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RESUMO

O presente relatorio tem como objetivo descrever as atividades realizadas e/ou
acompanhadas durante o periodo de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina
Veterinaria (ECSMV) e discutir o tema Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), atividade
de maior abordagem durante o estagio. Este que foi realizado no periodo de 25 de
fevereiro a 19 de maio de 2019, totalizando a carga horaria de 480h, sob orientacéo
do Prof. Dr. Tiago Gallina e supervisdo do Médico Veterinario Nestor Fabian
Sarmiento, sendo o0 mesmo realizado no Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), na Estacién Experimental Agropecuaria Mercedes (EEA
Mercedes - AR), localizado na cidade de Mercedes, provincia de Corrientes,
Argentina, na area de sanidade animal. As atividades mais frequentes envolveram
projetos de pesquisa relacionados & TPB e producdo dos imundgenos utilizados

para a prevencao desta enfermidade.

Palavras-Chave:, Anaplasma marginale, Babesia bovis, Babesia bigemina, Tristeza

Parasitaria Bovina
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1 INTRODUCAO

A populacdo humana mundial vem sofrendo um constante crescimento, onde
apresenta uma maior porcentagem de individuos vivendo em &reas urbanas.
Estimativas mostram que entre os anos de 2017 a 2050, a populacdo mundial
crescera em 29%, sendo que dentre o total 70% estara em zonas urbanas. Sendo
assim a producao de alimentos para suprir a demanda da populacdo deve ter um
aumento semelhante quando comparado a producdo total de 2017. Mais
especificamente, a producdo de carne deve ter um aumento de 200 milhbes de
toneladas até o estimado periodo (FAO, 2017).

Em 2018 o rebanho mundial de bovinos teve um volume contabilizado em
mais de um bilhdo de animais, onde o Brasil possui 23,2% deste total, ocupando o
segundo lugar, com maior populacdo de animais no Centro-oeste do pais e alta
expressividade da raca zebuina, sendo a base do rebanho nacional, ficando
somente atras da india com 305 milhdes de animais. Porém em rebanho comercial
ocupamos o primeiro lugar (IBGE, 2017). A estimativa é de que no ano de 2019 o
Brasil passe a produzir 10,2 milhdes de toneladas de carne, 3% a mais do que no
ano anterior. Estes numeros de producdo levam o pais ao topo da lista de
exportadores de carne bovina, com um volume de exportacdo de 2,02 milhdes de
toneladas de carne (IBGE, 2018).

Da mesma forma como ocorre no Brasil a pecuaria de corte é fundamental na
economia da Argentina, no entanto em menores nimeros, o pais conta com 53,76
milhdes cabecas e corresponde a 5,4% do total mundial. Apés a crise financeira e
politica que afetou seu setor primario, a Argentina vinha se recuperando, e obteve
um aumento de 0,47% no seu rebanho (FORMIGONI, 2018). Segundo Formigoni
(2017), esse acréscimo no saldo dos rebanhos ocorre devido ao clima favoravel
durante a estacdo reprodutiva e consideravel aumento na producdo de bezerros,
além da queda no abate de fémeas, o que justifica a melhoria na rentabilidade da
atividade. Conhecida pela sua carne de qualidade com base racial europeia, o pais
em 2005 chegou ao terceiro lugar na exportacdo mundial, anos mais tarde caiu para
o0 décimo primeiro lugar, e em 2018 a “Camara de la Industria y Comercio de
Argentina” (CICCRA) indicou uma producdo de 3 milhdes de toneladas. Porém se
exportaram 328.327 toneladas, 72,1% a mais quando comparado no ano anterior,

ocupando o sexto exportador mundial de carne bovina, com sistemas de
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confinamento como inovacgao tecnoldgica das ultimas décadas (FARBER, 2019). A
partir desses dados é possivel avaliar que a pecuéaria de corte esta em constante
crescimento e necessita sobretudo garantir a produtividade e qualidade para suprir 0
mercado tanto no Brasil como na Argentina. Contudo héa limitagcdes dentro do ciclo
pecuario que poderiam ser solucionadas, aumentando o0s numeros e
consequentemente a eficiéncia dos sistemas de produgao.

O desequilibrio em bases como reproducéo, nutricdo, genética e sanidade,
reflete um desbalanco em outras areas fundamentais para o desenvolvimento da
producdo pecuaria, trazendo altos prejuizos. No que tange a sanidade animal, as
doencas parasitdrias sdo as que apresentam maior relevancia nas perdas
econbmicas observadas nos diferentes sistemas de criagdo bovina do Brasil. Dados
observados por Lucena et al. (2010), no sul do Brasil mostram que a doenca que
lidera o nimero de casos de enfermidades parasitarias e que causa maiores perdas
produtivas e econdmicas em bovinos é a TPB, segundo dados de necropsias do
autor. Na vizinha Argentina a parasitose também apresenta importantes prejuizos na
cadeia bovina na regido norte, uma vez que esta situada em uma regido de clima
tropical e subtropical corresponde entre os paralelos 32°N e 32°S onde os
carrapatos, vetores desta enfermidade estao presentes em alta frequéncia (SACCO,
2002).

Portanto com o objetivo de ampliar os conhecimentos na area de sanidade
animal e no setor de parasitologia, o local escolhido para a execucdo do Estagio
Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria (ECSMV) foi o Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) junto a Estacion Experimental Agropecuaria
(EEA) Mercedes, na Argentina, sob a supervisdo do Médico Veterinario Nestor
Fabian Sarmiento. As principais atividades acompanhadas e/ou desenvolvidas
envolveram experimentos relacionados aos agentes da TPB, como: avaliacdo de
cepa atenuada de agentes da doenca, producdo do imundgeno para prevencao e

acompanhamento pés-aplicacdo do mesmo imunégeno em propriedades rurais.
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2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O local de estagio foi em uma das unidades do INTA, este instituto de
pesquisas que abrange todo o territério nacional Argentino, tendo como atividades a
pesquisa e extensdo, de uma forma geral para o setor agropecuario. Suas divisbes
consistem de uma sede nacional, localizado em Buenos Aires e divisbes regionais,
onde cada provincia possui um centro regional subdividido. A EEA Mercedes foi o
local escolhido e esta localizada na Rua Juan Pujolal Estes s/n, na cidade de
Mercedes, Corrientes (Figura 1). Além da EAA Mercedes, o Centro Regional
Corrientes (CR Corrientes) conta com mais duas estacdes experimentais, a
Corrientes Sombrerito, na cidade de Corrientes e a Bella Vista na cidade de Bella
Vista. A EEA Mercedes divide-se em departamentos de reproducdo animal,
producdo animal, produgdo vegetal e sanidade animal. Possui uma area de 1.989
hectares para producéo e pesquisa, e todo seu desenvolvimento em pesquisas gira
em torno da bovinocultura de corte, ovinocultura corte e 1a além de producdo em
pastagens cultivadas e naturais. Conta com seis agéncias de extenséao distribuidas
nas cidades de Curuzu Cuatia, Monte Caseros, Sauce, Mercedes, Santo Tomé e
Virasoro.

O ECSMV foi realizado no departamento de sanidade animal, tendo como
principais objetivos de acompanhamento de diagndstico, controle e prevencdo do

complexo TPB.

FIGURA 1- Imagem de satélite da provincia de Corrientes com representacao do
centro regional do INTA Corrientes (ponto em amarelo), EEA Mercedes (ponto
verde) e demais estacdes dentro da provincia (pontos vermelhos).

