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RESUMO

O agente etioldégico da ehrlichiose bovina, FEhrlichia

bovis (Donatien & Lestoquard, 1936), causador da doenca também

conhecida como "Nopi", "Nofel"™ ou Mal da orelha no continente

africano, ¢é assinalado pela primeira vez em bovinos do Brasil,
nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. A riquetsia em

questdo foi diagnosticada em células mononucleares de esfrega-

cos sangliineos e 1impressdes de orgdos de bovinos, determinan-

do Dbaixas parasitemias mesmo durante a fase febril da doenca

quando estudada experimentalmente.

O levantamento realizado para identificagcdo dos he-
moparasitos, em 296 Dbovinos com até 1 ano de idade, proceden-
tes de 12 municipios, examinados através esfregacos sangiiine-

os corados pelo Giemsa, determinou a prevaléncia de E. bovis

em 9,8%; ocorrendo em infec¢bes simples ou mistas com Anaplas-

ma marginale, Babesia bigemina e Babesia bovis.

A  esplenectomia de Dbovinos exacerbou infecg¢des ina-

parentes por E. bovis, B. bigemina, B. bovis, A. marginale,

Eperythrozoon wenyoni e Eperythrozoon teganodes.



Leucécitos obtidos a partir de sangue bovino des-
fibrinado, <cultivados "in vitro" em tubos de Leighton com la-
minulas, incubados a temperatura de 37°C, ©permitiram eviden-

ciar a multiplicagdo de E. bovis no citoplasma de leucédcitos.

A viabilidade infectiva dos microrganismos prove-—
nientes do cultivo "in wvitro" foi comprovada pela infeccgéo
experimental em bovinos inoculados com estas amostras.

Os antigenos particulados de E. bovis obtidos a par-
tir de cultivos celulares, e 1inoculados em <coelho induziram
a producdo de soro imune especifico, o qual apds conjugacgao
com isotiocianato de fluoresceina, permitiu sua utilizacéo
no diagnéstico da E. bovis pelo teste de imunofluorescéncia
direta (IFD).

O teste de imunofluorescéncia direta demonstrou ser
metodologicamente mais eficiente e de rdpida execugdo, quan-
do comparado com o método convencional de coloragcdo pelo Giemsa.

Ovinos, caes, coelhos e caprinos foram refratdrios
a infecgdo por E. bovis, quando inoculados experimentalmente

com sangue ou suspensdo de cultivos de leucdcitos, contendo

E. bovis.

Infestagdes experimentais de bovinos com Amblyomma
cajennense, determinaram que ninfas desta espécie de <carrapa-
to, quando alimentadas no estddio larval, em bovinos porta-
dores da infeccdo, sdo capazes de transmitir E. bovis a bovi-
nos negativos a este agente etioldgico. Impressdes de nin-

fas de A. cajennense nestas condig¢des, quando examinadas pe-



la imunofluorescéncia direta (IFD) resultaram positivas a E.
bovis.

Os sinais clinicos observados em animais portadores
de E. bovis foram febre, enfartamento de linfonodos periféri-
cos, apatia, anorexia e emagrecimento. Nos estudos hematoléd-
gicos foram constatados: leucocitose monocitica e linfociti-
ca, eosinopenia, e grande quantidade de mondécitos vacuolados.
Estes achados permitem um diagnéstico presuntivo de ehrlichio-
se bovina. O diagnéstico laboratorial pode ser realizado ini-
cialmente em esfregacos sangliineos corados pelo Giemsa e con-
firmado pelo método de imunofluorescéncia direta.

Em condig¢bdes naturais E. bovis foi encontrada em bo-
vinos nas épocas de maior intensidade populacional de carrapa-
tos, bem como os sinais <c¢linicos foram melhor observados em

animais debilitados.



SUMMARY

The aetiological agent of bovine ehrlichiosis,
Ehrlichia bovis (Donatien & Lestoquard, 1936) known in Africa
as "Nopi", "Nofel"™ or Ear Sickness 1is reported for the first

time in Brazil, 1in the States of Rio de Janeiro and Minas Ge-

rais. The diagnosis of the rickettsial disease was confirmed
by finding the parasites in mononuclear cells on blood
smears and visceral impressed slides from <cattle. Low numbers

of parasites were observed even during fever ©periods of the
infection transmitted experimentally.
A  survey based on Dblood smears from 296 calves of 12

regions of these two States were stained on Giemsa and a

o°

prevalence of 9,8 for E. bovis was found, including single

or multiple infections with Anaplasma marginale, Babesia
bigemina and Babesia bovis.

