificacdo ocorre pela associacdo entre estudos
bioldgicos, bioquimicos e moleculares (BARBOUR; HAYES, 1986; MARCONI et al., 1995;
SILVA; FIKRIG, 1997).

Dentre os membros da ordem Spirochaetales, apenas Borrelia spp. sdo transmitidas
por artrépodes hematdfagos, principalmente por carrapatos e, em raros casos, por tabanideos,
culicideos e sifonapteros (MAGNARELLI et al., 1986; 1987).

A infecgdo por espiroquetas pode também ocorrer pelo contato com a urina de
animais infectados, por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgdos e de tecidos, além da
forma congenita (HYDE et al., 1989; DORWARD et al., 1991; GUSTAFSON et al., 1993).

Burgdorfer et al. (1982) observaram espiroquetas em laminas confeccionadas a partir
de preparados de intestino de carrapatos da espécie Ixodes dammini de uma area endémica
para borreliose de Lyme com consequente isolamento da espiroqueta em meio Barbour
Stoenner e Kelly (BSK). Desde entdo, diferentes espécies de carrapatos tem sido
incriminadas na transmissao de espiroquetas em animais e seres humanos.

Entre os argasideos encontram-se diversas espécies de Ornithodorus spp. e Argas spp.
transmitindo Borrelia spp. principalmente via liquido coxal. Entre os ixodideos dos géneros
Ixodes spp., Amblyomma spp., € Rhipicephalus spp. a transmissdo ocorre durante o repasto
sanguineo por meio da inoculagdo dos micro-organismos juntamente com a saliva infectada
(BALASHOV, 1972; HOOGSTRAAL, 1985; BURGDORFER et al., 1989).

Em relacdo aos carrapatos ixodideos, a transmissdo de Borrelia spp. ocorre
principalmente durante a fase de ninfa, tendo este estdgio maior importancia epidemiologica
na transmissao, manutencao e dispersao da espiroqueta.

No entanto, todos os estdgios podem promover a sua transmissdo. Estudos
experimentais demonstraram que para esses vetores € necessario um tempo minimo de
fixagdo no hospedeiro vertebrado superior a 48 horas para que ocorra a transmissao
(BENACH et al., 1987; LANE; BURGDORFER, 1987; LANE; MANWEILER, 1988).

A infeccdo do carrapato ocorre durante a ingestdo de sangue em um hospedeiro
vertebrado contendo as espiroquetas por transmissao transovariana e trans-estadial (SMITH et
al., 1978; HOOGSTRAAL, 1985).

A transmissao transovariana, porém, ndo ocorre em todas as espécies de carrapatos
(BURGDOREFER et al., 1989). Apds a infeccdo do carrapato, as espiroquetas iniciam uma
fase de multiplicagdo em nivel intestinal e, posteriormente, migram para a hemocele
disseminando-se pelos 6rgaos, chegando a glandula salivar (BENACH et al., 1987; RIBEIRO
et al., 1987).
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As diferentes espécies de Borrelia spp. desenvolvem-se em simbiose com seus
vetores, porém seu crescimento e multiplicacdo no interior do carrapato sdo afetados por
processos fisiologicos do ciclo vital deste artropode e muitas espiroquetas podem morrer apds
a mudanca de estagio do carrapato. Da mesma forma, o carrapato também pode morrer por
um numero excessivo de espiroquetas que podem invadir seus 6rgaos e causar lesdes severas
ou tornar-se infértil por danos durante a formacao de seus ovos (PIESMAN et al., 1990).

As doengas transmitidas por artropodes sdo as que mais acometem 0s animais € seres
humanos, principalmente, pelo fato da habilidade de dispersdo dos patogenos, além do
envolvimento mecanico ou biologico do artropode (BRUMPT, 1927: SCHWAN, 1996).

Os carrapatos sd3o importantes no ciclo bioldgico das borrelias. Hoogstraal (1985)
reportou que elas desenvolvem-se como simbiontes nos artropodes e atuam como parasitas
nos animais € no homem.

Restrepo et al. (1994), Schwan (1996) e Silva; Fikrig. (1997), reportaram que
sucessivas infeccdes por Borrelia sem o envolvimento do carrapato, diminuem sua
patogenicidade, podendo tornar-se ndo patogénica. Estes autores verificaram que existe certa
interdependéncia bioquimica entre as espiroquetas e o vetor, principalmente ao nivel de trato
gastro-intestinal do artropode, tanto no aspecto de desenvolvimento, quanto de multiplicagdo
da Borrelia. Este fendmeno, bem como a ocorréncia da atividade quimica das espiroquetas em
determinados compartimentos do trato digestivo do carrapato estao relacionados a ativagao de
genes, presentes em Borrelia, para determinadas fases do ciclo biolégico (BARBOUR, 1990;
FIKRIG et al., 1992, RESTREPO et al., 1994).

A variagdo antigénica das borrelias ¢ similar ao que ocorre com outros parasitas, como
Babesia, Leishmania e Trypanosoma, que possuem mecanismos de escapes do sistema imune
de seus hospedeiros, determinados geneticamente, quando as condigdes do meio ambiente em
que se encontram, tornam-se desfavoraveis ao seu desenvolvimento (BURMAN et al., 1990,
VAN DER PLOEG et al., 1992, SILVA; FIKRIG 1997).

A temperatura ambiente em que vivem os carrapatos ¢ determinante para que ocorra a
transmissdo de Borrelia. A temperatura elevada ¢ deletérica para a maioria dos artropodes
incluindo muitas espécies de espiroquetas, dada sua influéncia nos processos metabolicos, no
balanco hidrico e no processo digestivo do vetor (HOOGSTRAAL, 1985; SHIH et al.,
1995a).

O crescimento e multiplicagdo da Borrelia no carrapato sao afetados por processos
fisiologicos durante o ciclo biologico no artropode. Muitas espiroquetas podem morrer logo
ap6s a mudanca de estagio do vetor, como também o carrapato pode morrer por um nimero
excessivo de espiroquetas que podem lesar seus 6rgaos (ZPIESMAN et al., 1990; SCHWAN,
1996).

Em relacdo ao modo de transmissdo das espécies de Borrelia, destacam-se as formas
transovariana e trans-estadial. Nas espécies transmitidas pelos argasideos ocorrem
principalmente na forma transovariana, o que ¢ bem caracterizado na espécie da Borrelia
anserina, que acomete aves, embora haja também transmissao horizontal, com as borrelias do
grupo da febre recurrente para Ornithodorus (HOOGSTRAAL, 1979, 1985, BARBOUR;
HAYES, 1986). Contudo, nos argasideos, o modo de transmissdo estd intimamente
relacionado a cepa do carrapato, a regido geografica, a espécie de Borrelia envolvida
isoladamente ou ainda em associagao com hemoparasitos (HOOGSTRAAL, 1985).

Para os carrapatos da subordem ixodideo, a transmissdo pode ocorrer de ambos os
modos (SMITH et al., 1978; RANDOLPH et al., 1996). A explicacdo do fendmeno foi bem
compreendida em estudos realizados com Borrelia de Lyme, como modelo experimental
usando as espécies de carrapatos do género Ixodes (OLIVER Jr et al., 1993) e demais espécies
de Ixodes vetores de Borrelia burgdorferi (BURGDORFER et al., 1985, ANDERSON et al.,
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1987, EWING et al., 1994) e quando da sua associagdo com babesiose e ehrlichiose
(SPIELMAN et al., 1979, 1985; PIESMAN et al., 1986).

No grupo dos argasideos todos os estadgios t€m habilidade para transmitir Borrelia,
enquanto entre os ixodideos, o estagio de ninfa parece ter maior importancia na cadeia
epidemiologica de transmissdo, manutencao e dispersdao das espiroquetas, estando estes
processos biologicos relacionados ao hospedeiro vertebrado no qual o carrapato realiza o seu
repasto sanguineo (BENACH et al., 1987; LANE; BURGDORFER, 1987; TELFORD;
SPIELMAN, 1989).

Em estudos experimentais, foi possivel verificar que o tempo de fixagdo no hospedeiro
vertebrado ¢ relevante a eficiéncia na transmissdo do patdégeno. Nos ixodideos foi
demonstrado que sdo necessarios pelo menos mais de 48 horas para uma transmissao efetiva
do patégeno (PIESMAN et al., 1987; FALCO; FISH, 1989; FALCO et al., 1995).

Entretanto, para os argasideos foi verificado que o tempo de fixagdo ndo tem
importancia (DODGE, 1973; SMITH et al., 1985), pelo fato de neste grupo de ectoparasitas
ocorrerem a transmissao através da saliva durante o repasto sanguineo (BALASHOV, 1972;
SONESHINE, 1991).

As espécies de argasideos demonstraram ter potencial para transmissao de quase todas
as borrelias (HOOGSTRAAL, 1985; BARBOUR; HAYES, 1986), enquanto nas espécies do
género ixodideos o processo de transmissdo ¢ mais restrito. Das cinco enfermidades de
borrelioses conhecidas, todas sdo transmitidas por carrapatos, sendo cada relacionada a uma
espécie de espiroqueta e os respectivos artropodes vetores.

A relagdo entre Borrelia e o carrapato ¢ tdo estreita, que a espécie pode ser isolada e
identificada com o auxilio do xenodiagnostico (APPEL et al., 1993). No momento da
transmissdo, a saliva do carrapato vetor exerce ainda ag¢des no sistema imunoldgico do
hospedeiro, como o bloqueio de células fagocitarias e inflamatorias, facilitando a penetracao e
disseminagdo do patogeno (RIBEIRO et al., 1987).

Embora o principal modo de transmissdo das espiroquetas seja por carrapatos, ela
pode ocorrer ainda pelo contato com a urina de roedores infectados, por transfusao sanguinea,
transplante de tecidos, por contato ou congenitamente em animais (BURGESS et al., 1986;
KARCH et al., 1994).

A descricio de espiroquetas de borreliose na regiio da Africa Austral foi feita por Sir
Arnold Theiler em 1902, na Africa do Sul, durante o exame de esfregacos confeccionados a
partir de sangue de bovinos que haviam abortados de causas desconhecidas. O patdgeno
identificado foi descrito como Spirochaeta theileri ¢ mais tarde renomeado como Borrelia
theileri Laveran 1903 (CALLOW, 1967).

Trés décadas depois esta espécie foi observada em vdrias espécies de animais tais
como: bovinos, ovinos, equinos, cervideos, impala e outros ruminantes silvestres (NEITZ,
1935; IRVIN et al., 1973; MATTON; MELCKEBEKE, 1990) e incriminada como causa de
anemia moderada nestes animais, entretanto quando associada a outros hemoparasitas, pode
produzir uma doencga clinica grave (IRVIN et al., 1973). Contudo, os mamiferos, de uma
forma geral, sdo hospedeiros acidentais que podem servir como portadores para a preservacao
e disseminagdo do agente etiologico (MARTINS et al., 1996).

A borreliose em ruminantes tem uma distribuicdo cosmopolita, ocorrendo em todas as
regides do mundo (NEITZ, 1956; VIVAS et al., 1996). Os carrapatos vetores sao do género
Rhipicephalus e as espécies R. evertsi evertsi € R. appendiculatus (SMITH et al., 1985),
podendo ser esta espiroqueta patogénica para o carrapato, como reportado para R. microplus
(SMITH et al., 1978; VIVAS et al., 1996).

As espiroquetas sdo normalmente consideradas nao patogénicas, apesar de existirem
relatos da ocorréncia de doenca clinica. Durante a fase de parasitemia, os bovinos infectados
por B. theileri podem exibir suave elevacdo de temperatura, letargia, anemia e hematuaria
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(CALLOW, 1967; SMITH et al., 1978). Estes sinais clinicos caracterizam uma sindrome
parecida com a de babesiose, dificultando deste modo o diagnostico clinico feito em nivel de
campo, mas confirmada por exame de esfregacos sanguineos em laboratorio (CALLOW,
1967).

Rogers et al. (1999) observaram espiroquetemia em bovinos com elevada temperatura
e letargia, mas anemia e hematuria ndo foram observadas.

Sharma et al. (2000) no Botswana, na regiio da Africa Austral suspeitaram de
borreliose em dois bovinos adultos de um rebanho com febre, linfonodos pré-escapulares e
parétideos infartados, anemia, hemoglobinuria, inapeténcia e diarréia. Um dos animais veio a
obito e exame do esfregaco sanguineo apresentou grande quantidade de B. theileri e poucos
outros hemoparasitos como B. bovis e Theileria parva. Alguns animais se recuperaram apos o
tratamento com antibidticos de longa duracao.

B. theileri ¢ detectavel em esfregacos sanguineos, a partir 2 a 4 semanas apos o repasto
sanguineo de carrapatos infectados, mas em poucos dias desaparecem (SMITH et al., 1978).

Nas infecgdes subsequentes podem ocorrer novos picos de parasitemia, mas sem sinais
clinicos de doengca (CALLOW, 1967). Segundo Smith et al. (1978) os curtos periodos de
febre coincidem com a presenca de espiroquetas observaveis em esfregago sanguineo.

Embora a infeccdo por B. theileri, na maioria das vezes, se apresente de forma
assintomatica em bovinos, esta espiroqueta permanece importante por ser bastante
disseminada.

A distribuicao geografica de Borrelia spp. em bovinos esta diretamente relacionada a
distribuicdo de seus vetores. B. theileri tem sido reportada quase que exclusivamente em
regidoes tropicais e subtropicais e estd diretamente relacionada com a distribuicao de
carrapatos vetores tais como: Rhipicephalus microplus, R. annulatus, R. decoloratus, R.
australis, R. evertsi, Ixodes ricinus e Haemaphisalis cinnabarina punctata na Oceania
(CALLOW, 1967), na Africa (MATTON; MELCKEBEKE, 1990; SHARMA et al., 2000;
TREES, 1978), nas Américas (HADANI et al., 1985; VIVAS et al., 1996; MARTINS et al.,
1996) e na Europa (SHILLHORN VAN VEEN; LEYENDEKKERS, 1971; SMITH;
ROGERS, 1998; UILENBERG et al., 1988).

Os aspectos biologicos observados em R. microplus, sugerem que a replicagdao de B.
theileri pode ocorrer em maior intensidade no vetor do que nos bovinos (SMITH et al., 1985;
SMITH; ROGERS, 1998).

Segundo Smith et al. (1978) ovarios e a hemolinfa do carrapato vetor sdo os locais
preferenciais de B. theileri, com extensiva multiplicacdo ocorrendo nos hemdcitos, sendo que
as glandulas salivares sdo os primeiros 6rgaos a serem invadidos pelas espiroquetas apds o
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado.

Alguns autores sugerem que B. theileri parece ndo ser patogé€nica para o carrapato
(CALLOW, 1967; SMITH et al., 1978). Somente os estagios de ninfa e adulto sdo capazes de
transmitir as espiroquetas aos bovinos (CALLOW, 1967), apesar de ocorrer infecgdo
transovariana e espiroquetas serem detectadas 72 horas apds larvas se alimentarem em
hospedeiros infectados. Nao estd bem claro porque ¢ que as larvas de R. microplus sdo
incapazes de transmitir B. theileri aos bovinos. Acredita-se que poucas espiroquetas
conseguem invadir as glandulas salivares apos infec¢ao no estagio larval (SMITH et al., 1978;
MARTINS et al., 1996).

A Dborreliose bovina causada por B. theileri pode ocorrer associada a outras
hemoparasitoses como a babesiose, anaplasmose, theileriose e ehrlichiose agravando ainda o
quadro clinico e hematolégico do animal acometido, especialmente, em animais
esplenectomizados (SMITH et al., 1985; UILENBERG, 1986; MATTON; MELCKEBEKE,
1990).
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No entanto, Matton e Melkckebeke (1990) reportaram que a espiroqueta deixa de ser
observaveis em esfregacos sanguineos quando da presenga de B. bigemina e reapareceram
quando esta infec¢ao for controlada. Conhecer as implicagdes destas interagcdes entre estes
agentes etiologicos ¢ fundamental para o melhor entendimento do mecanismo patogénico
destas enfermidades, principalmente nas regides tropicais e subtropicais onde carrapato R.
microplus ¢ o principal vetor de B. bigemina, B. bovis e de A. marginale, assim como de B.
theileri (NEITZ, 1956; SMITH et al., 1978).

Como ocorre com B. burgdorferi, a espécie B. coriaceae tem sido detectada
principalmente em regides de clima temperado e tem como vetor o carrapato Ornithodirus
coriaceus (CALLOW, 1967). A infec¢do por B. coriaceae tem sido associada com o aborto
epizodtico bovino (JOHNSON et al., 1987), podendo também infectar cervideos (ZINGG;
LEFEBVRE, 1994).

A distingdo entre as trés espécies de espiroquetas que acometem ruminantes (B.
theileri, B. burgdorferi e B. coriaceae) ¢ importante uma vez que a distribui¢ao geografica dos
hospedeiros invertebrados e vertebrados ¢ coincidente e a caracterizagdo de espécies
potencialmente zoondticas, incluindo B. theileri, ¢ de grande relevancia para a saude publica e
animal (SMITH; ROGERS, 1998).

As aves silvestres tém papel relevante na epidemiologia da borreliose (ANDERSON et
al., 1986; ANDERSON, 1988), pois estas servem de reservatorios para B. burgdorferi
(OLSEN et al., 1995), além de serem muitas vezes migratorias acabarem por transportar
carrapatos infectados de uma regido geografica para outra (SCHOELER; LANE, 1993).

Nao ha registros de doenga nas aves ocasionada por esta espiroqueta. Provavelmente a
elevada temperatura corporal seja deletérica ou haja incompatibilidade imunologica da ave
com o parasita, bloqueando a acdo patogénica da Borrelia nas aves (MANWEILER et al.,
1990, NICHOLS; CALLISTER, 1996).

O envolvimento das aves silvestres na epidemiologia da borreliose esta registrado na
América do Norte (MANWEILER et al.,, 1990; STAFFORD et al., 1995; NICHOLS;
CALLISTER, 1996), na Europa (MATUSCHKA; SPIELMAN 1992; RANDOLPH;
CRAINE, 1995) e na Asia (MIYAMOTO et al., 1992; NAKAO et al., 1994).

A borreliose acomete cervideos, os quais desenvolvem sinais clinicos da doenga, mas
atuam como reservatorios de Borrelia spp. no ambiente silvestre (STEERE et al., 1983;
MAGNARELLI et al., 1995a).

Na América do Norte, o veado da cauda branca (Odocoileus virginianus) € o principal
reservatorio (MAGNARELLI et al., 1995a,b), embora outras espécies como o Cervus nippon
yvesoensis (KIMURA et al., 1995) também podem atuar como reservatério. Portanto, os
cervideos sao considerados animais sentinelas para esta enfermidade (GILL et al., 1994).

Os roedores possuem uma estreita ligagdo com os micro-organismos do género
Borrelia, atuando como principais reservatorios e carreadores de B. recurrentis,
transportando-a do ambiente silvestre ao peri - domiciliario (BRUMPT, 1927; BARBOUR;
HAYES, 1986). Da mesma forma, a B. burgdorferi também ¢ mantida na natureza pelos
roedores silvestres (MASUZAWA et al., 1995; JAENSON; TALLEKLINT, 1996). O roedor
da pata branca (Peromyscus leucopus) e outros membros do género sdo os reservatorios
naturais de B. burgdorferi na América do Norte (LANE et al., 1994; MAUPIN et al., 1994;
WALKER et al., 1996).

Na Europa, os roedores envolvidos pertencem, principalmente, ao género Apodemus
(KURTENBACH et al., 1995). Na Asia, tanto o género Apodemus, quanto o género
Eothenomys tém participagdo no ciclo da borreliose na espécie da Borrelia japonica
(MASUZAWA et al. 1995).

Os roedores tém sido utilizados como modelos para bioensaios com Borrelia em
laboratorios de pesquisas (MASUZAWA et al., 1992; PACHNER et al.,, 1995). Foram
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realizados estudos experimentais com carrapatos avaliando-se o potencial de transmissao,
patogenicidade de cepas, ultramicroscopia de tecido infectado, desenvolvimento de vacinas,
ensaios com drogas e expressao genética de Borrelia spp. (JOBE et al., 1993; PACHNER et
al., 1995).

Outros animais silvestres como carnivoros (carnivora), marsupiais (marsupialia) e
lagomorfos (lagomorpha) podem albergar Borrelia spp. no sangue e/ou nos tecidos,
entretanto, a sua participagdo no ciclo epidemiologico da borreliose ¢ ainda discutivel
(MCLEAN et al., 1993a; MAGNARELLI et al., 1995¢).

No Brasil, estudos demonstram que os marsupiais podem participar na epidemiologia
da doenca de Lyme (YOSHINARI et al., 1995; 1997), uma vez que foram observadas
espiroquetas com caracteristicas morfologicas de Borrelia spp. em sangue periférico de
Didelphis (marsupialis) (YOSHINARI et al, 1995; 1997), sendo estas espiroquetas
infectantes para camundongos albinos (Swiss) (BARBOZA et al., 1998).

As relagdes entre os marsupialis e esta espiroqueta estdo em discussdo, embora ela
tenha homologia antigénica, frente aos ensaios imunologicos (ELISA e western-blotting),
com B. burgdorferi (YOSHINARI et al., 1995, BONOLDI et al., 1996).

A borreliose também vem sendo pesquisada, em relacdo a casos concomitantes com
ehrlichiose humana (MAGNARELLI et al., 1995b). Existem atualmente duas espécies
descritas no homem, Ehrlichia chaffeensis que tem como principal vetor o Amblyomma
americanum, que também transmite Borrelia e a Ehrlichia granulocitica humana, cujo
principal vetor ¢ o I. dammini, podendo também ser transmitida por outros carrapatos (CHEN
et al., 1994; RIKIHISA et al., 1994).

A coexisténcia de anticorpos para babesiose humana, ehrlichiose e borreliose tem sido
observada em soros de pacientes de areas de risco para estas enfermidades (MAGNARELLI
et al., 1995a, 1995b). Este fendmeno ¢ pertinente, pois o roedor de pata branca Peromyscus
leucopus (white-footed mouse), € o reservatorio da B. burgdorferi e B. microti e, da mesma
forma o cervideo Odocoileus virginianus, chamado “white-tailed deer” ¢ o reservatorio de
Ehrlichia chaffeensis e de B. burgdorferi (DUMLER et al., 1995).

A epidemiologia da borreliose em animais e em seres humanos apresenta
caracteristicas variadas de acordo com a regido geografica, dada a existéncia de genoespécies
e cepas de Borrelia diferentes, distintos carrapatos vetores, interagdes vetor patdgeno e de
ecosistemas diversificados (BARANTON et al.,, 1992; BENNETT, 1995). Os animais
domésticos sdo competentes reservatorios de Borrelia spp. no ambiente domiciliar
(MATHER et al., 1994).

Na literatura cientifica disponivel sobre infec¢des por parasitas do género Borrelia em
animais de producdo nao existe relatos de ocorréncia desta enfermidade em Mogambique,
embora haja relatos de ocorréncia dos carrapatos considerados vetores do patégeno causador
de borreliose.

2.5 Técnicas de diagnostico de hemoparasitos transmitidos por carrapatos

O diagnostico das doencas transmitidas por carrapatos em nivel de campo ¢é realizado
com base na sintomatologia clinica, mas este método ¢ complexo e de baixa sensibilidade,
além da similaridade dos sinais clinicos com outras enfermidades de origem infecciosa e
parasitaria, muitas vezes co-associadas. Sendo assim ¢ mais sensato recorrer aos exames
hematologicos, através da observacdo direta dos parasitos em esfregacos sanguineos corados
com substancias especificas e examinados ao microscopico Optico ou a métodos indiretos
através da deteccdo de anticorpos por meio de testes sorologicos ou deteccdo do acido
desoxirribonucléico (DNA) do parasito através de técnicas de diagnostico moleculares.
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O diagnostico clinico ¢ feito com base nos sintomas e histérico de infestacao de
carrapatos. Entretanto, como estes sintomas ndo sdo especificos, deve-se realizar os exames
laboratoriais para a confirmacgao da suspeita clinica. Os agentes etioldgicos da doenca podem
ser visualizados diretamente por meio do exame parasitologico de esfregaco de sangue
corados com Giemsa ou derivados de Romanwsky (HARVEY et al., 1978). A confeccao dos
esfregagos deve ser efetuada através de uma gota de sangue da ponta da orelha ou cauda do
animal (NEITZ; THOMAS, 1938).

Devido as dificuldades que os clinicos enfrentam no diagnostico das hemoparasitoses
em nivel de campo, em animais com ou sem sintomas clinicos, torna-se importante direcionar
o diagnostico através da utilizacdo de técnicas laboratoriais a partir de métodos
parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares (WALTISBUHL et al., 1987; DE ECHAIDE et al.,
2005; CONRATHS; SCHARES, 2006; GASSER, 2006).

O método parasitologico continua sendo valido e consiste na demonstragao do parasito
a partir do material encaminhado ao laboratdrio que pode ser sangue ou fragmentos de tecidos
de diferentes 6rgdos do animal em exame pos mortem (SINGH, 1997).

Nas ultimas décadas, diversas provas sorologicas foram desenvolvidas como o Dot-
ELISA (MONTENEGRO-JAMES et al., 1990), os testes de aglutinagdo e suas variagdes, 0
“teste do cartdo” (TC) (TODOROVIC et al., 1977) e o teste de conglutinagdo rapida (TCR)
(ARAUIJO et al., 1997). Apesar de apresentarem em geral sensibilidade baixa, estes testes
apresentam menor custo, economia de tempo e praticidade na execucdo e podem ser
utilizados em estudos epidemiologicos e na avaliagdo das medidas preventivas de doencas
transmitidas por carrapatos (ROSS; LOHR, 1968). O teste de fixacdo de complemento ¢
primariamente utilizado para detec¢ao de anticorpos da classe IgM, ou seja, para deteccao de
animais recentemente infectados (BOSE et al., 1995)

No intuito de aumentar a confiabilidade dos resultados, outras técnicas de diagndstico
tém sido utilizadas, destacando-se a Reacdo de Imunofluorescencia Indireta (RIFI),
Aglutinagdo em Latex e o ensaio de imunoadsorcdo enzimatica indireto (ELISA-i)
(CALLOW et al., 1981).

A RIFI tem sido considerada teste padrdo e ¢ comumente utilizado em vérios paises
para o diagnostico em situacdes em que se pretende saber se o agente etioldgico suspeito
entrou ou ndo em contato com o rebanho (CALLOW et al., 1981).

O teste de ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto (ELISA-1) mostra-se ser o
mais pratico na sua utilizagdo, devido a sua facilidade de execucdo, leitura mecanica e
fornecimento répido dos resultados, sendo desta forma, o método de elei¢ao para muitos
estudos epidemiologicos que envolvem maior nimero de amostras (MOLAD et al., 2006;
FOSGATE et al., 2010; NDOU et al., 2010).

Vale ressaltar que nos testes sorologicos ndo existe um do ponto de corte standard
devendo este ser calculado segundo formulas matematicas definidas mediante a metodologia
utilizada por cada pesquisador na execugdo do teste, nimero controles negativos e positivos
utilizados no teste para a deteccao de anticorpos contra o parasito que esta sendo pesquisado.

Atualmente, com o advento das técnicas de diagndstico a partir da biologia molecular
vem revolucionando o diagnostico de varias enfermidades, incluindo as hemoparasitoses,
transmitidos por carrapatos, pois estas técnicas caracaterizam-se por possuirem alta
sensibilidade e especificidade (GASSER, 2006). As técnicas moleculares se baseiam na
detecgdo do DNA gendmico do parasito no material amostral, através da reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR) (LEW; JORGENSEN, 2005).

A PCR ¢ hoje considerada um dos métodos de diagndstico direto mais sensivel, rapido
e especifico. Tem sido utilizada como técnica de deteccdo de parasitas em animais
clinicamente saudéaveis, além de caracterizar as diferentes espécies presentes nos animais e
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também ¢ empregada em alguns estudos epidemioldgicos de diferentes patogenos (PERSING
etal., 1992; DUMLER et al., 2001; GASSER, 2006).

Outras técnicas resultantes de modificagdes da PCR também tém sido desenvolvidas
com o intuito de aumentar a sensibilidade e a especificidade desta metodologia de diagndstico
e pesquisa cientifica, como por exemplo, a “nested PCR” (nPCR) (TORIONI et al., 1998).

A nPCR ¢ capaz de detectar pequenas quantidades de DNA (BOSE et al., 1995) e
consiste na utilizacdo de sequéncias de “primers” ou iniciadores internos utilizados na
primeira rea¢do da PCR, que anelam ao fragmento amplificado pela primeira PCR em uma
segunda amplificagdo, com o objetivo de aumentar o nimero de copias da sequéncia alvo e
consequentemente a sensibilidade do teste (FIGUEROA et al. 1996).

A PCR apresenta a sensibilidade de aproximadamente 100 vezes maior que a técnica
tradicional de esfregago sanguineo, detectando cerca de 10 pg de DNA do parasita nas
amostras de sangue (BOSE et al., 1995), sendo que essa sensibilidade pode ser aumentada
ainda mais pela utilizacdo da técnica de nPCR (COSTA-JUNIOR et al., 2006).

Existem também a PCR combinada com analise de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restrigdo (PCR-RFLP) (CARRET et al., 1999) e a PCR em tempo real
(PETERS et al., 2004).

A sensibilidade da PCR para a deteccio de patégenos tem se mostrado melhor que os
métodos de diagndstico microscopio e sorologico, embora as técnicas de PCR ainda
demandem um relativo consumo de tempo, custo e requerem procedimentos mais complexos.

O desenvolvimento de varias metodologias desta técnica resultou numa inovagao
tecnoldgica, a PCR em tempo real, que vem ganhando espago e aceitacdo nos laboratérios
especializados em diagnoéstico clinico e pesquisa cientifica por apresentar a capacidade de
gerar resultados quantitativos (KIM et al., 2007). A técnica permite o acompanhamento de
todas as etapas da reacdo e a apresentacao dos resultados de forma mais precisa e rapida,
quando comparado com a PCR convencional que apresenta apenas os resultados qualitativos.
Também requer o processamento poés-PCR, como a eletroforese em gel de agarose.

2.5.1 Diagnostico de Babesia bigemina e B. bovis

Na babesiose aguda a doenca ¢ caracterizada ndo s6 pelos sinais de hemolise, mas
também por alta parasitemia (BOSE et al., 1995). Nessa situagiio o exame direto de esfregacos
sanguineos colhidos de ponta da cauda ou da orelha ¢ o método de diagnostico mais
empregado, devido a sua facilidade na execug¢do e baixo custo, embora requere certa
habilidade no exame microscopico das laminas. Porém, a baixa sensibilidade desta técnica ¢
um fator limitante para a sua aplicagdo em estudos epidemioldgicos em decorréncia da
incapacidade de ndo poder detectar animais cronicamente infectados (BOSE et al., 1995;
COSTA-JUNIOR et al., 2006).

Nestas circunstancias, as técnicas sorologicas para pesquisa de anticorpos especificos
tém sido frequentemente empregadas em estudos epidemioldgicos da babesiose e com base no
status imunologico dos animais € possivel definir a situagdo epidemioldgica de uma
determinada regido quanto a ocorréncia desses hemoparasitos (MAHONEY et al., 1973).

A sensibilidade e a especificidade do teste de ELISA-i sdo influenciadas pela
qualidade do antigeno que estd sendo utilizado, a técnica tem a vantagem de ser muito
objetiva, além de possibilitar o exame de um numero consideravel de amostras em curto
espago de tempo, a sua leitura ¢ automatizada, muito rapida na execugdo, sendo por isso
indicada para a realizagdo de inquéritos soroepidemiologicos envolvendo maior nimero de
amostras em areas endémicas (TEMBUE et al., 2011a).
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As técnicas sorologicas embora apresentam elevada sensibilidade e especificidade,
possuem suas limitacdes uma vez que apenas indicam a exposicdo dos animais ao agente
etiologico e nao informam sobre o curso da infeccao (WAGNER et al., 1992).

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares de diagnostico houve um salto
qualitativo na elevacdo da sensibilidade e especificidade na deteccao e diagndstico dos
agentes etioldgicos pois, permite discriminar os animais infectados que apresentam baixa
parasitemia daqueles que por terem conseguido eliminar as infecgdes no organismo nao sao
fonte de infecgdo para os carrapatos, além de diferenciar entre os animais vacinados dos nao
vacinados (DE LA FUENTE et al., 2010).

A utilizacdo das técnicas de PCR na investigacdo epidemioldgica das infec¢des do
género Babesia tem produzido informacdes bastante relevantes, uma vez que permite a
detecg¢do dos agentes etiologicos tanto nos hospedeiros vertebrados, quanto nos hospedeiros
invertebrados (OLIVEIRA et al., 2005, TEGLAS et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA et
al.,2005).

2.5.2 Diagnostico de Anaplasma marginale

Com relacdo a anaplasmose bovina a infeccdo aguda ¢ diagnosticada com base na
anamnese, sinais clinicos, determinagdo do volume globular e demonstracao da rickettsia
intra-eritrocitica em esfregacos de sangue corados com Giemsa (WANDURAGALA;
RISTIC, 1993). A técnica de esfregaco sanguineo continua sendo valida e de maior
praticidade para diagnodstico das infec¢des por A. marginale, especialmente, durante a fase
aguda, quando a maior parte dos eritrocitos esta parasitada (HART et al., 1992). Contudo,
trata-se de um método pouco sensivel e incapaz de detectar o parasita nos casos de baixos
niveis de rickettsemia que ocorrem predominantemente durante a fase cronica (KIESER et al.,
1990).

De acordo com Trueblood et al. (1991), o fato dos animais persistirem infectados apds
se recuperam de uma primo-infec¢ao por 4. marginale faz com que os niveis de anticorpos se
mantenham elevados, favorecendo com isso a possibilidade da realizacdo de diagndstico
indireto, por diferentes métodos imunoenzimaticos.

No entanto, McGuire et al. (1991) consideraram que as técnicas imunoldgicas
apresentam um elevado indice de erros em funcdo, principalmente, de resultados falsos
positivos cuja principal causa seria a contaminacdo dos antigenos utilizados por proteinas de
eritrocitos.

Viérias técnicas imunoldgicas tém sido descritas para o diagndstico da anaplasmose
bovina e dentre elas, destacam-se, o teste de aglutinacdo rdpida em cartdo (TC)
(TODOROVIC et al., 1977), aglutinagdo em tubo capilar (AC) (RISTIC, 1962), aglutinagado
em microesferas de latex (AL) (RODGERS et al., 1998), (FC) (TODOROVIC et al., 1977,
GOFF et al., 1990), (RIFI) (GONZALEZ et al., 1978; MONTENEGRO-JAMES et al., 1985),
radioimunoensaio (RIA) (SCHUNTNER; LEATCH, 1988) e¢ o (ELISA-i) (THOEN et al.,
1980; KNOWLES et al., 1982; BARRY et al., 1986).

Hungerford e Smith. (1997) desenvolveram um teste de aglutinacdo em cartdo
modificado mais sensivel, utilizado para estimar a prevaléncia da anaplasmose bovina.

Wright (1990) demonstrou que o teste de aglutinagdo em tubo capilar (CTA) apresenta
como principais vantagens a rapidez na execucao e a possibilidade de realizagdo em campo,
enquanto que na fixacdo do complemento (FC), ha necessidade da padronizacao correta de
todos os reagentes, requerendo mais tempo para execu¢do e para a obtencdo dos resultados.
Além disso, reagdes falsas negativas ocorrem em testes de fixagdo de complemento devido a
falha na deteccao de todos os tipos de imunoglobulinas de bovinos (McGUIRE et al., 1991).
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A aglutinagdo em latex, que utiliza microesferas sensibilizadas com o antigeno
cultivado in vitro, apresenta maior sensibilidade e especificidade que o teste do cartdo (TC),
aglutina¢do em tubo capilar e fixacdo de complemento (RODGERS et al., 1998). Por outro
lado, a radio imunoensaio apresenta sensibilidade e especificidade semelhantes ao ensaio de
imunoadsor¢do enzimatico indireto, contudo requer a utilizagdo de substancias radioativas e
equipamentos laboratoriais mais sofisticados (WRIGHT, 1990).

A maioria destes testes imunoenzimaticos apresenta um certo grau de erros refletidos
na baixa sensibilidade e especificidade dos antigenos utilizados, que correspondem a
preparagdes obtidas a partir do sangue de bezerros recém-nascidos ou esplenectomizados e
infectados experimentalmente, com um agente etioldgico isolado e por esse motivo,
apresentam-se contaminadas por componentes celulares do hospedeiro vertebrado, o que
determina a inespecificidade as reacdes sorologicas (WRIGHT, 1990; RODGERS et al.,
1998). Resultados falsos positivos ocorrem quando antigenos sdo detectados por anticorpos
contra eritocitos presentes no soro de bovinos (WRIGHT, 1990; RODGERS et al., 1998).

Entre os testes soroldgicos mais utilizados para imunodiagnostico da anaplasmose
bovina, destacam-se a RIFI ¢ o ELISA-i (THOEN et al., 1980; NIELSEN et al., 1996).

A RIFI é um teste soroldgico simples e sensivel para deteccao de animais infectados
com A. marginale, quando comparada com Teste de Cartdio (TODOROVIC et al., 1977).
Viérios destes testes foram utilizados em estudos de soroprevaléncia da anaplasmose bovina
em diferentes regides geograficas do mundo (JORGENSEN et al.,, 1992) e tem sido
recomendado para pesquisas que requerem titulagdes seriadas (WILSON et al., 1978),

Goff et al. (1982) desenvolveram um teste de  imunofluorescéncia indireta
modificado utilizando microfluorometria, o que proporcionou uma maior sensibilidade ao
teste para identificacdo de bovinos infectados por 4. marginale.

Embora o teste de RIFI seja uma das técnicas mais utilizadas, na tltima década o
teste de ELISA-i tem apresentado maior sensibilidade e especificidade, com a vantagem de
seus resultados poderem ser obtidos diretamente através de um leitor automatico, evitando
problemas com interpretagdes duvidosas de origem humana nas reacdes fraco-positivas
observadas com maior frequéncia no teste de RIFI (NAKAMURA et al., 1988, NIELSEN et
al., 1996).

Virios testes de ELISAs foram desenvolvidos para a deteccdo da infecgcdo por A.
marginale, utilizando anticorpos monoclonais (TRUEBLOQOD et al., 1991), ou pela detecgao
de anticorpos circulantes (MOLLOY et al., 1999).

Os avancos observados s6 foram possivel gragas ao desenvolvimento do diagnostico
soroldgico da anaplasmose bovina, caracterizando antigenos de A. marginale através da
clonagem de genes e da producao de proteinas recombinantes (REYNA-BELLO et al., 1998).

As andlises antigénicas das proteinas de membrana de superficie de 4. marginale
revelaram que seis proteinas principais de superficie ou “major surface proteins” (MSP) sao
reconhecidas por anticorpos produzidos por bovinos infectados com diferentes isolados de A.
marginale (KOCAN et al., 2003). As investigacdes realizadas com essas seis proteinas
principais tém revelado que elas estdo envolvidas em distintas atividades biologicas do
parasita (KOCAN et al., 2003).

As MSPs sdo altamente antigénicas em todos os estagios da infec¢do, inclusive em
bovinos persistentemente infectados (PALMER et al., 1986; KOCAN et al., 2002).

Estas proteinas sdo conservadas durante o periodo de crescimento de A. marginale
nos eritrécitos e glandulas salivares de carrapatos vetores, sendo envolvidas principalmente na
infeccdo da célula do hospedeiro vertebrado (OBERLE et al., 1988; KOCAN et al., 2002).

Anticorpos contra as MSPs estdo envolvidos com trés mecanismos de prote¢ao contra
infec¢do, incluindo a neutralizacdo devido a agdo direta dos anticorpos, citotoxidade celular
dependente de anticorpos por linfocitos ndo restritos ao complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC), fagocitose pelos macrofagos mediada por anticorpos
opsonizantes (PALMER et al., 1999).

Trueblood et al. (1991) desenvolveram um ensaio de imunoadsor¢do enzimatico
competitivo (ELISA-c) com MSP1a purificada, utilizando anticorpo monoclonal ANA22B1
para epitopo de linfécitos B, que apresentou 6timo desempenho na detecgdo de bovinos
infectados na fase aguda.

Porém, a avaliagdo de diferentes sistemas de ELISAs com MSP3, demonstrou que esta
proteina ndo ¢ um bom antigeno para ser utilizado em testes imunodiagndsticos, uma vez que
foi observada a conservagdo de epitopos de reatividade cruzada com Anaplasma ovis e
Ehrlichia spp., além da auséncia desta proteina entre alguns isolados de A. marginale
(McGUIRE et al., 1991, ALLEMAN; BARBET, 1996).

Apesar dos avangos realizados na maioria dessas técnicas, estas continuam a
apresentarem limitagdes ligadas a reatividade inespecifica, que interfere nas interpretagdes
dos resultados (WRIGHT, 1990).

Com os avangos obtidos no campo da biologia molecular, tornou-se possivel o
desenvolvimento de novas metodologias para diagndstico de parasitas baseadas na detecg¢ao
de fragmentos de DNA gendmico (BARKER, 1990). Os primeiros avangos cientificos obtidos
com a aplicacdo dos testes baseados na deteccdo de fragmentos de DNA de 4. marginale
foram revisados por diversos autores (BARBET, 1995; FIGUEROA; BUENING, 1995).
Nestas publicagdes os autores descrevem o progresso das técnicas de biologia molecular e as
consequentes descobertas que foram sendo feitas com relacdo a essa rickettsia.

No que se refere aos hospedeiros vertebrados, a aplicacdo das ferramentas moleculares
no diagnostico das infecgdes por A. marginale tem como principal vantagem a possibilidade
de discriminar animais soronegativos infectados, animais em fases iniciais da infec¢do ou que
foram infectados congenitamente (COSSIO-BAYUGAR et al., 1997) e distinguir animais
soropositivos infectados de animais vacinados (GALE et al., 1996).

