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Resumo

Durante o periodo do estagio curricular foi possivel constatar que a “Febre da
Carraga”, nome comum para um conjunto de sintomas provocados pela presenca de
hemoparasitas, como Anaplasma spp., Babesia spp. e Theileria spp, transmitidos aos
bovinos pela picada de carracas era uma realidade comum na Regido de Portalegre.
Dada a sua importancia, esse foi o tema escolhido para esta dissertacéo. Os objetivos
do trabalho foram melhor conhecer os fatores de risco para a infecdo dos animais,
encontrar formas de controlo e tratamento adequadas e estimar a prevaléncia e
incidéncia de hemoparasitoses em bovinos nesta regido. Para tal foram colhidas
amostras de sangue a 144 animais saudaveis, escolhidos aleatoriamente, num total de
19 exploragdes para realizacdo de exames diretos. Os animais foram considerados
positivos ao exame microscopico se fosse visivel um parasita dos géneros Anaplasma,
Babesia e Theileria. Das 19 exploracBes, 5 com histéria ou suspeita de theileriose
foram incluidas num estudo dinamizado pelo Dr. Jacinto Gomes, em que as amostras
de sangue foram também submetidas a teste de PCR (do inglés Polymerase Chain
Reaction) para a detecdo de Theileria annulata. Foi construida uma tabela com o
registo dos sintomas de animais doentes, resultados dos testes de diagndstico direto,
tratamentos e evolucgéao.

Foi obtida uma prevaléncia de 69%, comprovando que a regido de Portalegre é
endémica. Todos os géneros de parasitas que foram pesquisados foram identificados,
sendo o mais prevalente o género Babesia (63%), o segundo Anaplasma marginale
(43%) e o género Theileria 0 menos encontrado (36%). A analise por PCR, confirmou
a presenca de Theileria annulata em duas amostras Unicas processadas por este
método.A incidéncia de hemoparasitoses encontrada foi de 1%, o que parece nao
corresponder a realidade verificada.

A regido de Portalegre apresenta fatores de risco a presenca e disseminagéo
de hemoparasitas, e este trabalho pode ser uma contribuicdo importante para a
sensibilizacdo dos produtores e meédicos veterinarios para o desenho de melhores

formas de controlo e de prevencao da doenca.
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1. Introducéo

No ambito do estagio curricular de Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria, realizado durante o periodo de setembro de 2011 a abril de 2012, foi
possivel acompanhar e integrar os trabalhos do Hospital Veterinario de Portalegre —
CLILEGRE, nas areas de Sanidade Animal e Medicina e Clinica de Pequenos
Animais. Por interesse pessoal, a primeira area foi a eleita para o desenvolvimento do
relatorio final de estagio.

Durante este periodo, foram desenvolvidas diversas atividades na area clinica
de pequenos animais, como a participagdo em consultas, tratamento de animais
hospitalizados, acompanhamento dos casos clinicos e participagdo em cirurgias. Em
relacdo a clinica de animais de espécies pecuaria, foram realizadas atividades
inerentes a sanidade de efetivos animais nos pequenos ruminantes, como
identificacdo animal, rastreios de Brucelose, desparasitacoes e vacinacdes contra
septicemia e Febre Catarral Ovina, ou Lingua Azul, no caso dos ovinos; e em grandes
ruminantes, as provas de intradermatuberculinizacdo, rastreios de Brucelose e
Leucose Enzodtica Bovina, desparasitacdes e vacinagfes para Clostridium spp., Virus
da Rinotragueite Bovina (IBR, do Inglés Infectious Bovine Rhinotracheitis) e Virus da
Diarreia Bovina (BVD, do inglés Bovine Virus Diarrhea). Foi possivel também
acompanhar outros casos de pratica de clinica de grandes animais como cirurgias,
cesarianas e correcdes de prolapsos vaginais e uterinos, tratamento de casos clinicos
como “Febre da Carraca”, diarreias em bezerros, queratoconjuntivite infecciosa bovina,
etc, e participar em alguns estudos: de prevaléncia, homeadamente de IBR e BVD,
dinamizado pela Companhia Farmacéutica Pfizer, e de Linfoadenite Caseosa em
pequenos ruminantes; e num estudo sobre a diversidade genética na espécie de
Theileria annulata, dinamizado por Dr. Jacinto Gomes, veterinario responsavel pelo
Laboratério de Parasitologia do LNIV em Lisboa com a cedéncia de algumas amostras
de sangue de bovinos. No seguimento deste estudo, foi possivel durante dois dias
trabalhar no laboratério de Parasitologia do LNIV com os seus profissionais e contactar
com procedimentos, como a técnica de PCR concebida e descrita no ambito do
trabalho de mestrado em Genética Molecular e Biomedicina do Mestre Mario Santos, e
a técnica de PCR em tempo real.

Durante os primeiros meses de estagio foi possivel constatar que uma grande
percentagem das queixas dos produtores de animais de espécies pecuarias coincidia
com animais “caidos”, que “ndo comiam” e com as “mucosas palidas”. Esses animais
normalmente estavam febris e com “chumbeiras” presentes na pele (carragas

pequenas que se sentiam a passagem da mao pelo pélo). Em casos em que o
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tratamento ndo era rapidamente instaurado, os animais acabavam por morrer. O
diagnostico definitivo era obtido apds a observacdo de esfregacos sanguineos e a
visualizacdo de hemoparasitas. As espécies de hemoparasitas mais prevalentes foram
Anaplasma marginale, Babesia bovis e bigemina e, em alguns casos, Theileria
annulata.

A “Febre da Carraga” € o nome comum para um conjunto de sintomas
provocados pela presenca de hemoparasitas, transmitidos aos bovinos pela picada de
carracas. E uma doenca distribuida mundialmente, dificil de controlar e que provoca
grandes prejuizos economicos em diversos paises, para além de, em algumas
situacdes, ser um risco para a saude humana (o caso da Babesia divergens). Em 1984
a Food and Agriculture Organization (FAO) estimou um gasto mundial anual de 7000
milhdes de délares devido a hemoparasitoses, estando incluido nesse montante as
percas diretas em mortes de animais e produtividade, assim como 0s custos de
medidas de controlo.

Esta patologia é uma realidade comum e preocupante na populacéo de bovinos
da é4rea de atuagdo da CLILEGRE, sendo a sua prevaléncia e incidéncia
desconhecida. Para o combate desta doenca e diminuicdo do impacto econémico
negativo nas exploracdes, e € urgente a implementacdo de novas e eficazes formas
de controlo. Dada a sua Obvia importancia, o tema escolhido para esta dissertacéo foi
a de hemoparasitoses em bovinos na regido de Portalegre. Os objetivos especificos
desta dissertacao sao:

1. Estimar a prevaléncia e incidéncia de hemoparasitoses na populacdo de
animais da regido de Portalegre
2. Identificar fatores de risco associados a infecdo dos animais

3. Propor formas de controlo e tratamento adequadas & popula¢édo em causa

2. Descricdo daregido do Alto Alentejo

Alto Alentejo é uma sub-regido portuguesa, pertencente a regido do Alentejo e
correspondente ao distrito de Portalegre, que possui quinze concelhos, sendo a
prépria cidade de Portalegre, Nisa, Marvéo, Castelo de Vide, Monforte e Crato areas
de accéo da CLILEGRE (Wikipedia, 2011).

Esta sub-regido tem uma éarea total de 519 082 hectares, que corresponde a
7% do territério nacional e 17% da area total do Alentejo. Possui no total 9 mil
exploracdes, e 15% destas tém uma area igual ou superior a 50 hectares. A superficie

agricola utilizada (SAU) por exploragdo no Alto Alentejo é de 48 hectares (INE, 2009).
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Figura 1: Localizacédo geogréfica do Alto Alentejo e seus concelhos. (Mapa adaptado de
http://pt.wikipedia.org e http://www.portalegredigital.biz/pt)

O Alto Alentejo tem um clima mediterranico, ou seja, € caracterizado por um
verdo quente e seco e um inverno instavel e hdmido. Segundo o Instituto de
Meteorologia, entre os anos 1971-2000 as maior e menor temperaturas registadas em
Portalegre foram 40,4°C (Julho) e -4,5°C (Janeiro). Os meses mais hamidos
correspondem aos meses de Inverno, sendo Dezembro o més com maior média de
precipitacdo (136mm; 67,5mm de maxima diéria registada). O més mais seco é Julho,
com um total médio de 7,5mm. No entanto, ao longo dos anos, o clima tem vindo a
sofrer algumas alteracdes. Durante o periodo de setembro de 2011 a abril de 2012 as
temperaturas em Portalegre foram ligeiramente maiores e 0s meses mais secos, em
comparagao com as normais climatéricas de 1971-2000. A pluviosidade média do més
de Dezembro de 2011 foi de 25mm, menos 111 mm comparando com a média dos
outros anos. A sazonalidade tipica esta a mudar, interferindo também com os periodos
de maior desenvolvimento de carracas, que ocorre com temperaturas amenas e pouca
pluviosidade (Instituto Nacional Meteorologia, 2011).

O Alto Alentejo é uma regido com uma grande diversidade de paisagens. A
norte de Portalegre predominam os montados tipicamente alentejanos, com zonas
secas e planas, alternando com colinas na maior parte dos casos relativamente
baixas, onde os sobreiros e azinheiras sdo a flora predominante. Em contraste
encontra-se o Parque Natural da Serra de S. Mamede, caracterizado por ser
montanhoso e himido, com uma flora e fauna muito diversificada, em que € possivel
encontrar desde carvalhais, soutos, montados de sobro alternando com olivais, pinhais
e eucaliptais (Wikipedia, 2011).



O concelho de Portalegre tem como atividades econémicas de consideravel
importancia a empresa téxtil, a corticeira, a silvicultura, a exploracdo das espécies
cinegéticas, da agro-pecuaria, pastoricia e produtos derivados. Segundo o anuério
estatistico da regido Alentejo de 2009 do Instituto Nacional de Estatistica (INE), as
principais culturas no Alentejo sdo os cereais (destacando a producéo anual de 300
mil toneladas de milho, que é metade da produc¢éo nacional, trigo e aveia), laranjas,
azeitonas e uvas de mesa, tomate para industria, arroz e girassol (INE, 2009).

Em relacdo as espécies de interesse pecuario, € no Alentejo que se concentra
a maioria dos efectivos de animais de espécies bovina, suina e ovina. Em 2009
existiam 515 mil bovinos nesta regido (correspondente a 46% do efectivo nacional),
sendo 86% animais de aptiddo de carne; 851 mil suinos (44% do efectivo nacional) e 1
milhdo e 150 mil ovinos (52% do efectivo nacional). Apesar da producéo de bovinos de
carne assumir uma grande importancia nesta regiao, a carne proveniente de ovinos e
caprinos (principalmente borrego e cabrito) sdo as que tém um maior peso ha
economia nacional. 39% de borregos e 29% de caprinos abatidos e aprovados para
consumo, no ano de 2009, eram provenientes do Alentejo (INE, 2009).