Provincia de Corrientes b BT ) < ot Cegends
) # Agencia Extencion

¥ Centro Regional Corrientes.

# Estacion Experimental Agropecuaria Mercedes

# Uruguaiana

EEA Mercedes, sua central regional e agéncias de extencéo.

A o
AE\Virasoro
VAvEVS‘amo Tome

EEA Mercedes

AE Mercedes :
J

pUruguaiana
AE Curuzu Cuatia

AE Sauce J
Vs

vr\f“\“AE Monté Caseros

Google Earﬁh

Fonte: Adaptado Google Earth.
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2.1 DescrigOes das atividades

Durante o ECSMV foram acompanhadas atividades relacionadas a projetos
de pesquisa em sanidade animal, voltados a area de parasitologia do INTA
Mercedes. O projeto em andamento era intitulado “Evaluacién comportamiento
clinico de la cepa ‘Bbi M2P (Babesia bigemina patdégeno Chavarria)’ en 10 vaquillas
de 2 afos de edad”. Além desta, foram acompanhadas atividades sobre o
diagndstico, controle e prevencdo da TPB também junto da producdo do imundgeno
contra a doenga.

A mais da area de hematozoérios, também foi possivel acompanhar a Médica
Veterinaria Dra. Bibiana Cetra, responsavel pelo setor de helmintologia da EEA
Mercedes. Com ela foram realizadas coletas de fezes em ovinos para diagnostico
helmintolégico, coleta de amostras de sangue e realizacdo da técnica FAMACHA,
onde os dados obtidos faziam parte de um projeto em andamento denominado
“Identificacion de ovinos resistentes a parasitos grastrointestinales”.

Durante o periodo também foram acompanhados eventos relacionados a TPB
e controle de carrapatos, onde denominavam-se “Jornadas de bioensayos de
garrapaticidas” e palestras ministradas pelo Médico Veterinario Nestor Sarmiento

intituladas “Control y prevencién de la tristeza bovina”.

Tabela 1 — Atividades desenvolvidas durante o ECSMV ligadas a Tristeza Parasitaria
Bovina segundo a cronologia para producdo de imundgenos.

Atividades n %
Esplenectomia 8 0,7
Inoculacdo de agentes atenuados 18 1,6
Coleta de amostra sanguinea 200 18,2
Verificacdo de volume globular 200 18,2
Afericdo de Temperatura corporal 200 18,2
Esfregago sanguineo 400 36,4
Obtencéo de cepas 36 3,2
Producéo de imundgeno* 30 2,7
Participacdo em eventos 4 0,3
Total 1096 (100%)

As atividades expostas no “n” equivalem o niUmero de vezes de contato com a
técnica executada. * 30 atividades que corresponderam a producédo de 44000 doses
Fonte: o autor.
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Outras atividades que corresponderam a setores ligados a sanidade, como as
de interesse em ovinocultura foram 138 coletas e processamento de sangue para
verificacdo de volume globular (VG) pela técnica de micro hematocrito e verificacédo
subjetiva de grau de anemia pelo método FAMACHA dos mesmos animais. Também
foram acompanhadas quatro atividades de extensao sobre o tema TPB em
diferentes localidades e provincias (Cérdoba e Corrientes).

2.1.1 Procedimentos Anteriores a producao do imunogeno para TPB

No EEA Mercedes os bovinos selecionados para producdo de imundgenos
possuiam entre trés e 12 meses de idade, e eram testados para doencas como
lingua azul, IBR, BVD, brucelose, leucose, febre aftosa, bem como eram livres de
agentes da TPB. Os testes imunoldgicos eram realizados no INTA Castelar e
Rafaela.

Os animais selecionados eram deslocados para areas isoladas de outros
bovinos e conforme a necessidade de producdo eram submetidos aos préximos

passos para a producao do imundgeno.
2.1.1.1 Esplenectomia

Esta técnica corresponde a retirada total do baco, 6rgdo que tem importante
acdo na producdo de fatores de imunidade inata do individuo aos parasitos
intracelulares, além de ser responsavel pela degradacédo de células parasitadas do
sangue (TIZARD, 2009).

No INTA Mercedes esta técnica era utilizada em bovinos entre trés e 12
meses de idade, para multiplicacdo dos agentes atenuados da TPB e posterior
producdo do imunégeno contra a doenca, sua funcdo € para que 0s animais
diminuam sua capacidade de resposta imunoldgica contra os agentes atenuados,

possibilitando a multiplicacdo para a obtencdo de maio quantidade dos mesmos.
2.1.1.2 Inoculagéo dos agentes da TPB
Para a inoculacéo nos bezerros eram utilizados 5 ml de sangue contendo a

cepa atenuada de B. bovis ou B. bigemina. Para produc¢do do imundgeno contra o A.

marginale, era utilizada cepa de A. centrale a qual ndo é patogénica e garante uma
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resposta imune cruzada. Em cada bezerro era inoculado um agente, ou seja, séo
utilizados trés animais por producéo. A inoculacdo era realizada via intravenosa na
veia jugular.

Esse sangue podia ter duas origens, sendo uma a partir da atenuacdo e
armazenamento das cepas em pequenos frascos, 0S quais eram mantidos em
botijdes com nitrogénio liquido, esse material congelado era crioprotegido por uma
solucéo diluidora de dimetilsulféxido (DMSO) a 15%, a fim de diminuir os efeitos que
podem trazer danos as células e consequente morte dos agentes. Outra forma é
utilizar uma quantidade da mesma amostra a qual foi realizada a producao anterior,
ou seja oriundo dos animais doadores, desde que o mesmo tenha uma porcentagem
de parasitismo acima de 2% (quanto maior esta porcentagem melhor) de hemacias
parasitadas e nado ultrapasse os 15 dias de armazenamento refrigerado entre 2 e
8°C.

No momento da inoculacdo do agente nos animais é realizada a aplicacéo de
dexametasona, com intuito de causar uma imunossupressao e reduzir a resposta

imune, assim possibilitando a multiplicacdo do agente.

2.1.1.3 Acompanhamento de bovinos inoculados

Cerca de quatro dias apdés a inoculacdo se da inicio o processo de
acompanhamento nos animais, e estes continuavam sendo realizados até o dia da
coleta para a producdo do imundgeno. Consistia nos mesmos procedimentos base
da realizacdo do diagndstico da TPB, que sao observacdo do comportamento do
animal, coleta de sangue total para aferir o nivel de VG, afericdo de temperatura via
retal e realizacdo de esfregaco sanguineo para a visualizacdo, identificacdo e
quantificacdo do agente.

A TPB tem como uma de suas principais consequéncias a anemia, sendo que
o conhecimento da porcentagem do VG do animal € possivel identificar se ha ou néo
alteracdes (KESSLER; SCHENK, 1998). Nos projetos de pesquisa acompanhados
foram realizadas coletas para o monitoramento dos terneiros utilizados na producéo
do imunogeno, e o0 sangue era coletado da veia coccigea ou jugular de cada animal,
com seringas de 5 ml e agulhas 40x12 individuais, armazenado em tubos com
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Figura 2). Da mesma

forma eram avaliados a campo animais poés-aplicacdo do imundégeno que



17

compreendiam grupos de novilhas, vacas e touros ou animais de propriedades com

suspeita da doenca.