Quanto a infec¢do dos carrapatos, as investigagdes epidemiologicas foram, até
recentemente, bastante limitadas pela escassez do conhecimento das interagdes entre os
carrapatos, ambiente e a rickéttsia, assim como, pela inexisténcia de métodos de diagnosticos
adequados nessa area (OLIVEIRA-SEQUEIRA, et al., 2005). Essa limitacao foi minimizada
pela utilizacdo de técnicas baseadas na PCR, pois permitem o diagnostico direto pela detecgao
da rickéttsia nos varios estagios de desenvolvimento dos artropodes (OLIVEIRA et al., 2005).

Com a utilizagdo da biologia molecular foi possivel caracterizar cinco proteinas de
superficie de membrana “major surface proteins” - MSPs, de Anaplasma marginale, nos
estagios eritrociticos e em carrapatos transmissores (PALMER et al., 1986; VISSER et al.,
1992). Estas proteinas funcionam como transportadores de nutrientes e estdo envolvidas nos
processos de aderéncia e na invasdo das células do hospedeiro, bem como na geracdo de
novos antigenos, que vao manter uma infeccao persistente (DE LA FUENTE et al. 2001a).

2.5.3 Diagndstico das espécies do género Borrelia

Com relacdo a borreliose o diagnostico pode ser realizado em animais e seres
humanos, através de esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, entretanto, os agentes
etiologicos so sdo detectdveis em casos de alta espiroquetemia (BRUMPT, 1927; MATTON;
MELCKEBEKE, 1990).

Os esfregagos também podem ser feitos a partir de fragmentos de tecidos do carrapato
como intestino, glandula salivar e ainda hemolinfa, corados também pelo Giemsa, método
muito utilizado no estudo de Borrelia anserina e B. theileri no carrapato vetor (SMITH et al.
1978; VIVAS et al.,, 1996). Nos tecidos de animais, as coloracdes oferecem boas
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visualizagdes. A habilidade na observacdo microscopica ¢ importante dado o grande
pleomorfismo das borrelias (ABERER; DURAY, 1991).

Em bovinos com claudicagdo e edema articular, outras causas devem ser consideradas
além da borreliose (BUSHMICH, 1994). Por isso, ¢ complexo estabelecer uma defini¢do clara
do caso e o diagndstico presuntivo da enfermidade tem sido baseado em um conjunto de
informagdes desde o histdrico, vetores envolvidos, sinais clinicos, testes soroldgicos e
resposta dos animais acometidos a terapia (POST et al., 1986; POST, 1990).

A recuperagdo e o isolamento da bactéria podem ser feitos através de filtragdo em
aparelhos proprios de 0,20 a 0,45um (JOBE et al., 1993).

No isolamento utiliza-se o meio de Barbour Stoenner e Kelly (BSK), o meio de Kelly,
o meio de Stoenner, ou similares, nos quais se faz a sementeira de sangue, fragmentos de
tecidos ou de carrapatos, obtendo-se o crescimento da espiroqueta a 33°C em
aproximadamente uma semana (KUIPER et al., 1994; LEBECH et al., 1995).

O isolamento de algumas espécies de Borrelia também tem sido realizado a partir de
saliva, fragmentos de glandula salivar e intestino dos carrapatos Ixodes scapularis, 1.
dammini, I. pacificus, 1. persulcatus, I. ricinus, 1. ovatus, Amblyomma. americanum,
Dermacentor variabilis (NAKAO et al., 1992; TAKADA et al.,, 1994; TALLEKLINT;
JAENSON, 1996).

No entanto, existem limitagdes, pois nem todas as espécies de Borrelia sao de facil
cultivo ou ainda nao sdo cultivaveis (SMITH; ROGERS, 1998; OLIVEIRA et al., 2004). A
visualizacao destas espiroquetas pode ser realizada em microscopia de campo escuro, de
contraste de fase e em tecidos corados pela prata (BARBOUR; HAYES, 1986).

Segundo Hadani et al. (1985) a identificagdo de espécies de Borrelia baseada em
caracteristicas bioquimicas ndo ¢ possivel, pois, ndo tem como fazer a diferenciag¢do entre as
espécies.

A imunohistoquimica ¢ o método que apresenta excelentes resultados ja que permite a
observag¢do de Borrelia e a caracterizagdo microscopica da lesdo e ainda revela marcagdes
antigénicas do patdogeno no tecido em humanos, tem-se encontrado dificuldades na obtengao
de fragmentos de tecidos, sendo esta técnica pouco utilizada (LEBECH et al., 1995).

O ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto (ELISA-i) tem sido utilizado em
amostras de tecidos do carrapato I. dammini para a deteccdo de antigenos de Borrelia
burgdorferi com bons resultados, mesmo utilizando anticorpos policlonais (DORWARD et
al., 1991).

A RIFI ¢ outro teste que tem sido utilizado no diagndstico de borreliose, podendo ser
empregado para triagem em estudos epidemioldgicos envolvendo maior nimero de amostras
(BURGDORFER, 1993; BENNETT, 1995).

Russell et al. (1984) demonstraram uma sensibilidade e especificidade semelhante
entre RIFI e ELISA-i, embora a maioria dos estudos revela certa superioridade do ELISA-i,
em termos de sensibilidade, especificidade e operacionalidade (STIERNSTEDT et al., 1985;
GOLIGHTLY, 1993).

Magnarelli e Anderson (1998) desenvolveram ELISA-i para detec¢do de anticorpos
das classes IgM e IgG em seres humanos, tendo observado a auséncia de reacdes cruzadas
entre B. burgdorferi, Leptospira icterohaemorrhagiae e L. grippotyphosa, sugerindo que o
teste de ELISA-1 padronizado poderia ser utilizado para o diagndstico da borreliose € no
diagnéstico diferencial com outras espiroquetoses.

No teste de ELISA-i, antigeno sonicado ou fragdes protéicas podem ser usados como
antigeno (BENNETT, 1995; OKSI et al., 1995), sendo o antigeno sonicado o mais empregado
(CRAFT et al., 1984; MAGNARELLI et al., 1994a).

O teste de ELISA-i para detec¢do de antigenos de Borrelia ainda tem sido utilizado,
em amostras de urina e sangue de mamiferos (HYDE et al., 1989; DOWARD et al., 1991;
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MAGNARELLI et al., 1994b). Cada método de deteccao de anticorpos tem vantagens e
desvantagens quanto a sensibilidade, especificidade, facilidade de padronizacdo e custo
(MAGNARELLI et al., 2004).

Em todas as regides onde se tem relato de borreliose, o teste de ELISA-i tem sido
utilizado para diagnodstico e levantamentos epidemioldgicos, representando a principal
ferramenta imunologica, devido a sua sensibilidade e especificidade alta (MAGNARELLI et
al., 1987).

O western blotting ¢ outro teste que tem sido empregado em casos de duvida no
método de ELISA-i. O inconveniente do imunoblotting ¢ a obtenc¢ao do padrao positivo ideal
(gold standard) pelos laboratérios, o que se torna dificil, exceto em caso de imunizagdes
experimentais (ENGSTROM et al., 1995).

Grodzicki e Steere (1988) demonstraram eficiéncia superior do western blotting em
relacdo ao ELISA-i1 para a doenca de Lyme, pois esta técnica € mais sensivel e especifica,
podendo ser usada como confirmatorio do teste de ELISA-i (DRESSLER et al.1993).

Fonseca et al. (1996) avaliando soros de bovinos também comprovou a superioridade
do Western blotting como teste de diagnostico. Contudo, este ensaio deve seguir critérios de
interpretagdo, pois existem variagdes antigénicas regionais para a Borrelia, além de espécies
distintas e homologas (CRAFT et al., 1986; RAHN; MALAWISTA, 1991). Portanto, deve-se,
estabelecer qualidade de bandas reativas de acordo ao antigeno utilizado para cada regido
estudada, e também quantidades de bandas, sendo de no minimo cinco (GOLIGHTLY, 1993;
ENGSTROM et al., 1995).

As reagdes cruzadas tém sido descritas entre B. burgdorferi e L. interrogans, com
algumas variantes soroldgicas, entretanto, estas reacdes ocorrem em alguns laboratorios
dependendo do preparo do antigeno e do ensaio empregado (MITCHELL et al., 1994). Sao
frequentes as reacdes cruzadas entre os membros do género Borrelia, em bovinos
(DONOGHUE; VAN VEEN, 1989). Muitas reacdes cruzadas sao descritas no emprego de
técnicas de aglutinacdo, entre Borrelia spp., Treponema spp., € Leptospira spp. (BAKER-
ZANDER; LUKERHART, 1984). Para se contornar estas reagdes entre antigenos heterdlogos
devem ser realizadas dilui¢des seriadas (MEREDITH et al., 1995). Mesmo que haja o
parasitismo mutuo por Borrelia spp. € outros hematozoarios, como protozodrios e rickettsias,
ndo ocorrem reagdes cruzadas, havendo sim a coexisténcia de anticorpos distintos, como foi
comprovado em seres humanos (MAGNARELLI et al., 1995a).

O teste de ELISA-i ¢ amplamente empregado para pesquisa de anticorpos em amostras
de soros de animais silvestres como roedores, cervideos, marsupiais, carnivoros e aves, de
modo que o teste tem auxiliado muito no conhecimento epidemioldgico da borreliose em
diferentes espécies animais, além de certificar animais sentinelas (MAGNARELLI et al.,
1995a, b).

O diagnostico correto da borreliose implica necessariamente, na qualidade do teste
empregado. O teste de ELISA-i tem sido testado e reconhecido como sendo o melhor para
estudos epidemiologicos, no entanto, requer o estabelecimento de padrdes de controles de
qualidade adequados para cada laboratério, com o titulo minimo e linha de corte seguro e
confiavel.

A biologia molecular ¢ uma ferramenta de diagndstico que vem crescendo no estudo
de diversas enfermidades, incluindo a borreliose. A PCR garante resultado bastante seguro e
especifico, pois se baseia na amplificacdo do fragmento de DNA gendmico do agente
pesquisado, se apresentando como o mais preciso dos ensaios utilizados no momento. Essa
técnica tem sido empregada em fluidos e tecidos de humanos e animais e fragmentos de
carrapatos (LIENBLING et al., 1993; MOTER et al., 1994; ZBINDEN et al., 1994), estando
ainda relacionada as manifestacdes clinicas e respostas sorologicas (LEBECH; HANSEN,
1992; KARCH et al., 1994; MOURITSEN et al., 1996).
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2.5.4 Inquérito de opinido

Um questionario semi-estruturado foi elaborado segundo a metodologia por
(THRUSFILED, 2004) com modificagdes e pré-testado com objetivo de aperfeicod-lo quanto
a complexidade das perguntas e sequéncia logica das perguntas de acordo com os objetivos,
maximizagdo da clareza, foram adicionados varias perguntas ou itens que pudessem servir
como auxilio na obtencdo de informagdes. Foram determinadas as areas tematicas da
abordagem e avaliadas a coesdo das mesmas. Foram abordadas questdes com objetivo de
colher informagdes sobre as caracteristicas das criagdes de bovinos visitadas, o perfil e a
percepcao dos criadores de bovinos das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul
de Mogambique sobre a importancia dos carrapatos mais importantes em Mog¢ambique na
sanidade dos rebanhos e também sobre como os criadores de bovinos tem atuado no controle
dos carrapatos dos bovinos. Este método de estudo tem sido utilizado para detectar problemas
relacionados com gestdo. Manejo e propor solucdes junto aos criadores e gestores da pecuaria
nacional no novo contexto de producao pecuaria.

Diante dos criadores os responsaveis da gestdo pecuaria a nivel local, realizam as
apresentacoes das pessoas da equipe de trabalho segundo os usos e costumes de cada regidao
em seguida eram feito o devido esclarecimento dos objetivos da pesquisa, o vinculo
institucional dos componentes da equipe visitante e sobre a confidencialidade dos dados
fornecidos, bem como a obten¢do do termo de consentimento livre esclarecido junto ao
proprietario. Assim realizado, os proprietarios ou administradores de cada criacdo visitada
foram entrevistados por um Unico entrevistador, sem interferéncia no preenchimento dos
questionarios, o que permitiu uma padronizagdo da abordagem e maximo de imparcialidade.
As perguntas foram redigidas em linguagem acessivel ao criador independente do seu nivel
académico e as perguntas organizadas de modo a permitir que a entrevista fosse realizada com
rapidez e eficacia e as respostas compiladas simultaneamente com as respectivas respostas.
Mesmo assim as perguntas eram traduzidas na hora na lingua local do dominio do
entrevistado o que permitiu uma boa interagdo e fornecimento das respostas de forma rapida e
espontanea.

2.6 MATERIAL E METODOS

2.7 Descricao do local de estudo

A Regido Sul de Mocambique ¢ formada por provincias de Maputo, Gaza e
Inhambane (Figura 5) e ocupam uma darea territorial de 170.558 km?, com uma populacao
humana estimada em cerca de 4.785.916 habitantes ¢ uma densidade populacional de 28,1
hab/km? (INE, 2007). A regido é composta por 30 Distritos ¢ concentra mais de 902.579
bovinos, o equivalente a 53,6% do efetivo nacional. Destes 844.913 bovinos sdo pertencentes
ao setor familiar e 57.666 a privados, com relagdo a cada provincia tem-se 154.147 em
Maputo com 7 Distritos, 569.404 em Gaza com 11 Distritos e 179.028 em Inhambane com 12
Distritos (TIA, 2008).

O sistema de producdo pecudria na regido ¢ predominantemente tradicional, onde os
animais sdo criados em sistema extensivo, 0s pequenos ruminantes € suinos sdo soltos e
perambulam livremente nos arredores das aldeias nas comunidades. Os bovinos de pequenos
criadores sdo geralmente conduzidos por criancas menores de idade entre 6 a 12 anos, na sua
maioria nao assalariados mas, em determinadas familias é estabelecido um acordo verbal em
que a familia da crianca trabalhadora recebe uma bezerra por ano como forma de pagamento.
Os animais de diferentes criadores utilizam a mesma area de pastagem, fonte de bebedouros,
tanque (sistémico) ou corredor (pulverizagdo) de tratamento comunitario, enquanto os bovinos
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dos médios criadores sao conduzidos por pessoal adulto e assalariado, estes criadores na sua
maioria possuem areas de pastagens e infraestruturas pecudrias proprias.

2.8 Tamanho da amostra

O tamanho da amostragem foi calculado de forma estratificada e proporcional a
populacao bovina das provincias estudadas. Foi estabelecido o grau de confianca de 95%,
prevaléncia esperada de 50% e margem de erro de 4%, e aplicada uma equacdo matematica
descrita por Sampaio (2002). Onde, n = z°. p(1- p) /d*, sendo n o tamanho da amostra, z uma
constante igual 1.96, p a prevaléncia esperada e d°, a precisdo absoluta desejada.

Assim, determinou-se o nimero minimo de 600 amostras de sangue a serem colhidas
em bovinos de diferentes faixas etarias e de ambos os sexos, nas provincias de Maputo, Gaza
e Inhambane, Regido Sul de Mogambique. A mesma metodologia foi utilizada para o calculo
das 240 amostras de DNA para Babesia bigemina, B. bovis € Anaplasma marginale uma vez
que ndo foram usadas todas as amostras coletas por conveniéncia econdmica.
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Figura 5. Localizagdo geografica das localidades nos Distritos estudados, conforme a
provincia, na Regido Sul de Mocambique.
1. Chitsuleta, 2. Nhamasso-Chambule, 3. Chissibuca, 4. Chibuto, 5. Chokw¢, 6. Bilene,
7. Xai-Xai, 8. Estacdo Zootécnica de Mazimuchopes, 9. Estagdo Zootécnica Zootécnica
da Chobela, 10. Moamba, 11. Namaacha.
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Os dados oficiais dos efetivos de bovinos foram fornecidos pela Direc¢cdo Nacional de
Servigos de Veterinaria, do Ministério da Agricultura (TIA, 2008) e a partir do efetivo total da
regido estudada foi calculado o percentual da contribui¢ao de cada provincia e depois com
base no tamanho da amostra foi aplicada a regra de trés simples para célculo do nimero de
amostras a ser coletada por provincia. A coleta das amostras foi distribuido da seguinte forma:
119 na provincia de Inhambane, 378 na provincia de Gaza e 103 na provincia de Maputo. A
coleta das amostras em cada tanque ou corredor foi aleatdria para garantir que as diferentes
faixas etarias e ambos os sexos fossem representados. A coleta das amostras foi realizada nos
meses de Janeiro, Fevereiro e Margo de 2010.

Os animais objeto do presente estudo foram provenientes de diversas criacdes de
pequenos e médios criadores de bovinos localizados em 11 diferentes comunidades rurais nas
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique como ilustra a Figura
5. Para garantir a representatividade e confiabilidade da amostragem foram colhidas 10% do
total de rebanho de cada criatorio nas criagdes visitadas. Houve situagdes em que o nimero de
bovinos por criador era inferior a cinco e nestas circunstancias todos eram coletados.

Em cada local de coleta foram registradas coordenadas geograficas com ajuda do
sistema geo-referenciado o “Global Position System” (GPS), marca Garmin, por meio de
escala cartografica de latitude e longitude, pontos esses que permitiram gerar o mapa da
localizagao aproximada da area de cada coleta, Figura 5.

No sentido norte/sul o presente estudo foi realizado primeiro no Distrito de Zavala, na
provincia de Inhambane nas localidades de Chitsuleta, Chissibuca e Nhamasso-Chambule
Chitsuleta: 24°32°33"’ latitude Sul; 34°50°57"" longitude este; Chissibuca: 24°39°06°’ latitude
Sul; 34°22°73”° longitude este; Nhamasso-Chambule: 24°34°85°° latitude Sul; 35°01°19”’
longitude este.

Na provincia de Gaza, o trabalho de campo foi realizado em quatro Distritos seguintes:
Distrito de Bilene, localidade de Mazivila 24°51°72’ latitude Sul; 33°06°91°” longitude este;
Distrito de Chokwé, localidade de Macarretane (24°21°75” latitude Sul; 32°41°84”’ longitude
este; Distrito de Chibuto, localidade de Macalawane 24°40°57’’ latitude Sul; 33°27°09’
longitude este; Distrito de Xai-Xai, localidade de Pontinha 25°02°73°° latitude Sul;
33°37°40”’ longitude este.

Por ultimo na provincia de Maputo, o estudo foi realizado em trés Distritos: Distrito de
Magude, localidade de Chobela na Estacdo Zootécnica Central de Chobela 25°00°35°” latitude
Sul; 32°43°85°’ longitude Este; posto administrativo de Motaze na Estagdo Zootécnica de
Mazimuchopes 24°47,60°" latitude Sul; 32°51°55”° longitude este; Distrito de Moamba,
localidade de Chicochane 25°47°99’ latitude Sul; 32°11°98*’ longitude este; Distrito de
Namaacha, localidade de Changalane 26°23°02’ latitude Sul; 32°10°45°” longitude este.

Foram coletadas 809 amostras de sangue de bovinos de ambos os sexos, de idades
variadas, compondo quatro faixas etarias (< 12 meses; > 12 a < 24 meses; > 24 a < 36 meses;
e < 36 meses) respectivamente.

Antes da coleta do material bioldgico foi realizado um exame clinico que consistiu em
anamnese para a obtencdo de dados referentes ao estado geral dos animais, sexo, idade e
condi¢do corporal. Aspectos da coloragdo das mucosas oculares, oral, vaginal e presenca de
carrapatos foram anotados em fichas de questionario individual.

A idade dos animais foi informada pelos criadores, seus representantes e/ou gerentes.
Nas circunstancias em que isso ndo foi possivel, a mesma era obtida através da verificagcdo da
data de nascimento indicado nos brincos ou através do exame da arcada dentaria.

Dos 809 animais coletados, 184 foram colhidas na provincia de Inhambane,
[Chitsuleta (n = 61); Chissibuca (n = 64) ¢ Nhamasso-Chambule (n = 59)], 450 na Provincia
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de Gaza [Mazivila (n = 104); Macarretane (n = 47; Macalawane (n = 163) e Pontinha
(n=136)] e 175 na provincia de Maputo, [Estacdo Zootécnica Central de Chobela (n = 58 e
Esta¢ao de Zootécnica Mazimuchopes (n = 21)]; [Chicochane (n = 48) e [Changalane (n =
48)].

2.9 Coleta de amostras de sangue

De cada animal foram colhidos assepticamente amostras de sangue, através da
venopungao coccigenea/jugular, utilizando o sistema vacutainer e tubos de SmL e 10mL, com
e sem anticoagulante. Os tubos contendo as amostras sanguineas foram devidamente
identificados e mantidos sob refrigeracdo em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel e
conduzidos ao Laboratério. As amostras provenientes da provincia de Inhambane foram
processadas no Laboratorio dos Servicos de Atividades Economicas do Distrito de Zavala, na
provincia de Inhambane; as da provincia de Gaza foram processadas no Laboratdrio de
Veterinaria Regional Sul-Gaza/ Instituto de Investigacdo Agraria de Mogambique (IIAM) e as
da provincia de Maputo foram conduzidas ao Laboratorio Central de Veterindria, na Direcao
de Ciéncias Animais do [IAM.

Nestes Laboratorios as amostras sem anticoagulante foram submetidas a centrifugagao
a 2000xg por 10 minutos para separacao do coagulo e obten¢do do soro. Aproximadamente
ImL de soro de cada amostra foi aliquotado em microtubos de poliestireno tipo eppendorf de
1,5 mL, devidamente identificados e acondicionados em frezeer a temperatura de -20°C até a
realizacdo dos testes sorologicos.

As amostras de sangue contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como
anticoagulante também foram acondicionadas em microtubos iguais e armazenadas a -70°C
para posterior extragao do acido desoxirribonucléico (DNA) gendmico.
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CAPITULO I
PERCEPCAO DOS CRIADORES SOBRE DOENCAS TRANSMITIDAS

POR CARRAPATOS E SUA IMPORTANCIA EM BOVINOS NA
REGIAO SUL DE MOCAMBIQUE
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ESUMO

O presente trabalho descreve o perfil de pequenas criagdes e criadores de bovinos em relagao
a sua percepcao sobre doengas transmitidas por carrapatos e sua importancia em bovinos na
Regidao Sul de Mogambique, com base em inquérito investigativo e observacional. Um total
de 111 pequenos criadores, gerentes e/ou seus representantes foram entrevistados com uso de
um questionario semi-estruturado com perguntas e respostas fechadas. Em 100% (n = 111)
das criagdes visitadas, o rebanho bovino era formado por animais com aptiddo para carne.
Dentre os pequenos criadores, 54,1% (n = 60) se declararam como agro-pecuarios, 40,5% (n =
45) além da atividade agréaria trabalham como mineiros na Africa do sul ¢ 5,4% (n = 6)
disseram que além da pecudria também exercem a atividade comercial. O sistema de criagdo ¢
extensivo e ocorre em 100% (n = 111) das criagdes, também foi observado que a gestdo da
atividade ¢ realizada pelos proprietarios, gerentes ou seus empregados. Os resultados
demonstraram que as criagdes possuem potencial para aumentar sua producdo e
produtividade, mas os pequenos criadores necessitam de maiores informagdes sobre a
profilaxia e preven¢do de doengas parasitarias e infecciosas, bem como da utilizagdo correta
de farmacos tanto para o tratamento quanto para o controle de carrapatos, para se adequarem
ao mercado competitivo da pecudria. Na Regido Sul de Mogambique o risco de ocorréncia de
surtos de doencas transmitidas por carrapatos ¢ minimo para os animais adultos, com excec¢ao
dos animais importados de areas de instabilidade enzootica. Contudo, medidas preventivas
devem ser adotadas para os animais em crescimento, principalmente, para aqueles com mais
de seis meses de idade.

Palavras chaves: Bovinos, babesiose, anaplasmose, produtores rurais.
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ABSTRACT

This paper describes the profile of small farms and creators of cattle in southern Mozambique,
for diseases transmitted by ticks, based on investigative and observational survey. A total of
111 small creators, managers and /or their representatives were interviewed using a semi-
structured questionnaire with closed answers. In 100% (n = 111) of farms visited, the herd
consisted of animals with an aptitude for meat and with different degrees of blood. Among
small farmers, 54.1% (n = 60) declared themselves as agricultural and livestock, 40.8% (n =
45) as having agricultural activity and miners working in South Africa and 5.4% (n = 6) said
that besides cattle also have commercial activity. The free range system is used in 100% (n =
111) of the creations, and daily management carried out by owners, managers or employees
was also observed. The results showed that, in general, the properties have the potential to
increase production and productivity, but small farmers need as well as basic education on
prophylaxis and prevention of infectious and parasitic diseases, correct use of both drugs for
the treatment or control of ticks, to suit the competitive system of meat in the market. In
southern Mozambique, the risk of outbreaks of diseases transmitted by ticks is minimal for
adult animals except for animals imported from enzootic areas of instability. However,
preventive measures should be adopted for growing animals, especially for those with less
than three months old.

Keywords: beef cattle, babesiosis, anaplasmosis, farmers
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura ¢ uma atividade amplamente praticada por grande parte da populagdo
mocambicana, visando a producao sustentdvel de carne, leite e outros derivados de origem
animal. Este tipo de atividade constitui-se numa importante fonte de fornecimento de proteina
de origem animal para alimenta¢do da populagdo humana e uma alternativa de rendimento
para a maioria das familias rurais de baixa renda no pais.

O efetivo bovino nacional tem crescido nas ultimas décadas, fruto do programa de
repovoamento pecudrio, aprovado e implementado pelo governo em colaboragdo com as
organizagdes ndo governamentais e iniciativas privadas. O efetivo bovino passou de cerca de
300.000 bovinos em 1994 para mais de 1.600.000 cabegas em 2008, sendo que destes, 53,6%
se concentram na Regido Sul de Mocambique (TIA, 2008). Contudo, este incremento na
producdo de ruminantes no pais ndo foi acompanhado pela melhoria das condi¢des higiénico-
sanitarias nas diversas criagdes, 0 que proporcionou que ocorressem muitos casos de doengas
de origem parasitdria nos rebanhos, influenciando desta forma, a eficiéncia produtiva e
reprodutiva dos rebanhos (MARTINS et al., 2008; TEMBUE et al., 2011a, b).

Dentre estas doencgas, destacam-se aquelas transmitidas por carrapatos, que assumem
uma grande importancia devido ao elevado grau de morbidade e mortalidade, além de
também ampliarem os gastos secundarios aos criadores com tratamentos dos rebanhos e
contratagao de mao-de-obra especializada (MUGISHA et al., 2008; SIMUUNZA et al., 2011;
TEMBUE et al., 2011a, b).

O sistema de producao pecuaria no pais deve ser entendido como um conjunto de
tecnologias e praticas que incluem o manejo nutricional, sanitario e reprodutivo de cada
espécie utilizada na criagdo, além da administragdo e gestdo quotidiana de toda cadeia
produtiva. Em relacdo a criagdo, a escolha de determinada raca ou grupamento genético,
associado ao espaco geografico onde a atividade pecuaria serd desenvolvida devem ser
sempre levada em consideracao.

Ao se definir um sistema de produgdo qualquer, os aspectos sociais, economicos €
culturais, também devem ser avaliados, pois estes fatores podem influenciar diretamente o
processo produtivo da criagdo animal.

A pecuaria do pais tem como caracteristicas a utilizacdo de pastagens naturais sem
suplementagdo de qualquer natureza aos animais, ¢ que devido as condi¢des climaticas da
regido, ndo conseguem suprir as exigéncias nutricionais dos rebanhos durante o tempo de
estiagem.

A atual situagdo da pecudria mogambicana tem como agravante a baixa utilizagdo de
assisténcia veterindria atrelada a auséncia de politicas governamentais claras promovendo
desta forma, uma baixa produtividade no setor. Além disso, o que se observa ¢ que muitos
criadores ndo possuem acesso as informagdes sobre as atividades que desenvolvem, nem
tampouco acesso a novas tecnologias para melhorar a produtividade da sua criagao.

A atividade pecuaria na Regido Sul de Mogambique, independente do tamanho do
rebanho e da sua localizagdo, tem como principal caracteristica a utilizagdo de um sistema de
producao tradicional, com baixa adog¢dao de tecnologias no processo produtivo. Isto ocorre
porque a producdo animal em geral, ¢ uma atividade complementar a atividade agricola.

O conhecimento do perfil dos criadores de bovinos e a percepcdo destes sobre o
tratamento e controle de doencas transmitidas por carrapatos podem elucidar formas e praticas
de manejo dos animais, que constituem o entrave na melhoria da produtividade nas diferentes
criacdes. Além disso, sera possivel explicar aos criadores sobre os fatores que interferem na
produtividade de suas criagdes, o que podera possibilitar a inclusdo de novas praticas visando
a melhoria da producao, e assim, tornando as criagdes mais rentaveis.
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O presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil dos criadores de bovinos, nas
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique, sobre aspectos
referentes as praticas de manejo, cuidados sanitarios, controle de doengas transmitidas por
carrapatos e gestdo da atividade pecuaria.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricao do local de estudo

Foi realizado um estudo transversal descritivo sobre aspectos relacionados a criagdo de
bovinos, por pequenos ¢ médios criadores da Regido Sul de Mocambique. Para isso, foram
aplicados questionarios investigativos com perguntas fechadas com o objetivo de obter
informagdes sobre o processo produtivo pecudrio realizado em cada criacdo nas diferentes
comunidades participantes (HESTERBERG et al., 2007).

2.2 Questionario epidemiolégico

Antes de qualquer coleta das amostras, os criadores e/ou seus representantes foram
informados dos objetivos € a importancia da pesquisa para o futuro da pecuaria no pais em
geral e na Regido Sul em particular.

Um questiondrio semi-estruturado foi elaborado e adequado para o presente estudo
(THRUSFIELD, 2004), apéndice 1. As perguntas foram aperfeicoadas de acordo com a
realidade da pesquisa, maximizando a clareza e adi¢dao de alguns itens que pudessem auxiliar
na obten¢do de informagdes adicionais importantes. Foram escolhidos os temas e avaliados
quanto a coesdo dos mesmos. As questdes foram abordadas com objetivo de obter
informagdes sobre as caracteristicas das criagdes envolvidas na pesquisa, o seu perfil e a
percepcao dos pequenos criadores do setor familiar da Regido Sul de Mogambique sobre o
processo produtivo, a percepcao sobre a importancia das doengas transmitidas por carrapatos,
produgdo pecudria, sanidade animal e a forma como estes produtores controlam os
ectoparasitos e seu nivel de conhecimento sobre a biologia de carrapatos.

Os criadores, seus representantes ou gestores em cada local de coleta foram
entrevistados por um Unico inquiridor para garantir uma padronizacdo da abordagem e o
maximo da imparcialidade. As perguntas foram redigidas em linguagem acessivel, mesmo
assim, durante a entrevista estas eram traduzidas na hora para a lingua local e do dominio do
entrevistado em cada provincia. Isso permitiu criar um ambiente agradavel e de confianga ao
entrevistado, fornecendo respostas com seguranga, sem ambiguidade e de forma rapida e
espontanea.

A aplicacdo destes questionarios foi realizada com os criadores, gerentes e/ou seus
representantes, nos tanques (imersdo) ou corredores (pulverizagdo) de tratamentos
comunitarios nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, na Regido Sul de Mocambique.

Esta regido possui uma area territorial de 170.558 km?, com uma populacao humana
de cerca de 4.785.916 habitantes (INE, 2007), caracteriza-se por possuir uma vegetacao
composta de savana aberta e graminea palatdvel quase durante todo o ano e clima tropical
umido com duas estagdes bem distintas, verdo e inverno. A agricultura praticada ¢ de
subsisténcia associada a pecudria sob o sistema de manejo extensivo.

A coleta de dados foi realizada no periodo compreendido entre os meses de Janeiro a
Marco de 2010, onde foram selecionados por conveniéncia 111 pequenos e médios criadores
de bovinos em 11 comunidades dispersas e representativas entre as provincias avaliadas no
presente estudo, apéndice 2.
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2.3 Questoes abordadas aos pequenos criadores

As questdes abordadas nos questiondrios incluiram diversos aspectos relacionados aos
criadores e as criagdes de bovinos na Regido Sul de Mogambique.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas nas criagdes: numero de animais por
criacdo, reposicdo dos animais, gestao didria da atividade pecuaria, atividade principal do
criador, manejo alimentar, reprodutivo e sanitario, sistema de criacdo, rotagdo de pastagem,
limpeza das pastagens, assisténcia veterinaria, mao-de-obra, numero dos funcionarios e
pastoreio conjunto com outras espécies de animais.

Em relagdo aos criadores, destacaram-se algumas das seguintes caracteristicas: nivel
de escolaridade, idade, experiéncia na producdo, atualizacdo sobre a atividade, diferenca entre
producao e produtividade.

Para avaliar a percepc¢ao dos criadores sobre a atividade pecudria, destacaram-se as
seguintes questdes: entraves na produgdo, principais doencas do rebanho, vacinagdes
obrigatorias e outras vacina¢des do rebanho, parasitas mais importantes que acometam o
rebanho, condutas perante doencas no rebanho, perspectivas futuras da criagdo e
associativismo.

Neste estudo, também foi avaliado a percepg¢ao dos criadores em relagdo a biologia das
principais espécies de carrapatos que acometem os bovinos na cria¢do, além de avaliar a
importancia dada por eles aos agentes patogénicos transmitidos por carrapatos, abordando
questdes relacionadas aos prejuizos causados na criagdo animal.

Além destas questdes, foram referenciados temas quanto a utilizagdo de medicamentos
tanto para o controle de carrapato, quanto para o tratamento de doengas por eles transmitidas,
destacando também o periodo de aplicagdo, dose e utilizacdo de equipamentos de protecao
individual para funcionarios.

2.4 Organizacao dos dados e analise

As respostas das perguntas no questionario eram do tipo fechado (sim ou ndo) e a
partir da coleta dos dados, através de analise do contetido, estas respostas foram categorizadas
de acordo com seu significado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi observado que do total de 111 criadores entrevistados, 33% (n
= 37) das cria¢des possuiam entre 1 a 5 animais, seguidos de 27% (n = 30) com 6-10 animais,
12,6% (n = 14) com 11-20 animais, 2,7% (n = 3) com 21-50 animais, 8,1% (n = 9) com
efetivos superiores a 50 bovinos, apéndice 2.

Em relacdo a reposi¢do dos animais, foi observado que 63,1% (n = 70) das cria¢des
utilizam o sistema fechado para a reposi¢ao de reprodutores, ou seja, apenas animais nascidos
na propria criagdo (Tabela 1). Esta pratica gera uma preocupacdo no futuro com relagdo a
consanguinidade nos rebanhos. Por outro lado, os criadores que recorrem ao sistema aberto,
através da compra em outras criagdes ou importacdo, estdo pratica também gera outra
preocupagdo caso ndo sejam tomadas certas providéncias no sentido de evitar a introdugdo de
enfermidades no rebanho.

A grande maioria das criagdes visitadas, 96,4% (n = 107) é administrada pelos
proprios criadores e apenas 3,6% (n = 4) por gestores contratados.

A produgdo de bovinos de carne nao ¢ conduzida de forma empresarial por 100% (n =
111) dos criadores participantes na presente pesquisa. A nao utilizagdo do sistema de registro

46



de movimentos nas criagdes foi observada em 95,5% (n = 106) das criagdes visitadas. Com
isso, torna-se dificil expressar com exatidao perdas e ganhos resultantes da producdo pecudria,
recorrendo-se sempre as estimativas, o que se reflete nas estatisticas oficiais do pais.

Foi constatado que 93,7% (n = 104) das criagdes visitadas possuem além da producao
pecudria, atividade agricola e, apenas 4,5% (n = 5) das criagdes dedicam exclusivamente a
pecudria. Na provincia de Maputo foi observado que 1,8% (n = 2) das criagdes visitadas
dedicam-se a producdo de bovinos e também a produgdo de reprodutores de melhor qualidade
para venda. Outras atividades econdmicas desenvolvidas juntamente com a produgdo pecuaria
foram observadas, como comércio de produtos diversos em 2,7% (n = 3) dos criadores.

Além da criagdo de bovinos foi verificada a criagdo conjunta com outras espécies de
animais domésticos, como caprinos, ovinos, suinos e galindceos em 100% (n = 111) das
criagdes. A presenca de caes nestas criagdes foi relatada em 92% (n = 102).

Em relagdo a condi¢ao de criagdo, os bovinos e pequenos ruminantes dividem as
mesmas pastagens, enquanto os suinos perambulam perto das casas nas comunidades, o que
tem gerado conflito entre vizinhos devido aos estragos que os animais causam a propriedade
alheia.

Na regiao estudada foi observado que o sistema de manejo extensivo ¢ adotado em
100% (n = 111) das criagdes pesquisadas.

Entre as criagdes visitadas foi observada a ocorréncia de diversos tipos de pastagens
naturais, com maior relevancia para Panicum maximum seguida por Themeda triandra,
Brachiaria decumbens, Cynodon dactylon, entre outras. Com menor frequéncia foram
encontrados: Pennisetum purpureum (Capim Elefante), Cynodon sp. (Tifton), Cenchrus
ciliaris (Buffel Grass).

A pratica de rotacdo das pastagens foi verificada em 1,8% (n = 2) das criagdes com
base nas informacgdes fornecidas pelos criadores. Importante foi verificar que 77,9% (n = 86)
dos pequenos e médios criadores reconhecem a importancia e a necessidade de maximizar a
utiliza¢do das areas de pastagens e o potencial existente para rentabilizar a atividade pecuaria.

A producao de bovinos ¢ mais elevada no verdo devido a disponibilidade de pastagem
natural durante a época chuvosa. Neste periodo, o cardter sazonal na abundancia de alimento
natural foi reportado por 99,9% (n = 111) das criacdes visitadas.

A eficiéncia reprodutiva tem relagdo direta com a eficiéncia produtiva do rebanho e
consequentemente, o sucesso da atividade pecuaria como um todo. Em relacdo a este quisito,
apenas 3,6% (n = 4) das criagdes visitadas, realizavam o controle reprodutivo através de um
processo seletivo das fémeas e touros, do registro manual ou do sistema informatico de todos
os dados sobre movimentos na manada em fichas ou planilhas proprias.

Das quatro criacdes com este sistema de manejo, duas tém épocas de estacdo de
monta natural definida e realizam pesagem mensal do rebanho em todas as classes (touro, boi,
vaca, novilha, novilho, bezerro e bezerra). Na Africa do Sul, em propriedades de bovinos foi
observado que um numero muito menor de produtores realiza algum tipo de controle
reprodutivo e de carrapatos (DE VOS, 1979).

A falta de registros de dados reprodutivos dificulta 0 acompanhamento da evolucdo da
atividade ndo so para o criador, mas também para as autoridades governamentais responsaveis
pela gestdo e planejamento da pecuaria nacional, provavelmente, devido a pouca
conscientizagdo e motivagao dos criadores acerca da importancia da contabilidae da atividade
ou falta da orientag@o sobre os procedimentos metodologicos de sua execugao.

Em relacdo a sanidade reprodutiva dos animais nas criagdes que empregavam como
método reprodutivo a monta natural, observou-se que apenas 1,8% (n = 2) realizavam o teste
de diagnostico para brucelose, relacionado a isto, destaca-se que varias criagdes visitadas nao
possuiam um reprodutor (touro) préprio do rebanho, dependendo desta forma dos
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reprodutores de outras criagcdes nas pastagens comunitarias. Com isto, existe um alto risco de
disseminagdo de doengas sexualmente transmissiveis no plantel.

Vale ressaltar também que muitos dos criadores que ndo realizam o controle da
estacdo de monta no rebanho, favorecem o nascimento de muitos bezerros ao longo de todo o
ano, o que predispde a uma maior mortalidade nesta faixa etdria, devido a caréncia alimentar.
As vacas lactantes em plena época seca abandonam as crias e se ndo houver empenho dos
funcionarios estas crias acabam morrendo por inanigao.

Em relacdo a assisténcia veterinaria, 100% (n = 111) dos criadores entrevistados
disseram ser assistidos por técnicos de extensao rural da rede publica dos Servicos Distritais
das Atividades Econdmicas (SDAE) e 1,8% (n = 2) das criagdes possuiam médicos
veterinarios permanentes nas criagdes Tabela 1.

No pais ndo existe entidades autorizados para o exercicio da assisténcia veterinaria
privada salvo casos excepcionais em que o técnico € solicitado pelo criador para dar alguma
assisténcia pontual e emergencial.

Nesse sentido, a assisténcia veterindria prestada aos pequenos criadores rurais pelos
extensionistas agro-pecuarios ¢ considerada um fator de relevancia por todos os entrevistados.
Esta realidade muda em casos de ocorréncia de surtos de doengas com mortalidades por
causas desconhecidas ou abortos esporadicos onde a intervengdo do médico veterinario das
instituicdes publicas se faz presente para investigar as possiveis causas e fornecer as
orientacdes técnicas necessarias.

De modo geral, os criadores se beneficiam frequentemente da assisténcia veterinaria
oferecida pelos técnicos da rede publica. Dentre os profissionais da agricultura mais
solicitados pelos criadores, destacam-se os técnicos agro-pecudrios para efeitos de
intervengdes curativas, as quais se refletem em efeitos significativos para a producdo
pecuaria.

Dos 111 criadores entrevistados, 57,8% (n = 64) reconhecem a ocorréncia de doengas
transmitidas por carrapatos e a sua importancia, além da necessidade do tratamento dos
animais. Observou-se que 82,9% (n = 92) dos criadores reconhecem e apoiam a importancia
do cumprimento dos programas de vacinagdes obrigatdrias como parte integrante do processo
produtivo e da atuagdo dos técnicos da extensdo rural veterindria nos tanques imersao e
corredores de tratamentos (pulverizagao).

