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RESUMO  
 

 

BARROS-ERICEIRA, Ana Caroline, M.S. Universidade Estadual do Maranhão, 
junho de 2009. Soroepidemiologia da Babesia bovis, Babesia Bigemina, 
Anaplasma marginale e diagnóstico molecular do Trypanosoma vivax em 
gado leiteiro da regional de Pedreiras – MA. Orientadora: Ana Lucia Abreu 
Silva. Co-orientadora: Alcina Vieira de Carvalho Neta.  
 

 

O presente trabalho tem por objetivo realizar o estudo soroepidemiológico da 

babesiose e anaplasmose bovina e diagnosticar o Trypanosoma vivax por meio de 

exame parasitológico e molecular em bovinos leiteiros da regional de Pedreiras. A 

detecção de anticorpos contra Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma 

marginale foi realizado pelo método do ELISA indireto. Um total de 158 amostras 

de sangue foram coletadas, este número foi determinada por um modelo 

matemático. Utilizando exame parasitológico e molecular, amostras de 177 

animais foram obtidas de vinte fazendas distribuídas em quatro municípios que 

compõem a regional para pesquisa de tripanossomíase.  Os resultados mostram 

que a soroprevalência da babesiose e anaplasmose é altíssima na regional de 

Pedreiras e se constitui uma área de estabilidade enzoótica. Por outro lado, a 

tripanossomíase apresentou baixos índices de positividade tanto no exame 

parasitológico quanto no PCR. Entretanto, a técnica da PCR foi mais sensível que 

o exame parasitológico. Conclui-se que na área estudada, as hemoparasitoses 

direta ou indiretamente causam prejuízos econômicos.  

 

 

Palavras-chaves: babesiose, anaplasmose, tripanossomíase, PCR, ELISA e 

Maranhão 

 
 

 
 



ABSTRACT  
 

 

BARROS-ERICEIRA, Ana Caroline, M.S. Universidade Estadual do Maranhão, 
junho de 2009. Seroepidemiology of Babesia bovis, Babesia Bigemina, 
Anaplasma marginale and molecular diagnosis of Trypanosoma vivax in 
dairy cattle from Pedreiras Basin. Advisor: Ana Lucia Abreu Silva. Co- advisor: 
Alcina Vieira de Carvalho Neta.  
 
 
This work aims to achieve the seroepidemiologic study of bovine babesiosis and 

anaplasmosis and diagnose the Trypanosoma vivax through parasitological and 

molecular examination in dairy cattle of  Pedreiras basin. The detection of 

antibodies against Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma marginale 

was conducted by the method of indirect ELISA. A total of 158 blood samples were 

collected, this number was determined by a mathematical model. Using molecular 

and parasitological examination, samples of 177 animals were obtained from 

twenty farms divided into four municipalities that make up the regional search for 

trypanosomiasis. The results show that the seroprevalence of babesiosis and 

anaplasmosis is high in Pedreiras and whether it is an area of enzootic stability. 

Moreover, the trypanosomiasis showed low positivity in both the parasitological 

examination on the PCR. However, the technique of PCR was more sensitive than 

the parasitological examination. We conclude that in the study area, the 

hemoparasitoses directly or indirectly cause economic losses. 

 

 

Key-words: babesiosis, anaplasmosis, tripanossomíase, PCR, ELISA and 

Maranhão  

 

 

 

 

 



1.1 Capitulo 1: Introdução 
 

 O Brasil é um país com grande vocação para pecuária, tendo 

atualmente no setor produtivo animal, potencial imensurável e de grande 

importância econômico-social. Para tornar mais racional o aproveitamento 

econômico da cadeia produtiva animal e maximizar o desenvolvimento da 

pecuária de modo sustentável, faz-se necessário utilizar as novas tecnologias, 

especialmente nas áreas de sanidade animal, epidemiologia e controle das 

enfermidades infecciosas e parasitárias que acometem os animais de produção 

(CAVALCANTE, 2007). 

 As doenças parasitárias tem causado danos ao homem e aos animais 

domésticos desde os tempos mais remotos. Atualmente as nações mais 

desenvolvidas têm controlado essas doenças dentro de suas fronteiras, porém os 

mesmos parasitos continuam causando mortes entre os países menos 

desenvolvidos. Frequentemente um ciclo vicioso é estabelecido: uma economia 

deficiente impede que se produza educação e medidas sanitárias eficientes e isto 

torna um povo continuamente suscetível a infecções parasitárias. A morbidade e a 

mortalidade resultante das doenças causadas por protozoários representam ainda 

hoje um formidável desafio à pesquisa científica e aos programas de saúde 

pública e animal (SILVA et al., 2002). 

 Segundo Perry et al (2002), as doenças de animais continuam afetando 

a produção pecuária, desenvolvimento agropecuário, o bem estar humano e a luta 

contra a pobreza de diferentes maneiras em muitas regiões dos países em 

desenvolvimento. Algumas dessas doenças afetam as regiões mais pobres, 

afetando a população humana, ocasionando mortes e inclusive incapacidade e 

sofrimento, criando assim uma barreira para o escape da pobreza. Segundo os 

mesmos autores, as tripanossomíases e as babesioses encontram-se localizadas 

na lista das 20 doenças mais importantes de acordo com seu impacto na pobreza.  

 Clinicamente essas enfermidades caracterizam-se por uma síndrome 

hemolítica e febril, cuja gravidade está diretamente relacionada à reação do 



hospedeiro frente à infecção (McCOSKER, 1981). Com isso, são responsáveis por 

perdas econômicas consideráveis decorrentes do menor ganho ou perda de peso 

dos animais parasitados, decréscimo da produção de leite, infertilidade ou 

subfertilidade dos touros, abortamentos, mortalidade, gastos com medicamentos e 

serviço médico veterinário, além do estado crônico portador, que interfere no 

desenvolvimento normal dos animais (CAVALCANTE, 2007). 

 

Revisão de Literatura 

 

Babesia spp. 
   
 As babesioses bovinas são enfermidades que ocorrem em vários países 

nos quais se destaca por causar considerável perda econômica, principalmente, 

nas criações de raças taurinas e seus cruzamentos (BOCK et al., 2004). 

 No final do século XIX, um pesquisador romeno chamado Victor Babés 

e sua equipe começaram a investigar mais detidamente uma enfermidade 

caracterizada por um quadro de anemia hemolítica que acometia bovinos na 

Europa. Essa equipe de pesquisadores conseguiu associar essa enfermidade, 

chamada na época de hemoglobinúria enzoótica bovina, com a presença de 

microorganismos no interior de eritrócitos dos animais doentes. Babés então, no 

ano de 1888, denominou esses microorganismos de Haematococcus bovis, por 

pensar que se tratava de bactérias (UILENBERG, 2006). 

 Cinco anos mais tarde, dois pesquisadores americanos, Smith e 

Kilborne, associaram a ocorrência de uma enfermidade que se caracterizava por 

apresentar alta taxa de mortalidade e sintomas muitos semelhantes à 

hemoglobinúria enzoótica bovina, à presença de microorganismos 

intraeritrócitários. Além de conseguirem caracterizar o microorganismo como 

sendo um protozoário, Pyrosoma bigeminum, comprovaram que este agente era 



transmitido por um artrópode, o carrapato bovino da América do Norte, Boophilus 

annulatus. A publicação desses resultados constitui um marco histórico por ser o 

primeiro relato da transmissão de um protozoário por um artrópode (BOCK et al., 

2004). 

 Ainda no ano de 1893, Starcovici verificou a similaridade entre os 

organismos descritos por Babés, na Romênia, e Smith e Kilborne nos Estados 

Unidos, e propôs a inclusão de ambos em um novo gênero chamado Babesia, em 

homenagem ao pesquisador romeno (UILENBERG, 2006). 

 Das oito espécies do gênero Babesia que são capazes de infectar 

bovinos (UILENBERG, 2006), Babesia bigemina e Babesia bovis são encontradas 

no Brasil (VIDOTTO et al., 1995; GUGLIELMONE, 1995). O primeiro relato dessas 

enfermidades no Brasil data de 1901, quando Francisco Fajardo diagnosticou a 

presença dos protozoários ao examinar animais recém-importados e em fase de 

aclimatação no Rio de Janeiro (FONSECA & BRAGA, 1924). 

 Babesia bovis e Babesia bigemina são protozoários hemoparasitos, da 

ordem Piroplasmorida, família Babesiidae (LEVINE, 1988), agentes de importante 

enfermidade em bovinos, conhecida como babesiose. Na América do Sul a 

babesiose é transmitida exclusivamente pelo carrapato Boophilus microplus, 

sendo um dos problemas sanitários de maior impacto econômico para a 

bovinocultura devido aos altos índices de morbidade e mortalidade. Além dos 

custos para combater esses parasitos, existem as perdas produtivas, pois os 

animais apresentam diminuição na produção de leite e carne e problemas 

reprodutivos, como aborto e diminuição da fertilidade (MARTINS, 2005). Além da 

importância destacada na pecuária, essas enfermidades constituem-se também 

em zoonoses (SUAREZ et al., 1997, KURT & GIRGINKARDESLER, 2001).  

 A babesiose ocorre freqüentemente devido às práticas de manejos 

instituídas no sistema de criação, como o uso de instalações “free stall” 

determinados tipos de bezerreiros e principalmente em importações de animais de 

áreas livres de hemoparasitos, para melhoramento genético bovino (LIMA, 1991). 

Essa realidade faz com que quase todas as regiões do país tenham sérios 



problemas relacionados com a instabilidade enzoótica e preocupem-se em 

estabelecer programas sanitários visando à racionalização do controle do 

carrapato, integrando-o ao controle das doenças que transmite (ARTECHE, 1992).  

 Babesia é um parasito heteroxeno, ou seja, necessita de dois 

hospedeiros para completar o ciclo biológico, o bovino e o carrapato. No bovino, 

hospedeiro vertebrado, ocorre somente reprodução assexuada dos protozoários e 

no carrapato, hospedeiro invertebrado, ocorre tanto reprodução assexuada como 

sexuada (FRIEDHOFF, 1988).   

 A fêmea do carrapato se infecta com B. bigemina no final da fase 

parasitária no bovino. No intestino do carrapato inicia-se a reprodução sexuada 

dando origem aos oocinetos que invadem todos os órgãos do carrapato, inclusive 

ovários, num processo contínuo de divisão assexuada. Através da infecção dos 

ovários, os oocinetos passam aos ovos e larvas, configurando a transmissão 

transovariana, de geração a geração. O processo de esporogonia continua nas 

larvas, invadindo também todos os órgãos, inclusive as células da glândula salivar, 

onde são produzidos os esporozoítos que serão transmitidos aos bovinos por 

ocasião do parasitismo do carrapato. Nos bovinos, os esporozoítos vão 

diretamente parasitar os eritrócitos, se transformando em merozoítos que por 

reprodução assexuada formam novos parasitos que invadem novas células e 

assim sucessivamente (FRIEDHOFF, 1988).   

 Apesar do potencial patogênico, as infecções por Babesia spp. muitas 

vezes são  assintomáticas,  e  os  animais  tendem  a  apresentar  baixa  

parasitemia, originando-se assim formas subclínicas da enfermidade (RADOSTITS 

et al., 2000).   

 Os sintomas clínicos e o curso da infecção dependem também da 

espécie do protozoário envolvido; no entanto, infecções por B. bigemina ou B. 

bovis determinam febre, anemia, hemoglobinemia, hemoglobinúria e fraqueza, 

podendo evoluir para a morte do animal (RADOSTITS et al., 2000). Segundo 

Mahoney & Mirre (1977) e Pandey & Mishra (1978), mostraram que existe uma 



correlação direta entre a elevação da temperatura corpórea e o aumento da 

parasitemia. 

 A infecção por B. bigemina é capaz de causar danos celulares e 

tissulares em decorrência da hemólise intravascular e da conseqüente hipóxia 

tecidual ocasionada pela diminuição de eritrócitos circulantes, que afeta 

principalmente o fígado e os rins (PANDEY & MISHRA, 1978). 

 O processo patológico em babesiose está relacionado ao crescimento e 

multiplicação de Babesia dentro dos eritrócitos (MAHONEY et al., 1973). Segundo 

Mahoney & Mirre (1977), dois eventos ocorrem no hospedeiro parecendo ter um 

papel central na patogenia da babesiose: a destruição dos eritrócitos e o aumento 

de substâncias farmacologicamente ativas. A anemia ocorre pela destruição e/ou 

seqüestro dos eritrócitos pelo sistema fagocítico mononuclear devido a adesão do 

protozoário à superfície dos mesmos, o que passa a ser reconhecido pelo sistema 

imunológico como um corpo estranho. Segundo BROWN et al. (2006a) as 

hemácias parasitadas expõem na superfície de sua membrana antígenos que 

auxiliam a fagocitose e ativação do sistema imunológico. 

  Soares et al. (2000) descrevem que as babesias desencadeiam anemia, 

principalmente, pela destruição eritrocítica decorrente dos aspectos biológicos dos 

agentes em realizarem parte de seu ciclo no interior destas células. A destruição 

de eritrócitos geralmente é maior do que atribuído à saída dos parasitos destas 

células, sendo que B. bigemina aumenta a fragilidade osmótica dos eritrócitos em 

geral e B. bovis aumenta a fragilidade dos eritrócitos não parasitados, provocando 

hemólise. Também ocorre um aumento indiscriminado de fagocitose (MAHONEY 

et al., 1973).   

