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Resumo

RAHAL, Natalia Machado. Tristeza parasitaria bovina: diagnéstico molecular,
efeito sobre a fertilidade e desenvolvimento de um produto para prevengao.
2023. 105f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagao em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2023.

Anaplasma marginale e Babesia spp. sao parasitas, causadores de anemia hemolitica
em bovinos e compdem o complexo de doengas tristeza parasitaria bovina (TPB). A
TPB é de carater endémico na maior parte do territorio brasileiro, gerando prejuizos
econdmicos significativos. O diagndstico de maior sensibilidade é obtido através de
técnicas moleculares. Portanto, o objetivo dessa tese foi compilar trabalhos sobre a
ocorréncia de A. marginale e Babesia spp., através de técnicas moleculares, no Brasil,
verificar a influéncia destes parasitas sobre parametros hematolégicos e taxa de
concepgao de novilhas Angus e desenvolver um veiculo de liberagdo lenta e
prolongada para prevengcdo da TPB. Inicialmente foi realizada uma revisao
sistematica, com busca sobre estudos que utilizaram técnicas moleculares para
deteccéo de A. marginale e Babesia spp. em bovinos no territério brasileiro. Ao todo,
38 trabalhos foram incluidos na revisao, sendo a maior ocorréncia de A. marginale e
B. bovis encontradas no estado de Roraima (98,78% e 95,47%, respectivamente) e
de B. bigemina no estado de S&o Paulo (86,25%). Para verificar o impacto da infecgéo
por estes hemoparasitas na taxa de concepg¢ao, 94 novilhas Angus foram inseridas
em protocolo de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF). Amostras de sangue
foram coletadas no inicio do protocolo (D-10) e no dia do diagndstico de gestacéo
(D+34) para determinacédo de variaveis hematolégicas. Uma aliquota de sangue do D-
10 foi utilizada para extragdo de DNA gendmico total (gDNA) e todas as amostras
foram submetidas a PCR quantitativa (QPCR) para investigagado de genes alvo para
A. marginale e B. bovis. Todas as amostras positivas para B. bovis foram submetidas
a quantificagdo absoluta, determinando numero de cépias (CN) de B. bigemina e B.
bovis. Foram realizadas comparagdes entre os grupos prenhes (P) e nao prenhes
(NP) e correlacéo entre o CN e parametros hematoldgicos. A taxa de concepgéo ao
primeiro servigo foi 47,87% (45/94), somente no D-10 o NP apresentou hemoglobina
maior que o P. Todas as novilhas foram positivas para A. marginale e B. bovis na
gPCR, enquanto na quantificagdo absoluta, seis novilhas foram negativas para B.
bigemina (quatro P e duas NP) e duas negativas para B. bovis, uma de cada grupo.
Nao houve diferenga com relagdo CN e correlagao significativa foi encontrada apenas
entre hemoglobina/eritrécito  (P<0,0001; r=0,8082) e hemoglobina/hematocrito
(P=0,0049; r = 0,3009), respectivamente. Para estratégia inovadora para prevengao
da TPB, foi desenvolvida uma emulsdo de liberagao lenta e sustentada, realizando
testes de liberagao in vitro, e comparando com formulagdo comercial, e teste para
verificar dor e/ou reag¢des no local de aplicagao. Nos testes in vitro, as liberagdes
ocorreram de forma mais lenta quando comparadas ao produto comercial. Ja no teste



com animais, foi notado aumento de volume no local de aplicagao, sem manifestacoes
de dor significativa. Conclui-se que, a ocorréncia de A. marginale e Babesia spp.
variou de 7,32% a 98,78% e, apesar da quantidade de dados encontrados sobre a
ocorréncia e uso de diagnostico molecular, ainda ha lacunas e oportunidades de
pesquisa, principalmente sobre a quantificacdo de perdas nos rebanhos de maior
ocorréncia de TPB, e para o desenvolvimento de formulacdes para prevengao destas
doencas.

Palavras-chave: tristeza parasitaria bovina; qPCR; quantificagcdo absoluta; liberacao
lenta; emulsao



Abstract

RAHAL, Natalia Machado. Effect Anaplasma marginale and Babesia spp.
infection in taurine heifers’ fertility and development of emulsion for cattle tick
fever prevention. 2023. 105f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de
Po6s-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023.

Anaplasma marginale and Babesia spp. are parasites that cause hemolytic anemia in
cattle and make up the cattle tick fever complex (TF). Tick fever is endemic in most of
the Brazilian territory, causing significant economic losses. The most sensitive
diagnosis is obtained through molecular techniques. Therefore, the objective of this
thesis was to determine the occurrence of A. marginale and Babesia spp., using
molecular diagnostic, in Brazil, to verify the influence of these parasites on
hematological parameters and conception rate of Angus heifers, and to develop a slow
and prolonged release vehicle for TF prevention. Initially, a systematic review was
carried out, with a search for studies that used molecular techniques to detect A.
marginale and Babesia spp. in cattle in the Brazilian territory. Overall, 38 studies were
included in the review, with the highest occurrence of A. marginale and B. bovis found
in the state of Roraima (98.78% and 95.47%, respectively) and B. bigemina in the state
of Séo Paulo (86.25%). To verify the impact of infection by these hemoparasites on
the conception rate, 94 Angus heifers were inserted into a timed artificial insemination
(TAI) protocol. Blood samples were collected at the beginning of the protocol (D-10)
and on the day of pregnancy diagnosis (D+34) to determine hematological variables.
An aliquot of D-10 blood was used for total genomic DNA (gDNA) extraction and all
samples were subjected to quantitative PCR (gPCR) to investigate target genes for A.
marginale and B. bovis. All positive samples for B. bovis were submitted to absolute
quantification, determining copy number (CN) of B. bigemina and B. bovis.
Comparisons were made between pregnant (P) and non-pregnant (NP) groups and
correlation between CN and hematological parameters. The conception rate at the first
service was 47.87% (45/94), only on D-10 the NP had higher hemoglobin than the P.
All heifers were positive for A. marginale and B. bovis in qPCR, while in absolute
quantification, six heifers were negative for B. bigemina (four P and two NP) and two
negatives for B. bovis, one from each group. There was no difference with CN ratio
and significant correlation was found only between hemoglobin/erythrocyte (P<0.0001;
r=0.8082) and hemoglobin/hematocrit (P=0,0049; r = 0,3009), respectively. For an
innovative strategy for the prevention of TF, a slow and sustained release emulsion
was developed, performing in vitro release tests, and comparing it with a commercial
formulation, and testing to verify pain and/or reactions at the application site. In in vitro
tests, emulsions releases occurred more slowly when compared to the commercial
product. In the test with animals, an increase in volume at the application site was
noted, without manifestations of significant pain. It is concluded that the occurrence of
A. marginale and Babesia spp. ranged from 7.32% to 98.78% and, despite the amount



of data found on the occurrence and use of molecular diagnosis, there are still gaps
and research opportunities, mainly on the quantification of losses in the herds with
higher occurrence of TF, and for the development of formulations for the prevention of
these diseases.

Keywords: cattle tick fever; gPCR; absolute quantification; slow release; emulsion
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1 Introdugao

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é um complexo de enfermidades
infecciosas, babesiose e anaplasmose, causada por agentes intraeritrocitarios que
causam anemia hemolitica em seus hospedeiros (Babesia spp. e Anaplasma
marginale). A TPB representa aproximadamente 55% das enfermidades parasitarias
em bovinos no Rio Grande do Sul (OLIVEIRA et al., 2017) e a transmissao ocorre,
principalmente, pelo carrapato Rhipicephalus microplus (carrapato do boi), presente
em quase todo o territério brasileiro. Entretanto, além do carrapato, a transmissao
também pode ocorrer pela acdo de moscas hematofagas e materiais contaminados
com sangue de animais infectados, tais como seringas e agulhas (KOCAN et al., 2010;
PALMER; CLOTHIER, 2015; ZAUGG, 2015).

A maior parte do territorio brasileiro é caracterizado como area de estabilidade
enzootica, onde a maioria dos animais tem contato com agentes da TPB nos primeiros
meses de vida e ha menor ocorréncia de surtos. Ja em areas como o sertdo nordestino
e algumas regides do Rio Grande do Sul (proximas ao paralelo 32°S), as alteragdes
climaticas extremas interferem no ciclo do carrapato e os bovinos nem sempre séo
desafiados no inicio da vida, havendo alto risco de surtos. Também, no sul do Rio
Grande do Sul ha areas livres da ocorréncia do R. microplus, sendo que rebanhos
nessa regiao ficam mais susceptiveis a ocorréncia de surtos clinicos por A. marginale
e Babesia spp. (SANTOS et al., 2019).

No Brasil, considerando diferentes métodos diagnosticos, foram constatadas
prevaléncia de 36,6% para A. marginale, 62,6% de Babesia spp. e 8,2% de casos de
coinfeccao em 2019 (FERREIRA et al., 2022). Esses dados indicam que grande
quantidade de animais pode estar em risco, pois caso o sistema imunologico do
hospedeiro seja comprometido, como em situagdes estressantes, os agentes podem
se reproduzir e causar um quadro clinico (KOCAN et al., 2010). Com as varia¢des da
prevaléncia e taxa de infecgdo dos agentes da TPB em rebanhos bovinos, a presenca
de animais reservatorio garante a persisténcia dos agentes etiolégicos e transmissao
destes a prole (BRITO et al., 2019). Com as fémeas bovinas, a imunossupresséo

transitoria durante o periparto pode levar ao surgimento de reinfecgdes e recidivas por
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parte das vacas e susceptibilidade do feto as infecgées por A. marginale (SILVA,
FONSECA, 2014). Caso isso ocorra, os 6rgaos dos fetos podem ser diretamente
afetados, causando esplenomegalia, hemorragias e danos neurolégicos resultando
em aborto, parto de natimortos ou bezerros doentes que morrerao no primeiro més de
vida como consequéncia da infecgdo por hemoparasitas (COSTA et al.,, 2016;
HENKER et al., 2020).

