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RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de obter isolados puros autoctones
de B. bovis e de B. bigemina a partir do carrapato Boophilus microplus, naturalmente infectado,
assegurando, dessa forma, amostras de referéncia regional para futuros estudos sobre o tema. Os
isolados puros de B. bovis e B. bigemina foram obtidos, respectivamente, através da infestagdo
de bezerros neonatos privados de colostro com larvas e ninfas de B. microplus, naturalmente
infectadas. A condigdo de isolados puros foi comprovada pela soroconversio especifica pela reagdo
de imunofluorescéncia indireta (RIFI), assim como pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
subinoculagdo. Os resultados confirmaram a eficacia da estratégia, anteriormente reportada, para
isolamento puro de B. bovis e B. bigemina a partir de larvas e ninfas de carrapatos com infecgdes
naturais. Concluiu-se ainda que o uso de bezerros neonatos privados de colostro, como animais
suscetiveis, pode ser considerado um modelo pratico, eficaz e relativamente econdmico para o
isolamento de hemoparasitos em regides endémicas.

DESCRITORES: Babesia bigemina. Babesia bovis. Isolados. Bezerros.
Babesiose.

INTRODUCAO

Os protozoarios B. bigemina ¢ B. bovis sdo microrganismos intra-
eritrociticos que causam doencga infecciosa caracterizada por quadro tipico de
anemia hemolitica nos bovinos. Nas Américas, estes agentes sdo transmitidos
naturalmente pelo carrapato Boophilus microplus, encontrado entre os paralelos
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32°N e 32° S (Gonzales 1995). Grisi et al. (2002) estimaram prejuizos anuais de
2 bilhdes de dolares para a pecuaria nacional, em decorréncia da agdo direta do B.
microplus ou dos agentes patogé€nicos por ele transmitidos.

O clima predominantemente tropical do estado de Goias favorece o ciclo
de vida do B. microplus, disso decorre, portanto, sua grande incidéncia (Borges &
Silva 1994). Esta situagdo epidemiologica justifica as altas taxas de prevaléncia de
B. bigemina e B. bovis nos rebanhos da regido, caracterizando uma condi¢do de
elevada estabilidade enzootica (Linhares et al. 1992, Santos et al. 2001).

A diversidade genética tem sido demonstrada para espécies do género
Babesia entre isolados de diferentes regides geograficas, sendo esta responsavel pelo
polimorfismo antigénico que determina heterogeneidade intra-especifica (Allred
2001). Considerando-se a extensdo territorial do Brasil e o nimero expressivo de
bovinos, pode-se inferir a existéncia de acentuadas variagdes no perfil molecular
entre diferentes isolados ou cepas regionais (Madruga et al. 2002), o que justifica
a necessidade de que sejam obtidos microrganismos de referéncia e colocados a
disposigdo para estudos de epidemiologia molecular das popula¢des autoctones.

Para o isolamento ¢ a manutengao de amostras viaveis de hemoparasitos de
bovinos, tem sido empregado meio de cultura de eritrocitos ou bovinos suscetiveis.
O primeiro ¢ considerado mais adequado tecnicamente, no entanto alguns fatores
como o custo elevado e a necessidade de pessoal altamente qualificado limitam seu
emprego (Bose et al. 1995).

Bovinos suscetiveis tém sido utilizados como alternativa para o isolamento
de amostras puras a partir de carrapatos naturalmente infectados por B. bigemina e
B. bovis. Essa estratégia se fundamenta no conhecimento de que B. bigemina ¢é
transmitida por ninfas e adultos de B. microplus (Callow & Hoyte 1961) e B. bovis
apenas pelas larvas (Mahoney & Mirre 1979).

Como animais suscetiveis, utilizam-se bovinos procedentes de areas livres
(Dalgliesh & Stewart 1983; Ruiz et al. 1999) ou, ainda, bezerros nascidos em area
endémica que tenham sido mantidos fora do contato com B. microplus desde o
nascimento até a perda total da imunidade colostral (Kessler et al. 1987; Kessler et
al. 1998; Barreira et al. 2005).