Das 111 criagdes visitadas, 95,5% (n = 106) declarou que o resultado da producao
pecudria ¢ destinado a subsisténcia familiar e a venda do excedente dos produtos agricolas
para incrementar a renda familiar, enquanto 4,5% (n = 5) tentam trabalhar em moldes
comerciais.

Em relacdo a mao-de-obra, foi observado que 26,1% (n = 29) das criacdes visitadas
possuem mao-de-obra contratada e 73,9% (n = 82) atuam com mao-de-obra exclusivamente
familiar (Tabela 1). Nas criacdes visitadas com efetivo superior a 50 animais, 45% (n = 50)
possuiam mao-de-obra assalariada.

Em rela¢do ao nimero de trabalhadores por criacdo foi constatado que 27% (n = 30)
das criacdes possuem de 1 a 2 empregados, sendo que esta relacdo aumenta quando o efetivo
do rebanho também aumenta na criagao.
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Tabela 1. Caracteristicas das criagdes de bovinos entrevistadas nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de

Mocambique, 2010.

Repostas em ordem de frequéncia

Variaveis analisados Primeira % Segunda % Terceira %
N° animais/propriedade (entre 1 a 5) 33,0 (entre 6 a 10) 27,0 (entre 11 a 20) 12,6
Reposicdo de animais Fechado' 63,1 Aberto’ 36,9 - -
Gestdo Criador 96,4 Gerente 3,6 - -
Atividade principal Agro-pecuaria 93,7 Comércio 6,3 - -
Manejo Alimentar Pasto verde 100,0
Sistema de criagao Extensiva 99,1 Semi-intensiva 09 - -
Rotagdo de pastagem Nao 99.9 Sim 0,9 - -
Faz corretamente Sim 1,8 Nao 98,2 - -
Limpeza das pastagens Mecanica 1,8 Quimica 1,8 Nao 98,2
Manejo Reprodutivo
Controle reprodutivo Nao 96,4 Sim 3,6 - -
Tipo de controle Caderneta 96,4 Informatizado 3,6
M¢étodo reprodutivo Monta natural 100,0 - -
Assisténcia veterinaria Extensionista 98,2 Veterinario 1,8

permanente

Mao-de-obra
Tipo Familiar 73,9 Contratada 26,1
N° funcionarios De trés a quatro 31,5 Até dois 27,0 Mais de quatro 5,4
Pastoreio conjunto Caprinos 67,6 Ovinos 11,7 - -

'Fechado: a reposicio ¢ feita a partir dos animais nascidos do proprio rebanho. “Aberto: A partir da compra de animais de outras

criagoes.
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Em relacdo ao nivel de escolaridade dos trabalhadores e criadores entrevistados,
observou-se uma alta taxa de analfabetismo sendo de 93,7% (n = 96), (Tabela 2). Vale
salientar que ¢ considerado analfabeto em Mogambique aquele que ndo sabe ler nem escrever
o seu proprio nome. O analfabetismo pode de alguma forma estar associado ao elevado
percentual de criacdes em sistema rudimentar que ndo aplica 0 minimo de tecnologias agro-
pecuadria.

Os criadores sem formacdo basica apresentam criagdes com baixa produtividade, em
que muitos ndo obedecem a nenhum método de controle de carrapatos e ndo reconhecem sua
importancia.

Em contrapartida, a utilizacdo de forma inadequada de carrapaticidas no rebanho pode
levar ao desenvolvimento de algumas cepas a resisténcia aos medicamentos pelos artropodes,
e consequentemente, maiores casos de doengas transmitidas por carrapatos ao plantel
(NOLAN, 1990)

O aumento do nivel de escolaridade dos trabalhadores agro-pecudrios poderia ampliar
o0 aproveitamento dos recursos agro-ecoldgicos existentes em cada criagdo, aumentando desta
forma, a rentabilidade e a produtividade. A cadeia produtiva de bovinos ¢ responsavel pela
geragdao de postos de trabalho permanente, renda e tributos desempenhando um importante
papel social.

Da mesma forma, a utilizacdo de recursos tecnoldgicos modernos nas diferentes
criagdes possibilitaria maiores ganhos e aumento da produtividade, resultando na
continuidade da atividade em longo prazo, para as familias dos criadores e consequentemente,
diminui¢do do éxodo rural para areas urbanas.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram as caracteristicas dos criadores
de bovinos e suas respectivas criagdes rurais, da Regido Sul de Mocambique, gerando desta
forma, uma base de conhecimentos para futuros estudos com agdes direcionadas, tendo como
foco na melhoria da producdo e da produtividade deste subsetor. Estas ag¢des poderiam
aumentar a participacdo da regido na produgdo pecudria do pais. Contudo, existe a
necessidade de uma interacdo efetiva entre o poder publico e produtivo para promover essas
melhorias no subsetor, em parceria com os criadores locais e o setor privado.

A respeito do uso de tecnologias em criagdes, deve-se levar sempre em consideracao a
realidade da producdo e da produtividade de cada criagdo. Estes implementos devem ser
incorporados de forma gradual, com adequagao aos novos custos de producao.

A grande parte dos pacotes tecnoldogicos modernos sobre os conceitos de produgdo
pecuaria foram elaborados para os paises economicamente avangados, portanto, sua aplicacao
em sistemas ambientais, sociais ¢ econdmicos distintos como as condi¢des existentes na
Africa Subsahariana requerem certos ajustes. Assim, faz se necessario adequar as tecnologias
a novas realidades conforme o nivel de desenvolvimento das forgas produtivas e capacidade
economica de cada um, ou de acordo com as caracteristicas inerentes de cada regido.

Assim, os estudos sobre as caracteristicas das criagdes do setor de produgdo de carne
bovina na Regido Sul de Mocambique, considerando os diferentes estadgios tecnoldgicos
atingidos pelos seus criadores, podem contribuir ainda mais para o reconhecimento das
dificuldades inerentes a este setor produtivo, suas limitagdes e assim permitir o planejamento
das a¢des corretivas.

Em relacdo a faixa etaria dos criadores entrevistados, foi observado que 94,6% (n =
105) tém mais de 25 anos de idade e em relagdo a escolaridade foi verificado que apenas 2,7%
(n = 3) possuem o ensino basico completo (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas dos criadores de bovinos entrevistados nas provincias de Maputo,
Gaza e Inhambane, na Regiao Sul de Mogambique, 2010.

Respostas em ordem de frequéncia

Variaveis analisados Primeiro % Segundo %  Terceiro %

Idade em anos >25 94,6 <25 5,4

Escolaridade Ensino basico 2,7 Ensino 3,6 Sem 93,7
Médio escolaridade

Profissdo Agro-pecuario 54,1 mineiro 40,8 vendedor 5,1

Experiéncia (anos) > 20 50,5 11-20 28,8 1-19 20,7

Atualizacdo da .

atividade produtiva Sim 42,3 - . )

Fonte de inforrnau;ﬁo1 Produtores 82,0 Tecmc~o s da 53,0 - -
extensao

Tema de preferéncia ~ Manejo geral 73,0 Reprodugdo 21,0 Alimentar 6,0

Producao e . . . . .

Produtividade Nao diferencia 96,4 Diferencia 36 - -

Experiéncia familiar Tra@gao 29,7 1%vez 70,3

familiar

1 : . ~
O entrevistado respondeu mais de uma opgao.

O conhecimento da distribuicdo dos criadores quanto a faixa etaria e nivel de
escolaridade ¢ importante para adequacdo das abordagens técnicas e também do tipo de
linguagem a ser utilizada em programas educacionais, de forma a permitir a absor¢ao da
informacao por parte dos beneficiarios de uma determinada regiao.

Dentre os criadores entrevistados foi verificado que 54,1% (n = 60) se consideram
agro-pecudrios de profissao, isto €, se dedicam a agricultura e pecuaria para o seu sustento.
Outras atividades referenciadas como principais foram: comércio de produtos diversos 27,9%
(n = 31), sendo que destes 9,9% (n = 11) se declarou ser também lider comunitario, além de
1,8% de funcionarios publicos que trabalham nas propriedades estatais. Tirando os
funcionarios publicos, todos os criadores entrevistados relataram que a produgdo de bovinos
ndo € a sua Unica fonte de renda, ou seja, a atividade de criacdo de bovinos ¢ caracterizada,
nesta regido, como uma atividade complementar ao sustento familiar dos criadores.

Um ponto importante que foi abordado nas entrevistas retrata o tempo de experiéncia
dos entrevistados no setor pecudrio. A esse respeito, foi observado que 29,7% (n = 33) dos
entrevistados tém experiéncia de criagdo na familia, 70,3% (n = 78) estdo a criar pela primeira
vez e segundo suas palavras, gragas ao programa de repovoamento pecuario (Tabela 2).

Em relacdo a forma de atualizacdo na area de atividade, o principal meio relatado
pelos criadores foi através das conversas informais com outros criadores ou dos técnicos agro-
pecuarios dos Servigos Distritais das Atividades Econdmicas. As lojas que comercializam
produtos agro-pecuarios foram citadas como fonte de informagdo por alguns criadores e
outros relataram obter informagdes através dos criadores mais experientes. Esta situacao
refor¢ca a necessidade de aumentar as agdes dos técnicos agro-pecuarios, principalmente dos
servicos de extensdo rural, sejam eles estatais ou das organizagdes ndo governamentais
(ONG’s) e a necessidade de cursos direcionados para aperfeicoamento e treinamento dos
produtores.

A forma com que os criadores buscam a sua atualiza¢do na area de atividade pode
demonstrar certo descrédito e falta de confianga nas autoridades responsaveis pela gestdo da
pecuaria nacional em geral.
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Quando estes foram questionados sobre qual o tema de preferéncia na atualizagdo da
atividade pecuaria, 73,0% (n = 81) disseram que buscam informag¢des sobre o manejo
higiénico-sanitario em geral do rebanho ¢ tema como o manejo alimentar foi relatado por
27,0% (n = 30) dos entrevistados (Tabela 2).

Observou-se que 50,5% (n = 56) dos entrevistados apresentam mais de 20 anos de
experiéncia no setor bovino, fato que pode estar relacionado a passagem da criacdo na forma
de heranca familiar, ou pelo surgimento de novos empreendedores no setor pecuario devido
ao repovoamento pecuario iniciado na década de 90 (Tabela 2).

Foi constatado que 96,4% (n = 107) dos criadores ndo tem conhecimento sobre os
conceitos de produg¢do e produtividade, demonstrando, desta forma, que estes ndo gerenciam a
sua produgdo pecuaria como uma empresa rural, mas como um tipo de “prestigio social na
comunidade”, sem se preocuparem com a rentabilidade, ou possiveis lucros com a cria¢do de
animais.

Em relagdo a percepc¢ao dos criadores sobre a atividade pecuaria exercida por eles,
observou-se que 49,5% (n = 55) consideraram como principal entrave da producdo de
bovinos, o custo/beneficio da producdo em relacdo aos criadores, seguida pela mao-de-obra,
38,7% (n = 43), qualidade das pastagens ao longo do ano 11,7% (n = 13) (Tabela 3). Outros
fatores apontados como entraves para a produ¢do pecudria foram a falta de priorizagdo do
setor pecuario, em particular, a falta de linha de crédito agrario com juros bonificados, o que
dificulta uma melhor estruturacdo das criagdes pecudrias para superar as dificuldades da
producao de bovinos e sua comercializagao.

Estes resultados demonstram as questdes importantes que envolvem a produgdo
pecuaria nas criagdes na Regido Sul de Mogambique, e que sdo semelhantes na maioria dos
paises da Africa subsahariana, onde o setor familiar pratica a producdo animal em moldes
tradicionais (JONGEJAN et al., 1988; CHILONDA, et al., 1999).

Dentre as questdes higi€nico-sanitarias do rebanho, as doengas transmitidas por
carrapatos foi o problema mais referenciado pelos criadores 78,4% (n = 87), (Tabela 3),
seguida pelos processos pulmonares caracteristicos de pneumonia 42,3% (n = 47). Oito
virgulas um porcento dos entrevistados também relataram a ocorréncia de animais que
urinavam sangue. Quando perguntados sobre a principal doenca que acometia o rebanho, os
criadores destacaram as doengas transmitidas por carrapatos, citadas por 87,4% (n = 97) dos
criadores. Esta constatacdo demonstra a importancia destas doengas na regido estudada e a
relevancia de pesquisas e extensdo veterinaria sobre o assunto em analise.

O resultado do presente estudo disponibiliza novas informagdes que podem ser
utilizadas para um novo direcionamento dos técnicos agro-pecuarios que atuam a nivel
distrital, assim como para os gestores da pecuaria do nivel provincial e nacional, bem como
para os pequenos criadores de bovinos de carne, também podera facilitar o planejamento de
programas estratégicos e praticas preventivas e de controle das diferentes espécies de
carrapatos presente na regiao.

Em relacdo a prevencao de doengas no rebanho através da vacinagao, observou-se que
100% (n = 111) dos criadores entrevistados disseram cumprir com as vacinagdes obrigatorias
do rebanho para a Febre Aftosa, Carbunculo Hematico, Sintomatico e dermatose nodular,
realizadas através das campanhas perioddicas por entidades oficiais do governo, (Tabela 3).
Importante ressaltar que as questdes higi€nico-sanitarias em relagdao as vacinagdes sao iguais
em todo o pais, visto que as entidades governamentais sdo responsaveis pela compra
distribuicao e execugao das vacinagdes obrigatdrias.

No contexto das hemoparasitoses, a infestacdo por carrapatos foi a mais referenciada
como sendo o principal problema 66,7% (n = 73) seguido pelas moscas hematofagos 22,7%
(n=25), (Tabela 3).
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A importancia que atribuida pelos criadores sobre a infestagdo por carrapatos pode
estar relacionada a maior visualiza¢do dos ectoparasitas nos seus animais, o que contribuiu a
ampliacao da gravidade do problema por parte dos criadores.

Perguntados sobre qual ¢ a sua conduta diante da ocorréncia de animais com sinais de
doenga, foi verificado que 67,6% (n = 75) tentam resolver por conta propria, 28,8% (n = 32)
chamam técnicos da extensdo rural ou procuram ajuda aos criadores vizinhos mais proximos
(Tabela 3).

Tabela 3. Percepcdo dos pequenos criadores de bovinos sobre a atividade pecudria nas

provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mocambique, 2010.

Variaveis Repostas em ordem de frequéncia
analisados Primeira %  Segunda %  Terceira %
Egai\;zgf Custo/beneficio 48,8 Mao de obra 38,7 Alimentagao 12,5
Principal doenca bAeE)aez liissr:ose © 78,4 Trypanosomiase 12,5 Diarreias 8,7
Vacinagio Obrigatorias e 109 .- .
¢ brucelose ’

iigasx:nr;als Carrapato 66,7 Mosca 22,7 gastrointestinais 10,7
Diante de um D L.
problema de satide Empregado 67.6 Proprietario 28.8 Chama tesmco 3.6
1o rebanho resolve resolve da extensao
Perspectiva futura
para o produtor de Pessimista 63,1 Indiferente 24,3 boa 12,6
carne
Tem associagdo de ~ ~

ao 63,0 Naio sabe 37,0 - -

produtores de carne

1 : . ~
O entrevistado respondeu mais de uma opg¢ao

Com o objetivo de avaliar indiretamente a satisfacdo dos criadores de bovinos sobre o

setor pecuario, estes foram questionados sobre sua perspectiva em relacdo ao futuro do
pequeno criador de bovinos de carne na sua provincia e na Regido Sul de Mogambique. As
respostas foram: 64,0% (n = 71) dos entrevistados tiveram uma visdo pessimista, contra
12,6% (n = 14) com uma boa perspectiva, e 24,3% (n = 27) se mostraram indiferentes,
(Tabela 3).

Em relacdo a percep¢do dos criadores quanto a participacdo das associagdes ou
Organizacdes Nao Governamentais (ONGs) junto aos criadores, 63,1% (n = 70) responderam
haver colaboragdo, dos quais 71,2% (n = 79) relataram assisténcia veterinaria por
extensionistas da rede das ONGs, 42,3% (n = 47) relataram ter se beneficiados de
financiamentos através do Fundo Distrital de Desenvolvimento Local.

Perguntados sobre quais sdo os aspectos que a extensdo rural deve melhorar em
relacdo ao criador, 100% (n = 111) destacaram a assisténcia veterindria e o controle de
carrapatos como pontos principais. O destaque dado pelos criadores entrevistados em relagao
a necessidade de melhorar a assisténcia veterindria refor¢ca a importancia das doencas
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transmitidas por carrapatos e outros artropodes, demonstrando que os proprios criadores
acreditam que o conhecimento técnico e a sua aplicagdo na produgdo pecudria podem
melhorar a sua condi¢ao economica.

No cendrio atual de Mogambique, com a economia de mercado e transformagdes
tecnologicas, a busca por produtividade e qualidade do produto final se faz necessario.
Aqueles que ndo se adaptarem a atual realidade, enfrentaram sérios problemas para se
afirmarem e se tornarem competitidores neste novo cenario de mercado de consumo cada vez
mais exigente.

Em relagdo percepcao dos criadores sobre a biologia dos carrapatos foi observado que
91,9% (n = 102) dos entrevistados relataram que a Ubere, a regido da virilha e anal, além do
escroto sdo os locais mais afetados, seguido pelo pescogo 54,1% (n = 60), orelhas e axilas
7,2% (n = 8). Resultados semelhantes foram descritos por Rocha et al. (2006), que
verificaram que as regides da ubere, perianal, pescogo, cauda e barriga, axilas e virilha ou
partes baixas s3o0 os locais dos bovinos mais infestados por carrapatos, (Tabela 4).

Tabela 4. Percep¢do dos pequenos criadores de bovinos entrevistados nas provincias de
Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique sobre a biologia dos carrapatos,
2010.

Repostas em ordem de frequéncia

Variaveis analisados Primeira %  Segunda %  Terceira %
Regido 1d0 cOTpo Mmais Ubere 91,9 Pescogo 68,0 Orelhas 46,8
afetada
Causa da predilegao Nao sabe 100,0 - - - -
Tempo de vida Nio sabe 100,0 - - .
parasitaria
Tempo de vida nas .
pastagens Nao sabe 100,0 - - - -
Estagdo do ano de
maior incidéncia de Tem;N)O de chuva 100.0 - _ _
carrapato (Verao) ’

Numero de ovos/fémea N4do sabe 100,0 - - - -
N® espécies que Nio sabe 100,0 ] ]
parasitam bovinos
Espécies
Estagios x Espécies diferentes/ 100,0 - - - -
Nao sabe

Animais mais
resistentes a infestagdo  Sabe 100,0 - - - -
por carrapatos

Predadores’ Gavido 79,0 Outros passaros 55,0

'0 entrevistado respondeu mais de uma opgao.

No presente estudo, 100% (n = 111) dos criadores ndo souberam explicar a razdo da
predilecdo dos carrapatos por tais locais. Estes resultados diferem dos reportados por Rocha et
al. (2006) em que os entrevistados responderam locais mais protegidos, 27,9% (n = 31) em
funcdo da pele, 16,2% (n = 18) por serem mais proximos do chdo, 12,6% (n = 14) por ser
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regido de pélo mais fino e diferem também por aparecerem outras respostas como regido mais
quente do corpo do animal ou fresca.

O conhecimento do ciclo biologico dos carrapatos envolvidos € importante para que o
criador compreenda melhor as estratégias de seu controle e possa assim atuar nos momentos
mais adequados. Questionados sobre o tempo de vida parasitaria dos carrapatos, 100% (n =
111) dos criadores ndo souberam responder. Em relagdo ao tempo de vida dos carrapatos nas
pastagens, 100% (n = 111) também disseram ndo saber. Em Minas Gerais os resultados
obtidos por Rocha et al. (2006) sobre o desconhecimento dos criadores variaram entre 28% e
52% para tempo de vida parasitaria e tempo de vida nas pastagens, respectivamente.

Todos os criadores responderam corretamente em relagdo a época do ano de maior
incidéncia de carrapatos, o verdo, o que difere da situagdo observada no Brasil em que maior
incidéncia de carrapatos foi observada em duas épocas, seca e chuvosa (FURLONG, 1993;
MENDES et al., 2008).

Em relagdo ao numero de espécies de carrapatos que parasitam bovinos 100% (n =
111), afirmaram nao souberem, mas nomear as mais frequentes como sendo estrela azul,
marrou € marrou escuro em referéncia A. hebraeum, R. appendiculatum e R. microplus
respectivamente (Tabela 4). Esta situacdo se manteve quando os criadores foram perguntados
sobre a diferenciagdo entre espécies e estagios de desenvolvimento.

Perguntados sobre os predadores naturais dos carrapatos dos bovinos, 100% (n = 111)
dos criadores disseram conhecer alguns e, dentre os predadores relatados destacaram o gaviao
carrapateiro, (Tabela 4). Este resultado demonstra a capacidade de observagdao dos pequenos
criadores e que este conhecimento ¢ bastante difundido na regido estudada.

Os resultados obtidos no presente estudo a partir das respostas dos criadores sobre
questdes relacionados com a biologia dos carrapatos foram muito menos satisfatorios que os
observados entre os produtores de bovinos no Brasil (ROCHA et al., 2006).

Foi observado que 100% (n = 111) dos entrevistados ndo souberam estimar sobre o
nimero de ovos produzidos por fémea de carrapato, por exemplo, de Amblyomma hebraeum
ou Rhipicephalus microplus.

Os criadores mogambicanos demonstraram ndo conhecer a biologia dos carrapatos que
infestam os seus animais, deste modo, torna-se dificil estabelecer um programa de controle
eficaz. Esta situacdo se torna favoravel ao uso indiscriminado dos produtos quimicos
carrapaticidas e, consequentemente, o desenvolvimento de carrapatos resistentes a certos
principios ativos. Contudo, neste estudo 100% (n = 111) dos criadores reconheceram que os
bovinos de ragca Nguni mais conhecido por (“malhado” ou “boca negra™) sdo a mais resistente
a infestagdo por carrapatos do que quaisquer outras ragas.

A importancia dos carrapatos na sanidade dos rebanhos e produgdo pecuaria foi
relatada em 100% (n = 111) das criagdes visitadas e todos os criadores concordam que o
parasitismo por ectoparasitas causa perdas na producao de carne e desvalorizagdo do couro,
entretanto, ndo sabem quantificar ou estimar estas perdas, (Tabela 5).

No Brasil, resultados semelhantes foram relatados em 100% dos produtores também
acreditam que o parasitismo por R. microplus causa perdas na producio de carne e leite, que
estas perdas podem variar entre 75 ¢ 100% (ROCHA et al., 2006). As perdas na pecuaria no
Brasil foram quantificadas em mais de 500 milhdes de dolares norte-americanos (GRISI et al.,
2002).

Quando perguntados sobre de que formas os carrapatos dos bovinos podem causar
prejuizos, os criadores destacaram as perdas diretas por morte devido as doengas transmitidas
por carrapatos, perdas na qualidade do couro e indiretos devido a gastos secundarios por
aquisicdo dos antiparasitarios.

Ao ser indagado sobre qual ou quais as doengas seriam transmitidas aos bovinos pelos
carrapatos, 96,4% (n = 107) afirmaram ser “a malaria dos bovinos” equivalente a tristeza
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parasitaria bovina no Brasil e, 3,6% (n = 4) dos entrevistados citaram as babesioses,
anaplasmose, theileriose e ehrlichiose, (Tabela 5).

Os agentes etiologicos de tais doencas ndo sdao conhecidos por 96,4% (n = 107) dos
entrevistados, mas os sintomas mais citados foram os seguintes: perda de apetite, isolamento
do resto do rebanho, animais apaticos e tristes.

Tabela 5. Percepgao dos criadores de bovinos entrevistados nas provincias de Maputo, Gaza e
Inhambane, Regido Sul de Mogambique sobre a importancia de carrapatos na sanidade animal
e no processo produtivo, 2010.

Variaveis Repostas em ordem de frequéncia
analisados Primeira % Segunda %  Terceira %
Perdas diretas Sim 100.0 ) ) ) )
na produgdo de ’
animais
Quanto de Nao sabe 100,0 - - - -
perda (%)
Outros Doenga 95,0 Couro 45,0 Moscas 29,7
prejuizos1 hematofagos
Mecanismo de  Carrapatos 73,0 Mordedurade 47,0 Nao sabe 31,0
causa morte' cobras
Doenca
transmitida por  «pfa14ria” 06.4 Ehrlichiose ;¢ Outras doengas 3 ¢
carrapatos a0S  4o< bovinos ) ) )
bovinos'
Agentes Nao sabe 96,4 Conhece 3,6 - -
etiologicos
Sintomas de Perde 90,0 Palidez de d 3,6 Naiao sabe 6,4
doenca' apetite, mucosa, perda
. de producao
isola-se dos .
de leite
outros
Mortes no ano 748 0,0 252
anterior
Trata quando o q; go,0  ralidezde 6,3 Chama técnico 42,0
animal esta mucosa

N da extensdo
sem apetite

" O entrevistado respondeu mais de uma opgao.

De uma maneira geral, os criadores da Regido Sul de Mogambique demonstraram boa
percepcao dos prejuizos causados pelos carrapatos. Em relagdo ao conhecimento sobre as
doencas transmitidas por carrapatos observaram-se que a maioria dos entrevistados
desconhecia os possiveis agentes causadores e associada a esta informacao, destaca-se a falta
de diagnostico destas enfermidades, que podem acabar influenciando negativamente o criador
na escolha da droga apropriada a ser usada no tratamento dos animais acometidos e aliado a
auséncia de auxilio técnico adequado para este procedimento.

A falta de conhecimento dos criadores se refletiu ndo s6 no acompanhamento dos
problemas sanitarios dos seus rebanhos, mas também na falta de observagdo rotineira nos
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animais. Este fato pode ser observado, quando estes ndo souberam responder sobre a
ocorréncia de casos de doengas no rebanho, mas apenas sobre a ocorréncia de Obitos no
plantel, provavelmente devido a alguma enfermidade.

Os criadores que responderam sobre a ocorréncia de doencgas nos seus rebanhos,
informaram que a maior frequéncia ocorre em animais jovens e adultos importados.

Apenas 25,2% (n = 28) dos criadores disseram nao terem ocorrido casos de doengas
no rebanho a pelo menos um ano. Em relagdo a ocorréncia de mortes nas criagdes no ano
anterior ao do estudo, 74,8% (n = 83) reportaram ter ocorrido pelo menos uma morte no
rebanho, cuja causa foi desconhecida. Estes dados podem estar subestimados, visto que 90,0%
(n =100) dos entrevistados afirmaram ndo conhecer os sinais clinicos especificos das doencas
causadas por carrapatos, (Tabela 5). Varios criadores relatam que a caréncia alimentar no
inverno torna os animais mais debilatados e com isso favorecem o aparecimento da doenga.

Em relacdo ao momento que realizam o tratamento, 25,2% (n = 28) disseram aplicar o
medicamento quando o animal estd sem apetite e triste, 3,6% (n = 4) quando examinam as
mucosas e percebem que estdo palidas e outros 61,3% (n = 68) disseram ndo saber. Vale
salientar que, 97,3% (n = 108) dos entrevistados disseram receber assisténcia dos técnicos da
extensdo rural da rede publica ou dos outros criadores e 2,7% (n = 3) das criagdes tem
médicos veterinarios permanente nas propriedades.

Para o tratamento dos animais doentes 90% (n = 100) dos criadores ndo souberam
responder corretamente que medicamentos deveriam usar em caso de suspeita de doenga
transmitida por carrapatos. Dentre os produtos citados, aqueles a base de Oxitetraciclinas foi
referenciado por 6,4% (n = 7) e produtos a base de Diproprionato de Imidocarb por 3,6% (n =
4) (Tabela 6).

Todos os entrevistados afirmaram que a falta de diagnodstico dificulta a realizagdo de
um tratamento adequado e direcionado ao agente etioldgico causador da doenca, visto que a
indicagdo dos produtos utilizados ¢ dependente do correto diagnostico do agente patdgenico.

Tabela 6. Bases quimicas e produtos comerciais utilizados pelos criadores de
bovinos nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique
para o tratamento de animais com suspeita de doencas transmitidas por carrapatos,
2010.

Bases quimicas Nomes comerciais® Total %

Oxitetraciclina’ Terramicina LA 7 6.4
Dipropionato de

Imidocarb' Imizol 4 3,6
Nio conhece' - 100 90,0

'O entrevistado respondeu mais de uma opgio.

Estes fatos sugerem que, apesar de todos os criadores considerarem os carrapatos um
grande problema sanitdrio nas criagdes, nota-se que nao ha uma preocupacdo dos mesmos em
conhecerem o0s carrapatos transmissores de agentes etiologicos responsaveis pelas
enfermidades, para estabelecer um controle estratégico mais eficiente. O método mais
empregado para aplicacao dos produtos carrapaticidas ¢ o banho por pulverizagdo ou aspersao
utilizado por 78,4% (n = 87) dos criadores, seguido pelos produtos pour-on, utilizado por
19,8% (n = 22), imersdo ¢ utilizado apenas por 18,5% (n = 6) dos criadores e medicamentos
injetaveis por 1,8% (n = 2) dos criadores, (Tabela 7). Um fato curioso ¢ que o produto pour-
on ¢ comprado diretamente na Africa do sul pelos criadores ou seus familiares. A bomba
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costal foi o equipamento mais utilizado por 94,6% (n = 105) dos criadores entrevistados,
(Tabela 7).

Bianchi et al. (2003) demonstraram que o intervalo entre as aplicagdes € 0 uso
inadequado de produtos quimicos para pulveriza¢do também podem favorecer a ocorréncia da
resisténcia nas populagcdes de carrapatos.

Dos entrevistados, 29,7% (n = 33) afirmaram que sé aplicam os produtos
carrapaticidas quando eles conseguem visualizar os carrapatos nos animais infestados, 69,4%
(n="77) dos criadores disseram realizar o controle quinzenal, (Tabela 7).

Foi observado que 2,7% (n = 3) das criacdes fazem a escolha da concentracao segundo
orientagdo do fabricante, 94,6% (n = 105) se informam com vendedores e outros 1,8% (n = 2)
com outros criadores, (Tabela 7). Aparentemente, os criadores de bovinos tém maior cuidado
a respeito da dose no uso de produtos carrapaticidas, mas isto ndo significa dizer que eles
possuem preocupacao com residuos dos produtos no ambiente. Foi observado que alguns
corredores de tratamento estdo mal localizados com relagdo a fonte de bebedouros, (Tabela 7).

No presente estudo, nenhum criador relatou o uso de concentragdo maior do que a
indicada nas embalagens dos produtos carrapaticida. O uso de doses inferiores as
recomendadas pelo fabricante também nao foi relatado por nenhum produtor entrevistado,
mas o uso indiscriminado dos produtos carrapaticidas ¢ uma realidade e foi observada em
varios locais.

Todos os criadores disseram tratar todos os animais com carrapaticida no mesmo dia.
Também foi observado que 25,2% (n = 28) dos criadores pulverizam apenas areas do corpo
do animal que apresentam infestacdo de carrapatos e nao ao corpo todo.

Um aspecto muito importante observado foi a correta contencdo dos animais que
permite a aplicacdo adequada do produto, embora ndo sejam cumpridas na integra as regras.
A esse respeito foi verificado também que em 2,7% (n = 3) dos 11 locais onde as coletas
foram realizadas, sdo usados corredores de concreto para a aplicacdo dos produtos, o que
dificulta a aplicacdo da droga na parte ventral e axilas dos animais, locais preferenciais dos
carrapatos.

Rocha et al. (2006) verificaram uma melhor situacdo neste aspecto em Minas Gerais,
visto que 84% dos produtores faziam a contengdo adequada dos animais para realiza¢do dos
banhos carrapaticidas e 32% utilizavam mais de trés litros por animal.

Entre os entrevistados, 2,7% (3/111) relataram fazer banhos carrapaticidas
semanalmente, 26,1% (n = 29) em intervalo de 15 dias, 12,6% (n = 14) com intervalo de 21
dias, 10,8% (n = 12) mensalmente e 16,2% (n = 18) com intervalo de 2 meses, (Tabela 7).
Nota-se aqui a falta de orientacdo técnica no controle de carrapatos, mesmo assim, € preciso
considerar as diferentes realidades locais, bem como a base quimica utilizada e a eficiéncia da
droga em uso com base em conhecimento cientifico e técnico, para que se tomem decisdes
adequadas quanto ao calendario a seguir no controle dos carrapatos em bovinos.

Foi perguntado aos criadores sobre quem aplica o produto carrapaticida e 94,6% (n =
105) responderam que sdo os empregados e em 5,4% (n = 6) os gestores. A maioria dos
criadores, 98,2% (n = 109) disse ndo acompanharem a aplica¢do do carrapaticida e, 5,4% (n =
6) dos gestores acompanham aplicacdo das drogas, (Tabela 7). Esta situacdo demonstra
claramente a falta de preocupacdo dos criadores em garantir o uso adequado dos
medicamentos para que se obtenha um bom resultado. Isto pode favorecer a ocorréncia de
erros na prepara¢ao da solugdo carrapaticida ou mesmo na sua aplicacdo sobre os animais,
este aspecto faz reaviver mais uma vez a importancia dos encarregados dos tanques
carrapaticidas no pais.

Estes resultados mostram que os criadores aplicam os produtos carrapaticidas em
funcdo do grau de infestacdo e ndo considera nenhum critério técnico, o que resulta na
realizagdo de um numero excessivo de banhos carrapaticidas, como também verificados por
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Rocha et al. (2006). Neste sentido, perguntados sobre agdes que podem favorecer o
desenvolvimento de resisténcia a produtos carrapaticidas, 97,3% (n = 108) dos produtores nao
souberam responder e 2,7% (n = 3) disseram o uso continuo ou subdose de um mesmo
produto.

Dentre os criadores entrevistados, 100% (n =111) disseram ndo ter como evitar o uso
de qualquer produto carrapaticida, uma vez que eles usam qualquer produto que estiver no
mercado e que tenham condigdes de comprar. Relataram que nao tem preferéncias desde o
produto funcione bem e mate os carrapatos.

Segundo Bianchi et al. (2003) o uso inadequado de produtos para pulverizagao
também pode favorecer a resisténcia nas populagdes de carrapatos. A troca indiscriminada de
produtos carrapaticidas sem critérios pode favorecer a selecdo de populacdes resistentes de
carrapatos aos produtos carrapaticidas utilizados simultaneamente (FURLONG; MARTINS,
2000). A variagdo de fatores como raga, condigdo corporal, idade e estado fisiologico dentro
de determinadas criacdes devem ser consideradas como mais importante que entre
propriedades (BIANCHI et al., 2003). Apesar da grande maioria dos criadores nao
acompanharem a aplicagdo dos produtos carrapaticidas, 95,5% (n = 106) afirmaram serem
responsaveis na determinagdo do método de controle de carrapatos no seu rebanho. Quanto
aos motivos para troca de produtos carrapaticidas, 97,3% (n = 108) relataram a perda da
eficiéncia, ou por orientacdo dos técnicos da extensao rural ou em funcao do aparecimento de
produtos mais baratos no mercado e 2,7% (n = 3) para evitar o desenvolvimento de resisténcia
a determinado produto carrapaticida, (Tabela 7).

Com o objetivo de conhecer a satisfacdo dos criadores, estes foram perguntados se
estavam satisfeito ou ndo pelo método de controle de carrapato empregado em suas criagoes.
Dentre os 111 criadores entrevistados, 98,2% (n = 109) disseram nao estar satisfeitos, mas,
continuam criando porque faz parte da cultura da familia sendo teriam abandonado a
atividade. Apesar desta aparente insatisfacdo, os criadores esperam melhoria na gestdo dos
tanques imersdo comunitdrios onde a maioria dos criadores de bovinos leva os seus rebanhos
para o controle de carrapatos na regido. Nenhum criador se referiu ao residuo do produto
quimico na carne, contaminagao ambiental, processo de resisténcia e riscos de intoxicagao.

Segundo Furlong (1993), deve-se ter em mente a nao erradica¢do de carrapatos, mas
sim a busca por um equilibrio no controle que permita manter a imunidade contra os agentes
causais das doengas transmitidas por carrapatos e minimizacao das perdas economicas.

A respeito do controle estratégico de carrapatos e o desenvolvimento de resisténcia a
produtos carrapaticidas, o presente estudo deixa claro a falta de conhecimento dos criadores
sobre controle e a importancia da pressdo do uso dos acaricidas para selecdo de cepas de
carrapatos resistentes (KUNZ; KEMP, 1994).

Com relagdo a seguranca durante a aplicacdo dos produtos, perguntou-se sobre os
equipamentos de seguranga e protecao individual que os criadores conheciam, sendo que
apenas 5,4% (n = 6) citaram a mascara, luvas, oculos, botas de borracha e o macacdo. No
entanto, estes equipamentos nao sao utilizados e a justificacdo dada ¢ a faltam recursos para a
sua compra dos mesmos, 94,6% (n = 105) disseram ndo conhecer nenhum equipamento de
protecao a ser utilizado durante a aplicacdo de banhos carrapaticidas (Tabela 7). Estes
resultados foram superiores aos observados no Brasil em Minas Gerais, onde apenas 28% dos
produtores disseram ndo usar qualquer tipo de protecio (ROCHA et al.,, 2006), o que
configura um sério risco para a saude da pessoa exposta. Por outro lado, alguns dos
entrevistados relataram terem se sentido mal pelo menos uma vez depois da aplicacdo do
carrapaticida.
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Tabela 7. Percepg¢ao dos criadores de bovinos entrevistados nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique sobre o

controle dos carrapatos, 2010.

Repostas em ordem de frequéncia

Variaveis analisados Primeira % Segunda % Terceira %
Tipo de controle usado' Banho 78,4  Pour on 19,8 Injetavel 1,8
Equipamento utilizado' Bomba costal 78,4  Pour on 19,8 - -
Intervalo de aplicagdo do carrapaticida Quinzenal 69,4 Muita infestacao 29,7 - -
Escolha da dose Fabricante 94,6 Escolhe a dose 2,7  Vendedor 1,8
Animais sdo banhados todos no mesmo dia Todos 100,0 - - - -
Regides do corpo animal banhadas’ Todo corpo 100,0  Pour on 39,0 Injetavel 29,0
Contengdo dos animais durante o banho Sim 100,0 - - -
Animais banhados com 20L (5:1) Nao 100,0 11-20 26,0 >20 21,0
Intervalo entre os banhos (dias) De 15em 15 26,1 mensal 16,2 Semanal 2,7
Aplicagdo do carrapaticida Funcionario 94,6  Produtor 18,0  Administrador 5,4
Acompanhamento durante os banhos Nenhum 98,2  Produtor 26,0  Administrador 5,4
Motivo da mudanga de produto Perda da eficiéncia 87,0 EV1?:ar r? sisténcia/ 5,0  Produto mais barato 3,0

Indicacdo do vendedor
Causa de resisténcia ao carrapaticida1 Subdose 47,0 Uso continuo 39,0 Nao sabe 24,0
Resisténcia em sua propriedade Sim 82,0 Nao 18,0 - -
Orientagdo no controle de carrapatos O proprio criador 82,0 Vendedor 13,0  Técnico da extensdao 5,0
Conhece Equipamentos de Seguranga Macacao 55,0 Mascara 25 Luva 20
Uso dos equipamentos Nao usa 87,0 Usa 13,0 - -

'O entrevistado respondeu mais de uma opgéo
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A respeito das drogas carrapaticidas mais utilizadas pelos criadores entrevistados na
regido, predomina os produtos que associam piretrdides com organo-fosforados. O Amitraz e
a Cipermetrina foram as bases farmacoldgicas mais citadas pelos criadores e embalagens
observadas nas criagdes, seguido de Ivermectinas, (Tabela 8).

Tabela 8. Produtos carrapaticidas utilizados pelos criadores de
bovinos entrevistados nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane,
na Regido Sul de Mogambique, 2010.

Bases Quimicas Nomes comerciais®

Associacdes Flytion, Colosso, Controller e Cypermil
Lactonas Abamectina, Ivomec e Master LP
Fosforado Bernilene, Ectoplus, Diclorvos e Ectofos
Fipronil Ciperpour e Top Line

Produtos quimicos que estavam uso no periodo da coleta das informagdes

A falta de conhecimento, por parte dos criadores, sobre a biologia dos carrapatos e
sobre o controle estratégico pode ser considerado um dos fatores determinantes do atual
cendrio na utilizacdo dos carrapaticidas na regido estudada. Mesmo que os criadores tenham
um bom nivel de conhecimento sobre tais aspectos, € preciso que estes percebam a
importancia da utilizagdo do controle estratégico e praticas efetivas de controle de carrapatos
com base em critérios técnicos.

No caso do presente estudo, a situagcdo do banho carrapaticida deve ser trabalhada com
intuito de adequar a propor¢ao entre volume da suspensdao € o nimero de animais a serem
banhados, bem como a base quimica a ser utilizada. Ha necessidade de que profissionais
atuem junto aos criadores, com agdes educativas e informativas quanto a praticas adequadas
de controle dos ectoparasitas, o risco da utilizagdo de produtos quimicos tdxicos no rebanho
de carne e uso obrigatorio dos equipamentos de protecao individual.

Através do questionario investigativo, foi observado que, de uma forma geral em todas
as criacoes visitadas que a profilaxia e o controle de carrapatos nao era feito de forma
adequado e que nos locais onde ndo havia uma organizagdo entre os pequenos criadores a
metodologia empregada para o controle de ectoparasitos variava de acordo com a
conveniéncia de cada um. Ha uma disparidade na utilizacdo das bases quimicas, contudo foi
observada, maior utilizagdo dos piretrdides e organofosforados.