Os prejuizos decorrentes dessa doenga podem ser diretos (gastos com manejo
e medicamentos, para prevengao e tratamento, e pela morte de animais doentes) ou
indiretos (menor ganho de peso, menor producgéo de leite etc.). A utilizagao racional
de protocolos de tratamento somente quando os animais sao diagnosticados com TPB
(monitoramento de temperatura retal e analise de esfregaco sanguineo), pode auxiliar
produtores a economizarem aproximadamente 22,6 mil dolares por ano (SOUZA et
al., 2021). Enquanto, ao se considerar somente a morte de bovinos em decorréncia
da TPB, os prejuizos no sul do Brasil foram estimados em aproximadamente 10
milhdes de reais por ano (OLIVEIRA et al., 2017).

Para diagnostico da TPB a técnica de esfregago sanguineo geralmente permite
a visualizacao de Babesia spp. e A. marginale dentro dos eritrécitos em animais em
fase aguda (picos de parasitemia). Entretanto, esta técnica apresenta baixa
sensibilidade em detectar animais reservatério ou animais em estagio inicial das
doencgas. Além disso, os corantes utilizados nesta técnica frequentemente geram
artefatos, fornecendo resultados falso-positivos (AL-HOSARY, 2017). Como
alternativa, através do uso de técnicas moleculares € possivel identificar com precisao
quais agentes estdo causando os sinais clinicos e, com o avan¢go de métodos
quantitativos, se determinar o nivel de infeccao (RAMOS et al., 2011).

Para o tratamento clinico das doencgas, sao utilizados principios ativos como
oxitetraciclina, aceturato de diminazeno e dipropionato de imidocarb. Ainda, pode-se
utilizar enrofloxacina no tratamento da anaplasmose, além de toda terapia de suporte
necessaria para o restabelecimento dos animais, incluindo transfusdo sanguinea em
casos mais criticos (FARIAS, 2007; OLIVEIRA; FREITAS, 2015). Devido a
complexidade dos parasitas envolvidos na TPB, o avango de novos medicamentos
para prevengao e tratamento segue de forma lenta. O tratamento atual muitas vezes
depende tanto da combinagao de principios ativos, quanto da aplicagao de diversas
doses de um mesmo medicamento (revisado por GOHIL et al., 2013). Com o intuito

de se obter efeito de longa duragdo, a associagdo da oxitetraciclina a excipiente
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viscoso, como a 2-pirrolidona, é utilizada em formulagdes comerciais, possibilitando
aumento da meia-vida de 9,12 para 21,8 horas (PAPICH; RIVIERE, 2018).

O dipropionato de imidocarb é adequado para o tratamento preventivo e
terapéutico da babesiose em bovinos, equinos e caes e para a anaplasmose em
bovinos. Devido ao prolongado periodo de incubagao na anaplasmose, a utilizagao do
dipropionato de imidocarb antes do aparecimento da doenca podera ser prematura,
impossibilitando o desenvolvimento da protecdo apds a infeccdo causada pelos
carrapatos (KESSLER; SCHENK, 1998; FARIAS, 2007). Ainda, a utilizagdo desse
principio nas doses recomendadas € com o numero de aplicagdes necessarias pode
apresentar efeitos adversos nos animais, tais como diarreia, inflamacéo excessiva no
local de aplicag&o, apresentando também alto potencial de toxicidade (MOSQUEDA
et al.,, 2012).

A quimioprofilaxia € um dos métodos utilizados no controle da TPB e € aplicada
de acordo com a situagao epidemioldgica do rebanho e com a circulagado de animais
nas propriedades rurais. Consiste na aplicagdo de doses sub-terapéuticas de
quimioterapicos como tetraciclinas, diaceturato de diminazeno e dipropionato de
imidocarb. Desse modo, utilizando doses abaixo do recomendado para o tratamento
da doenca clinica, permite-se que os animais tenham os sinais clinicos amenizados
ao entrarem em contato com os agentes etiologicos da TPB, sendo capazes de
desenvolver uma resposta imunolégica adequada (VOS, 1992). A utilizagdo de
quimioprofilaxia em novilhos sem sinais clinicos evidentes ao inicio do estudo
apresentou resultados positivos no ganho de peso, se mostrando uma ferramenta de
melhoria de desempenho em categorias jovens de bovinos destinados ao abate
(SILVA et al., 2015).

Apesar da diversidade de estudos, ainda sao escassas as informagdes acerca
da ocorréncia da infec¢ao por A. marginale e Babesia spp. em rebanhos no territério
brasileiro, principalmente associando a influéncia destes em parametros produtivos e
reprodutivos de animais persistentemente infectados. Também, ha oportunidades no
mercado farmacéutico veterinario para o desenvolvimento de veiculos com
caracteristica de liberacdo inicialmente controlada e sustentada, havendo a
possibilidade de associar aos principios ativos ja utilizados contra A. marginale e
Babesia spp. Algumas vantagens da utilizagdo de produtos de longa agao conta a
TPB pode trazer aos produtores sdo: fornecimento de suporte por maior tempo,

minimizando os efeitos da babesiose e anaplasmose em animais susceptiveis
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(primeiro contato com os agentes ou situagdes estressantes); menor risco de

intoxicagao, pelo controle do pico inicial de liberacédo; e, necessidade de menor

numero de aplicagdes, pela maior biodisponibilidade.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Compilar estudos para analisar a ocorréncia de A. marginale e Babesia spp.,

através de técnicas moleculares, no Brasil, verificar a influéncia destes parasitas sobre

fertilidade de novilhas Angus e desenvolver um produto de liberagao lenta para

prevencao da TPB.

1.2.2 Objetivos especificos

Vi.

Os obijetivos especificos dessa tese foram:

Realizar uma revisao sistematica sobre estudos conduzidos no Brasil utilizando
técnicas moleculares para diagnostico de A. marginale e Babesia spp. em
bovinos;

Determinar a ocorréncia de A. marginale e Babesia spp. nos estados
brasileiros;

Determinar a influéncia da infeccdo natural por A. marginale, B. bigemina e B.
bovis na taxa de concepgao ao primeiro servico de novilhas Bos taurus;
Determinar a influéncia da parasitemia de Babesia spp. na taxa de concepgao
ao primeiro servigo e nos valores de hematdcrito, numero de eritrocitos,
hemoglobina e proteinas plasmaticas totais de novilhas Bos taurus;
Correlacionar o numero de copias de DNA de Babesia spp. com as variaveis
hematolégicas de novilhas Bos taurus.

Desenvolver e testar uma emulsao para liberagao lenta e prolongada de sais

para prevencao da tristeza parasitaria bovina.
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Revisio sistematica sobre diagnostico molecular da tristeza parasitaria bovina no Brasil:
ocorréncia e oportunidades futuras

Systematic review on molecular diagnosis of cattle tick fever in Brazil: occurrence and
future opportunities

RESUMO

A bovinocultura brasileira enfrenta diversos desafios, dentre esses, as doengas transmitidas por
vetores geram prejuizos significativos pela ampla disseminacdo no pais. As técnicas
moleculares sdo mais sensiveis na identificacdo de animais persistentemente infectados. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi compilar dados referentes a ocorréncia de Anaplasma
marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis, causadores da tristeza parasitaria bovina (TPB),
detectados por técnicas moleculares, identificando lacunas e oportunidades para futuras
pesquisas no Brasil. Para isso, foi conduzida uma revisdo sistematica, onde os principais
critérios de inclusao foram: estudos realizados com amostras do Brasil; utilizagdo de amostras
de bovinos naturalmente infectados; dados exatos sobre niimero ou percentual de animais
positivos; nimero de amostras por rebanho > 10; e informag¢do, pelo menos, do estado de
origem das amostras. Ao todo, 38 estudos foram incluidos na revisao, sendo utilizadas técnicas
de PCR convencional (multiplex PCR, PCR, nPCR e snPCR) e PCR quantitativa e
semiquantitativa (QJPCR e HRM). As faixas de ocorréncia para as espécies foram: 35 a 98,78%
para A. marginale; 8,19 a 86,25% para B. bigemina; ¢ de 7,32 a 95,47% para B. bovis. Os
maiores percentuais de ocorréncia para A. marginale € B. bovis foram no estado de RO, e para
B. bigemina foi no estado de SP. Apesar da quantidade de dados encontrados, ainda sdo
evidentes inimeras oportunidades de direcionamento para futuras pesquisas, principalmente no
que diz respeito ao uso de técnicas moleculares e quantificagdo das perdas nos rebanhos de
maior ocorréncia da TPB.

Palavras-chave: PCR; Bovinos; Quantificacdo absoluta; Anaplasmose; Babesiose
ABSTRACT

Brazilian cattle raising faces several challenges, among these, vector-borne diseases generate
significant losses due to the widespread in the country. Molecular techniques are more sensitive
in the identification of persistently infected animals. Thus, the objective of this work was to
compile data regarding the occurrence of Anaplasma marginale, Babesia bigemina and Babesia
bovis, causing cattle tick fever (TF), only detected by molecular techniques, identifying gaps
and opportunities for future research in Brazil. For this, a systematic review was conducted,
where the main inclusion criteria were: studies conducted with samples from Brazil; use of
samples of naturally infected bovine animals; accurate data on the number or percentage of
positive animals; number of samples per herd > 10; and information on at least the state of
origin of the samples. In all, 38 studies were included in the review, using conventional PCR
techniques (multiplex PCR, PCR, nPCR and snPCR) and quantitative or semiquantitative PCR
(qPCR and HRM). The occurrence ranges were: 35 to 98.78% for A. marginale; 8.19 to 86.25%
for B. bigemina; and from 7.32 to 95.47% for B. bovis. The highest percentages of occurrence
for A. marginale and B. bovis were in the state of RO, and for B. bigemina it was in the state of
SP. Despite the amount of data found, there are still numerous opportunities for guidance for
future research, especially regarding the use of molecular techniques and quantification of
losses in the herds with higher occurrence of TF.

1. Introducao
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O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, com 224,6 milhdes de
animais, apresentando crescente produtividade pecuaria (' e proporcionando emprego para
quase dois milhdes de trabalhadores ®. Um dos principais desafios econdmicos na
bovinocultura, do Brasil e do mundo, sdo as doencas transmitidas por vetores @), A rickettsia
Anaplasma marginale e os protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, sdo parasitas
intraeritrocitarios que comumente infectam bovinos causando um complexo de doengas
denominado tristeza parasitaria bovina (TPB) e podem apresentar sinais clinicos como anemia
hemolitica, febre, aborto, natimortos, perda de peso e redugio da producio de leite ¢ *®. Em
levantamento acerca de mortes devido a doengas parasitarias no estado do Rio Grande do Sul,
os prejuizos por perdas relacionadas a TPB foram quantificados em aproximadamente 10
milhdes de reais por ano .