 Dentre as principais alterações hematológicas, a anemia, que no início é 

normocítica normocrômica, torna-se macrocítica normocrômica pela presença de 

reticulócitos. Tal patologia é resultado direto da hemólise intravascular que é 

consequência da reprodução e evasão dos merozoítas, causando o rompimento 

dos eritrócitos parasitados. Ao mesmo tempo, ocorre a deposição de metabólitos 

do parasito sobre a membrana celular de vários eritrócitos, fazendo com o que 



eritrócitos normais que apresentam complexos estranhos em sua superfície, sejam 

fagocitados (MURASE et al., 1996; FIGHERA, 2001). Segundo Aragon (1976), a 

anemia é diretamente proporcional à parasitemia, com o agravamento da doença, 

mesmo eritrócitos não parasitados passam a ter maior fragilidade osmótica 

(WRIGHT, 1981).   

 Nas babesioses, a fase aguda da enfermidade é caracterizada não só 

pelos sinais de hemólise, mas também por uma parasitemia elevada (BÖSE et al., 

1995), onde as manifestações clínicas começam quando o parasito se torna 

detectável no esfregaço sanguíneo (MAHONEY et al., 1973). 

 Segundo Gonçalves (2000), em áreas endêmicas, onde a população de 

vetor é alta e presente durante todo o ano, a maioria dos animais jovens é 

infectada, o que induz a uma resistência natural. Além disso, a incidência sazonal 

de Babesia spp na hemolinfa de carrapatos pode interferir na taxa de inoculação 

do parasito. Em áreas onde a ocorrência do B. microplus infectado com Babesia 

spp é permanente, há um equilíbrio entre o bovino e o parasito, criando uma 

situação de estabilidade. Nessas áreas, não são esperados surtos da doença e 

nem de mortalidade em animais adultos, pois eles já são portadores. 

 Benavides e Sacco (2007) citam que as características genéticas 

também provocam variações nos sinais clínicos, onde dentro de um grupo 

homogêneo de animais desafiados com B. bovis constatou-se três diferentes 

fenótipos: animais suscetíveis, intermediários e resistentes. As respostas 

individuais irão ocasionar maior ou menor intensidade aos sinais clínicos 

característicos da doença. 

 As raças bovinas se comportam de modo diverso frente às infestações 

por carrapatos: enquanto raças européias são mais sensíveis, as raças zebuínas 

apresentam uma resistência de caráter genético, muito maior (GOMES, 1998; 

JONSSON et al., 2000). Essa característica é transmitida de geração para 

geração, guardando uma proporção em relação ao grau de sangue resultante do 

cruzamento; assim, animais da primeira geração (F1) resultante do cruzamento de 



taurinos com zebuínos são ainda bastante suscetíveis ao carrapato e às doenças 

por ele transmitidas (SARTOR et al., 1992; BOCK et al., 1999). 

 No que diz respeito à idade dos animais considera-se que os animais 

jovens sejam naturalmente mais resistentes, uma vez que frequentemente 

apresentam a doença subclínica (BROWN, et al., 2006). No entanto, Madruga et 

al. (1984) verificaram que no período entre 28 a 56 dias após o nascimento, para 

B. bigemina e 84 a 112 dias, para B. bovis, os títulos de anticorpos são baixos, 

aumentando a probabilidade dos animais a desenvolverem as babesioses de 

forma aguda. Segundo Mahoney e Mirre. (1977), os efeitos da infecção por 

Babesia spp. são minimizados pela exposição dos animais aos hemoprotozoários 

desde os primeiros meses de vida, quando os anticorpos colostrais estão 

elevados.  

 Ao que tudo indica, outros fatores além dos anticorpos colostrais 

estariam envolvidos na resistência relacionada à idade, visto que a resistência de 

animais jovens excede o período de proteção dos anticorpos colostrais (BROWN 

et al., 2006a). Além disso, bezerros nascidos em regiões livres de Babesia spp. 

também apresentam certo grau de resistência às infecções experimentais (GOFF 

et al.,1982). 

 Conforme Ulevitch et al. (2004), a imunidade inata é a primeira linha de 

defesa, formada por células fagocíticas, células matadoras naturais (NK) e 

citocinas, sendo uma resposta não específica. O sistema imunológico inato ativa 

as células via seus receptores que reconhecem os padrões moleculares 

encontrados em muitos diferentes microorganismos. Para que a defesa seja 

duradoura e eficaz é necessário o desenvolvimento da resposta imunológica 

adaptativa mediada por linfócitos T e B (BOCK et al., 2004). Desta forma a 

imunidade inata é essencial para ativação da resposta imunológica adquirida por 

meio da ativação dos macrófagos e células NK e a produção de suas respectivas 

citocinas (MADRUGA et al., 2001).   

 Segundo Brown e Palmer (1999), quando ocorre a primo-infecção, os 

macrófagos fagocitam os eritrócitos parasitados e merozoítos livres, processam e 



apresentam os antígenos de babesia para as células T CD4+ através do complexo 

de histocompatibilidade principal (MHC). Este mecanismo é fundamental, pois os 

eritrócitos não possuem MHC, necessitando, portanto das células apresentadoras 

de antígenos, para que estas promovam o desenvolvimento de uma resposta 

imunológica adquirida, (BROWN e PALMER, 1999; MACHADO et al., 2004).  Goff 

et al. (2002) relataram que o IFN-Y secretado por macrófagos ativados frente a 

merozoítos de babesia, representa um papel chave na resposta imunológica e 

supressão desse parasito, e as células NK também produzem IFN-Y em resposta 

aos estímulos de IL-12 e IL-18. Os macrófagos ativados pelos eritrócitos 

parasitados produzem óxido nítrico e derivados, inibindo assim as atividades 

intracelulares, facilitando a fagocitose das células vermelhas parasitadas, e 

também atuando como células apresentadoras de antígenos em conjunto com 

linfócitos T auxiliares (Th) (HOPE et al., 2005). Isto resultará no controle da 

parasitemia e, portanto, superação da fase aguda da infecção (MADRUGA et al., 

2001). Segundo Allred e Al-Khedery (2004), o controle da infecção é mediado pela 

destruição de eritrócitos infectados por ativação de macrófagos esplênicos e a 

neutralização promovida pelos anticorpos direcionados contra merozoítos 

extracelulares e antígenos variáveis existentes na superfície de eritrócitos 

infectados por B. bovis definidos como VESA 1 (variant erythrocyte surface 

antigen-1). Esses mecanismos imunes são dependentes das células T CD4+ 

(BROWN et al., 2006a).   

 Brown et al. (2006b) descrevem que bovinos sobreviventes a uma 

infecção inicial com B. bovis, naturalmente ou seguido de quimioterapia, ficam 

persistentemente infectados e resistentes à doença clínica. A imunidade 

relacionada à idade para infecção inicial com B. bovis está bem estabelecida, 

caracterizada pela forte imunidade inata em terneiros jovens (GOFF et al., 2002). 

Terneiros resistem à infecção por B. bovis por expressar precocemente níveis 

mais altos de IL-12, IFN-Y e óxido nítrico (ESTES e BROWN, 2002; BROWN, 

2006a).   



 De acordo com O’Donoghue et al. (1985), os níveis de anticorpos 

aumentam durante a fase aguda da infecção e depois declinam durante a fase 

crônica, a cinética da produção de anticorpos contra B. bigemina mostraram que a 

IgM é detectada sete dias após a inoculação desse hemoparasito, alcançando um 

pico no  12° dia e persistindo em um platô até o 22° dia, declinando até baixos 

níveis no 28° dia pós-inoculação. A IgG também é detectada no sétimo dia pós-

infecção, alcançando títulos mais altos no 12° dia e permanecendo, assim, por 

sete semanas. Os níveis de anticorpos anti-Babesia caem, em média, quatro a 

cinco meses após a ausência do agente (FARIAS, 1995). A presença de títulos 

detectáveis de anticorpos não significa, necessariamente, imunidade protetora, 

entretanto é um indicador eficaz de infecção recente, quer naturalmente adquirida 

ou por vacinação (BOCK et al., 2004). A fase aguda da enfermidade é 

caracterizada não só pelos sinais de hemólise, mas também por uma parasitemia 

elevada (BOSE et al., 1995).  

  

Anaplasma marginale 
 
 O gênero Anaplasma inclui duas espécies que infectam bovinos, 

Anaplasma marginale (Theiler, 1910) e A. centrale (Theiler, 1911). A. marginale é 

a espécie mais patogênica, e A. centrale por ser menos patogênica é utilizada 

como vacina viva em bovinos de diversas regiões do mundo (De la FUENTE et al., 

2005). 

 Em 1910, Theiler, na África do Sul, identificou Anaplasma marginale 

como sendo o agente etiológico de uma enfermidade muito similar à febre do 

Texas, que era conhecida como febre biliar bovina. Antes disso, Smith & Kilborne 

(1893) consideraram que as “granulações endoglobulares” ou “peripheral 

coccuslike” seriam produtos da multiplicação de piroplasmas causadores da Febre 

do Texas. Ao descrever a “Tristeza” na República Argentina, Lignieres (1900) 

também mencionou a presença dessas granulações, sem, contudo, classificá-las 



como anaplasmas. Ainda na região da Plata, Knuth (1905) considerou que os 

anaplasmas eram parte do ciclo biológico de “piroplasma bigeminum” (FONSECA 

& BRAGA, 1924). Por esse breve histórico é possível perceber que, a princípio, as 

similaridades entre as infecções causadas por Babesia spp. e Anaplasma 

marginale, associadas ao fato de suas distribuições serem coincidentes, 

representaram uma complicação na caracterização individual desses 

hemoparasitos e explicam o seu agrupamento em uma única síndrome 

denominada popularmente de “Tristeza Parasitária dos Bovinos” (CAVALCANTE, 

2007). 

 O A. marginale é classificado como um organismo pertencente à Ordem 

Rickettsiales que inclui duas famílias: Anaplasmataceae e Rickettsiaceae. Os 

membros da família Anaplasmataceae são parasitos intracelulares obrigatórios, 

encontrados exclusivamente no interior de vacúolos no citoplasma da célula 

hospedeira (KOCAN et al., 2002). 

 Dentre os agentes patogênicos transmitidos por carrapatos, A. 

marginale é o que apresenta distribuição mais ampla, estando presente nas 

regiões tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, incluindo todo continente 

Americano, Austrália e sudeste do continente Africano (GUGLIELMONE, 1995; 

KOCAN et al., 2003). Contudo, tanto a frequência como a incidência de infecções 

por essa rickéttsia são mais elevada em regiões em que o carrapato Boophilus 

microplus é endêmico (FUTSE et al., 2003). 

 A transmissão de A. marginale tem sido motivo de muita polêmica, pois 

ainda persistem muitas dúvidas em relação aos mecanismos de transmissão e à 

importância epidemiológica de cada um dos diferentes mecanismos de 

transmissão e dos possíveis vetores (GUGLIELMONE, 1995). 

 A transmissão biológica de A. marginale já foi demonstrada 

experimentalmente em mais de 20 espécies de carrapatos ixodídeos (KOCAN et 

al., 1992; STILLER & COAN, 1995; KOCAN et al., 2004), mas a relevância de 

cada uma dessas espécies na transmissão, sob condições naturais, ainda não 

está bem definida (GONÇALVES-RUIZ et al., 2002). No Brasil, onde o carrapato 



B. microplus ocorre de forma endêmica as evidências epidemiológicas sugerem 

ser ele o principal vetor de A. marginale (GUGLIELMONE, 1995, KESSLER, 

2001). 

 Os carrapatos podem transmitir agentes patogênicos pelas vias 

transestadial ou intra-estadial (GONÇALVES-RUIZ et al., 2002). 

 Apesar de o carrapato B. microplus ser um parasito monoxeno e realizar 

as ecdises sobre o hospedeiro, admite-se que a transmissão transestadial (de 

larvas para ninfas e de ninfas para adultos) possa ocorrer, pois os carrapatos 

mudam frequentemente de hospedeiro ao se deslocarem do local de fixação do 

instar anterior para fixar-se e reiniciar a alimentação do novo instar (KESSLER, 

2001). Destaca-se nesse sentido a possibilidade de bezerros lactentes se 

infectarem com carrapatos provenientes de suas mães (MELO et al., 2001). 

 A transmissão intra-estadial de A. marginale, atribuída aos carrapatos 

machos, pode ser um importante mecanismo de transmissão no caso de 

carrapatos monoxenos, em virtude da sua grande movimentação e longevidade 

(POTGIETER, 1981). De acordo com AGUIRRE et al. (1994), tanto a transmissão 

transestadial como a intra-estadial são mais prováveis nos sistemas de criação 

intensiva devido ao contato físico mais frequente entre os animais, o que facilitaria 

a transferência dos carrapatos. 

 No caso de carrapatos de três hospedeiros, larvas, ninfas e adultos 

alimentados em animais infectados adquirem e transmitem a infecção de forma 

eficaz (ERICKS et al., 1993, FUTSE et al., 2003) pelas vias transestadial (ninfas e 

adultos), e intra-estadial (machos adultos). 

 A transmissão mecânica pode ser efetuada por insetos hematófagos e 

por materiais como agulhas, bisturis, contaminados por sangue (KOCAN et al., 

2005). Os dípteros hematófagos frequentemente referidos como vetores 

mecânicos incluem diferentes espécies de tabanídeos, Stomoxys calcitrans e 

algumas espécies de mosquitos (KESSLER, 2001). 