Calves apparently negative when splenectomized
became positive to E. bovis, B. bigemina, B. bovis, A.
marginale, Eperythrozoon wenyoni and Eperythrozoon teganodes.

Leukocytes cultures obtained from desfibrinated



cattle blood performed in Leighton tubes, incubated at 37°C,
allowed the demonstration of multiplication of E. bovis in
cytoplasm of leukocytes. The viability of microorganisms
from "in vitro" cultivation was established by reproducing
the infection by experimental inoculation of cattle.

E. bovis particulate antigens obtained from <cell
cultures and inoculated into rabbits induced the ©production
of sera immune specific responses. The conjugation of the
sera immune specific with fluorescein isothiocyanate
permitted their wutilization for diagnosis of E. bovis by the
direct immunofluorescence test.

This method was more efficient and faster than the
conventional blood smears stained on Giemsa.

The inoculation of sheep, dog, rabbit and goat with
blood and cell cultures did not establish the infection.

Nymphal stages of Amblyomma cajennense, fed during
larval stage on infected cattle, transmitted the disease.
Direct immunofluorescence tests performed with nymphal
stages of A. cajennense were also positive.

Clinical signs in cattle infected with E. bovis

were fever, enlargement of peripheral lymphonodes, apathy,

loss of appetite and loss of weight. Hematological studies
showed monocytic and lymphocytic leukocytosis, eosinopaenia
and large number of vacuolated monocytes. These signs
permit a presumptive diagnosis of E. bovis. Laboratory

diagnosis, can be performed wusing Dblood smears stained on
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Giemsa and confirmed by direct immunofluorescence test.
Under natural conditions E. bovis was found in cattle
during the seasons when tick ©populations were high. Clinical

signs were more evident in debilitated cattle.



INTRODUCAO

Entre os hemoparasitos comumente encontrados no san-
gue de bovinos sul-americanos, transmitidos por carrapatos,
tem sido relacionados protozodrios do género Babesia Starco-
vici, 1893, representados por Babesia bigemina (Smith &
Kilbourne, 1893) e Babesia bovis (Babés, 1888) (= B. argenti-
na). Também duas espécies de Trypanosoma Gruby, 1893, repre-
sentadas pelo Trypanosoma vivax Ziemann, 1905 e Trypanosoma
theileri Laveran, 1905, que sdo transmitidos mecanicamente ou
biologicamente ©por dipteros hematdéfagos.

Entre as riquetsias, a &espécie Anaplasma marginale
Theiler, 1910, tem alta prevaléncia e ampla distribuigdo geo-
grdfica neste continente, sendo considerada de relevada impor-
tancia em  medicina veterindria, visto causar frequentemente
nos animais infectados, severo quadro clinico representado
por anemia, febre e ictericia, determinando alto indice de mor-
bidade e mortalidade. Em muitas regibdes, a infecgdo pode ser

diagnosticada em 100% dos Dbovinos, ©principalmente quando ava-

liados sorologicamente.



No Brasil, além das espécies anteriormente citadas
de Babesia, Trypanosoma e Anaplasma Theiler, 1910, tem-se co-
nhecimento também de Eperythrozoon wenyoni Adler & Ellenbogen,
1934 e de Eperythrozoon teganodes Hoyte, 1962, em bovinos
esplenectomizados, bem como, infecgdes por Anaplasma centrale
Theiler, 1911 e por Ehrlichia bovis (Donatien & Lestoquard,
1936) .

Considerando-se a importéncia dos hemoparasitos na
epidemiologia das doengas que acometem os bovinos, programas
de ©pesquisas tem sido desenvolvidos, com a finalidade de con-
tribuir no controle destes patdgenos, que representam certo
entrave ao desenvolvimento da bovinocultura; sendo responsa-
veis ©por grandes ©perdas, principalmente entre os animais im-
portados.

O presente trabalho teve como objetivo determinar,
através de esfregacgos sanguineos, a prevaléncia e distri-
buicdo de FEhrlichia bovis em bovinos de diversas localidades
do Estado do Rio de Janeiro, como também estudar as infeccgdes
mistas de E. bovis e outros hemoparasitos encontrados. Para-
lelamente foram desenvolvidos estudos experimentais sobre a
infecgcdo por E. bovis nas espécies de carrapatos, Boophilus
microplus Canestrini, Anocentor nitens (Neumann) e Amblyomma
cajennense (Fabricius), encontradas naturalmente em bovinos.
Enfase especial foi dada aos aspectos imunoldégicos em ani-
mais portadores e experimentalmente inoculados com E. bovis.