A incidéncia de babesiose e anaplasmose bovina nos rebanhos estd associada a presenga
de seus vetores especificos, o carrapato Rhipicephalus microplus e moscas hematofagas, tais
como Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans ©). Particularmente, em rela¢io a ocorréncia
de carrapatos, o territorio brasileiro possui trés areas de distribuicdo geografica distintas entre
os paralelos 32°N e 32°S, que representam trés status epidemioldgicos diferentes para a
babesiose. Entre os paralelos 32°N e 32°S, ha uma zona de estabilidade epidemioldgica, na qual
se localiza a maioria dos estados brasileiros. As cidades/regides localizadas no paralelo 32°S
sao consideradas de instabilidade enzodtica, onde durante o inverno a populagao de carrapatos
e moscas ¢ reduzida ou ausente. O paralelo abaixo de 32°S, na regido sul do Estado do Rio
Grande do Sul, é categorizado como zona livre, devido as condigdes climaticas (9.
Recentemente, uma revisdo mostrou prevaléncia de 36,6% para A. marginale e 62,6% para
Babesia spp. no Brasil, considerando todos os métodos diagndsticos e fornecendo dados de
ocorréncia de acordo com as regides do pais. Porém, devido a diferencas na sensibilidade e
especificidade dos testes, bem como nos niveis de parasitemia, ha variabilidade nos resultados
an

Devido a capacidade dos patdgenos de evasao ao sistema imunologico do hospedeiro, o
tratamento nem sempre fornece elimina¢do completa destes e os animais podem se tornar
persistentemente infectados (reservatorios) e os parasitas permanecem em estagio latente nas
células bovinas (1> !3. Em situagdes estressantes, como transporte, alta densidade populacional
e periparto, os niveis de parasitemia podem subir novamente e a doenga aguda pode ocorrer (4.

A identificacdo de animais persistentemente infectados ¢ importante para a tomada de
decisdes estratégicas visando minimizar perdas no rebanho, pois estes servem como fonte de

infecgdo para carrapatos e animais naive, especialmente em areas de instabilidade enzootica !
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15, A ferramenta diagnostica mais simples e economicamente viavel para a TPB, complexo que
envolve um ou mais agentes, ¢ a visualizagdo microscopica direta de parasitas através de
esfregacos de sangue total ou periférico. No entanto, este ¢ um teste de baixa sensibilidade,
sendo essencial um avaliador bem treinado para sua execucdo. Além disso, os animais
portadores geralmente apresentam baixos niveis de parasitemia, ndo sendo possivel nestes casos
visualizacdo dos agentes infecciosos por meio dessa técnica !> 19,

Outra opg¢ao possivel para diagnostico € a sorologia, técnica realizada para avaliar a
resposta imune humoral contra TPB em investigacdes epidemiologicas (maior numero de
amostras) ou para rastrear a exposicdo individual e do rebanho . Porém, para se obter maior
sensibilidade e especificidade no diagnostico das infecgdes por A. marginale e Babesia spp., as
técnicas moleculares sao as melhores opg¢des, principalmente na identificagdo de animais
persistentemente infectados. Diferentes genes-alvo e técnicas t€m sido utilizados ao longo do
tempo e em todo 0 mundo em busca de um teste padrio-ouro !> 17-20,

Devido aos avangos com a deteccdo direta, sendo capaz ndo apenas de prever se hd uma
infeccdo, mas também quantificd-la, nesta revisdo objetivou-se compilar dados referentes a
presenca de A. marginale, B. bigemina e B. bovis em rebanhos bovinos, detectados apenas por
técnicas moleculares, bem como identificar lacunas e oportunidades para futuras pesquisas no
Brasil.

2. Materiais e Métodos
2.1. Protocolo de busca

Para o protocolo desta revisdo foi seguido o checklist PRISMA 2020 @Y. Para a inclus3o,
os artigos deveriam ser publicados utilizando dados provenientes de amostras coletadas de
bovinos (Bos taurus e/ou Bos indicus) em qualquer estado do territorio brasileiro, de animais
naturalmente infectados. Foram incluidos apenas os artigos em que foram utilizadas técnicas
moleculares para os diagnosticos de Anaplasma spp. e Babesia spp. Nao foram incluidas
dissertagdes, teses e resumos publicados em anais, assim como artigos focados exclusivamente
em filogenética ou que relataram apenas diagndstico baseado em esfregaco sanguineo e/ou
sorologia. Outros critérios de exclusdo foram baixo nimero de amostras (n < 10) e
delineamentos que incluissem apenas infec¢do experimental.

Para pesquisa bibliografica, nosso procedimento em bases de dados internacionais
(PubMed e Scopus) envolveu as seguintes palavras-chave: ("Anaplasma marginale" OR
"Anaplasma centrale" OR "Babesia bovis" OR "Babesia bigemina" OR "Cattle tick fever" OR
"Bovine tick sadness") AND (Cattle OR Bovine OR "Bos taurus" OR "Bos indicus") AND
("Molecular diagnos*" OR "*PCR" OR "blotting") AND “Brazil”. A busca também foi
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realizada utilizando essas mesmas palavras-chave em inglés e portugués no Google Académico
(https://scholar.google.com.br/). Inicialmente, titulos e resumos foram avaliados e artigos
duplicados, conduzidos somente com amostras de outros paises e/ou ndo publicados em
periodicos revisados por pares foram excluidos. Posteriormente, a se¢ao de material e métodos
foi selecionada e os artigos que ndo atendiam aos critérios foram excluidos. Para serem
incluidos, os registros tinham que conter, pelo menos, o local de amostragem (estado), o método
molecular, o gene alvo e/ou a sequéncia de nucleotideos (ou fornecer referéncia) e o nimero
exato ou a frequéncia de animais positivos. Todas as buscas foram realizadas no periodo de
abril a agosto de 2022.

Dois revisores estiveram envolvidos no processo de busca e selecionaram os registros
elegiveis de forma independente. Para o processo de coleta de dados, informacgdes pré-definidas
foram conferidas em cada artigo incluido na revisao pelo menos trés vezes. Os artigos que
atendiam a todos os critérios foram importados para o software Zotero ??. Quando detectadas
semelhancas sobre amostragem (cidade/regido, niimero de animais e raga), os autores
correspondentes de cada artigo foram contatados para esclarecer se as amostras haviam sido
utilizadas em mais de um artigo publicado.

2.2. Analise dos dados

Os dados obtidos foram armazenados em planilha eletronica Excel @%, incluindo:
periodo do estudo; cidade/regido e estado; coordenadas geograficas; nimero de animais do
rebanho; raga ou espécie; nimero de animais utilizados no estudo; idade; sexo; tipo de sistema
de producdo; agente infeccioso investigado; gene alvo; sequéncia de nucleotideos; método
molecular; nimero de animais positivos; outro(s) método(s) de diagnostico; numero de animais
sintomaticos; tipo de amostra utilizada; nimero de animais que morreram devido a anaplasmose
e/ou babesiose; avaliagdo post mortem; tratamento (sintomatico ou profilatico na propriedade);
e coinfec¢des com mais de um agente da tristeza parasitaria bovina (Arquivo Suplementar 1 —
Planilha com os dados extraidos).

Com base no objetivo dos artigos e na se¢cao de material e métodos, os tipos de estudos
foram categorizados em: (i) Influéncia da raga (TPB); (ii) Epidemiologia (prevaléncia); (iii)
Caracterizagdo genética; (iv) Caracterizagdo genética (epidemiologia); (v) Caracterizagdo
genética (longitudinal); (vi) Caracterizacao genética (surto); (vii) Diversidade genética; (viii)
Estudo longitudinal; (ix) Comparagdo entre métodos; (x) Investigacdo de surtos; (xi) Relagdo
entre carrapatos e TPB; e (xii) Avaliacdo da eficacia de tratamento. Os dados foram compilados

em tabelas de acordo com o agente infeccioso.
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Para a andlise dos dados de ocorréncia, apenas um dos artigos que utilizaram as mesmas
amostras foi incluido, priorizando os artigos que utilizaram maior tamanho amostral e/ou
método molecular mais sensivel. Para a ocorréncia de animais positivos em estudos
longitudinais, utilizou-se a média fornecida nos trabalhos, ou foi calculada dividindo-se o
nimero total de amostras positivas pelo nimero total de amostras analisadas,
independentemente do periodo amostral. A partir de estudos que utilizaram mais de um método
molecular, os dados de frequéncia foram obtidos daquele com maior especificidade e/ou
sensibilidade. Em estudos onde foram realizados tratamentos dos animais, utilizou-se somente
os resultados antes do tratamento. Ja para estudos onde foram avaliadas infec¢cdes naturais e
experimentalmente induzidas (por carrapatos ou inoculagdes diretas), somente dados de
animais naturalmente infectados foram considerados. Para confec¢ao dos mapas, estudos foram
categorizados em quatro grupos, de acordo com o tamanho amostral: A — 10 a 50 animais; B —
51a100; C—-101a200; e D—-201 a400. A ocorréncia foi calculada dividindo o nimero de
animais positivos pelo nimero de animais avaliados, multiplicando o resultado por 100. Os
rebanhos foram categorizados em quatro grupos de acordo com o percentual de animais
positivos: 1 —<25%; 2 —>25% e <50%; 3 —>50% e <75%; e 4 —>75%.

No mapa de ocorréncia de B. bovis também foram incluidos dados de estudos que
utilizaram primers para Babesia spp. Foram criados mapas categorizando cada estado brasileiro
de acordo com as frequéncias obtidas para cada agente infeccioso, identificando coordenadas

geograficas e tamanho amostral dos rebanhos utilizando o software QGIS ?¥).