 Os dados experimentais sobre a eficiência e o impacto da transmissão 

mediada por insetos hematófagos são escassos. De acordo com Scoles et al. 



(2005), esse tipo de transmissão depende, fundamentalmente, do nível de 

parasitemia no momento da alimentação do inseto, e dessa forma se restringe à 

fase aguda da infecção dos bovinos. Por outro lado, essa forma de transmissão 

seria a mais importante para a disseminação de A. marginale em regiões onde 

não ocorre o carrapato vetor; em regiões em que os isolados geográficos não 

infectam os carrapatos ou onde os carrapatos foram erradicados (KOCAN et al. 

2003). De acordo com Guglielmone (1995), na Argentina A. marginale ocorre de 

forma endêmica em regiões em que o carrapato B. microplus foi erradicado e que 

surtos esporádicos de anaplasmose ocorrem nas regiões temperadas do país que 

são naturalmente livres do carrapato. 

 A via transplacentária é outra forma referida de transmissão de A. 

marginale cuja importância epidemiológica necessita de melhor definição. A 

maioria dos relatos de transmissão congênita refere-se a casos em que bezerros 

recém nascidos desenvolveram doença hemolítica grave (PAINE & MILLER, 1977, 

NORTON et al., 1983; PASSOS & LIMA, 1984). No entanto, RIBEIRO et al. 

(1995), utilizando métodos sorológicos de diagnóstico, detectaram a transmissão 

congênita de A. marginale em 4 de 11 bezerros nascidos de vacas inoculadas e 

em 2 de 97 fetos examinados em abatedouro, demonstrando que na fase aguda 

da infecção a transmissão congênita seria mais frequente. 

 Quanto ao significado epidemiológico da transmissão congênita e dos 

animais nascidos congenitamente infectados, não existe uma clara definição. As 

observações de Norton et al. (1983) sugerem que a importância das infecções 

fetais estaria relacionada à mortalidade neonatal, que seria, inclusive, maior do 

que a registrada por causa das perdas neonatais não diagnosticadas. De acordo 

com as conclusões de Zaugg (1985), a infecção intra-uterina seria responsável 

apenas pelo estímulo antigênico que induz a resposta imunológica do feto. Esse 

autor postulou que o material que infecta o feto permaneceria infectado por muito 

pouco tempo e que, por isso, os animais nascidos com sorologia positiva não 

constituiriam uma fonte de infecção. 



 Nos bovinos, A. marginale é encontrada exclusivamente no interior dos 

eritrócitos onde, ao se multiplicar por fissão binária, produz rickttsemias 

persistentes que são detectáveis, microscopicamente, quando o número de 

eritrócitos parasitados excede a 107 células (CAVALCANTE, 2007). Estudos de 

microscopia eletrônica revelaram que A. marginale penetra nos eritrócitos sob a 

forma de corpúsculo inicial, graças a uma invaginação da membrana do eritrócito 

(RISTIC & CARSON, 1977) que dá origem a um vacúolo. Logo após a invasão, 

tem início a multiplicação por fissão binária e a formação de um corpúsculo de 

inclusão contendo de quatro a oito corpúsculos iniciais. Os corpúsculos formados 

deixam o eritrócito sem rompê-lo e invadem outras células vermelhas, dando 

continuidade ao ciclo (KOCAN et al., 2003). 

 Inicialmente, o número de eritrócitos parasitados aumenta 

exponencialmente, quando então são fagocitados por células do sistema 

fagocítico mononuclear (SFM), resultando em anemia e icterícia, sem que ocorra 

hemoglobinemia e hemoglobinúria (De la FUENTE et al., 2001). Além da alteração 

eritrocitária, Alfonso et al. (1996) demonstraram que após o segundo dia da 

infecção experimental por A. marginale se instala um quadro de leucocitose que 

desaparece após cerca de 30-35 dias a infecção. O quadro clínico ainda é 

caracterizado por febre e perda de peso, podendo levar os animais a óbito. 

 Os bovinos que sobrevivem à fase inicial da infecção convertem-se em 

portadores, ou seja, permanecem infectados, porém com baixos níveis de 

parasitemia, o que geralmente não é suficiente para desencadear os sinais típicos 

da doença (PALMER et al., 2000). Embora essa imunidade seja duradoura e 

impeça novas infecções, os bovinos persistentemente infectados se portam como 

fonte de infecção para os artrópodes vetores, favorecendo o trânsito da rickéttsia 

no rebanho (GUGLIELMONE, 1995). 

 A resposta imunológica dos bovinos infectados por A. marginale envolve 

tanto mecanismos de origem humoral quanto celular, tendo o baço importante 

função no desenvolvimento e manutenção dessa imunidade (VIDOTTO & 

MARANA, 2001). A remoção do baço deixa os bezerros totalmente suscetíveis à 



infecção, e a anaplasmose em bezerros esplenectomizados é geralmente mais 

grave do que a observada em bovinos adultos (KOCAN et al., 2004). A 

esplenectomia prejudica tanto a defesa imunológica celular, quanto a formação de 

anticorpos IgM, que aparecem após a infecção e apresentam atividade de fixação 

de complemento (TIZARD, 2002). 

 Bezerros são mais resistentes à infecção por A. marginale do que 

bovinos adultos, pois quando infectados são menos propensos a desenvolver a 

anaplasmose (KOCAN et al., 2004). Os bezerros nascidos em regiões endêmicas, 

ao se infectarem nos primeiros dias de vida, apresentam elevada imunidade em 

decorrência da ação de anticorpos colostrais e da imunidade celular (MADRUGA 

et al., 1987). Na região metalúrgica de Minas Gerais, Melo et al. (2001), 

constataram que bezerros nascidos na estação seca estariam sujeitos a 

desenvolverem doença na estação chuvosa subsequente, provavelmente, em 

virtude dos baixos níveis de anticorpos colostrais e da escassa proteção dos 

anticorpos adquiridos, já que na estação seca o desafio pelos carrapatos é baixo e 

insuficiente para estimular a produção de níveis elevados de anticorpos. 

 Em virtude dessas características epidemiológicas, o conceito de 

estabilidade/instabilidade enzoótica, proposto e aplicado por Mahoney et al. (1973) 

no estudo das babesioses bovinas, também tem sido aplicado no estudo da 

anaplasmose bovina (GUGLIELMONE, 1995). 

 Se por um lado a resistência etária nas infecções por A. marginale seja 

reconhecida consensualmente à semelhança do que se observa nas babesioses 

bovinas, a suscetibilidade relacionada à raça é contestável. Em diversos estudos 

realizados sob condições naturais ou experimentais (OTIM et al., 1980; BOCK et 

al., 1997; BOCK et al., 1999) verifica-se que quando se detecta alguma diferença 

em favor dos zebuínos, ela é muito discreta. Parker et al. (1985) relataram que as 

manifestações da infecção por A. marginale foram apenas ligeiramente mais 

brandas em novilhas zebuínas puras do que em novilhas taurinas. Bock et al. 

(1997) avaliaram as consequências da infecção em novilhos taurinos, zebuínos e 

cruzados meio-sangue e ¼ zebu e concluíram que independentemente da raça e 



do grau de sangue há risco de desenvolvimento de doença grave, quando os 

animais são expostos a isolados virulentos de A. marginale. 

 As infecções por A. marginale assemelham-se clinicamente às 

babesioses (TRUEBLOOD et al., 2001) não apresentando nenhum sinal 

patognomônico, o que inviabiliza a possibilidade de diagnóstico clínico, tornando 

necessário o apoio laboratorial (RADOSTITS et al., 2000). 

 O A. marginale determina as formas clínicas aguda, superaguda, leve 

e/ou crônica, (RISTIC, 1981; MARTINS & CORRÊA, 1995), com um período pré 

patente de 20 a 40 dias seguido por parasitemia. No pico da enfermidade, a queda 

do hematócrito é acentuada e mais de 75% dos eritrócitos podem estar infectados, 

com o quadro podendo persistir por uma a duas semanas (NASCIMENTO et al., 

1981; KREIER et al., 1991). Os sinais observados consistem de anemia 

hemolítica, icterícia, dispnéia, taquicardia, febre, fadiga, lacrimejamento, sialorréia, 

diarréia, micção frequente, anorexia, perda de peso, aborto, às vezes 

agressividade (RISTIC, 1981; ALDERINK & DIETRICH, 1983; BARBET, 1995), 

podendo levar o animal à morte em menos de 24 horas (FARIAS, 1995). 

 

Trypanosoma vivax 
 

 As tripanossomíases são causadas por espécies do gênero 

Trypanosoma que pertencem ao filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida. Os 

tripanosomas estão entre os mais primitivos dos eucariótos e, devido a sua 

linhagem ancestral não é surpreendente que apresentem propriedades biológicas 

não usuais. Eles estão entre os primeiros eucariontes por terem mitocôndria e 

uma de suas mais marcáveis características é seu DNA mitocôndrial, conhecido 

como DNA cinetoplástico (kDNA), localizada na base do flagelo. Contrário a 

qualquer outro DNA na natureza, o kDNA está organizado dentro de uma rede 

contendo vários milhares de círculos de DNA interligados topologicamente. Os 

círculos são de dois tipos. Há vários milhares de pequenos minicírculos e de uma 



a poucas dúzias de maxicírculos. Cada célula contém uma única rede dentro da 

matriz de sua única mitocôndria (ENGLUND et al., 1996). 

  Enquanto a taxonomia destes protozoários flagelados tem sido cada vez 

mais acurada nos últimos tempos, a origem e evolução dos mesmos são ainda 

pouco conhecidas. Na falta de registros fósseis, a evolução dos Kinetoplastida tem 

sido bastante especulativa. Entretanto, com o uso das ferramentas modernas e 

informações genéticas, atualmente está se começando a inferir quais poderiam ter 

sido seus ancestrais (SILVA et al., 2002). 

 Um dos primeiros a especular sobre as relações filogenéticas dos 

tripanosomas foi Leger (1904), sugerindo que seus ancestrais teriam sido 

parasitos monogenéticos de insetos não hematófagos. Quase sessenta anos mais 

tarde, Baker (1963) sugeriu uma filogenia na qual um tripanosomatídeo ancestral 

deu origem a dois grupos: o primeiro contendo linhagens transmitidas por insetos 

(tripanosomas de crocodilos, aves e mamíferos, excluindo o grupo dos “Salivaria”), 

e o segundo contendo espécies transmitidas por sanguessugas (tripanosomas de 

peixes, anfíbios e répteis aquáticos). Os tripanosomas africanos teriam então 

divergido da linhagem dos vertebrados aquáticos transmitidos pela sanguessuga. 

Esta hipótese foi compartilhada por Woo (1970). Adicionalmente, Hoare (1972) 

propôs que a seção Salivaria teria originado recentemente a partir dos 

tripanosomas Stercoraria. 

 Uma segunda hipótese para a origem dos Kinetoplastida foi proposta 

originalmente por Minchin (1908), que sugeriu que os ancestrais dos 

tripanosomatídeos teriam parasitado inicialmente o intestino de antigos 

vertebrados aquáticos. O sangue teria sido invadido logo após e 

subsequentemente, estes tripanosomatídeos teriam passado para as 

sanguessugas e insetos hematófagos. Estes, por sua vez, teriam espalhado os 

parasitos nos diferentes grupos de vertebrados, terrestres e aquáticos. Esta 

hipótese recebeu mais tarde apoio de diferentes grupos (LAVIER, 1943; 

WALLACE, 1966; LAINSON e SHAW, 1987). 



 Análises preliminares da filogenia molecular dos Kinetoplastida, usando 

genes ribossomais (rDNA) sugeriram que a origem dos tripanosomas era 

parafilética (MARCHE et al., 1995; BERCHTHOLD et al., 1994). Por outro lado, as 

comparações dos aminoácidos dos genes de gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (WIEMER et al., 1995) ou sequências que codificam para outras 

proteínas (HASHIMOTO et al., 1995; ALVAREZ et al., 1996; HAAG et al., 1998) 

sugeriram monofilia das seções Salivaria e Stercoraria.  Um estudo completo 

envolvendo um maior número de gêneros dos Kinetoplastida concordou com a 

monofilia dos tripanosomas (STEVENS & GIBSON 1999). As estimativas da 

divergência dos Salivaria são de 335 (HAAG et al. 1998) e 100 milhões de anos 

(STEVENS e GIBSON, 1999), o que colocaria a origem destes tripanosomas na 

época em que os continentes estavam juntos (Pangea) ou na época em que a 

África se separou dos outros continentes, respectivamente. Finalmente, Overath et 

al. (2001) sugeriram que os Salivaria apareceram originalmente em répteis, os 

vertebrados dominantes na época em que estes tripanosomas divergiram. A 

transferência de répteis para mamíferos teria acontecido quando as moscas tsé-

tsé ou seus ancestrais surgiram. 

 Todos os hemoflagelados pertencem à família Trypanosomatidae. 