O presente trabalho teve como objetivo principal a obtengdo de isolados
autoctones puros de B. bigemina e B. bovis para a composi¢do do banco de isolados
de referéncia regional. Paralelamente foi avaliado o emprego de bezerros neonatos
totalmente privados de colostro, como animais suscetiveis, para o isolamento dos
respectivos microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Para obtencgo de isolados puros de B. bovis e de B. bigemina, foram
inicialmente alojados seis bezerros totalmente privados de colostro, portanto
desprovidos de imunidade materna. Os animais eram mesticos Holandés/Jersey
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em perfeito estado de higidez, nascidos em local livre de carrapatos e transferidos
para a area de isolamento na Escola de Veterinaria (EV) da UFG, onde foram
adotadas medidas de biosseguranca para prevenir a entrada de vetores artropodes.
Foram observados os cuidados relativos a alimentacédo e ao ambiente, no sentido de
proporcionar conforto e bem-estar animal. Os bezerros receberam dieta a base de
leite in natura, na quantidade de trés a quatro litros diarios.

Com o objetivo de obter larvas e ninfas e B. microplus, infectadas por
Babesia spp., foram colhidas 859 teledginas de bezerros mesticos, entre 2 e 5
meses de idade, pertencentes ao rebanho bovino da EV/UFG. No laboratorio
foram higienizadas e distribuidas seis teledginas por placa de Petri, fixadas com fita
adesiva de dupla face, perfazendo um total de 143 placas. As placas foram entdo
identificadas e incubadas em estufa B.O.D. a 27° C + ou — 1°C, umidade de 80% +
ou— 10°C, conforme Thompson (1976). Ovos até o terceiro dia do inicio da postura
eram eliminados para garantir maior taxa de infeccdo (Riek 1964, 1966). Apds
sete dias do inicio da postura, procedeu-se a analise da hemolinfa das teledginas,
segundo IICA (1987), para identificar os esporozoitos de Babesia spp. As teledginas
positivas foram mantidas na estufa para postura e as negativas descartadas. Os ovos
das positivas foram pesados e acondicionados em seringas plasticas adaptadas,
distribuindo-se 0,5 g de ovos, equivalente a 10.000 larvas, em cada uma das 15
seringas recolocadas na B.O.D. (Barreira et al. 2005).

As infecgdes experimentais dos bezerros suscetiveis, visando a obtengao
dos isolados puros de B. bovis e B. bigemina, foram executadas empregando-se,
respectivamente, larvas e ninfas de Boophilus microplus infectadas naturalmente,
conforme Mahoney & Mirre (1979) e Callow & Hoyte (1961). No sétimo dia
de vida, o bezerro n° 1 recebeu 20.000 larvas com dez dias de eclosao, contidas
na regido das duas orelhas em capsulas de tecido e fixadas em sua base, segundo
Kessler et al. (1987). Entre o quarto e o quinto dia da fixagdo das larvas procedeu-
se a remogdo mecanica das metalarvas que foram transferidas para o bezerro n° 2,
contidas da mesma forma como descrito acima.

Os bezerros n° 3 e n° 4 foram mantidos, como controles, no mesmo
ambiente e sob as mesmas condi¢des de manejo, sem, contudo, receberem qualquer
tipo de infesta¢do ou inoculo.

Ap6s a infestagdo e durante todo o periodo experimental os bezerros eram
monitorados clinica ¢ laboratorialmente duas vezes ao dia. A temperatura retal e
sinais clinicos eram registrados em fichas individuais e, uma vez verificada alteracdo
nos pardmetros normais, procedia-se a coleta de sangue com anticoagulante para a
pesquisa microscopica de parasitos em preparacdes de esfregaco sanguineo coradas
pelo Giemsa e para a determinago do volume globular (VG) pela técnica convencional
do microhematdcrito. Para a avaliagdo do nivel de parasitemia, adotou-se metodologia
descrita pelo IICA (1987). Uma vez confirmada a infecgdo patente, colhia-se uma
amostra de sangue com anticoagulante EDTA (Anticoagulante Universal, Doles) para
extragdo de DNA total e outra com heparina (1mg/mL) para criopreservagio.
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Para a extrago de DNA total, empregou-se kit comercial (GFX™
Genomic Blood DNA Purification Kit, Amersham Biosciences). As amostras de
DNA foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a finalidade
de comprovar a identidade molecular e a pureza dos isolados. Empregou-se, na
reacdo, o par de primers GAU9/GAUIO0 para a amplificacdo espécie-especifica
de um fragmento do gene SSU RNAr de B. bovis e o par GAU6/GAU7 para B.
bigemina, conforme Linhares et al. (2002). As amostras foram também submetidas
ao teste de PCR especifico para a amplificagdo de um fragmento do gene MSP1 de
A. marginale, segundo Barbet & Allred (1991). O teste de PCR foi também aplicado
as amostras de DNA total extraidas do sangue coletado dos bezerros no dia —1 das
infestagdes por carrapatos.