3. Resultados
3.1. Caracteristicas dos estudos
Duzentos e noventa e oito estudos foram identificados por meio de bases de dados e,
apods a triagem inicial do titulo e resumos, apenas 76 artigos tiveram a se¢ao de material e
métodos avaliados. Destes, 49 foram avaliados quanto a elegibilidade e 38 foram incluidos na
revisdo (Figura 1). Nenhum dos trabalhos incluiu diagnostico para A. centrale nem utilizou
técnicas de blotting. Os estudos incluidos foram realizados de 2000 a 2019 e publicados de

2005 a 2022.
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Figura 1. Diagrama PRISMA 2020 para identificacdo e sele¢do de registros para a revisao
sistematica sobre diagndstico molecular da tristeza parasitaria bovina no Brasil

Os artigos selecionados forneceram informagdes de 6.282 animais (72 rebanhos), com
idade variando desde o nascimento até os 9 anos. Em relagao aos agentes infecciosos, em maior
numero de amostras foi investigada a ocorréncia de 4. marginale (n = 4.648 animais), seguido
por B. bovis (n=2.164), B. bigemina (n = 3.647) e Babesia spp. (n =45). A maioria dos animais
avaliados eram mesticos de raga leiteira (n = 2.272), seguidos por ragas taurinas (Aberdeen
Angus, Crioula Lageana, Limousin, Charolais e Nelore; n=977), cruzamentos de ragas taurinas
(n =362) e dois rebanhos de bovinos Holandés (n = 80). Com relacao aos sistemas de criagao,
1.105 estavam em sistema extensivo, 135 em semi-intensivo e apenas 15 em sistema intensivo.

Em relagdo ao tipo de amostra, dois estudos epidemioldgicos que investigaram a
infeccdo por 4. marginale e B. bovis em rebanhos bovinos no sudoeste da Amazonia utilizaram
coagulos sanguineos para extragdo de DNA. Os coagulos foram fornecidos pelo servigo
veterinario oficial, responsavel pelo monitoramento de doengas bovinas nos estados de
Rondonia e Acre. Os demais estudos utilizaram amostras de sangue total, coletadas em tubos
contendo anticoagulante.

3.2. Tipo de estudo e métodos moleculares utilizados para Anaplasma marginale
A maioria dos estudos encontrados teve como objetivo realizar a caracterizacio genética

de A. marginale (n = 8), em diferentes contextos, como estudos epidemioldgicos, longitudinais
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e de investigagdo de surtos (Tabela 1). Seis artigos trouxeram informagdes sobre a
epidemiologia de A. marginale (prevaléncia), seguidos de quatro estudos longitudinais, onde
trés envolveram investigacdo de transmissdo transplacentaria. Foram relatadas duas
investigacoes de surtos, uma utilizando multiplex PCR e trés estudos com o objetivo de avaliar
a relagdo entre a infestagdo de carrapatos e a ocorréncia de agentes da TPB. Apenas um artigo
descreveu a avaliacdo da eficacia do tratamento contra 4. marginale por PCR.

Tabela 1. Tipo de estudos realizados no Brasil para investigar a ocorréncia de Anaplasma
marginale em bovinos utilizando métodos moleculares

Tipo de estudo Método molecular Ref.
Epidemiologia (prevaléncia) multiplex PCR 25
PCR 26; 27
nPCR 2829
snPCR 30
Caracterizagdo genética nPCR 31
Caracterizagdo genética (epidemiologia) qPCR 32;33
Caracterizagao genética (longitudinal) gPCR 34; 35
Real time PCR 36
Caracterizagao genética (surto) snPCR 37
gPCR 37'; 38
Longitudinal (transmissdo transplacentaria) PCR 39
snPCR 14; 40
Estudo longitudinal PCR 41
Investigacdo de surtos multiplex PCR 42
PCR 43
Relagdo entre carrapatos ¢ TPB PCR 44; 45
gPCR 45; 46
Avaliacdo da eficacia do tratamento PCR 47

A nPCR foi usada apenas para amostras negativas na primeira reagdo de PCR
!0s autores mencionaram que a qPCR foi realizada para amplificar o fragmento msplo, mas
referenciaram outro estudo *” que utilizou primers para amplificar o gene msp1p

Independente da técnica, o gene msp5 foi alvo na maioria dos estudos que utilizaram a
PCR convencional (n = 9), seguido pelo mspla, msp4 e msplf, respectivamente. Ja para
técnicas quantitativas, o gene alvo foi o mspl, com apenas trés estudos usando mspla e cinco
usando msplf. A construcdo da curva de calibracdo para quantificacdo das copias de DNA foi
realizada utilizando técnicas com plasmideo ou fragmentos sintéticos de DNA (gBlocks™). Os
resultados obtidos relataram quantificagdio absoluta de até 4,36 x 10!% copias de DNA/uL
(Tabela 2).
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Tabela 2. Quantificagdo absoluta de copias de DNA para genes de Anaplasma marginale,
segundo metodologia de estudos realizados no Brasil

Quantificacdo absoluta (n° de copias de DNA/pL) Construcio da curva padrio Ref.
3,28 x 10° (1 coleta) Plasmideo 38
3,23 x 103 (2 coleta)

2,35 x 10° (3* coleta)

1,5 x 10° (4* coleta)

2,51 x 10° (1* fase) gBlocks™ 46
2,57 x 10° (2° fase)

2,82 x 10° (3* fase)

1,2 x 10° (4* fase)

7,77 x 10> — 1,97 x 107 (Lins, SP, Brasil) N.D. 37
1,27 x 10! — 1,49 x 10* (Mambai, GO, Brasil)

2,87x10? (raga Brangus — 300 d idade) gBlocks™ 45
5,45x10? (raga Nelore — 300 d idade)

9,72 x 107 (bezerros) Plasmideo 32
3,19 x 10° (vacas)

1,3 x 10° (bezerros) Plasmideo 33
3,9 x 10* (vacas)

1,04 x 10! (1 d idade) Plasmideo 34

4,36 x 10'? (90 d idade)

7,91 x 10* (180 d idade)

1,54 x 10° (270 d idade)

5,23 x 10° (360 d idade)

1,21x 10" (1 d idade) Plasmideo 35
3,06 x 10° (90 d idade)

2,15 x 10* (180 d idade)

2,24 x 10* (270 d idade)

3,37 x 10° (360 d idade)

N.D.: informacdo ndo disponivel

3.3. Tipo de estudo e métodos moleculares utilizados para Babesia bigemina
Os estudos sobre a prevaléncia de B. bigemina e sua correlagdo com a infestacao por
carrapatos corresponderam a maioria dos artigos publicados, sendo cinco estudos em cada
categoria (Tabela 3). A caracterizagdo genética ndo foi o objetivo principal de nenhum dos
estudos e dois utilizaram genes-alvo de B. bigemina para comparar diferentes métodos
moleculares. Este agente infeccioso também foi incluido em investigacao epidemioldgica e de

surtos usando PCR multiplex.
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Tabela 3. Tipo de estudos realizados no Brasil para investigar a ocorréncia de Babesia bigemina
em bovinos utilizando métodos moleculares

Tipo de estudo Método molecular  Ref.
Influéncia da raga (TPB) nPCR" 49
Epidemiologia (prevaléncia) multiplex PCR 25

nPCR" 28; 30

PCR 29; 50
Longitudinal (transmissdo transplacentaria) snPCR 40
Estudo longitudinal PCR 41;51; 52
Comparagio de métodos HRM™ 53

nPCR 54

gPCR 53; 54
Investigacdo de surtos multiplex PCR 42
Relagao entre carrapatos e TPB PCR 44

nPCR" 55

gPCR 46; 56; 57

A nPCR foi usada apenas para amostras negativas na primeira reagdo de PCR
“técnica semiquantitativa — HRM: “High-resolution melting”

Além dos estudos de comparagdo de métodos, a qPCR foi realizada em trés artigos
buscando a relacdo do nimero de R. microplus, em diferentes estagios de vida, com copias de
DNA de B. bigemina. Para esta espécie, a proteina hipotética parcial d¢ mRNA e o RNA
ribossomico 18S (/8SrRNA) foram os genes-alvo da maioria dos trabalhos com PCR
convencional (n = 6 e n = 5, respectivamente), assim como para qPCR citocromo B
mitocondrial (mt-cyB) foi o principal gene investigado. Plasmideos, gBlocks™ e cultura de
hemacias inoculadas experimentalmente foram utilizados para construir curvas padrao para B.
bigemina e o niimero de copias de DNA/uL variou de 6,6 x 10! a 4,4 x 10° (Tabela 4).

Tabela 4. Quantificacao absoluta de copias de DNA para genes de Babesia bigemina, segundo
metodologia de estudos realizados no Brasil

Quantificacio absoluta (n° de copias de DNA/uL) Construcio da curva padrio  Ref.
6,6 x 10! Plasmideo 56
3,24 x 107 (1* fase) gBlocks™ 46
8,32 x 10" (2* fase)

1,2 x 10% (3* fase)

1,7 x 10! (4 fase)

7,08 x 10! N.D. 57
2,5x10'-2,5x10*" Cultura de hemécias positivas 54
4.4 x10° gBlocks™ 53

N.D.: informacdo nao disponivel
"ndo. de parasitas/uL
3.4. Tipo de estudo e métodos moleculares utilizados para Babesia spp. e Babesia bovis
Primers ndo especificos para as espécies de Babesia, visando o gene /8SrRNA, foram
utilizados para estudo de caracterizacdo genética das linhagens presentes em bezerros da raca

Holandés e para investigacao de surto em bovinos Nelore no estado do Acre (Tabela 5). Ao
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todo, 21 artigos se utilizaram de técnicas moleculares para detectar B. bovis, sendo: sete
levantamentos epidemioldgicos; quatro comparando a relag@o entre contagem de carrapatos, ou
carga parasitaria de carrapatos, € TPB; trés com comparagao de métodos; dois sobre diversidade
genética e estudo longitudinal; um sobre transmissao transplacentaria; e uma investigacao de
surto da doenga.

Tabela 5. Tipo de estudos realizados no Brasil para investigar a ocorréncia de Babesia spp. €
Babesia bovis em bovinos utilizando métodos moleculares

Tipo de estudo Método molecular  Ref.
Epidemiologia (prevaléncia) multiplex PCR 25

PCR 29; 50

nPCR" 28; 30; 58

gPCR 59
Caracterizagdo genética nPCR 31!
Diversidade genética nPCR 60; 61
Longitudinal (transmissao transplacentaria) snPCR 40
Estudo longitudinal PCR 41; 52
Comparagio de métodos HRM™ 53

PCR 62

nPCR 54

gPCR 53; 54; 62
Investigacdo de surtos multiplex PCR 42

PCR 43!
Relagdo entre carrapatos ¢ TPB PCR 44

nPCR" 55

gPCR 56; 57

A nPCR foi usada apenas para amostras negativas na primeira reagdo de PCR
“*Técnica semiquantitativa — HRM: “High-resolution melting”
'Primers usados para Babesia spp.