Quanto a periodicidade na aplicagdo dos produtos quimicos carrapaticidas, também
nao existe um periodo definido para sua aplicacdo. Cada comunidade aplicava segundo o seu
critério e necessidade, adotando o seu intervalo de aplicag¢do, que variava de uma semana ou
duas, conforme a abundancia de carrapatos, segundo os entrevistados. Durante as coletas nas
criagdes foi observada a infestacdo por carrapatos, em sua maioria, de todos os estagios
(larvas, ninfas e adultos).

O objetivo da producdo pecudria na maioria das criagdes ndo ¢ gerar renda. A criacio
constitui uma satisfagdo social da maioria dos pequenos criadores, mesmos aqueles com
efetivos superiores a 100 bovinos nao foi observada uma organizagdo administrativa que
garantisse uma gestado em moldes comerciais, com a exce¢ao de uma criagcdo da provincia de
Maputo, em que existe uma preocupacdo de rentabilizar a cria¢do, faltando apenas uma
assessoria técnica adequada para maior proveito da capacidade existente.
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4 CONCLUSOES

Agoes educativas e de conscientizagdo para os pequenos criadores sobre a importancia
das doencas transmitidas por carrapatos, do uso adequado de produtos quimicos e da
preservacao do meio ambiente e prote¢ao individual se fazem necessarios;

Foi observada uma baixa percepcao sobre a biologia das espécies de carrapatos, assim
como dos possiveis agentes patogénicos transmitidos por estes artropodes pela maioria dos
criadores entrevistados;

A falta de diagnostico adequado dos agentes transmitidos por carrapatos na regiao
estudada ¢ um fator que favorece ao uso indiscriminado de drogas terapéuticas e compromete
a eficiéncia do tratamento.
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CAPITULO II

PREVALKENCIA SOROLOGICA E DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Babesia
bigemina E Babesia bovis E FATORES ASSOCIADOS EM BOVINOS NA REGIAO NO
SUL DE MOCAMBIQUE
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RESUMO

A babesiose bovina ¢ uma enfermidade causada por Babesia spp., um protozodrio transmitido
por carrapatos da familia Ixodidae, sendo uma doenca de importancia econdmica para bovinos
nos tropicos. Em Mogambique ¢ transmitida por carrapatos das espécies Rhipicephalus
microplus, R. decoloratus, R. everts everts e Hyalomma marginatum rufipes e causada
principalmente por B. bigemina ¢ B. bovis. A doenca caracteriza-se por apresentar altas taxas
de morbidade e mortalidade nos paises de clima tropical e subtropical, e esta disseminada na
Regido Sul de Mocambique, onde a maioria dos rebanhos ¢ composto de bovinos importados
dos paises vizinhos. O presente estudo teve como objetivo investigar as variaveis sexo, idade
e origem geografica como fatores de risco associados a prevaléncia sorologica e diagnostico
molecular de B. bigemina e B. bovis em bovinos nas provincias de Maputo, Gaza e
Inhambane, Regido Sul de Mogambique, através das técnicas do ensaio de imunoadsor¢ado
enzimatica indireto (ELISA-i) e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Um total de 809 e
240 amostras de sangue de bovinos com e sem anticoagulante foram colhidas aleatoriamente
nas provincias e analisadas simultaneamente pelo ELISA-i e PCR. A prevaléncia geral de B.
bigemina e B. bovis foi de 71,8% (n = 581) e 76,6% (n = 620) pelo ELISA-ie 11,3% (n=27)
e 37,1% (n = 89) na PCR, respectivamente. Diferencas significativas nas duas infec¢des
foram observadas em funcao da idade e origem geografica das amostras. Os resultados da
presente pesquisa fornecem informacgdes valiosas sobre a epidemiologia da infeccdo por B.
bigemina e B. bovis em bovinos na regido estudada, que podera ser usada pelos gestores da
pecudria nacional no planejamento de futuras intervengdes em programas de controle desta
doenca.

Palavras-chaves. Babesia bovis, B. bigemina, bovinos, epidemiologia, Mogambique
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ABSTRACT

Bovine babesiosis is a disease caused by Babesia spp., a protozoan transmitted by ticks of the
Ixodidae family, being a disease of economic importance for cattle in the tropics. In
Mozambique it is transmitted by ticks of the species Rhipicephalus microplus, R. decoloratus,
R. everts everts, and Hyalomma marginatum rufipes and mainly caused by B. bigemina and B.
bovis. The disease is characterized by presenting high rates of morbidity and mortality in
countries of tropical and subtropical climates, and is widespread in southern Mozambique,
where most livestock is made up of beef cattle imported from neighboring countries. This
study aimed to investigate gender, age and geographical origin as risk factors associated with
serological prevalence and molecular diagnostic of B. bigemina and B. bovis in beef cattle in
the provinces of Maputo, Gaza and Inhambane, southern Mozambique, through indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA) and polymerase chain reaction (PCR). A total
of 809 and 240 blood samples from cattle were randomly collected and analyzed
simultaneously by i-ELISA and PCR. The overall prevalence of B. bigemina and B. bovis was
71.8% (n=581) and 76.6% (n = 620), by i-ELISA and 11.3% (n =27) and 37.1% (n = 89) by
PCR test, respectively. Significant difference in the two infections was observed according to
age and geographical origin of the samples. The results of this research provide valuable
information on the epidemiology of infection with B. bigemina and B. bovis in beef cattle in
the region studied, which can be used by domestic livestock managers in planning future
interventions in this disease control programs.

Key words. Babesia bovis, B. bigemina, cattle, babesiosis, epidemiology, Mozambique
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1 INTRODUCAO

A babesiose bovina ¢ uma doenga causada por parasitas hemoprotozoarios do género
Babesia, representados por Babesia bigemina e Babesia bovis os quais sdo transmitidos por
carrapatos. Essa doenga ¢ caracterizada por altas taxas de morbidade e mortalidade
(McCOSKER, 1981). B. bigemina e B. bovis sao conhecidas como sendo as espécies mais
importantes porque sao altamente prevalentes em regides tropicais e subtropicais e por causar
enormes prejuizos econdmicas na pecudria (BOCK et al, 1997; 2004). Embora B. bigemina e
B. bovis sejam filogeneticamente relacionadas e transmitidas pelos carrapatos Rhipicephalus
microplus, R. decoloratus, R. everts everts ¢ Hyalomma marginatum rufipes (DE MATOS,
2008), causam doencas notavelmente, diferentes em bovinos (BOCK et al, 2004).

A infeccdo por B. bovis ¢ geralmente mais grave e resulta em maior mortalidade entre
0s animais susceptiveis, provavelmente, devido a capacidade de eritrocitos parasitados
aderirem em microcapilares dos rins, pulmdes e cérebro, com consequente faléncia de 6rgaos
e choque sistémico (UILENBERG, 2006).

Os animais que se recuperam de infeccdo aguda tornam-se portadores assintomaticos,
servindo como reservatorios para infec¢ao de carrapatos vetores (BOCK et al., 1997; 2004).
Assim, a deteccdo de animais portadores e o diagndstico diferencial entre B. bigemina e B.
bovis ¢ de fundamental importancia para o manejo sanitario € ado¢ao de medidas de controle
estratégico (DE VOS; POTGIETER, 1983).

Tradicionalmente, a babesiose ¢ diagnosticada pela identificacdo dos parasitas através
do exame microscopico do esfregaco de sangue corados com Giemsa, no entanto, este método
ndo ¢ suficientemente sensivel para detectar os parasitas na fase subclinica ou cronica da
doenga.

Recentemente, com advento de técnicas moleculares baseadas na detec¢ao de acidos
nucléicos através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) demonstraram maior
sensibilidade e especificidade em relagdo aos testes de diagndstico tradicionais ja existentes
(FAHRIMAL et al, 1992; FIGUEROA et al, 1993a).

Por outro lado, os testes soroldgicos, incluindo o teste de ensaio imunoadsor¢do
enzimatico indireto (ELISA-1) ¢ capaz de detectar os anticorpos da classe IgG em animais
portadores e, portanto, sdo frequentemente usados em estudos soroepidemioldgicos
envolvendo maior nimero de amostras (BOSE et al., 1990). Consequentemente, uma
metodologia de combina¢do ELISA-i/PCR constitui uma poderosa ferramenta para pesquisas
epidemiologicas com alta precisao no diagnostico das infec¢des por Babesia spp.

Em meados da década de 1990 o governo da republica de Mocambique aprovou e
implementou um programa de repovoamento pecudrio tendo como base a importacdo de
bovinos dos paises vizinhos notadamente, das Republica da Africa do Sul ¢ do Zimbabwe
(MARTINS et al., 2008).

No entanto, este incremento na produ¢do de ruminantes no pais nao foi acompanhada
pela melhoria das condi¢des higi€nico-sanitarias nas criagdes, 0 que proporcionou a
ocorréncia de diversas doencas infeciosas. Dentre estas o destaque vai para aquelas
transmitidas por carrapatos, tais como, babesiose, anaplasmose, ehrlichiose e theileriose, as
quais influenciaram negativamente a eficiéncia produtiva e reprodutiva dos rebanhos
causando mortalidade acima de 50% dos animais na sua maioria importados (MARTINS et
al., 2008; SIMUUNZA et al., 2011; TEMBUE et al., 2011a).

Mocambique ¢ um pais que tem como base do seu desenvolvimento o setor agrario,
onde mais de 80% da populagdo do pais presta as suas atividades econdmicas, porém a
pecuaria tem encontrado entraves devido a alta ocorréncia de doengas transmitidas por
carrapatos em particular a babesiose bovina (MARTINS et al., 2008; TEMBUE et al., 2011a).
A producdo pecudria representa uma importante fonte de satisfagdo das necessidades
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alimentares duma parcela significativa da populagdo mogambicana em carne, leite e outros
derivados de origem animal, além de ajudarem nos trabalhos de campo como na lavoura,
transporte de pessoas e mercadorias diversas através de trac¢ao animal, também constitui a
principal reserva monetéria das familias rurais de baixa no pais Tembue ( 2011)’.

Devido a convivéncia humana juntamente com os bovinos, estes constituem a
principal fonte de infeccdo para carrapatos e estes por sua vez podendo infectar os seres
humanos (MAHONEY, 1975, MAHONEY; ROSS, 1972).

No entanto, informagdes sobre a prevaléncia de babesiose em bovinos sdo escassas em
Mocambique, portanto, a investigagao sobre levantamentos epidemioldgicos da babesiose
bovina ¢ benéfico para obter informagdes que possa servir de subsidio para os gestores da
pecuaria nacional, além de fornecer informagdes que possam auxiliarem na redugdo das
perdas econdmicas a pecuaria.

O presente trabalho teve como objetivo investigar as varidveis sexo, idade e origem
geografica como fatores de risco associados a prevaléncia sorologica e molecular de B.
bigemina e B. bovis em bovinos nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mocambique, através das técnicas do ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica indireto e a reacao
em cadeia de polimerase.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Diagnéstico sorologico

Para a realizacdo do teste de ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica indireto (ELISA-1)
para B. bigemina e B. bovis foram seguidas as padronizagdes descritas por Madruga et al.
(2001), com pequenas modificacdes. No teste foram utilizadas microplacas de fundo plano
(Costar 3590, Corning™ USA) de 96 orificios, sendo adicionados 100pL/pogo de antigeno’
soluvel diluido em sua concentracdo 6tima de reatividade (Spug/mL para B. bigemina e
20ug/mL para B. bovis) em tampdo carbonato-bicarbonato de soédio 0,05 M e pH 9,6. Apds
incubac¢do, durante 12 horas em camara imida a 4°C, o excesso de antigeno foi removido por
cinco lavagens consecutivas com tampao PBST 0,01 M pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20
(PBST20).

As placas foram bloqueadas com PBST20, acrescido de 5% de leite em p6 desnatado
Molico e incubadas em cadmara imida em estufa a 37°C, por uma hora, findo este periodo
foram feitas lavagens novamente como anterior para remog¢ao do agente bloqueante. Foram
adicionados, em duplicata, 100uL por poco os soros testes e soros de referéncia positiva e
negativa, na diluicao de 1:800 em PBST20. As micro-placas foram incubadas por 60 minutos
a 37°C em camara umida e a seguir, lavadas conforme descrito anteriormente.

Foram adicionado 100uL/poco do conjugado anti-IgG bovina acoplado a peroxidase
(Sigma Chemical®) na dilui¢io de 1:10.000 em PBST20 incubados durante 30 minutos a 37°C
em camara umida e em seguida foram feitas novamente lavagens como supracitado. Em
seguida, foi adicionado 50uL/pogo do substrato revelador do teste, ortofenil-enodiamina
(Fast-OPD; Sigma Chemical®) diluido em 4gua destilada, e incubado durante 10 minutos a
temperatura ambiente do laboratério. A reacdo enzimatica foi parada pela adicdo de
100pL/poco de acido sulfurico (H,SO4) 2,5N, e as microplacas foram lidas em

3 . ~
Comunicac¢do pessoal

* Gentilmente cedidos pelo Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Gado de Corte-MS).
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espectrofotometro multicanal para microplacas de 96 orificios (Labsystems iEMS Reader
MF) sob comprimento de onda de 492nm.

A atividade imunoldgica de cada soro testado foi calculada mediante a determinagdo
do valor com nivel de confianga de 99,5%, segundo metodologia descrita por Frey et al.
(1998).

Para corrigir o efeito da variacdo das densidades Opticas (DO) obtidas com a leitura de
cada placa testada, a média das densidades Opticas de cada placa foi multiplicada por 100 e
dividido pelo cutoff (média das DO dos soros testes x 100/cutoff). O resultado de cada soro
teste foi expresso na forma de Indice de Densidade Optica (IDO).

2.2 Diagnoéstico molecular

2.3.1 Extracao de acido desoxirribonucléico (DNA)

A extragdo do DNA foi realizada a partir das amostras com sangue total contendo
EDTA como anticoagulante utilizando o método de fenol-cloroférmio conforme protocolo
descrito por Sambrook et al. (1989) com pequenas modificacdes (Anexo A).

A concentragdo do DNA obtido de cada amostra foi quantificada por
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop®.

Em seguida o material foi acondicionado em freezer de -20°C até a realizagcdo dos
testes moleculares. Para a tristeza parasitaria bovina do total das amostras extraidas foram
utilizadas para as reagdes da PCR, 240 amostras num total de 80 amostras por agente. O
calculo das amostras foi feita de forma proporcional e estratificado por local de coleta usando
a mesma metodologia que foi usado para o calculo do tamanho da amostra segundo a equagao
descrita por Sampaio (2002).

2.3.2 Obtencao de DNA dos controles positivos

Para Babesia bigemina e B. bovis, o DNA controle positivo foi produzido por
inoculagdo experimental de bezerros esplenectomizados no Laboratério de Protozoologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)’

2.3.3 Determinacio da sensibilidade analitica das reacoes

A sensibilidade analitica da reacdo para B. bigemina e B. bovis foi avaliada por meio
de dilui¢des seriadas de um DNA positivo do animal com parasitemia conhecida. Para este
objetivo, foi feito primeiramente o calculo da parasitemia em lamina (IICA, 1987) e
hematimetria de um animal positivo para cada agente. Desta forma, foram realizados
esfregagos sanguineos em lamina, com sangue obtido por pung¢do da veia jugular e contagem
do nimero de hemacias em camara de Neubauer.

A lamina foi levada ao microscdpio Optico e trés campos foram examinados para fazer
uma média do namero de hemacias por campo. Posteriormente, foi determinado o percentual
de parasitemia por meio da contagem dos parasitos por campo, somando aproximadamente
863 e 22815 hemacias para B. bigemina e B. bovis respectivamente. Considerando o resultado
da hematimetria, foi obtida uma estimativa do nimero de parasitos por microlitro de sangue.

Ap6s a obtencdo do valor da parasitemia e considerando o volume de 200uL de
sangue utilizado para extracdo de DNA, o volume de DNA que foi obtido ao final da extragdo

> Gentilmente cedido pelo Laboratério de Protozoologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG.
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100pL e o volume de DNA usado para fazer a reagdo de sensibilidade da PCR 1uL, foram
estimados a capacidade de detecg¢do da técnica por meio de dilui¢des seriadas 1:10 do DNA
positivo em agua ultrapura DEPC (Treated water pyrogen free, DNAse/RNAse free, Cat.
Ne75-0024, Lot. Ne 450263, USA).

2.3.4 A reacgdo de amplificacio

Os pares de oligonucleotideos utilizados foram baseados na sequéncia do gene SS
rRNA de Babesia bigemina e Babesia bovis. Os quais codificam para a sequéncia de DNA da
regido 18S rRNA, (niimero de acesso no GenBank: X59604) para B. bigemina e (nimero de
acesso U06105) (LINHARES et al., 2002) e que flanqueiam um fragmento espécie especifico
de 458 e 541 pares de bases respectivamente.

Foram utilizados como primers os oligonucleotideos seguintes:

Primers (iniciadores) de Babesia bigemina (produto de 458 pares de bases).

{GAUSForword (5’-TGG CGG CGT TTA TTA GTT CG-3")
GAUS8Reverse (5-GCC AGC GAA AAG ACC CAA C-3)

Primers (iniciadores) de Babesia bovis (produto de 541 pares de bases).
GAU9Foword (5'-CTG TCG TAC CGT TGG TTG AC-3")
GAUIl10Reverse (5'-CGC ACG GAC GGA GAC CGA-3"),

No teste da sensibilidade para a PCR foi utilizado um Master mix universal e a
intensidade das bandas apresentaram um decréscimo regressivo conforme ia diminuindo a
concentracdo do DNA positivo mediante as dilui¢cdes seriadas. Foi utilizado a concentragdo de
0,25uM e 0,125uM de primers para B. bigemina e B. bovis respectivamente conforme
descrito por Linhares et al. (2002). Além disso, em fun¢do do surgimento de amplificagdes
inespecificas foi realizada uma PCR touchdow.

As reacdes da amplificacao para B. bigemina foram realizadas em um volume total de
25uL, empregando-se a seguinte mistura: 18,625uL de 4gua ultra pura; 2,5uL de tampao
(10x); 0,75uL, de MgCl,(50mM); 0,5uL. de ANTP (10mM); 0,25uL para cada iniciador
[primer Forward (20uM); primer Reverse (20uM)]; 0,125uL de platinum 7ag DNA
polimerase (Invitrogen) e 2uL. de DNA da amostra teste.

As amplificagdes foram processadas em um termociclador Mastercycler gradiente,
marca Axygen®, com um ciclo de desnaturacdo inicial de 94°C por 2 minutos; 40 ciclos de
94°C por 30 segundos de desnaturagdo; 40 ciclos de 57,2°C por 30 segundos de anelamento;
40 ciclos de 72°C por 60 segundos de extensdo e 1 ciclo de 72°C por 5 minutos da extensao
final.

As reagdes da amplificacdo para B. bovis foram realizadas também em um volume
total de 25uL, empregando-se a seguinte mistura: 18,625uL de 4gua ultra pura; 2,5uL de
tampao (10x); 1uL de MgCl,(50mM); 0,5uL. de ANTP (10mM); 0,125uL para cada iniciador
[primer Forward (20uM); primer Reverse (20uM)]; 0,125uL de platinum 7aqg DNA
polimerase (Invitrogen) e 2uL. de DNA da amostra teste.

As amplificacdes foram processadas em um termociclador Mastercycler gradiente,
marca Axygen®, com um ciclo de desnaturacdo inicial de 94°C por 2 minutos; 40 ciclos de
94°C por 30 segundos de desnaturagdo; 40 ciclos de 59,3°C por 30 segundos de anelamento;
40 ciclos de 72°C por 60 segundos de extensdo e 1 ciclo de 72°C por 5 minutos da extensao
final.

Os mixes para as reacoes da PCR foram preparadas em fluxo laminar (Trox®
Technik), previamente descontaminado com luz ultravioleta por 15 minutos.
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2.4 Eletroforeses de DNA em gel de agarose

As preparagdes de DNA das reagdes de amplificacdo foram submetidas a eletroforese
horizontal, em gel de agarose 1% contendo 0,5ug/mL de brometo de etideo, em tampao de
corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8§,0).

Um volume de 10pL de cada amostra, acrescido de 2uLL de tampdo de amostra azul
bromofenol foi aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 90V por 1 hora e para
a determinacdo do tamanho dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador de peso
molecular de 1kb ladder, Ludwig. Os produtos da PCR foram visualizados e fotogratados em

transluminador de luz ultravioleta acoplado a um aparelho analisador de imagens (L PIX
TOUCH).

2.5 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados, as amostras dos animais foram agrupadas em
diferentes categorias: faixa etaria (< 12 meses, > 12 a < 24 meses, > 24 a < 36 meses ¢ > 36
meses), sexo (macho e fémea) e origem geografica (Maputo, Gaza e Inhambane). Foram
feitas duas analises estatisticos diferentes.

Na primeira, foi feita uma triagem da positividade das variaveis independentes pelo teste
do qui-quadrado (Xz) ou exato de Fisher a nivel de significativa de 5%. Todas aquelas
varidveis que apresentaram associacdo significativa foram incluidas numa nova analise de
regressao logistica para construir um modelo multivariado.

O modelo multivariado de regressdo logistica foi aplicado para analises dos resultados
soroldgicos nas variaveis independentes (faixas etarias e origem geografica das amostras) em
funcdo do resultado soroldgico. Para este proposito os resultados foram analisados em nivel
dicotémico qualitativo (negativo = 0 e positivo = 1).

As razdes de chances ou Odds Ratio (OR) foram calculados para as varidveis
independentes que apresentaram significancia estatistico no teste le Também foi utilizado o
teste de McNemar para célculo do X2 dos pares discordantes entre o teste de ensaio de
imunoadsor¢ao enzimatico indireto (ELISA-1) e a reagdo em cadeia de polimerase (PCR).
Todas as analises foram realizadas usando-se o programa estatistico e computacional Rstudio
e BioEstat, versao 4.0 (AYRES et al., 2000).

3 RESULTADOS

Um total de 809 amostras de sangue de bovinos foram colhidas aleatoriamente nas
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mocambique e analisadas
simultaneamente pelo teste de imunoadsor¢do enzimadtico indireto (ELISA-1) e reacdo em
cadeia da polimerase (PCR).

A detecgdo de anticorpos anti-B. bigemina, B. bovis e infec¢do mista foi de 71,8% (n =
581), 76,6% (n = 620) e 66,1% (n = 535) pelo teste de ELISA-i, respectivamente. Os
resultados das andlises através do teste de ELISA-i1 foram avaliados e agrupados segundo os
fatores associados estudados, (Tabela 9). Diferencas significativas foram observadas em
alguns dos fatores analisados no teste Xz (p<0,05). No que se refere a faixa etdria, os animais
jovens com menor de 12 meses de idade apresentaram menor taxa de infeccdo por B.
bigemina e B. bovis estudados quando comparados com os animais mais velhos (p<0,05), o
que demonstra menor exposicao aos agentes estudados neste grupo etario, (Tabela 9).

O teste de sensibilidade da PCR para B. bigemina e¢ B. bovis apresentou uma
parasitemia de 0,01% e 0,5% ou 8,63 x 10* e 2,28x103, células parasitadas/pL de sangue, para
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B. bigemina e B. bovis, respectivamente segundo protocolo padronizado por Linhares et al.
(2002). O teste de diluig¢do seriada apresentou uma sensibilidade inicial até a diluigdo 10 x 10
> e 5x10% o que significa um limite de deteccao de B. bigemina e B. bovis de
aproximadamente duas células parasitadas/uL de sangue, respectivamente (Figuras 6 e 7).

PM 1 2 3 4 5
R - - L ok v %
458 pb—>» - - - - -

Figura 6. Limite de deteccio de DNA de B. bigemina pela PCR, em
amostras de sangue de bovinos experimentalmente infectados,
procedentes da Universidade Federal de Minas Gerais. PM- Peso
molecular 1kb (Ludwig); Linha 1 - 8,63 x 10* células parasitadas/uL,
Linha 2 - 8,63 x 10° células parasitadas/ul, Linha 3 -8,63 x 107 células
parasitadas/ul, Linha 4 - 8,63 x 10" células parasitadas/ul, Linha § —
8,63 x 10° células parasitadas/uL. A seta indicativa da banda de 458 pb
correspondente ao produto de amplificacao de B. bigemina. A analise foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE
pH 8,0, contendo brometo de etideo 0,5mg/mL.
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Figura 7. Limite de detec¢do de DNA de B. bovis pela PCR, em
amostras de sangue de bovinos experimentalmente infectados,
procedentes da Universidade Federal de Minas Gerais. PM- Peso
molecular 1kb (Ludwig); Linha 1 — 2,28 x 10° células parasitadas/ul,
Linha 2 - 2,28 x 10? células parasitadas/ul, Linha 3 — 2,28 x 10" células
parasitadas/ul, Linha 4 - 2,28 x 10° células parasitadas/uL. A seta
indicativa da banda de 541 pb correspondente ao produto de amplificacao
de B. bovis. A andlise foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose 1%, em tampdao TAE pH 8,0, contendo brometo de etideo
0,5mg/mL
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Tabela 9. Prevaléncia de anticorpos contra Babesia bigemina, Babesia bovis e co-infec¢ao
em bovinos detectado pela reagdo de imunoadsor¢do enzimatico indireto e fatores associados

nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique, 2010.

o . Babesia B. bigemina

Babesia bigemina bovis e B. bovis
Variaveis N n % n % n %
Prevaléncia 809 581 71,8 620 76,6 535 66.1
Idade (meses)
<12 114 51 44,7° 58 50,9° 45 39,5°
>12a <24 115 92 80,0° 96 83,5° 85 73,9°
>24a< 36 118 93 78,8° 97 82,2° 89 75,4°
> 36 462 345 74,7° 369 79,9° 316 68.,4°
Sexo
Fémeas 495 357 72,1° 379 76,6° 333 67,3"
Machos 314 224 71,3° 241 76,8° 202 64,3"
Provincias
Maputo 175 148 84,6% 147  84,0" 117 66,9*
Inhambane 184 142 77,24 138 75,0° 131 71,24
Gaza 450 291 64,7° 335 74,48 287 63,84

N = ntimero de amostras coletadas por fator, n = nimero de amostras positivas para Babesia

bigemina e B. bovis. Valores da mesma coluna seguidos da mesma letra ndo apresenta
. . . 2 .

diferenca significativa entre os fatores estudados pelo teste de 4~ ou Exato de Fisher em

nivel de 5% de confianca.

Bovinos infectados por B. bigemina e B. bovis foram encontrados em todas as
provincias estudadas. Ao avaliar as amostras conforme a origem geografica como um fator de
risco associado a soropositividade, observou-se diferenga significativa entre as provincias no
teste X2 (p<0,05), (Tabela 9). A taxa de prevaléncia de animais sororeagentes positivos para

B. bigemina e B. bovis foi mais alta na provincia de Maputo.

As razdes de chances para os bovinos de diferentes faixas etdrias e origem geografica
para a B. bigemina e B. bovis estdo representadas nas (Tabelas 10 e 11), respectivamente.

Tabela 10. Andlises da regressdo logistica das varidveis independentes em relacao
ao teste de ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto, para a Babesia bigemina
em bovinos nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mocambique, 2010.

Variaveis Babesia bigemina

independentes N n % OR IC a95% p-valor
Idade (meses)

<12 114 51 44.7 1

>12a <24 115 92 80.0 4.98 [2.76 a 8.99] 0.000
>24a<36 118 93 78.8 4.77 [2.67 a 8.51] 0.000
> 36 462 345 74.7 3.84 [2.49 a 5.92] 0.000
Provincias

Gaza 450 291 64.7 1

Inhambane 184 142 77.2 2.48 [1.62 a3.79] 0.000
Maputo 175 148 84.6 5.59 [3.36 29.30] 0.000

N = Numero total de amostragem fator; n = numero de amostras positivas; OR =
Odds Ratio ou chance de ocorrer; IC = intervalo de confianca.
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Tabela 11. Andlises da regressdo logistica das varidveis independentes em relacao
ao teste de ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto, para a Babesia bovis em
bovinos nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mogambique, 2010.

Variaveis Babesia bovis

independentes N n % OR ICa95%  p-valor
Idade (meses)

<12 114 58 50.9 1

>12a <24 115 96 83.5 0.22 [0.1220.84] 0.000
>24a<36 118 97 82.2 0.27 [0.1520.48] 0.000
>36 462 369 79.9 0.26 [0.17a0.41] 0.000
Provincias

Gaza 450 335 74.4 1

Inhambane 184 138 75.0 1.00 [0.67 a 1.48] 0.99
Maputo 175 147 84.0 0.37 [0.2320.60] 0.000

N = Numero total de amostragem fator; n = numero de amostras positivas; OR =
Odds Ratio ou chance de ocorrer; IC = intervalo de confianca.

As amostras positivas apresentaram, apos a reagdo de amplificagdo e leitura em gel de
agarose de 1%, bandas visiveis na altura de 541 pares de base, concordando com o controle

positivo para o agente em analise como indicado na (Figura 8).

541 pb

PM C+ 671 673 C-674 676 678 680 764 C- 772 774 780 786 789 C- 790 791

Figura 8. Eletroforese de gel em agarose 1%, dos produtos amplificados de DNA de Babesia
bovis pela técnica de PCR, em sangue de animais naturalmente infectados. PM: Peso
Molecular, C+: controle positivo, C-: controle negativo, de 671 a 791 sdo amostras testes. A
banda de 541 pb corresponde ao produto de amplificacao da sequéncia de B. bovis.

Das 240 amostras analisadas pelo teste da PCR para deteccao de B. bigemina ¢ B.
bovis observou-se que 10,0% (n = 24) e 37,1% (n = 89) foram positivos, respectivamente. A
infeccdo mista foi detectada em 7,5% (n = 18) das amostras analisadas (Tabela 12).
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Tabela 12. Frequéncia de deteccao de DNA de Babesia bigemina e Babesia bovis pela PCR
em amostras de sangue de bovinos segundo os fatores associados nas provincias de Maputo,
Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique e, 2010.

Babesia Babesia B. bigemina
bigemina bovis e B. bovis
Variaveis N n % n % n %
Prevaléncia 240 24 10,0 89 37,1 18 7,5
Idade (meses)
<12 31 2 6,5° 15 48,4° 3 9,7%
>12a <24 48 3 6,3 20 41,7% 2 4,2°
>24a< 36 43 3 7,0° 16 37,2% 3 7,0°
> 36 118 16 13,6" 38 32,2° 10 8,5
Sexo
Fémeas 154 14 9,1* 49 31,8° 11 7,1%
Machos 86 10 11,6* 40 46,5° 7 8,1°
Provincias
Maputo 80 4 5,0 35 43,8% 3 3,84
Inhambane 80 12 15,0 26 32,5% 9 11,3*
Gaza 80 8 10,0" 28 350" 6 7,5"

N = numero de amostras coletados por fator, n = nimero de amostras positivas para Babesia
bigemina e B. bovis. Valores da mesma coluna seguidos da mesma letra de legenda nao
apresenta diferenca significativa entre os fatores estudados pelo teste de Xz ou Exato de Fisher
em nivel de 5% de confianca.

Os resultados das frequéncias da positividade dos animais pela PCR também foram
divididas em quatro grupos etarios, sexo e origem geografica (Tabela 12). Nao foi observada
diferenca significativa nos fatores estudados no teste x> ou exato de Fisher a 5% de
significancia.

A andlise comparativa dos resultados obtidos pelo teste de ELISA-i e PCR demonstrou
uma concordancia em 6,7% (n = 16) para B. bigemina conforme a (Tabela 13). J& para B.
bovis a concordancia foi de 21,1% (n = 65) das amostras analisadas pelo teste ELISA-i e
PCR, (Tabela 13).

74



Tabela 13. Deteccao sorologica e molecular de Babesia bigemina e Babesia bovis pelo teste
de ELISA-i e PCR, em bovinos da Regiao Sul de Mocambique, 2010.

ELISA-i

PCR Total
+ -
+
B. bigemina 16 1 27
- 164 49 213
Total 180 60 240

Teste de McNemar com y~ dos pares discordantes igual a 49,6124 ¢ p<0,0001

ELISA-i
PCR Total
+ -
B. bovis * 65 24 89
- 105 46 151
Total 170 70 240

Teste de McNemar com x~ dos pares discordantes igual a 132,0229 ¢ p<0,0001

ELISA-i
PCR Total
+ -
B. bigemina e B. bovis - 4 8 12
- 213 15 228
Total 217 23 240

Teste de McNemar com y~ dos pares discordantes igual a 188,3077 e p<0,0001

4 DISCUSSAO

Babesia bigemina

A babesiose bovina é causada por protozoarios do género Babesia spp. transmitida por
carrapatos da familia Ixodidae e constitui uma doenca de importancia economica na produgao
pecudria nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (NORVAL et al., 1983). Os
resultados das andlises sorologicas das 809 amostras de bovinos da Regido Sul de
Mogambique foram agrupados em quatro faixas etarias (< 12; >12a <24;>24a<36¢ > 36
meses,), sexo (macho e fémea) e origem geografica (Maputo, Gaza e Inhambane), para
possibilitar uma melhor interpretagdo dos mesmos na regido estudada, (Tabela 9).

Nas provincias de Maputo e Inhambane nao foi observada diferenca significativa na
prevaléncia de anticorpos contra B. bigemina, as duas provincias apresentaram diferenga
significativa com relagdo a provincia de Gaza. Estes resultados classificam a Regido Sul de
Mocambique como sendo de estabilidade e instabilidade enzodtica para B. bigemina
conforme metodologia proposta por Mahoney e Hoss (1972).

A existéncia de areas de instabilidade enzodtica para B. bigemina no presente estudo
mostra que a taxa de transmissdo deste hemoparasito para animais adultos pelos carrapatos
vetores do género Rhipicephalus nao ¢ homogénea na regido (MAHONEY, 1975).

Com relacdo as faixas etarias maiores de 12 meses nao foram observadas diferengas
significativas nas prevaléncias para B. bigemina, (Tabela 9). Os resultados do presente estudo
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corroboram com outros estudos realizados em paises das regides tropicais e subtropicais
(JONSSON et al., 2008).

Nas regides da Africa Austral e Oriental, os estudos indicam a soroprevaléncia da
babesiose bovina variando de 19,5 a 94,0% em bovinos (MBATI et al., 2002, MTSHALI et
al., 2004, TEMBUE et al., 2011a).

Na Africa do Sul, estudos demonstraram que a prevaléncia de anticorpos anti-B.
bigemina variou de 62,4 a 94,0% (DREYER et al., 1998). No Quénia a prevaléncia de
bovinos com Babesia spp. foi de 37,1%, de acordo com estudos realizados por Okuthe e Buyu
(2000).

Em Mogambique hd poucas informagdes sobre a prevaléncia de B. bigemina. No
entanto, as informagdes sobre a distribui¢do da babesiose bovina sdo essenciais para a
elaboracdo de programas de controle estratégico adequado (ALFREDO et al., 2005;
MARTINS et al., 2008; TEMBUE et al., 2011a).

Num estudo recente foi observada uma soroprevaléncia de 71,8% para B. bigemina na
Regidao Sul de Mogcambique (TEMBUE et al., 2011a). Na mesma regido o estudo reportou
uma soropositividade de 84,6%, 77,2% e 64,7% para B. bigemina nas provincias de Maputo,
Gaza e Inhambane, respectivamente, (Tabela 9), Tembue et al. (2011a).

As prevaléncias observadas na presente pesquisa nos diferentes fatores de risco
estudados para B. bigemina sugerem o grande potencial de transmissdo dos carrapatos
transmissores na area estudada.

De acordo com Mahoney e Ross (1972), prevaléncias iguais ou superiores a 75,0% de
soropositividade caracterizam uma determinada drea como de estabilidade enzootica. Além
disso, indica que os animais se infectam antes de completar o primeiro ano de vida e sdo
constantemente re-infectados, deste modo, mantém o seu sistema imune sempre ativo contra o
agente em andlise. No presente estudo, a soroprevaléncia detectada na Regido Sul de
Mocambique, foi inferior a 71,8%, para B. bigemina, caracterizando a regido como uma area
de instabilidade enzooética para a babesiose bovina.

Um resultado epidemiologicamente importante foi observar que a partir da faixa etaria
maior de 12 meses a soroprevaléncia para B. bigemina ndo apresenta diferenca significativa
nas faixas etdrias dos animais mais velhos (p>0,05). Com relagdo aos bezerros, foi observado
que 44,7% (n = 51) foram reagentes para B. bigemina, porcentagem este percentual
apresentou uma associagdo significativa em relacdo aos resultados das faixas etdria maiores
de 12 meses.

De uma maneira geral, os resultados sugerem uma elevada taxa de transmissao do
agente nesta faixa etéria, visto o elevado nimero de bezerros imunizados naturalmente.

Os resultados demonstraram que as prevaléncias de animais soropositivos para B.
bigemina em toda regido estudada foram sempre crescentes em relagdo a categoria menor de
12 meses e que a partir de faixa etdria maior de 24 meses observa-se uma tendéncia de
estabilizacdo do crescimento da porcentagem da soropositivadade Tembue et al. (2011a).

No presente estudo, foi observado durante as coletas que o manejo dos bezerros varia
de criador para criador, tendo sido observado que existem criacdes que mantém o
confinamento dos bezerros por muito tempo entre 90 a 120 dias sem acompanhar os animais
adultos a pastagem, enquanto outros deixam os bezerros irem ao pasto ja nos primeiros 60
dias de idade.

Em regides que apresentam uma situagdo de estabilidade enzodtica, os animais em
crescimento na faixa etaria menor de 12 meses sdo infectados durante os primeiros meses de
vida, enquanto ainda estdo protegidos por anticorpos colostral (imunidade passiva),
permitindo assim o desenvolvimento da imunidade ativa sem manifestar sinais clinicos da
doenca.
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No entanto, num estudo realizado examinando bezerros com idade inferior a seis
meses (JONSSON et al., 2008), concluiram que sob condi¢des de alta infestacdo de carrapatos
pode ocorrer altas taxas de morbidade e mortalidade mesmo durante o periodo em que a
protecdo seja conferido pelos anticorpos maternais.

Quando os resultados foram avaliados em fun¢do do sexo, os soros de 495 fémeas e
314 machos foram observados que a soropositividade ndo apresentou diferenca significativa
no teste y> na regido estudada.

Os resultados soroldgicos que apresentaram significancia no teste qui-quadrado foram
analisados na regressdo logistica multivariada de forma categorizada (negativa = 0 e positiva
=1). Neste modelo foram incluidas todas as faixas etarias e a origem geografica das amostras.

Quando as variaveis independentes foram submetidas 4 analise multivariada, todas
apresentaram uma associacao significativa p = 0.000, para B. bigemina. Foi observada uma
forte associagdo significativa entre as faixas etdrias assim como a origem geografica dos
animais para B. bigemina. O fator de risco de infeccdo por agentes transmitidos por carrapatos
em bovinos se mostra presente em relacdo a faixa etdria e a origem geografica dos animais.
Foi observado que chance de ocorrer infeccdo Odds Ratio (OR) foi fortemente afetado pela
idade e a origem dos animais.

Os animais da faixa etdria maior de 12 meses e menor ou igual a 24 meses
apresentaram 4.98 vezes mais chances de esta infectar com relacdo aos demais grupos etarios.
A mesma tendéncia foi observada com relagao a origem dos animais, a provincia de Maputo
foi aquela que apresentou maior chance de infec¢do, em torno de 5.59 vezes mais chances de
se infectaram contra 2.48 vezes observadas na provincia de Inhambane, (Tabela 10).

Das 240 amostras analisadas pelo teste da PCR para detec¢do de fragmentos de DNA
B. bigemina foi observado que 10,0% (n = 24) apresentaram resultado positivo. Nao foi
observada diferenca significativa entre os fatores de risco estudados p>0,05. Este resultado
comprova a infeccao de bovinos por este protozoario na Regido Sul de Mocambique, tendo
apresentado frequéncia de positividade baixa.

No entanto, casos clinicos sugestivos de babesiose foram comumente relatados em
bovinos pelos criadores durante as coletas. A auséncia de sinais clinicos de babesiose pode
sugerir que a endemicidade de tais infeccdes nas areas estudadas e a frequéncia de animais
assintomaticos e portadores de infecgdes cronicas. Este grupo de animais podem servir
também como reservatérios e fonte de infecgdes aos carrapatos vetores (HOMER et al., 2000;
BOCK et al., 2004).

Na provincia de Maputo, Regido Sul de Mogambique, outros estudos usando a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) reportaram em propriedade leiteira, 90,0% de
infeccdo para B. bigemina, Martins et al. (2008).

Estes mesmos autores na provincia de Maputo observaram que a infec¢do variou entre
29,9 a 72,0% em criagdes de bovinos, para 0 mesmo agente etiologico (MARTINS et al.,
2010).

Os resultados dos testes sorologicos e moleculares foram discordantes na detec¢ao de
infeccdo por B. bigemina. No teste soroldgico foi observado que 75% (n = 180) das 240
amostras avaliadas foram positivas, mas as mesmas amostras quando avaliadas pela PCR, foi
observado que 68,3% (n = 164) foram negativas, por outro lado, das 60 amostras consideradas
negativas pelo teste de ELISA-1, 4,6% (n = 11) foi positiva na PCR. Esta discordancia pode
indicar duas situagoes:

A) Os animais conseguiram controlar o parasita e este ndo esta mais circulando no
organismo ou B) os animais foram submetidos a um tratamento com dipropionato de
imidocarb, uma vez que esta droga limpa os parasitos por completo na corrente sanguinea
(KUTTLER, 1975). C) Os animais durante a primo-infec¢do ndo apresentam IgG suficiente
para a detec¢ao no teste de ELISA-i.
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Estes resultados indicam uma discordancia substancial entre o teste de ELISA-i e o
molecular. Estas discordancias s3o normais de acontecer, pois nas infec¢des cronicas, 0s
anticorpos permanecem circulantes na corrente sanguinea do animal por um longo periodo,
mesmo apds o tratamento e recuperacdo do animal infectado e sdo esses anticorpos circulantes
que sao detectadas durante os exames soroldgicos, enquanto na PCR a técnica detecta o DNA
do parasita circulante no momento da coleta das amostras.