O nivel de VG obtido pela amostra de sangue total corresponde a
percentagem de hemécias presentes no sangue. Quando h& presenca dos agentes
da TPB ocorre uma queda neste indicador se comparado ao fisioldgico, isso se deve
principalmente a hemdlise ou sequestro da célula parasitada. A amostra a ser
testada era colocada em tubos de micro capilar, e uma de suas extremidades era
fechada para centrifugacéo, para a leitura se utilizava um leitor de micro hematoécrito
que possibilitava que o nivel em porcentagem fosse quantificado. Inicialmente era
usado o padrdo de ficha de leitura (Figura 3A), posteriormente o INTA Mercedes
adquiriu uma centrifuga mais sofisticada que facilita a leitura do VG, pois além de
ser eletrbnica digital para tempo e rotagdo, h4 um dispositivo que substituia o cartdo
de papel para leitura (Figura 3B).

Figura 2- Coleta de sangue pela veia jugular.

| -

Fonte: o autor
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Figura 3- Realizacdo de hematocrito. Leitura do microcapilar (A). Microcentrifuga
digital (B).

]

Fonte: o autor.

A informacéao obtida pelo ato de aferir a temperatura média corporal do animal
faz parte do conjunto de parametros para o diagnéstico da TPB, uma vez que a
hipertermia € um dos sinais demonstrados por ambos os agentes da doenca
(FARIAS, 1995). Durante o ECSMV 0s mesmos animais que eram realizados as
coletas de sangue passavam pelo procedimento. O padrédo de unidade utilizado para
analise era em graus Celsius (°C), o qual era aferido com a utilizacdo de termémetro
digital que era introduzido por via retal nos bovinos levando um tempo médio de trés
minutos para obter o resultado.

Uma técnica de suma importancia no diagnostico direto de hemoparasitoses é
o esfregaco sanguineo, pois a partir dele era possivel a visualizacdo, identificacéo e
quantificacdo de agentes da TPB. Este deve ser realizado com sangue periférico do
animal, pelo fato de um dos agentes da doenca (B. bovis) apresentar um tropismo
por pequenos capilares, sendo realizado da extremidade de cauda ou extremidade
de orelha dos bovinos (VANZINI; RAMIREZ, 1994), porém ha relatos de que a
explicagdo seja pela interferéncia na capacidade da hemacia de deslocar pelo
microcapilares por falta de flexibilidade de sua superficie (FARIAS, 1995).

O esfregaco sanguineo era realizado em propriedades com a suspeita da
doenca, e no INTA Mercedes em terneiros utilizados para a producao do imunogeno,

principalmente para quantificar a parasitemia. Para a obtengdo das amostras era
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realizada tricotomia da extremidade da cauda com tesoura e com uma agulha
hipodérmica era efetuada uma pequena puncdo na pele (Figura 4A), a qual
possibilitava o surgimento de goticulas de sangue proveniente de capilares
periféricos. Em uma lamina de vidro lisa eram colocadas duas goticulas, sendo uma
para a confeccdo de um esfregaco fino e outra de uma gota espessa, apos era
realizada uma fixacdo em metanol PA e corada por técnica de coloragdo em Giemsa
(Figura 4B). A visualizacdo era realizada em microscopia Optica em aumento de

1000x em imerséo (Figura 4C).

Figura 4- Realizacdo da tricotomia em ponta de cauda para obtencdo de sangue
periférico (A). Passos para realizacdo do esfregaco sanguineo (B- da esquerda para
direita, deposicéo da goticula, esfregaco espesso e delgado antes e apds coloracéo)
visualizacdo em microscopio 6Otico, presenca de estruturas compativeis com Babesia
bigemina (C- seta).

Fonte: o autor

2.1.1.4 Obtencdao das cepas para producao do imunogeno

Através do acompanhamento clinico e hematolégico apés inoculacdo dos
agentes atenuados (babesias) e da cepa de A. centrale, obtinham-se resultados que
determinavam a tomada de decisdo do momento em que se deveria efetuar a coleta
das amostras para a producdo do imundgeno e/ou tratamento dos animais para
evitar que a doenca provoca-se o 0bito nos mesmos.

Os parametros determinantes eram atingir porcentagem proxima ou igual a de
20% para VG e de 2% para parasitemia, sendo que apos a coleta era realizado o
tratamento, reduzindo o risco da perda do animal, bem como possibilitando do

mesmo voltar a ser reutilizado na producéo de outro imundgeno ou terminagao.
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Na coleta eram utilizadas bolsas de coleta de sangue com EDTA, sendo que
era coletado de cada doador aproximadamente um litro de sangue (Figura 5). Apés
a coleta o material era acondicionado sob refrigeracao no laboratério (4 a 8°C). Uma

vez resfriado ja se realiza a producéao do imunégeno.

Figura 5- Coleta de sangue em bolsa de transfusé&o.

Fonte: O autor

2.1.2 Producao do imunogeno contra TPB

O imundgeno contra a TPB é produzido com base em duas formulac¢des, uma
com o objetivo de proteger os animais contra Anaplasmose (ANACENT) e outra,
uma triplice, contra Anaplasmose e Babesiose (BABESAN). As formas de producao,
guando comparadas sédo parecidas, sendo que na ANACENT, somente ira estar
presente cepa contendo A. centrale e na BABESAN apresenta cepa de A. centrale e
cepas atenuadas de B. bovis e B. bigemina.

Com as cepas dos trés agentes ja resfriadas em laboratério e seus valores de
VG e parasitemia conhecidos, era definida através de uma tabela a quantidade de
doses do imundégeno que seria possivel produzir a partir de 1 ml de sangue. Tendo
esta informacao para cada amostra, realizava-se o céalculo de proporcdo de sangue,

solucdo tampéo (Buffer) e de antibidtico para que cada dose contivesse 1 x 10’
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células parasitadas por dose de 3ml de vacina. O antibidtico utilizado era uma
associacado comercial de penicilina + estreptomicina, utilizada no volume de 2ml para
cada litro de imundgeno, que garantia uma inibicdo do crescimento de possiveis
agentes contaminantes no produto gerado. O Buffer tinha como funcdo a
estabilidade do pH na composicdo e um equilibrio osmético no meio gerado,
garantindo integridade celular tendo menores perdas dos antigenos.

O imunégeno era preparado em capela de fluxo e o material utilizado em
contato direto ao produto era previamente esterilizado em autoclave a fim de evitar
qualquer tipo de contaminacdo. Em um frasco de Mariotte era colocado a quantidade
de Buffer e com auxilio de um agitador era realizada a homogeneizacgédo. Utilizando
proveta graduada o sangue contendo a cepa era quantificado e acrescentado ao
frasco, seguindo o volume de antibiotico correspondente (Figura 6).

Ainda em capela de fluxo, o produto era envasado em frascos plasticos
conforme a demanda recebida. Os mesmos eram fechados com tampbes de
borracha e o processo de vedacdo e identificacdo dos frascos ocorria em outro
ambiente, onde a vedacédo era em outra capela de fluxo.

ApGs prontas eram mantidas refrigeradas, sendo enviadas aos produtores em

caixas com isolamento térmico ou retiradas no préprio laboratorio pelos mesmos.

Figura 6- Preparo do imundégeno em capela de fluxo.