Baseado no modo de transmissão, Hoare (1972) e Losos (1986) concordaram na 

divisão do gênero Trypanosoma em duas seções: “Salivaria” e “Stercoraria”. Os 

tripanosomas da seção Salivaria são aqueles transmitidos através das glândulas 

salivares (inoculativa), e os Stercoraria aqueles que são transmitidos por meio das 

fezes dos insetos vetores (contaminativa). Nessas revisões, esses autores 

concordaram também na divisão da seção Salivaria em quatro subgêneros 

(Dutonella, Pycnomonas, Nannomonas e Trypanozoon) e a seção Stercoraria em 

três subgêneros (Herpetosoma, Megatrypanum e Schizotrypanum). Losos (1986) 

sugere uma classificação prática dos tripanosomas de importância médica e 

veterinária, como se segue: 

 
 



Salivaria 

Subgênero Duttonella 

Espécie: Trypanosoma vivax 

Subgênero Nannomonas 

Espécies: Trypanosoma congolense, Trypanosoma simiae 

Subgênero Trypanozoon 

Espécies: Trypanosoma brucei, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma 

gambiense, Trypanosoma evansi e Trypanosoma. equiperdum 

Subgênero: Pycnomonas 

Espécie: Trypanosoma suis 

 

Stercoraria 

Subgênero Schizotrypanum 

Espécie: Trypanosoma cruzi 

 

 Os tripanosomas patogênicos de importância pecuária se encontram 

todos localizados na seção Salivaria, dos quais apenas T. vivax, T. equiperdum e 

T. evansi podem ser encontrados na América do Sul (SILVA et al., 2002). 

 O T. vivax e o T. evansi são um risco potencial para mais de 500 

milhões de bovinos e 100 milhões de búfalos (PEREGRINE, 1994). O T. vivax 

infecta um grande número de espécies de ungulados selvagens e domésticos. Na 

África é o responsável pela tripanossomíase em equinos, bovinos e outros 

ruminantes. Os camelos são também suscetíveis ao T. vivax, cães e suínos são 

refratários ao mesmo (SILVA et al., 2002).  

 Como resultado da sua co-evolução, tripanosomas são muitas vezes 

não patogênicos em animais selvagens (MULLA & RICKMAN, 1988). Do mesmo 

modo, algumas raças de bovinos permanecem relativamente saudáveis e 

produtivas em áreas onde ocorrem tripanossomíases transmissíveis por mosca 

(MURRAY, et al. 1979). Embora estes animais tornam-se infectados, são mais 

resistentes à patogenicidade consequentes da infecção do que outras raças. 



Naturalmente gado resistente à doença é conhecido como trypanotolerantes e 

inclui Bos taurus (OSÓRIO et al.; 2008). Em áreas onde existe um elevado risco 

de infecção, gado trypanotolerante continua a crescer e reproduzir, enquanto gado 

zebu (Bos indicus) torna-se caquético, fraco, propenso ao aborto, e 

frequentemente vem a óbito (MURRAY et al. 1982). No entanto, ambas as raças 

de bovinos são altamente suscetíveis à infecção por cepas de T. vivax 

hemorrágico (WILLIAMS et al. 1992). 

 Esse tripanosoma é transmitido ciclicamente pelas moscas tsé-tsé e 

mecanicamente por outras moscas hematófagas. As moscas dos estábulos e 

outros tabanídeos (“mutucas”) podem ser vetores somente na Américas e nas 

áreas da África onde não ocorre a mosca tsé-tsé (LEVINE, 1973). Os bezerros são 

mais resistentes que os bovinos adultos e podem se infectar, sobreviver e tornar-

se portadores. Os transmissores são os tabanídeos, Stomoxys calcitrans e talvez 

outros insetos hematófagos. O T. vivax é encontrado em toda a área ocupada pela 

mosca tsé-tsé na África. No Oeste da África o T. vivax é considerado o mais 

patogênico e importante tripanosoma que afeta os bovinos. Ele, contudo, tem se 

expandido para outras áreas da África e América Central, América do Sul e Caribe 

(SILVA et al., 2002).  

 A primeira ocorrência do T. vivax nas Américas foi observada na Guiana 

Francesa em 1919 e mais tarde em outros países da América do Sul, Central, e 

algumas ilhas do Caribe (SILVA et al., 2002). 

 No Brasil, a ocorrência do T. vivax foi mencionada pela primeira vez por 

Boulhosa (1946) em bovinos da zona bragantina no Estado do Pará. 

Posteriormente, Shaw e Lainson (1972) descreveram o parasito em um búfalo 

(Bubalus bubalis) nas proximidades da cidade de Belém, Pará. Outros relatos 

sobre T. vivax foram feitos também por Serra-Freire (1981), em ovinos e bovinos, 

no Oiapoque, Amapá; em búfalos no Amapá, por Serra-Freire (1983). Na região 

Centro-Oeste, foram feitos relatos do parasito em bovinos no Pantanal de Poconé 

no estado do Mato Grosso (SILVA et al. 1995, 1996) e  no Pantanal do Mato 

Grosso do Sul no município de Miranda (PAIVA et al., 1997).  No Maranhão existe 



apenas um registro em Itapecuru Mirim, município próximo à capital do estado 

(GUERRA et al., 2008).  

 Fora das áreas de ocorrência da mosca tsé-tsé, como na América do 

Sul, o parasitismo é realizado por outras moscas hematófagas quando a 

transmissão é monocíclica. Assim, os parasitos são transmitidos mecanicamente 

por hospedeiros vertebrados, sem crescimento ou multiplicação nos insetos 

(HOARE, 1972; MOLYNEUX & ASHFORD 1983; GARDINER, 1989). Nestes 

casos, a mosca alimenta-se de mais de um animal antes da repleção e permanece 

infectada por apenas um curto espaço de tempo. No entanto, a transmissão 

mecânica de T. vivax por outras moscas hematófagas, exceto a tsé-tsé, permitiu 

ao parasito estabelecer-se na América do Sul e Ilhas Maurícias. Na América do 

Sul, T. vivax foi disseminado pelas “mutucas” (Tabanidae) (HOARE, 1972) e 

moscas dos estábulos (Stomoxys spp.) (LEVINE, 1973). Transmissão mecânica 

entre vacas foi experimentalmente demonstrada para tabanídeos Cryptotylus 

unicolor (FERENC et al. 1988 apud DWINGER & HALL 2000), e Tabanus 

importunus (RAYMOND, 1990) na Guiana Francesa, e para Tabanus nebulosus 

na Colômbia (OTTE & ABUABARA, 1991). Embora tenha sido proposto que o 

parasito pode ser transmitido ciclicamente na América do Sul por um vetor 

desconhecido diferente da Glossina (WELLS, 1972), nenhuma prova está 

disponível para apoiar esta hipótese. Transmissão mecânica de isolados Africanos 

de T. vivax foi recentemente demonstrada em condições experimentais com 

tabanídeos (DESQUESNES & DIA 2003, 2004). Estes dados sugerem que, na 

África, transmissão mecânica e cíclica co-existem no campo. No entanto, apenas 

transmissão mecânica pode explicar a presença permanente de T. vivax fora da 

área da tsé-tsé. Alguns autores também mencionaram mosquitos como potenciais 

vetores de T. vivax na Venezuela e em Cuba (RUIZ-MARTINEZ, 1971; 

CORDOVES et al., 1982). Experimentalmente, T.vivax também pode ser 

transmitida por transfusão de sangue infectado (VAN DEN BOSSCHE et al., 

2000).  



 Para a transmissão mecânica ser alcançada, uma série de condições 

deve ser cumprida simultaneamente (alta parasitemia em transportadoras, a 

abundância dos vetores, a disponibilidade de receptores), e, consequentemente, a 

sua probabilidade é relativamente baixa. Isso explica por que a transmissão não é 

observada todos os anos. No entanto, quando estas condições forem preenchidas, 

a incidência de infecções transmitidas mecanicamente é muito elevada (> 70% por 

mês) e desencadeia surtos (OSÓRIO, 2008).  

 O grau de parasitemia nos mamíferos hospedeiros afeta a taxa de 

transmissão mecânica de T. vivax (ROBERTS et al., 1989). Uma ligação direta 

entre o nível de parasitemia e o sucesso da transmissão pode ainda ser 

estabelecida (DESQUESNES et al., 2005). Outro fator associado a esta taxa é a 

presença de tabanídeos, que tem grandes populações em áreas pantanosas. Otte 

et al. (1994) encontraram uma significativa relação temporal entre a atividade 

alimentar de tabanídeos e a incidência de T. vivax, fornecendo evidências para o 

papel desempenhado por estes insetos em infecção por T. vivax. 

 Na América Latina, transmissão transplacentária de T. vivax e a 

manifestação peri-natal da tripanossomíase parecem ser de relevância 

epidemiológica. Indícios reunidos por Betancourt (1978, apud DWINGER & HALL, 

2000) da Venezuela, foram mais tarde confirmados em condições experimentais, 

no mesmo país (MELÉNDEZ et al., 1993), bem como durante os focos de infecção 

no Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil (BARBOSA Jr et al., comunicação 

pesoal). Na África, em contraste, a transmissão transplacentária é incomum 

(OGWU & NURU, 1981) e, portanto de baixa relevância na epidemiologia da 

doença (DWINGER & HALL, 2000). 

 Em áreas onde transmissão de T. vivax é estritamente mecânica, tais 

como na América Latina, a tripanossomíase bovina ocorre na forma de surtos 

epizoóticos periódicos múltiplos. As situações epidemiológicas são instáveis uma 

que a transmissão mecânica é imprevisível. Após uma “onda epizoótica”, as 

infecções são gradualmente eliminadas pela auto-cura e tratamento (inicialmente, 

tratamentos contra a tripanossomíase, no caso de um surto epizoótico e, mais 



tarde, possivelmente contra babesiose). Durante este período, o que poderia ser 

referido como o “período inter-epizoótico”, concomitante imunidade torna-se 

estabelecida e mantém parasitemia muito baixa. É muito difícil detectar parasitos 

no sangue dos animais (prevalência parasitológica é nula), mas a presença do 

parasito na população é, no entanto confirmado pela prevalência não insignificante 

de anticorpos ao longo de vários anos. Depois de vários anos, a maioria da 

população torna-se suscetível (soroprevalência abaixo para 20%-30%), e quando 

outras circunstâncias (imunossupressão sazonal que leva à alta parasitemias em 

um número de proliferação de transportadoras e vetor) outro “surto epizoótico” é 

desencadeado. Este fenômeno, que pode referir-se como “uma gangorra 

epidemiológica” é típico de transmissão mecânica de tripanossomíase bovina e 

tem sido observada em diversos países da América do Sul (Guiana Francesa, 

Colômbia e Venezuela) (DESQUESNES, 1997). Os tripanossomos que são 

responsáveis pelos focos epizoóticos já estão presentes nos rebanhos e quando 

os animais passam por estresse, tais como seca e hiper abundância de insetos 

hematófagos ou há movimentação dos rebanhos a doença se manifesta 

clinicamente. É por isso que a doença ocorre frequentemente sob a forma de 

focos múltiplos (concomitante ressurgem sob o efeito do clima, ou a disseminação 

da doença por um lote de animais transportadores que são vendidos 

individualmente aos diferentes agricultores). Esta alternância entre fases 

“epizoóticas clínica” e “inter-epizoóticas subclínica” é caracterizada por longos 

períodos de silêncio durante o qual o parasito não é visível seguido de muito 

difundida explosões clínicas (DESQUESNES, 2004). 

 Certos isolados africanos de T. vivax podem causar doença aguda 

acompanhada de síndrome hemorrágica (MWONGELA et al. 1981, ROEDER et al. 

1984). Características típicas destas infecções incluem alta, persistente 

parasitemia, febre, anemia muito acentuada, e hemorragia visceral generalizada e 

nas mucosas, especialmente no trato gastrointestinal. No campo, a doença 

afetando bovinos adultos pode ser grave o suficiente para levar à morte ou aborto, 

mesmo antes do diagnóstico ser atingido e tratamento poder ser iniciado 



(MWONGELA et al. 1981). No entanto, essa característica nunca foi descrita na 

América Latina (DESQUESNES, 2004). 

 Na América do Sul, a doença causada por T. vivax em bovinos adultos é 

acompanhada por febre, parasitemia, anemia, letargia, perda da função física, 

diminuição da produção de leite, aborto e morte (LOSOS & IKEDE, 1972). 

Lacrimejamento, edema subcutâneo da cabeça, epistaxe e diarréia foram 

relatadas em bovinos que morreram após infecção experimental (VOHRADSKY, 

1971). Estudos experimentais têm sido realizados em bovinos, ovinos, caprinos, 

suínos e equinos utilizando T. vivax isolado de um búfalo do Norte brasileiro 

estado do Amapá. O quadro clínico mais frequente incluiu febre intermitente, 

lacrimejamento, descarga nasal, anemia, edema e progressiva perda de peso 

(SOUZA, 1980). A anemia é o principal sinal de tripanossomíase bovina, bem 

como a sua persistência é responsável por insuficiência cardíaca congestiva 

(SANNUSI, 1979 apud GARDINER, 1989). Estas são as principais causas de 

morte no campo (MURRAY et al. 1979).  

 O período pré patente de infecção por T. vivax é variável, dependendo 

do hospedeiro e do parasito isolado. Em ovinos e caprinos, o período de 

incubação dura entre quatro a 12 dias (HOOF et al. 1948). Em bovinos, que varia 

de nove a 14 dias para os isolados virulentos, e de nove a 59 dias em infecções 

com menos isolados patogênicos (HOARE, 1972).  As parasitemias de T. vivax 

exibem flutuações irregulares, como alguns casos, ocorrem em níveis elevados no 

período da manhã e em níveis mais baixos na parte da tarde do mesmo dia. Como 

regra, porém, um período inicial de parasitemia durará vários meses antes da 

tripanossomíase tornar-se indetectável no sangue. Após essa fase, ocorrem 

períodos de recorrência (HOOF et al. 1948). Doenças intercorrentes também são 

conhecidas como fatores predisponentes para a infecção por T. vivax em bovinos 

(DESQUESNES & GARDINER, 1993). 