Babesia bovis

Nas provincias foi observada prevaléncias de 84%, 75% e 74,4% para Maputo, Gaza e
Inhambane, respectivamente. Estas porcentagens de animais com anticorpos contra B. bovis,
ndo revelou diferenca significativa entre Gaza e Inhambane, mas estas duas provincias
diferiram significativamente da provincia de Maputo. Com estes resultados pode se classificar
as provincias de Maputo e Inhambane como tendo a estabilidade enzodtica, enquanto, a
provincia de Gaza como sendo aquela que apresenta instabilidade enzootica para B. bovis
conforme a classificagdo de Mahoney; Hoss (1972).

Entre as provincias, a diferenca observada na provincia de Maputo com relagdo as
provincias de Gaza e Inhambane podem ser devido ao sistema de manejo sanitario ou mesmo
da introducao recente de animais de areas livres de carrapatos para areas endémicas o que
pode ter influenciado nos resultados.

A caracterizacdo desta regido como de estabilidade enzootica para B. bovis era um
resultado esperado, pois na maioria das areas da Regido Sul de Mogambique abunda espécies
de carrapatos, vetores bioldgicos de B. bovis, como Rhipicephalus microplus, R. evertsi
evertsi, R. sanguineus, R. simus e Hyalomma marginatum rufipes, amplamente distribuidos
(GRAY; DE VOS, 1981; DE MATOS, 2008).

Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel inferir que o risco de ocorréncia de surtos
em animais adultos na regido estudada ¢ minimo, exceto, quando houver introdugdo de
animais provenientes de areas livres ou de instabilidade enzootica. Uma condigdo considerada
importante em estudos soroldgicos ¢ a idade dos animais, pois se ndo for considerada em
estudos soroepidemioldgicos pode mascarar os resultados e induzir a uma interpretagdo
erronea do verdadeiro status imunoldgico do rebanho bovino de uma determinada regido
(TEMBUE et al., 2011a).

Assim, no presente estudo, os resultados dos bovinos jovens com menor de 12 meses
foram incluidos nas anélises soroldgicas e moleculares. Estes resultados estdo de acordo com
a janela imunolodgica entre a imunidade passiva e o desenvolvimento da imunidade adquirida
pelos animais jovens, descrita para Babesia spp. em animais com idade até 120 dias de vida
(DE VOS, 1979).

De Vos e Jorgensen (1992) também verificaram a queda da imunidade colostral contra
B. bovis a partir do primeiro més de vida e nivel minimo observado no quinto més de vida dos
bezerros. Estes autores também verificaram que alguns bezerros demonstraram aumento nos
niveis de anticorpos séricos, atribuida a infeccdo natural, considerada importante para
manutenc¢ao da imunidade.

No presente estudo, foi observada uma baixa prevaléncia de bezerros soropositivos
para B. bovis em 50,9% (n = 58) de um total de 114 bezerros com idades entre zero a 11
meses na regido estudada, (Tabela 9). Esta situacdo sugere que, a partir desta idade se
encontre situacdo de estabilidade enzoodtica para este agente infeccioso, pois os animais ja
adquiriram imunidade ativa e que apds a primo-infeccdo, os animais permanecem
sorologicamente positivos para B. bovis por varios anos de vida (WRIGHT et al., 1990).

A importancia da idade em animais jovens também foi evidenciada em rebanho com
aptidao para carne por Alfredo et al. (2005) na provincia de Tete, centro de Mogambique.
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Estudos indicam que a regido centro Mogambique ¢ considerada instavel para B. bovis,
foi observado 39,1% de animais soropositivos, reportado por Alfredo et al. (2005). Este
porcentagem € muito inferior para atingir 75%, minimo para uma regido ser considerada de
estabilidade enzodtica (MAHONEY; ROSS, 1972). Relataram também prevaléncia crescente
até os 24 meses de idade. Entre os animais com idade superior a 24 meses 0os mesmos autores
relataram que a porcentagem da soropositividade variou entre 9 a 70,0% para B. bovis, nos
diferentes locais estudados e consideraram que o controle excessivo de carrapatos em animais
adultos ¢ o determinante da ocorréncia de criagdes com instabilidade enzodtica para este
hemoparasito.

Nos locais de estabilidade enzooética, presume-se que os carrapatos vetores encontrem
condigdes climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento durante a maior parte do tempo
durante o ano todo, o que possibilita a infec¢do dos bovinos desde os primeiros dias de vida.

Dentro das diferentes faixas etarias maiores de 12 meses nao houve diferenca
significativa. Na categoria de animais menor de 12 meses foi observada diferenca
significativa com as demais faixas etarias (p<0,05), (Tabela 9).

Em relagdo ao sexo, (Tabela 9), ndo foi observada diferenga significativa na
prevaléncia da soropositividade entre animais machos e fémeas na regiao estudada (p>0,05).

A falta de homogeneidade da infec¢do por B. bovis tem sido descrita em outras
regides, como na Africa do Sul o que faz variar o risco da ocorréncia de surtos de babesiose
grave ¢ até¢ fatal em diferentes locais (DREYER et al., 1998; MBATI et al., 2002). A
distribuicao de Babesia spp., parasita de bovinos, esta associada a presenca de carrapatos ¢ a
prevaléncia ¢ elevada nas provincias da Regido Sul do pais, (Tabela 9) (DE MATOS, 2008;
TEMBUE et al., 2011a).

Estudos indicam que casos isolados de surtos de babesiose por Babesia spp.
geralmente estdo relacionados a aumentos sazonais da populacao de carrapatos, falhas em seu
controle ou a introducdo de animais susceptiveis oriundos de areas livres de carrapatos,
independentemente, da raca bovina envolvida (MARTINS et al, 2008). A diferenca
significativa observada entre os animais jovens, quando comparada aos animais adultos pode
estar relacionada com a baixa taxa de inoculacdo de B. bovis pelos carrapatos vetores
(MAHONEY; MIRRE, 1971).

Os resultados soroldgicos que apresentaram significancia no teste qui-quadrado
foram analisados na regressao logistica multivariada de forma categorizada (negativa = 0 e
positiva =1). Neste modelo foram incluidas todas as faixas etarias e a origem geografica das
amostras.

Quando as varidveis independentes foram submetidas andlise multivariada, todas
apresentaram uma associacao significativa para B. bovis (Tabela 11). Foi observada uma forte
associagdo significativa entre as faixas etdrias, assim como a origem geografica para a B.
bovis. O fator de risco de infec¢do por agentes transmitidos por carrapatos em bovinos
estavam presentes em relacdo a faixa etaria e a origem geografica dos animais, foi observado
um Odds Ratio (OR) muito baixo que pode ser considerado fator de protegao.

Os animais da faixa etdria maior de 24 meses e menor ou igual a 36 meses
apresentaram (.27 vezes mais chances de se infectarem com relagdo aos demais grupos
etarios. Com relagdo a origem dos animais, a provincia de Maputo apresentou 0.37 vezes mais
chance de infec¢ao quando comparada com relagdo as outras provincias, (Tabela 11).

Das 240 amostras analisadas pelo teste da PCR para detec¢do de fragmentos de DNA
para B. bovis foi observado que 37,1% (n = 89) apresentaram resultado positivo (Tabela 12).
Nao foi observada diferenca significativa entre os fatores de risco estudados em nivel de
significancia de 5% no teste x” ou exato de Fisher. Este resultado comprova a infecgdo de
bovinos por este protozoario nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
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Mocambique, tendo apresentado frequéncia de positividade baixa, mas superior a positividade
observada para B. bigemina.

No entanto, casos clinicos sugestivos de babesiose foram comumente sendo relatados
em bovinos pelos pequenos criadores durante as coletas. A auséncia de sinais clinicos de
babesiose pode sugerir a endemicidade de tais infeccdes nas areas estudadas e a frequéncia de
animais assintomaticos portadores cronicos. Este grupo de animais podem servir como
reservatorios e fonte de infecgdes aos carrapatos vetores (HOMER et al., 2000; BOCK et al.,
2004).

Na provincia de Maputo, Regido Sul de Mocambique, Martins et al. (2008), através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) reportaram em criagdes leiteiras 82,0% de
infeccdo para B. bovis. Estes autores observaram também na provincia de Maputo em criagdes
de bovinos que a infeccdo para B. bovis variou entre 27,3 a 68,4% (MARTINS et al., 2010).

Os resultados dos testes sorologicos e moleculares foram discordantes na detec¢ao de
infeccdo por B. bovis (Tabela 13). O teste soroldgico revelou que 70,8% (n = 170) foram
positivas e 29,2% (n = 70) negativas das 240 amostras avaliadas, mas as mesmas amostras
quando avaliadas pela PCR, foi observado que 10,0% (n = 24) foram positivas na PCR, das
70 amostras consideradas negativas no teste de ELISA-1, e 43,8% (n = 105) consideradas
positivas pelo teste de ELISA-i foram negativas na PCR. Esta discordancia pode significar
duas situagoes:

A) Os animais conseguiram controlar o parasita e este ndo estd mais circulando no
organismo, B) ou os animais foram submetidos a um tratamento com dipropionato de
imidocarb, uma vez que esta droga limpa os parasitos por completo na corrente sanguinea
(KUTTLER, 1975; McHARDY et al., 1974). C) Os animais durante a primo-infec¢ao nao
apresentam IgG suficiente para a detecgdo no teste de ELISA-i.

Estes resultados indicam uma discordancia substancial entre o teste de ELISA-i e o
teste molecular. Estas discordancias s3o normais de acontecer, pois nas infec¢des cronicas, 0s
anticorpos permanecem circulantes na corrente sanguinea do animal por um longo periodo,
mesmo apds o tratamento e recuperacdo do estado de saude do animal infectado e sdo estes
anticorpos circulantes que sao detectados durante os exames soroldgicos, enquanto, na PCR a
técnica detecta o DNA do parasita circulante no momento da coleta da amostra.

A andlise comparativa dos resultados obtidos pelo teste de ELISA-i e PCR demonstrou
uma concordancia de 6,7% (n = 16) para B. bigemina, conforme demonstrado na (Tabela 13).
J& para B. bovis 27,1% (n = 65) das amostras foram positivas pelo ELISA-i e PCR (Tabela
13).

De acordo com os resultados da presente pesquisa tornou-se evidente que mais
pesquisas se fazem necessdrias para o monitoramento do agente etioldgico e verificacao da
dinamica de transmissdo do parasito nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, na Regido
Sul de Mogambique.

O conhecimento das informag¢des com relagdo aos niveis de anticorpos contra B.
bigemina e B. bovis e circulagdo destes agentes em bovinos nas areas estudadas ira
disponibilizar informag¢des que provavelmente poderdo ser utéis para os gestores da pecudria
nacional e compreensao do perfil imunologico dos rebanhos e contribuir no planejamento de
futuras intervengdes em programas sanitarios de prevencdo e controle estratégico de
carrapatos. Nestas circunstancias, mais estudos sdo necessarios e justificados, a fim de
monitorar os rebanhos com o objetivo de identificar os fatores de riscos para os rebanhos da
Regidao Sul de Mogambique.
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5 CONCLUSAO

Bovinos de diferentes faixas etdrias, diferentes origens geograficas e de ambos os
sexos foram positivos para Babesia bigemina e Babesia bovis ao ensaio de imunoadsor¢ao
enzimatica indireto e a reagdo em cadeia de polimerase, apresentando resultos que indicam a

instabilidade e estabilidade enzoodtica para B. bigemina e B. bovis respectivamente na regiao
estudada.
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CAPITULO III
PREVALENCIA SOROLOGICA E DIAGNOSTICO MOLECULAR

DE Anaplasma marginale E FATORES ASSOCIADOS EM BOVINOS
NA REGIAO NO SUL DE MOCAMBIQUE
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RESUMO

A anaplasmose bovina ¢ uma doenca infecciosa transmitida de forma biologica por carrapatos
vetores ¢ mecanicamente por artropodes hematofagos e fomites. E causada por Anaplasma
marginale, caracteriza-se por apresentar altas taxas de morbidade e mortalidade em paises
situados em regides tropicais, subtropicais e temperados. A doenca estd disseminada na
Regidao Sul de Mogambique, onde a maioria dos rebanhos ¢ composta de bovinos com aptidao
para carne. O presente estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia sorologica e a
frequéncia molecular de 4. marginale em bovinos das provincias de Maputo, Gaza e
Inhambane, Regido Sul de Mogambique. Para tal, 809 amostras de soro e 240 amostras de
DNA total de bovinos foram obtidos e testados por teste de ensaio imunoadsor¢do enzimatico
indireto (ELISA-1) e pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), respectivamente. O teste
do qui-quadrado (x*) a nivel de significancia de 5% foi utilizado para avaliar a associagdo
entre as prevaléncias e as varidveis sexo, idade e origem geografica dos animais. A
positividade geral foi de 76,5% (n = 619) e 79,2% (n = 190) no teste ELISA-i e PCR,
respectivamente. Uma associacao significativa (p<0,05) foi observada com relagdo a faixa
etaria e a origem geografica dos animais, respectivamente. Com relagdo ao sexo nao houve
associacdao significativa. Estes resultados indicam que a Regido Sul de Mocambique,
apresenta uma estabilidade enzooética para 4. marginale. Assim, o monitoramento dos animais
se faz necessario para o acompanhamento do status sanitario e epidemioldgico nos rebanhos
bovinos da regido estudada.

Palavras-chaves. Anaplasmose, Epidemiology, ELISA-i, PCR, Mocambique
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ABSTRACT

Bovine anaplasmosis is an infectious disease transmitted biologicaly by ticks vectors and
mechanically by arthropod vectors and fomites. It is caused by Anaplasma marginale, is
characterized by presenting high rates of morbidity and mortality in tropical, subtropical and
temperate region. The disease is widespread in southern Mozambique, where most cattle
herds are composed of suitability of meat. This study aimed to investigate the serological
prevalence and molecular frequency of 4. marginale in beef cattle in the provinces of
Maputo, Gaza and Inhambane, southern Mozambique. To this, 809 and 240 samples of
bovine serum and DNA were obtained and tested by an enzyme-linked immunosorbent assay
test (i-ELISA) and polymerase chain reaction (PCR), respectively. The chi-square (3°) test at
significance level of 5% was used to evaluate the association between prevalence and gender,
age and geographical origin of animals. The positivity rate was 76.5% (n = 619) and 79.2% (n
=190) in i-ELISA and PCR, respectively. Significant association (p<0.05) was observed with
respect to age and geographic origin of animals respectively. Sex there was no significant
association.These results indicate that the southern region of Mozambique has an enzootic
stability for 4. marginale. Thus, monitoring of animals is necessary to monitor the sanitary
and epidemiological status to prevent disease outbreaks

Key words: Bovine anaplasmosis, epidemiology, i-ELISA, PCR, Mozambique
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1 INTRODUCAO

A producao pecudria nacional tem crescido significativamente desde meado da década
de 90 em Mogambique, como resultado da aprovacdo e implementacdo do programa de
repovoamento pecudrio com recurso a importagao de animais dos paises vizinhos. No entanto,
este aumento na producdo de bovinos nao foi acompanhado pela melhoria das condigdes
higiénico-sanitarias em varias criagdes, o que proporcionou a proliferacdo e disseminagao de
de doengas transmitidas por carrapatos dentre as quais destacam-se a anaplasmose, babesiose,
ehrlichiose e theileriose. Estas doencas constituem um fator limitante na eficiéncia produtiva e
reprodutiva dos animais, além de causar altas taxas de morbidade e mortalidade (MARTINS
et al., 2008).

Anaplasmose bovina, causada por Anaplasma marginale, ¢ uma doenga infecciosa,
nao contagiosa. Esta ocorre em regides tropicais, subtropicais e temperadas em todo o mundo
(ALFREDO et al, 2005; JONSSON et al., 2008; TEMBUE et al., 2011Db).

A dindmica da infeccdo por A. marginale, depende de véarios fatores, incluindo a
capacidade de transmissdo vetorial, a susceptibilidade dos bovinos que podem variar entre
ragas, idade, condicdo fisiologica e o sistema imunoldgico do hospedeiro vertebrado
(SCOLES et al., 2005). Além disso, as condi¢des agro-ecoldgicas de cada regido geografica
também desempenham um papel importante (BOCK et al, 1997, JONSSON et al., 2008).

Dissemina-se através de picadas de carrapatos dos géneros Rhipicephalus spp.,
Hyalomma spp. e Dermacentor spp.. Outras formas de transmissao nao biologica incluem
meios mecanicos, por artropodes hematdfagos, tais como Tabanus, Stomoxys e mosquitos,
além de fomites (RECEVE; SWIFT, 1977; SCOLES et al., 2005) e transmissdo congenita
(POTGIETER et al., 1987) e fomites contaminados, como agulhas, aplicadores de brincos,
alicates de descorna e equipamentos de castracdo. A transmissdo transplacentaria de A.
marginale pode contribuir para a epidemiologia da anaplasmose bovina em algumas regides.

A. marginale provoca uma destrui¢do macica das hemacias em seus hospedeiros
vertebrados, promovida por células do sistema mononuclear fagocitdrio em orgaos como o
baco e figado (MAHONEY, 1975).

Assim, as infecgdes causadas por 4. marginale em bovinos € caracterizada por febre,
anemia, ictericia € em muitos casos, a morte pode ocorrer.

O diagnostico da anaplasmose bovina pode ser feito pela demonstracdo de A4.
marginale em esfregagos de sangue de animais clinicamente infectados durante a fase aguda
da doenca, mas nao ¢ confiavel para deteccao da infeccdo em animais assintomaticos. Nesses
casos, a infeccdo geralmente ¢ diagnosticada através de métodos indiretos ¢ muito importante
porque pode demonstrar a possibilidade da ocorréncia ou nao de surtos.

Os métodos indiretos, que detectam anticorpos contra antigenos de superficie da 4.
marginale, sao ferramentas essenciais para avaliar a prevaléncia e o estado imunoldgico dos
animais, bem como disponibilizar as informac¢des importantes que podem ser usadas para
controlar os principais vetores biologicos responsaveis pela transmissao da enfermidade
(MAHONEY, 1975; POTGIETER, 1979).

Os testes sorologicos mais comumente utilizados incluem o teste de aglutinagdo rapida
em cartdo, reagdo de immunoflorescencia indireta (RIFI) ¢ o ensaio de imunoadsor¢do
enzimatica indireto (ELISA-1). O teste ELISA-i tem sido reportado como o ensaio que
apresenta maior sensibilidade e especificidade, além de sua leitura ser automatizada
eliminando deste modo a subjetividade humana (KNOWLES et al., 1996; GITAU et al.,
1997; MADRUGA et al., 2001).

O presente estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia de anticorpos da classe
IgG contra A. marginale pelo teste ELISA-i e a frequéncia da infec¢do por meio da Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de soros e sangue de bovinos, de diferentes
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faixas etérias e de ambos os sexos provenientes das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane,
Regido Sul de Mogambique.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaio de imunoadsorcio enzimatica indireto (ELISA-i)

O teste de ELISA-i1 para 4. marginale foi realizado segundo protocolo descrito por
Madruga et al. (2000), com algumas modifica¢des pontuais.

No teste foram utilizadas microplacas de poliestireno de 96 orificios (Costar 3590,
Corning™ NY, USA). As cavidades das microplacas de fundo plano foram sensibilizadas com
adicao de 100uL de antigeno bruto soluvel de A. marginale, diluido em sua concentragdo
otima de reatividade de Spg/mL. Os antigenos foram diluidos em tampdo salino fosfatado
Tween 20, 0,1% pH 7,2 (PBST 0,1%), dispostos nas placas no volume de 100uL/poco, com
posterior incubagao “overnight” a 4°C.

O bloqueio das placas foi realizado adicionando 100uL/pogo de leite desnatado
musico a 5% diluido em PBST 0,1%. Em seguida as placas foram incubadas por uma hora em
estufa a 37°C, findo este tempo foram realizadas cinco lavagens com PBST 20. Soros
controles negativos, positivos e os soros testes foram diluidos na concentragdo de 1:800 em
PBST 0,1% e adicionados 100puL/poco em duplicatas nas placas, incubadas por 1 hora a 37°C.
Ap0s este tempo foram novamente lavadas como descrito anteriormente. Depois adicionado
100uL/poco do conjugado anti-IgG bovina ligado a peroxidase (Sigma Chemical®) na
diluicdo de 1:5.000 em PBST 0,1% e incubados durante 30 minutos a 37°C. Em seguida
foram feitas as lavagens das placas como anterior.

Apoés a adicdo de 50uL/pogo do substrato revelador do teste, ortofenil-enodiamina
(Fast-OPD; Sigma Chemical®) diluido em 4gua destilada, foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e a reagdo enzimatica foi parada pela adicdo de 100uL/pogo de acido
sulfarico (H,SOy4) 2,5N.

As micro-placas foram lidas em espectrofotometro multicanal para micro-placas de 96
orificios (Labsystems iEMS Reader MF) sob comprimento de onda de 492 nm.

O ponto de corte foi determinado como sendo duas vezes e meia (2,5) o valor da
média da absorbancia dos soros controles negativos, onde as leituras acima desse valor foram
consideradas positivas.

A atividade da reacdo imunologica de cada soro foi calculada pela determinagdo da
amostra teste e a propor¢do de soropositivos (A/P), considerando-se os soros controles
positivos e negativos, como referéncia, utilizando a seguinte equacdo matematica descrita por
Machado et al. (1997).

A/P = (média da absorvancia da amostra teste — média da absorbancia dos soros
controles negativos)/(pela média da absorbancia dos soros controles positivos — média da
absorbancia dos soros controles negativos).

2.2 Extracao do acido desoxirribonucléico (DNA) a partir de amostras de sangue
total

A extragdo do DNA foi realizada a partir das amostras com sangue total contendo
EDTA, utilizando o protocolo de extracio de DNA pelo método de fenol-cloroférmio
conforme descrito por Sambrook et al. (1989) com pequenas modificagdes (anexo A).

A concentragdo do DNA obtido de cada amostra foi quantificada por
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop®, em seguida o material foi
acondicionado em freezer -20°C até a realizacao dos testes moleculares.
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2.3 Obtenc¢ao do DNA do controle positivo

O sangue para a obtengao do DNA controle positivo para a Anaplasma marginale, foi
produzido por inoculagdo experimental de um bezerro esplenectomizado, no Laboratorio de
Prozootologia no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), Belo Horizonte®.

2.4 Determinacido da sensibilidade analitica das reacdes em cadeia da polimerase
para Anaplasma marginale

A sensibilidade analitica da reacdo para A. marginale foi avaliada por meio de
dilui¢des seriadas de um DNA positivo de um animal com parasitemia conhecida. Com este
objetivo, foi feito o calculo da parasitemia em lamina e hematimetria de um animal positivo
para o agente (IICA, 1987). Desta forma, foram feitos esfregacos sanguineos em laminas com
sangue obtido por puncao da veia jugular e contagem do niimero de hemdacias em camara de
Neubauer. A lamina foi levada ao microscopio Optico e trés campos foram examinados para
fazer uma média do numero de heméacias por campo. Posteriormente, foi determinado o
percentual de parasitemia por meio da contagem dos parasitos por campo, somando
aproximadamente 21.990 hemaécias. Considerando o resultado da hematimetria, foi obtida
uma estimativa do nimero de parasitos por microlitro de sangue.

Apo6s obtencdo do valor da parasitemia e considerando o volume de sangue utilizado
para extracdo de DNA 200uL, o volume de DNA que foi obtido ao final da extragdao 100uL e
o volume de DNA usado para fazer a reacao de sensibilidade da PCR 1uL, foram estimados a
capacidade de deteccdo da técnica por meio de dilui¢des seriadas (1:10) do DNA positivo em
agua ultrapura DEPC (Treated water pyrogen free, DNAse/RNAse free, Cat. Ne75-0024, Lot.
Ne 450263, USA).

2.5 Reacio da amplificagdo para Anaplasma marginale

Os pares de oligonucleotideos utilizados foram desenhados para identificar o gene que
codifica a proteina principal de superficie 5 (mspJ), cepa norte-americana de 4. marginale
Florida.

Foram utilizados como primers os oligonucleotideos seguintes:

Primers [ msp5 F (5’GCA TAG CCT CCG CGT CTT TC-3’)

(produto -458pb) 9 msp5 R (5’TCC TCG CCT TGC CCC TCA GA-3’)

Os quais codificam para a~sequéncia de DNA da regido 16S rRNA nuimero de acesso no
GenBank n°® M93392 e que flanqueiam um fragmento da espécie especifico de 458 pares de
bases (TORIONI et al., 1998).

O protocolo de reagdo de amplificagdo do fragmento do gene de 458 pares de bases de
16S rRNA para 4. marginale foi realizado em volume total de 25uL, empregando-se a
seguinte mistura: 5,5uL de 4gua ultra pura (DEPC), 12,5uL master mix, 2ul. de primers
Forward e Reverse e 3uLL de cada amostra de DNA teste. O mix da PCR para 4. marginale foi
preparado em fluxo laminar (Trox® Technik), previamente descontaminado com luz
ultravioleta por 15 minutos.

No teste da sensibilidade para a PCR de A. marginale foi utilizado um master mix
universal e a intensidade das bandas apresentaram um decréscimo regressivo conforme ia
diminuindo a concentragdo do DNA positivo mediante as diluicdes seriadas foi utilizado a
concentracao de 0,2uM de primers diferente de 0,8uM descrito por Torioni et al. (1998).

% Gentilmente cedido pelo Laboratério de Protozoologia — Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG
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No concernente ao gradiente de temperatura de anelamento testado, ndo foi observada
diferengas relevantes tendo se decidido pela manutencao da temperatura de 65°C, a mesma
que foi utilizada no protocolo original descrito por Torioni et al. (1998).

As amostras foram submetidas a um pré-aquecimento inicial a 95°C por 3 minutos, 35
ciclos de 95°C por 30 segundos de desnaturacao, 65°C por 58 segundos de anelamento, 72°C
por 30 segundos de extengdo e 72°C por 10 minutos da extensdo final. Os ciclos de
amplificacao foram realizados no Termociclador Mastercycler gradiente, marca Axygen®.

As reagoes foram realizadas em placas de poliestireno de 96 pogos, codigo 000032,
Ref. PCR-96M,. HS-C, Lot.100101-138, Axygen Scientific Inc. CA-USA.

2.6 Electroforese de DNA em gel de agarose

Apos as reagoes de amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1%, contendo 0,5mg/mL de brometo de etideo, em tampao de
corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2mM EDTA pH 8§,0).

Um volume de 10uL de cada amostra, acrescido de 2uL de tampao de amostra de azul
de bromofenol foi aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 90V durante 60
minutos. Os produtos da PCR foram visualizados e fotografados em transluminador de luz
ultravioleta, acoplado a um analisador de imagens (L PIX TOUCH).

2.7 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados, as amostras dos animais foram agrupadas em
diferentes categorias: faixa etaria (< 12 meses, > 12 a < 24 meses, > 24 a < 36 meses € > 36
meses), sexo (macho e fémea) e origem geografica (Maputo, Gaza e Inhambane), para este
agente as analises estatisticas foram feitas também segundo as locais de coleta.

Na primeiramente, foi feita uma triagem da positividade das variaveis independentes
pelo teste do qui-quadrado (Xz) ou exato de Fisher a nivel de significativa de 5%. Todas
aquelas varidveis que apresentaram associa¢ao significativa foram incluidas numa nova
andlise de regressao logistica para constru¢do um modelo multivariado.

O modelo multivariado de regressao logistica foi aplicado para analises dos resultados
sorologicos nas variaveis independentes (faixas etdrias e origem geografica das amostras) em
funcdo do resultado sorologico. Para este proposito os resultados foram analisados em nivel
dicotomico qualitativo (negativo = 0 e positivo = 1).

Os riscos relativos ou Odds Ratio (OR) foram calculados para as varidveis
independentes que apresentaram significancia estatistico no teste Xz. Também foi utilizado o
teste de McNemar para célculo do XZ dos pares discordantes entre o teste de ensaio de
imunoadsor¢do enzimatico indireto (ELISA-i) e a reagdo em cadeia de polimerase (PCR).
Todas as analises foram realizadas usando-se o programa estatistico e computacional Rstudio
e BioEstat, versdo 4.0 (AYRES et al., 2000).

3 RESULTADOS

Das 809 amostras de soros de bovinos avaliadas pelo teste de ELISA-i, 76,5% (n =
619) apresentaram anticorpos da classe IgG anti-Anaplasma marginale. A soroprevaléncia da
anaplasmose bovina nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mocambique e sua associacdo com os diversos fatores estudados estdo apresentados na
(Tabela 14). Associacdo significativa no teste Xz (p<0,05) foi observada no grupo etério
menor de 12 meses com relagdo aos demais grupos etdrios, demonstrando uma menor
exposicao ao agente nesta faixa etdria. Com relacdo ao sexo nao foi observada associagao
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significativa entre os sexos no teste Xz (p>0,05), demonstrando que a infec¢ao ¢ independente
do fator sexo (Tabela 14). Com rela¢do a origem geogréfica, diferenca significativa no teste
X2 ou exato de Fisher (p<0,05) foi observada, tendo as provincias apresentado a
soropositividade de 89,1% (n = 156), 68,4% (n = 308) e 84,2 (n = 155) para Maputo, Gaza e
Inhambane respectivamente (Tabela 14).

A frequéncia de bovinos sororreagentes para A. marginale nas localidades também
seguiu o mesmo perfil observado para as provincias. No entanto, a localidade Chicochane no
Distrito de Moamba, pertencente a provincia de Maputo teve a maior frequéncia de animais
soropositivos, com 93,8% (n = 45). Por outro lado, a localidade de Macalawane no Distrito
Chibuto, pertencente a provincia de Gaza, teve a menor frequéncia de bovinos soropositivos
com 47,9% (n =78), (Tabela 14).

Tabela 14. Prevaléncia de anticorpos anti-Anaplasma marginale em bovinos das
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mog¢ambique, detectados
pelo ensaio imunoadsor¢ao enzimatico indireto e fatores associados, 2010.

Positividade
Variaveis N n %
Prevaléncia 809 619 76.5
Idade (meses)
<12 114 72 63.2°
>12a<24 115 92 80.0°
>24a<36 118 98 83.1°
> 36 462 357 77.3°
Sexo
Fémeas 495 379 76.6°
Machos 314 240 76.4%
Maputo 175 156 89.1*
Chicochane 48 45 93.8*
Chobela 79 70 88.6"
Changalane 48 41 85.4°
Inhambane 184 155 84.24
Chitsuleta 61 50 82,0°
Nhamasso-Chambule 59 51 86,4b
Chissibuca 64 54 84,4°
Gaza 450 308 68.4%
Mazivila 104 92 88.5°
Macarretane 47 36 76.6°
Pontinha 136 102 75.0°
Macalawane 163 78 47.9¢

N = numero de amostras por fator, n = nimero de amostras positivas para
Anaplasma marginale. Os valores da mesma coluna seguidas de letras diferentes
mostram diferenca significativa entre os  grupos ou fatores (a, b, ¢, d ou A e B), no
teste X2 ou exato de Fisher (p<0,05).
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No teste de sensibilidade analitica da PCR utilizando sangue controle positivo, o
limiar de detecgdio foi de 0,3% ou 2,19 x 10°, células parasitadas/uL de sangue (Figura 9).

PM 1 2 3 4 5

458 pb—» D S e—

Figura 9. Limite de deteccdo de DNA de A. marginale pela PCR, em amostras de sangue de
bovinos experimentalmente infectados, procedentes da Universidade Federal de Minas Gerais.
PM- Peso molecular 1kb (Ludwig); Linha 1 - 2,19 x 10* células parasitadas/ul, Linha 2 -
2,19 x 10° células parasitadas/ul, Linha 3 -2,19 x 10% células parasitadas/ul, Linha 4 - 2,19 x
10" células parasitadas/uL, Linha 5 — 2,19 x 10° células parasitadas/ulL. A seta indicativa da
banda de 458 pb correspondente ao produto de amplificacdo de A. marginale. A analise foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE pH 8,0, contendo
brometo de etideo 0,5mg/mL.

As amostras positivas apresentaram, apds a reacdo de amplificacdo e leitura em gel de
agarose 1%, bandas visiveis em nivel de 458 pares de base, concordando com o controle
positivo para o agente em analise como indicado na (Figura 10).

PM C+ 758759 C-760 761 762 668 669 C- 670 671 673 674 676 C- 678 688

.~. b

155 b - - aEaEEs = e -

Figura 10. Eletroforese de gel em agarose 1%, dos produtos amplificados de DNA de 4.
marginale pela técnica de PCR, em sangue de animais naturalmente infectados. PM: Peso
Molecular, C+: controle positivo, C-: controle negativo, de 758 a 688 sao amostras testes. A
banda de 458 pb corresponde ao produto de amplificacao da sequéncia de A. marginale.

As razoes de chances nas varidveis independentes quanto a faixa etaria e a origem
geografica dos animais, analisadas no modelo multivariada para 4. marginale estdo expostos
na (Tabela 15).
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Tabela 15. Analises da regressao logistica das variaveis independentes em relacao ao teste de
ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto para Anaplasma marginale em bovinos segundo
local de coleta, na Regido Sul de Mogambique, 2010.

Variaveis Positividade

Independentes N n % OR IC a 95% p-valor
Idade (meses)

<12 114 72 63.2 1

>12a<24 115 92 80.0 3.46 [1.80 a 6.65] 0.000
>24a<36 118 98 83.1 5.50 [2.78a10.86]  0.000
>36 462 357 77.3 7.03 [4.01 a12.31]  0.000
Localidades

Chitsuleta 61 50 82.0 1

Nhamasso-chambule 59 51 86.4 1.31 [0.55a3.14] 0.54
Chissibuca 64 54 84.4 1.27 [0.51 a3.19] 0.61
Mazivila 104 92 88.5 1.06 [0.48 a 2.35] 0.88
Macalawane 163 78 47.9 0.40 [0.20 a 0.82] 0.05
Pontinha 136 102 75.0 1.15 [0.54 a 2.47] 0.72
Macarretane 47 36 76.6 1.43 [0.55 a 3.74] 0.46
Chobela 79 70 88.6 4.72 [1.76 a 12.65]  0.001
Chicochane 48 45 93.8 9.27 [1.93a44.62] 0.001
Changalane 48 41 85.4 5.32 [1.72a16.43] 0.001

N = Numero de amostras por variavel; OR = Odds Ratio ou chance de ocorrer; n = Numero
de positivos; IC = Intervalo confianca.

Das 240 amostras analisadas pelo teste da PCR para detecciao de A. marginale, 79,2%
(n = 190) apresentaram resultado positivo (Tabela 16). Este resultado comprova a infec¢ao e a
circulagdo em bovinos desta rickettsia na Regido Sul de Mogambique, tendo apresentado alta
frequéncia na positividade e concentracdo parasitemica detectavel pelo teste da PCR.

As frequéncias da positividade na reacdo da PCR foram divididas em quatro grupos
etarios, a saber: <12 meses (n = 30), >12 a <24 meses (n =49), > 24 a <36 meses (n=42) ¢
> 36 meses (n = 119), onde 86,7% (n = 26), 79,6% (n = 39), 81,0% (n =34) ¢ 76,5% (n =91)
dos animais foram positivos, respectivamente. Com relagdo a faixa etdria, nao foi observada
diferenga significativa (p>0,05), (Tabela 16).
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Tabela 16. Frequéncia de DNA de Anaplasma marginale em bovinos das provincias de
Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mocambique, detectados pela reagdo em cadeia da
polimerase e fatores associados, 2010.

Positividade
Variaveis N n %
Prevaléncia 240 190 79,2
Idade (meses)
<12 30 26 83,7°
>12a<24 49 39 79,6°
>24a<36 42 34 81,0°
> 36 119 91 76,5°
Sexo
Fémeas 154 124 80,5"
Machos 86 66 76,7
Provincias
Maputo 80 72 90,0"
Gaza 80 67 83,8"
Inhambane 80 51 63,8°

N = niimero de amostras coletadas por fator, n = nimero de amostras positivas para A.
Marginale. Os valores da mesma coluna seguidos da mesma letra, ndo apresentam
diferenca significativa entre os fatores estudados no teste Xz ou exato de Fisher (p <0,05).

A andlise comparativa dos resultados obtidos pelo teste de ELISA-i e PCR, demonstrou
haver uma concordancia de 60,4% (n = 145) nos resultados para 4. marginale. Por outro lado,
houve discordancia em 16,7% (n = 40) e 18,8% (n = 45) das amostras analisadas pelo teste de
ELISA-i e PCR, respectivamente, conforme demonstrado na (Tabela 17).

Tabela 17. Detecg¢do soroldgica e molecular de anticorpos da classe IgG ¢ DNA
para Anaplasma marginale por ensaio de imunoadsor¢cdo enzimdtica indireta e
reacdo em cadeia da polimerase, 2010.

PCR ELISA Total
+ -
. + 145 45 190
Anaplasma marginale
- 40 10 50
Total 185 55 240

Teste de McNemar com y” dos pares discordantes igual a 0,1882 e p = 0,6644

4 DISCUSSAO

A idade ¢ um fator fundamental em qualquer estudo epidemiologico. Estudos
soroepidemioldgicos que nao consideram a idade da populacdo pode ter seus resultados
mascarados e induzir uma interpretacdo erronea do verdadeiro status imunologico da
populagdo de uma determinada regido (TEMBUE et al., 2011b).

Desta forma, os resultados observados a partir da analise das amostras de soro dos 809
bovinos da Regido Sul de Mocambique foram agrupados em quatro faixas etarias (< 12
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meses, > 12 a < 24 meses, > 24 a < 36 meses € > 36 meses), sexo (macho e fémea) e origem
geografica (Maputo, Gaza e Inhambane).

Os anticorpos da classe IgG anti-A. marginale foram detectados em 76,5% (n = 619)
do total das amostras analisadas. Esta prevaléncia de anticorpos contra A. marginale foi
considerada alta caracterizando a regido estudada como de estabilidade enzodtica para esta
riquéttsia (MAHONEY; HOSS, 1972). Com intuito de verificar possiveis diferencas
significativas na frequéncia de anticorpos contra A. marginale, os resultados também foram
avaliados segundo as provincias tendo apresentado as seguintes porcentagens 89,1% (n =
156), 68,4% (n = 308) e 84,2% (n = 155) para Maputo, Gaza e Inhambane, respectivamente
(Tabela 14).

As provincias de Maputo e Inhambane apresentaram estabilidade enzodtica para o
agente estudado, enquanto a provincia de Gaza com um percentual de 68,4% (n = 308), se
demonstrou instavel para A. marginale. Foi observada diferenca significativa entre as
provincias pelo teste X2 (p<0,05).

Os resultados da presente pesquisa foram superiores aos 62,8% relatados por Alfredo
et al. (2005), na regido Central de Mocambique. Esta diferenca pode ser em virtude do
sistema de manejo adotado para o controle de carrapatos, que pode estar contribuindo para
dificultar a manutencdo do ciclo do biolégico de carrapatos e/ou auséncia de moscas
hematofagas como os tabanideos, Culex e Stomoxy (SCOLES et al., 2005).

A Regido Sul de Mog¢ambique, concentra predominantemente bovinos constituidos
principalmente por ragas zebuinas e seus mesticos, naturalmente tolerantes ao parasitismo por
carrapatos (JONSSON et al., 2008).

Os resultados do presente estudo demonstram o elevado potencial de transmissdo e
ressaltam a importancia da necessidade de medidas de controle (RAJPUT et al., 2006).

Estudos realizados em outros paises africanos, nas regides Austral e Leste de Africa
indicam que a prevaléncia de A. marginale variou de 32,1 a 100,0% (DREYER et al., 1998).
Esses resultados demonstram ndo apenas areas de estabilidade, mas também situacdes de
instabilidade enzoodtica entre paises ou regides, que podem estarem relacionados com as
medidas higiénico-sanitarias e as condi¢des edafico-climaticas que permitem ou ndo a
sobrevivéncia de vetores de A. marginale (SCOLES et al., 2005; JONSSON et al., 2008).

Estudos realizados na Africa do Sul utilizando o ELISA-i como teste de diagnostico,
revelaram taxas de soropositividade para anaplasmose bovina variando de 87% a 100%
(DREYER et al., 1998; MBATI et al., 2002; MTSHALI et al., 2004; MTSHALI et al., 2007,
NDOU et al., 2010).

Na republica da Zambia, oeste de Mogambique, a prevaléncia de A. marginale foi
analisada através do teste de ELISA-i e revelou percentuais de 85,7%, 85,9%, 84,7% e 75,0%
em provincias localizadas nas regides Ocidental, Central, leste e sul naquele pais vizinho,
respectivamente (JONGEJAN et al., 1988).

Na Republica Unida da Tanzania, norte de Mogambique, a prevaléncia de A.
marginale foi relatada como variando entre 37,0% e 40,0% em Iringa e Tanga,
respectivamente (SWAI et al., 2005). Além disso, na republica do Quénia, regiio da Africa
Oriental foram reportadas soroprevaléncias muito menor em relacdo a outras regides do
continente, variando de 32,1% a 36,0% (OKUTHE; BUYU, 2006).

As diferencas na prevaléncia da anaplasmose bovina entre diferentes regides
geograficas de Africa pode ser explicada pelas diferengas climaticas que podem favorecer ou
inviabilizar a sobrevivéncia dos carrapatos vetores responsaveis pela transmissdo de A.
marginale, ou ainda pelas medidas que cada pais ou regido adota para o controle de
ectoparasitos.