As amostras de sangue heparinizado foram aliquotadas em tubos plasticos
rosqueados de 3 ml e criopreservadas, sob a forma de estabilizado, em soluc@o
PBS/DMSO, conforme IICA (1987).

No dia -1 da infestacdo com carrapatos e 21 dias apo6s o inicio da
parasitemia patente, colheu-se ainda dos bezerros n° 1 e 2 amostras de sangue sem
anticoagulante para a obtencao de soro com a finalidade de avaliar a soroconversao
especifica pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os bezerros n° 3 e 4
também foram submetidos a este tipo de avaliacdo. As reacoes foram executadas em
dilui¢des seriadas do soro na escala de 1:10, a partir de 1:80 e até¢ 1:5.120, segundo
Todorovic & Long (1976). O conjugado (FITIC anti-IgG bovina, Sigma) foi
utilizado na diluicdo de 1:350, conforme prévia titulagdo. Os antigenos empregados
procederam da Universidade Federal de Minas Gerais, gentilmente cedidos pelo Dr.
José Divino Lima.

Com a finalidade de comprovar a pureza e a viabilidade das amostras
criopreservadas, os bezerros n° 5 e n° 6 foram subinoculados com 3 ml dos isolados
criopreservados de B. bovis e B. bigemina, obtidos previamente nos bezerros n° 1 e
n° 2, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 859 teleoginas de B. microplus mantidas para a producao
de larvas e ninfas, 25,8% (n=222) apresentaram infecgdes por Babesia spp.,
evidenciadas pela presenca de esporocinetos no exame da hemolinfa.

O bezerro n° 1, infestado com larvas de B. microplus obtidas de teledginas
infectadas naturalmente por Babesia spp., apresentou aumento da temperatura retal
no 12° dia pos-infestacdo, ocasido em que foi detectada infecgao patente por B. bovis
com parasitemia estimada em 0,01%. Infec¢do patente por B. bigemina foi obtida
no bezerro n°2, com parasitemia de 0,1%, no 11° dia pds-infestacdo com ninfas de
B. microplus. Os periodos prepatentes observados estdo dentro dos valores padrdes
para as duas espécies, como j& havia sido registrado na literatura (Losos 1986;
Kessler et al. 1987; Kessler et al. 1998; Barreira et al. 2005).
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A eletroforese dos produtos de PCR evidenciou o fragmento espécie-
especifico de 541 pb de B. bovis somente a partir da amostra de DNA total do bezerro
n° 1, referente ao dia da parasitemia. Por outro lado, o resultado do ensaio de PCR
para o fragmento espécie-especifico de 685 pb de B. bigemina foi positivo apenas
para a amostra do bezerro n° 2 do dia da parasitemia. Esses resultados confirmaram a
identidade molecular e a pureza dos isolados de B. bovis e B. bigemina, nos bezerros
n° 1 e 2, respectivamente (Quadro 1). Os resultados dos ensaios de PCR para A.
marginale foram negativos para todas as amostras testadas, ou seja, referentes ao
dia—1 ¢ ao dia da parasitemia em ambos os bezerros.

Quadro 1. Resultados da PCR em DNA extraido de amostras de sangue colhidas
em bezerros lactentes antes (D1) e apos (DP) a infestagao experimental
com larvas (Bezerro n°.1) ¢ ninfas (Bezerro n° 2) infectadas
respectivamente com B. bovis e B. bigemina em Goiania, 2005.

B ° 1 B °2
PCR espécie-especifico czerot czerot
D1 DP D1 DP
B. bovis Neg. Pos. Neg. Neg.
B. bigemina Neg. Neg. Neg. Pos.

D1: dia anterior a infestagdo por. larvas ou ninfas; DP: primeiro dia de parasitemia patente; Neg.:
resultado negativo no exame de PCR; Pos.: resultado positivo no exame de PCR.

A sorologia pareada pela RIFI demonstrou soroconversao especifica para
B. bovis no bezerro n° 1, com resultado negativo no dia —1 e positivo até o titulo de
1:1.280 no 21° dia apds o inicio da parasitemia. A soroconversdo especifica para
B. bigemina foi evidenciada no bezerro n° 2 pela diferenga entre o titulo zero no
dia —1 e 1:640 no 21° dia apds a parasitemia patente. Portanto, a soroconversao
especifica observada para B. bovis no bezerro n° 1 e para B. bigemina no bezerro
n° 2, assim como os titulos das rea¢des, representaram a confirmagao soroldgica da
obtencao dos isolados puros dos respectivos hemoparasitos, com valores de titulos
soroldgicos dentro dos parametros reportados por outros autores (Ruiz et al. 1999;
Mendonga et al. 2003).