Nesta regido encontram-se bovinos de aptiddo de carne de racas autoctones,
como a Alentejana e Mertolenga, e de racas exéticas, como Limousin e Charolés, mas
as mais comuns sdo os cruzados (hormalmente entre Alentejana e Charolés) (Fig.3).
Sendo o Alto Alentejo uma zona onde predomina a grande propriedade, é de prever
gue o sistema de producdo de bovinos, seja por exceléncia o extensivo. Os animais
raramente estdo estabulados, alimentando-se em pastagens naturais e de algumas
forragens semeadas destinadas ao pastoreio direto, e suplementados em alturas de

maior escassez alimentar.

Figura 2: Bovinos da raca Mertolenga (A) em extensivo e grupo de animais cruzados (B). (Fotos tiradas

durante estagio)



3. Vetores

Os vetores da “Febre da Carraga” sdo, como o proprio nome indica, as
carragas. Estes parasitas pertencem ao Filo Arthropoda, constituida por invertebrados
e a Classe Arachnida, com adultos com quatro patas, pec¢as bucais extensamente
modificadas e sem antenas.

Em Portugal existem doze diferentes espécies de carracas que afetam bovinos,
e pertencem as duas familias de carracas: Ixodidae e Argasidae, e a seis géneros
diferentes: Ixodes, Rhipicephalus, Hyalomma, Dermacentor, Haemaphysalis e
Ornithodoros (Caeiro 1999). Os ixodideos sao os vetores mais comuns, tém um rigido
escudo quitinoso que cobre toda a superficie dorsal do macho adulto enquanto a
fémea adulta, larva e ninfa tém um escudo mais pequeno. As carragas passam por
periodos curtos nos hospedeiros para se alimentarem, sendo classificadas como
carracas de um, dois, ou trés hospedeiros, dependendo do numero de hospedeiros
gue necessitam de se alimentar para completar seu ciclo evolutivo, desde larva, a
ninfa e adulto (Urquhart 1998).

A sua distribuicdo depende essencialmente de fatores ambientais, como o
clima e vegetacdo. Sdo mais propicios em climas temperados e secos e em regides de
pastagem natural, onde espécies Quercus (carvalho, sobreiro, azinheira, etc) sdo a
principal vegetacao. (Caeiro 1999).

Existe aproximadamente 20 espécies de carracas, a nivel mundial capazes de
transmitir A. marginale (Kocan et al. 2010). Em Portugal conhece-se Rhipicephalus
annulatus, uma carraca de trés hospedeiros. Este mesmo vetor é capaz de transmitir
Babesias.

Rhipicephalus bursa e Ixodes ricinus, presentes em Portugal, podem transmitir
B. bigemina, B. bovis e B. divergens.

Hyaloma spp sdo os principais vetores de transmissdo de T. annulata, no

entanto, esta descrito que . ricinus é capaz de também transmitir esse parasita.

Figura 3: Principais vetores de hemoparasitoses. A: Ixodes ricinus; B: Hyalomma marginatum C:
Rhipicephalus burs. (Fonte: www.google.com)



Como é possivel verificar, uma Unica espécie de carraca pode transmitir
diferentes parasitas, e sendo Portugal um pais com um clima e vegetacao favoraveis
ao desenvolvimento destes vetores, uma forma de atuar contra a “Febre da Carraga” é

atuar nos mesmos vetores.

4. Hemoparasitoses em bovinos

4.1. Anaplasmose

a) Caracterizacao

A anaplasmose, uma doenca caracterizada por febre, anemia e ictericia, é
causada por espécies do género Anaplasma. A infecdo é transmitida por carracas ou
mecanicamente por insetos picadores ou contaminacao sanguinea por fomites, sendo
a forma biolégica a mais relevante.

O género Anaplasma foi descrito pela primeira vez por Arnold Theiler, em 1910,
como uns “pontos marginais” visiveis em eritrocitos de bovinos com anemia.
Determinou que estes protozoarios eram diferentes dos que provocavam a febre de
Texas, descrita anteriormente por Smith e Kilborne, em 1893, e que babesiose e
anaplasmose eram doencas diferentes mas podiam co-existir nos mesmos animais.

Em 2001 existiu uma revisdo e reclassificacdo dos organismos da ordem. Os
organismos do grupo Anaplasma pertencem a ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae (Kocan et al. 2010). S&o parasitas intra celulares obrigatoérios e que
se encontram exclusivamente dentro de vacuolos no citoplasma de eritrgcitos.
Multiplicam-se em células de animais vertebrados e invertebrados.

Sao trés as espécies do grupo Anaplasma que infetam ruminantes: A.
marginale, A. centrale e A. ovis. A. marginale e A. centrale afetam bovinos, sendo a
segunda a menos patogénica e usada na produgéo de vacinas vivas em paises como
Israel e Australia. A. ovis é um parasita de ovinos.

Estes organismos, uma vez no sangue dos hospedeiros definitivos, parasitam
0s eritrgcitos, invaginando a membrana celular e formam um vacuolo. A partir dali,
dividem-se por fisséo binaria, formando um corpusculo de inclusdo com quatro ou até
oito “corpusculos iniciais”, assim designados. Numa infegdo aguda, 70% ou mais dos
eritrocitos podem estar parasitados. O periodo de incubagéo varia com a dose infetiva
mas é em média 28 dias (Kocan et al. 2010). Apos detecdo da infecdo, 0 numero de
eritrocitos parasitados aumenta exponencialmente.

Animais que sobrevivem a infecdo aguda desenvolvem infecdes persistentes

caraterizadas por um nivel baixo de parasitémia. Estes animais ficam
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imunocompetentes e ndo manifestam sinais clinicos a uma outra exposi¢do (Kocan et
al. 2010).

b) Epidemiologia

Anaplasmose é endémica em paises tropicais e sub-tropicais (Kocan et al.,
2010) e em vérios estados dos EUA, no México, América Central e do Sul, Caraibas e
em todos os paises da América Latina, com excecdo das areas desertas e certas
cordilneiras. Na Europa, esta espécie € encontrada principalmente nos paises
mediterranicos. E também endémica em regides da Africa e Asia.

Atualmente muitas sub-espécies de A. marginale estdo a ser identificadas
mundialmente, e variam entre si no genétipo, antigénios, morfologia e infetividade das
carracas. Estas diferencas podem ser visiveis dentro de paises e nas préprias
exploracdes. Esta situacdo pode ser possivel devido ao grande movimento de animais
entre regides e paises.

Acredita-se que a distribuicdo de anaplasmose continuard a mudar devido ao
aquecimento global, que influencia 0 movimento de vetores e ao movimento animal.
Por outro lado, a anaplasmose ocorre frequentemente em bovinos, mas outros
ruminantes selvagens, como o budfalo, bisonte, veados, alces etc, podem ser infetados

e tornarem-se reservatorios da rickettsia (Kocan et al. 2010).

c) Sintomatologia

Os sinais sdo normalmente mais discretos em bovinos com menos de um ano
de idade que nao tiveram contacto prévio com Anaplasma. A partir dessa idade, os
animais comecam a ser mais suscetiveis e desenvolvem a anaplasmose tipica, e se
nao tratada, pode mesmo ser fatal (Kocan et al. 2010).

Pirexia € normalmente o primeiro sinal da doengca e pode ocorrer quando a
infecdo € ainda de 1%. Temperaturas excessivas de 40°C normalmente persistem
durante o periodo de aumento de parasitémia. A severidade da doencga esta associada
ao grau de anemia. As células infetadas séo fagocitadas pelas células
reticuloendoteliais resultando numa anemia moderada a grave e ictericia (huma fase ja
tardia da doencga), sem hemoglubinemia ou hemoglobindria. Os animais ficam fracos e
letargicos, deixam de comer, tém dificuldades respiratérias e vacas gestantes podem
abortar. Com o avangar da doenga os animais podem desenvolver sintomatologia
gastro intestinal como atonia ruminal e constipacéo associadas a desidratagdo e perca
de peso, ou défices neuroldgicos, devido a anoxia cerebral.

A recuperacdo espontdnea € mais comum em animais jovens. Em animais

adultos e sob stress as taxas de mortalidade rondam os 50-60% (Kocan et al. 2010).



d) Diagndstico

O diagnostico € baseado na conjugacao da histéria, sintomatologia clinica e
exames complementares como esfregacos sanguineos, testes serolégicos e
moleculares.

Na histéria deve-se valorizar fatores como a zona geografica onde se
encontram o0s animais, o historial da exploracdo em relacdo a hemoparasitoses, a
introdugdo de novos animais, o clima, o tratamento dos terrenos, o plano vacinal e
desparasitacdo da vacada.

Animais que deixaram de comer, com febre e anemia visivel sédo candidatos
fortes para se realizar um esfregago sanguineo.

O exame microscopico é normalmente o teste mais usado na pratica clinica,
por ser econémico e simples de realizar. Uma colheita de sangue da veia cava caudal
do animal e realizacdo de um esfregaco sanguineo corado com Giemsa é
normalmente suficiente para detetar infecéo e chegar ao diagndstico. No entanto, este
método é pouco sensivel, uma vez que cessada a fase febril aguda pode ser dificil
encontrar os parasitas, pois sao rapidamente removidos da circulacdo, e em animais
portadores assintomaticos ou com infecdo sub-clinica existe uma baixa parasitémia.
Nestes casos o0s testes serolégicos como ELISA (do inglés Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay) de competicdo ou moleculares, como PCR séo a escolha
para o diagndstico definitivo. Esta Gltima técnica tem a vantagem de identificar sub-

espécies presentes e caracterizar a populacao de rickettsias presentes.

Figura 3: Esfregacos sanguineos. A: Anaplasma marginale; B: Anaplasma centrale (Fonte:
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4 .3Babesiose

a) Caracterizacao

Em 1888, um pesquisador romeno de nome Babes descobriu a presenca de
um microrganismo em eritrécitos de bovinos doentes com hemoglobindria e
caracterizou-o como uma bactéria e chamou-a de Haematococcus bovis. No ano de
1893 dois pesquisadores americanos, Smith e Kilborne, descreveram uma
enfermidade semelhante a Hematuria Enzoética Bovina como “Febre de Texas” e
associaram-na a um protozoario, o qual denominaram de Pyrosoma bigemina pelo seu
formato em péra. No mesmo ano, Starcovici comprovou a similaridade do
microrganismo de Babes com o agente encontrado por Smith e Kilborne, e propés a
inclusdo de ambos no género Babesia, em homenagem ao pesquisador romeno.
Assim, H. bovis passou a ser B. bovis e P. bigemina a B. bigemina.

A babesiose é a doenca causada pelos protozoarios intra eritrocitarios
pertencentes ao Reino Protista, Sub reino Protozoa, filo Apicomplexa, subclasse
Piroplasmia, ordem Piroplasmida e género Babesia, segundo Levine et al. (1980).
Estes afetam animais domésticos provocando anemia e hemoglobindria e séo
transmitidos por carracas da familia Ixodidae.