Resultados semelhantes foram observados por Bock et al. (1997) que demonstraram
que fatores como raca, idade, condi¢ao fisiologica e imunoldgica podem interferir nas taxas
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de soropositividade. E interessante notar que a taxa de inoculagdo do parasito é dependente
dos vetores biologicos (DREYER et al., 1998; MTSHALI et al., 2007; NDOU et al., 2010),
além da participacdo de outras fontes de transmissdo como mecanica por dipteros
hematofagos e por fomites (SCOLE et al.,, 2005). Esta forma de infec¢do tem muita
importancia em paises onde se realizam programas de vacinagdo obrigatoria em massa,
podendo contribuir para a disseminagdo do agente etiologico e interferir na condigdo de
estabilidade enzootica de qualquer area geografica quando o agente ¢ prevalente.

Com relacdo a faixa etaria foi observada uma menor prevaléncia de anticorpos contra
A. marginale nos bezerros na regido estudada 63,2% (n = 72), (Tabela 14).

Os resultados sorologicos que apresentaram significancia no teste x* ou exato de
Fisher foram analisados no modelo de regressao logistica multivariada de forma categorizada
(negativa = 0 e positiva =1). Neste modelo foram incluidas todas as faixas etarias e a origem
geografica das amostras e devido a importancia que ¢ dada a anaplasmose bovina, a sua
analise com relacdo a origem das amostras foi feita segundo a localidade de coleta nivel
provincia.

Quando as varidveis independentes foram submetidas & andlise multivariada, com
relacdo a faixa etdria foi observada uma associacao significativa em todos os grupos etarios (p
= 0.000), (Tabela 15). Com relacdo a localidade foi observada uma forte associagao
significativa entre as localidades da Chobela, Chicochane e Changalane todas da provincia de
Maputo (p = 0.001), nas outras localidades ndao foram observadas uma associagao
significativa (p>0,05).

O fator de risco de infecgdo por agentes transmitidos por carrapatos em bovinos para
A. marginale estavam presente em relagdo a faixa etaria. Foi observado um Odds Ratio (OR)
que foi fortemente afetado pela idade.

Os animais da faixa etaria maior de 36 meses apresentaram 7.03 vezes mais chances
de se infectarem com relacdo aos grupos etario mais inferior. Com relagdo a origem dos
animais, a provincia de Maputo foi aquela que apresentou maior chance de infec¢do, em torno
de 9.27 vezes mais chances de se infectaram na localidade de Chicochane contra 5.32 vezes
observada na localidade da Changalane, (Tabelas 15).

A origem geografica e a faixa etaria constituem fatores de risco para infeccdo por A.
marginale, na Regido Sul de Mogambique.

A prevaléncia de anticorpos contra A. marginale dos bezerros apresentou diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado aos demais grupos etdrios. Na categoria de animais
com idades superiores a 12 meses ndo foi observada diferenca entre os demais grupos etarios,
entretanto, na analise multivariada as 4 faixas etdrias apresentaram diferenca significativa
entre eles. Esta situagao pode ter ocorrido em funcao das diversas questdes que envolvem a
qualidade da imunidade passiva adquirida via colostro, o tempo e a qualidade de
desenvolvimento da imunidade adquirida a partir da infec¢ao natural por estimulacao ativa do
patdgeno. Estes resultados demonstram que um grande nimero de animais ndo foram primo-
infectados, o que pode favorecer a ocorréncia da doenga aguda no rebanho em animais mais
velho da regido estudada. Esta situacdo explica o relato de alguns criadores sobre doenga
clinica observada em bezerros, quando trocados de pastagem em fun¢ao do desmame.

Dentro da mesma provincia os resultados foram analisados entre os diferentes locais
de coleta. Foi observada diferenga significativa na frequéncia de animais positivos para A.
marginale entre as localidades nos Distritos das provincias de Maputo ¢ Gaza no teste x> e
exato de Fisher (p<0,05) (Tabela 14). Enquanto na provincia de Inhambane ndo houve
diferenca significativa no teste x> ou exato de Fisher (p>0,05).

A diferente condi¢do imunoldgica de bezerros em diferentes criagdes, bem como a
dinamica da infec¢do entre as categorias de idade de animais estudados podem contribuir na
obtencao de informagdes sobre o status imunologico do rebanho.
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Em termos gerais, os bezerros com idade inferiores a 12 meses ainda se encontram em
fase de transi¢ao quanto a imunidade contra A. marginale.

A partir da analise da prevaléncia da soropositividade para A. marginale na Regiao Sul
de Mogambique em relacdo ao sexo (Tabela 14), ndo foi observada diferenca significativa
entre machos e fémeas.

As andlises dos resultados da PCR e os fatores associados estdo apresentados na
(Tabela 16). No presente estudo foi observado frequéncia da positividade de 79,2% (n = 190)
pela PCR e ndo foi observada diferenca significativa no teste qui-quadrado e exato de Fisher
entre a origem geografica das amostras. Com relagdo a faixa etaria e sexo nao foi observada
diferenca significativa, demonstrando que todos os animais independente da idade e sexo tem
a mesma chance de ser infectados.

A PCR ¢ uma ferramenta que tem sido amplamente utilizada na investigacdo do
material genético de agentes causadores de doengas em varias areas de conhecimento
(SINGH, 1997; CONRATHS; SCHARES, 2006; MOLAD et al., 2006; GASSER, 2006).

A analise comparativa dos resultados obtidos pelo teste de ELISA-i e PCR demonstrou
uma concordancia de 60,4% (n = 145) para 4. marginale, conforme demonstrado na (Tabela
17). Os resultados dos testes soroldgicos e moleculares foram discordantes na deteccao de
infeccdo por A. marginale (Tabela 17). O teste sorologico revelou que das 240 amostras
avaliadas 77,1% (n = 185) foram positivas e 22,9% (n = 55) negativas, mas as mesmas
amostras quando avaliadas pela PCR, foi observado que 18,8% (n = 45) foram positivas na
PCR, das 55 amostras consideradas negativas no teste de ELISA-i, e 16.7% (n = 40)
consideradas positivas pelo teste de ELISA-i foram negativas na PCR. Esta discordancia pode
significar duas situagoes:

A) os animais conseguiram controlar o parasita e este ndo estd mais circulando no
organismo, B) ou os animais foram submetidos ao tratamento com drogas com capacidade de
limpar os parasitos por completo na corrente sanguinea (McHARDY et al., 1974; KUTTLER,
1975). C) Os animais durante a primo-infec¢do ndo apresentam IgG suficiente para a deteccao
no teste de ELISA-i.

Os resultados obtidos no presente estudo podem ajudar a explicar e a entender o
porqué da anaplasmose bovina ser considerada uma enfermidade frequente e uma das
principais causas de morbi-mortalidade de bovinos em crescimento no pais, mesmo em areas
de estabilidade enzootica. Nas regides de estabilidade enzootica para A. marginale, as
condi¢des edafico-climaticas favorecem o desenvolvimento do ciclo de carrapatos vetores
deste agente infeccioso no pais. No caso de A. marginale a transmissdao também ocorre de
forma mecanica por dipteros e iatrogénicos (RECEVES; SWIFT, 1977).

Esta situacdo se torna evidente em areas onde se verifica situacao de instabilidade
enzootica para os agentes causais da anaplasmose bovina. Além disso, deve-se considerar a
possibilidade da ocorréncia de diferentes praticas de manejo que também podem refletir na
frequéncia de anticorpos contra A. marginale no rebanho, visto que no pais além de uma
variedade de carrapatos vetores existe também abundancia de artropodes hematofagos como
os tabanideos, Stomoxys e mosquitos que t€m sido incriminados pela elevada prevaléncia de
A. marginale no rebanho (SCOLES ET al., 2005).

Em termos praticos, a condi¢do de estabilidade enzodtica na Regido Sul de
Mocambique, indica um baixo risco da ocorréncia de casos clinicos de surtos por
anaplasmose bovina nos animais adultos, nos quais a doenga se apresenta de forma mais
grave, com a exce¢ao de animais importados e provenientes de areas de instabilidade
enzootica.

Em relag¢do aos animais menores de 12 meses, deve ser adotado um manejo sanitario
adequado, com exposi¢cdo precoce e gradual ao agente infeccioso, quando ainda existem
anticorpos colostrais protetores, que diminuem o risco da ocorréncia da doenca aguda e
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promovem o desenvolvimento da imunidade ativa. Desta forma, a ado¢@o de outras formas de
prevencao, como a quimioprofilaxia podem minimizar o risco dos animais em crescimento de
apresentarem a doenca clinica quando da primo-infeccdo e no periodo de diminui¢do da
imunidade colostral.

Estes resultados fornecem informagdes importantes na compreensdao do status
imunolégico do efetivo bovino da Regido Sul do pais, que pode servir de subsidios para os
gestores da pecuaria nacional, bem como auxiliar no planejamento de futuras intervengdes na
Sanidade Animal e na educagdo sanitdria dos criadores de bovinos no pais. Nestas
circunstancias, mais estudos se fazem necessarios e justificados, a fim de monitorar os
rebanhos e identificar outros fatores que possam constituir um risco a estabilidade enzodtica
da Regiao Sul de Mogambique.
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5 CONCLUSAO

O agente da anaplasmose bovina estd circulando nos bovinos e nestas circunstancias mais
estudos se fazem necessarios e justificados a fim de monitorar os rebanhos e identificar outros
fatores que possam constituir um risco a estabilidade enzootica da Regido Sul de
Mocgambique.
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CAPITULO IV
DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR PARA O GENERO

Borrelia EM BOVINOS NATURALMENTE INFECTADOS NA
REGIAO NO SUL DE MOCAMBIQUE
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RESUMO

A Borreliose em bovinos caracteriza-se por apresentar ampla distribuicdo geografica, sendo
reconhecida na América, Europa, Asia, Africa e Oceania. Os agentes etiologicos, espiroquetas do
género Borrelia, sao transmitidas por carrapatos a um grande numero de mamiferos, aves € o
homem. O objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de anticorpos da classe IgG
anti-Borrelia burgdorferi, bem como detectar a presenca de fragmentos de DNA do agente
em bovinos da Regido Sul de Mogambique, além de estabelecer os fatores associados (idade,
sexo e origem geografica das amostras). 809 amostras de soros ¢ 480 sangue de bovinos,
aparentemente sadios, provenientes das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mogambique, foram avaliados pelo teste de imunoadsor¢ao enzimatica indireto (ELISA-1) e
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa bactéria foi detectada pela primeira vez em
bovinos de areas rurais nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de
Mocgambique através do teste de ELISA-i e da PCR. Das 809 amostras de soros avaliadas pelo
teste de ELISA-1, 85,9% (n = 695) foram positivas. E das 480 amostras de DNA avaliados
pela PCR, 3,4% (n= 18) foram positivas. Os resultados do presente estudo demonstram que o
agente da borreliose bovina circula na regido estudada e que os bovinos podem servir como
fonte de infec¢do para carrapatos. Este consitui-se no primeiro relato de Borrelia spp. em
bovinos em Mogambique. Nestas circunstancias justifica-se a realizacdo de novos estudos
sobre o assunto para a descricdo do vetor ou vetores responsaveis pela transmissdo, assim
como do agente etioloégico envolvido e o monitoramento sorolégico para identificacao dos
animais expostos a condi¢@o de risco.

Palavras chaves. Borreliose bovina, carrapatos, aborto epizodtico bovino.
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ABSTRACT

Borreliosis in bovine is characterized by presenting wide geographical distribution, being
recognized in America, Europe, Asia, Africa and Oceania. The etiological agent, spirochetes
of the genus Borrelia are transmitted by ticks to a large number of mammals, birds and man.
The purpose of this study was to evaluate IgG antibodies anti-Borrelia burgdorferi and
detects DNA fragment of the agent in beef cattle from southern Mozambique, as well as
establishes the associated factors (age, sex and geographic origin of samples). In this study,
809 serum samples and blood of beef cattle, apparently healthy, from the provinces of
Maputo, Gaza and Inhambane, southern Mozambique were assessed by enzyme-linked
immunosorbent (i-ELISA) and by polimerase chain reaction (PCR). This bacterium was first
detected in beef cattle from rural areas in the provinces of Maputo, Gaza and Inhambane,
southern Mozambique through i-ELISA and PCR from the 809 serum samples tested using i-
ELISA, 85.9% (n = 695) were positive, while from the 480 samples of DNA measured by
PCR, 3.4% (n = 18) were positive. The results of this study demonstrate that the agent of
bovine borreliosis circulates in the region studied and cattle can serve as a source of infection
for ticks. This constitutes the first report of Borrelia spp. in beef cattle in Mozambique. In this
circumstance it is appropriate to carry out new studies on the subject to describe the vector or
vectors responsible for transmission as well as the etiological agent for identification and
serological monitoring of animals exposed to the risk condition.

Keywords. Borreliosis bovine, ticks, epizootic bovine abortion.
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1 INTRODUCAO

O género Borrelia ¢ composto de muitas espécies de bactérias que sdo patogénicas aos
mamiferos incluindo seres humanos. A borreliose em bovinos ¢ uma enfermidade infecciosa
determinada por espiroquetas do género Borrelia, e tem a Borrelia theileri como principal
agente etiologico.

As hemoparasitoses mais frequentes em bovinos na Africa Austral sdo as protozooses:
babesiose, anaplasmose, ehrlichiose e theileriose cujos agentes etiologicos sdo a Babesia spp.,
Anaplasma marginale, FEhrlichia ruminantium e Theileira parva, respectivamente
(SIMUUNZA et al., 2011). Todos estes hematozodrios tém os carrapatos ixodideos como
vetores biologicos. Uma vez que a Unica forma natural para a infec¢ao por Borrelia ¢ através
da picada do vetor infectado, a prevaléncia deste patdgeno em carrapatos representa um
importante indicador de risco para os rebanhos bovinos e seres humanos.

Os sinais clinicos da borreliose em outras espécies animais envolvem a sindrome
musculoesquelética caracterizado pelo comprometimento das articulagdes com quadro de
artrite progressiva (ROTHWELL et al. 1989, PARKER; WHITE 1992; WELLS et al., 1993).
Outro sinal recentemente detectado ¢ a ocorréncia de dermatite digital ocasionada por B.
burgdorferi. Estudos realizados na Europa e na América do Norte incriminam as espiroquetas
como sendo as causas de uma dermatite digital com etiologia desconhecida (BLOWEY et al.,
1992; BLOWEY et al., 1994, GRUND et al., 1995). O comprometimento neurolégico com
quadro de meningite tem sido reportado em infecgdes por B. burgdorferi. Anemia progressiva
pode se instalar devido a atividade hemolitica da Borrelia (SHARMA et al., 2000).

A descrigao de espiroquetas no sangue de bovinos foi registrada primeiramente por Sir
Arnold Theiler em 1902, na provincia de Gauteng na Republica da Africa do Sul, durante o
exame de esfregacos confeccionados a partir de sangue de bovinos que haviam abortado de
causas desconhecidas e foi um achado ao acaso durante a pesquisa do agente etioldgico de
uma enfermidade denominada naquela época do “mal da bile” ou anaplasmose (CALLOW,
1967).

O agente foi descrito originalmente como Spirochaeta theileri, e posteriormente
renomeado de Borrelia theileri Laveran 1903. Esta espécie mais tarde foi reportada em
bovinos, ovinos, equinos, cervideos, impala e outros bovinos silvestres (IRVIN et al., 1973;
MATTON; MELCKEBEKE, 1990) como causadora de anemia moderada. Porém, quando
associada a outros hematozodarios, produz uma doenga grave (IRVIN et al., 1973; SMITH et
al., 1985).

A espiroquetose dos bovinos tem distribuicdo cosmopolita, ocorrendo em todas as
regidoes geograficas do mundo onde hd ocorréncia de carrapatos potenciais transmissores
(NEITZ, 1956, CALLOW, 1967, VIVAS et al. 1996).

Os principais vetores sdo carrapatos do género Rhipicephalus e as espécies R. evertsi
evertsi € R. appendiculatus (SMITH et al. 1985, QUINN et al., 1994), podendo ser essa
Borrelia patogénica para o carrapato, como relatado para Rhipicephalus microplus (SMITH et
al., 1978, VIVAS et al., 1996).

Os estudos soroepidemiologicos demonstram que animais sororeagentes em sua
maioria, sdo assintomaticos (BENXIU: COLLINS, 1994).

Estudos realizados no Brasil revelaram uma soropositividade acima de 50%
(FONSECA et al., 1996).

O diagnostico soroldgico deve ser interpretado em conjunto com os dados
epidemioldgicos, sendo os ensaios de imunoadsor¢do enzimatico indireto (ELISA-1) e western
blotting os testes mais indicados para o diagnostico da borreliose (BENXIU; COLLINS,
1994; FONSECA et al., 1996; ISHIKAWA et al., 1997).
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A Borrelia coriaceae, tem sido incriminada como sendo responsavel pelo o aborto
enzootico bovino, enfermidade que acomete bovinos e cervideos (QUINN et al., 1994;
ZINGG: LEFEBVRE, 1994). Durante muitos anos essa doenga teve sua etiologia
desconhecida, tendo sido relacionada a virus, a chlamidia e a outras bactérias, até que se
observou espiroquetose congénita em bezerros (OSELBOLD et al., 1986) e isolamento de
espiroqueta a partir de carrapatos da espécie Ornithodorus coriaceus em areas onde ocorria
aborto enzootico (LANE; MANWEILER, 1988).

Em 1987, caracterizou-se entdo B. coriaceae, definindo seu vetor e enfermidade
(JOHNSON et al., 1987). Posteriormente estudos imunologicos e epidemioldgicos elucidaram
o ciclo biolégico (ZINGG: LEFEBVRE, 1994). No carrapato esta Borrelia realiza a
transmissao transovariana e trans-estadial (LANE: MANWEILER, 1988).

Em bovinos normalmente ndo ocorra apresentagao clinica da doenca, além de abortos
enzodticos. O diagnéstico de borreliose pode ser realizado em animais vivos através de
esfregacos sanguineos periféricos corados pelo Giemsa.

Entretanto, os agentes so sdo detectaveis em casos de alta espiroquetemia (MATTON;
MELCKEBEKE, 1990). Esfregacos também podem ser feitos a partir de fragmentos de
tecidos do carrapato como intestino, glandula salivar e ainda hemolinfa, corados também com
Giemsa, sendo esta técnica muito utilizada no estudo de B. theileri no carrapato (SMITH et
al., 1978).

A habilidade na observacdo microscopica pelo pesquisador ¢ importante dado o
grande pleomorfismo das borrelias (ABERER; DURAY, 1991).

Na impossibilidade deste, o diagnostico deve ser estabelecido com o auxilio de ensaios
imunologicos (JOBE et al., 1993). O teste de ELISA-i tem sido amplamente empregado em
estudos soroepidemioldgicos na pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-Borrelia spp. em
muitas espécies animais e seres humanos (MAGNARELLI et al., 1984).

O diagnostico seguro da borreliose estd intimamente associado a qualidade do ensaio.
O teste de ELISA-i tem sido o mais empregado e recomendado, no entanto, devem ser
estabelecidos para cada laboratorio os padroes de controle adequado, com o titulo minimo e
ponto de corte seguro. Os kits comerciais para diagndstico da borreliose, em fungdo de muitas
reagoes cruzadas, sempre que possivel, devem ser evitados (MAGNARELLI et al., 1987).

A técnica de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) € a técnica que apresentam maior
sensibilidade e especificidade, pois garante o resultado especifico através da amplificagao do
acido desoxirribonucléico do agente etioldgico envolvido na infecgao.

Esta técnica tem sido empregada em fluidos e tecidos de animais e humanos e em
fragmentos de carrapatos (LIENBLING et al., 1993; MOTER et al., 1994, ZBINDEN et al.,
1994), estando ainda relacionada as manifestacdes clinicas e respostas sorologicas (KARCH
et al., 1994, MOURITSEN et al., 1996). A desvantagem desta, no entanto, ¢ o custo muito
oneroso em equipamentos e reagentes, quando comparado aos testes sorologicos.

As reagdes cruzadas t€m sido descritas entre B. burgdorferi e Leptospira interrogans,
com algumas variantes sorologicas, entretanto, estas reagdes ocorrem em alguns laboratorios e
em outros ndo, dependendo do preparo do antigeno e do ensaio empregado (MITCHELL et
al., 1994). Tem sido reportada e com certa frequéncia as reacdes cruzadas entre os membros
do género Borrelia, principalmente nos bovinos (DONOGHUE; VAN VEEN, 1989). Muitas
reacoes cruzadas tém sido descritas em técnicas, como a aglutinagdo, nos quais Borrelia spp.
reage com Treponema spp. € com Leptospira spp. (BAKER-ZANDER; LUKERHART,
1984).

Para se evitar estas reagdes cruzadas entre antigenos recomenda-se a utilizacdo de
antigens heterologos.

A epidemiologia das borrelioses em animais ¢ no homem apresenta caracteristicas
variadas de acordo com as regides geograficas devido a existéncia de distintas espécies, e
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cepas de Borrelia, bem como de carrapatos vetores, de interagdes vetor-patdogeno e de
ecossistemas ecoldgicos distintos (BENNETT, 1995).

Os animais domésticos sdo competentes reservatorios de Borrelia spp. no ambiente
domiciliar (MAGNARELLI et al., 2004), contudo fazem-se necessarios estudos fisiograficos
com o fim de se estabelecer a situacao regional da enfermidade.

O presente trabalho teve por objetivo investigar em bovinos provenientes das
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique, a soroprevaléncia de
anticorpos da classe IgG, anti-Borrelia spp. e detectar fragmento de DNA do agente através
das técnicas de ELISA-i e PCR, respectivamente.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimentos laboratoriais
2.2.1 Obtencao do antigeno para Borrelia spp.

Para producdo do antigeno de B. burgdorferi foi utilizado o meio Barbour-Stoenner-
Kelley (BSK) (Sigma-Aldrich Chemical®) e a cepa G39/40 de B. burgdorferi sensu stricto de
origem norte-americana mantida em nitrogénio liquido no Laboratorio de Doengas
Parasitarias, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da Universidade Federal Rural
de Rio de Janeiro.

Inicialmente, foram separados cinco tubos de centrifuga de 15mL e seis frascos de
50mL estéreis, onde foram aliquotados 3mL e 45mL do meio BSK, respectivamente.

A amostra da cepa de B. burgdorferi criopreservada em glicerol 80% e congelada em
nitrogénio liquido foi reativada adicionando 0,5mL da amostra em 3mL de BSK e, em
seguida, incubada em estufa a 33°C por 72 horas. No final do terceiro dia, o cultivo foi
observado em microscopio invertido (Olympus BX41) para avaliar a qualidade do cultivo em
termos quantitativos e mobilidade das espiroquetas.

Tendo sido observada uma boa multiplicacao de espiroquetas, foi realizada a lavagem
do cultivo para retirada do criopreservante e para melhorar o desempenho do crescimento. No
final desta etapa, foram repicados 0,5mL do cultivo de reativagdo em um novo tubo com 3mL
de BSK, mantido em estufa durante 72 horas e posteriormente avaliado conforme supracitado.
Esta etapa foi repetida por mais duas vezes, sendo que o ultimo repique foi feito em dois
tubos, sendo cada um com 3mL do meio BSK.

Na etapa seguinte, foi realizado o cultivo propriamente dito, retirando 1mL do ultimo
repique para cada tubo contendo 45mL de meio BSK. Os tubos foram incubados a 33°C
durante 168 horas, e em seguida, observados a olho desarmado quanto a acidificacdo do meio
através da mudanca de coloracdo, indicando que houve uma multiplicagdo maxima das
espiroquetas.

Da forma sequencial, os tubos contendo o cultivo foram centrifugados a 14.000 rpm,
por 50 minutos a 4°C. Retirado o sobrenadante, os pellets foram dissolvidos em solucao
tampao salino fosfatado (PBS) com 0,001M MgCl,.6H,O pH 7,4 (PBSMg).

Os pellets dissolvidos foram reunidos em um tUnico tubo e lavados com PBSMg por
centrifugacdo (14.000 rpm por 50 minutos, a uma temperatura de 4°C), por trés vezes. Apos a
ultima lavagem, o pellet foi ressuspendido em 5SmL de PBSMg e submetido a sonicagdo
(Fisher Sonic Dismembrator, modelo 300, Dynatech), por 10 minutos, fraccionados em 20
ciclos de 30 segundos de sonicacdo, 80% de poténcia com 30 segundos de intervalo.

O produto resultante da sonicacdo foi filtrado em membrana de 0,45um, obtendo-se
assim o extrato total de antigeno, o qual foi aliquotado em tubos de 0,2mL e armazenado a -
20°C até o momento do uso (GRODZICKI; STEERE, 1988).
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A concentragdo protéica do antigeno foi dosada através da técnica de Folin, segundo
metodologia descrita por (LOWRY et al., 1951).

2.2.2 Obtencao do soro controle positivo para Borrelia spp.

O soro controle positivo foi obtido a partir de inoculagdo em um bezerro de 50 dias de
idade, aparentemente sadio, com 36kg de peso vivo, originario do setor de reproducdo animal
do Instituto de Zootecnia, da Universidade Federal Rural de Rio de Janeiro.

Foram realizadas 3 inoculag¢des, com intervalos de 15 dias, com antigeno inativado de
B. burgdorferi cepa 39/40 norte-americana por via subcutanea, com agulhas e seringas
estéreis, na dose de 1mg/kg de peso vivo sem adicdo de adjuvante. Foram realizadas coletas
semanais de sangue para obtencdo de soro totalizando 15 amostras que foram armazenados
em freezer a -20°C até¢ momento dos exames sorologicos.

A escolha do soro positivo mais adequado ao ensaio foi feito através do teste de
ELISA-i, onde se pesquisou a presenga de anticorpos da classe IgG anti-B. burgdorferi. Os
soros que apresentaram densidades Opticas satisfatorias com no minimo 3 vezes o valor da
linha de corte, foram escolhidos para serem usados como controles positivos dos testes.

2.2.3 Obtencao de controle negativo para Borrelia spp.

Os controles negativos para Borrelia spp. foram coletadas amostras sanguineas de
bezerros recém-nascidos que ainda ndo tinham ingerido o colostro no rebanho da Empresa de
Pesquisa Agro-Pecuaria do Estado do Rio de Janeiro (Pesagro), sediada no Municipio de
Seropédica.

2.3 Teste de Ensaio de Imunoadsorciao Enzimatico indireto (ELISA-i)

O teste de ELISA-i para Borrelia spp. foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Machado et al. (1997) para o sistema de Babesia bovis, com pequenas modificacdes.

2.3.1 Descricao da reacao

A cavidade das microplacas de fundo plano (Costar 3590, Corning®, NY, USA) foram
adicionados 100uL de antigeno soluvel de B. burgdorferi, por poco diluido em sua
concentragdo 6tima de reatividade em tampao carbonato-bicarboanto de sédio 0,05M pH 9,6.
ApoOs a incubacdo, durante 12 horas em camara timida a 4°C, o excesso de antigeno foi
removido por cinco lavagens consecutivas com tampao PBS 0,01M pH 7.4, contendo 0,05%
de Tween 80.

As placas foram bloqueadas com PBSTween 80, acrescido de 6% de leite em po
desnatado de marca molico, em camara umida a 37°C por uma hora e trinta minutos.

Apds uma nova lavagem para remocdo do agente bloqueante, foram adicionados,
100pL dos soros testes, soros controles positivos e negativos, nas dilui¢cdes ideais de uso em
PBSTween 80, contendo 5% de leite em pd desnatado molico.

As microplacas foram incubadas a 37°C, durante uma hora e trinta minutos em
camara umida e a seguir, lavada conforme descrito anteriormente. Uma quantidade de 100uL
do conjugado IgG de coelho anti-IgG bovina ligado a alcalina fosfatase (Sigma-Aldrich
Chemical®) na diluicdo de 1:5000 em PBSTween 80, acrescido de 5% de leite em pd
desnatado, marca molico foram adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-se uma nova
incubacao e lavagem, tal como anterior.
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O substrato revelador da enzima fosfatase alcalina, p-nitro-fenil-fosfato de sodio
(PNPP) (Sigma-Aldrich Chemical®), diluido a Img/mL em tampao dietanolamina pH 9,8, foi
adicionado, incubando-se a reagdo por 45 minutos a temperatura ambiente de laboratorio.
Decorrido esse periodo, a leitura da reacdo foi realizada em um leitor de micro-placas de
ELISA-i (Labsystems iEMS Reader MF) sob comprimento de onda de 405nm.

O ponto de corte do teste de ELISA-i correspondeu a duas vezes e meia (2.5) o valor
médio das densidades Opticas dos soros utilizados como controles negativos.

A atividade imunolodgica de cada soro testado foi calculada mediante determinagao do
valor A/P (amostra em relagdo ao positivo), considerando os soros controles negativo e
positivo, utilizando a seguinte equacdo matemadtica descrita por Machado et al. (1997).

A/P = (a média da absorvancia da amostra teste — a média da absorbancia dos soros
controle negativos)/(pela média da absorbancia dos soros controles positivos — a média
absorbancia dos soros controles negativos).

2.4 Extracao do DNA do controle positivo

Para a obtencdo do controle positivo para as reacdes da PCR foi feita a extragcdo de
DNA a partir de uma amostra de cultivo de células de B. burgodorferi sensu stricto
previamente mantida em nitrogénio liquido no Laboratério de Doencas Parasitarias,
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de Veterinaria da UFRRJ.

A concentracdo ¢ a pureza do DNA foram obtidas através de espectrofotometria
utilizando o equipamento NanoDrop® (Thermo Cientific).

2.4.1 Reacao de amplificacido para Borrelia spp.

Os pares de oligonucleotideos utilizados foram baseados na sequéncia do gene 16S
rRNA de Borrelia spp. (RICH et al., 2001). Foram utilizados como primers os
oligonucleotideos seguintes:

Primer Forward 262 pb [ fIgE F (5-CAA GTC CTC CGG GAT TCA TA-3")

Primer Reverse 262 pb | fIgE R (5-TTG GGT GCA AAT GTA GGT GA-3")

Os quais codificam para a sequéncia de DNA da regido 16S rRNA e que flanqueiam um
fragmento de 262 pares de bases.

As reagoes de amplificagdo foram realizadas em volume total de 25uL, empregando-se
a seguinte mistura: 17,05uL de agua ultra pura DEPC, 2,5uL do tampao da enzima, 0,75uL
de MgCl, (50mM) e concentracao de 1,5mM, 0,5uL de dNTPs (10mM) e concentracdo de
0,2mM, 0,5uL de primers Forward e Reverse (10mM) com concentraciao de 0,2mM, 0,2uL de
platinum 7ag DNA Polimerase 5U, concentracdo de 1U e 3uL. de DNA teste.

A preparacdo do mix de PCR foi realizada sempre em fluxo laminar (Trox® Technik),
previamente descontaminado com luz ultravioleta durante 15 minutos.

As amplifica¢des foram processadas no termociclador Mastercycler gradiente, marca
Axygen®. O programa de amplificacdo consistiu de um passo de desnaturagao inicial a 95°C
por 3 minutos, 10 ciclos com temperatura de desnaturacdo de 95°C por 20s, temperatura de
anclamento comeg¢ando em 65°C com decréscimo de 0,5°C a cada ciclo ¢ terminando em 61°C
por 25s em cada ciclo, temperatura de extensdo de 72°C por 25s, seguido de 30 ciclos com
temperatura de desnaturagao de 95°C por 20s, anelamento a 60°C por 25s, extensdo a 72°C
por 25s e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Em fun¢do do aparecimento de amplifica¢des
inespecificas realizou-se uma reagcdo da PCR touchdow.

As reagoes foram realizadas em placas de poliestireno de 96 pogos, codigo 000032,
Ref. PCR-96M,. HS-C, Lot.100101-138, Axygen Scientific Inc. CA-USA.
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2.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Apos as reacdes de amplificacao os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal, em gel de agarose 1% contendo 0,5ug/mL de brometo de etideo, em tampao de
corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8,0).

Um volume de 10pL de cada amostra, acrescido de 2pL de tampao de amostra, azul
bromofenol foi aplicado no gel. A corrida eletroforética foi realizada a 90V por 1 hora e para
a determinacdo do tamanho dos produtos amplificados, foi utilizado um marcador de peso
molecular de 1kb ladder, Ludwig.

Os produtos da PCR foram visualizados e fotografados em transluminador de luz
ultravioleta acoplado a um aparelho analisador de imagens (L PIX TOUCH).

2.6 Determinacao da sensibilidade analitica da PCR para Borrelia spp.

A sensibilidade analitica da PCR para Borrelia spp. foi avaliada por meio de dilui¢des
seriadas de um DNA positivo de uma amostra de cultivo celular de Borrelia burgdorferi, com
concentracdo de espiroquetas conhecida. Desta forma, foram feitos esfregagos em lamina,
com amostra de cultivo e contagem do nimero de espiroquetas em microscopio invertido.
Trés campos foram utilizados para fazer uma média do nimero de células por campo.
Posteriormente, foi determinado o percentual de células por meio da contagem das
espiroquetas por campo, somando aproximadamente 6,665x10° espiroquetas/mL. Apos
obtencdo do nimero das espiroquetas e considerando o volume de 200uL da amostra do
cultivo celular utilizado para extragdo de DNA, o volume de 100uL obtido ao final da
extracdo e o volume usado para a reagdo de teste de sensibilidade analitica da PCR, em 1pL
de DNA foi estimada a capacidade de deteccao da técnica por meio de dilui¢cdes seriadas
(1:10) do DNA positivo em d4gua ultra pura DEPC (Treated water pyrogen free,
DNAse/RNAse free, Cat. Ne75-0024, Lot. Ne 450263, USA).

2.7 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados, as amostras dos animais foram agrupadas em
diferentes categorias: faixa etaria (< 12 meses, > 12 a < 24 meses, > 24 a < 36 meses € > 36
meses), sexo (macho e fémea) e origem geografica (Maputo, Gaza e Inhambane). Foram
feitas duas anélises estatisticos diferentes.

Na primeira, foi feita uma triagem da positividade das varidveis independentes pelo teste
do qui-quadrado (XZ) ou exato de Fisher a nivel de significativa de 5%. Todas aquelas
varidveis que apresentaram associacdo significativa foram incluidas numa nova analise de
modelo de regressao logistica para construir um modelo multivariado.

O modelo multivariado de regressdo logistica foi aplicado para analise dos resultados
soroldgicos nas variaveis independentes (faixas etarias e origem geografica das amostras) em
funcdo do resultado soroldgico. Para este proposito os resultados foram analisados em nivel
dicotémico qualitativo (negativo = 0 e positivo = 1).

As chances de ocorrer foram calculadas para as varidveis independentes que
apresentaram diferenga significativa na analise de regressao logistica.

Também foi utilizado o teste de McNemar para calculo do X2 dos pares discordantes entre
o teste de ensaio de imunoadsor¢ao enzimatico indireto (ELISA-i) e a reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). Todas as andlises foram realizadas usando-se o programa estatistico e
computacional Rstudio e BioEstat, versao 4.0 (AYRES et al., 2000).
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3 RESULTADOS

No presente estudo, das 809 amostras de soros de bovinos, avaliadas pelo teste de
ELISA-i, 85,9% (n = 695) apresentaram anticorpos da classe IgG contra Borrelia spp. € as
frequéncias de animais sororeagentes para os fatores estudados (idade, sexo e origem
geografica das amostras), estio expostas na (Tabela 18). Diferenca significativa no teste
(p<0,05) foi observada no grupo etdrio menor de 12 meses com relagdo aos demais grupos
etarios, demonstrando uma menor exposi¢ao ao agente nesta faixa etaria.

Em relagdao ao sexo, 88,9% (n = 440) das fémeas ¢ 81,2% (n = 255) dos machos,
foram soropositivos. Nao houve diferenca significativa entre ambos os sexos (p>0,05),
demonstrando que a infec¢@o ¢ independente ao fator sexo.

Tabela 18. Frequéncia de anticorpos da classe IgG contra Borrelia spp., detectados pelo
ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto em soros de bovinos nas provincias de
Maputo, Gaza e Inhambane, Regidao Sul de Mocambique, 2010.

Positividade
Variaveis Numero de amostras Positivas %
Prevaléncia 809 695 85,9
Idade (meses)
<12 114 81 71.1°
>12a<24 115 104 90,4
>24a<36 118 107 90,7°
>36 462 403 87,2°
Sexo
Fémea 495 440 88,9°
Macho 314 255 81,2°
Maputo 175 148 84,6*
Chicochane 48 46 95,8°
Chobela 79 67 84,8"
Changalane 48 35 72,9
Gaza 450 389 86,4"
Mazivila 104 99 95,2?
Macarretane 47 41 87,2°
Pontinha 136 110 80,9°
Macalawane 163 139 85,8"
Inhambane 184 158 85,9*
Chitsuleta 61 60 98,4*
Nhamasso-Chambule 59 49 83,1°
Chissibuca 64 49 76,6

N: numero de amostras coletadas por fator, n: nimero de amostras positivas; Valores da
mesma coluna seguidos por letras maitsculas e mindsculas ndo diferem entre si pelo
teste x” ou Exato de Fisher a 5% de significancia.

Com relagdo a origem geografica, observou-se que 84,6% (n = 148), 86,4% (n = 389)
e 85,9% (n = 158) dos bovinos das provincias de Maputo, Gaza e Inhambane foram

soropositivos, respectivamente (Tabela 18). Nao foi observada diferenca significativa
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(P>0,05), demonstrando que a infec¢do por Borrelia spp. em bovinos ¢ homogénea na regido
estudada. A soroprevaléncia encontrada caracteriza a Regido Sul de Mogambique como uma
area de estabilidade enzodtica para Borrelia spp.

Com relacdo a frequéncia de bovinos sororreagentes para Borrelia spp. em cada
localidade da coleta foi observado diferenca significativa dentro da mesma provincia (Tabela
18).

No entanto, a localidade de Chitsuleta no Distrito de Zavala, pertencente a provincia
de Inhambane teve a maior frequéncia de animais soropositivos, com 98,4% (n = 60), seguido
da localidade de Chicochane pertencente ao Distrito da Moamba, na provincia de Maputo
com 95,8% (n = 46) de soropositividade. A menor porcentagem de animais soropositivo foi
de 72,9% (n = 35), observada na localidade de Changalane no Distrito da Namaacha, também
pertencente a provincia de Maputo.

As razoes de chances nas varidveis independentes quanto a faixa etaria e a origem
geografica dos animais, analisadas no modelo multivariada para Borrelia spp. estdo expostos
na (Tabela 19).

Das 809 amostras de soros avaliadas pelo teste de ELISA-i, 480 amostras delas foram
avaliadas pela PCR, destas 3,8% (n = 18) foram positivas para Borrelia spp. Este resultado
comprova a infeccdo de bovinos por esta bactéria na Regido Sul de Mogambique, tendo
apresentado baixa frequéncia de positividade nas trés provincias estudadas.

Tabela 19. Analises da regressao logistica das variaveis independentes em relacao ao teste de
ensaio de imunoadsor¢ao enzimatico indireto, para Borrelia spp. em bovinos segundo a faixa
etaria e a origem geografica, Regidao Sul de Mocambique, 2010.

Variaveis Positividade

Independentes Numero de amostras n Y% OR 1C a 95% p-valor
Idade (meses)

<12 114 81  71.1 1

>12a<24 115 104  90.4 8.68 [3.97 a18.98] 0.000
>24a<36 118 107 90.7 9.97 [4.52a21.99] 0.000
>36 462 403 872 11.83 [6.292a22.25] 0.000
Localidade

Chitsuleta 61 60 98.4 1

Nhamaso-Chambule 59 49  83.1 0.11 [0.01 2 0.92] 0.01
Chissibuca 64 49  76.6 0.07 [0.01 a 0.56] 0.01
Mazivila 104 99 952 0.26 [0.03 a 2.35] 0.05
Macarretane 47 41 87.2 0.07 [0.01 a 0.58] 0.05
Pontinha 136 110 80.9 0.05 [0.01 2 0.39] 0.001
Macalawane 163 139 85.8 0.23 [0.03 a2.16] 0.01
Chicochane 48 46  95.8 0.19 [0.02 a 1.62] 0.01
Chobela 79 67 84.8 0.43 [0.04 a 5.17] 0.05
Changalane 48 35 729 0.11 [0.01 a2 0.96] 0.05

N = Numero total de amostragem fator; n = nimero de amostras positivas; OR = Odds
Ratio ou chance de ocorrer; IC = intervalo de confianca.

Os resultados da PCR também foram agrupados por faixa etaria (<12 meses, >12 a <
24 meses, > 24 a < 36 meses, ¢ > 36 meses), origem geografica das amostras (Maputo, Gaza
e Inhambane) e sexo (macho e fémea), (Tabela 20). Nao foram observadas diferengas
significativas no teste qui-quadrado ou exato Fisher (p>0,05), a 5% de significancia em todos
os fatores estudados.
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As amostras positivas apresentaram, apos a reagdo de amplificagdo e leitura em gel de
agarose a 1%, banda visivel na altura de 262 pares de base, concordando com o controle
positivo para o agente em andlise como indicado na (Figura 11).

PM C+139 140 C-142 143 144 145 146 739 745 762
e
-
f—
-
262 pb—-i - - [ ——

Figura 11. Eletroforese de gel em agarose 1%, dos produtos amplificados de DNA de
Borrelia spp. pela técnica de PCR, em sangue de animais naturalmente infectados. PM: Peso
Molecular, C+: controle positivo, C-: controle negativo, de 139 a 762 sdo amostras testes. A
banda de 262 pb corresponde ao produto de amplificacdo da sequéncia de Borrelia spp.

Tabela 20. Frequéncia de DNA da Borrelia spp. em bovinos das provincias de Maputo, Gaza
e Inhambane, Regido Sul de Mogambique detectada pela reacdo em cadeia da polimerase e
fatores associados, 2010.