 Otte et al. (1994) mostraram que a doença pode tornar-se subclínica em 

definições endêmica, embora ainda cause importantes perdas na produção. 

Animais recuperados da doença podem tornar-se reservatórios, com baixa ou 



mesmo indetectáveis níveis do parasito no sangue (PLATA, 1931). Na fase sem 

parasitemia, tripanosomas podem ser encontrados nos linfonodos, olhos, e no 

líquido cefalorraquidiano (HOARE, 1972, WHITELAW, et al. 1988, TUNTASUVAN, 

et al. 1997). A doença inaparente podem ser reativadas por estresse. Como 

consequência, o agente infeccioso pode propagar-se rapidamente quando o 

movimento de bovinos ao longo de rotas comerciais é combinado com a 

disponibilidade de potenciais vetores (DWINGER & HALL, 2000). Dada à 

possibilidade de localização extravascular, T. vivax pode danificar diretamente os 

tecidos, como quando os tecidos oculares estão envolvidos, com a consequente 

ceratite (HOARE, 1972), ou quando o músculo cardíaco apresenta lesões 

caracterizadas por hemorragia e infiltrado mononuclear (VAN DEN INGH & NEIJS-

BAKER, 1979, VALLI & FORSBERG, 1979, KIMETO et al. 1990).  

 Nas várias fases, tripanosomíase devido ao T. vivax assemelha-se a 

uma série de outras doenças, e isso ocorre com frequência, ao mesmo tempo em 

que outras infecções. Na fase aguda febril, tripanosomíase deve ser diferenciada 

da babesiose, anaplasmose, e até mesmo febre da Costa Leste na África. 

Tripanossomíase aguda raramente produz icterícia e não é acompanhado por 

hemoglobinúria. Estas características e achados parasitológicos diferenciam 

tripanosomíase da babesiose. A forma crônica é uma doença afebril da qual 

anemia, emagrecimento, e linfoadenomegalia são sintomas comuns. É importante 

diferenciar essa doença de desnutrição e helmintoses. Em nenhuma destas 

condições linfoadenomegalia é encontrado. A detecção dos ovos de helmintos nas 

fezes é um complemento útil para o diagnóstico de helmintoses, mas a ausência 

de ovos nas amostras fecais colhidas de bovinos com fasciolose crônica, bem 

como a ocorrência de anemia e edema subcutâneo, pode tornar o diagnóstico 

diferencial difícil. Nos casos de desnutrição, o grau de anemia é raramente severo 

na escala do rebanho, como é na tripanossomíase, embora marcadas variações 

individuais ocorram (OSÓRIO et al.; 2008). 

  O controle da doença deve combinar circulação restrita de animais 

doentes, o tratamento dos animais infectados com T. vivax, distribuição da 



vigilância epidemiológica e gravidade da doença, e eliminação ou controle do vetor 

(DWINGER & HALL, 2000). O tratamento satisfatório da tripanossomíase requer 

mais do que uma correta administração da droga tripanossomicida, e a velocidade 

de recuperação é em grande parte determinada pelo plano de nutrição, a 

quantidade de exercício durante a convalescência, bem como a duração da 

doença. Bem descansado e bem alimentado animais recuperam mais rapidamente 

após terapia tripanomicida do que animais desnutridos que têm de caminhar 

longas distâncias para chegar às pastagens e água. (KINABO, 1993; VAN DEN 

BOSSCHE, et al. 2000). 

 Considerando-se o histórico da expansão da tripanossomíase por T. 

vivax, a economia em processo de globalização, com consequente 

comercialização de animais entre os países sul-americanos, faz-se necessário um 

maior e melhor conhecimento desta doença nos animais de produção. Partindo do 

princípio de que o diagnóstico das infecções por T. vivax é um desafio em função 

da baixa parasitemia observada na maioria das infecções, reforça-se a 

importância da necessidade do conhecimento da soroepidemilogia desta 

enfermidade, aliado ao fato de não haver dados para o estado do Maranhão que 

nos permita avaliar o impacto desta parasitose.  

 

Diagnóstico 
 
 O exame direto de esfregaços sanguíneos colhidos de ponta de orelha é 

o principal método diagnóstico empregado, pois além da praticidade é o método 

que apresenta o mais baixo custo. Porém a baixa sensibilidade dessa técnica é 

um fator limitante para a aplicação em estudos epidemiológicos, em decorrência 

da incapacidade de se detectar animais cronicamente infectados convertidos ao 

estado de portador (BOSE et al., 1995; COSTA-JUNIOR et al., 2006). 

 Apesar de apresentarem elevadas sensibilidade e especificidade, uma 

das principais limitações dos métodos sorológicos é que eles apenas indicam a 



exposição ao agente infeccioso, não informando sobre o curso da infecção 

(WAGNER et al., 1992). 

 O advento das técnicas moleculares de diagnóstico propiciou a 

conjugação de elevada sensibilidade e especificidade com a possibilidade de 

detecção do próprio parasito, e não de anticorpos. Essa característica é 

particularmente interessante, pois permite discriminar os animais infectados que 

apresentam baixa parasitemia daqueles que por haverem eliminado as infecções 

não são fonte de infecção para os carrapatos (CAVALCANTE, 2007). 

 Com os avanços da biologia molecular, as novas técnicas de 

diagnóstico oferecem algumas vantagens em relação aos testes sorológicos mais 

utilizados, pois são mais específicos, sensíveis e mais ágeis, permitindo que as 

medidas de controle sejam adotas com maior segurança (GASSER, 1999).  

 Para o diagnóstico da infecção por Babesia spp. deve ser levado em 

conta dados epidemiológicos, sinais clínicos, exames laboratoriais e lesões 

observadas na necropsia. No caso de animais com sinais clínicos, surtos ou 

mortes, o mais importante é o diagnóstico clínico, imediato, através da avaliação 

dos sintomas como febre, anemia, icterícia, anorexia, hemoglobinúria e sintomas 

nervosos. O diagnóstico pelos sinais clínicos é relativamente simples, porém 

muitas vezes a doença se apresenta de forma super aguda, onde os sintomas 

nem sempre são identificados. Além disso, a avaliação dos sinais clínicos de 

forma isolada não permite um diagnóstico específico, já que os sintomas podem 

ser comuns a outras enfermidades (MADRUGA et al., 1986).   

 A infecção pode ser avaliada de forma indireta através da técnica de 

Imunofluorescência Indireta (GUGLIELMONE et al., 1991), de forma direta através 

da subinoculação em terneiros esplenectomizados (MAHONEY et al., 1973) e pela 

técnica de reação em cadeia da polimerase – PCR (FIGUEROA et al., 1992).   

 O diagnóstico epidemiológico é de grande valia para verificar a presença 

e intensidade do agente no meio ambiente, através da identificação de animais 

portadores sadios, permitindo a programação de medidas profiláticas adequadas 

(MAHONEY et al. 1973). A identificação dos animais cronicamente infectados, ou 



seja, sem apresentar sintomatologia clínica, pode ser feita de maneira indireta ou 

direta.  

 O imunodiagnóstico através de testes sorológicos é capaz de verificar a 

presença e intensidade de anticorpos específicos no soro dos animais e serve 

indiretamente como indicador da presença do agente (MAHONEY, 1962).  

Segundo BÖSE et al. (1995), muitos testes têm sido desenvolvidos para a 

detecção de anticorpos para Babesia spp.; entretanto, três são rotineiramente 

mais utilizados: os testes de imunofluorescência indireta, ELISA e fixação de 

complemento .   

 Cada prova sorológica apresenta vantagens e desvantagens, conforme 

seu nível de sensibilidade, especificidade, simplicidade e custo (WEILAND & 

REITER, 1988). As técnicas sorológicas de rotina, particularmente, 

imunofluorescência indireta, oferece alguns inconvenientes como a subjetividade 

do operador durante a leitura, número limitante de amostras, por ser extenuante 

ao leitor e nem sempre é muito específica (BÖSE et al., 1995), bem como em 

algumas situações, os animais podem apresentar resultados positivos sem 

apresentar a infecção, como no caso de anticorpos colostrais em animais jovens 

ou quando tenham sido esterilizados por quimioterapia (JOHNSTON et al., 1973; 

MAHONEY, et al., 1979).  

 A técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) permite a 

confirmação da presença e a discriminação dos parasitos quando em níveis muito 

baixos no sangue de animais portadores sadios, sendo fundamental para a 

elaboração de programas de controle da doença (ALMERIA et al., 2001).   

 Azambuja et al. (1994) afirma que através da PCR, é possível 

diferenciar B. bovis de B. bigemina e outros hemoparasitos dos bovinos, devido à 

alta especificidade da técnica. Segundo Madruga et al. (2002), através da PCR foi 

possível diferenciar e caracterizar, geneticamente e antigenicamente, os isolados 

de B. bigemina, em cinco regiões fisiográficas diferentes do Brasil, contribuindo 

para estudos epidemiológicos deste hemoparasito, bem como o desenvolvimento 

de vacinas de subunidade.  



 Serqueira et al. (2005) utilizaram a técnica de PCR para estimar a taxa de 

infecção por B. bovis e B. bigemina no sangue de bovinos, em fêmeas 

ingurgitadas de B. microplus, bem como em ovos deste ácaro. A alta 

especificidade e sensibilidade analítica da PCR tornaram esta técnica uma 

ferramenta valiosa para realizar estudos epidemiológicos em uma determinada 

região, permitindo traçar medidas de controle eficazes, principalmente em casos 

de infecções latentes nos bovinos (FIGUEROA et al., 1992).   
 A técnica de esfregaço sanguíneo continua sendo a de maior 

praticidade para diagnóstico das infecções por A. marginale, especialmente, 

durante a fase aguda, quando grande parte dos eritrócitos está parasitado (HART 

et al., 1992). Contudo, trata-se de um método pouco sensível e incapaz de 

detectar o parasito nos casos de baixos níveis de rickettsemia que ocorrem 

predominantemente durante a fase crônica (VIDOTTO & MARANA, 2001). 

 Segundo Trueblood et al. (2001), o fato dos animais persistirem infectados 

após se recuperam de uma primo-infecção por Anaplasma faz com que os níveis 

de anticorpos se mantenham elevados, favorecendo com isso a possibilidade de 

realização de diagnóstico indireto, por diferentes métodos sorológicos. No entanto, 

McGuire et al. (1991) consideram que as técnicas sorológicas apresentam um 

elevado índice de erros em função, principalmente, de resultados falso-positivos 

cuja principal causa seria a contaminação dos antígenos utilizados por proteínas 

de eritrócitos. 

 McGuire et. al. (1991) consideravam que a utilização de antígenos 

purificados, livres dos contaminantes de hemácias, aumentaria a especificidade de 

todos os métodos sorológicos, tais como, fixação de complemento (FC), 

aglutinação em cartão (CT), aglutinação em tubo capilar (CTA) reação 

imunoenzimática (ELISA), imunofluorescência Indireta (IFI), imunobloting e 

radioimunoensaio.  

 No entanto, nas últimas décadas, as técnicas baseadas em ensaios 

imunoenzimáticos (ELISA) têm substituído as demais técnicas sorológicas 

(BARROS et al., 2005) em função das vantagens que apresenta. Além de 



possibilitar a análise de um grande número de amostras, trata-se de uma 

metodologia que elimina erros da avaliação subjetiva (MADRUGA et al., 2000a) 

pela possibilidade de leitura automatizada (SOARES, 2001). O teste 

imunoenzimático de ELISA é capaz de detectar e quantificar a presença de 

anticorpos em baixas concentrações. O antígeno solúvel purificado, produzido a 

partir de amostras de sangue com 80% de parasitemia de A. marginale, é 

adsorvido pela placa de poliestireno (DUZGUN et al., 1988; MADRUGA et al., 
1996). A reação imunoenzimática do ELISA é utilizada para detecção rápida de 

antígeno ou anticorpo. Utiliza pequena quantidade de reagente depositado em um 

ponto sobre discos de nitrocelulose com afinidade por proteína, havendo formação 

de cor após a reação anticorpo antígeno-específico e antianticorpo ligado à 

enzima e pela adição de um substrato cromogênico precipitável, facilmente 

visualizado. O teste pode ser empregado na titulação e triagem de soros, com 

sensibilidade semelhante a imunofluorescência indireta (PAPPAS, 1988; 

MONTENEGRO-JAMES et al., 1990). 

 Em decorrência das várias vantagens das técnicas imunoenzimáticas de 

diagnóstico e da característica de possibilitar a análise de um grande número de 

amostras em um curto intervalo de tempo, essas técnicas têm sido as mais 

utilizadas nos estudos epidemiológicos da anaplasmose bovina, inclusive no Brasil 

(MADRUGA et al., 2000b; VIEIRA et al., 2002; BARROS et al., 2005). 

 Apesar da indiscutível relevância das técnicas imunológicas, há 

particularidades na epidemiologia das infecções por A. marginale cuja 

investigação não pode ser assistida por essas técnicas. Um desses aspectos diz 

respeito à necessidade de se definir os parâmetros quantitativos da transmissão 

da rickéttsia, que dependem da detecção do parasito tanto no hospedeiro 

vertebrado como nos invertebrados (CAVALCANTE, 2007). 