Existem diversas espécies de Babesia, mas as que infetam bovinos e de maior
importancia na Europa, e consequentemente em Portugal, sdo Babesia divergens, B.
bigemina e B. bovis. Estas espécies estdo agrupadas em pequenas babesias, de
corpos piriformes e com 1,0-2,5um de comprimento, e em grandes babesias, com 2,5-
5,0um de comprimento. Trofozoitos de B. bovis sdo pequenos (1-1.5 ym x 0.5-1.0
Mm), e normalmente encontram-se aos pares e centralmente nos eritrocitos. B.
divergens assemelha-se com B. bovis, mas os pares normalmente estdo numa
posi¢cdo mais periférica. B. bigemina € uma babesia grande (3—-3.5 ym x 1-1.5 ym) e
pode preencher o glébulo vermelho. A variabilidade morfoldégica que existe entre
espécies pode tornar a identificagéo dificil (CFSPH 2008).

As babesias sdo transmitidas por carragcas e também como as theilerias,
sofrem um ciclo com duas fases: uma fase no vetor, onde ocorre reproducdo sexuada
(gametogonia) e assexuada (esporogonia), e outra no hospedeiro definitivo, em que o
protozoario apenas se reproduz assexuadamente (esquizogonia) (Fig.4). Quando a
carraca fémea se alimenta, ingere as babesias sob a forma de gametdcitos, que se
desenvolvem em micro e macrogametacitos, e apos fecundacgdo no intestino do vetor,

surge o zigoto.
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Figura 4: Ciclo de vida de Babesias spp. infecio  s6 acontece em algumas
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Zigoto, Ki: cineto. Fonte: carracas. B. divergens pode sobreviver

http://www.hepatit.com/en/what-is-babesiosis.html ~

na populacdo de carracas por quatro

anos, mesmo se nao estiver em contacto com uma populacdo de bovinos (Zintl et al.
2003).

Quando a mesma carraca volta a alimentar-se infeta um novo mamifero e
transmite o parasita aos seguintes estagios do seu desenvolvimento — infecéo
transestadial. Uma vez no animal vertebrado, os esporozoitos invadem os eritrécitos,
tornando-se trofozoitos com as formas tipicamente piriformes (observaveis em
esfregacos sanguineos). Estes multiplicam-se assexuadamente, por fissdo binaria,
originando merozoitos que séo libertados por lise dos eritrécitos e infetam outras
células sanguineas. O fendmeno repete-se causando diferentes graus de anemia e

outros efeitos resultantes da hemoglobina livre circulante

b) Epidemiologia
A ocorréncia de babesiose depende de varios fatores. A viruléncia da espécie
particular de babesia ira influenciar a severidade da doencga e as taxas de morbilidade
e mortalidade. B. bovis € a espécie mais patogénica encontrada em bovinos (Urquhart
et al. 1998).

Relativamente ao hospedeiro, a idade é algo a considerar e conhece-se uma
certa resisténcia de infecdo em animais jovens, comparando com animais adultos, néo
se conhecendo a razdo para tal. O seu estado imune é um dos fatores mais
importantes. Em regides endémicas, os bezerros adquirem imunidade passiva através
da ingestdo de colostro de progenitoras que ja tiveram contacto anterior com o

parasita, e sofre apenas infe¢des transitérias com discreta sintomatologia. Essas
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infecGes séo suficientes para induzir uma imunidade ativa, protegendo os animais da
manifestacao clinica, mas eles serdo portadores, por muitos meses e/ou anos, e
reservatdrios para a infecao de carracas e outros animais (Urquhart et al. 1998).

A presenca de vetores especificos na regido e a sua carga interferem com a
manifestacao de babesiose, que € mais comum nas areas tropicais e subtropicais.

Em zonas endémicas, onde ha muitos vetores infetados, a imunidade do
hospedeiro mantém-se a um nivel alto e “estavel”, atingindo um “equilibrio enzodtico”.
Pelo contrario, em zonas com baixa carga de carracas, o estado imunitario da
populacdo animal € também baixo. Se em certas circunstancias o nimero de vetores
aumentar devido a alterag6es climatéricas ou a diminuigdo do tratamento dos animais
e terrenos com acaricidas, ou se animais ndo indemnes sao introduzidos em zonas
endémicas, a incidéncia de babesiose pode aumentar.

O aparecimento ocasional da doenca pode também acontecer, particularmente
em animais adultos, se existiu alguma situacédo de grande stress, como o parto, fome,
transporte ou a presenca de outra patologia concomitante.

A raca também tem influéncia na suscetibilidade a infecdo. Esta descrito que
Bos indicus e cruzados de Bos indicus com Bos taurus sdo mais resistentes que
animais B. taurus (CFSPH 2008).

B. bovis e B. bigemina sdo as espécies mais importantes na Asia, Africa,
América Central e do Sul, partes da Europa do Sul e Australia. Apesar de B. bovis ser
normalmente encontrada nas mesmas areas que B. bigemina, grupos ligeiramente
diferentes de vetores transmitem estas duas espécies e algumas diferencas na sua
distribuicdo podem ser encontradas. B. divergens € um parasita muito importante na
Europa, incluindo Reino Unido, Espanha e Norte da Europa (CFSPH 2008).

Em Portugal sdo poucos os estudos epidemiolégicos conhecidos em relacdo a
Babesia spp. Em 2009 foi realizado o primeiro estudo para determinar a prevaléncia
de Babesia bovis e Babesia bigemina na populagdo de bovinos em regides
portuguesas consideradas endémicas. Foram colhidos no total 406 amostras de
sangue de animais saudaveis das regides de Santarém, Setlbal, Beja e Evora. Como
testes de diagndstico foram utilizados um teste de ELISA indireto e um teste de PCR.
Os testes seroldgicos revelaram que 79% e 52% dos animais possuiam anticorpos
contra B. bovis e B. bigemina, respetivamente, enquanto que o PCR detetou 45% de
animais com infecéo simples por B. bovis, 8% com B. bigemina e 25% de animais com
infecdo mista (com presenca de ambas as espécies). Os resultados encontrados
mostram que existe realmente uma prevaléncia alta em Portugal de reservatérios de

babesias em regides consideradas endémicas, e é uma preocupacdo podendo a sua
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disseminacao ser facilitada devido ao movimento de animais, no interior do préprio

pais ou para outro pais.

c) Sintomatologia

A doenga ocorre normalmente uma a trés semanas ap0s a alimentacdo do
vetor infetado. O periodo de incubacdo depende das espécies transmitidas: B.
bigemina demora 4 a 5 dias e B. bovis 10 a 12 dias.

Os animais comecam por ficar prostrados, deprimidos, afastam-se do grupo
onde estdo e deixam de comer. A febre € normalmente o primeiro sinal clinico a surgir.
Os outros sinais caracteristicos da babesiose sdo causados essencialmente pela
hemdlise e anemia. Inicialmente as mucosas tornam-se palidas e os ritmos cardiaco e
respiratério aumentam, devido a andxia inerente a destruicdo dos eritrécitos. A
continua e rapida anemia verificada tem como consequéncia hemoglubinémia e
bilirrubinemia (manifestando-se por ictericia e as mucosas tornam-se amarelas) e
hemoglobindria, e os animais apresentam uma urina de cor vermelha escura,
sugestiva de babesiose. Estes dois sinais sdo maus prognésticos. Diarreia, atonia
ruminal e dispneia grave podem desenvolver-se em animais mais severamente
afetados. Pode também causar aborto em animais gestantes, diminuindo as taxas de
fertilidade das exploracoes.

Se néo for instaurado nenhum tratamento, os animais afetados normalmente
morrem na fase mais tardia da doenca. Os que sobrevivem sédo animais mais fracos e
com menores condi¢des corporais.

Em certos casos de infe¢Bes por B. bovis, hemoglobiniria e hemoglubinémia
nao sdo sinais comuns, mas podem surgir sinais neurolégicos, devido ao sequestro de
eritrécitos afetados pelos capilares cerebrais. A maioria desses animais morre.

As infe¢Bes por B. divergens podem ser moderadas a severas e 0S sinais
neuroldgicos devidos a esta espécie sao raros, mas podem ocorrer devido a anemia
gue causa anoxia cerebral (CFSPH 2008).

d) Diagndstico
Tal como na anaplasmose, a histéria clinica, a presenca dos vetores e a
sintomatologia clinica sdo as primeiras pistas que ajudam a chegar ao diagnéstico de
babesiose. Animais com febre, anemia, ictericia e hemoglobiniria sdo muito suspeitos.
Os parasitas podem ser mais facilmente encontrados no sangue e nos tecidos
quando a infecdo é aguda. E possivel observar-se em esfregacos sanguineos os
trofozoitos das babesias no interior dos eritrécitos, quase sempre isoladas ou, se em

pares, estdo em angulos caracteristicos, com as extremidades estreitas opostas. Tém
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como forma tipica a de péra (piriformes), mas podem ser redondas, alongadas ou em
forma de “charuto” (Urquhart et al. 1998) (Fig.5).

G ‘:o Como ja referido

- 3 anteriormente, este método
. 7l sh (9° é pouco sensivel. E dificil

® distinguir morfologicamente

W e x = as espécies de Babesia,

(@ » estando dependente da

experiéncia de observagdo

Figura 5: Erirécitos infetados com Babesia spp. A: B. bovis; B: B. ~ do técnico (Santos 2011).

bigemina. (Fonte: http://www.daff.qld.gov.au/) Por isso o diagndstico

devera ser complementado, sempre que possivel, por testes serolégicos e
moleculares.

Os testes seroldgicos podem detetar animais infetados mas sao mais utilizados
em testes de vigilancia e certificacdo para exportacdo. Anticorpos para Babesia sdo
por rotina detetados por hemaglutinacao, fixacdo do complemento, imunofluorescéncia
indirecta e ELISA, mas nestes casos reacdes cruzadas podem complicar a
diferenciacéo entre espécies (CFSPH 2008, Urquhart et al. 1998).

O PCR permite detetar espécies de Babesia diferentes e sdo muito Uteis para
identificar portadores (animais infetados e assintomaticos). Apesar das suas grandes
potencialidades, os testes moleculares continuam a apresentar limitacdes, como
custos elevados, o recurso a recursos humanos qualificados, morosidade e a

probabilidade de ocorrerem resultados falsos positivos ou negativos, devido a

diversidade genética e antigénica dos parasitas dependente da distribuicdo geogréafica.