Fonte: O autor
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2.1.3 Coletas de materiais para diagnosticos em ovinos

As verminoses gastrointestinais em ovinos trazem significativas perdas a
producdo e economia das propriedades, principalmente se tratando do nematédeo
Haemonchus contortus. Com o intuito de reduzir o processo de selecédo de parasitos
resistentes a principios ativos, um meétodo o qual era realizada a visualizagdo da
conjuntiva ocular, e através da coloracdo era determinada o grau de anemia
relacionando o mesmo com a presenca do parasito, assim podendo ser tomada a
decisédo de se o animal receberia ou ndo o anti-helmintico, método este denominado
FAMACHA (MOLENTO et al., 2004). Diferente do que é abordado nos cursos no
Brasil, na EEA Mercedes era utilizado um painel de fundo branco para facilitar o
contraste da cartela padréo e a conjuntiva.

As coletas de amostras de sangue e fezes de ovinos eram realizadas em
cordeiros machos e fémeas no préprio campo de producdo do EEA Mercedes. Sua
finalidade era a analise de dados para a selecdo de animais resistentes a parasitose,
principalmente H. contortus, parasito hemat6fago que tem como 6rgao de eleicdo o
abomaso destes animais e é o principal nematédeo de pequenos ruminantes
(AMARANTE, 2011).

A coleta de fezes em ovinos é utilizada no diagnéstico parasitologico de
nematddeos gastrintestinais a partir da técnica de Gordon e Whitlock (UENO;
GONCALVES, 1994) pela contagem de ovos por gramas de fezes (OPG).Tem como
finalidade estimar a quantidade de parasitos na infestacdo, que associado a
coprocultura possibilita a identificacdo dos géneros de parasitos presentes
(EMBRAPA, 2010). As coletas realizadas durante o ECSMV tinham como objetivo o
acompanhamento da estimativa de parasitos gastrointestinais em animais utilizados
em experimentos. As amostras eram coletadas diretamente do reto dos cordeiros,
sendo cerca de duas gramas acondicionadas em pequenos sacos plasticos de forma
individual e identificados com o numero do animal e eram processados em
laboratério.

Nestes animais, que foram inoculados larvas infectantes de H. contortus,
também eram realizadas as coletas de sangue da veia jugular para aferir a
porcentagem de VG e juntamente com a observacdo da coloracdo da conjuntiva
ocular utilizando a técnica FAMACHA (Figura 7A e 7B). Os resultados dessa

avaliacdo associados aos de OPG e FAMACHA foram registrados para comparacao
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dos animais que participavam do projeto de pesquisa que determinava a resisténcia

do individuo frente a infestacéo por H. contortus.

Figura 7. Coleta de sangue ovino (A) e execucao da técnica FAMACHA (B).

Fonte: O autor
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3 DISCUSSAO

3.1 Tristeza Parasitaria Bovina

Com a significativa importancia do Brasil no cenario mundial da producédo de
alimentos, a qual deve aumentar na decorréncia dos anos (FAO, 2017), nos remete
a pensar que havera uma maior intensificacdo de producédo e junto a ela solucdes
para diminuir as perdas produtivas e econdmicas da atividade pecuéria. Para o
sucesso necessario desse aumento, a alianca entre genética, nutricdo, reproducao e
sanidade deve sempre andar em sincronia minimizando seus problemas individuais.
Dentre as enfermidades que afetam a bovinocultura, problemas com as doencas
parasitarias ganham destaque entre 0s maiores entraves responsaveis por atrasos
em melhoramentos de rebanho, alto prejuizo econémico e por vezes apresentam
dificuldades no controle dos surtos (PERRY; RANDOLPH, 1999). Isso tem total
relevancia especialmente quando o rebanho esta exposto a doencas de surto agudo
onde a intervencao clinica pode ser tardia e ocorre a morte do animal podendo o
mesmo ser de alto valor genético.

No Brasil as doencas inflamatorias e parasitarias sdo as de maior ocorréncia,
entre elas a TPB que por possuir uma mortalidade elevada € um dos principais
problemas sanitarios de bovinos no RS (LUCENA et. al., 2010). Observando,
durante o ECSMV, a procura dos produtores por solucdes para prevencao,
diagnéstico, formas de tratamento contra a TPB, confirmam a importancia da
enfermidade. No EEA Mercedes Sanidade Animal, a maioria dos casos
diagnosticados € do complexo TPB, porém apenas 40% das amostras com o
diagnoéstico presuntivo sdo positivas (SARMIENTO; ZIMMER, 2010). Os dados
citados concordam parcialmente com a experiéncia prévia no laboratério de
parasitologia da Universidade Federal do Pampa Uruguaiana, que esta em regiao
similar a do EEA Mercedes, dos Ultimos cinco anos, onde cerca de 60% das
amostras processadas tem como resultados positivos para TPB.

A TPB € um complexo composto por duas doencas, a anaplasmose causada
por uma Rickettsia da espécie A. marginale e a Babesiose, por dois protozoarios das
espécies B. bovis e B. bigemina. Ambos agentes tem como vetor o carrapato
(FARIAS, 1995), porém na anaplasmose o contagio também ocorre por fomites
como agulhas ou através de insetos hematéfagos, como os tabanideos (SALA,
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2013). Todos séo intraeritrocitarios obrigatorios dos bovinos e também apresentam
semelhanca em alguns sinais clinicos (KESSLER; SCHENK, 1998). Estes sinais
apresentados ndo sado exclusivos do complexo, podendo abranger diagndsticos
diferenciais como a raiva, o botulismo, a leptospirose e intoxicagcdes por algumas
plantas toxicas. Pelas caracteristicas semelhantes dos agentes, principalmente na
sintomatologia e seus possiveis diagnésticos diferenciais, a campo se torna dificil a
diferenciacédo de qual agente esta causando a doenca na forma clinica, assim sendo
indispensavel a realizacdo do diagnostico laboratorial (SARMIENTO; ZIMMER,
2010). Confirmando o descrito pelo mesmo autor, houveram casos de pesquisas de
hemoparasitos para diagnostico de causa mortis e em grande parte dos casos a
avaliacao juntamente com o diagndstico diferiam da suspeita principal.

A gravidade com que a enfermidade ird se manifestar dependera de fatores
como exposicdo prévia aos agentes, quantidade de inéculo e patogenicidade da
amostra, pois mesmo sendo de espécies iguais existem variacdes entre elas. O
entendimento sobre o ciclo biolégico do Rhipicephalus microplus (carrapato do boi) é
de fundamental importancia, pois a presenca dele € determinante na epidemiologia
da TPB, principalmente nos casos de babesiose. Na Argentina, diferente do Brasil as
infestacbes sdo distintas, pois ha diversas areas de erradicacdo do carrapato,
aumentando as areas de instabilidade enzodtica.

A forma de efetuar um planejamento de prevencdo da doenca e obter
sucesso depende inteiramente do conhecimento da epidemiologia da enfermidade e
boas praticas no momento do manejo junto a confirmagcdo por diagndstico
laboratorial, pois € um dos maiores aliados para o éxito no controle, especialmente
da dindmica populacional do carrapato.

A consolidacédo da defesa buscada é dependente da imunidade inata somada
a atuacdo dos mecanismos especificos de imunidade, agindo através de
componentes humorais e celulares para a protecdo (ARAUJO; MADRUGA, 1998).
Trazendo maior seguranca na obtencdo da imunidade, mantendo a quimioprofilaxia
e imunizacdo artificial apenas para manter um efeito sinérgico ou preventivo para
caso nao ocorra a imunizacao transmitida pelo R. microplus a campo (FARIAS,
1995).

Em casos de tratamento da doenga com sua sintomatologia clinica, o sucesso

dependera do quéo cedo o mesmo foi realizado e do reconhecimento do agente por
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analise laboratorial, em casos mais graves o tratamento de suporte para reverter 0s

sinais clinicos é recomendado (SACCO, 2002).