A partir do cultivo "in vitro" desta riquetsia, o antigeno pu-



rificado de E. bovis obtido, foi utilizado no desenvolvimento
do teste de imunofluorescéncia direta, com o intuito de diag-
desenvolvimento

nosticar animais portadores e acompanhar o

das infecgdes experimentais.



REVISAO DA LITERATURA

Entende-se como género Ehrlichia Moshkovski, 1945
os microrganismos riquetsiais, de aspecto semelhante, capa-
zes de parasitar leucécitos circulantes de varios animais
domésticos e silvestres.

Estas riquetsias foram observadas pela primeira vez,
em células mononucleares, no sangue periférico de caes expe-
rimentalmente infestados, por carrapatos da espécie Rhipi-

cephalus sanguineus (Latreille) na Argélia (DONATIEN & LESTO-

QUARD, 1935). A partir de entdo, varios autores assinalaram
a ocorréncia do género Fhrlichia em diversos animais, tais
como: ovinos (LESTOQUARD & DONATIEN, 1936); bovinos (DONATIEN
& LESTOQUARD, 1936a); cobaios (MOSHKOVSKI, 1937); pequenos

roedores (TYZZER, 1938); caprinos e biséo (ENIGK, 1942); pom-
bos (CANHAM, 1943); suinos (DONATIEN & GAYOT, 1943) e eqii-
nos (GRIBBLE, 1969).

Algumas espécies, como Ehrlichia <canis (Donatien &
Lestoquard, 1935), sdo especificas ao hospedeiro, determinan-

do sindrome bem definida. Por outro lado, o agente da ehrli-



chiose eqliina, FEhrlichia equi (Gribble, 1969), ¢é capaz de deter-
minar infec¢des 1inaparentes em ovinos, caprinos, muares, caes,
gatos e primatas, embora afete severamente os eqiiinos.

Os caracteres béasicos atualmente wutilizados na sepa-
ragcdo das espécies parasitas de ruminantes, sdo o tipo de cé-
lula parasitada (mononucleares ou polimorfonucleares), a dis-

tribuigdo geografica e o prognéstico da doenca.

2.1. Posigdo Taxonfbmica:

Até o presente, ndo h& nenhuma duvida quanto a na-
tureza riquetsial do género FEhrlichia. DONATIEN & LESTOQUARD
(1937a, 1937b, 1938), telataram que as riquetsias parasitas
de monécitos se diferenciavam de outras espécies do género
Rickettsia da Rocha Lima, 1916, ©por particularidades relati-
vas ao local de parasitismo, morfologia, numero de ©parasitos
e pelo prognéstico da doenca. As outras riquetsias, até en-
tdo conhecidas, tinham como local de ©parasitismo, as células
epiteliais e endoteliais do homem e dos animais domésticos.

PHILIP (1953), revendo a nomenclatura taxondmica
das riquetsias patogénicas para os vertebrados, caracterizou
as diversas espécies até entdo conhecidas, agrupando-as nos
géneros Rickettsia, Ehrlichia, Cowdria Moshkovski, 1947 e
Coxiella philip, 1948. Este mesmo autor considerou gque o0s

caracteres atribuidos as familias propostas por  MOSHKOVSKI

(1945), ndo foram suficientes, admitindo que seria mais sa-



tisfatdrio consideréd-las como tribu, sugerindo a seguinte
classificacéao:
Ordem: Rickettsiales Gieszczkiewicz, 1939
Familia: Rickettsiaceae Pinkerton, 1936
Géneros: Rickettsia da Rocha Lima, 1916
Ehrlichia Moshkovski, 1945
Cowdria Moshkovski, 1947
Coxiella Philip, 1948
Assim sendo, o género Rickettsia, ficou constitui-
do de sete espécies, o género FEhrlichia de trés espécies e
0s géneros Cowdria e Coxiella como monotipicos e segundo o
autor, a associacdo com artrépodes deveria ser mails importan-
te que a patogenicidade para os vertebrados, na composicéo

taxonbmica da familia.