4.3. Theileriose

a) Caracterizagéo

Theileriose € uma doenga causada por parasitas intra celulares obrigatorios
pertencentes ao Filo Protista, Sub reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe
Esporozoa, Ordem Piroplasmida, Familia Theileridae e género Theileria. A
especificagdo de muitas espécies de Theileria é ainda um assunto controverso, mas
as mais importantes que afetam bovinos, ou seja, as mais patogénicas, sao a Theileria
annulatus e T. parva, responsaveis pela Theileriose Tropical ou Mediterranica e a
Febre da Costa Leste, respetivamente. Outras espécies menos patogénicas podem

também ser encontradas em bovinos, como T.buffelis, T. orientalis e T. sergenti.
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As theilerias sé@o transmitidas por carracas e tém um ciclo de vida semelhante a
das babesias. As Unicas diferengas sao as células alvo no hospedeiro definitivo e o
tipo de transmissdo no vetor (ocorre apenas a transmissdo transestadial). Apoés
inoculacdo dos esporozoitos no bovino, o protozodrio infeta rapidamente os linfécitos
numa glandula linfatica associada. Nos linfocitos ocorre a formagéo de esquizontes e a
inducdo da proliferacdo da célula-alvo. A velocidade da divisao celular € tal que pode
ocorrer um aumento de dez vezes de células infetadas a cada trés dias, justificando o
carater proliferativo da doencga (animal apresenta linfoadenomegalia) (Urquhart et al.
1998) Aproximadamente 12 dias apos a infecdo ocorre a fase de merogonia, e 0s
esquizontes diferenciam-se em merozoitos, que sao libertados por lise dos linfcitos e
invadem os eritrécitos. Os piroplasmas ndo se multiplicam nos glébulos vermelhos e

sdo assim ingeridos pelas larvas ou ninfas, aquando a sua alimentacao.

b) Epidemiologia

A Febre da Costa Leste ocorre essencialmente na Africa Oriental e Central, por
ser a regido onde é possivel encontrar o vetor R. appendiculatus. Este € mais ativo
apos o inicio das chuvas, e os surtos desta doenca podem ser sazonais ou, se as
chuvas forem constantes, podem ocorrer em qualquer ocasido. Os animais nativos,
criados em areas endémicas, apresentam resisténcia natural e bovinos introduzidos
nestas areas endémicas sofrem alta mortalidade, que pode ser de 100% (Urquhart et
al. 1998).

A Theileriose Tropical ou Mediterranica distribui-se pela Africa do Norte, sul da
Europa (incluindo Portugal e Espanha), Oriente Médio, Asia e China. Também como
na Febre da Costa Leste, os bovinos de regides endémicas sdo relativamente
resistentes a infecdo e em animais mais velhos a producdo de carne e leite esta
reduzida. No entanto, a percentagem de mortalidade em animais suscetiveis neste
caso é mais reduzida (pode atingir os 70%) (Urquhart et al. 1998). Ragas europeias de
alta producgéo séo particularmente suscetiveis a doenga (OIE 2008).

Em 2010, Silva et al. realizaram um estudo de detecdo de espécies de Babesia
e Theileria em bovinos em Portugal. 1104 amostras de sangue de bovinos saudaveis,
escolhidos aleatoriamente, provenientes das regides de Santarém, Set(bal, Evora e
Beja foram analisadas por uma técnica de hibridacdo reversa em membrana (RLB do
inglés Reverse Lline Blotting), ap6s PCR. 75% dos bovinos eram positivos a Babesia
e/ou Theileria e foram identificadas cinco diferentes espécies: B. divergens, B. bovis,
B. bigemina, Theileria buffeli e T. annulata. A infe¢cdo por Theileria foi superior a
infecdo por Babesia, sendo T. buffeli a espécie de Theileria mais encontrada, estando

presente em 70% dos animais, sendo como infecdo singular (52%) ou mista (18%).
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Foram encontrados bovinos positivos em todas as regifes selecionadas, mas a regiédo

com maior prevaléncia foi Evora (96%) e a raga mais afetada a Limousin (82%).

c) Sintomatologia

Os sinais clinicos de Theileriose sédo inespecificos, podendo ser confundidos
com outras doengas.

O primeiro sinal a surgir, aproximadamente uma semana apoés inocula¢édo pela
carraca num animal suscetivel é a tumefacdo do ganglio linfatico que drena a area da
picada. Posteriormente é percetivel uma linfoadenomegalia superficial generalizada. O
animal encontra-se febril e 0 aumento de temperatura pode ser rapido e elevado
(chegando aos 42°C), desenvolve anorexia e perde condi¢do corporal. Podem ocorrer
hemorragias petequiais nas mucosas da conjuntiva e cavidade bucal. Outros sinais
gue podem também estar presentes sédo o lacrimejo, opacidade da cérnea, descargas
nasais, dispneia terminal e diarreia sanguinolenta.

Numa fase terminal, os animais ficam em decubito, hipotérmicos e com uma
grave dispneia devido ao edema pulmonar e descargas nasais, precedendo a morte.
Em certos casos pode ocorrer uma
sindrome neurolégica, devido a
agregacdes intra e extra vasculares de
linfécitos infetados, causando
tromboses e necrose isquémica
cerebral.

Na Theileriose Tropical, a

sintomatologia é inicialmente  Figura 6: Mucosas palidas em bovino infetado por T.
semelhante & da Febre da Costa annulat — animal 16. (Foto tirada durante estagio)

Leste, mas nos estagios posteriores ha anemia hemolitica (Fig. 6) e frequentemente
ictericia. Em infe¢Bes agudas, a morte pode ocorrer 15 a 25 dias apos infegéo.

A maioria dos animais que sobrevive a Theileriose torna-se portadores
assintomaticos, e uma minoria pode ficar cronicamente afetados, tornando-se bezerros

débeis e pequenos, ou animais adultos com baixa produtividade (OIE 2008).

d) Diagndstico
A historia e sintomatologia clinica e a presenca de vetores especificos para a
transmissao de Theileria apenas permitem um diagnostico presuntivo de Theileriose.
Este s6 deve ser definitivo apds a observacdo e identificacdo dos parasitas, ou por
realizacdo de esfregacgos, ou pelo recurso a testes serologicos e/ou moleculares (OIE
2008).
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Para o exame microscopico sao necessarias amostras de sangue e/ou material
obtido por biopsias de ganglios linfaticos, nos animais vivos, ou esfregacos por
aposicdo de material obtido post-mortem, de tecidos como o pulméo, baco, rim e
ganglios linfaticos. E possivel observar-se 0s merozoitos nos eritrécitos, no caso da T.
annulata (Fig.7), ou de esquizontes nos linfécitos provenientes dos esfregacos
sanguineos e/ou biopsias. Através deste método € possivel analisar a morfologia dos
parasitas e distingui-los.

Os testes serologicos sao os
testes mais utilizados em estudos
epidemiolégicos em animais
saudaveis e portadores crénicos de
theileriose (Silva et al. 2010). Sé&o
mais sensiveis que 0S exames
microscopicos, pois os titulos de
1 anticorpos sao significativamente mais

elevados na fase final do que na fase
inicial da infecdo (Fernandes 2010). O

Figura 7: Esfregaco sanguineo do animal 16 com teste mundialmente mais usado é o
presenca de Theileria annulata e Babesia spp.(Foto teste de imunofluorescéncia indireta
tirada do MO do laboratério da CLILEGRE) (IFA), mas tem como desvantagem
apresentar problemas de especificidade devido a reacdes cruzadas entre espécies
préximas (Theileria e Babesia), o que condiciona a aplicacdo deste teste em estudos
epidemiolégicos de grande escala (Santos 2011, OIE 2008).

Os testes de ELISA apresentam vantagens em relacdo aos testes de IFA por
serem mais faceis de utilizar e permitirem o processamento de um maior nimero de
amostras. S&8o testes que se baseiam na dete¢cdo de anticorpos ou antigénios
especificos. No entanto ELISA continua a apresentar reacbes cruzadas entre espécies
parecidas. (Santos 2011).

As técnicas de diagnostico molecular sdo os testes com maior sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico de theileriose (Fernandes 2010). Para detetar e
distinguir espécies de Theileria pode-se recorrer a técnica de PCR e varias regibes
gendmicas ja foram usadas como alvos nestes testes: 0 gene do rDNA (do inglés
recombinant deoxyribonucleic acid) 18S, gene de Tamsl que codifica antigénios de
superficie, e proteinas como o Citocromo b. O gene rDNA 18S é também o gene alvo
para testes que tém como objetivo conhecer as relagBes filogenéticas entre as
espécies. Sdo varios os estudos atualmente realizados baseando-se nesta técnica e

genes para conhecer a variabilidade inter e intra-especifica de Theileria (Santos 2011).
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E normal encontrar no mesmo animal infecdes mistas de protozoarios e
erliquias, sendo necessario um teste que os detete e os diferencie, em simultaneo. O
teste de hibridacdo por RLB baseia-se na hibridacdo de produtos ampliados por PCR
com sondas especificas, normalmente oligonucledtidos, que estdo imobilizados numa
membrana. Ao combinar o PCR com uma hibridizagéo, o RLB torna-se num teste 1000
vezes mais sensivel que PCR usado individualmente, e € mais econdémico. (Fernandes
2010).

Foram ainda produzidos novas variantes do PCR, como o PCR em tempo real,
gue introduz novas vantagens, como a visualizacdo em direto do decorrer da reacéo
ao longo dos ciclos e registo dessas evolugdes, assim como a quantificacdo do
parasita. Esta técnica baseia-se na detecéo de fluorescéncia, através da utilizacao de
um corante ndo especifico intercalante de &acidos nucleicos ou através de sondas

oligonucleotidicas especificas (Santos 2011).

5. Tratamento e prevencado de hemoparasitoses em bovinos

A eficacia do tratamento da “Febre da Carraga” depende da rapidez com que
este é instaurado (quanto mais precoce, melhor eficacia), o que depende de um rapido
diagnéstico, do estado geral do animal, da espécie que estd em causa e dos
medicamentos disponiveis.

Se 0 animal apresentar uma anemia severa € anoxia, ictericia ou mucosas
palidas ou temperatura inferior a 38°C esta indicado a transfusdo sanguinea e a
utilizacdo de fluidoterapia anti-choque. Em animais com doenca crénica e em
convalescenca sao indicados uma boa dieta e administracao de vitaminas, eletrolitos e
ferro. Em infeccbes agudas, antioxidantes como vitamina E e corticoesterdides estao
também indicados.

O dipropionato de imidocarb (Imizol®- Fig.8C) tem sido o composto mais usado
nos ultimos 30 anos para tratar hemoparasitoses. Nos EUA esta substéncia esta
restrita ao tratamento de babesiose canina, devido ao periodo prolongado de retengéo
da droga nos tecidos dos animais de produgdo. Em Portugal, para bovinos com
infecdes onde o agente causador é desconhecido, nas infecdes mistas (Anaplasma +
Babesia) ou na anaplasmose esta recomendada a dose de 1 mL/40 kg de peso vivo
(PV), via subcutanea (SC).