3.1.1 Babesiose bovina

A Babesiose é uma doenca causada por protozoarios do género Babesia sp.,
e esta distribuida em varios locais onde possuem a presenca do seu vetor, o
carrapato. Varias espécies de babesias sdo conhecidas e foram isoladas no mundo,
porém um maior enfoque € dado as espécies B. bovis e B. bigemina, por
demonstrarem maior importancia pelos prejuizos econémicos e produtivos para a
bovinocultura gadcha e também Argentina onde ocorre a presenga de R. microplus.
Diversos géneros de carrapatos sdo vetores da enfermidade, porém para as duas
espécies em questdo o principal vetor € o R. microplus (BOCK et al., 2004). Este
possui distribuicdo mundial em &reas tropicais e subtropicais, normalmente situadas
entre os paralelos 32°N e 32°S, apresentando grande importancia na epidemiologia
da doenca em regides do Brasil situadas nessa posi¢ao geogréafica (SACCO, 2002).

A Babesia spp. possui duas formas de reproducdo, uma sexuada no
carrapato e outra assexuada no seu hospedeiro vertebrado. O carrapato do boi
efetua a parte parasitaria de seu ciclo somente em um hospedeiro, a Babesia spp.
tém como estratégia de sua perpetuacao a infeccdo dos ovos do carrapato ainda
dentro do sistema reprodutor da fémea, assim apds a oviposi¢ao as larvas e ninfas
infectadas vao atuar como vetores da enfermidade, transmitindo-a aos bovinos.
Levando em conta os conceitos da parasitologia podemos afirmar que as babesias
sdo parasitos de carrapatos, pois sdo neles que ocorre a reproducao sexuada.

No momento que o carrapato efetua a hematofagia é liberada na circulacéo
do bovino seus esporozoitos da babesia em questdo que irdo infectar as hemacias
do hospedeiro, passando a trofozoitos. Apds sofrerem divisdo por fissdo binaria
passam para a fase de merozoitos, que irdo romper a célula para infectar uma nova
hemacia. Durante o ato de hematofagia, o carrapato ira ser contaminado por
gametocitos, forma da babesia. que efetua reproducdo sexuada. No intestino do
carrapato os gametas chamados corpos de raios fundem-se formando um zigoto
movel, referido por oocineto. Estes irdo penetrar nas células epiteliais do intestino,
onde o zigoto em divisdo meidtica ira passar a cineto. O cineto através da hemolinfa

se dissemina a oOrgaos do carrapato, dentre eles os ovarios onde ir4 garantir o
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contagio dos ovos. Paralelo a este, os cinetos sofrem fissdo multipla e invadem as
glandulas salivares do carrapato, que em forma de esporoblasto ficam em
dorméncia para o repasse sanguineo (JALOVECKA et al., 2019). A diferenca do
ciclo das espécies de B. bovis e B. bigemina, ocorre no estadio do carrapato em que
a Babesia spp. ir4 se desenvolver na glandula salivar, sendo em larva para B. bovis
e ninfa e adulto para B. bigemina (FARIAS, 1995).

Em geral, os trés agentes do complexo TPB possuem semelhanca na sua
sintomatologia clinica, porém nao sado patognomonicos da doenca, sendo que febre,
anemia, ictericia sdo sugestivos da enfermidade. Para infeccdes por B. bigemina, as
mucosas irdo se apresentar pdlidas, podendo estar levemente ictéricas, a febre e
anemia sdo bem demarcadas e apresenta quadro de hemoglobinaria. Em B. bovis,
se demonstra de duas formas, uma aguda e outra superaguda. Sua sintomatologia é
muito semelhante a apresentada no hemoparasito anterior, porém este causa uma
modificacdo nas hemacias fazendo com que se acumulem em pequenos capilares
diminuindo a oxigenacdo de tecidos podendo cursar com uma sintomatologia
nervosa, semelhante a raiva. No quadro superagudo ira ocorrer uma congestdo em
mucosas, 0 mesmo ocorre em 0rgdos que confirmam a enfermidade na necropsia. E
um quadro clinico rapido, visto que na maioria das vezes, dentro de pouco tempo
que iniciam os sinais o animal vem a 6bito (KESSLER; SCHENK, 1998). Os quadros
clinicos acompanhados no EEA eram os referentes aos estagios iniciais na infeccao
experimental, porém devido ao acompanhamento nenhum animal veio a Obito,

tampouco foram evidenciados os sinais neuroldgicos.

3.1.2 Anaplasmose bovina

A Rickettsia A. marginale é a causadora da anaplasmose nos bovinos, que é
uma doenca hemolitica que juntamente com a babesiose traz grandes perdas as
atividades da bovinocultura. Possui distribuicdo mundial em zonas tropicais e
subtropicais, cepas isoladas no mundo todo apresentam variagdo genética e
morfolégica quando comparadas. Tém como vetores 0s carrapatos, insetos que
praticam hematofagia e instrumentos contaminados, como as agulhas (FARIAS,
1995).

Dentro das diferentes cepas de A. marginale encontradas, foi possivel

concluir que o vetor R. microplus ndo demonstra real importancia na sua
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disseminagéo, pois mesmo necessitando do artropode em parte do seu ciclo, efetua
somente a contaminagdo via transmissdo interstadial o que mostra importancia
somente em carrapatos com ciclo trioxeno, que ndo € o caso de R. microplus. Ainda
estuda-se a possivel relacdo de transmissao através do R. microplus e conclui-se
gue a transmissao de A. marginale é realizada de forma mecanica apenas pelos
machos desta espécie e por insetos hematéfagos e fémites contaminados (KOCAN
et al., 2010). Corroborando com parte da hipotese do mesmo autor, o diagnostico
acompanhado na EEA referia-se a animais que recentemente haviam sido
manejados para aplicacdo de uma vacina, o que é sugestivo da possivel
transmissao iatrogénica e periodo de incubagdo da anaplasmose.

Nas hemécias dos bovinos 0 A. marginale apresentam semelhancas em seu
comportamento quando comparado ao da Babesia spp., porém diferindo quando
saem da hemacia ndo ocorre o rompimento da mesma. Apoés invadirem as células
por invaginagdo, é formado na margem da mesma o corpusculo inicial, este que
pode ser visualizado como um ponto azul na periferia da célula em microscopia
Optica em lamina corada por Giemsa ou pandético. ApGs divisdes por fissdo binaria
em até oito corpusculos irdo invadir novas células (FARIAS, 1995). As hemacias
infectadas podem ser fagocitadas por células do sistema imune, assim causando
anemia que varia entre graus leve e grave (KOCAN et al., 2010).

O ciclo do ou da A. marginale no carrapato apresenta semelhangcas quando
comparado as babesias, sendo que as hemacias infectadas sdo ingeridas no
momento do repasto sanguineo e as ricketsias colonizam as células intestinais, onde
distribuem-se aos demais tecidos do carrapato inclusive paras as glandulas
salivares. Como néo ha transmissao transovariana, ficam os machos de carrapatos
Ccomo 0s possiveis transmissores, como descritos anteriormente.