Positividade
Variaveis Numero de amostras n %
Prevaléncia 480 18 3,8
Idade (meses)
<12 62 2 3,2°
>12a<24 83 2 2.4°
>24 a<36 75 5 6,7%
>36 260 9 3,5°
Sexo
Fémeas 304 11 3,6"
Machos 176 7 4,0°
Provincias
Maputo 119 9 7,6
Gaza 205 5 2.4°
Inhambane 156 4 2,6

N = niimero de animas coletados por fator, n = nimero de amostras positivas para Borrelia
spp. Os valores da mesma coluna seguidas da mesma letra, ndo apresentam diferenca
significativa entre os fatores estudados no teste XZ ou exato de Fisher (p>0,05).

A andlise comparativa dos resultados obtidos pelo teste de ELISA-i e PCR,
demonstrou haver uma concordancia em 3,3% (n = 16) dos resultados para Borrelia spp. Por
outro lado, houve discordancia em 0,8% (n = 360) e 0,4% (n = 2) das amostras pelo ELISA-i
e PCR, respectivamente, conforme demonstrado na (Tabela 21).
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Tabela 21. Deteccao soroldgica e molecular de anticorpos da classe IgG e de
DNA para Borrelia spp. por enasio de imunoadsor¢ao enzimatica indireta e
reacdo em cadeia da polimerase, 2010.

PCR - ELISA Total
Borrelia spp. + 16 2 18

- 360 102 462
Total 376 104 480

Teste de McNemar com y~ dos pares discordantes igual a 352,0691 e p<0,0001

4 DISCUSSAO

Nos estudos soroepidemiologicos t€ém sido utilizados o ensaio de imunoadsorgao
enzimatico indireto como principal método de investigacao por apresentar alta sensibilidade e
especificidade (MAGNARELLI et al., 1984; MAGNARELLI; ANDERSON, 1988).

Os ensaios imunoenzimaticos para borrelioses sdo padronizados pelos laboratorios que
pretendem proceder a investigacdo de um determinado agente etioldgico, devido as possiveis
variagdes antigénicas fisiograficas, ndo sendo conveniente o uso de kits comerciais para
diagnostico (CALLOW, 1967).

A analise dos resultados obtidos demonstrou que as trés provincias estudadas, Maputo,
Gaza e Inhambane apresentaram elevada frequéncia de animais soropositivos para o agente.
As frequéncias de positividade ndo apresentaram diferencas significativas entre si no teste
qui-quadrado ou exato de Fisher (y°) (p>0,05).

Com relacdo a faixa etdria foi observada diferenga estatisticamente significativa no
grupo de animais menores de 12 meses, quando comparada aos demais grupos etarios, o que
demonstra menor exposi¢do ao agente nos animais em crescimento (Tabela 18).

Na regido da Africa Austral, estudos realizados em bovinos, no Botswana,
demonstraram a presenga de infeccdo mista de B. theileri e Theileria mutans em sangue de
bovinos, (SHARMA et al., 2000). Na Africa Ocidental, no Senegal, foram relatados 24
casos de borreliose em bovinos, Trape et al. (1996). Estes estudos demonstram que o agente
etioldgico da borreliose esta presente na Africa e circula entre diferentes regides geograficas
do continente, infectando diferentes espécies de animais domésticos.

Todas as criagdes de bovinos participantes do presente estudo mantinham
conjuntamente bovinos com outras espécies de animais domésticos, além do contato
esporadico com animais silvestres. Estas observacdes podem ter relevancia, pois estudos
realizados em outras regides geograficas relatam a presenca de anticorpos anti-Borrelia e
fragmentos de DNA do parasita em sangue e carrapatos de animais silvestres (ANDERSON et
al., 1986; GILL et al., 1993; McLEAN et al., 1993b)

Além dos animais domésticos, animais silvestres também podem fazer parte do ciclo
de manutengdo de Borrelia spp. em determinados ecossistemas de Africa. Na presente
pesquisa foram obtidas informagdes valiosas, sobre a ocorréncia de contato e a utilizagao da
mesma darea de pastagem entre bovinos e animais silvestres por meio do questionario
investigativo. Esses dados revelaram que em 100% das criagcdes havia proximidade com areas
de florestas e algum tipo de contato com animais silvestres, principalmente, herbivoros e
bovinos silvestres.

As analises sorologicas ndo descartam a possibilidade de ocorréncia de reacdes
cruzadas com outras espécies de Borrelia spp., principalmente, B. theileri (ROGERS et al.,
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1999), e outras espécies de espiroquetas, em especial com Treponema sp. (MAGNARELLI et
al., 1987).

Esta possibilidade pode resultar em porcentagens altas de animais soropositivos ao
teste de ELISA-i utilizando antigeno bruto de B. burgdorferi, cepa norte-americana. Embora,
nestas condicdes, a maioria dos registros de reagdes cruzadas relate pouca significancia
(MAGNARELLI; ANDERSON, 1988, ROGERS et al., 1999).

Os resultados do presente estudo sobre Borrelia spp. em bovinos mostraram
frequéncias altas, acima de 75%. Contudo, ndo t€ém sido observados casos clinicos de doenga
relacionados ao agente etiologico Borrelia spp. A andlise das frequéncias de animais
soropositivos em relacdo ao sexo dos animais demonstrou ndo haver diferenga estatistica entre
machos e fémeas (p>0,05) (Tabela 18). Este resultado demonstra que o fator sexo ndo
interfere na preferéncia alimentar dos carrapatos vetores muito menos aos fatores ambientais
que predispde a infecg¢ao por espiroquetas do género Borrelia.

A faixa etaria demonstrou ser um fator importante na frequéncia de soropositividade
detectada para o agente estudado (Tabela 18). Bovinos com idade inferior a 12 meses
apresentaram menor frequéncia de soropositividade para Borrelia spp., tendo sido observado
um aumento gradual do niimero de animais soropositivos desde a faixa etaria menor que 12
meses até maior que 36 meses.

A explicacdo deste comportamento, possivelmente, estard relacionada com o
fortalecimento do sistema imune e consequentemente da sua capacidade de resposta a
infecg¢do pelo agente etiologico, assim como a possibilidade de reinfeccao.

A andlise dos resultados soroldgicos segundo a origem geografica das amostras
demonstrou que todas as provincias (Maputo, Gaza e Inhambane), apresentaram frequéncias
de soropositividade proximas para o patdogeno estudado, e ndo foi observada diferenca
significativa no teste qui-quadrado (p>0,05), demonstrando certa homogeneidade na
distribuicdo do patogeno.

A interacdo entre animais domésticos e silvestres pode ser um dos fatores
epidemiologicos que contribuiu para a obtencdo de resultados de elevada prevaléncia para
este agente.

Os bovinos podem atuar como reservatorios de Borrelia spp. assim, fazem-se
necessarios estudos fisiograficos a fim de melhor conhecer a soroprevaléncia da borreliose
bovina. A epidemiologia e a apresentacdo clinica das borrelioses sdo variadas de acordo a
regido devido a existéncia de espécies e cepas distintas, carrapatos vetores, interagdo vetor-
patogeno e ecossistemas (BARANTON et al. 1992).

Os resultados sorolégicos que apresentaram significAncia no teste y” foram também
analisados pelo modelo de regressdo logistica multivariada tendo sido categorizados em
(negativa = 0 e positiva =1). Neste modelo foram incluidas todas as faixas etarias e a origem
geografica das amostras por localidade.

Quando as variaveis independentes foram submetidas & analise multivariada, com
relacdo a faixa etaria foi observada uma associacao significativa em todos os grupos etarios (p
=0.000), (Tabela 19). Com relagao a localidade foi observada uma forte associagdo estatistica
apenas na localidade da Pontinha no Distrito de Xai-Xai, na provincia de Gaza (p = 0.001) e
nas localidades de Chitsuleta, Nhamasso-Chambule e Chissibuca no Distrito de Zavala, na
provincia de Inhambane (p = 01). Nas restantes localidades ndo foi observada uma associacao
significativa (p>0.05). O fator de risco de infec¢do por agentes transmitidos por carrapatos em
bovinos para Borrelia spp. estava presente em relagdo a faixa etaria. Foi observado um Odds
Ratio (OR) que foi fortemente afetado pela idade (Tabela 19).

Os animais da faixa etdria maior de 12 meses e menor ou igual a 24 meses
apresentaram 8.68 vezes mais chances de se infectarem e esta relacdo foi aumentando com
relagdo aos grupos etarios mais velhos € que os animais maiores de 36 meses apresentaram
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11.83 vezes mais chances de se infectaram com agentes etiologicos da borreliose bovina. A
faixa etaria constitui um forte fator de risco para infeccdo por agentes da Borrelia spp. na
regido estudada.

Das 480 amostras analisadas pelo teste de ELISA-i e PCR, foram observadas
positividades de 78,3% (n = 376) e 3,8% (n = 18), respectivamente. Houve diferenga
significativa pelo teste qui-quadrado (p<0,05) entre o resultado soroldgico e molecular para
Borrelia spp. (Tabela 21). Acrescenta-se a isso, que apenas 2 amostras negativas no teste de
ELISA-i, foram positivas na PCR, sugerindo tratar-se de primo-infeccao.

Nao foram encontrados relatos sobre diagnostico de borreliose em bovinos por
métodos sorologicos ou moleculares na Regido Sul de Mogambique.

No presente estudo, o nimero de bovinos positivos na PCR n3o mostrou associagao
com relacdo ao sexo, origem geografica das amostras e faixa etdria dos animais,
demonstrando que a chance da infecgao foi igual para todos os fatores analisados

Na presente pesquisa ndo foram observados animais com sinais clinicos sugestivos da
doenca durante o trabalho de campo, o que demonstra a necessidade da realizagdo de estudos
em outras regides do pais, no qual existam condic¢des climaticas diferenciadas que possam
facilitar ou ndo a proliferacdo e disseminagao de bioagentes responsaveis pela transmissao da
enfermidade.

Em termos praticos, os resultados soroldgicos encontrados na presente pesquisa
indicam uma condi¢do de estabilidade enzodtica na regido estudada, o que indica um baixo
risco de casos de surtos da borreliose bovina.

Os resultados deste estudo fornecem informagdes importantes que pode ser utilizadas
pelos gestores da pecuéria nacional e para a compreensao da situagdo sanitaria bovina no pais,
além de auxiliar no planejamento de futuros estudos e na educagdo zoo-sanitéria dos criadores
de bovinos no pais. Nestas circunstancias, maiores estudos fisiograficos sdo necessarios e
justificados, a fim de monitorar os rebanhos pecudrios e identificar outros fatores que possam
constituir um risco ao desenvolvimento da industria pecudria nacional.
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5 CONCLUSAO

Os agentes da borreliose bovina estdo circulando nos rebanhos bovinos da Regidao Sul
de Mocambique e estes devem ser inclusos no diagnoéstico diferencial com outras doengas dos
bovinos transmitidos por carrapatos. Este constiui o primeiro relato de ocorréncia de agente
de borreliose em bovinos na Regido Sul de Mogambique.
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6 Comparacao entre as prevaléncias de Babesia bigemina, Babesia bovis, Anaplasma
marginale e Borrelia spp. entre os bovinos da Regiio Sul de Mocambique e nas
provincias estudadas

As prevaléncias observadas entre os bovinos na Regido Sul de Mogambique para B.
bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp. apresentou diferenca significativa (Tabela
22).

Na provincia de Gaza foi observada uma menor prevaléncia de animais soropositivos
para B. bigemina e A. marginale (64,7% e 68,4%), respectivamente. Diferen¢a significativa
foi observada nesta provincia com relacdo estes agentes. Também foi observada diferenca
significativa entre as prevaléncias de Borrelia spp. € a B. bovis, na mesma provincia.

Nas provincias de Maputo e Inhambane prevaléncias de bovinos soropositivos nos
agentes estudados foram iguais ou superiores a 75%, 0 minimo necessario para que uma
determinada regido seja classificada como estavel (MAHONEY, 1975). Na provincia de
Maputo nao foi observada diferenca significativa entre todos os agentes estudados.

Ao observar as caracteristicas do relevo da provincia de Gaza e as caracteristicas
peculiares de temperatura e umidade relativa do ar, associado ao controle intensivo de
carrapatos estes aspectos podem ter influenciado na biologia dos vetores, principalmente no
numero de geracdes dos carrapatos, diminuindo a pressao de infeccado (MAHONEY; ROSS,
1972; MAHONEY; MIRRE 1979) e assim determinando as menores prevaléncias de B.
bigemina e A. marginale nesta provincia.

Tabela 22. Prevaléncias da soropositividade através do teste ELISA indireto para Babesia
bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale e Borrelia spp. dos bovinos das provincias de
Maputo, Gaza e Inhambane, Regiao Sul de Mocambique e respectivas provincias, 2010.

Provincias

Agente etiolégico Regifio Sul Maputo Gaza Inhambane

N n % N n % N n % N n %
Babesia bigemina 809 581 71,8" 175 148 84,6 450 291 64,7° 184 142 772"

Babesia bovis 809 620 76,6 175 147 84,0° 450 335 74,4 184 138 750"
A. marginale 809 619 76,5* 175 156 89,1° 450 308 684 184 155 842"
Borrelia spp. 809 695 85,9° 175 148 84,6 450 389 86,6° 184 158 85,9°

N: niimero de amostras coletadas na regido e nas provincias, n: nimero de amostras positivas.
Valor da mesma coluna seguido da mesma letra ndo apresenta diferenca significativa no teste
x* ou Exato de Fisher a 5% de significancia.

Dentre as caracteristicas predominantes nas criagcdes de bovinos da Regido Sul de
Mocambique, ressalta-se o aspecto racial, constituido por bovinos na sua maioria sem raga
definida, mas todos sdo pertencentes ao tronco Bos indicus. O sistema de criagdo ¢ extensivo.
Apesar de grande parte dos criadores afirmarem possuir assisténcia veterindria através dos
técnicos da extensdo rural da rede publica (98,2%), estes sdo funcionarios publicos e estdo
lotados nos Servigos Distritais de Atividades Economicas (SDAE), distantes dos criadores € o
atendimento na maioria das vezes ¢ feito de forma emergencial para casos clinicos de doenga
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e quando sao solicitados, ndo existindo um programa profilatico e de prevencdo de doengas
em rebanhos.

Do ponto de vista das caracteristicas dos criadores e sua percep¢ao sobre a producao
pecuaria foi observado que mais de metade tem muita experiéncia na produgdo pecudria,
poucos se atualizam em fontes com bases cientificas no sentido de conhecer os problemas do
seu quotidiano com relacdo a sua atividade pecudria. Foi observado que 100% dos criadores
consideram as doencas transmitidas por carrapatos como as principais € os carrapatos dos
bovinos como os ectoparasitos que impedem o desenvolvimento da atividade, mas ficou claro
nas entrevistas que eles pouco conhecem sobre formas adequadas de prevencao e controle de
carrapatos.

Muitos sdo os desafios que os criadores de bovinos na Regido Sul de Mogambique
enfrentam. Estes desafios vao desde sua adaptagdo a atual realidade na produgdo pecudria no
pais, aos desafios sanitarios dos rebanhos, onde se enquadram as doengas transmitidas por
carrapatos que sdo fatores limitantes da atividade pecudria.

O comprometimento politico e a determinagdo do poder publico sdo necessarios para
que o pais possa sair da dependéncia, tem-se reconhecer a importancia social e econdmica do
setor agro-pecudrio para a regido estudada em particular e no pais em geral; a extensao
veterinaria tem na assisténcia uma oportunidade para fazer a diferenca em prol do
desenvolvimento de da pecuaria, os pequenos criadores podem mudar a realidade da pecuaria
nas provincias estudadas, bem como da regido no cendrio nacional. Com o desenvolvimento
do setor agrario, o ganho imediato ¢ a diminui¢cdo do éxodo rural de forca de trabalho para os
centros urbanos principalmente, os pequenos criadores de bovinos e o fortalecimento da
economia e condicao social e cultural da populagdo humana.
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7 DISCUSSAO GERAL

E indiscutivel que as doencas transmitidas por carrapatos representam um dos mais
importantes problemas na Sanidade Animal e no desenvolvimento da indUstria pecuaria em
muitos paises das regides tropicais e subtropicais do mundo e, particularmente na maioria dos
paises da chamada Africa subsahariana.

Diversas restri¢des sao impostas a esses paises devido a ocorréncia de varias doengas
transmitidas por artropodes, sendo desta forma, um fator limitante para o comércio
internacional de animais de producdo, melhoramento genético e em determinadas regides
inviabilizam a produgdo pecuaria de bovinos, principalmente nos pequenos criadores sem
capacidade financeira para a aquisi¢do de produtos carrapaticidas (BOCK et al., 2004;
ESTRADA-PENA et al., 2006; SCOLES et al., 2005; UILENBERG, 1986).

Esta realidade acaba causando altas taxas de morbilidade e mortalidade em mais de
50% dos animais vindos de areas livres para areas endémicas (MARTINS et al., 2008).

Em Mocambique predomina um sistema de criagdo tradicional constituido por
pequenas criacdes de bovinos, sem cultura de gestdo financeira da atividade, onde ndo ha
registros de movimentos nos rebanhos (nascimentos, vendas, compras, abates e mortes).

As perdas econdmicas anuais sdo subestimadas e muitas vezes sdo feitas as
extrapolagdes estatisticas referentes a estes dados o que nem sempre reflete a realidade em
termos de perdas globais de toda a cadeia produtiva nacional.

O aumento da produgdo e produtividade na pecudria ¢ considerado uma prioridade
nacional para melhorar a subsisténcia dos produtores agro-pecudrios e para garantir a
seguranca alimentar e nutricional das comunidades rurais e do pais.

Com a introdug¢do do sistema de planejamento rural participativo e a transformagao do
Distrito como pdlo de desenvolvimento econdmico foi possivel incorporar elementos que
contribuiram na ascendéncia econdmica, principalmente na geracdo de renda familiar em
areas rurais de todo o pais (TEMBUE, 201 1)7.

Assim, qualquer abordagem direcionada ao desenvolvimento agrario em Mog¢ambique
com vista a aliviar a extrema pobreza nas comunidades rurais deve se considerar uma
abordagem holistica de criacdo animal e producdo integrada de culturas alimentares e de
rendimento.

Durante a implementagdo do Programa Nacional de desenvolvimento Agrario
(PROAGRI) foi sendo introduzido de forma gradual um conceito agrario denominado
“Farmer Field School” (Escola na machamba do camponés) como uma alternativa € uma nova
abordagem mais participativa que envolvesse ativamente os principais atores no processo
produtivo, isto ¢, as comunidades rurais.

Essa abordagem incluia a participagdo destes produtores no planejamento e no
processo decisoério na escolha de tecnologias adequadas e na identificagdo dos limitantes e
condicionalismos especificos em que estes pequenos produtores agro-pecudrios rurais
enfrentavam no processo de desenvolvimento das suas atividades quotidianas.

Com a utilizacdo da metodologia participativa no planejamento, muitos dos pequenos
produtores agrarios observaram grande impacto sobre a agricultura de subsisténcia nas suas
comunidades. Isto ressalta a importancia do controle dos ectoparasitos pelas autoridades
responsaveis pela gestdao da pecudria nacional em Mogambique com maior énfase para o setor
familiar.

E de salientar que a produgio pecuaria representa uma importante fonte de satisfagdo
das necessidades alimentares duma parcela significativa da populacdo mogambicana em
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carne, leite e outros derivados de origem animal, além de ajudarem nos trabalhos de campo
como nas lavoura, transporte de pessoas e mercadorias diversas através da utilizacao
dosistema de traccdo animal, também constitui a principal reserva monetaria das familias
rurais de baixa no pais. Na Regido Sul de Mocambique principalmente nas provincias de
Maputo e Gaza o bovino tem sido muito utilizado como moeda de pagamento do lobolo
(dote) no casamento tradicional em sistema de uso e costumeiro mogambicano, o sistema ¢é
valido perante a legislacdo juridica sobre o matrimonio em vigor na Republica de
Mogambique Tembue (2011)

Estudos epidemiologicos realizados por meio de testes soroldgicos e moleculares,
como o ensaio de imunoadsor¢do enzimatico indireto (ELISA-i) e rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR), representam uma poderosa ferramenta conjunta para o diagndstico preciso
e investigacdo das infec¢des transmitidas por carrapatos.

Em Mocambique, informagdes sobre prevaléncia de Babesia bigemina, Babesia bovis,
Anaplasma marginale e Borrelia spp. sdo escassas. No entanto, as informagdes sobre a
distribuicao da babesiose, anaplasmose e borreliose bovina sdo essenciais para a elaboragao
de programas estratégicas de profilaxia e controle adequada de ectoparasitos (MORZARIA et
al., 1992).

O estudo realizado centrou-se nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido
Sul de Mogambique. A combinac¢do de dois métodos de diagnostico, sorologico e molecular,
permitiu ter uma visdo geral da infeccdo e da circulagdo desses agentes etioldgicos nos
rebanhos bovinos da regido estudada. As técnicas de ELISA-i e PCR foram utilizadas para a
deteccdo de anticorpos da classe IgG e DNA de parasitas dos genes 16S e 18S rRNA,
especifico para cada parasita estudado.

Estes métodos apresentam alta sensibilidade e especificidade e tem sido recomendados
para estudos epidemiologicos (FIGUEROA et al., 1993; GOFF et al., 2006; 2008). Da analise
dos resultados soroldgicos foram observados 71,8%, 76,6%, 76,5% e 85,9% de animais
sororeagentes para B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp., respectivamente,
enquanto que pela PCR detectou-se 11,3%, 37,1%, 79,2% e 3,8% de animais infectados e que
B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp., estdo circulando na area estudada,
respectivamente.

Estas informagdes poderdo ser uteis para definir metodologias padronizadas para o
desenvolvimento de programas nacionais de monitoramento e vigilancia epidemiologica
como medidas de profilaxia e controle preventivo dos agentes causadores destas doengas, uma
vez que as infecgdes transmitidas por carrapatos poderiam ter um impacto importante no peso
das perdas econdmicas globais.

No entanto, o sistema de controle de carrapatos nas criagoes estudadas se mostrou ser
inadequado, pois ndo existe uma metodologia comum ou padrio entre os criadores no que
concerne a frequéncia de aplicagdo das drogas e no cumprimento das regras basicas do
manuseio dos carrapaticidas.

Além de transmissao de doencas, a infesta¢ao intensa com carrapatos pode causar uma
reducdo significativa na produtividade dos animais. Portanto, os programas educativos aos
pequenos criadores se fazem necessarios para que os programas de controle de carrapatos
sejam executados de forma adequada por todos os criadores da regido.

Para essa abordagem se faz necessario primeiro agdes educativas direcionadas aos
criadores sobre a biologia dos carrapatos que transmitem diversas doencas aos animais, em
Mocambique. O conhecimento das espécies de carrapatos, a competéncia vetorial na
transmissdo, a dindmica da infeccdo em animais susceptiveis e o “status” imunologico sao
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fatores importantes para o entendimento sobre circulagdo de agentes etiolégicos em uma
populacao de animais susceptiveis (EISLER et al., 2003).

Com este conhecimento basico sera possivel projetar e executar modelos de estudos
epidemioldgicos e econdmicos para a realizacdo de estudos sobre a situacdo zoo-sanitario
abrangente na regido e no pais, assim, também seria possivel avaliar o impacto das varias
enfermidades e programas integrados de profilaxia e controle de vetores.

Os resultados do presente estudo demonstram que muitos animais apresentaram a co-
infec¢do de alguns agentes etioldgicos analisados. Isso pode indicar que as infecgdes mistas
de patdgenos transmitidos por carrapatos pode estar associados com a perda de produtividade
dos rebanhos, mesmo na condi¢ao de portador e ndo de doenca clinica.

Esta observagdo ¢ muito importante porque a maioria das medidas de controle das
doengas transmitidas por carrapatos preconizam atualmente o controle de vetores de forma
moderada para favorecer o desenvolvimento de estabilidade enzodtica, ou seja, um estado de
equilibrio entre o ambiente, o carrapato vetor e o hospedeiro vertebrado. Quando estes trés
estdo em um estado de equilibrio, a doenca clinica ¢ praticamente ausente.

Na literatura cientifica mais antiga, em relagdo ao controle de carrapatos e outros
vetores observa-se que os esforgos visavam a erradicagdo das doengas transmitidas por
artropodes em muitas partes do mundo, incluindo a regido da Africa subsahariana, o que se
provou ser impossivel até o presente momento (EISLER et al., 2003; PEGRAM et al., 2000).

Nestas condi¢des seria desejavel primeiro que se avaliasse as perdas de produtividade
resultantes das praticas ineficientes para o controle da populacdo de carrapatos e outras
estratégias de controle, com énfase em outras op¢des de controle como a vacinagdo, por
exemplo. Sugere-se determinar métodos que dariam o melhor retorno econdémico para os
criadores. Tais comparagdes devem ser feitas para criadores de diferentes niveis, que
apresentam um numero raozavel de animais de ragas nativas, incluindo também os sistemas
comerciais, com ragas geneticamente melhoradas.

Esse tipo de comparacdo seria muito pertinente, pois pode ter influéncia direta com o
nivel e a natureza de estabilidade endémica para determinados agentes etioldgicos presentes
na regido. Além disso, a realizacdo de uma analise do custo/beneficio de programas de
profilaxia e controle de ectoparasitos nos rebanhos, poderia estimular determinadas praticas
pelos criadores, visando uma maior rentabilidade futura da atividade.

Este estudo revelou uma alta soroprevaléncia na amostragem obtida na estagdo
chuvosa. A temperatura e a umidade relativa do ar, associado ao efeito do fendomeno El Nifio
na regido da Africa subsahariana tem proporcionado condigdes favoraveis ao
desenvolvimento e sobrevivéncia de varios artropodes incluindo os carrapatos vetores,
facilitando deste modo a transmissao de patdogenos.

O efeito da Oscilagdo Sul do El Nifio (ENSO) tem sido utilizado como modelo para o
estudo de doengas tropicais humanas, especialmente a maldria, no intuito de prever a
ocorréncia de epidemias (BOUMA; VAN DER KAAY, 1996).

Viérias pesquisas tém sido desenvolvidas sobre a maléria e sua associagdo com eventos
do EI Niflo, mas nenhum trabalho foi reportado relacionando essa variabilidade climatica com
qualquer doenca de importincia médica veterinaria em Mogambique. E um fato conhecido
que a transmissao de patdgenos transmitidos por carrapatos tende a ocorrer dentro dos padrdes
sazonais, em que o papel de chuva e a temperatura sao fundamentais.

Kovats (2000) afirmou que a chuva e a temperatura foram os principais condutores
dos processos bioldgicos através dos quais ENSO tem afetado a satde humana. Uma
variedade de vetores carregando consigo a maioria dos patdgenos sdo expostos ao ambiente e
sua densidade ¢ influenciado pela variabilidade no tempo, que pode também afetar a forma
como a doenga ¢ transmitida.
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A precipitacdo pluviométrica atipica no primeiro trimestre de 2000 em Mogambique
parece ter favorecido o aumento e surgimento de novas espécies de carrapatos que infestam
animais, os quais foram reportados pela primeira vez por (DE MATOS, 2008).

Kovats et al. (2003) sugeriram existir evidéncias de uma associagdo entre risco de
infestacdo por artropodes com o fenomeno ENSO. Estes fatos se tornam mais robustos
quando baseados em estudos temporais. Os autores avaliaram animais por um longo periodo
de tempo e conseguiram estabelecer um vinculo entre a transmissdo e a variabilidade
climatica.

Neste estudo nao foi realizada uma associagcdo entre a soropositividade dos agentes
transmitidos por carrapatos e o efeito ENSO, mas supde-se que possa estar a contribuir na
epidemiologia das doengas transmitidas por carrapatos no sul de Mogambique.

Em qualquer estratégia de intervengdo no processo produtivo de bovinos, a avaliacdo
sobre a percepgao dos criadores em relagdo aos problemas higiénico-sanitarios nas criagdes se
torna essencial para a inclusdo de novas praticas de manejo no desenvolvimento da atividade
pecuaria. Este fato pode favorecer os proprios criadores, sua compreensao e aceitagdo para a
implementagdo de novas praticas, garantindo a sustentabilidade dos programas.

A sustentabilidade e o sucesso da pecuaria em Mogambique dependem do servigo
veterinario estatal na gestdo e controle de ectoparasitos e conscientizagdo dos criadores de
bovinos a adotarem um pensamento comum, o desenvolvimento do pais e autosuficiéncia
alimentar para isso, ado¢ao de estratégias de controle de carrapatos que infestam os bovinos,
animais silvestres e 0 homem ¢ fundamental e prioritario em Mogambique.

A produgdo de alimentos de origem animal e de qualidade para o abastecimento da
populagdo ¢ uma questao da soberania nacional.
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8 CONSIDERACOES GERAIS

A partir dos resultados do presente estudo epidemioldgico das infec¢des por Babesia
bigemina, Babesia bovis, Anaplasma marginale e Borrelia spp. em bovinos, na Regido Sul de
Mogambique conclui-se:

A utilizacao das técnicas soroldgicas e moleculares para o diagndstico das infecg¢des
por B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp. possibilitou a deteccdo destes agentes,
indicando a cirulagdo nas criagdes dos pequenos criadores de bovinos do sul de Mogambique;

Os hemoparasitos B. bigemina, B. bovis, A. marginale e Borrelia spp. infectam
bovinos, simultaneamente nas provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, na Regido Sul de
Mogambique;

Os agentes da borreliose devem ser incluidos no diagnostico diferencial de outras
doengas dos bovinos transmitidas por carrapatos, este constitui o primeiro relato de ocorréncia
de borreliose bovina em Mogambique;

Acdes educativas e de conscientizagdo para os pequenos criadores sobre a importancia
das doencas transmitidas por carrapatos € do uso adequado de produtos quimicos e da
preservagdo do meio ambiente e prote¢ao individual se fazem necessarias;

A falta de diagnodstico adequado dos agentes etioldgicos transmitidos por carrapatos na
regido estudada ¢ um fator que favorece o uso indiscriminado de drogas terapéuticas e
compromete a eficiéncia do tratamento;

A utilizacdo de mao de obra familiar e a baixa escolaridade sdo caracteristicas
presentes na maioria dos criadores de bovinos na Regido Sul de Mogambique.

Os resultados do presente estudo fornecem informagdes sobre a situagdo zoo-sanitéria
na Regido Sul de Mocambique que possam ser utilizados pelos gestores da pecuaria nacional
no planejamento de futuras intervengdes nos programas de profilaxia e controle de
ectoparasitos no novo contexto da produgdo pecudria nacional.
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9 RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa, torna-se interessante a
realizacdo de novos estudos epidemioldgicos que sejam extensivos e abrangentes sobre as
doencas transmitidas por carrapatos em Mogambique. Estes poderdao ser planejados e
executados em diferentes estacdes do ano com animais de diferentes graus de sangue, aptidao
produtiva e faixas etdrias, abrangendo todas as regides do pais. Da mesma forma, uma
avaliagdo da relacdo entre as faixas etdrias dos animais, ragas e condi¢cdes ambientais
poderiam ser efetuados;

Pesquisas futuras poderdo ser direcionadas para avaliagdo do efeito El Nifio para
doencas transmitidas por carrapatos em bovinos como a anaplasmose, babesiose, borreliose
entre outras.

Mais pesquisas sdao necessarias sobre estes importantes hemoparasitas de animais, de
modo que a relagdo custo/beneficio dos programas de controle de ectoparasitas em animais de
producao seja eficaz, e que o controle estratégico seja implementado com base em
conhecimentos cientificos e s6lidos sobre a interagcdo hospedeiro invertebrado, vertebrado e o
ambiente.
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11 Apéndices
Apéndice 1

Questionario
Caracteristicas das criacoes
Data.. /72010
Caracteristicas Gerais
Localizagdo:

Altitude:

1. Dados do responsavel:
Nome do criador:
Telefone para contato:
Localidade:
Administragdo: ( ) criador, ( ) Gestor contratado, ( ) outro:

Atividade principal: ( ) produgdo agricola, ( ) producdo de carne, ( ) produgdo de carne e

agricola

Outras atividades:

2. Racga dos animais: () Nguni, () Brahman, ( ) Mestigos, outras

3. Numero de animais: () 1-5  ,()6-10  ,()11-20  ,()21-50 ,>50

4. Numero de animais por categoria: ( ) Touros, ( ) Bois, ( ) Vacas, ( ) Novilhos, ( )
Novilhas, () Vitelos, () Vitelos

5. Venda de animais: () Touros, ( ) Novilhos/as, () Bois para tragdo

6. Compra de animais: ( ) Touros, () Novilhos/as

Manejo Alimentar

7. Pasto e forragens: () Panicum maximum, () Brachiaria decumbens, () Themeda triandra,
() Cenchrus ciliaris, () Pasto verde, () outro

8. Sistema de criagdo: ( ) Intensiva ( ) Semi-intensiva ( ) Extensiva

9. Divisao de cercados: () sim, () Nao

10. Faz rotagdo de pastagens? ( ) sim ( ) ndo

11. Faz limpeza das pastagens: ( ) sim ( ) ndo, ( ) mecanizada, ( ) Quimica

12. Tipo de suplementagdo: ( ) capim elefante, () cevada, () silagem, () milho, () sal
mineral, outro

Manejo Reprodutivo

13. Possui sistema de controle reprodutivo: ( ) sim ( )nao

( ) manual em fichas ou cadernos, () informatizado, () informatizado com programas

especificos

14. Reproducdo animal: Tem épocas de monta natural, () sim, ( ) Nao, quantos reprodutores
tem na criacao

Assisténcia Veterinaria

15. Possui assisténcia veterinaria: () Nao, ( ) Técnico agro-pecuario, ( ) Extensionista da rede
publica, () Extensionista da rede de ONGs, Médico-veterindrio, ( ) outro

Caracteristicas da producao

16. Destino da carne: () consumo familiar, () venda, () outro

17. Mao-de-obra: () familiar, familiar e contratada, ( ) somente contratada

18. Numero de funcionarios:

19. Grau de escolaridade dos funcionarios: () analfabeto, ( ) Ensino primario incompleto,
Ensino primario completo, ( ) Ensino médio completo, ( ) Ensino médio incompleto, ()
Ensino técnico profissional completo, ( ) Ensino técnico profissional incompleto, Técnico
superior, outro
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Outras caracteristicas
Possui outros animais de produgao: ( ) sim, ( ) ndo, ( ) caprinos, ( ) ovinos, ( ) asininos, ( )

bubalinos, ) galindceos, ( ) suinos, ( ) outras aves:

20.

Possui outros animais domésticos: ( ) caes ( ) gatos () outros:

Os animais compartilham da mesma pastagem ou area: ( ) sim, ( ) ndo, () caprinos, ()

ovinos, ( ) asininos, () bubalinos, ( ) suinos, () galinaceos, () outras aves

Caracteristicas dos produtores

21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.

28.

Idade:
Grau de escolaridade do criador: () analfabeto, ( ) ensino primario incompleto, ( )
ensino primario completo, ( ) ensino médio incompleto, ( ) ensino médio completo,
() ensino técnico, ( ) ensino superior.

Profissao:

A quanto tempo cria animais
Atualiza-se sobre a sua atividade? () sim () ndo

Com que frequéncia se atualiza () semestral () anual

Qual a fonte de informagao? () Associacao de produtores, ( ) outros produtores, ()
familia, outra fonte

Area que busca aperfeigoamento: () mio-de-obra, ( ) manejo, () reprodutivo

() producdo () outra

Percepc¢ao dos produtores sobre a atividade pecuaria

29.

30.
31.
32.

33.
34.

35.
36.

De que forma?

37.
38.

Qual o maior entrave na produgdo de carne? () custo/beneficio, () falta de politicas e
incentivos governamentais, () falta de extensao rural, () produtor ndo coopera com as
autoridades, () outro
Ja ouviu falar de doencas transmitidas por carrapatos? () sim ( ) Nao
Qual a que considera mais importante?
Quais vacinas vocé aplica em seu rebanho? ( ) Febre aftosa, ( ) Carbunculo hematico, ()
Carbunculo sintomatico, ( ) Brucelose, ( ) Dermatose nodular

Parasitose que considera mais importante: () carrapatos () helmintose ( ) moscas
Quando o seu animal esta doente a quem trata? () proprietario, ( ) extensionista, Médico
veterindrio, ( ) outro
Como v¢é o futuro da pecuaria na tua regiao
Os criadores participam em atividades coletivas? () sim () ndo

Em que aspecto acha que os criadores poderiam melhorar?
O que entende por produtividade? Acertou? () sim () ndo

Percepc¢iao dos produtores sobre a biologia de carrapatos

39.
40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Qual a regido do corpo mais afetada? () ubere () pescogo ( )axila () outra:

Porqué dessa regido ser a mais afetada? ( ) lugar mais protegido, () préxima do chao
() Outra:
Quanto tempo o carrapato fica sobre os animais (tempo de vida
parasitaria)?
Quanto tempo o carrapato sobrevive nas pastagens?
Qual a época mais propicia ao aparecimento de carrapatos? () verdo () inverno ()
chuva ( )seca

Numero de ovos em uma postura das fémeas de carrapato?
Quantas espécies de carrapato parasitam os bovinos?
Conseguem diferenciar estagios de vida?
Os seus animais sdo resistentes a carrapatos?
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48. Conhece algum animal que se alimenta dos carrapatos dos
bovinos?

Percepc¢ao dos produtores sobre a importancia dos carrapatos na sanidade do rebenho e

no processo produtivo tais Rhipicephalus microplus, R. geigyi R. decoloratus e R. evertsi evertsi, R.

appendiculatum, R. zambeziensis, Amblyomma hebraeum, A. variegatum, etc

49. O parasitismo causa perda de carne? () sim () ndo

50. Quanto (%) se perde por infestacdao carrapatos?

51. Outros prejuizos?

52. O parasitismo por carrapato pode causar morte? ( ) sim () ndo

53. Conhece as doengas transmitidas por carrapatos para os animais? ( ) sim ( ) ndo

Quais?

54. Conhece os sinais que a doenca pode causar no animal?

55. Ocorre doencas transmitidas por carrapatos na sua criagdo? ( )sim ( ) nao

56. Quantos casos clinicos observaram em seu rebanho ano passado? Touros , Bois
___vacas: Novilhasos: Vitelos/as
57. Teve animais mortos no ano passado? Touros , Bois Vacas:
Novilhasos: Vitelos/as

58. Quando trata o animal contra das doengas transmitidas por carrapatos?

59. Quais produtos sdo usados para tratar os animais doengas?

60. Quem orienta o tratamento dos seus animais? ( ) Técnico Extensionista, Médico
veterinario, outro

Percepc¢iao dos produtores sobre o controle de carrapatos

Método de controle e resisténcia

61. Como faz o controle de carrapatos?:

62. Tipo de equipamento utilizado para aplicacao do carrapaticida: ( ) Tanques carrapaticidas
( ) bomba manual () bomba mecanica () Pour-on ( ) injetavel

63. Quando trata os animais contra carrapatos: ( ) Muitas larvas, () Muitas fémeas
ingurgitadas, () Epocas determinadas, ( ) outros

64. Escolha da dose utilizada por animal: () Indicag¢ao do fabricante, ( ) Indicacao do técnico,
() Vendedor, () extensionista

65. Sao banhados no mesmo dia: ( ) todos os animais, () mais infestados, ( ) Outros
criadores

66. Regides do corpo banhadas: () Todo do corpo do animal, () partes mais afetadas,

67. Os animais sao contidos para o banho? () sim ( ) ndo

68. Quantos animais sao banhados com 20 litros de solucao carrapaticida?

69. Com que freqiiéncia realiza os banhos carrapaticidas? ( ) seminal () duas vezes por més,
( ) quando tiverem carrapatos outra:

70. Quem realiza as aplicagdes dos produtos carrapaticidas? () criador ( ) técnico ( )
administrador () funcionario ( ) outro:

71. Tem supervisao ou acompanhamento durante a preparagao da solugdo e aplicagdo do
carrapaticida? () sim ( )nao Quem?

72. Existe um produto que ja usou e ndo usa mais? () sim () ndo

Qual?

73. Porque parou de usar o produto? ( ) efeito indesejavel, ( ) ndo encontra mais nas lojas, ( )
custo alto, ( ) nao produz o efeito esperado, ( ) outros:

74. O que pode favorecer o desenvolvimento de carrapatos resistentes a carrapaticidas?
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75.

76.

77.

78.

79.
80.

81.
82.
83.
84.

Percebe que existem carrapatos resistentes a algum tipo de carrapaticida em sua
propriedade? ( )sim  ( )ndo

Tem algum tipo de orientagdo sobre o controle de carrapatos? () O proprio produtor, ()
Técnico extensionista, ( ) Médico Veterinario, () Outros criadores, ( ) Recomendagao de
vendedores de lojas, () outra:
Faz uso dos equipamentos de seguranca individual durante os banhos carrapaticidas? ()
sim () ndo, Quais?

Ja teve algum tipo de problema com produtos carrapaticidas em sua propriedade? ( ) sim
() ndo, Quais?
Conhece equipamentos de protecao individual () sim () ndo

Muda de produto por qué? () Perda da eficiéncia () Procura o mais barato ()
Recomendagao do vendedor, () Recomendagao técnica () Outra:
Produtos utilizados: () na ultima aplicagdo, () este ano, () ano passado, () carrapaticida
Tem contato com outros criadores? () sim, ( ) ndo

Ouviu falar de doengas transmitidas por carrapatos? () sim, () ndo

Ouviu falar de doengas zoondticas? (- ) sim, () ndo

(Anténio Amélia Mucalane Tembue, DVM, M.Sc.)
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Apéndice 2

Relacdo dos produtores entrevistados, sua origem geografica e o efetivo bovino, nas
provincias de Maputo, Gaza e Inhambane, Regido Sul de Mogambique, 2010.