No tratamento de anaplasmose e babesiose estdo também indicadas as
tetraciclinas, mas os estudos e resultados sdo muitas vezes contraditérios. Nos EUA a

clortetraciclina e a oxitetraciclina sdo os Unicos compostos permitidos nos bovinos.
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Blouin et al. (2002) trataram um sistema de culturas de células derivadas de
uma linha de células embrionarias de Ixodes scapularis infetadas com A. marginale
com diferentes doses de oxitetraciclina e avaliaram a eliminagdo da infegdo com um
teste de ELISA indireto e observagdo das culturas a microscopio eletronico.
Concluiram que todas as doses de tetraciclina usadas (de 5 a 100ug/ml) tiveram 100%
de eficacia na eliminacao de infecdo. No entanto h& que ter em conta que este estudo
usou um sistema de células in vitro, e ndo foi um estudo para medir a eficacia destes
tratamentos in vivo. Por outro lado, Coetzee et al testaram a eficicia de trés protocolos
com doses diferentes de oxitetraciclina em animais persistentemente infetados e
usaram como testes de medicao de infecdo ELISA e PCR apdés 60 dias de tratamento.
Apesar dos protocolos usados terem provocado uma diminui¢céo da parasitemia inicial,
todos falharam na eliminagéo total do parasita.

Em relacdo a babesiose, durante muitos anos, trés farmacos estavam
disponiveis na maioria dos paises da Europa, para utilizacdo no seu tratamento. Eram
eles o sulfato de quinina, amicarbalida e aceturato de diminazeno (Berenil® - Fig.8A).

Sulfato de quinina e amicarbalida foram retirados do mercado devido a
problemas de seguranca de fabrico e o Berenil® é muito utilizado nos paises tropicais.
Este farmaco é preparado de forma extemporanea, dissolvendo a saqueta de 2,36mg
(1,059 de principio ativo) em 12,5ml de agua para injetaveis. A dose administrada
deve ser de 3,5mg de substancia ativa/kg PV, SC ou intramuscular (IM) no caso dos
bovinos. E bem tolerado, tem uma grande margem de seguranca e confere aos
animais uma protecdo de 2 semanas contra B. bovis e 4 semanas contra B. bigemina.
Também provou ter alguma agédo contra os primeiros estados de Theileria spp.e esta
indicada em infecbes mistas pelos hemoparasitas Anaplasma e Babesia ou quando
ocorre infecdo bacteriana (Fernandes 2010). Foi retirado da Europa por razdes de
marketing.

Quanto a Theileriose, existem muitas drogas que estdo descritas na sua
terapéutica, como as tetraciclinas, oxitetraciclinas de longa acdo, a diaminazina,
coccidiostaticos como halofuginona e as naftoquinonas. No entanto, apenas o Ultimo
grupo revela um maior sucesso no tratamento desta parasitose. Os restantes sé@o
usados em conjunto com as naftoquinonas.

O coccidiostatico halofuginona é um farmaco controverso, uma vez que
existem estudos que demonstram uma eficacia, in vitro, contra as espécies T. parva e
T. annulata e noutros estudos mostram que ndo é a melhor escolha por ter doses

terapéuticas muito proximas das doses toxicas (Fernandes 2010).
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Butalex
Dlbian Imizol

Figura 8: Alguns farmacos usados contra hemoparasitose: A: Aceturato de Diminazeno- Berenil®; B:
Buparvaquona - Butalex®; C: Dipropionato de Imidocarb- Imizol® (Fonte: www.google.com)

A parvaquona e a buparvaquona (Butalex®- Fig.8B) pertencem ao grupo das
naftoquinonas. Butalex® é o farmaco de eleicao e, apesar de ser mais eficaz quando
usado em estados iniciais da doencga contra os esquizontes presentes nos linfocitos
parasitados, também é eficaz na fase dos merozoitos (Shkap et al.,, 2010,
Theileriose.org). A dose recomendada de Butalex® € de 2,5 mg/kg PV, administrada
por via IM, em uma ou duas doses (dependendo da severidade da doenga), com um
intervalo de 48 horas. Este farmaco, quando associado a outras drogas, como a
oxitetraciclina, pode ter um efeito potenciado e vantajoso em casos de infeccbes
mistas, por espécies dos géneros Anaplasma e Babesia (Muhammad et al. 1999).

Apesar da sua popularidade como droga anti-theileriose, este grupo de
farmacos apresenta uma série de limitacBes: ndo € possivel eliminar por completo o
parasita do hospedeiro e, apesar do animal deixar de manifestar sintomatologia
clinica, este permanece num estado de portador e sem produzir leite e/ou carne
durante meses, devido a extensa destruicdo do sistema imune causado pela doenca,
sendo animais suscetiveis a infecdes secundarias diversas; é uma terapéutica cara;
nem sempre esta disponivel a pequenos produtores e tém surgido estirpes resistentes
a estes farmacos (Shkap et al., 2010; theileriose.org).

E de realcar que em Portugal ndo esta autorizado nenhum medicamento de
uso veterinario especifico para o tratamento de animais com theileriose. Os Unicos
permitidos sdo farmacos usados contra anaplasmose e babesiose, que como discutido
anteriormente, ndo sdo os mais eficazes.

Normalmente s6 se tomam medidas quando ha animais com sintomatologia.
Apesar da terapia e a transfusdo geralmente serem eficazes para salvar o animal, este
pode continuar debilitado por varios meses ap0s a recuperacado. Portanto, por razdes
economicas e bem-estar animal, a melhor op¢éo € controlar e prevenir a manifestagéo

da patologia.
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As medidas de controlo para hemoparasitoses em bovinos ndo mudaram muito
nos ultimos 60 anos. Estas podem variar dependendo da regido geogréfica, da
espécie de parasitas presentes entre os animais, e do meio ambiente. Para um
programa de controlo ser eficiente este tem de ser especifico e apropriado a cada
situacao, e deve ser padronizado e seguido com critérios rigorosos.

Os principios gerais para controlar hemoparasitoses sao atuar sobre os vetores
e impedir que os animais entrem em contacto com os mesmos. As estratégias de
controlo mais usadas sdo desparasitacdo dos animais e tratamento dos terrenos,
vacinacdo, premunicdo, quimioprofilaxia e metafilaxia com antibiéticos. Nenhum
destes métodos é suficientemente eficaz quando usado isoladamente, sendo o
controlo integrado a melhor forma de atuar.

E muito dificil erradicar por completo os vetores. Em 1906, nos EUA foi iniciada
uma campanha de erradicacdo de B. microplus e de Babesiose, através de
tratamentos de desparasitacdo de 2 em 3 semanas com acaricidas, e atualmente é
mantida pela vigilancia sanitaria.

Em areas endémicas, em que a erradicacao total dos vetores ndo é possivel,
devem-se tomar medidas integradas, de forma a proporcionar uma “estabilidade
enzoodtica”. Existe uma grande gama de acaricidas disponiveis no mercado, mas para
garantir que o gado se torne infetado e imune aos parasitas com minimos efeitos
patoldgicos, a aplicacdo de acaricidas sintéticos de acao prolongada ou solug¢des pour-
on com efeito residual nos bovinos nas épocas de maior carga de carracas € a op¢ao
mais correta. Durante o estagio foi possivel constatar que os principios mais utilizados
para a desparasitacdo bovina sdo as avermectinas (doramectina e ivermectina) e a
deltametrina. Na pratica e em muitas exploracdes em extensivo o tratamento das
centenas de hectares de terrenos nao € praticavel, sendo assim a desparasitacdo dos
animais a medida de eleigéo.

Os proprietarios adotaram a politica de desparasitar 0s seus animais apenas
uma vez por ano, aquando a realizagéo da acdo de saneamento anual obrigatério, e
em alguns casos, a altura do ano em que é realizada é aleatéria. Com as alteracdes
do clima em Portugal e no mundo, a sazonalidade associada ao aparecimento de
vetores como carragas comecga a deixar de fazer sentido. Boas praticas como a
guarentena de animais novos na exploracéo, vacinacéo e desparasitacdo dos mesmos
antes de os introduzir na vacada, a realiza¢do periddica de esfregacos sanguineos a
uma amostra de animais para conhecer a popula¢éo de hemoparasitas coabitantes na
exploracdo, e um programa sanitario em que esteja programado, pelo menos, duas
vezes no ano ac¢des de desparasitagdo em alturas criticas (inicio da primavera, final do

Verdo, antes da altura de partos) devem comecar a ser rotina. Estas medidas s6
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impedem a transmissdo por vetores, ndo resolvendo situagdes de transmissdo
iatrogénica. Nestes casos as normas da boa higiene tém uma grande importancia,
principalmente entre veterinarios e produtores.

A vacinacdo € uma outra medida de controlo possivel de aplicar, mas ainda
nao existe uma vacina ideal, ou seja, que induza protecao imunitaria e que reduza os
efeitos da infecdo dos bovinos. As vacinas disponiveis, apesar de travarem a
manifestacdo clinica da doenca, ndo evitam a infecdo e a introducdo dos
hemoparasitas nos hospedeiros. Estas sé se justificam em regides endémicas e onde
a vacinacao de todos os animais fosse possivel.

Em Portugal ndo sdo comercializadas vacinas para nenhum dos
microrganismos causadores da Febre da Carraca.

Existem vacinas vivas e mortas para anaplasmose e babesiose
comercializadas mundialmente. As vacinas vivas para anaplasmose tém como
principais vantagens a imunidade conferida aos animais para a vida e nao
necessitarem de re-vacinacdo. No entanto esta vacina ndo confere uma imunizagéo
para diferentes genétipos de Anaplasma. As vacinas mortas comecaram a ser
comercializadas na década 60 nos EUA, e em 1999 foram retiradas do mercado.

Em relacéo a producdo de vacinas contra a babesiose, tém sido desenvolvidos
varios estudos em condicdes de laboratério e de campo nesta area. A maioria utiliza
como vacina viva sangue de animais esplenectomizados, com formas vivas atenuadas
do parasita ou inativadas. Atualmente tem-se investido em varios trabalhos para
desenvolver uma nova geracdo de vacinas, utilizando proteinas recombinantes,
apesar dos trabalhos ja realizados ainda apresentarem sucessos limitados.
(Goncalves 2000)

Para T. annulata existe uma vacina preparada a partir de linhas celulares
infetadas por esquizontes, isoladas de bovinos e atenuadas em cultura in vitro. Para T.
parva ndo existe vacina atenuada, pois, ao contrario de T. annulata que entra no
interior dos fagocitos e ocorre a imunizacdo, os esquizontes de T. parva utilizam uma
via diferente, que nédo ativa células fagociticas. Assim os bovinos sdo inoculados com
uma dose de esporozoitos provenientes de um ixodideo e posteriormente tratados, ou
com uma oxitetraciclina de longa agdo, ou com clortetraciclina ou parvaquona ou
buparvaquona. Estes animais permanecem imunes para o resto da sua vida (OIE
2008).

A premuni¢cdo € um método de controlo muito utilizado em alguns paises, e
consiste na inoculagdo de sangue animal portador em animais suscetiveis e com
posterior tratamento com farmacos de animais que apresentem reacdes adversas,

permitindo o desenvolvimento de imunidade contra os parasitas inoculados. No caso
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da babesiose, este método é muito utilizado na Australia, em animais com menos de
12 meses de idade que vivem em instabilidade enzodtica (Urquhart et al. 1998). As
principais desvantagens da premunicdo séo a sua labilidade, o risco de disseminacéo
de doencas como a leucose enzootica bovina, se ndo houver um supervisionamento
rigoroso, e a possibilidade da ocorréncia da “doenga hemolitica do recém-nascido”. No
entanto, certos autores defendem que apesar das desvantagens associadas a este
método, estas sdo minimas comparadas com aquelas ocasionadas pela introducéo de
bovinos suscetiveis em areas endémicas (Gongalves 2000).