 Os primeiros avanços científicos obtidos com a aplicação das provas 

baseadas na detecção de DNA de A. marginale foram revisados por diversos 

autores (BARBET, 1995; FIGUEROA & BUENING, 1995; STILLER & COAN, 

1995). Nessas publicações os autores descrevem o progresso das técnicas de 



biologia molecular e as conseqüentes descobertas que propiciaram em relação a 

essa rickettsia. 

 Atualmente, a PCR, desenvolvida por MULLIS & FALOONA (1987), tem 

sido a técnica molecular mais utilizada na investigação dessa e de outros 

parasitos. Pela PCR, uma determinada região do genoma de qualquer organismo 

pode ser multiplicada em milhões de cópias, possibilitando o diagnóstico 

específico com elevada sensibilidade. 

 A facilidade com que T. vivax é transmitido por meio de uma variedade 

de insetos vetores limita ainda mais a possibilidade de definir a sua ocorrência em 

determinadas zonas com base na presença de insetos vetores específicos. 

Portanto, a detecção de T. vivax no sangue de animais infectados é o único meio 

confiável de diagnóstico (MASAKE et al., 1997). Embora possa ocorrer em 

bovinos infectados com outras espécies de tripanosomas, um exame cuidadoso 

de esfregaços sanguíneos finos corados com Giemsa é mais provável para revelar 

a presença de infecções mistas de tripanosomas (GARDINER, 1989). O grande 

cinetoplasto de T. vivax é, em si, uma característica valiosa para o diagnóstico, 

uma vez que facilita a identificação em esfregaços sanguíneos (HOARE, 1972).  

 No entanto, o diagnóstico de infecções por T. vivax continua a ser um 

desafio, especialmente porque a parasitemia é frequentemente muito baixa na 

maioria das infecções. Microscopia tem sido tradicionalmente empregada na 

identificação positiva deste parasito (WOO 1971; MURRAY et al. 1977). No 

entanto, a escassez de tripanossomas no sangue dos animais infectados 

cronicamente limita a utilização das técnicas parasitológicas isoladamente no 

diagnóstico. Isto tem provado ser extremamente difícil no campo de estudos para 

examinar a prevalência da tripanossomíase (NANTULYA 1990). 

 Técnicas moleculares de diagnóstico, como a PCR geralmente têm 

provado ser ferramentas muito específicas e sensíveis. A PCR é baseada na 

amplificação de milhões de cópias de uma região específica do genoma de 

qualquer organismo, utilizando-se uma enzima DNA-polimerase termoestável, 

oligonucleotídeos livres e seqüências de oligonucleotídeos iniciadores (primers), 



em um tampão contendo substâncias que favorecem a reação (FIGUEROA et al., 

1992; BÖSE et al., 1995; FIGUEROA et al., 1996). 

 A PCR é capaz de detectar quantidades tão pequenas quanto 1 pb de 

DNA  (BÖSE et al., 1995), e consiste na utilização de sequências iniciadoras 

internas às utilizadas na PCR, ou seja, que anelem ao fragmento amplificado pela 

PCR em uma  segunda bateria de amplificação, aumentando ainda mais o número 

de cópias da sequência alvo e consequentemente a sensibilidade do teste 

(FIGUEROA et al., 1996). Além disso, a PCR foi capaz de detectar claramente 

DNA de tripanossoma no sangue de bovinos após 3-4 dias de administração 

(CLAUSEN et al., 1999). A PCR também tem sido proposto como uma ferramenta 

para estudos retrospectivos para detectar DNA de tripanossoma diretamente no 

soro (DESQUESNES, 1997). Apesar de sua sensibilidade e de uso generalizado, 

a PCR ainda não foi utilizada para estudos epizootiológicos de tripanosomÍases de 

gado no Brasil (DÁVILA et al., 2003). 

 A PCR apresenta sensibilidade cerca de 100 vezes maior que a técnica 

de esfregaço sanguíneo, detectando cerca de 10 pb de DNA do parasito nas 

amostras de sangue (BÖSE et al., 1995), sendo que essa sensibilidade pode ser 

aumentada ainda mais pela utilização da técnica de nested PCR (COSTA JUNIOR 

et al., 2006). 

 Embora a avaliação de um surto de tripanossomíase (NS Barbosa Jr et 

al. Comunicação pessoal), utilizando-se esfregaços sanguíneos e PCR, 

detectaram T. vivax no sangue de um bezerro que morreu logo após o 

nascimento. A baixa sensibilidade do método parasitológico adotado pode 

contribuir para as diferenças nos resultados (OSÓRIO, 2008). 

 A utilização das técnicas de PCR na investigação epidemiológica das 

infecções por Trypanosoma spp. e  Babesia spp. tem produzido informações 

relevantes, pois permitem a detecção desses agentes tanto nos hospedeiros 

vertebrados (BUENNING e FIGUEROA, 1996; OSAKI et al., 2002; OLIVEIRA et 

al., 2005, TEGLAS et al., 2005), quanto nos vetores (SPARAGANO et al., 1999; 

OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005). 



 Outras técnicas diagnósticas mais refinadas têm sido aplicadas para 

estudar T. vivax na América do Sul, como a análise de isoenzimas (DIRIE, et al. 

1993) e técnicas moleculares baseadas em ácidos nucléicos (DESQUESNES & 

TRESSE 1996). A avaliação de isolado de T. vivax na América do Sul 

(DESQUESNES & TRESSE 1996) através da PCR produziram excelentes 

resultados, quando comparado com outras técnicas diagnósticas. Métodos 

moleculares, porém, não são satisfatórios para a utilização em larga escala no 

campo (DWINGER & HALL, 2000), que exige bons e equipados laboratórios, 

equipe bem treinada, e reagentes caros, e muitas vezes tóxicos, alguns dos quais 

são cancerígenos. 

 O objetivo do presente trabalho foi determinar a soroprevalência de B. 

bovis, B. bigemina, A. marginale e realizar o diagnóstico parasitológico e molecular 

do T. vivax na Regional de Pedreiras, MA. 
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ABSTRACT 

 

This research was aimed to study seroepidemiological aspects of bovine 

babesiosis and anaplasmosis at the Pedreiras Basin, State of Maranhão, as well 

as obtain information about these diseases situation in the population. The 

detection of antibodies against Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma 

marginale was carried out by indirect enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) method. Bovine blood samples were collected from cattle herds from 

Pedreiras, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande and Trizidela do Vale 

municipalities. A total of 158 blood samples were collected, this number was 

determined by a mathematical model. From the total of samples 156 (98.7%), 157 

(99.4%) and 158 (100%) were seropositive for B. bovis, B. bigemina and A. 

marginale, respectively. There was not significant statistical difference among the 

four municipalities studied. It was possible to conclude that Pedreiras Basin is in a 

situation of enzootic stability for babesiosis and anaplasmosis, which indicate a risk 

of economic looses when susceptible animals from enzootic instability or free 

regions are introduced in the studied area. 
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1 INTRODUCTION 

Bovine babesiosis and anaplasmosis are hemoparasitic diseases 

responsible for economical losses due to reduction in meat and milk yield and the 

application of control measures. They also have impact on international cattle trade 

(Bock et al, 2004). These diseases are generally characterized by severe anemia 

that leads to mortality in non-immune herds.  

In Brazil bovine babesiosis is caused by the protozoans Babesia bovis and 

Babesia bigemina and bovine anaplasmosis by the rickettsia Anaplasma 

marginale. They are tick-borne diseases whose vector is Boophilus microplus. 

However A. marginale can also be transmitted mechanically by hematophagous 

diptera (Guglielmone, 1995).   

Babesiosis and anaplasmosis are typical disease from tropical areas where 

the prevalence is above 50% and in some places it could reach 90% (Tonnesen et 

al. 2006, Lopez et al. 2008). Generally the seroprevalence of bovine babesiosis 

and anaplasmosis in Brazil is high varying from region to region (Barros et. al., 

2005, Guedes Júnior et al., 2008; Araújo, 1997; Barci et al., 1994; Madruga et al., 

1983; Santos et al., 2001). However the lower seroprevalence for B. bovis was 

registered in the South region (Osaki et al., 2002) and for A. marginale in the North 

(Guedes Junior et al., 2008) even though been over 60%.  



The aim of this paper was to determine the seroprevalence of bovine 

babesiosis and anaplasmosis in cattle from Pedreiras Basin and characterize the 

epidemiological situation of these diseases in the studied area.  

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Characterization of studied area 

This work was performed in Pedreiras Basin, which is composed by four 

municipalities (Pedreiras, Bernardo do Mearim, Igarapé Grande and Trizidela do 

Vale). This Basin is located in Medio Mearim Region in the middle center of 

Maranhão State, the climate ranges 27 ºC to 37 ºC and it presents two distinct 

period: rainy (January to May) and dry (June to December). 

 

2.2 Sampling 

The size of the cattle population studied was determined through a 

mathematical model developed by Pan American Zoonosis Center (1979) for 

epidemiological study of chronic diseases. The formula is as follows: n = p (100-p) 

Z2/ (d.p/100)2, where n = sample number, p = expected prevalence, Z = degree of 

confidence, and d = error margin. The minimal sampling confers 95% of confidence 

degree and 3% of error probability.  

Five milliliters of blood samples were obtained from each animal from caudal 

vein using vaccum tubes. The serum obtained was stored at -20°C until the 

serological analysis. A total of 158 animals (145 females and 13 males), dairy 



cattle, and crossbred were sampled according to the following age groups: under 3 

years old, 3 to 7 years old and over 7 years old. 

 

2.3 Detection of antibodies against B. bovis, B. bigemina and A. marginale 

Serum samples were analyzed by Indirect enzyme-linked immunosorbent 

assays (ELISA) with crude antigens of B. bovis and B. bigemina previously 

described by Madruga et al. (2000 and 2001). For detection of antibodies against 

A. marginale a recombinant major surface protein 5 (rMSP5) was used (Silva et al., 

2006).  

 

3 RESULTS 

Of the 158 samples screened from Pedreiras Basin 156 (98.7%) were positive 

for B. bovis 157 (99.4%) for B. bigemina and 158 (100%) for A. marginale. The 

prevalence of seropositive animals in each municipality is summarized in Table 1. 

No statistical difference was observed among the studied municipalities. In regard 

to the sex, age, breed and frequency of antibodies against B. bovis, B. bigemina 

and A. marginale no statistical difference was also observed (Table 2). 

A high mortality due to acute babesiosis was reported in a farm from Bernardo 

do Mearim municipality where it was used an acaricide for tick control during 

approximately four months.  

 

 

 



4 DISCUSSION 

Bovine babesiosis have been reported though out Brazil, including all 

geographical regions (Araújo, 1997; Sousa et al., 2000, Santos et al., 2001; Osaki 

et al., 2002; Guedes Júnior et al., 2008). Studies on anaplasmosis have been 

performed in the Southeastern South, and Northeastern regions (Souza et al., 

2001, Vidoto et.al., 1998, Oliveira et al., 1992). This is the first report of Babesia 

spp. and A. marginale for Maranhão State.  

A high frequency of seropositive animals was detected so Pedreiras Basin can 

be classified as an area of enzootic stability for B. bovis, B. bigemina and A. 

marginale once the cattle displayed an efficient immunological response able to 

control the infection. This finding suggests a high rate of the transmission of these 

hemoparasites by the vector indicating that the environmental conditions are 

suitable for the vector life cycle as observed in other Brazilian states (Barros et al., 

2005). Previous studies in Brazil showed that there are different epidemiological 

situations, areas that can be characterized as enzootic stable and instable ones. 

Many factors must be considered such as cattle breed, vector population and 

management in the use of acaricide. 

According to Perry (1996) endemic stability is defined as the state where the 

relationship between host, agent, vector and environment is such that clinical 

disease occurs rarely or not at all. In one sampled farm a high bovine mortality was 

notified after acaricide use. Studies showed that excessive use of acaricides and 

rotational grazing appears to be related to outbreaks of babesiosis especially in 

dairy cattle (Guglielmone, 1995). Jonsson et al. (2008) reported that the effects of 



acaricides application on the probability of the disease are unpredictable and 

depend on the existing inoculation rates of the time of introduction of acaricide or 

intensification of acaricide application. Thus in an endemic area is necessary to 

establish an equilibrium in which the tick numbers are sufficient to maintain low-

level infection in the cattle and hence immunity to babesiosis. 

Despite of having a high prevalence for these agents in this survey the literature 

reports that B. indicus cattle and their crosses are more resistant to the infection 

with B. bovis and B. bigemina than B. taurus cattle. The susceptibility of B. indicus 

cattle and their crosses to infection with A. marginale is similar to the B. taurus 

cattle (Jonsson et al., 2008). 