Os bezerros n° 3 e 4, designados como controles, ndo apresentaram
nenhuma manifestagao clinica e a sorologia ndo revelou soroconversdo deles.

Os bezerros n° 5 e 6, subinoculados com os estabilizados criopreservados
de B. bovis e B. bigemina, respectivamente, apresentaram infeccoes patentes puras.
Os periodos prepatentes observados nesta etapa foram de 11 dias para B. bovis e de
7 dias para B. bigemina.

Os resultados alcangados referentes aos exames de PCR, sorologia
(soroconversdo especifica) e subinoculacdo foram confirmatdrios, comprovando
serem equivalentes para a identificacdo dos protozoarios em nivel de espécie, como
reportado por Bose et al (1995).
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Neste estudo foi demonstrada a viabilidade do uso de bezerros neonatos,
privados de colostro, como animais suscetiveis para a obtenc@o de isolados puros
de hemoparasitos. Apesar da vulnerabilidade imunologica dos bezerros em razdo
da privagdo de colostro, nenhuma ocorréncia foi registrada em conseqiiéncia
desta condi¢do. As medidas sanitarias ¢ de biosseguranca adotadas durante todo
o experimento, envolvendo os animais, o pessoal, os alimentos e o ambiente,
provavelmente tenham contribuido para contornar o risco potencial.

As seguintes vantagens foram observadas com a utilizagdo de bezerros
neonatos como animais suscetiveis, quando comparado com outros métodos
tradicionalmente aplicados (Dalgliesh & Stewart 1983; Kessler et al. 1987; Kessler
et al. 1998; Barreira et al. 2005): custo irrisorio dos animais experimentais e seu
transporte, ja que os bezerros eram descartes de granjas leiteiras da regido; curto
periodo de tempo de alojamento e manutengdo dos animais em experimento; baixo
custo com alimentacdo e manejo simplificado.

Apesar dos resultados alcangados, os autores alertam para a necessidade
veemente de estrita precaucdo quanto a presenga de carrapatos no local de
nascimento e alojamento para os bezerros suscetiveis, quando o experimento
for realizado em regido endémica para tristeza parasitaria bovina. Da mesma
forma, falhas nos cuidados com biosseguranga e conforto animal podem produzir
resultados indesejaveis.

Os resultados alcangados neste estudo referentes a obtencdo de isolados
puros de B. bovis e B. bigemina a partir de larvas e ninfas de B. microplus,
respectivamente, comprovaram a eficacia dos métodos descritos originalmente
por Callow & Hoyte (1961) e Mahoney & Mirre (1979) e também empregado por
outros pesquisadores como Kessler et al. (1987), Kessler et al. (1998) e Barreira et
al. (2005).

CONCLUSOES

O emprego de larvas e de ninfas de B. microplus, procedentes de area
endémica para babesiose bovina na regido de cerrado, foi adequado para a obtengao
de isolados puros de B. bovis ¢ B. bigemina, respectivamente.

Nas condi¢des em que foi desenvolvido o presente trabalho, pdde-
se concluir que bezerros recém-nascidos e totalmente privados de colostro se
revelaram adequados como animais suscetiveis para os experimentos envolvendo o
isolamento de B. bovis e de B. bigemina.
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ABSTRACT

Pure isolates of Babesia bigemina and Babesia bovis obtained from Boophilus
microplus larvae and nymphs in colostrum-deprived newborn calves

The present study was conducted with the main objective of obtaining pure
autochthonous isolates of B. bovis and B. bigemina from naturally infected
Boophilus microplus in order to provide regional reference samples for further
studies. The pure isolates of B. bovis and B. bigemina were achieved by infesting
susceptible colostrum-deprived newborn calves with naturally infected B. microplus
larvae and nymphs, respectively. The status of pure isolates for each species was
demonstrated either by fluorescent antibody specific seroconversion, polymerase
chain reaction (PCR) or subinoculation. The results demonstrated the efficacy
of the previous reported method to isolate B. bovis from larvae and B. bigemina
from nymphs from naturally infected ticks. Finally, it was assumed that colostrum-
deprived newborn calves might be used as a susceptible animal model to isolate
hemoparasites in endemic areas, combining advantages such as effectiveness and
feasibility with low cost.

KEYWORDS: Babesia bigemina. Babesia bovis. Isolates. Calves. Babesiosis.
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