Numa nova tentativa, PHILIP (1957), classificou as
riquetsias na ordem Rickettsiales, em quatro familias: Ri-
ckettsiaceae; Chlamydiaceae; Bartonellaceae e Anaplasmata-
ceae. A familia Rickettsiaceae foi caracterizada por ©parasi-

tos intracelulares ou intimamente associados com células te-
ciduais diferentes de eritrécitos; transmitidos por artropo-
des e raramente de localizagdo extracelular nestes hospedei-
ros. Esta familia foi dividida em trés tribus: Ricketsieae, adap-
tada & artropodes e hospedeiros vertebrados, incluindo o ho-
mem. A tribu Ehrlichieae com ©parasitos patogénicos para ma-

miferos, -exceto para a espécie humana e a tribu TWolbachieae

como simbiontes em invertebrados.



A tribu Erhlichieae formada por trés géneros: Ehrli-
chia, parasito transmitido por carrapatos transovarianamente
e com localizagcdo em mondcitos circulantes no hospedeiro ver-
tebrado. Cowdria, como  parasito nao transmitido transovaria-
namente e de localizagdo em <células endoteliais do hospedei-
ro vertebrado. Finalmente Neorickettsia transmitido por um
trematddeo, patogénico principalmente para canideos. No géne-
ro Ehrlichia foram consideradas trés espécies E. canis, E. bo-
vis e Fhrlichia ovina (Lestoquard & Donatien, 1936).

Mais tarde, a classificacdo da tribu Ehrlichieae foi no-
vamente modificada por PHILIP (1974), onde considerou apenas as
espécies E. canis e Ehrlichia phagocytophila (Foggie, 1951).
Apesar de considerar as espécies E. bovis e E. ovina como "in-
certa sedis", incluiu-as na mesma tribu, embora para os para-
sitos morfologicamente semelhantes a Ehrlichia que parasitam
granulécitos, tivesse sido proposto por DAVIES, ODEGAARD &
COOPER (1972) e KRAUSS, DAVIES, ODEGAARD & COOPER (1972), se-
rem incluidos no género Cytoecetes Tyzzer, 1938, opinido es-
ta aceita por diversos pesquisadores atualmente.

As diferentes espécies de parasitos da tribu Ehrli-
chieae foram reunidas no Quadro 1, bem como os dados relati-

VoS aos hospedeiros, transmissores, distribuicgéo geografica

e o tipo de célula parasitada.

2.2. Morfologia e Ciclo Bioldgico:

A técnica de coloragdo utilizada para microscopia



QUADRO 1. Espécies de Ehrlichieae comumente encontradas em mamiferos, transmissores, dis-
tribuigcdo geografica e de célula @parasitada. (Dados varios autores).
ESPECTE HOSPEDEIROS TRANSMISSORES DISTRIBUICAD CEIULA PARASITADA
GECGRAFICA
E. bouvis }:x:\vin::)s,1 ovinos? Hga,Eoma sp. Africa, Sri lanka, mononucleares
macacos A. varlegatum Guadalupe, Brasil
A. cajennense?
E. ovina ovincs R. bunsa® Africa menonuclearas
R. evertsi Asia (Turquia)
E. canis canideos R. sanguinews Cosmcpolita mononucleares e
palimorfonucleares
E. equi cavalos, muares, ndo determinado Estados Unidos da

C. phagocytophila

ovinos', caprinos!?,
caes!, macacos! e
gatos’

ovinos, bovinos
bisao, caprinos?,

oobaios?, camundon—

T, ricinus

nao determinado

Anérica (Califor-
nia)

Europa

Africa (Quénia)

neutrofilos e eo—
sinofilos princi-

palmente,

neutrofiles e
eosindfilos

neutrofilos e
eosinofilos

gos?!
"1 - transmissdo experimental com sangue
2 - transmissdo experimental por exposicao

dos carrapatos

(presente

trabalho)

3 -

transmissdao experimental

de macerado dos

com inocula-

carrapatos



6tica destas riquetsias, tem sido desde 1935, o Giemsa ou
May-Griinwald-Giemsa. De acordo com o} estagio de desenvol-
vimento do parasito, as formas intracitoplasmaticas coram-—