A quimioprofilaxia baseia-se no uso de drogas especificas em doses
subterapéuticas. O Imizol®, ja referido anteriormente, com metade da dose terapéutica
permite um nivel suficiente de infe¢cdo para desenvolvimento do sistema imune. No
caso da Theileriose, o uso da buparvaquona funciona como método de
quimioprofilaxia, uma vez que este farmaco nado elimina completamente a T. parva e T.
annulata, permitindo ao animal desenvolver anticorpos e tornar-se imunocompetente a
infecéo.

A profilaxia com antibiéticos é também uma outra estratégia de controlo
utilizada. Os antibioticos escolhidos sdo geralmente os mesmo usados no tratamento.

Apesar do leque de estratégias a aplicar, estas ndo tém sido eficazes no

controlo de hemoparasitoses.

6. Trabalho desenvolvido

6.1. Introducgéo

Em Portugal pouco se conhece de prevaléncias e de incidéncias de
hemoparasitoses, e as medidas de controlo e tratamento disponiveis para combater
estas patologias sdo limitadas e pouco divulgadas, entre produtores, veterinarios e
laboratorios.

Por todas estas dificuldades, e por ser um problema diario dos clientes de
campo e dos profissionais da CLILEGRE, foi realizado um estudo de prevaléncia de
hemoparasitoses em bovinos e, paralelamente, um registo de incidéncias. No periodo
de novembro de 2011 a abril de 2012 foram analisados esfregagos sanguineos de 144
animais saudaveis, escolhidos aleatoriamente, num total de 19 exploracdes
(exploragéo 1 a 19), estabelecidas nos concelhos de Portalegre, Nisa, Marvao, Castelo
de Vide, Monforte e Crato. A exploracdo 20 aparece referenciada no estudo de
incidéncia, mas né&o foi possivel realizar na mesma os esfregacos para o estudo de
prevaléncia. As amostras de sangue foram colhidas durante a visita para saneamento

anual obrigatorio, em exploracdes com efetivos superiores a 20 animais. As ragas de
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bovinos incluidos neste estudo sdo Limousine, Charolesa, Alentejana, Mertolenga,
Holstein Frisea e Cruzadas. Setenta e oito por cento eram vacas adultas, 8% machos
adultos e 14% novilhas (com menos de 1 ano de idade). Para calculo da dimenséo da
amostragem foi usada a formula indicada por Toma et al. 2004 em “Epidemiologia
Aplicada”, para uma prevaléncia estimada de 40%, o que correspondeu a uma
amostragem de 6 animais por exploragéo ou grupo. A exploragéo 10 foi dividida em 6
grupos, numero correspondente ao numero de grupos de animais existentes em locais
diferentes. Os animais eram considerados positivos se ao exame microscopico fosse
visivel um parasita dos géneros Anaplasma, Babesia e Theileria. Nao houve
contabilizacdo da carga parasitaria de cada animal. A observacédo foi realizada pela
estagiaria e confirmada pela veterinaria e/ou enfermeiro veterinario, profissionais com
mais experiéncia nesse procedimento.

No ambito do estudo sobre a diversidade genética na espécie de Theileria
annulata, foram enviados 10 amostras de sangue (estando incluidos os 6 animais
previstos no estudo de prevaléncia) das exploracdes 3, 9, 14, 18 e 19. No entanto, até
a data da elaboracao deste trabalho, s6 foi possivel realizar o teste de PCR em duas
amostras (animais 16 e 143).

Quanto a incidéncia, foi construida uma tabela com os casos decorrentes
desde o periodo de setembro de 2011 a abril de 2012, e com o registo de sintomas,
resultados dos testes de diagndstico, tratamentos e evolugédo da doenca.

Por motivos de pouca experiéncia e por ser utilizado apenas o exame
microscopico como meio de diagndstico, as diferentes espécies de Babesia e Theileria
nao foram identificadas (& excec¢do dos animais confirmados por PCR no LNIV). O
contrario foi possivel para as espécies de Anaplasma, pois como a sua diferenciacao

baseia-se na sua distribuicdo no eritrgcito, o processo de identificacdo é mais simples.

6.2 Método e meios

As amostras de sangue foram obtidas através da puncao da veia coccigea e 0s
esfregacos foram realizados apds a colheita no local, ou na clinica, apds transporte do
sangue inteiro em tubos de 5ml com anticoagulante, EDTA, refrigerados. Foram
realizados dois esfregacos por cada amostra e as laminas foram identificadas com
etiquetas colantes numa extremidade, com o niumero de SIA. Os esfregagos foram
realizados segundo a técnica representada na figura 9.

A secagem foi feita com agitacdo da lamina no ar, quando realizados em
campo, ou com o auxilio de um secador, se realizados na clinica. S6 os esfregacgos
delgados, com uma Unica camada sem superposi¢do, nem formacdo de gréos ou

flocos e completos foram corados.
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Ap0s coloragdo com Diff-Quick, os esfregagos

o | 7

eram lavados com agua e secavam ao ar, pelo menos

durante 2 horas, antes da sua visualizacdo. A —;}—
observacdo dos esfregacos sanguineos realizou-se ‘I ,_i/-—]

em microscopio o6tico, utilizando uma ocular de 10 X e -7
objectiva de 100 X, com uma ampliacdo total de [ _M

1000x, com Oleo de imersdo. Cada esfregago foi

objeto de 2 a 3 observagbes para confirmacdo do

diagndstico.

As amostras de sangue colhidas para andlise  Figura 9: Técnica de esfregaco.
Angulo entre as duas laminas:

45° (Fonte: http://biomedicina

da técnica de PCR foram colhidas da mesma forma
anteriormente descrita, e contidas em tubos de 5 mL brasil.blogspot.pt)
com EDTA, e refrigerados até a realizacdo de

esfregacos e posteriormente congelados até serem processadas. No LNIV foram
realizados esfregacos sanguineos de todas as amostras e corados com Hemacolor®.
Para a extracdo de DNA foi utilizado o High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche), de acordo com as instru¢cfes dos fabricantes. A concentracdo de DNA total
extraido das amostras foi determinada por espectrofotometria (Nanodrop® 2000,
Thermo Scientific). Foi utilizado um par de primers especificos para T. annulata com
alvos complementares para o gene Tamsl e que amplificam um fragmento de 319
pares de base (pb). A mistura de amplificacdo continha 2,5 mM de MgCI2, 200 uM de
cada desoxinucledtidos constituintes do DNA (dNTP), 0,8 uM dos dois primers
(Tannul_F e Tannul_R), 1 U de DNA polymerase (Taq), 1X do respetivo tampéao, agua
até perfazer volume pretendido e DNA da amostra ou do controlo positivo. As reacdes
foram realizadas num termociclador automatico de DNA (MJ Mini™, BioRad- Fig.10A),

com as seguintes condi¢ges: um ciclo inicial de desnaturagdo a 94 °C durante 10

Figura 10: Passos da técnica de PCR. A: termociclador automatico de DNA; B: eletroforese num banho
de GelRed; C: resultados PCR para T. annulata — 1:amostra LC19 (animal 143); 2:amostra LC23 (animal

16); 3:controlo negativo; 4: controlo positivo. (Fotos tiradas no LNIV)
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minutos, seguido de 34 ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 30 segundos,
hibridacdo a 55 °C durante 30 segundos e extensdo a 72 °C durante 45 segundos,
acabando com um passo final de extensdo de 72 °C durante 10 minutos. Os produtos
de amplificacdo das rea¢fes de PCR foram submetidos a eletroforese a 90 V durante
90 minutos, num banho de GelRed (Fig.10B). Posteriormente, os padrdes de DNA
(Fig.10C) foram captados por um sistema de imagem digital UVP BioDoc-It™ Imaging
System (Upland, California, USA).

6.3 Resultados

Das 19 exploragbes incluidas no estudo, 17 (89%) possuiam animais
portadores de hemoparasitas e apenas 2 (11%) eram negativas. De um total de 2444
animais foram seleccionados 144 animais para realizacdo de esfregacos sanguineos,
dos quais 69% (99 animais) estavam parasitados e 31% (45 animais) eram negativos.
Dos animais positivos, 60% tinham infe¢des singulares e 40% possuiam mais do que
um género de parasita. A combinacao Anaplasma marginale e Babesia spp. foi a mais
encontrada, e Anaplasma marginale e Theileria spp. a menos encontrada. N&o
surgiram infecdes mistas com os trés géneros.

O género com maior prevaléncia foi Babesia spp com 63% e Theileria spp. foi 0
género menos encontrado na populacdo bovina, com uma percentagem de 34%. Em
todos os géneros a percentagem de infecdo mista é maior que a singular (encontram-

se ha maioria das vezes em conjunto com um outro género).

N° animais
Positivos Total Percentagem
Prevaléncia 99 144 69%
Infec&o singular 59 99 60%
Anaplasma marginale 16 59 27%
Babesia spp. 29 59 49%
Theileria spp. 14 59 24%
Infecdo mista 40 99 40%
Anaplasma marginale e Babesia spp. 20 40 50%
Anaplasma marginale e Theileria spp. 7 40 18%
Babesia spp. e Theileria spp. 13 40 32%
Hemoparasitas
Anaplasma marginale 43 99 43%
Infec&o singular 16 43 37%
Infecdo mista 27 43 63%
Babesia spp. 62 99 63%
Infec&o singular 30 62 48%
Infecdo mista 32 62 52%
Theileria spp. 34 99 34%
Infec&o singular 14 34 41%
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Infec8o mista 20 34 59%

Tabela 1: Resultados de prevaléncias de hemoparasitas, de infe¢8es singulares e mistas

Em relacdo a incidéncia de hemoparasitoses, durante o periodo de setembro
de 2011 a abril de 2012 foram registados 22 casos, em 8 exploracdes, com
diagnéstico confirmado por exame microscopico. Este nimero corresponde a 1% de
incidéncia. Os parasitas mais encontrados nestes animais pertencem ao género
Babesia (68%) e 0s menos encontrados ao género Theileria (18%).

Cinquenta e cinco por cento dos animais infetados apresentavam infecéo
singular, com um Unico tipo de parasita e 45% infe¢cdes mistas, sendo a dupla
Anaplasma marginale e Babesia spp. a mais encontrada (60%).

Dos 22 animais doentes e tratados, 3 morreram devido a um estado avancado

da doenca, correspondendo a uma mortalidade de 14%.