Nome do Provincia Distrito Localidade Efet} vo
produtor bovino

1 Inhambane Zavala Chitsuleta 5
2 Inhambane Zavala Chitsuleta 9
3 Inhambane Zavala Chitsuleta 3
4 Inhambane Zavala Chitsuleta 2
5 Inhambane Zavala Chitsuleta 9
6 Inhambane Zavala Chitsuleta 1
7 Inhambane Zavala Chitsuleta 5
8 Inhambane Zavala Chissibuca 147
9 Inhambane Zavala Chissibuca 117
10 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
11 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 5
12 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 6
13 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 4
14 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
15 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 5
16 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
17 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
18 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 4
19 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
20 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 5
21 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 4
22 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
23 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 5
24 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
25 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
26 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 4
27 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 3
28 Inhambane Zavala Nhamasso-Chambule 4
29 Gaza Bilene Mazivila 18
30 Gaza Bilene Mazivila 12
31 Gaza Bilene Mazivila 20
32 Gaza Bilene Mazivila 9
33 Gaza Bilene Mazivila 11
34 Gaza Bilene Mazivila 10
35 Gaza Bilene Mazivila 35
36 Gaza Bilene Mazivila 4
37 Gaza Bilene Mazivila 8
38 Gaza Bilene Mazivila 4
39 Gaza Bilene Mazivila 54
40 Gaza Bilene Mazivila 10
41 Gaza Bilene Mazivila 15
42 Gaza Bilene Mazivila 6
43 Gaza Bilene Mazivila 9
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
Gaza

Bilene
Chokwé
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Chibuto
Xai-Xai
Xai-Xai
Xai-Xai

Mazivila
Macarretane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
Macalawane
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94
95
96
97
98
99
100
101
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103
104
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Gaza
Gaza
Gaza
Gaza
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Gaza
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Maputo
Maputo
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Abstract

The current study aimed to investigate the scroprevalence of IgG antibodies to Anaplasma marginale in cattle from
Maputo, Gaza and Inhambane provinces, south Mozambique. A total of 809 serum samples from cattle were obtained
and tested by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA). The chi-square test ar 5% significance was used
to assess the association between seroprevalence and the variables gender, age and geographic origin of animals. The
overall seropositivity was 76.5% (n = 619) and anti-A. marginale antibodies were detected in 89.1% (n = 156), 68.4%
(n = 308) and 84.2% (n = 155) of the animals in the provinces of Maputo, Gaza and Inhambane, respectively. A
significant association (p < 0.05) was found with the geographic origin of the animals, while sex had no significant
relationship. The frequencies of seropositive in the age groups were 63.2% (n = 72), 80.0% (n = 92), 83.1% (n = 98)
and 77.3% (n = 357) for animals <12; >12 and =24; >24 and =36; »36 months, respectively. These results indicate
that in southern Mozambique there are areas of enzootic stability to A. marginale. Thus, cpidemiological monitoring is
required to monitor the immune status of animals in the region.

Keywords: Bovine anaplasmosis, cpidemiology, scrological, Mozambique.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi investigar a soroprevaléncia de anticorpos da classe [gG contra Anaplasma marginale
em bovinos de corte da regido Sul de Mogambique. Para essc efcito, 809 amostras de soro foram colctadas ¢ avaliadas pelo
cnsaio imunoadsorgio enzimatico indireto (ELISA-i). O teste Qui-Quadrado, a 5% de significincia, foi utilizado para
avaliar a associagio entre a soroprevaléncia e as varidveis sexo, idade ¢ origem geogrifica dos animais. A soropositividade
geral foi de 76,5% (n = 619), ¢ anticorpos anti-A. marginale foram detectados em 89,1% (n = 156), 68,4% (n = 308)
¢ 84,2% (n = 135) dos animais nas provincias de Maputo, Gaza ¢ Inhambane, respectivamente. Uma associacio
significativa (p < 0,05) foi observada entre a origem geografica dos animais, enquanto o sexo nio demonstrou uma relacio
significativa. A frequéncia de soropositivos com relagio 4 faixa etdria foi de 63,2% (n = 72), 80,0% (n = 92), 83,1%
(n = 98) ¢ 77,3% (n = 357) para animais de <12; >12 a <24; >24 £36; >36 mescs, respectivamente. Os resultados
demonstram que, no Sul de Mocambique, existem dreas de estabilidade enzodtica para A. marginale, em animais
maiores de 12 meses. Assim, monitoramento cpidemiolédgico deve ser realizado para o acompanhamento do stazus
imunolégico dos animais na regido.

Palavras-chave: Anaplasmose bovina, epidemiologia, sorologia, Mocambique.
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Introduction

Livestock production has grown significantly since the mid-
1990s in Mozambique as a result of the imporrtation of cattle
from neighboring countries in the implementation of livestock
restocking program. However, this increase in cattle production
was not followed by improvement of sanitary conditions of
breeding animals, which has led to the occurrence of many
diseases, among which are noteworthy the ones transmitted by
ticks, such as anaplasmosis, babesiosis, ehrlichiosis and theileriasis
(SIMUUNZA et al., 2011). These diseases have led to a decrease in
productive and reproductive cfficiency of livestock, in addition to
mortality of more than half of the animals (MARTINS et al., 2008).

Anaplasmosis causes severe damage to animal health and
has great economic impact on livestock in tropical regions
(ALFREDQ et al., 2005; JONSSON et al., 2008). Tick-borne
diseases have been suspected as being responsible for 50% mortality
in cattle (MARTINS et al., 2008). The dynamics of infection
by Anaplasma marginale depends on several factors, including
transmission capacity of the vector, susceptibility of cattle which
can vary among race, age, and physiological and immune status. In
addition, agro-ecological and edaphic-climatic conditions of each
geographic region should also be considered (BOCK et al., 1997;
JONSSON ct al., 2008). Anaplasmosis is transmitted by ixodid
ticks of the genus Rhbipicephalus, Hyalomma spp. Dermacentor spp.,
especially Rbipicephalus microplus (UILENBERG, 1995;
DE WALL, 2000; JONGEJAN; UILENBERG, 2004).
Other forms of transmission include mechanical means by
hematophagus arthropods such as Tabanus, Stomonxys, and mosquitoes
(SCOLES et al., 2005), fomites (REEVES; SWIFT, 1977)
and through placenta during pregnancy (POTGIETER; VAN
RENSBURG, 1987). In Mozambique, 4. marginale transmission
vectors are ticks of the genera Rhipicephalus, Hyalomma spp. and
other arthropods, such as a horsefly Stomoxys, and mosquitoes.
Fomites, mainly due to mandatory vaccination in the country, are
also important (SCOLES et al., 2003). In addition, direct losses
due to mortality caused by anaplasmosis are estimated to be more
than 50% of domestic bovine animals (MARTINS et al., 2008).

This pathogen causes massive extravascular destruction of red
cells in their hosts; autoantibodies appear with discase progression
and adhere to infected and uninfected erythrocytes, increasing
red blood cell phagocytosis by macrophages, mainly in the spleen
and bone marrow. Reduced corpuscular volume and progressive
anemia occur and may lead to death (RISTIC, 1960).

The seroepidemiological study of bovine anaplasmosis in
a given geographical area is important because it can demonstrate
the possibility of outbreak occurrence. Indirect methods, which
detect antibodies against A. marginale surface antigens, are essential
tools for assessing the prevalence and the immune status of animals
and can provide useful information for the control of tick vectors
(MAHONEY, 1975; POTGIETER, 1979). Most common
serological tests include rapid card agglutinartion test, indirect
immunofluorescence assay (IFA) and enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Moreover, several researchers have demonstrated
that indirect ELISA is the test with higher diagnostic sensitivity
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and specificity (KNOWLES et al., 1996; GITAU et al., 1997;
TRUEBLOOD et al., 1991; MADRUGA et al., 2000).

The current study aimed to investigate the prevalence of IgG
antibodies against A. marginale by indirect ELISA, and to assess
whether gender, age and geographic area of origin are potential
risk factors in cattle from the provinces of Maputo, Gaza and
Inhambane, south Mozambique.

Materials and Methods

1. Study area

The study was conducted in the provinces of Maputo, Gaza
and Inhambane located in the southern region of Mozambique
(257 587 § latitude, 32° 35 E longitude, 120 m altitude), with
an arca of approximately 167,641 km” and a population density
0f29.1 inhabitants/km? (INE, 2010). The area comprises 53.6% of
national cattle population, estimated in 902,579 heads (INE, 2008).
The districts studied in each province were: Magude, Moamba and
Namaacha in Maputo; Bilene, Chibuto, Chokwé and Xai-Xai in
Gaza; and district of Zavala in Inhambane (Figure 1).

The climate is predominantly tropical and humid, with
warm summer and cold winter. The average temperature ranges
from 24 to 40 °C during the summer (October to April) and
18 to 23 °C during the winter (May to September). In addition,
average precipitation ranges from 600 to 800 mm and occurs
mostly between October and April.

2. Animals and serum samples

Serum samples were obtained from a total of 809 Bos indicus
cattle from 110 rural smallholder communities located in the
provinces of Maputo, Gaza and Inhambane, south Mozambique.
Animals were raised in plain agro-ecological areas under different
management systems. However, extensive management system
predominated. The study was carried out between January and
March 2010 and cattle owners participated voluntarily in this study.

Non-probability convenience sampling was used following
proportional stratification for each administrative region studied. In
cach rural smallholder community samples were taken in order to
represent 10% or more of the total herd in each farm. The number
of blood samples was calculated using an expected prevalence
of 34% (ALFREDO et al., 2005), sampling error of 3.5%,
according to the equation described by Sampaio (2002): n = 22
p (1-p)/d? where n = sample size; z = constant 1.96; p = expected
preva]encc, d? = desired absolute precision.

Blood samples were collected aseptically by venipuncrure of
the coccygeal vein into 10 mL tubes without anticoagulant using
vacuum system. Serum samples were obtained by centrifugation
at 3000 rpm for 10 minutes and were stored at —20 °C until
serological assays were performed.

The animals were categorized by age (<12 months; >12 and
<24 months; >24 and <6 months and >36 months), sex (males and
temales) and geographic origin (Maputo, Gaza and Inhambane).

165



320 Tembue, AAM. etal.

L~

= ®
IR S

(\ Cabo
Delgado

Malawi
]
Tete Nampula
_— T .

Zambézjaf|

™~ Y
Zimb:t% < /J
200

.

Africa . ¢
w&d ApP
3 e
-
P &

u’ﬁﬁ k)
28°

Rev. Bras. Parasitol. Vet.

@

200

Zimbabwe

A
i
Inhambane
2o,

24"
do Sul

8
2
g
LIty ==
j 0 100 km
S ; ilindial

Aftica \\q\f{fﬁk 21

3 30°

Figure 1. a) Map of Africa and geographical location of Mozambique; b) Map of Mozambique indicaring the southern region; c) Study
sites in three provinces. 1. Chitsuleta, 2. Nhamaso-Chambule, 3. Chissubuca, 4. Bilene, 5. Chokwé, 6. Chibuto, 7. Xai-Xai, 8. Magude,

9. Moamba, 10. Namaacha.

3. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Indirect ELISA was performed to detect anti-A. marginale 1gG
antibodies according to Aratjo et al. (2005). Optimization of the
reaction was established in preliminary experiments through block
titration of reagents, testing of different antigen concentrations,
positive and negative control serum dilutions and enzymatic
conjugate dilutions. Microplates (Corning” Costar® 3590, USA)
were coated with recombinant MSP5 of A. marginale, supplied
by the Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa)
Beef Cartle, Mato Grosso Sul, Brazil, and then blocked with PBS
Tween-20 at 0.1% (PBS-T) and skim milk at 5% (PBS-TM). Next,
plates were incubated with cattle sera diluted at 1:800 in PBS-T,
followed by incubation with anti-bovine IgG horseradish peroxidase
conjugate (Sigma Chemical Co, USA), diluted at 1:10,000 in

PBS-T. The reaction was developed by adding the enzyme substrate
(o-phenylene diamine dihydrochloride (OPDj; Sigma) and was
stopped by the addirion of H,50, (2.5 N). The optical density
(OD) was read at 492 im in plate reader (Lab systems [EMS
Reader MF). Positive and negative control sera were included in
each plate and all tests were performed in duplicates. The reaction
curoff was ser as two and a half rimes the mean absorbance of
the negative group control sera, and all readings above the cutoff
were considered positive. The immunological reactivity of each
serum was calculared by determining the sample to positive serum
ratio (S/P), considering positive and negative sera as reference,
using the following equation: (mean sample absorbance — mean
absorbance of negative serum reference) / (mean absorbance of
positive reference serum — mean absorbance of negative serum

reference), as described by Machado et al. (1997).
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4. Statistical analysis

The frequencies of seropositivity according to different categories
(age, gender and origin) were calculated and evaluated by the
chi-square test (") at a significance level of 5% using the statistic
program BioEstat version 4.0 (AYRES et al., 2003).

Results

Of the 809 sera analyzed by ELISA, 76.5% (n = 619) showed
anti-A. marginale IgG antibodics. The seroprevalence of bovine
anaplasmosis in the provinces of Maputo, Gaza and Inhambane and
the association with different factors studied are shown in Table 1.

Regarding cattle age, positive sera were found in all age groups
and anti-A. marginale seropositivity was associated (p < 0.05) with
age. Cattle aged up to 12 months had lower seropositivity compared
to those aged between 12 and 24 months, 24 and 36 months and
animals older than 36 months, being 63.2% (n = 72), 80.0%
(n =92), 83.1% (n = 98) and 77.3% (n = 357) positive for
anti-A. marginale IgG antibodies, respectively. The prevalence
ratio (Table 2) showed that cattle aged over 12 months were 4
to 27% more likely to be exposed to A. marginale (p < 0.01). As
for animal gender, no association (p > 0.05) with seropositivity
to A. marginale was found.

Mapute province had a higher frequency rate (p < 0.05)
of seropositive cattle by ELISA compared to the two other
provinces and anti-A. marginale antibodies were detected in 89.1%
(n =156), 84.2% (n = 155) and 68.4% (n = 308) of the animals
in Maputo, Inhambane and Gaza, respectively (Table 1). The
prevalence rate showed that cattle in the provinces of Maputo and
Inhambane were 6 and 23% (p < 0.01) more likely to be exposed
to A. marginale (Table 2).

The frequency of bovines positive to A. marginale in the districts
followed the same parttern observed for the provinces (Table 1).
However, the Moamba district in the province of Maputo had
the highest frequency of scropositive cattle, 93.8% (n = 43). On
the other hand, Chibuto district in the province of Gaza, had the
lowest frequency of seropositive cattle, 47.9% (n = 78).

Discussion

In the current study the occurrence of antibodies against
A. marginale in cattle from south Mozambique was investigated
by ELISA. The study results demonstrated that these ruminants
arc cxposed at a high frequency to this hemoparasite in the region
studied. It is the first evidence of this agent in the region.

Anti-A. marginale 1gG antibodies were detected in 76.5%
(n = 619) of the animals, of which 89.1% (n = 156), 68.4%
(n=308) and 84.2% (n = 133) were in the provinces of Maputo,
Gaza and Inhambane, respectively. This seropositive rate is higher
than 34.4% reported by Alfredo et al. (2005) in a similar study
conducted in the province of Tete, central Mozambique, in
areas of semi-arid and arid climate and high altitude. Moreover,
the prevalcncc of A. mrtrginﬂfe in the current study was higher
than 75.0% in all districts except Chibuto, located in Gaza province
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Table 1. Prevalence of antibodies against Anaplasma marginale in
cattle from Maputo, Gaza and Inhambane provinces, southern
Mozambique, detected by indirect enzyme-linked immunosorbent
assay (i-ELISA) and factors associated.

Factor N Anaplasma marginale
n %

Prevalence 809 619 76.5
Age (months)
<12 114 72 63.2
>12w=24 115 92 80.0°
>24 to £ 36 118 98 83.1%
=36 462 357 773"
Gender
Female 495 379 76.6*
Male 314 240 76.4*
Maputo 175 156 89.1*
Moamba 48 45 93.82
Magude 79 70 88.6°
Namaacha 48 41 85.4%
Inhambane 184 155 84.29
Chitsuleta 61 50 82.0¢
Nhamaso-Chambule 59 51 86.4*
Chissibuca 64 54 B4.42
Gaza 450 308 68.4%
Bilene 104 92 88.5*
Cholowé 47 36 76.6*
Xai-Xai 136 102 75.00
Chibuto 163 78 47.9°

N = number of animals by factor; n = numbcr of samples positive to
A. marginale. The values in the same column followed by a different letter
show a statistically. Significant difference among groups or factors in test §°

(p < 0.05).

(Table 1), which showed a rate of 47.9%. This lower prevalence
rate is probably due to the use of intensive health management
in Chiburo, characterized by acaricide dip at weekly intervals,
possibly affecting the population of vector ticks.

In southern Mozambique cattle raising is predominantly beef
cattle, consisting mostly of Bos indicus breeds and their crosses, which
are naturally tolerant to tick parasitism (JONSSON et al., 2008).
Hence, the results of the current study demonstrate great
transmission potential in the area studied and points out the
importance of control measures.

Studies in other countries in the Eastern and Southern regions
of Africa indicate that A. marginale is widely distributed with a
prevalence ranging from 32.1 to 100.0% (LATIF et al,, 1995;
DREYER etal., 1998). These results demonstrate not only areas
of stability, but also situations of enzootic instability between
countries or regions, which may be associated to hygienic-sanitary
management and soil and edaphic-climatic conditions that
affect the survival of A. marginale vectors (SCOLES et al., 2005;
JONSSON etal., 2008). In Zambia, the prevalence of A. marginale
demonstrated by ELISA was 85.7, 85.9, 84.7 and 75.0% in provinces
located at Western, Central, Eastern and Southern areas of the
country, rfspec[ively (JONGEJAN etal., 1988). In addition, several
studies in South Africa using ELISA as the diagnostic test reported
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Table 2. Prevalence ratio of antibodies against Anaplasma marginale in cattle from Maputo, Gaza and Inhambane provinces, southern of

Rev. Bras. Parasitol. Vet.

Mozambique, detected by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA) and factors associated.

Factor N Anaplasma marginale
n* %ot PR 95% CI= dp-value

Age (months)
<12 114 72 63.2 1
=12 to £24 115 92 80.0 127 1.07-1.50 0.00
>24 to £36 118 98 83.1 1.04 0.92-1.17 0.33
=36 462 357 773 1.07 0.98-1.18 0.11
Province
Gaza 450 308 G8.4 1
Inhambane 184 155 84.2 1.23 1.13-1.34 0.00
Maputo 175 156 89.1 1.06 0.98-1.15 0.11
Districts
Moamba 48 45 93.8 1
Magude 79 70 88.6 1.06 0.95-1.18 0.26
Namaacha 48 41 83.4 1.10 0.96-1.26 0.16
Bilene 104 92 88.5 1.06 0.96-1.17 0.23
Nhamaso-Chambule 59 51 86.4 1.02 0.91-1.16 0.45
Chissibuca 64 54 84.4 1.02 0.89-1.19 0.47
Chitsuleta 61 50 82.0 1.03 0.88-1.21 0.45
Chokwé 47 36 76.6 1.22 1.03-1.46 0.02
Xai-Xai 136 102 75.0 1295 1.11-1.41 0.01
Chibuto 163 78 47.9 1.96 1.64-2.34 0.00

N = Number of animals by factor; PR = Prevalence ratio; *Number urpositivc ﬁmplm;bprcval:ncc‘, “Confidence interval and dp-valu:,

seropositive rates for bovine anaplasmosis ranging from 87 to 100%
(DREYER et al..1998; MBATT et al., 2002; MTSHALI et al., 2004;
MTSHALI et al., 2007; NDOU et al., 2010).

In the United Republic of Tanzania, the prevalence of
A. marginale was reported as being 37.0 and 40.0% in Iringa
and Tanga region, respectively (SWAI ctal., 2003). Morcover, in
Kenya, in the East Africa region, a seroprevalence of 32.1 to 36.0%
was observed, which is much lower than that reported in other
African areas (LATIF et al., 1995 OKUTHE; BUYU, 2006).
Therefore, differences in prevalence of bovine anaplasmosis between
different geographic regions of the same continent may occur.

In the current srudy, no association (p > 0.03) was seen berween
seropositivity to A. marginale and gender. These results demonstrate
that infection with 4. marginale in the provinces of Maputo, Gaza
and Inhambane is independent of this parameter (Table 1), a
finding that is consistent with other studies (SOARES et al., 2000;
SOUZA et al., 2000; TRINDADE et al., 2010). On the other hand,
statistical significant difference in the prevalence of A. marginale
was found among the three age groups studicd (Table 1). Similar
results were reported by Bock et al. (1997) who showed that
factors such as race, age, physiological and immunological
status may affect seropositive rates. It is noteworthy that parasite
inoculation rate by other biological vectors (DREYER et al., 1998;
MTSHALI et al., 2007; NDOU et al., 2010) and other sources of
mechanical transmission via blood-sucking dipterans and fomites
(SCOLES et al., 2005) may also affect the enzootic stability of
any geographic area when A. marginale is prevalent. Additionally,
the lowest seropositivity (p < 0.05) seen in cartle agﬂd up to 12
months can be explained by immune protection due to colostral
antibodies and/or low rate of inoculation of A. marginale by the

vectors as the animals in this age group have much lower contact
with the vectors compared to older ones (JONSSON etal., 2008).

There were only a few previous reports on the prevalence
of bovine anaplasmosis in Muzambique in other areas
(ALFREDO et al., 2005). To our best knowledge, this is the first
report on the prevalence of A. marginale in Maputo, Gaza and
Inhambane provinces, Mozambique. These data may provide
valuable input to managers of national livestock and can help
understanding the immunological status of herds as well as
planning future interventions for animal health. Further studies
are needed to monitor herds and identify other factors that may
pose an epidemiological risk in the region.
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Risk factors associated with the frequency of antibodies
against Babesia bovis and Babesia bigemina in cattle in
southern Mozambique?
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ABSTRACT .- Tembue A.AM.,, Silva E].M,, Silva |.B,, Santos T.M., Santos H.A,, Soares C.0. &
Fonseca AH.2011. Risk factors associated with the frequency of antibodies against Babesia
bovis and Babesia bigemina in cattle in southern Mozambique. Pesquisa Veterindria Brasi-
leira 31(8):663-666. Laboratdrio de Doencas Parasitarias, Departamento de Parasitologia Ani-
mal, Universidade Federal Rural de Rio de Janeiro, Seropédica, R] 23890-000, Brazil E-mail:
adivaldo@ufrribr

The study aimed to evaluate the risk factors associated with the frequency of IgG antibodi-
es against Babesia bovis and B. bigemina in cattle in southern Mozambique. Eight hundred and
nine serum samples were collected from cattle in three provinces namely Maputo, Gaza and
Inhambane, and tested by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (i-ELISA) to assess
the humoral immune response towards B. bovis and B. bigemina. The chi-square test at 5%
significance was used to determine whether there was an association between gender, age and
geographic origin of seropositive animals. The overall prevalence was 78.8% (548/695) for B.
bovis and 76.0% (528/695) for B. bigemina. The origin of the animals showed a significant
association (p<0.05) with seropositivity to both agents, while gender and age was not associa-
ted (p=0.05). Maputo province had the highest rate of positive animals, with 93.7% (118/126)
for B. bovis and 97.6% (123/126) for B. bigemina. In Gaza province 77.3% (321/415) of the
animals were positive for B. bovis and 67.5% (280/415) for B. bigemina, while in the province
of Inhambane the levels of seropositivity were 70.8% (109,/154) and 81.2% (125/154) for B.
bovis and B. bigemina respectively. In the present study, the frequency of cattle positive for B.
bovis and B. bigemina was shown to increase among older age groups, suggesting that infection
and re-infection persisted even after the primary infection. Thus, this region is considered to be
in a state of enzootic stability with regards to B. bovis and B. bigemina.

INDEX TERMS: Babesia bavis, Babesia bigemina, cattle, babesiosis, epidemiology, Mozambique.

RESUMO.- [Fatores de risco associados a frequéncia de
anticorpos contra Babesia bovis e B. bigemina em bovi-
nos da Regido Sul de Mogambique.] Foram avaliados os
fatores de risco associados a frequéncia de anticorpos da clas-
se IgG contra Babesia bovis e B. bigemina em bovinos da re-
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gido sul de Mocambique. Oitocentos e nove amostras de soros
foram coletadas de bovinos em trés provincias nomeadamente
Maputo, Gaza e Inhambane e testados por ensaio de imunoad-
sor¢do enzimatico indireto (i-ELISA) para avaliar a resposta
imune humoral contra B. bovis e B. bigemina. O teste de Qui-
quadrado a 5% de significincia foi utilizado para verificar a
associacdo entre as varidveis sexo, faixa etdria e origem geo-
grafica com a soropositividade dos animais. A prevaléncia ge-
ral foi de 78,8% (548/695) para B. bovis e 76,0% (528/695)
para B. bigemina. A origem dos animais apresentou associa-
¢do (p<0,05) com a soropositividade a ambos os agentes, en-
quanto varidvel sexo ndo apresentou associagdo (p=0,05). A
provincia de Maputo apresentou a maior taxa de animais posi-
tivos, com 93,7% (118/126) para B. bovise 97,6% (123/126)
para B. bigemina. Na provincia de Gaza a soropositividade foi
de 67,5% (280/415) para B. bigeminae 77,3% (321/415) para
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B. bovis enquanto que na provincia de Inhambane a positivida-
de foide81,2% (125,/257) e 70,8% (109/257) para B. bigemina
e B. bovis, respectivamente. Na presente pesquisa, a freqtién-
cia de bovinos positivos para B. bovis e B. bigemina aumentou
nas faixas etdrias superiores, sugerindo que as infec¢oes e as
re-infecgdes persistem mesmo apés primo-infeccao. A regiao
estudada apresenta-se na condicio de estabilidade enzodtica
para os agentes estudados.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Babesia bovis, B. bigemina, bovines, ba-
besiose, epidemiologia, Mocambique.

INTRODUCTION

About 902.579 cattle are reared in the southern region of
Mozambique, a value equivalent to 53.6% of the national total,
estimated at 1.683.589 animals (Tia, 2008). These animals
are prone to infection by Babesia bovis and B. bigemina, which
are directly associated with the presence of the ticks Rhipice-
phalus microplus, R. decoloratus, R. everts everts and Hyalomma
marginatum rufipes (De Matos 2008).

Inthe mid-1990s the government of Mozambique imple-
mented a livestock restocking program based on the import
of cattle from the Republic of South Africa and Zimbabwe
[Martins etal 2008). However, this increase in the production
of ruminants in the country was not accompanied by
improvements in sanitary conditions, what led to the occur-
rence of different diseases including the following tick-borne
conditions: Babesiosis, anaplasmosis, ehrlichiosis and
theileriosis. These diseases negatively affected the productive
and reproductive efficiency of livestock by causing the death
of more than half the animal population (Simuunza et al 2010).

These pathogens trigger a massive destruction of red blood
cells in their hosts, promoting lysis of these cells followed by
invasion of other erythrocytes (De Vos et al 2004). Thus,
infections with Babesia spp. in cattle are characterized by fever,
anemia, hemoglobinemia, hemoglobinuria, and in many ca-
ses, death (Martins et al 2008).

Babesiosis is responsible for severe damage to the animal
and exerts a large economic impact on livestock production in
tropical regions (Jonsson etal 2008). The dynamics of infection
by Babesia spp. depend on several factors, such as size and
composition ofthe population of ticks, the transmission capacity
of the vector and the susceptibility of the cattle, which can vary
with breed, age and physiological conditions (Bock etal 1997,
Jonsson et al 2008) as well as the agro-ecological and edaphic-
climatic conditions of each geographical region.

The seroepidemiological study of bovine babesiosis in a
given geographical area is important, because it may reveal
the potential for outbreaks of this disease. Serological diag-
nostic methods are essential tools for assessing the prevalen-
ce and the immune status of animals as well as generating
important information that can be used to control the tick
vectors (Mahoney & Ross 1972, Mahoney 1975). The indirect
enzyme-linked immunosorbentassay (i-ELISA) is the test that
has given better results due to its high level of sensitivity and
specificity (Madruga etal 2001).

The objective of the current investigation was to examine
possible correlation between gender, age and geographicregion
as risk factors associated with the prevalence of IgG antibodi-
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es against B. bovis and B. bigemina in cattle from the provinces
of Maputo, Gaza and Inhambane, southern Mozambique.

MATERIALS AND METHODS

This study was carried out in the southern region of Mozambique,
which occupies an area of 167.641 km?, at a latitude of 25°58”
south and alongitude of 32°35’ east, with an average altitude of 120
meters, characterized by a tropical humid climate (Inam 2010). The
current evaluated cattle (Bos indicus) and their crossbreed from
herds in the provinces of Mapute, Gaza and Inhambane. These
provinces acoount for 53.6% of the national cattle population,
equivalkent to 902.579 head, with 179.028 in inhambane, 569.404
in Gaza and 154.147 in Maputo respectively (Tia 2008).

A total of 809 serum samples were collected. The samples were
derived from 110 rural smallholders with 4 located in Maputo, 78
in Gaza and the remaining 28 in Inhambane. The study was carried
out between January to March 2010, and cattle owners participated
voluntarily in this study. The inference was performed by non-
probabilistic sampling, obeying the proportional stratification of
each province studied Thus, in each rural smallholder community
samples were taken in order to represent 10% of the total herd.

In order to assess the association between rates of IgG antibo-
dies against Babesia bovis and B. bigemina and the variables of
age, gender and origin, animals were categorized as follows: Age
(= 6to = 12 months, and >12 to =36 months and > 36 months),
sex (male and female) and origin (Maputo, Gaza and Inhambane).

Blood samples were collected aseptically by coccygeal
venipuncture in 10mL tubes vacutainer. Subsequently, the samples
from the province of Maputo were transported under refrigeration
using ice packs to the Cenftral Veterinary Laboratory (CVL),
Directorate of Animal Science (DCA) at the Institute for Agrarian
Research of Mozambique (IIAM), samples from Gaza were processed
at the Regional Veterinary Laboratory of South-Gaza/IIAM while the
samples from Inhambane were processed at the Provincial Livesto-
ck Services Laboratory of Inhambane. In all cases, samplks were
submitted to centrifugation at 2.000xg for 10 minutes in order to
separate the clot and obtain serum. About 1mL of serum was
separated into polypropykne microtubes of 1.5ml and placed in a
freezer at -20°C until the execution of serological tests. Serological
analyses were performed at the Laboratory of Parasitic Disease,
Department of Epidemiology and Public Health, Federal Rural
University of Rio de Janeiro (UFRR]) and at the Laboratory of the
National Center for Research in Agrobiology, Brazilian Agricultural
Research Corporation (Embrapa Agrobiologia). Serum sampks were
tested by i-ELISA for the detection of IgG antibodies against B. bovis
and B. bigemina using 96 well microplate 96 (Corning, Costar® 3590,
USA). The microplates were previously sensitized with crude antigen
of B. bovis and B. bigemina kindly supplied by National Research
Center for Beef Cattle of the Brazilian Agricultural Research
Corporation (Embrapa Gado de Corte), and processed according to
the technique described by Madruga et al (2001). Plates were read
using a microplte spectrophotometer (Labsystems IEMS Reader MF)
at a wavelength of 492hm. The cutoff for i-ELISA was established
with the confidence level of 99.5% Frey et al (1998).

The frequency of seropositive cattle of all categories (age,
gender and origin were calculated and differences between groups
assessed by using Chi-square (¥2) at 5% of significance using the
statistical software BioStat ®, version 4.0 (Ayres et al. 2000).

RESULTS

Prevalence values of animals seropositive for Babesia bovis
and B. bigemina in three provinces of southern Mozambique
(Maputo, Gaza and Inhambane) are provided in (Table 1). The
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Table 1. Prevalence of antibodies against Babesia bigemina
and Babesia bovis in cattle detected by indirect enzyme-
linked immunosorbent reaction and associated factors in
Southern of Mogambique

Factor N Babesia Babesia  B. bigemina e
bigemina bovis B. bovis

n % n % n %

Prevalence 695 528 760 548 788 535 77.0
Age (months)

=6the < 12 118 95 80.5* 97 822 85 72.0°
>12the = 36 115 20 783* 90 783* 89 774
> 36 462 343 742% 361 781* 316 6842
Sex

Females 438 334 763° 345 788° 326 744°
Males 257 194 755 203 79.0* 194 755%
Province

Maputo 126 123 97.6* 118 93.7% 106 84.14
Inhambane 154 125 8128 109 70.8% 120 77.9%
Gaza 415 280 67.5° 321 77.3% 275 66.3°

N = numbers of animals collected, n = numbers of samples positive to Babesia
bigemina and B. bovis. Values in the column followed by same ktters do
not have statistically significant difference between groups or factors
studied (a) by test ¥? (p>0.05). Values with statistically significant
differences between provinces are indicated by different capital ktters
(A, Band C) by test 3* (p<0.05).

results show that the overall prevalences of antibodies against
B. bigemina and B. bovis were 76.0% (528/695) and 78.8%
(548/695) respectively.

The percentages of prevalence for Babesia spp. determine
on the basis of age, gender and geographicregion are represen-
ted in (Table 1). There was no association (p=0.05) between
gender and age seropositivity for either B. bovis or B. bigemina,
on the other hand, while the factors of origin of the animals
showed a significant association (p<0.05) with seropositivity
to both agents studied.

Analysis of data for B. bovisrevealed a prevalence of 82.2%
(97/118),78.3% (90/115) and 78,1% (361/462) among ani-
mals of age = 6 to < 12 months, » 12 to <36 and over 36
months, respectively, (Table 1). For B. bigemina the seropre-
valence was 80.5% (95/118), 78.3% (90/115) and 74.2%
(343/462) for the three age groups examined However, no
significant differences were observed among groups aged
greater than 12 months p=0.05 (Table 1).

When evaluating the demographic region as a risk factor as-
sociated with seropositivity, we found the statistically signifi-
cant differences between provinces showed the highest frequency
(p=0.05) of seropositive cattle for both agents, whereas in the
Maputo, Inhambane and Gaza the frequency was 93.7% (118/
126),70.8% (109/154) and 77.3% (321/415) for B. bovis, and
97.6% (123/126),81.2% (125/154) and 67.5% (280/415) for
B. bigemina, respectivelly. The prevalence rate showed that catte
in the province of Maputo were more likely to be seropositive
for B. bigemina and B. bovis than animals coming from the
provinces of Inhambane and Gaza (p<0.05).

DISCUSSION

The results of this study concur with those of previous other
conducted in countries from tropical regions (Jonsson et al
2008). In regions in eastern and southern Africa, studies
indicate that hovine babesiosis presents seropositivity ranging

from 19.5 to 94.0% of the cattle (Dreyer etal 1998, Mbata etal
2002, Mtshali etal 2004, Martins et al 2008). In South Africa,
these studies showed that the prevalence of antibodies against
Babesia bigemina ranged from 62.4 to 94.0%, and in the case
of B. bovis the frequency was 19.5%. In Kenya the prevalence
of Babesia spp. in cattle was 37.1%, according to the study of
Okuthe & Buyu (2006).

In southern Mozambique israised predominantly beef cattle,
consisting mostly of Indian origin breed (Bos indicus) and their
crossbreed, which are considered to be naturally resistant to
parasitism by ticks (Mahoney 1975). However, the prevalkence
in this region for B. bovis and B. bigemina was found to be 78.8%
(548/695) and 76.0% (528/695) respectively, suggesting great
potential for ransmission of these agents by ticks prevalent in
thatarea. According to Mahoney & Ross (1972), prevakence rates
equal to or greater than 75.0% chssify the area as one of enzootic
stability. Furthermore, it indicates that the cattle are infected
before completing the first year of life, and are constantly re-
infected In this way, the animals maintain their immune system
active against the agents in question.

In presentstudy the seroprevakence detected was higher than
75%, characterizing the southern region of Mozambique as an
area of enzootic stability for bovine babesiosis. In a situation of
enzootic stability, calves are infected during the early months of
life and are protected by colostral antibodies (passive immuni-
ty), thus enabling the development of active immunity without
the manifestion of clinical disease. However, it should be noted
that a study examining calves with age below six months (Jons-
son etal 2008), itwas concluded that under conditions of high
tick infestation high morbidity and mortality can occur even in
during the period when protection was being conferred by co-
lostral antibodies (Jonsson etal 2008).

The association of gender with the seropositivity of the
cattle to B. bigemina and B. bovis was not significantly diffe-
rent (p=0.05), confirming the findings of previous studies (So-
ares etal 2000, Trindade etal 2010).

The statistically significant differences observed in
positive cattle from the same provinces studied in relation to
the prevalence of antibodies against B. bovis and B. bigemina,
may be due to variation in the rate of infection by ticks and,
subsequently, a variation in the rate of cattle inoculation by the
infected ticks. The animals are exposed to more risk conditions
associated with outbreaks of babesiosis infection by B. bovis
and B. bigemina in cattle was not homogeneous among the
same province.

In the current study, the seropositivity for B. bigemina
77.3% (321/415) in Gaza province was higher when compa-
red with the level obtained for B. bovis 67.5% (280/415).In
this province, there exists a higher percentage of Bos indicus
species, which are considered to more resistant to tick
infestation (Madruga etal 1984), and with which higher larval
mortality is observed (Gonzdles 1974).

These data demonstrate that the disease has a varied distri-
bution within the provinces. A previous study of natural
infection in bovines of the beef cattle breed from the region the
Tete province revealed a seropositivity level of 39.1% for B.
bovis (Alfredo et al 2005). It is possible that the observed
differences between the earlier study and our data may have
resulted from a seasonal increase in the tick population, in a
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lack of control of such an increase, or from the subsequent
introduction of susceptible animals, derived from South Africa
and Zimbabwe, during the livestock restocking program.

During the blood collection process, the presence of ticks
was observed on all the farms, despite the frequent use of tick
control drugs containing pyrethroids and avermectins, as well
as a high prevalence of babesiosis. Host and environment are
factors that affect the prevalence of babesiosis in a particular
region (Mahoney & Ross 1972).

Information in relation to the levek of antibodies against B.
bovis and B. bigemina in cattle in the study areas will provide
insights to managers of national livestock to improve their kno-
wledge ofthe immunological status of herds, and may contribute
towards the development of future interventions and manage-
ment strategies in animal health. In this context, knowing the
prevalence of agents in each province, one can develop geo-
referenced maps of regions of stability and instability to provide
better control of enzootic disease in the country.

The results of this study corroborate the findings from
studies conducted in the countries of southern and eastern
Africa, where the variation of infection by B. bigemina and B.
bovis depends on factors such as the prevalence of vectors and
measures related to their control, but is independent of gender.

We conclude that the southern region of Mozambique
should be considered as an area of enzootic stability for both B.
bovis and B. bigemina. Moreover, this region offers risk for
transmission of babesiosis to susceptible animals coming
from areas of enzootic instability. Therefore, the use of appro-
priate preventive measures is needed, especially with regard
to the effective control of ticks. In these circumstances, further
studies would be justified in order to monitor the herds for
purpose of identifying factors that may pose risks to the current
epidemiological status of the region.
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12 ANEXOS:
Anexo A

Protocolo para extracido de DNA
Todos os procedimento sao realizados em temperatura ambiente.

Descongelar e homogeneizar as amostras de sangue;

Pipetar 200 uL de sangue em um tubo de micro centrifuga de 2 mL;

Adicionar 30 pL. de PROTEINASE K (20 mg/mL);

Homogeneizar com pipeta e incubar a 65°C por 15 minutos em banho-maria;

Remover o tubo de banho-maria acrescentar 300 uL de Dodecil Sufato de Sédio (SDS)
10% (C2H,5NaO4S) e homogeneizar a amostra por inversdo e incubar a 65°C por 6
minutos em banho-maria;

Adicionar 460 pL de cloroférmio e agitar em vortex vigorosamente. A porc¢ao liquida
deve fluir livremente e a hemoglobina apresentar um aspecto de particulas cobertas de
chocolate;

Adicionar 240 pL da solugdo de precipitacdo protéica e homogeneizar em vortex, até a
amostra tornar-se uniformemente viscosa;

Centrifugar em velocidade méaxima por 15 minutos;

Pipetar a fase aquosa para um tubo de microcentrifuga de 2 mL;

Adicionar 1 mL de etanol absoluto em temperatura gelado e homogeneizar por inversao
até formar um precipitado, o qual devera ser visto entre 30 e 60 segundos;

Se o precipitado ndo for visualizado, esperar mais 10 minutos;

Centrifugar em velocidade méxima por 5 minutos;

Desprezar o sobrenadante e adicionar 1 mL de etanol 70% gelado;

Centrifugar em velocidade méaxima por 2 minutos;

Desprezar novamente o sobrenadante. Centrifugar em velocidade méaxima por 1 minuto;
Remover residuos de etanol com o auxilio de uma pipeta e inverter os tubos para secagem;
Adicionar 100-150 pL de &gua ultrapura ou tris-EDTA para cada tubo e homogeneizar
levemente com pipeta;

Incubar a 65°C por 5 minutos em banho-maria;

Acondicionar em freezer até a realizacao dos testes.

Reagentes para preparar solucoes para extracio de DNA
Acetato de potassio SM

e Pesar 4.9 gramas de potéssio
e Completar o volume com agua destilada para volume final de 10 mL

Solucio de precipitagdo protéica

e 6 mL de acetato de potassio SM
e 1.1 mL de é&cido acético glacial
e 2.9 mL de 4gua destilada

Solucio docedil de sédio a 10%

e Pesar 4 gramas de SDS a 10%

Adicionar 40 mL de agua destilada

Referéncia bibliografica
SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F. and MANIATIS, T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, vol. I. 2™ edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
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Anexo B

INSTITUTO DE INVE§TIGACAO AGRARIA DE MOCAMBIQUE
DIRECAO DE CIENCIAS ANIMAIS
LABORATORIO CENTRAL DE VETERINARIA

Ficha de identificacdo individual dos animais

Data: ----- /-----/20—

Responsavel pela coleta

Nome

N. de
ordem

N. do
animal

Espécie
animal

Sexo

Idade

Local de colheita

Provincia

Distrito

Localidade
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