It is concluded that the studied area is of enzootic stability and outbreaks of 

babesiosis and anaplasmosis are not expected however it represents a potential 

risk of economic losses when susceptible animals from instability areas or free 

ones area introduced. 
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Table 1 - Frequency of Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma marginale 

antibodies in cattle from Pedreiras Basin – Maranhão State/Brazil 

 
 
 

Hemoparasites  
Municipality Babesia bovis Babesia bigemina Anaplasma 

marginale 
Pedreiras 97.3 % 97.3 % 100 % 

Bernardo do 
Mearim 

97.4 % 100 % 100 %  

Igarapé Grande 100 % 100 % 100 %  

Trizidela do Vale 100 % 100 % 100 % 
 

 



 
 
 
 
Table 2 – Frequency of Babesia bovis, Babesia bigemina and Anaplasma 
marginale antibodies by sex, age group and breed in cattle from Pedreiras Basin – 
Maranhão State/Brazil 

SP (seropositive); NT (number of samples) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Variable Frequency 
 B. bovis B. bigemina A. marginale 
 SP (NT)         % SP (NT)          % SP (NT)           % 
M 13 (13)        100 13 (13)         100 13 (13)          100 
F  143 (145)    98.6 144 (145)    99.3 145 (145)      100 

<3  30 (31)        100 31 (31)         100 31 (31)          100 
>3 <7 97 (98)          99 97 (98)           99 98 (98)          100 
>7 29 (29)        100 29 (29)         100 29 (29)          100 

Bos indicus 
crosses 

38(39)          97.4 39(39)           100 39(39)           100 

 
 
 
Sex 
 
 
Age group 
 
 
Cattle 

Bos taurus 
crosses 

118(119)      99.2 118(119)      99.2 119(119)       100 

Media  156 (158)    98.7 157 (158)    99.4 158 (158)      100 
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ABSTRACT 
 

 In Brazil, the bovine tripanossomiasis is mainly caused by Trypanosoma 

vivax. Among the infected animals, the bovines are considered more susceptible 

and this susceptibility varies among the breeds. In the Maranhão State there is just 

one register in Itapecuru Mirim, a municipality nearby the capital to the state, thus it 

is necessary to investigate the occurrence of this disease in other municipalities 

chiefly in dairy herd. The aim of this paper was to diagnose the occurrence of T. 

vivax Pedreiras basin, using parasitological and molecular exam. Sample of 177 

animals were obtained from twenty farms distributed in four municipalities that 

compose the Pedreiras Basin. The results showed that 3.39% of the animals were 

positive for parasitological exam and 6.21% of animals were positives for molecular 

method. This finding showed that PCR is more sensitive, which corroborate that 

method is very useful in epidemiological survey.  

 

Words key: Tripanossomiasis, Trypanosoma vivax, parasitemia, PCR  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 
 

 No Brasil, a tripanossomíase bovina é principalmente causada pelo 

Trypanosoma vivax. Entre os animais infectados, os bovinos são considerados 

mais sensíveis e essa sensibilidade varia entre as raças. No Estado do Maranhão, 

há apenas um registro em Itapecuru Mirim, um município próximo à capital do 

Estado, portanto, é necessário investigar a ocorrência desta doença em outros 

municípios principalmente no rebanho leiteiro. O objetivo deste trabalho foi o de 

diagnosticar a ocorrência de T. vivax na regional de Pedreiras, utilizando exames 

parasitológicos e moleculares. Amostras de 177 animais foram obtidas de vinte 

fazendas distribuídas em quatro municípios que compõem a regional. Os 

resultados mostraram que 3,39% dos animais foram positivos para o exame 

parasitológico e 6,21% dos animais foram positivos para o método molecular. 

Esse achado mostrou que PCR é mais sensível, confirmando que esse método é 

muito útil na investigação epidemiológica. 
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 INTRODUÇÃO 
 

 As tripanossomiases são causadas por espécies do gênero 

Trypanosoma que pertencem ao filo Euglenozoa, ordem Kinetoplastida, cuja 

principal característica é a presença da organela chamada “cinetoplasto” 

localizada na base do flagelo, onde é encontrado DNA mitocondrial (VICKERMAN, 

1976).  Pouco se sabe sobre a origem e evolução dos Kinetoplastidas devido a 

falta de registros fósseis, por isso os dados disponíveis na literatura são meras 

especulações (SILVA et al., 2002)., Entretanto, com o uso das modernas 

ferramentas moleculares e as informações genéticas a evolução começou a ser 

elucidada. 

 O T. vivax infecta um grande número de espécies de ungulados 

selvagens e domésticos. Na África é o responsável pela tripanossomíase em 

equinos, bovinos e outros ruminantes. Os camelos são também suscetíveis ao T. 

vivax, cães e suínos são refratários ao mesmo (SILVA et al., 2002).  

 De acordo com Mulla & Rickman (1988), como resultado da sua co-

evolução, tripanosomas são muitas vezes não patogênicos em animais selvagens; 

e, do mesmo modo, algumas raças de bovinos permanecem relativamente 

saudáveis e produtivas em áreas onde ocorrem tripanossomíases transmissíveis 

por insetos hematófagos segundo descrito por Murray et al. (1979). Embora estes 

animais tornem-se infectados, são mais resistentes à patogenicidade 

consequentes da infecção do que outras raças. Naturalmente gado resistente à 

doença é conhecido como trypanotolerantes e inclui Bos taurus (OSÓRIO et al.; 

2008). Em áreas onde existe um elevado risco de infecção, gado trypanotolerante 

continua a crescer e reproduzir, enquanto gado zebu (Bos indicus) torna-se 

caquético, fraco, propenso ao aborto, e frequentemente vem a óbito (MURRAY et 

al. 1982). No entanto, ambas as raças de bovinos são altamente suscetíveis à 

infecção por cepas de T. vivax (WILLIAMS et al. 1992). 

 Silva et al (2002) afirmam que  o T. vivax é encontrado em toda a área 

ocupada pela mosca tsé-tsé na África. No Oeste da África o T. vivax é 



considerado o mais patogênico e importante tripanosoma que afeta os bovinos. 

Ele, contudo, tem se expandido para outras áreas da África,  América Central, 

América do Sul e Caribe devidos a ocorrência da ação de outros insetos 

hematófagos como os tabanídeos.  

 A primeira ocorrência do T. vivax nas Américas foi observada na Guiana 

Francesa em 1919 e mais tarde em outros países da América do Sul, Central, e 

algumas ilhas do Caribe (SILVA et al., 2002). 

 No Brasil, a ocorrência do T. vivax foi mencionada pela primeira vez por 

Boulhosa (1946) em bovinos da zona bragantina no Estado do Pará. 

Posteriormente, Shaw e Lainson (1972) descreveram o parasito em um búfalo 

(Bubalus bubalis) nas proximidades da cidade de Belém, Pará. Outros relatos 

sobre T. vivax foram feitos também por Serra-Freire (1981), em ovinos e bovinos, 

no Oiapoque, Amapá; em búfalos no Amapá, por Serra-Freire (1983). Na região 

Centro-Oeste, foram feitos relatos do parasita em bovinos no Pantanal de Poconé 

no estado do Mato Grosso (SILVA et al. 1995, 1996) e  no Pantanal do Mato 

Grosso do Sul no município de Miranda (PAIVA et al., 1997).  No Maranhão existe 

apenas um registro em Itapecuru Mirim, município próximo à capital do estado 

(GUERRA et al., 2008).  

Com o alto fluxo de animais devido à comercialização entre os países sul-

americanos, fazem-se necessárias mais informações sobre esta doença nos 

animais de produção, partindo do princípio de que o diagnóstico das infecções por 

T. vivax é um desafio em função da baixa parasitemia observada na maioria das 

infecções, reforçando-se a importância da necessidade do conhecimento da 

epidemiologia desta enfermidade, aliado ao fato de não haver dados para o estado 

do Maranhão que nos permita avaliar o impacto desta parasitose. O objetivo do 

presente trabalho foi realizar o levantamento epidemiológico dos casos de 

infecções pelo parasito na regional de Pedreiras no Estado do Maranhão, zona 

propícia para o desenvolvimento do vetor, e comparar a sensibilidade de dois 

métodos diagnósticos. 

 



METODOLOGIA 
 

Área de Estudo 
 

 O projeto foi desenvolvido no município de Pedreiras, estado do 

Maranhão, localizado a uma latitude 04º34'08" sul e a uma longitude 44º35'31" 

oeste, estando a uma altitude de 60 metros, com a temperatura variando em torno 

dos 27 a 37 ºC e o período chuvoso começando em janeiro indo até maio, sendo o 

resto do ano estiagem. Sua população estimada é de 30.049 habitantes. Possui 

uma área de 534,514 km².  Seu rebanho bovino efetivo é de 17.936 cabeças 

(IBGE, 2008). 

 

Animais 

 

 Os animais utilizados integram o rebanho leiteiro de 20 fazendas 

localizadas na regional de Pedreiras que é composta por quatro municípios: 

Bernardo do Mearim, Igarapé Grande, Pedreiras e Trizedela do Vale. No presente 

estudo foi utilizado 20% das vacas de cada fazenda resultando numa amostra de 

177 vacas leiteiras. 

 

Coleta de Sangue 

  

 As coletas foram realizadas nos meses de julho e dezembro de 2008. 

Para realização de diagnósticos parasitológicos, amostras de sangue periférico, 

provenientes de vasos auriculares, foram colhidas em lâminas histológicas para a 

confecção de esfregaços sanguíneos e determinação direta da parasitemia em 

microscopia óptica. As amostras de sangue provenientes da punção da veia 



jugular foram coletadas em tubos “vacutainer” com anticoagulante (EDTA) para a 

extração de DNA, e conservadas à temperatura de -70 ºC. 

 Todas as amostras de sangue foram transportadas para o Laboratório 

de Anatomopatologia da UEMA, onde foram processadas.  

 

Avaliação Parasitológica dos Animais 

 

 Esfregaços sanguíneos foram preparados com sangue capilar, obtido 

por punção da ponta da orelha ou ponta da cauda, e posteriormente foram fixados 

em metanol e corados pelo método de GIEMSA. 

 A parasitemia de Trypanosoma spp. foi determinada, sob microscopia 

óptica de imersão, aumento de 1000X, pela percentagem de eritrócitos 

parasitados observados. 

  

Métodos Moleculares 
 

Extração do DNA 
 

 A extração de DNA foi realizada com o sangue total empregando-se o 

kit Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA), seguindo-se as 

recomendações do fabricante para extração de DNA de 300μl de sangue. 

 

Reação em Cadeia da Polimerase – PCR 
 
 As reações de PCR para Trypanosoma spp foram realizadas de acordo 

com Njiru et al. (2005), que amplifica um fragmento de 250pb de T. vivax do gene 

ITS1 do rDNA. Serão utilizados os iniciadores ITS1CF 5’ 



CCGGAAGTTCACCGATATTG 3’ e ITS1BR 5’ TTGCTGCGTTCTTCAACGAA 3’ 

desenvolvido por Dávila (2002). 

 As reações foram processadas em tubos de 0,5mL empregando-se 

volume final de 25mL, sendo 4mL da solução de DNA das amostras teste e 21 mL 

de tampão de reação Master Mix (Promega) contendo 50 units/ml Taq DNA 

polymerase oferecidos em uma propriedade reação tampão (pH 8,5), 3,0mM 

MgCl2; 400μM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ; 1,5μM de cada 

iniciador (Invitrogen) e água livre de nuclease para completar o volume final. O 

material foi incubado em termociclador Biocycler, empregando-se a seguinte 

seqüência de ciclos: um passo inicial de 94 oC por cinco min., seguido de 35 ciclos 

de 94 ºC por 40seg.; 58 ºC por 40seg. e 72 ºC por 40seg., finalizando com um 

passo a 72 ºC por cinco min. 

      Os produtos das reações de PCR foram submetidos à eletroforese em 

gel de ágarose 1%. O gel será submetido à eletroforese e corado com uma 

solução de brometo de etídio (0,5mg/mL) por 15 minutos. A visualização dos 

produtos amplificados será realizada em transiluminador UV. 

   

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 O exame parasitológico revelou que apenas 6 animais (3,39%) dos 177 

examinados eram positivos para o T. vivax (Figura 01), sendo dois animais 

oriundos de uma fazenda localizada no Município de Pedreiras e quatro animais 

oriundos de duas fazendas (dois animais em cada) localizadas no Município de 

Igarapé Grande.  

 A PCR dessas amostras revelou que 6,21% (11) dos produtos 

amplificados foram positivos para T. vivax (Figura 02).  Por esta técnica o 

Município de Trizidela do Vale foi o que apresentou o maior número de casos de 

animais positivos (45,45%), seguido dos municípios de Pedreiras (27,27%), 

Bernardo Mearim (18,18%) e Igarapé Grande (9,09%).  



 No Brasil os primeiros relatos da ocorrência do T. vivax foi registrados 

primeira vez por Boulhosa (1946) em bovinos no estado do Pará. Mais tarde Shaw 

e Lainson (1972) descreveram o parasito em um búfalo (Bubalus bubalis) nas 

proximidades da cidade de Belém, Pará. Posteriormente Serra-Freire (1981) 

descreve a ocorrência desse protozoário em ovinos e bovinos, no Oiapoque, 

Amapá; em búfalos no Amapá, por Serra-Freire (1983). Na região Centro-Oeste 

também foram registrados casos no Pantanal de Poconé no estado do Mato 

Grosso (SILVA et al. 1995, 1996) e no Pantanal do Mato Grosso do Sul no 

município de Miranda (PAIVA et al., 1997).  Na região nordeste do Brasil, 

BATISTA et al. (2007) relataram um surto de tripanossomíase por T. vivax na 

Paraíba. LINHARES et al. (2006) descrevem pela primeira vez a ocorrência de T. 

vivax em Tocantins, em um rebanho que havia chegado de São Paulo. 