A transmissédo via insetos hematéfagos, como exemplo do género Tabanus
spp. ocorre de forma mecéanica, onde as hemacias infectadas sédo transmitidas de
um animal portador para um susceptivel através da peca bucal do vetor, a
transmissao ocorre dentro de duas horas, apds isso as células podem secar assim
nao realizando a infecgéo. Ja os fomites atuam de forma mecanica semelhante a
transmissao por insetos hematofagos, porém os mesmos devem garantir que nao
ocorra o ressecamento das hemacias infectadas, ou seja, um curto espaco de tempo
entre um animal ou outro, ocorre mais comumente atraveés da utilizacdo de agulhas

compartilhadas, objetos utilizados em castracdo, descorna, tatuagens, dentre outros.
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(SALA, 2013). Uma hipétese apresentada pelo grupo do INTA Mercedes era que as
luvas de palpacédo para diagnostico gestacional seriam um fator importante a ser
estudado, pois em outras enfermidades sdo consideradas fator de risco (ALMEIDA,
et al., 2013).

3.1.3 Diagnéstico

Para realizar o diagnostico da TPB, informacgdes obtidas na anamnese e da
sintomatologia clinica sdo de extrema relevancia no momento da investigacao.
Pode-se dividir o diagndéstico em epidemioldgico, clinico e patolégico. Deve-se ficar
atento sobre um fator de extrema relevancia no seu desenvolvimento, a classificacao
das areas de ocorréncia, como zonas de estabilidade enzootica ou instabilidade
enzoodtica, esta mesma tem relacdo direta com a presenca ou ndo do carrapato
(VANZINI; RAMIREZ, 1994). Essas diferencas ndo sao apenas geograficas, podem
ser provocadas pelo produtor como, por exemplo, a introducdo de lavouras que
determinam alteracGes ambientais.

Em zonas de estabilidade enzooética a doenca de forma clinica da TPB ocorre
com menor frequéncia, por seu maior tempo em contato com o vetor e
consequentemente com o/os agentes. JA em zonas de instabilidade enzodtica as
taxas de morbidade e mortalidade pela enfermidade sdo maiores, pois apresenta em
épocas do ano ou por forma de manejo, a auséncia ou uma consideravel baixa na
presenca do carrapato, assim tendo pouco ou nenhum contato com os agentes da
TPB nestes periodos (SACCO, 2002). Para ambos 0s casos, deve-se obter em uma
anamnese detalhada informac6es como entrada de novos animais no rebanho, de
onde os mesmos sao trazidos (de local endémico ou néo), situacdo de como a
propriedade efetua o manejo de controle do carrapato, mudanca de lotes entre
potreiros ou propriedades, ter conhecimento de fatores climaticos que caracterizam
a regido. Junto ao exame clinico, a coleta de amostras para exame laboratorial é
realizada.

Na avaliacdo clinica, o conjunto de sinais observados podem se apresentar
como: febre, palidez/ictericia, anemia, hemoglobinuiria e sinais nervosos. Alguns
sinais quando apresentados podem nos estimular a suspeitar mais de um agente do
complexo do que de outro, porém para sua confirmacao é necessario o diagndéstico

laboratorial.
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Para o diagnéstico laboratorial por método direto € realizado através da coleta
de sangue total via veia jugular ou coccigea a qual possibilita mensurar e confirmar o
grau de anemia do animal e obter amostra para o esfregaco sanguineo. Através da
realizacdo de um esfregaco fino associado a uma gota espessa, podemos observar
dois dos agentes da TPB, o Anaplasma spp. e a B. bigemina, bem como o A.
centrale. Para confirmar a suspeita de B. bovis, somente amostras de sangue
proveniente de vasos capilares coletados de extremidades como ponta de orelha ou
extremidade de cauda permitem tal diagndstico, devido ao tropismo por esses vasos
que pode ser melhor interpretado pelo agrupamento dessa células sanguineas
nesse pequenos vasos, uma vez que perdem a flexibilidade e ficam retidas nesse
trajeto sanguineo. E, finalmente se tornara possivel a visualizacdo dos
hemoparasitos com e coloracédo desses esfregacos através da técnica de Giemsa ou
pandtico rapido e visualizagcdo em microscopia Optica (SACCO, 2002) (Figura 8).
Durante a leitura € possivel realizar a contagem da estimativa de seu grau de
parasitemia e identificar possiveis alteracdes tipicas de casos de anemia como a

anisocitose.

Figura 8- Visualizacdo por microscopia Optica de esfregaco sanguineo, células
parasitadas com: A. centrale (A), A. marginale (B), B. bovis (C) e B. bigemina (D).

Fonte: o

autor.

A ) experiéncia e

conhecimento do Médico Veterinario em torno dos assuntos epidemiolégicos que
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envolvem a doenca e fatores que a influenciam apresenta grande relevancia na
confirmacédo de casos e no momento da tomada de decisdes de como preceder com
0s mesmos. Opinibes e pontos de vista de quem realmente vive a rotina de onde
esta ocorrendo o caso devem ser sempre levado em consideracdo, e o diagnostico
laboratorial sempre deve ser buscado para a confirmacdo. O método direto de
diagnostico é realizado de forma rdpida, barata e demonstra uma boa confiabilidade
em resultado, sendo uma ferramenta de extrema importancia para o médico
veterinario.

Métodos indiretos também s&o utilizados, sendo os mais frequentes os testes
sorologicos de ELISA e imunofluorescéncia, onde através do soro coletado do
animal pode-se realizar a deteccédo da presenca de anticorpos contra 0s agentes da
doenca (PERTILE, 2012).

O diagndstico patoldgico consiste na analise das alterac6es em necropsia. De
forma macroscopica € possivel identificar palidez e/ou ictericia em mucosas e
serosas, figado, baco e rins apresentando congestdo e aumento de volume,
linfonodos entumecidos e escuros, vesicula biliar distendida com liquido espesso e
grumoso, congestao cerebral com evidéncia de vasos, urina de cor escura
avermelhada, cérebro cor de cereja (B. bovis). Todo o conjunto observado leva ao
quadro da TPB, porém mesmo alguns agentes apresentando alteracdes préprias,
nao sdo patognomonicos para o0 mesmo, a visualizacdo do agente em microscopia
Optica é necesséria para a confirmacéo do diagnostico (FARIAS, 1995). Em caso de
morte de animais sendo em surtos de doencas ou ndo, o médico veterinario deve ter
como habito no trabalho a realizacéo da técnica, pois a mesma ira confirmar a causa
da morte do animal e consequentemente da suspeita que apresentava. Como em
muitos casos de TPB, a sua confirmacdo pode ser concluida por analise
microscépica dos materiais obtidos, caso ainda ndo se conclua e possa se tratar de
outras enfermidades, a obtencdo de amostras e envio a outros laboratérios para

posterior analise é necessario.
3.1.4 Controle e prevencéo
As formas de controle e prevencdo da TPB caracterizam-se por cuidados

baseados nos fatores epidemioldgicos da doencga, tendo como aliados aos manejos

ferramentas como a quimioprofilaxia, premunicdo e imunizagdo. Situacdes que
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podem ocorrer surtos da doenca podendo ocorrer pela introducdo de animais
portadores cronicos de um dos agentes, com a presenca do vetor ou seguido de
manejo com a utilizacdo de fémites que possam causar a transmissao se tratando
da anaplasmose. Outra forma comum do surgimento destes surtos esta associada a
falha de manejo no controle ao carrapato, pois em muito casos, especialmente na
terceira geracdo h& muito in6culo sendo veiculado pelos acaros e o sistema imune
nao demonstra competéncia suficiente para evitar a alta taxa de infecgcdo (FARIAS,
1995). SituacBes de manejo as quais se assemelham a estes exemplos predispdem
a surtos com alta mortalidade de animais. Sendo assim o controle do carrapato €
visto como uma das principais formas de prevencéo.