Para B. bovis, raplo foi o gene escolhido para oito estudos, /8SrRNA para quatro, sbp?2
e sbpl para dois e um estudos, respectivamente, e mt-cyB também para somente um dos
experimentos que utilizaram PCR convencional. Este tltimo, foi o gene mais investigado nas
técnicas de qPCR, enquanto /8SrRNA e msa2c foram usados somente em um trabalho cada.
Em relagdo a quantificagdo absoluta, o nimero de parasitas/pL. de sangue em bovinos no estado
do Mato Grosso do Sul variou entre 2,5 x 10>— 2,5 x 10°. Ja considerando os demais estudos,

o nimero de copias de DNA variou de 3,09 a 5,62 x 10°/uL (Tabela 6).
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Tabela 6. Quantificacdo absoluta de copias de DNA para genes de Babesia spp. € Babesia bovis,
segundo metodologia de estudos realizados no Brasil

Quantificacdo absoluta (n° de copias de DNA/pL) Construcio da curva padrio Ref.
5,62 x 10° (Angus) Plasmideo 59
1,95 x 10* (Angus x Nelore)

1,2 x 10* (Nelore)

3,09 Plasmideo 56
3,31 x 107 (1* fase) gBlocks™ 46
8,91 x 10! (2* fase)

3,63 x 10! (3" fase)

1,91 x 10 ' (4* fase)

38,02 N.D. 57
2,5%x10%-2,5% 103 Cultura de hemécias positivas 54
2.2 x10? gBlocks™ 53

N.D.: informagao nao disponivel
"n° de parasitas/pL
3.5. Ocorréncia de Anaplasma marginale, Babesia bigemina e B. bovis no Brasil

Um total de 45 rebanhos em 14 estados brasileiros foram avaliados em busca de animais
infectados por A. marginale. Em 19 rebanhos, a menor categoria de tamanho amostral (10 a 50
animais) foi utilizada. A coleta de 51 a 100 amostras de bovinos foram coletadas em 13
rebanhos, e em 12 rebanhos mais de 100 animais foram incluidos nas avaliagdes: 5 rebanhos,
de 101 a 200 animais; e em 8§ rebanhos, de 201 a 400 animais (Figura 2). Com base em dados
compilados desses rebanhos, a ocorréncia molecular de A. marginale em cada estado foi:
68,68% no Acre; 46,97% na Bahia; 38% em Goias; 95,78% no Maranhao; 57,74% em Minas
Gerais; 68,47% no Mato Grosso do Sul; 60,98% na Paraiba; 76,24% no Piaui; 75% no Parana;
80,59% no Rio de Janeiro; 98,78% em Rondonia; 35% no Rio Grande do Sul; 55,35% em Santa

Catarina; ¢ 97,90% em Sao Paulo.
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Figura 2. Ocorréncia (%) de animais infectados com Anaplasma marginale em rebanhos
bovinos no Brasil, de acordo com estudos que utilizaram métodos moleculares para diagnostico.
O mapa foi criado utilizando o software QGIS @¥.

Babesia bigemina foi investigada em 22 rebanhos em nove estados, onde 10 a 50
animais foram amostrados em 10 rebanhos, 51 a 100 em cinco, 101 a 200 em trés € 201 a 400
animais em quatro rebanhos (Figura 3). A ocorréncia molecular desse agente foi: 26,57% na
Bahia; 66,67% em Goias; 8,19% no Maranhao; 19,05% em Minas Gerais; 74,46% em Mato
Grosso do Sul; 17,07% na Paraiba; 50,66% no Piaui; 39,98% em Santa Catarina; € 86,25% em

Sdo Paulo.
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Figura 3. Ocorréncia (%) de animais infectados com Babesia bigemina em rebanhos bovinos
no Brasil, de acordo com estudos que utilizaram métodos moleculares para diagnostico. O mapa
foi criado utilizando o software QGIS ¥,

Nos dois rebanhos onde foram utilizados primers para Babesia spp., menos de 50
bovinos foram amostrados nos estados de Minas Gerais e Acre. Ja para deteccao de B. bovis,
amostras em 16 rebanhos foram coletadas de 10 a 50 animais, em oito rebanhos de 51 a 100,
em trés rebanhos de 101 a 200 e em dois de 201 a 400 animais. A ocorréncia molecular de
Babesia spp. e B. bovis foi: 87,47% no Acre; 24,17% na Bahia; 32,38% no Maranhao; 19,64%
em Minas Gerais; 9,28% no Mato Grosso do Sul; 7,32% na Paraiba; 37,72% no Piaui; 95,47%

em Rondonia; 10% no Rio Grande do Sul; 23,99% em Santa Catarina; ¢ 91,13% em Sao Paulo.
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Figura 4. Ocorréncia (%) de animais infectados com Babesia spp. e Babesia bovis em rebanhos
bovinos no Brasil, de acordo com estudos que utilizaram métodos moleculares para diagndstico.
O mapa foi criado utilizando o software QGIS @9,

Compilando dados de doze artigos, que relataram bovinos infectados com mais de um
agente da TPB (252940, 43 -44,50,52,53,55 =57) " ghservou-se que 31,9% dos animais apresentaram
coinfeccdo (342/1.071). As coinfec¢des foram: 53,5% (n = 183) com B. bovis + B. bigemina;
30,7% (n = 105) com Babesia spp. + A. marginale; 6,4% (n = 22) com A. marginale + B.
bigemina; 5,6% (n = 19) com A. marginale + B. bovis; e 3,8% (n = 13) com A. marginale + B.
bigemina + B. bovis.

Animais com sintomas clinicos foram descritos em 17 rebanhos devido a A. marginale
(n = 218 animais), em dois rebanhos devido a B. bovis e B. bigemina (n = 5 animais) e 15
animais que apresentaram sintomas em um rebanho foram infectados com Babesia spp. O
tratamento sintomatico foi relatado em cinco artigos % 3% 34347 ¢ 3 quimioprofilaxia para
TPB era realizada em fazendas investigadas em um estudo ©?. O controle de carrapatos foi
relatado em trés estudos 7249 Apenas em trés fazendas, foi mencionada a morte de animais,
e devido a infecgdo por A. marginale ®> 3”40 Em um dos estudos, foi mencionado que os

animais do rebanho morreram durante um surto, mas nao foi especificado se as amostras
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analisadas pertenciam a algum dos animais mortos ¢”. Nenhum dos estudos apresentou dados
referentes a avaliacdo post mortem.

Mapas estaduais individuais sobre cidades/regides especificas onde ocorreu
amostragem para todos os agentes infecciosos da TPB estdo disponiveis no Arquivo

Suplementar 2.

4. Discussio

Este ¢ o primeiro estudo com dados de ocorréncia obtidos apenas por meio de
diagnéstico molecular. Pela visualizagdo dos mapas de ocorréncia aqui apresentados, foi
possivel observar lacunas e oportunidades para as pesquisas sobre TPB realizadas no Brasil. Os
trés estados brasileiros que detém os maiores rebanhos sao Mato Grosso (MT), Goias (GO) e
Par4 (PA), representando 36% da quantidade total de bovinos ). Dos estudos apresentados
nesta revisdo, apenas de um rebanho em GO foram coletadas amostras para investigar a
ocorréncia de A. marginale e um para B. bigemina, enquanto nao houve estudos que utilizaram
amostras originarias de MT ou PA. Isso sugere que, apesar de ser uma valiosa ferramenta
diagnostica, esses métodos ainda sdo utilizados exclusivamente para fins de pesquisa e nao para
a pratica de rotina em sistemas de producdo. Certamente, dentre os fatores impeditivos para
frequente utilizagdo de técnicas moleculares estdo o alto custo de execugdo, visto que a maioria
dos equipamentos e material de consumo sdo importados e a necessidade de equipamentos e
pessoal especializados.

Outra lacuna significativa observada ap6s a analise dos estudos aqui apresentados ¢ a
questdo da quantificacdo de perdas produtivas devido a infec¢do por agentes A. marginale e
Babesia spp. Comumente, autores mencionam perdas significativas para os produtores por
causa da doenca, da necessidade de tratamento, do aborto e da morte animal . No entanto,
nenhum dos trabalhos encontrados teve por objetivo quantificar o prejuizo pela presenca ou
intensidade da infec¢ao nos rebanhos avaliados. Quanto a essa tematica, um estudo conduzido
no estado de MG avaliou temperatura retal e esfregaco sanguineo de 395 bezerras da raca
Holandés para detec¢do de A. marginale e Babesia spp. Os pesquisadores propuseram uso
racional de antibidticos e antiparasitarios nesses animais € concluiram que essa estratégia pode
economizar em torno de 77,99% dos gastos com medicamentos para controle da TPB 7). Isso
demonstra que, para a rotina das propriedades, ¢ valioso se utilizar medidas para diagnostico e
deteccdo destes parasitas para melhor determinag¢do de estratégias de controle e reducdo de

custos.
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O esfregaco sanguineo ¢ uma técnica de realizacdo simples e auxilia no diagndstico de
animais com babesiose e anaplasmose agudas, porém para identificagdo de animais com
infeccdes cronicas (persistentemente infectados) € necessario que se utilize técnicas
moleculares Y. Nao foram encontrados estudos que possam determinar como esses baixos
niveis de infec¢do afetam ou pdem em risco os bovinos em diferentes fases da vida e de
diferentes aptidoes (desmame, periodo de transicdo de vacas leiteiras etc). Também, outras
situagdes importantes para a aplicagdo de técnicas moleculares, principalmente as quantitativas,
sdo: eficacia de manejo quimioprofilatico e avaliagdo de eficacia de vacinagdo ©?; variagdo do
nivel de infeccdo antes e depois do transporte; e durante o manejo reprodutivo (IATF). Um
unico trabalho incluido nesta revisdo utilizou PCR convencional para determinar a eficacia de
diferentes tratamentos instituidos para A. marginale. Neste estudo foi observado que ao longo
do periodo de avaliagdo, o numero de animais positivos dentro de cada grupo foi diminuindo,
embora nenhum dos protocolos tenha sido eficaz para eliminar o agente de todos os animais
@7)