N° animais
Positivos Total Percentagem
Incidéncia 22 2488 1%
Infec&o singular 12 22 55%
Infecdo mista 10 22 45%
Anaplasma marginale e Babesia spp. 6 10 60%
Babesia spp. e Theileria spp. 4 10 40%
Mortalidade 3 22 14%
Hemoparasitas
Anaplasma marginale 11 22 50%
Infecdo singular 5 11 45%
Infecdo mista 6 11 55%
Babesia spp. 15 22 68%
Infec&o singular 5 15 33%
Infecdo mista 10 15 67%
Theileria spp. 4 22 18%
Infec&o singular 2 4 50%
Infecdo mista 2 4 50%

Tabela 2: Resultados de incidéncias de hemoparasitas, de infe¢cdes singulares e mistas e taxa de
mortalidade

Em relacdo aos resultados das duas amostras submetidas a PCR para

Theileria annulata, ambas foram positivas.

6.4 Discusséao

Perante os resultados obtidos pode-se afirmar que os valores de prevaléncia,
de um modo geral, sdo elevados, o que corresponde ao esperado, uma vez que a

regido de Portalegre retune condi¢cdes ideais para o desenvolvimento de vetores
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disseminacao dos parasitas (clima e modo de producdo de animais). O método de
diagnostico aplicado ndo € dos métodos mais sensiveis, por isso as prevaléncias reais
podem ser mais altas do que as obtidas.

Babesia spp. foi o parasita mais encontrado, o que € preocupante, pois € um
dos géneros mais “graves” de hemoparasitoses, a seguir a Theileria spp. Para este
tltimo género, apesar de ser o menos prevalente, a sua prevaléncia foi mais alta do
gue a inicialmente esperada. Em relacdo a Anaplasma marginale, o valor obtido (43%)
pode estar aumentado, devido a existéncia de artefactos nos esfregagos que induzem
em erro no diagnostico.

A incidéncia de hemoparasitoses encontrada é muito baixa e ndo corresponde
a realidade, sendo que os casos registados foram de animais que, durante a acao de
saneamento chamavam a atencao por se encontrarem mais prostrados e anémicos. A
baixa incidéncia registada pode ser resultado da pratica comum na regido, porque
normalmente sdo os proprios produtores que na pratica diaria identificam os sinais
tipicos nos animais, como por exemplo anemia e ictericia, e aplicam o tratamento, ndo
procurando o0s servi¢os veterinarios, nem registando os casos. Os parasitas detetados
em animais doentes correspondem aos encontrados no estudo de prevaléncia:
Babesia spp. foi o parasita mais encontrado e Theileria spp 0 menos presente. A taxa
de mortalidade registada € moderada, e os animais que faleceram foram tratados mas
apresentavam-se num estado geral mau e num quadro avancado da doenca. Todos
eles manifestaram sintomatologia apdés uma situacédo de stress (fome e parto). Apos
realizacdo de exame microscépico dos mesmos, foi possivel constatar que todos
apresentavam infecdo mista, estando Babesia spp. presente em todos 0s animais.
Estes resultados sugerem para a importancia do diagnostico e tratamento precoces
das hemoparasitoses.

Os resultados obtidos ndo foram comparados com os estudos de prevaléncia ja

realizados em Portugal, porque os testes de diagndstico utilizados sdo diferentes.

7. Conclusdes finais

Os resultados deste estudo permitem concluir que a regido de Portalegre é
endémica a “Febre da Carraga”, onde se confirmou a presenca de todos 0s géneros
de hemoparasitas de bovinos (Anaplasma, Babesia e Theileria). Fatores como
mudancga de clima, o ndo tratamento dos terrenos, a facilidade de movimento de
animais, a ndo realizagdo de quarentena a novos animais na exploragdo, conjugados
com uma ma politica de desparasitacdo dos animais (apenas uma vez por ano) e de

situacbes de stress nos animais influenciam negativamente no aparecimento e
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disseminagao da “Febre da Carraga”. Como em Portugal ndo estdo disponiveis
guaisquer vacinas, € extremamente importante apostar-se no controlo dos vetores e
profilaxia com farmacos. Sendo a presenca de Theileria spp. uma realidade na regiao
de Portalegre e noutras regides de Portugal, € importante no futuro ser disponibilizado
um medicamento de uso veterinario especifico para o tratamento de theileriose. Mais
estudos de prevaléncia destes parasitas na populacdo bovina em Portugal sdo
urgentes, para melhor compreender a situacdo epidemiolégica do pais, as taxas de
morbilidade e mortalidade, e encontrar as melhores medidas de prevencgao.

A realizacdo deste estudo e experiéncias adquiridas durante o periodo de
estagio permitem concluir que é necessaria e importante a divulgacéo dos resultados
obtidos como forma de alertar os profissionais da Medicina Veterinaria, produtores de
animais de pecuaria e laboratérios para a importancia das doencas transmitidas por
carragas na regido. Sendo o Alto Alentejo uma regido com milhares de hectares
disponiveis para pastagem, o tratamento dos terrenos com acaricidas torna-se dificil,
mas a rotacdo de pastos (mudanca de animais para outros terrenos) e a
desparasitacdo dos animais pelo menos duas vezes ao ano, preferencialmente com
produtos de longa accdo pour-on, em alturas de maior atividade das carracas (no
inicio de primavera e final do verdo, podendo aumentar a frequéncia entre este
periodo), ou quando animais mudam de pasto, deve ser uma politica a adotar pelos
produtores, mesmo que 0s vetores ndo sejam visiveis. Cada exploracdo deveria
elaborar o seu plano sanitario conforme o seu “perfil parasitario”. Para tal, poder-se-ia
realizar alguns esfregacos sanguineos e/ou testes serolégicos e moleculares para
desvendar a prevaléncia de hemoparasitas e as espécies presentes na exploracao.
Este procedimento pode ser repetido em alturas criticas de desenvolvimento dos
vetores. Os casos que eventualmente surjam, confirmados de “Febre da Carraga”
devem também ser registados. Os animais que séo introduzidos na exploracéo devem
ser colocados em quarentena antes de serem introduzidos na vacada e 0 mesmo
procedimento anterior deve ser realizado. Devem ser desparasitados durante esse

periodo, e se justificar, deve ser realizado uma profilaxia.
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9.Anexos
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H Sistema Urinario
M Sistema Neurologico
H Sistema Locomotor
m Dermatologia
 Endocrinologia
Infecto-contagiosas
Fisioterapia
Eutanasia
Outros

Gréfico 1: Casuistica de clinica de pequenos animais. n= n° total de casos

n=12790

n=15744

Grandes Ruminantes

Pequenos Ruminantes

M Testes pré-movimentacdo

M Desparasitacdes
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intradermatuberculinizagdo

® Rastreio Brucelose/ LEB

M Vacinagdo para septicémia

® Vacinacdo IBR/BVD

= Outros

B Vacinagdo contra septicémia

H Vacinagdo contra FCO

m Desparasitagdo

M Rastreio Brucelose

M Identificacdo eletronica

W Sincronizagdo cio/ rebanhos ovelhas

W Recolha amostras Linfoadenite caseosa

= Qutros

Gréfico 2: Casuistica de clinica de animais de pecuéria. n= n° total de animais
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% Soroprevaléncia
Exploragdo | Data IBR GB (ELISA) | BVD p80 (ELISA)
1| 07-03-2012 43% 0%
2| 16-03-2012 86% 56%
3| 16-03-2012 100% 89%
4| 23-02-2012 100% 50%
5] 07-03-2012 44% 33%
6| 23-02-2012 100% 89%
Média 79% 53%

Tabela 3: Resultados de seroprevalénca para BVD/IBR na regido de Portalegre realizados durante

estagio em colaboragéo com Pfizer

L ]
Microrganismo Theileria annulata 24-04-2012
Sequéncia alvo Tams1 [7]
Tamanho sequéncia 319 pb
Pri Tannul_F: 5°- CAAATT CGA GAC CTACTACGA TG -3’
rmers = 7
Tannul_R: 5°- CCA CTT (A/G) TC GTC CTT AAG CTC G-3
Mistura
Reagente [Mistura] Volume pl 4 amostras
H20 9,8 39,2
x Tampéo 5X 1X 5 20
= |mgcR 25mM|  25mM 2,5 10
[
E dNTPs 10mM| 200 uM 0,5
= Tannul_F 20 mM 0,8 uM 1
Tannul_R 20 mM 0,8 uM 1
i Taq 1U 02 08
| DNA |Amostra, Controlo + ou Controlo - 5l
j Total 25 ul
|
3 Programa
Termociclador: MJ Mini - BioRad
Ciclos Fungéo Temperatura Duragdo
1 Pré-desnaturagéo 94°C 10 min.
Desnaturagao 94°C 30s
34 Annealing 55°C 30s
Extensao 72°C 45s
1 Extenséo final 72°C 10 min.
Amostras
e [MA Electroforese:
2IlC25 ) 90min, 90 V,
3|Neg. Banho GelRed
4|Pos.

Figura 10: Ficha com protocolo da técnica de PCR usada para deteccédo de T. annulata; LC 19- animal
143 e LC 25- animal 16
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NO NO
PROPRIETARIO FREGUESIA CONCELHO DATA ANIMAIS amostra N° S.ILA RESULTADOS
1 MONTALVAO NISA 12-11-2011 48 1 PT 715152878 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
2 PT 415884792 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
3 PT 714321720 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
4 PT717134032 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
5 PT 715152860 | Anaplasma marginale
6 PT 715152877 | Babesia spp.
2 MONTALVAO PORTALEGRE 12-11-2011 37 7 PT 114409957 | Anaplasma marginale
8 PT 514200267 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
9 PT 215439004 | Anaplasma marginale
10 PT 514200263 | Negativo
11 PT 514200257 | Babesia spp.
12 PT 215439009 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
3 ALAGOA PORTALEGRE 18-04-2012 40 13 PT 114475273 | Theileria spp. e Babesia spp.
14 PT 864591989 | Theileria spp.
15 PT 214396389 | Theileria spp. e Babesia spp.
16 PT 715144699 | Theileria annulata e Babesia spp.
17 PT 115042547 | Theileria spp. e Babesia spp.
18 PT 214475268 | Anaplasma marginale e Theileria spp.
4 AMIEIRA DO NISA so1120i1] 60 19 PT 964852594 | Negativo
20 PT 714369869 | Negativo
21 s/n° | Negativo
22 PT 464293656 | Negativo
23 PT 515436028 | Babesia spp.
24 PT 815403069 | Babesia spp.
5 REGUENGO PORTALEGRE 23-11-2011 20 25 PT 964334809 | Negativo
26 PT 164566841 | Negativo
27 PT 363458897 | Negativo
28 PT 715150119 | Negativo
29 PT 15441654 | Anaplasma marginale

33




30 PT 964334805 | Negativo

6 ALPALHAO NISA 30-11-2011 36 31 PT 364089320 | Negativo
32 PT 564089329 | Negativo
33 sem brinco | Negativo
34 PT 364089317 | Negativo
35 PT 364089324 | Negativo
36 PT 564089329 | Negativo

7 MARVAO MARVAO 01-12-2011 51 37 PT 615249002 | Anaplasma marginale
38 PT 114198917 | Anaplasma marginale
39 PT 965112043 | Anaplasma marginale
40 PT 065086742 | Anaplasma marginale
41 PT 615249005 | Babesia spp.
42 PT 065086750 | Babesia spp.