 Desde a década de oitenta sabia-se que o T. vivax circulava entre os 

rebanhos maranhenses, entretanto, o primeiro registro da ocorrência desse 

parasito no estado foi feito em 2008 por Guerra e colaboradores. Esses autores 

descrevem a doença em uma propriedade localizada no Município de Itapecuru, 

onde os bezerros apresentavam sinais clínicos de anemia, palidez de mucosa e 

um dos animais veio a óbito. Após a realização do exame parasitológico foi 

observado a presença de T.vivax.  Segundo Jones & Dávila (2001), T. vivax 

no Novo Mundo é um exemplo de patógeno que se espalhou para além das suas 

áreas de distribuição original através da intervenção humana, tendo se 

disseminando por milhares de quilômetros entre a África e a América do Sul. 

 Ao que tudo indica o T. vivax não é endêmico no estado do Maranhão. 

Provavelmente os casos registrados no estado ocorreram devido a introdução de 

animais de áreas endêmicas, que ao serem introduzidos em uma área com 

abundância de vetores (Tabanídeos) e com animais suscetíveis, propiciou o 

desenvolvimento da infecção. 

A comparação entre as técnicas evidenciou que a PCR foi mais 

sensível; mostrando que esta técnica fornece provas da existência de infecção em 

animais negativos pelos testes parasitológicos. Comprovadamente este método 



apresenta um papel importante na detecção de animais que apresentam baixa 

parasitemia que seria indetectável por esfregaços ou Técnica de centrifugação do 

micro-hematócrito (MHCT). Resultados semelhantes foram obtidos por Dávila et 

al. (2003), que observaram maior positividade por esta técnica (44,7%) e apenas 

0,5% pelo exame parasitológico.  

Considerando-se o histórico da expansão da tripanossomíase por T. 

vivax, a economia em processo de globalização, com conseqüente 

comercialização de animais entre os países sul-americanos, faz-se necessário o 

aprimoramento do conhecimento desta doença nos animais de produção. Partindo 

do princípio de que o diagnóstico das infecções por T. vivax é um desafio em 

função da baixa parasitemia observada na maioria das infecções, reforça-se a 

importância da necessidade do conhecimento da soroepidemiologia desta 

enfermidade, aliado ao fato de não haver dados para o estado do Maranhão que 

nos permita avaliar o impacto desta parasitose. 
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Figura 01. Esfregaço de sangue bovino oriundo da regional de Pedreiras-MA, 

evidenciando forma tripomastigota de T. vivax (seta). Coloração GIEMSA, objetiva 

de 40X. 

 



 

 

 

 

 

 
 

Figura 02. Eletroforese dos produtos de amplificação de DNA de Trypanosoma 
vivax (250 pares de base-pb) pelas técnicas de PCR 1-Marcador de peso 
molecular; 2- Controle positivo; 3- Controle negativo; 5, 6, 7, 9 - Amostras 
positivas. 
 
 
 

 

 

 

1    2     3    4    5    6    7    8    9   10   11 

250 pb 



1.4 CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos permitiram concluir que:  

 

 O Trypanosoma vivax foi o hemoparasita de menor freqüência entre os 

rebanhos da região estudada;  

 

 A reação em cadeia da polimerase é uma ferramenta eficiente na 

investigação epidemiológico do T. vivax;  

 

 A regional de Pedreiras é uma área de estabilidade enzoótica para a 

tristeza parasitária bovina;  

 

 As hemoparasitoses direta ou indiretamente causam prejuízos econômicos 

para a pecuária leiteria na regional de Pedreiras  
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these services directly. Authors should also be aware that The Lucidus Consultancy 
edit@lucidusconsultancy.com offers a bespoke service to putative contributors to 
Veterinary Parasitology who need to arrange language improvement for their manuscripts. 
For more information about language editing services, please email 
authorsupport@elsevier.com.  
 
Please note that Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods 
or services offered by outside vendors through our services or in any advertising. For more 
information please refer to our terms & conditions  
http://www.elsevier.com/termsandconditions. 
 
2. Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing 
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript, 
including the title page, references, tables, etc., should be numbered. However, in the 
text no reference should be made to page numbers; if necessary one may refer to sections. 
Avoid excessive usage of italics to emphasize part of the text. 
 
3. Manuscripts in general should be organized in the following order: 
 
Title (should be clear, descriptive and not too long) 
 
Name(s) of author(s):  
 
Complete postal address(es) of affiliationsFull telephone, Fax No. and e-mail address of the 
corresponding authorPresent address(es) of author(s) if applicableComplete correspondence 
address including e-mail address to which the proofs should be sent 
Abstract 
Keywords (indexing terms), normally 3-6 items. Please refer to last index (Vol. 100/3-
4).Introduction 
 
Material studied, area descriptions, methods, techniques 
Results 
Discussion 
Conclusion 
Acknowledgments and any additional information concerning research grants, etc. 
References 
Tables 



Figure captions 
Tables (separate file(s)) 
Figures (separate file(s)). 
4. Titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed on a separate 
line, without indentation. Use lower-case letter type. 
5. SI units should be used. 
6. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted 
manuscripts and illustrations which are not in the proper form given in this guide. 
 
Abstracts  
The abstract should be clear, descriptive and not longer than 400 words. 
 
Tables  
 
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. 
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the 
dimensions of a table. 
2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or 
more tables. 
3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should 
include references to all tables. 
4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be 
included in the text. 
5. Each table should have a brief and self-explanatory title. 
6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of 
units of measurement should be added between parentheses. 
7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between 
the columns instead. 
8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote 
at the bottom of the table. 
 
Illustrations  
 
1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files, 
preferably in TIFF or EPS format. 
2. Illustrations should be numbered according to their sequence in the text. References 
should be made in the text to each illustration. 
3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. 
Illustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%. 
4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible. 
Any lettering should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow 
the style of the journal. 
5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales 
that must be changed with reduction. 



6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed 
on a separate sheet of the manuscript. 
7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations 
should be kept to a minimum. 
8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.  
9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared 
free-of-charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of 
whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour 
illustrations can only be included in print if the additional cost of reproduction is 
contributed by the author: you would receive information regarding the costs from Elsevier 
after receipt of your accepted article. 
Please note that because of technical complications which may arise by converting colour 
figures to 'grey scale' (for the printed version, should you not opt for colour in print), you 
should submit in addition usable black and white figures corresponding to all colour 
illustrations.  
10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following URL: 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions  
 
Preparation of supplementary data  
 
Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your 
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish 
supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background 
datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published free of 
charge online alongside the electronic version of your article in Elsevier web products, 
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your 
submitted material is directly usable, please ensure that data are provided in one of our 
recommended file formats. Authors should submit the material together with the article and 
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please 
visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
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4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of 
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author. If an author's name in the list is also mentioned with co-authors the following order 
should be used: publications of the single author, arranged according to publication dates – 
publications of the same author with one co-author – publications of the author with more 
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1974a, 1974b, etc. 
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Lanusse, C.E., Prichard, R.K., 1993. Relationship between pharmacological properties and 
clinical efficacy of ruminant anthelmintics. Vet. Parasitol. 49, 123–158. 
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Formulae  
 
1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first 
used. 
2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line. 
3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general 
only equations explicitly referred to in the text need be numbered. 



4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often 
more conveniently denoted by exp. 
5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++. 
6. Isotope numbers should precede the symbols e.g. 18O. 
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2. 2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, 
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Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International 
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1988 in Veterinary Parasitology (Kassai, T. et al., 1988. Vet. Parasitol. 29, 299–326). 
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as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies 
please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies). 
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sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe 
Reader version 7 available free from 
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate 



PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the 
Adobe site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html#70win. If you 
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quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and 
any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and 
return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for 
checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and 
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be 
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to 
get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that 
all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully 
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. 
Proofreading is solely your responsibility. 
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Shannon, Co. Clare, Ireland, Tel.: (+353) 61 709600, Fax: (+353) 61 709111/113, 
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• Objective and editorial policy  
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 Objective and editorial policy 

Pesquisa Veterinária Brasileira is aimed to publish the results of original research in 
order to contribute to the support of animal health, which most depends on the knowledge 
about veterinary prophylaxis and control.  

Published monthly, PVB publishes original works and review articles in the field of 
veterinary pathology in its general sense, mainly relating to deseases of economic 
significance and of interest to public health. 

Although the journal does not accept short communications in the form of scientific notes, 
there is no minimum limit of pages for a submitted work. However, it should present 
enough information about the experiments or the methodology used in the study. 

Three copies of the work written in Portuguese or in English should be sent to the editor at 
the address below, together with a diskette (preferably prepared in MS-Word 7.0). All 
works should present the results of research which were not published and are not being 
considered for publication by other journal. 

Although the concepts and opinions expressed in the works are responsibility of the 
authors, the editor, with the assistance of the Advisory board, reserves the right to suggest 
or request all necessary or recommendable changes.  

Presentation of manuscripts 

1. Works should be arranged, if possible, in the following order: Title, Abstracts (both in 
English and Portuguese), Introduction, Material and Methods, Results, Discussion, 
Conclusions (or combinations of these last three items), Acknowledgements, and 
References.  

a) Article's title should be concise, and point the work's content out; 

b) Abstracts both in English and in Portuguese should be presented using active voice in 
the past. Abstratcs should point out what was done and studied, as well as the most 
important results and conclusions. Indexing terms should be added at the final of each 
abstract. Authors should refer to the most recent issue of the journal to observe examples of 
abstracts. 



c) The introduction should be brief, quote specific bibliographical citation (this should not 
assume the main importance of the item), and conclude with the work's objective. 

d) Material and Methods should present all necessary data for other researchers to 
reproduce the work. 

e) Results should concisely present all assembled data. Tables should only be prepared 
with relevant data, presenting averages of several repetitions, if appropriate. In some cases, 
it is suitable to express complex data through graphics, instead of presenting them in 
extensive tables. 

f) In the discussion, the results should be discussed in relation to the literature. It is not 
recommended to mention works in progress or future plans, in order to avoid any author's 
and journal's obligation to publish them. 

g) Conclusions should only be based on the results presented in the work. 

h) Acknowledgements should be succinct, and should not appear in the text nor in 
footnotes. 

i) The reference list, which should only include the bibliography cited in the work and the 
one that has served as secondary data sources, should be arranged in alphabetical order 
according to the surname of the first author. All author names and the title of each 
publication should be recorded. The title of the journal or work should also be cited in full 
or abbreviated, according to the rules of the Associação Brasileira de Normas Técnicas - 
ABNT (Brazilian Association for Technical Standards), Style Manual for Biological 
Journals (American Institute for Biological Sciences) and / or Bibliographic Guide for 
Editors and Authors (American Chemical Society, Washington, D.C.). 

2. The preparation of the text should comply with the following rules:  

a) all works should be typed double-spaced in only one side of the paper with margins of at 
least 2,5 centimetres; tables should be presented at the final of the work in separate sheets, 
using paper A4, if necessary; all pages should be consecutively numbered and ordered in 
text, captions, tables and figures;  

b) the text should be the most concise possible, preferably using an impersonal language 
and the past tense; footnotes should be numbered consecutively in superscript Arabic 
numerals; footnotes should appear at the bottom of their respective pages; all tables and 
figures should be mentioned in the text, preferably by their identification number and 
following this numerical order; the abstracts should appear in a single paragraph, and 
should not quote bibliographical references; 

c) author's professional address should appear as a footnote in the first page of the work; 



d) all acronyms and abbreviations should appear within parentheses following their full 
names the first time they are mentioned in the text;  

e) bibliographical citations should follow the form "author and year"; for works with two 
authors, both author names should be cited; for works with three or more authors, only the 
first name should be cited and followed by "et al." and the year; for works with same 
authors and year, a lower-case letter should be added to the year in order to differentiate 
them; all cited works should appear in full in the reference list, including those which have 
served as secondary data sources; however, secondary sources should not be cited in the 
text; this should be stated at the final of the reference list in the following form: "(Cited by 
Author 19..)"; the secondary sources should be cited only once in the reference list; 
personal communications and other unpublished data should be preferably cited within 
parentheses in the text, citing their titles and authors; the comma should not be used 
between author and year; the semicolon should not be used after the year; examples: (Flores 
& Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971); 

f) reference list should be prepared with a minimum of punctuation, and without using 
capital letters; scientific names should be underlined, following the journal's style (please 
see the most recent issue), including the citation order of the bibliographical elements. 

3. Figures (graphics, drawings, maps or photographs) should be presented in a bigger size 
(about 150%) to allow reductions. Use lettering or signals of sufficient size to be legible 
after reduction, when appropriate. No part should be typed. Magnification should be 
preferably indicated in the figure area; a title at the top of the figure should be avoided. 
Drawings should be made in black ink on white paper; do not use squared paper. Using a 
soft pencil, each figure should be identified at the margin or on the back with the author's 
name, the figure number and an arrow pointing to the top. Photographs should be presented 
in black and white glossy prints, and should not be mounted. Coloured slides should also be 
presented. Only in the case colour is essential for the complete understanding of the 
fugures, their printing will be in colour. Do not use paper clips or staples; send figures in an 
envelope instead. 

4. Figure's descriptive captions should contain sufficient information to make them 
standable. Captions should be presented in separate sheets, beginning with the title of the 
work. 

5. Tables should be understandable without reference to the text. Each table should have a 
complete title. Vertical rules should not be used in tables; instead, two long lines should be 
used, one above and the other below the column headings; between these two lines, other 
shorter lines can be used to group columns. Footnotes should be indicated in alphabetical 
letters, restarting from a each new table. Footnotes should appear just below the respective 
table, separated by a short line at the left.  
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