As técnicas de biologia molecular tém maior sensibilidade e especificidade e sdo uteis
para resolver limitagdes encontradas com outras ferramentas de diagndstico, como resultados
falso-positivos devido a artefatos de coloragdo em esfregacos de sangue “¥. Ainda, usando a
PCR quantitativa e semiquantitativa ¢ possivel determinar ndo somente o parasita envolvido,
mas a intensidade da infec¢io . No entanto, devido a procedimentos mais complexos e
maiores custos para realizagdo de técnicas moleculares, varios estudos realizados no Brasil
investigaram a infec¢do por Babesia spp. € A. marginale utilizando esfregacos de sangue
(diagnoéstico direto) e/ou hematodcrito, sendo esta ultima uma forma complementar para
verificar indiretamente o comprometimento da saude animal -6 =69),

Estratégias utilizadas em alguns dos estudos possivelmente foram capazes de reduzir o
tempo e os custos, principalmente quando se envolve o processamento de muitas amostras. A
multiplex PCR foi utilizada somente em dois estudos ?>4?, sendo que nenhum relatou o uso
da abordagem multiplex em técnicas quantitativas de PCR. Esta pode ser uma ferramenta
valiosa em levantamentos epidemiologicos, principalmente como ha probabilidade de um
animal apresentar coinfeccdo !®. Outra opgdo para reduzir os custos é o estabelecimento de
projetos de cooperagao entre os centros de pesquisa e os servigos veterinarios publicos oficiais,
podendo atingir um maior nimero de fazendas sem custos extras. Tal estratégia foi utilizada
em dois trabalhos, no Acre e em Rondénia, citados nessa revisdo %%,

5. Conclusao
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Considerando os 38 artigos incluidos nessa revisdo, a menor ocorréncia molecular de 4.
marginale foi de 35% no estado do RS e a maior (98,78%) em RO. Para B. bigemina a menor
e maior ocorréncia foram no estado do MA (8,19%) e em SP (86,25%), respectivamente. Ja
para B. bovis, o estado de RO também obteve maior ocorréncia, sendo 95,47% dos animais
avaliados positivos para este parasita e a menor no estado da PB (7,32%).

Apesar da quantidade de dados encontrada, ainda sdo evidentes diversas lacunas no que
diz respeito a auséncia de dados referente a estados com grandes rebanhos bovinos (MT e PA).
Também, ha oportunidades de direcionamento para futuras pesquisas no que diz respeito ao uso
de técnicas moleculares, avaliagdo da eficicia de tratamentos e/ou protocolos preventivos e

quantifica¢do das perdas nos rebanhos de maior ocorréncia de casos clinicos da TPB.
Declaracio de conflito de interesse
Os autores declaram que nao ha conflitos de interesses.
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ARQUIVO SUPLEMENTAR 2
B

Localizagdo dos estudos sobre Anaplasma marginale nos estados do Acre (A), Goias (B),
Paraiba (C), Parana (D), Rio Grande do Sul (E) e Rio de Janeiro (F).
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Localizagdo dos estudos sobre Anaplasma marginale nos estados de Rondonia (G), Santa
Catarina (H), Sao Paulo (I) e Piaui (J).
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Localizagdo dos estudos sobre Anaplasma marginale no estado da Bahia (K) e Mato Grosso
do Sul (L).
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Localizagdo dos estudos sobre Anaplasma marginale no estado de Minas Gerais.
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Localizagao dos estudos sobre Anaplasma marginale no estado do Maranhao.
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Localizagdo dos estudos sobre Babesia bigemina nos estados de Santa Catarina (A), Paraiba
(B), Goias (C), Mato Grosso do Sul (D), Maranhao (E) e Piaui (F).
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Localizagdo dos estudos sobre Babesia bigemina nos estados de Sao Paulo (G) e Bahia (H).
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Localizagdo dos estudos sobre Babesia bigemina no estado de Minas Gerais.
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Localizagao dos estudos sobre Babesia spp. € Babesia bovis nos estados de Santa Catarina
(A), Rio Grande do Sul (B), Piaui (C), Rondonia (D), Paraiba (E), Maranhao (F) e Acre (G).
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Localizagao dos estudos sobre Babesia spp. € Babesia bovis nos estados de Bahia (H), Mato
Grosso do Sul (I) e Sao Paulo (J).
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Localizagdo dos estudos sobre Babesia spp. e Babesia bovis no estado de Minas Gerais.
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ABSTRACT

This study aimed to verify the impact of Anaplasma marginale and Babesia spp. infection over
first-service conception rate and hematological parameters in taurine heifers. Angus females
(n=94) were enrolled in a timed artificial insemination (TAI) protocol. Blood samples with
anticoagulant were collected on the first day of TAI (D-10) and on pregnancy diagnosis (D+34).
Hematocrit, total plasmatic protein, erythrocyte count and hemoglobin were determined. Real
time PCR (qPCR) was performed to determine 4. marginale and B. bovis infection, and
absolute quantification of Babesia spp. Heifer were grouped in pregnant (PG) and non-pregnant
(NPG). Correlation analysis was performed between number of gDNA copies (CN) of Babesia
spp. with hematological parameters. Conception rate was 47.87% (45/94), and on the first qJPCR,
all heifers were positive for 4. marginale and B. bovis. There was no difference between groups
regarding Babesia spp.’s CN. Significant correlation was found only between
hemoglobin/erythrocyte and hemoglobin/hematocrit (r = 0.8082 and r = 0.3009, respectively).
Chronic infection with A. marginale and Babesia spp. was not determinant for pregnancy
outcome and number of DNA copies for B. bigemina and B. bovis did not show significant
correlation with hematological variables.

Keywords: cattle herd, timed artificial insemination, cattle tick fever, qJPCR

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o impacto da infeccao por Anaplasma marginale e Babesia
spp. sobre a taxa de concepg¢ao e parametros hematoldgicos de novilhas taurinas. Fémeas Angus
(n=94) foram incluidas em protocolo de inseminacao artificial (IATF). Amostras de sangue
foram coletadas no primeiro dia de IATF (D-10) e no diagndstico de gestagao (D+34).
Hematocrito, proteina plasmatica total, eritrocitos e hemoglobina foram determinados. A qPCR
foi realizada para verificar a infeccdo por A. marginale e B. bovis e quantificacdo absoluta de
Babesia spp. As novilhas foram agrupadas em prenhes (P) e ndo prenhes (NP). Analise de
correlacdo foi realizada entre o numero de copias (CN) de Babesia spp. e parametros
hematologicos. A taxa de concepgdo foi 47,87% (45/94) e na qPCR todas as novilhas foram
positivas para A. marginale e B. bovis. Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo ao CN
e correlagdo significativa foi encontrada apenas entre hemoglobina/eritrocito e
hemoglobina/hematdcrito (r = 0,8082 e r = 0,3009, respectivamente). A infec¢do cronica por A.
marginale ¢ B. bovis ndo foi determinante para a concep¢do ¢ o CN de Babesia spp. nao
apresentou correlagdo significativa com as variaveis hematologicas.

Palavras-chave: rebanho bovino, inseminacao artificial em tempo fixo, tristeza parasitaria
bovina, qPCR



54

Introduction

Infertility and reduced reproductive rates are mainly linked to female’s maturity,
nutrition, environmental stress, and health status, representing a recurrent problem in domestic
ruminant production (Smith et al., 2013). Clinical course of many infectious tick-borne diseases
can directly and indirectly affect productive and reproductive performances of these animals,
causing major financial loss for farmers throughout Brazil (Barbieri et al., 2016).

One of the diseases that impact livestock is cattle tick fever (TF), a diseases complex,
caused by Babesia bovis, Babesia bigemina and/or Anaplasma marginale, significantly
impacting herds in Southern Brazil (Lucena et al., 2010). Its occurrence is directly related to
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (cattle tick) distribution, and has an estimated economic
impact of U$ 3.24 billion attributable to production losses (Grisi et al., 2014). Although R.
microplus is the primary vector for these agents, tabanids, and iatrogenic transmission may also
be responsible for the disease’s transmission (Kocan et al., 2010; Palmer & Clothier, 2015;
Zaugg, 2015). Animals from tick-free or enzootic instability areas are highly susceptible to
these infections and have high morbidity rates, presenting anemia, fever, jaundice, weight loss
and death. Cattle recovering from acute phase remains persistently infected, with low levels of
parasitemia, perpetuating the presence of these infectious agents in the herd (Kocan et al.,
2010).

It is known that severe anemia caused by TF results in hypoxia, which can lead to tissue
hypoxia and subsequent abortion (Givens & Marley, 2008). Additionally, transplacental
infection of Babesia spp. and A. marginale directly affect fetuses’ organs causing
splenomegaly, hemorrhages, and neurological damage resulting in fetal loss, stillbirths, and
neonatal death (Costa et al., 2016; Henker et al., 2020). However, the effect of TF on fertility,
embryonic development and early stages of pregnancy is not yet known.

In recent years, some studies have been conducted using quantitative molecular
techniques. Real-time PCR (qPCR) is a more sensitive diagnostic tool, capable of providing
specific data on the number of DNA copies of parasites in different samples. Through these
detailed data, it is possible to analyze the relationship between the intensity of host infection,
correlating with the number of vectors or its infection intensity and, also, how cattle’s health is
affected according to fluctuations on number of DNA copies (Martins et al., 2020; Giglioti et
al., 2021; Garcia et al., 2022).

Thus, we aimed to verify the impact of Anaplasma marginale and Babesia spp. infection
over first-service conception rate after timed artificial insemination (TAI) and hematological

parameters in Angus heifers (Bos taurus taurus).
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Material and Methods

Animals, reproductive management, and pregnancy diagnosis

Angus heifers (n=94) were selected for estrus synchronization protocol in November
2019. The females were maintained in an extensive system of native pasture, located in the
municipality of Charqueadas, Rio Grande do Sul, Brazil (29°58'42.1"S, 51°33'28.2"W).
Inclusion criteria for TAI were age (> 24 months), weight (65% of the adult weight for the
breed), and body condition score [BCS (> 2.5)]. The selected heifers had an average weight of
357.8 kg +25.4 and median BCS of 3 [max: 4; min: 2; scale from 1 (thin) to 5 (obese)]. During
animal handling, vaginal mucosal color was assessed and classified (pale, pink, hyperemic, or
icteric), and subjective evaluation of tick infestation was made by visualization of ticks (from
4.5 to 7 mm) on both sides of each heifer (adapted from Wharton & Utech, 1970), categorizing
on a scale of 0 to 4 (0 — no ticks; 1 — low infestation; 2 — mild infestation; 3 — high infestation;
4 intense infestation). All subjective evaluation were made by the same examiner. Study
protocol was approved by the Ethics Committee (CEUA/IFFAR 5550010518).