8 VAIAMONTE MONFORTE 07-12-2011 70 43 PT 464818328 | Anaplasma marginale
44 PT 864643713 | Negativo
45 PT 36403245 | Negativo
46 PT 663862029 | Negativo
47 PT 364032451 | Negativo
48 PT 815249105 | Negativo

9 S. JOAO CASTELO DE _ -

BATISTA VIDE 23-04-2012 267 49 PT 114981032 | Babesia spp. e Theileria spp.
50 PT 615219548 | Theileria spp.
51 PT 514202483 | Negativo
52 PT 114981021 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
53 PT 564925035 | Theileria spp.
54 PT 814337150 | Theileria spp.
10(1) CRATO CRATO 09-01-2012 230 55 PT 014370441 | Anaplasma marginale e Babesia spp.

56 PT 364949532 | Babesia spp.
57 PT 415132546 | Babesia spp.
58 PT 264158098 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
59 PT 615132526 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
60 PT 416043346 | Babesia spp. E Theileria spp.
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10(2) CRATO CRATO 18-01-2012 180 61 PT 315148576 | Negativo
62 PT 415132527 | Babesia spp. E Theileria spp.
63 PT 814370442 | Theileria spp.
64 IE 121657610829 | Babesia spp. E Theileria spp.
65 IE 121657640815 | Anaplasma marginale
66 PT 815043888 | Anaplasma marginale
10(3) CRATO CRATO 19-01-2012 112 67 PT 864030129 | Babesia spp.

68 PT 464181045 | Babesia spp.
69 PT 464431690 | Babesia spp.
70 PT 514338676 | Babesia spp. E Theileria spp.
71 PT 714439512 | Babesia spp. E Theileria spp.
72 PT 864030129 | Babesia spp.

11 GAFETE CRATO 11-01-2012 340 73 PT 66437218 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
74 PT W974511 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
75 PT 964747098 | Babesia spp.
76 PT 564871726 | Negativo
77 PT W974501501 | Babesia spp. E Theileria spp.
78 PT 365086538 | Negativo

12 ALAGOA PORTALEGRE 09-01-2012 56 79 2440 | Negativo
80 5700 | Negativo
81 4713 | Negativo
82 1663 | Negativo
83 1062 | Negativo
84 1670 | Negativo

13 URRA PORTALEGRE 16-01-2012 250 85 PT 964334545 | Anaplasma marginale e Theileira spp.
86 PT 463496465 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
87 PT 363496490 | Theileria spp.
88 PT 063496524 | Anaplasma marginale e Theileira spp.
89 PT 914928843 | Anaplasma marginale
90 PT 514429750 | Anaplasma marginale

14 ALPALHAO NISA 05-04-2012 23 91 PT 915459353 Babesia spp. E Theileria spp.
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PT 115959338

92 Babesia spp.
93 Pl Theileria spp.
94 e Theileria spp.
95 PT 319459375 Negativo
96 PT 915459341 Babesia spp.

10(4) CRATO CRATO 30-01-2012 65 97 PT 517288221 | Negativo
98 PT 416092417 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
99 PT 716942893 | Babesia spp.
100 PT 515866948 | Babesia spp.
101 PT 916942892 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
102 PT 415866958 | Babesia spp.

10(5) CRATO CRATO 30-01-2012 42 103 PT 315457753 | Babesia spp.
104 PT 514222608 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
105 PT 115955243 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
106 PT 616043369 | Babesia spp.
107 PT 164754466 | Anaplasma marginale
108 IE 281074251011 | Negativo

10(6) CRATO CRATO 01-02-2012 150 109 PT 91735907 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
110 PT 863222389 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
111 PT 163206160 | Babesia spp.
112 PT 514369544 | Babesia spp.
113 PT 164800150 | Babesia spp.
114 PT 514221293 | Babesia spp.

15 FORTIOS PORTALEGRE 01-02-2012 22 115 PT 063701321 | Negativo
116 PT 663071361 | Negativo
117 PT 764054499 | Babesia spp.
118 PT 416700621 | Negativo
119 PT 063701330 | Babesia spp.
120 PT 764054497 | Negativo
16 CARREIRAS PORTALEGRE 25-03-2012 67 121 PT 964519294 | Babesia spp.

122 PT 964645184 | Anaplasma marginale
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123 PT 214219683 | Negativo

124 PT464619758 | Negativo

125 PT914428442 | Anaplasma marginale

126 PT 164619769 | Anaplasma marginale e Babesia spp.
17 URRA PORTALEGRE 04-04-2012 22 127 PT 414529972 | Negativo

128 PT 263207339 | Anaplasma marginale e Theileria spp.

129 PT 665063677 | Theileria spp.

130 PT 115955243 | Negativo

131 N° casa 006 | Anaplasma marginale e Theileria spp.

132 N° casa 009 | Anaplasma marginale e Theileria spp.
18 NISA NISA 20-04-2012 111 133 PT 916887311 | Babesia spp. E Theileria spp.

134 PT 217160543 | Theileria spp.

135 PT 917160214 | Babesia spp.

136 PT 415114542 | Theileria spp.

137 PT 416028992 | Negativo

138 PT 017160563 | Theileria spp.
19 ALPALHAO NISA 20-04-2012 145 139 PT 516721746 | Negativo

140 PT 265028821 | Anaplasma marginale e Theileria spp.

141 PT 915212903 | Negativo

142 PT 616721736 | Theileria spp.

143 PT 916721749 | Theileria annulata

144 PT 616721750 | Babesia spp.

Tabela 4: Registo de explora¢gfes e animais submetidos a estudo de prevaléncia de hemoparasitoses e respetivos resultados. Cor azul: exploragdes selecionadas para estudo
de T. annulata; Cor amarela: animais positivos a PCR para T. annulata

EXPLORAQAO DATA N° S.LA. RESULTADOS SINTOMATOLOGIA TRATAMENTO EVOLUCAO
09-11-2011 . M,é. condig&o corporal, mucosas o . .
18 PT 664888740 | Anaplasma marginale pa}hdas, ;ern febre Oximicina; lvermectina; Imidocarb Melhorou
09-11-2011 . Ma condic&o corporal, mucosas . .
PT 363564032 | Anaplasma marginale | palidas, sem febre Ivermectina; Imidocarb Melhorou
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15-10-2011 ) _ Ma condigéo corporal, mucosas o _ _
SEM NUMERO | Anaplasma marginale | palidas, sem febre Oximicina; lvermectina; Imidocarb Melhorou
15-10-2011 ) _ Mé_ condic¢&o corporal, mucosas o _ _
SEM NUMERO | Anaplasma marginale | palidas, sem febre Oximicina; lvermectina; Imidocarb Melhorou
13-10-2011 Bab_esia spp. Tgr_np rec;al 39,8°C, mucosas T_erra_micina; ivermectina; imidocarb;
PT 015446515 | Theileria spp. palidas, diarreia vitaminas e ferro Melhorou
13-10-2011 o Temp rectal 39,8°C; mucosas | Terramicina; ivermectina; imidocarb;
PT 215446514 | Theileria spp. palidas vitaminas e ferro Melhorou
9 13-10-2011 ) Babgsia spp. Tgr_np rec;al 4Q,2°C , mucosas T_erra_micina; ivermectina; imidocarb;
SEM NUMERO | Theileria spp. pélidas, diarreia vitaminas e ferro Melhorou
17-12-2011 _ Ma condigéo corporal, mucosas | Terramicina; ivermectina; imidocarb;
PT 515219533 | Babesia spp. palidas, sem febre vitaminas e ferro Melhorou
17-12-2011 o Ma condigéo corporal, mucosas | Terramicina; ivermectina; imidocarb;
PT 414373179 | Theileria spp. pélidas, sem febre vitaminas e ferro Melhorou
18-01-2012 Anapla_lsma marginale M,él_ condicao corporal, mucosas _Oxitetrac_iclina_; qur_\ixina megluming; imjdocarb;
PT 115404345 | Babesia spp. pélidas, sem febre ivermectina; vitaminas, protetores hepéticos Melhorou
18-01-2012 Anapla_lsma marginale M,él_ condigéo c_orporal, mucosas _Oxitetrac_iclina_; flunixina meglumina; irqic_iocarb;
10 PT 663222248 | Babesia spp. E;‘J'das'dql%”e'a‘ semI febre ge_rtmtecu_n?; V|t<';1|m|r_1&_15; prote}ore_s he_pa_tcljcos - Melhorou
a condi¢éo corporal, mucosas | Oxitetraciclina; flunixina meglumina; imidocarb;
18-01-2012 PT 315043796 | Babesia spp. palidas, diarreia, sem febre ivermectina; vitaminas; protetores hepaticos Melhorou
19-01-2012 M& condicéo corporal, mucosas | Oxitetraciclina; flunixina meglumina; imidocarb;
PT 86434521 Babesia spp. palidas, sem febre ivermectina; vitaminas; protetores hepaticos Melhorou
-12- Ma condic&o corporal, mucosas
4 19-12-2011 SEM NUMERO | Anaplasma marginale | palidas, sem febre Oxitetraciclina; Ivermectina; Imidocarb; Ferro Melhorou
Ma condicéo corporal, mucosas
26-12-2011 | SEM NUMERO | Anaplasma marginale | palidas, sem febre Oxitetraciclina; Ivermectina; Imidocarb; Ferro Melhorou
Anaplasma marginale | Animal caido, magro, com Oxitetraciclina; Terramicina; Dexametasona;
19 19-10-2011 | SEM NUMERO | e Babesia spp. mucosas palidas Imidocarb; Ferro; Fluidoterapia; Vitaminas Morreu
Anaplasma marginale | Animal caido, magro, com Oxitetraciclina; Terramicina; Dexametasona;
19-10-2011 | SEM NUMERO | e Babesia spp. mucosas ictéricas Imidocarb; Ferro; Fluidoterapia; Vitaminas Morreu
12-09-2011 | SEM NUMERO | Anaplasma marginale | - Terramicina; Imidocarb; Ferro; Vitaminas Melhorou
20 03-11-2011 | SEM NUMERO | Anaplasma marginale | - Terramicina; Imidocarb; Ferro; Vitaminas Melhorou
03-11-2011 | SEM NUMERO | Anaplasma marginale | - Terramicina; Imidocarb; Ferro; Vitaminas Melhorou
Babesia spp. e Anorexia, temp: 39,9°C; Imidocarb; Ferro; Vitaminas; Protetores
3 18-04-2012 | PT 216049368 | Theileria spp. mucosas anémicas Hepaticos ??
Babesia spp. e Animal caido, anorexia, apos Oxitetraciclina; Terramicina; Dexametasona;
14 20-01-2012 | SEM NUMERO | Theileria spp. parto com mucosas ictéricas Imidocarb; Ferro; Fluidoterapia; Vitaminas Morreu

Tabela 5: Registo de exploragbes e animais com sintomatologia de “Febre da Carraga”, respetivos resultados, tratamentos implementados e evolucéo
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