Outra forma de prevencdo € a quimioprofilaxia, com ingredientes ativos
comerciais. O mesmo pode ser realizado com antibidticos da classe das
tetraciclinas, protozoaridicidas como diaceturato de diaminazeno e dipropionato de
imidocarb que tem acdo para ambos agentes etiologicos. Dentre estes, 0 mais
utilizado para a pratica da quimioprofilaxia € o dipropionato de imidocarb, inclusive
essa informacbes estdo em bula destes medicamentos. Estes sdo 0os mesmos
principios ativos utilizados para o tratamento curativo da doenca respectivamente
(SCHEFFER, 2013).

Considerando a utilizacdo do imidocarb para a realizacdo do manejo
preventivo de um lote de animais que sofrera uma mudanca de potreiro, as
aplicacdes devem ser estipuladas previamente conforme a indicacdo de dosagem
informada pelo fabricante do produto, ou seja, se a dose curativa do dipropionato de
imidocarb para a babesiose corresponde a 3 mg/Kg de peso corporal e para
anaplasmose o dobro da mesma, para que figue hemoparasitos circulantes onde se
realize uma estimulacdo da resposta imune do animal e 0 mesmo ndo demostre
sintomatologia clinica, esta aplicacdo € realizada com metade da dose terapéutica
(SILVA et al., 2015). O periodo de aplicacdo parte do dia o qual os animais entrardo
no novo potreiro, até o 5° dia inicial, deve ser realizado a aplicacdo de dose
profilatica para babesiose, onde a partir deste poderdo surgir animais com
sintomatologia clinica, os quais devem ser tratados com a dose terapéutica. Entre o
20° e 30° dia da transferéncia podem iniciar o surgimento de novos animais com
sintomatologia clinica, onde a partir da visualizacdo do primeiro animal que
demonstre os sinais, deve-se efetuar a aplicagdo da dose profilatica para

anaplasmose em todo o rebanho, caso neste periodo ndo ocorra 0 mesmo néo é
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necessério. Estes intervalos entre dias de aplicacdo séo realizados com base no
periodo pré-patente de cada agente (FARIAS, 1995).

Em uma breve explicacdo, um conceito em comum € apresentado entre a
premunicao e a vacinacao, o qual baseiam-se na inoculacdo de agentes da doenca
em animais livres para que ocorra o estimulo da resposta imune. Porém, melhor
apresentando suas diferengas, a premuni¢cdo em TPB é realizada através da coleta
de sangue de um animal o qual € conhecido como portador crénico da doenca,
seguindo de posterior aplicacdo por via subcutanea em quantidades que variam de 3
a 5ml nos animais que se desejam realizar a imunizagao. A origem do animal doador
€ geralmente da propria propriedade, onde € utilizada cepa patdgena de campo e
nao é realizado um prévio monitoramento de outras doencas que o doador possa
portar e possivelmente transmitir aos receptores. Apés a aplicacdo, os animais
devem ser diariamente monitorados onde 0s que apresentarem sinais clinicos
devem ser tratados (KESSLER; SCHENK, 1998). Enquanto a vacinacao utiliza de
um conceito semelhante a premuni¢cdo, porém em sua producao é utilizado cepas
atenuadas de B. bovis e B. bigemina, sendo para anaplasmose isolado cepa de A.
centrale, que ndao demonstra capacidade de gerar doenca e expressa imunidade
cruzada ao A. marginale. Em sua dose de aplicacdo é conhecido a quantidade de
hemacias parasitadas que estédo sendo inoculadas, em torno de 1 x 107 de células
com cada agente, com isso € possivel estimar o tempo que pode-se iniciar quadros
de sintomatologia clinica nos animais adultos ndo expostos naturalmente. Outro fator
que gera seguranca na aplicacdo deste imundgeno é que 0s animais antes de serem
esplenectomizados e inoculados, passam por testes sorolégicos onde garante que
nao sofreram contato com agentes de outras doencas que possam ser transmitidas
pelo sangue.

Sua utilizacéo é recomendada para animais de trés a 10 meses, onde pode-
se realizar um teste soroldgico antes da aplicacdo que irA demonstrar se apresenta
ou nao a necessidade da imunizacao, para confirmar a efetividade nos 30 dias apos
vacinagdo pode ser realizado através de mesmo teste a verificagdo da presenca de
anticorpos contra os agentes, efetuando em 10% dos animais expostos, se 0
resultado indicar uma presenca inferior a 75% de soropositivos uma segunda dose
da mesma é indicada (INTA Mercedes, informacao pessoal). A vacinagdo em adultos
requer maiores cuidados, fémeas prenhes ndo devem ser vacinadas, pois podem

sofrer aborto. Em vacinacédo de adultos, principalmente em zonas de instabilidade
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enzoodtica, a partir do 6° dia da aplicacdo deve-se iniciar uma maior observacao
nestes animais, pois se tratando desta zona, ha a possibilidade de individuos néo
terem entrado em contato com agentes, seja por pouca presenca do vetor ou baixa
infestacdo por babesias no momento do carrapateamento quando jovens.

Estudos ainda n&o concluidos no EEA Mercedes visam auxiliar e facilitar o
manejo aos produtores que necessitam realizar a aplicacdo em adultos. Para uma
efetiva prevencdo do surgimento de surtos da TPB e menor ocorréncia de
aparecimento clinico em animais do rebanho, associando sempre a um correto
manejo de controle do carrapato e tomando cuidados em manejos com fomites para
evitar a contaminagdo mecanica. Das trés formas citadas a que melhor demonstra
resultados em estimulagdo de imunidade contra a doenca e segurancga na realizacao
de manejo € a vacinacao a partir de agentes atenuados.

O EEA Rafaela, localizado na provincia de Santa Fé na Argentina também
produz o imundgeno, com as mesmas recomendagdes e nomenclatura do produzido
no EEA Mercedes. A forma de producdo para ambos é a mesma, porém no EEA
Rafaela a replicagdo dos agentes atenuados € realizada in vitro através da
multiplicagcdo das cepas em cultivos celulares. Esta diferenca permite uma maior
obtencdo de agentes, assim possibilitando um maior nimero de doses no momento
da producado, quando comparado a replicacéo in vivo. Além da maior quantidade de
doses outra vantagem é observada na replicacao in vitro, a facilidade em produzir o
imundégeno na forma congelada (INTA Mercedes, informacéo pessoal).

Na Argentina também é comercializado o imundgeno na forma congelada, o
mesmo € produzido pelo laboratério particular Litoral Bioldégico, que denomina o
imunégeno como Bio Jaja. Este é composto pelas mesmas cepas utilizadas na
producdo pelo INTA. Cada dose € composta por 0,5ml, sendo recomendada a
aplicagdo via subcuténea, o descongelamento deve ser realizado com a imerséo da
palheta em agua a 40°C, apés o descongelamento a dose pode ser mantida na
temperatura de 4 a 8°C por até 12 horas, ndo podendo ser congelada novamente.
As recomendacdes de cuidados pos aplicacdo sdo as mesmas recomendadas pelo
INTA, porém a Bio Jaja ndo é indicada a animais maiores de 10 meses de idade
(LITORAL BIOLOGICO, 2016).