Heifers were subjected to an ovulation synchronization protocol with an intravaginal
progesterone-releasing device (1.25 g Biprogest®, Bimeda, Brazil) along with an im.
administration of 2 mg estradiol benzoate (EB; Sincroben®, Bimeda, Brazil) 10 days before
TAI (D-10). The device was removed on D-2 and sodium cloprostenol (526 pg; Clocio®,
Bimeda, Brazil) was administered i.m. On D-1, EB (1 mg; Sincroben®, Bimeda, Brazil) was
injected i.m., and on day 0 (DO) TAI was performed. Pregnancy diagnosis was performed using
ultrasound on day 34 (D+34). After handling and sampling on D-10, heifers were treated with
Colosso FC30 (Ourofino Saude Animal, Brazil) using an immersion bath, as part of the farm’s

procedure.

Sample collection and processing

On D-10 and D+34, blood samples were collected from all animals by coccygeal vein
puncture into 4 mL vacuum tubes with EDTA, and were immediately placed in a cool box and
transported to the laboratory within 12 hours. Subsequently, samples were used to determine
hematocrit, using capillary tubes, and centrifuging for 5 min at 2,650 x g in digital
microhematocrit centrifuge (Benfer, Sao Paulo, Brazil). The results were determined with a
micro-hematocrit reader, and total plasmatic proteins was obtained using a portable

refractometer (ITREF200, Instrutemp, Sao Paulo, Brazil). An automatic hematology analyzer



56

(BC-2800Vet, Mindray, Brazil) was used to evaluate erythrocyte count and hemoglobin
concentration.

For direct parasite detection, blood smears of all samples were made, stained with
Panotico Rapido (LaborClin, Parana, Brazil), and visualized on a microscope (Nikon Eclipse
E200, Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan). Animals were considered as negative, positive
for Babesia spp., positive for A. marginale or positive for both. In addition, a blood aliquot of
1 mL was separated from EDTA tube, placed in a 1.5 mL microtube, and stored at -20°C for
subsequent DNA extraction and PCR analysis.

Genomic DNA extraction and real time PCR (qPCR)

Total genomic DNA (gDNA) was extracted from D-10 samples, using ReliaPrep™
Blood gDNA Miniprep System (Promega, USA) according to manufacturer’s instructions.
Samples” DNA quantity and purity (260/280 nm ratio) were evaluated by spectrophotometry
using NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific, USA). Initially, a standard two-step real time
PCR (qPCR) was performed using GoTaq qPCR Master Mix (Promega) for A. marginale (F -
5' — AAGGCGAGGAGCTTTATTAAG — 3"; R - 5' - CTACTGCCTCACAAGGACGA - 3")
and B. Bovis (F - 5 - TGTTCCTGGAAGCGTTGATTC - 35 R - 5 -
AGCGTGAAAATAACGCATTGC — 3'), using primers described by Bacanelli et al. (2014)
and Buling et al. (2007), respectively. Final well volume was 20 pL, with initial denaturation
at 95°C for 5 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15 sec and
annealing/extension at 58°C for 30 sec. To ensure viability of extracted gDNA, qPCR was also
performed based on the endogenous mammalian GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) gene (F — 5° — GATTGTCAGCAATGCCTCCT - 3’; R - 5 —
GGTCATAAGTCCCTCCACGA —3”). Melting curves were verified to guarantee the identity
of the result and the amplicons were sequenced and submitted to homology analysis by blast
software (all with identity greater than 96% for target genes). Samples were analyzed in
duplicate, using the StepOne Plus Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Samples

positive for B. bovis in real-time PCR were quantified for B. bigemina e B. bovis.
Absolute quantification of Babesia spp.

To determine B. bigemina and B. bovis infection levels, species-specific primers (Buling
et al., 2007) and standard curves (Giglioti et al., 2016; 2017) targeting mitochondrial
cytochrome b gene for B. bigemina (cBisg) and B. bovis (cBosg) were used (Table 1).
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Quantification of DNA levels were carried in CFX Opus 96™ Real-Time PCR machine
and data were obtained from Bio-Rad CFX Maestro 2.3 software (Bio-Rad Laboratories, 2021).
Final well volume was 10 pL, using 5 mL of iTaq, 0.5 pL of F primer (10 mM), 0.5 uL of R
primer (10mM), 2 uL of sterile ultra-pure water (Nuclease-Free Water, Promega®, Sdo Paulo,
Brazil), and 2 pL of sample, diluted for a final concentration of 50 ng/uL of DNA. Run method
comprised an activation cycle of iTaq DNA polymerase at 95 °C for 10 min, followed by 40
cycles of denaturation at 95 °C for 45 s and an annealing/extension cycle at 60 °C for 1 min.

Using starting quantity (SQ) data from equipment’s software, number of DNA copies
(NC) was calculated as described by Ke et al. (2006), CN = [6.022 x 10?* (copies/mol) *
concentration (g/mol)] | molecular mass (g/L), where 6.022 x 10?* is Avogadro’s constant, and
the molecular mass is the average molecular weight of double-stranded DNA (330 x 2)
multiplied by the size of the cloned fragment (Ke et al., 2006).

The calibration curve was constructed using gBlocks® sequences (Integrated DNA
Technologies, Inc., Coralville, IA, USA) for cytochrome b gene for B. bigemina and B. bovis,
and a preliminary test was performed using serial dilution ranging from 107! to 107°, positive
control sample and randomly selected samples from heifers. After the initial tests, optimal
standard curves ranged from 1077 to 10'* ng/uL for B. bigemina, and from 107 to 10 ng/uL
for B. bovis (Supplementary file 1). Samples of one bovine infected with B. bigemina and one
with B. bovis, previously confirmed with blood smear and conventional PCR according to
Buling et al. (2007), were used as positive control, and negative control was nuclease free water.
All samples, including controls and gBlocks®, were analyzed in duplicate and samples that
differed regarding the duplicate (cycle quantification’s standard deviation > 0.5) were re-
analyzed. The guidelines of "Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time

PCR Experiments" - MIQE (Bustin et al., 2009) were followed.
Statistical analysis

Conception rate was calculated by dividing the number of pregnant heifers by the
number of inseminated heifers, multiplying by 100. Data were analyzed considering pregnancy
outcome as response variable and data normality was verified through Shapiro Wilk’s test.
Tukey’s test was performed to compare hematocrit, total plasmatic protein, and hematological
parameters’ means between pregnant (PG) and non-pregnant (NPG) groups. As for number of
gDNA copies (CN) for Babesia spp., Wilcoxon’s test was used. Comparison of vaginal mucosal
color and tick infestation between groups was made using Fisher’s exact test. Nonparametric

correlation test was performed to analyze the relationship CN for B. bigemina and B. bovis with
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hematological parameters, regardless of pregnancy outcome. All statistical analyses were
performed using JMP Pro 14 (SAS Institute Inc., 2018), and significance was achieved when P
< 0.05 and tendency when 0.05 < P <0.1.

Results and Discussion

A total of 94 heifers were inseminated and conception rate was 47.87% (45/94), as
expected for this breed and category (Sénchez-Castro et al., 2020). None of the animals
presented pale or icteric mucosa, and there was no difference between groups regarding the
color of the vaginal mucosa.

Only one of the pregnant heifers presented tick infestation (score 1 - low) on D-10, and
19 heifers did not present ticks on D+34 (8 PG and 11 NPG), while eight had mild infestation
(score 2; 5 PG and 3 NPGQG). There was no intense tick infestation, neither statistical difference
between PG and NPG heifers. Low tick count could be explained by the fact that the
experimental period occurred in the spring. In the Rio Grande do Sul state, there are distinct
weather and season throughout the year. From July to September (winter season) there is no
development of tick’s life cycle, and from October to December tick population (1% generation)
is still low (Santos et al., 2019).

As expected, due to the absence of animals with clinical signs for TF, neither A.
marginale nor Babesia spp. was visualized in microscopic evaluation of blood smears. On D-
10, NPG mean hemoglobin concentration was higher (P = 0.04), and hematocrit, and
erythrocyte tended to be higher (P = 0.06 and P = 0.09, respectively; Figure 1). However,
hematological parameters for both groups were found within range on D-10 and D+34, and no
other differences were found. Higher hematocrit, hemoglobin and erythrocyte means for NPG
on D-10 were probably due to individual physiological factors, as hematological parameters are
influenced by many factors as breed, age, sex, seasonal variations, pregnancy, health, and
nutrition status (Mohammed et al., 2007).

Administration of hormones can increase total plasmatic protein, due to their anabolic
effects (Eckersall, 2008), explaining higher means of plasmatic protein for both groups in
D+34. Other causes for higher plasmatic protein may occur because of the stress of handling
for the TAI protocol and pregnancy diagnosis, promoting an inflammatory reaction (Cooke et
al., 2012) or increased intestinal absorption of protein, due to changes in heifers’ diet (Law et
al., 2009).

Since all heifers were positive for A. marginale and B. bovis in the first qPCR, it was

not possible to determine whether infection interfered on pregnancy outcome at first-service.
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Further studies in herds where it is possible to have a control group (negative animals), or which
have frequent outbreaks, with clinical manifestation of babesiosis and anaplasmosis, are
necessary to enable a better understanding of the influence of these infections on fertility.

In the analysis of absolute quantification, six animals were negative for B. bigemina
(four PG and two NPG) and two were negative for B. bovis, one from each group. In general, a
higher number of B. bovis DNA copies were found, and CN for B. bigemina tended to be higher
on NPG (Table 2).