A forma de producdo do imundégeno congelado se diferencia em alguns

pontos quando comparado ao resfriado. Para a producdo € necessario um maior

namero de células parasitadas que irdo compor a mistura, pois a dose € composta
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por uma menor fracdo aplicavel e no processo de congelamento ocorrem perdas de
agentes, assim dificultando a replicagdo dos mesmos quando realizados utilizando
terneiros esplenectomizados, sendo utilizada a multiplicacdo in vitro. Cada dose é
composta por mais de 1x25° células parasitadas para cada agente, o componente
antimicrobiano € uma associacdo de penicilina e estreptomicina e na solugéo
tampao utilizada junto a ela glicerol, que atua como crioprotetor celular. O
congelamento é realizado de forma lenta, sendo que apés envasado em palhetas de
0,5ml, é alocado em freezer com temperatura em torno de -20°C, ap6s sendo
armazenado em botijoes de nitrogénio liquido (INTA Mercedes, informagéo pessoal).
O imunégeno na forma congelada demonstra vantagens quando comparado ao
resfriado, a cada lote produzido € possivel realizar testes de eficacia do mesmo que
trazem uma maior confiabilidade e padronizacdo do produto, o qual a formulacdo
resfriada ndo possibilita pelo seu curto periodo de validade. Outra vantagem é o
periodo indeterminado de armazenamento em botijdo de nitrogénio, assim
possibilitando ao produtor sua utilizacdo conforme seu planejamento e necessidade.

O Uruguai é um pais que também possui 0 imundgeno contra a TPB em
forma comercial, sendo encontrado em formulacao resfriada e congelada. Segundo
Nari et al. (1979), no Uruguai se utilizava uma formulagéo resfriada que apresentava
grandes diferencas quando comparadas as vistas na Argentina, onde sua producgéo
utilizava como diluente sangue total apresentando hemacias parasitadas com cepa
de A. centrale ndo quantificadas, antibiético e sangue com cepa atenuada de B.
bigemina, na quantidade de 1x10° hemAcias parasitadas, essa formulacdo
correspondia a primeira aplicacdo do imundgeno. Para uma segunda aplicacdo era
produzido com diluente sendo sangue com A. centrale, antibiético e 1x10’ hemaécias
parasitadas com cepas de B. bovis, sendo aplicados 30 dias apés a primeira.

O imundgeno resfriado encontrado hoje no Uruguai € produzido pelo DILAVE,
sua forma de producédo e recomendacdes € semelhante a visualizada na Argentina
como a BABESAN. Cepas locais de B. bovis e B. bigemina, foram isoladas,
purificadas e atenuadas, para as replicacdes também sdo utilizados terneiros
esplenectomizados. No momento da producdo se diferem as quantidades de
hemécias parasitadas para cada agente, onde para B. bovis é utilizado 1x10’
hemacias parasitadas, para B. bigemina 2x10° e para A. centrale 1x10° (SOLARI;

QUINTANA, 1994). Essa diferenca pode ser explicada pela taxa de atenuacgao
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verificada em cada cepa, onde é aferida por seu potencial de manifestar a doenca
apo6s atenuada (INTA Mercedes, informagédo pessoal).

A formulacdo congelada chamada de HemoVacC que também é reproduzida
no Uruguai pelo laboratério particular BioSur, na literatura ndo foi encontrada sua
forma de producdo, porém suas recomendacdes poOs inoculacdo sdo as mesmas
apresentadas pela Bio Jaja. A HemoVacC necessita um preparo prévio a aplicacéo
além do seu descongelamento, apresenta-se em quatro tubos congelados onde um
contém o diluente e os outros trés correspondem as cepas, um tubo para cada
agente. Pode ser encontrado em volumes para se realizar o preparo de 20, 40 e 80
doses, onde cada dose contém 2ml, apds pronta a diluicdo, a mesma tem a
durabilidade de seis horas mantida resfriada (BIO SUR, 2016).

Em comparacdo as duas formulacdes disponiveis no Uruguai, ambas
demonstraram eficacia em sua utilizacdo na prevencdo da TPB, assim sendo
amplamente recomendada sua utilizacdo (MIRABELLES et al., 2018). Levando em
consideracdo os parametros avaliados no ECSMV na producdo e atuacdo dos
imunégenos produzidos na Argentina e dos produzidos no Uruguai, € notavel que
ambos possuam grande difusdo nos seus paises tendo além de uma aceitabilidade
pelos produtores rurais, contém uma eficacia desejada na imuniza¢do dos animais,
sendo assim por base nos resultados e avaliagbes é comprovada a importancia da
existéncia dos imundgenos em areas onde a doenca mantém uma ocorréncia

enzodtica.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo de realizacdo do estagio foi possivel conviver e observar
diferentes &reas da sanidade animal, envolvendo atividades voltadas a diagnosticos
e pesquisa. Esta experiéncia fez com que ficasse mais concreto o ponto de vista ja
construido durante a graduacéo, onde o diagndstico é de fundamental importancia
para a tomada de decisfes e solucdo de problemas, e a prevencao sim, é a forma

mais eficaz e econémica para controlar e evitar surtos de doencas.

O enfoque do ECSMV foi dado ao setor de parasitologia, onde suas
atividades giraram em torno do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina. E nitida a
importancia do complexo em meio as doencas parasitarias e seus prejuizos gerados
na producdo animal, o que confirma ser de fato o maior problema sanitario na
bovinocultura. E notavel a necessidade de maiores investimentos para o tema, pois
o desenvolvimento de medidas profilaticas, em curto prazo, pode reduzir parte dos

prejuizos causados pela TPB.

Uma importante ferramenta para o auxilio no controle desta enfermidade, e
gue tem um custo baixo frente aos prejuizos gerados pelo mesmo, é o imundgeno
contra o complexo da TPB. O imundgeno é relativamente simples e demonstra boa
efichcia frente a doenca, podendo ser facilmente implementado nos protocolos
sanitarios de propriedades localizadas em zonas endémicas.

A Argentina, assim como o Uruguai realizam a producéo e utilizacdo destes
imundégenos, onde demonstram também um avancado conhecimento e
investimentos no assunto. Na Argentina pesquisas voltadas a producdo e melhorias
do imunogeno séo realizadas constantemente pelo INTA, visando sempre o
aumento na eficacia no momento de sua utilizacdo. Enquanto que no Brasil ainda é

reduzida a busca para resolver tal problemaética.
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ANEXO 1 - Certificado de Estagio Curricular Supervisionado em Medicina
Veterinéria realizado no Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.

INTA Secretaria é Ministerio de Produccion y Trabajo
y

—— deAgroindustria &y Presidencia de la Nacién

Mercedes, Corrientes 20 de mayo de 2019

A quien corresponda:

Certificamos que Luiz Felipe da Silva Gemelli ha realizado una pasantia
de capacitacion en el drea de Sanidad animal de INTA EEA Mercedes durante 80 dias, desde el
25 de febrero al 20 de mayo de 2019.

La capacitacion fue dirigida hacia el manejo de instrumental y equipamiento, disposicién de
areas del laboratorio, gestion de calidad y bioseguridad, conocimiento y desarrollo de técnicas
para el diagnéstico de enfermedades venéreas, hemoparasitos, parasitologia, Brucelosis,
diagndstico citolégico y hemograma, como también salidas al campo para toma de muestras
y realizacion de necropsias y produccion de hemovacuna contra babesiosis y anaplasmosis
bovina.

Durante la pasantia demostré interés, excelente predisposicion y desempefio sobresaliente
de las tareas.

Quedamos a disposicion en caso de necesitar referencias de la profesional.
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