Significant  positive correlation coefficients were found  between
hemoglobin/erythrocyte (r = 0.8082; P<0.0001) and hemoglobin/hematocrit (r = 0.3009;
0.1862;

P=0,0049), while hematocrit tended to correlate positively with erythrocyte (r
P=0.086) (Table 3). No significant correlation was found between B. bigemina and B. bovis CN
and hematological variables. Higher B. bovis NC was also found on cows and calves of different
beef breeds in the state of Sdo Paulo, but no correlation was observed between CN of B. bovis
and B. bigemina with the number of ticks found in the host (Giglioti et al., 2016). Instead, tick
infection levels showed a positive correlation with the CN of these parasites, indicating that the
variation of parasitemia levels in the host depends not only on the presence of ticks, but on the
infection load of the vectors (Giglioti et al., 2018), and host’s immunological response (Palmer
& Clothier, 2015; Zaugg, 2015).

No other studies looking for the relationship between erythrocyte count and hemoglobin
concentration with qPCR data for Babesia spp. of Angus females were found. When
investigating cattle with different breeds and ages, Bilhassi et al. (2014) found only a significant
negative correlation (-0.29) CN of B. bovis and hematocrit for Nellore cows, while the other
coefficients were close to zero. In this study, the coefficient between these same variables was
-0.13, but also considered insignificant. Even in cattle with anemia (hematocrit<25%), no
correlation of hematocrit was observed with the number of DNA copies of A. marginale (Ramos
et al., 2019). Although the absolute quantification for A. marginale was not performed in this
study, the data referring to the copies of B. bigemina and B. bovis also showed no significant
correlation with the other hematological variables.

Also, although most of the Brazilian territory is considered endemic for TF agents, in
Rio Grande do Sul there are several areas of enzootic instability (Santos et al., 2019). Thus,
persistently infected animals, identified by molecular techniques, are at risk of increased
parasitemia and recurrence of acute infection, increasing economic losses (Kocan et al., 2010).
Pregnant females present a bigger risk as these parasites can be transmitted to the fetus, causing

pregnancy loss, and stillbirth (Henker et al., 2020), and it is important to determine if prevention
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strategies for stressful periods for cows is necessary (Silva and Fonseca, 2014), according to

the reality of each herd.
Conclusions

Due to high occurrence of A. marginale and Babesia spp. infection among heifers in this
study, it was not possible to verify its effect on first-service conception rate. Nonetheless, it is
possible to affirm that chronic infection of TF agents was not determinant for pregnancy
outcome. The number of DNA copies for B. bigemina and B. bovis was not different between
groups and showed no significant correlation with hematocrit, erythrocyte count and

hemoglobin concentration.
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Table 1. Primers and probes used for qPCR for absolute quantification of Babesia bigemina
and B. bovis

Figure 1. Hematological parameters of angus heifers with pregnant (PG) and non-pregnant
(NPG) on the first day (D-10) and 34 days after the timed artificial insemination protocol (TAI).
Hematocrit observed in D-10 (A) and D+34 (B), total plasma protein in D-10 (C) and D+34
(D), number of erythrocytes in D-10 (E) and D+34 (F) and hemoglobin concentration in D-10
(G) and D+34 (H).

" Statistical tendency (0.05 <P <0.1) on Tukey’s test

* Statistical significance (P<0.05) on Tukey’s test

Table 2. Number of DNA copies (CN) of Babesia bigemina and B. bovis (mean = SE) of
pregnant (PG) and non-pregnant (NPG) Aberdeen Angus heifers on the first day (D-10) of fixed
timed artificial insemination protocol

" Statistical tendency (0.05 <P < 0.1) on Wilcoxon’s test

Table 3. Correlation matrix of hematological parameters and number of Babesia bigemina and
B. bovis copies of Aberdeen Angus heifers before timed artificial insemination

'Spearman’s p

2Pearson’s r

70.05<P<0.1

" P<0.05

" P<0.0001



TABLE 1

Type (5°—3°) Babesia bigemina

Babesia bovis

Forward
primer

Probe

Reverse
primer

TGTTCCAGGAGATGTTGATTC

/56-
FAMQCGAGTGTGT/ZEN/TATCAGAG
TATTAACTGAGGT/3IABKFQ/

AGCATGGAAATAACGAAGTGC

GGATTGTGGTACTCAAGC
AGATA

/56-
FAMQACCATGGTC/ZEN/A
TGGTATTCTGGAATGGT/31
ABKFQ/
CCGTAAGGAAGAACATAA
CCTAAGA

64
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TABLE 2
Parameters PG (X+SE) NPG (X+SE) P
CN B. bigemina (copies/pL) 0.015+0.005 0.037+0.16 0.068"
CN B. bovis (copies/pL) 2,413+ 614.8 1,419+3334 0.11
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TABLE 3
Total
Variables .CN B CN B Hematocrit plasmatic Erythrocyte Hemoglobin
bigemina  bovis .
protein
CN B. 1 1 1 1 1 1
. 1.000 0.0773 0.0691 -0.1998 0.0993 0.0584
bigemina
CN B. bovis 1.000! -0.1318! 0.0561" 0.0832! 0.0403!
Hematocrit 1.0002 0.12212 0.1862% 0.3009%"
Total
plasmatic 1.000? 0.11752 0.1734%
protein
Erythrocyte 1.0002 0.8082%""
Hemoglobin 1.000?
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Standard curve for Babesia bigemina

Supplementary file 1
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4 Consideragoes Finais

A ocorréncia molecular de A. marginale e Babesia spp. no Brasil se mostrou
variada, de 7,32% a 98,78%, nas regides onde foi possivel se obter dados. Contudo,
nao foram encontrados trabalhos em estados com rebanhos bovinos de tamanho
significativo, como Mato Grosso e Para, por exemplo. Os resultados obtidos com o
estudo de revisdo sistematica demonstram que ainda existem areas a serem
exploradas, principalmente no que diz a quantificacdo dos niveis de infecgdo em
animais reservatorio e de que forma a infecgao crdénica impacta nos indices produtivos
das categorias animais. Havendo oportunidade também de estudos que avaliem a
eficacia dos tratamentos e prevengdo comumente utilizados no Brasil através da
quantificacdo da parasitemia antes e apds os protocolos.

Foi possivel observar que a baixa parasitemia de A. marginale e Babesia spp.,
sem comprometimento das variaveis hematolégicas, ndo foram determinantes para a
taxa de concepgao no primeiro servigo das novilhas Angus. Possivelmente, pesquisas
realizadas em rebanhos com maior ocorréncia de doencga clinica, ou em rebanhos
leiteiros de alta produgao, onde os animais sdo metabolicamente desafiados, possam
elucidar melhor a influéncia de agentes da TPB nos parametros produtivos e
reprodutivos.

Através do trabalho para desenvolvimento do produto, foi possivel sair de um
TRL (“technology readiness level’) 1 (ideia) para TRL 5 (teste em escala piloto). A
opgao de uma formulagédo com lenta e agao prolongada para preveng¢ao da TPB, como
apresentado nessa tese, representa uma opgao mais vantajosa. Ha geragao de valor
para os produtores, pela redugdo de manejo e com menor numero de aplicagbes. Ha
poucas opg¢des de produtos de liberagao prolongada para prevengao da TPB e estes
nao possuem padrao de liberacdo inicial controlada, aumentando o potencial de
toxicidade dependendo da dose utilizada ou do estado do animal. As tecnologias
empregadas em alguns desses produtos utilizam compostos caros, elevando custo de
producao e preco para o consumidor final, enquanto a emulsao desenvolvida possui
componentes de baixo custo, com potencial para gerar maior retorno econdémico.
Ainda, o veiculo aqui apresentado € passivel de associacao a diferentes principios e

moléculas, sendo mais interessante para as industrias e para o mercado.
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Anexo A - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentagdo Animal (Inovac&o)

15/06/2020 SEVUFPel - 0968015 - Parecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 46/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.054977/2019-13
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Nova formulacio para tratamento de tristeza parasitiria bovina
. registrada com o n° 23110.054977/2019-13, sob a responsabilidade de Marcio Nunes Correa- que
envolve a producio, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899. de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer
FAVORAVEL a sua execugio pela Comissao de Etica em Experimentacio Animal. em reunido de 03 de
junho de 2020.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino
Vigéncia da autorizagdo 01/07/2020 a 01/06/2022
Espécie/linhagem/raca Bovina/Holandés
N de animais 30
Tdade 2-6 anos
Sexo Fémeas
Origem Granja 4 irmaos, Rio Grande/RS

Codigo para cadastro n® CEEA 54977-2019

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

https://sei ufpel edu br/sei/controlador php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1106883&infra_sist. ..
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Anexo B - Documento da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (Artigo 2)

@ — .
MW INSTITUTO FEDERAL , ; ! : )
BN DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA Uso de Animais

BBl Frarroupilha

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da Tristeza Parasitdria Bovina sobre a fertilidade de bovinos", protocolada sob o
CEUA n2 5550010518 (o 0o0047), sob a responsabilidade de Monique Tomazele Rovani e equipe; Bernardo Garziera Gasperin;
Joabel Tonellotto dos Santos; Alisson Minozzo da Silveira; Lucas Pertile; Leonardo Silva Sacaro; Rogério Ferreira - que envolve a
producgdo, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Federal Farroupilha (CEUA/IFFar) na reunido de 09/05/2018.

We certify that the proposal "Effects of Tick Fever on the fertility of cattle", utilizing 900 Bovines (900 females), protocol number
CEUA 5550010518 (0 000047), under the responsibility of Monique Tomazele Rovani and team,; Bernardo Garziera Gasperin; Joabel
Tonellotto dos Santos; Alisson Minozzo da Silveira; Lucas Pertile; Leonardo Silva Sacaro; Rogério Ferreira - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings),
for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as
well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committee on Animal Use of the Farroupilha Federal Institute (CEUA/IFFar) in the meeting of 05/09/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 09/2020 Area: Medicina Veterinaria

Origem: N&o aplicavel

Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 2a7anos N: 900
Linhagem: Bos taurus taurus Peso: 350 a 600 kg

Local do experimento: Fazenda Santa Rita
Santa Maria, 30 de agosto de 2019

RAN X

Dra. Daniela Copetti Santos Dra. Leticia Trevisan Gressler
Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Instituto Federal Farroupilha Instituto Federal Farroupilha

Rua Edmar Behr, 239, salas 3 e 4, Bairro Camabi - CEP: 97110-803, Santa Maria/RS - tel: 55 (55) 3226 6622
Hordério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceua@iffarroupilha.edu.br
CEUA N 5550010518