-se em vermelho, 1lilés ou azul ©purpura. DONATIEN & LESTO-

QUARD (1936a), caracterizaram E. bovis como agrupamentos de
microrganismos em coldénias circulares, elipticas ou polig-
nais, com bordos arredondados, porém de dimensdes varia-
das. As colbnias maiores mediram 11 MUm e as menores 1 - 2
Um de didmetro, sendo constituidas de pequenas formacgdes,
com didmetro inferior a 1 Wm, incontéveis a microscopia
6tica, formando uma massa de aspecto granuloso. Ainda, es—
tes autores (1938, 1940b), ao compararem morfologicamente co-

lesiota conjunctivae (Coles, 1931); E. caniS; E. bovis; E. ovi-

nay; Cowdria ruminantium (Cowdry, 1925) e Rickettsia conorii
Brumpt, 1932, concluiram que estas riquetsias sdo seme-
lhantes morfologicamente, apresentando trés estédgios de
desenvolvimento. Comparando estes parasitos aos agentes
do grupo linfo-granuloma-psitacose, os estdgios foram
denominados: corpos iniciais, para as grandes massas
homogéneas, as constituidas de pequenos agrupamentos de
microrganismos foram nomeadas Corpos elementares; as for-
macdes maiores que 0s corpos iniciais, foram desig-
nadas mérulas, sendo provavelmente resultantes da se-
paracao de uma grande incluséo, e consideradas como for-
mas transitérias. Ainda, 0s mesmos autores relataram que

as mérulas foram encontradas frequentemente nas infecgdes



por E. bovis, E. canis e E. ovina e raras em C. ruminantium
e R. conorii.

NYINDO, RISTIC, HUXSOLL & SMITH (1971), tiveram su-
cesso ao cultivar "in vitro" E. canis, em culturas primdrias
de monécitos de cao. As culturas deste microrganismo foram
infectivas quando inoculadas em caes susceptiveis, consti-
tuindo um mecanismo de propagagdo deste parasito. Durante es-
te periodo, ao observar as fases do ciclo evolutivo de E. ca-
nis nas culturas de mondécitos, notaram que a infecgcdo se ini-
cia pelos pequenos corpos elementares, que comegam a desen-
volver, formando os corpos iniciais e eventualmente dando o-
rigem a mérula. Este desenvolvimento apoiou-se nas observa-
cdes de mondcitos infectados das culturas, quando identifi-

cado pelo Giemsa e por imunofluorescéncia direta.

Recentemente, WOLDEHIWET & SCOTT (1982) cultivaram
Cytoecetes  phagocytophila (Foggie, 1951) em culturas de san-—
gue total  heparinizado de ovinos, complementados com Meio 199

contendo tampdo HEPES, 10% de soro fetal bovino e penicili-
na. Observaram, que apdés 4 horas de incubagcdo a 37°C, o nta-
mero de células infectadas aumentou, bem como o) numero de
parasitos por célula. A inoculacgéo destas culturas de C.
phagocytophila em ovinos determinou a doenga nos animais.
Estudos ultraestruturais em microscédpio eletrdnico
foram realizados notadamente para E. canis por SIMPSON (1972);
HILDEBRANDT, CONROY, Mc KEE, NYINDO & HUXSOLL (1973); e para

C. phagocytophila (= E. phagocytophila) por TUOMI & VON



BONSDORFF (1966). Ao identificar o agente ~causal da Febre pe-
tequial Dbovina, Cytoecetes ondiri Krauss, Davies, Odegaard &
Cooper, 1972, observaram gque o corpo inicial aparentemente ho-
mogéneo a microscopia oética, ¢é —composto de pequenissimas par-
ticulas agrupadas, quando observados com auxilio da microsco-

pia eletroénica.

2.3. Distribuicdo Geogréafica:

E. bovis foi descrita por DONATIEN & LESTOQUARD
(1936a) na Argélia, em bovinos infestados experimentalmente
com carrapatos adultos do género Hyalomma Koch proceden-—
tes do Irda. Em seguida, DE KOCK, VAN HEERDEN, DU TOIT & NEITZ
(1937) e DELPY (1937, assinalaram esta riquetsiose em infec-
¢Bes naturais e experimentais na Africa do Sul e Ird respec-
tivamente. No Congo e Chade (antiga Africa Equatorial France-
sa), a ocorréncia de E. bovis, foi referida por MALBRANT,
BYRON & RAPIN (1939). Ainda DONATIEN & LESTOQUARD (1940a),
observaram E. bovis em infecg¢des naturais associada a Theile-—
ria Betencourt, Franca & Borges, 1907, em bovinos na Argélia.
ROUSSELOT (1943), observou em condicgdes experimentais em bo-
vinos taurinos e zebuinos esplenectomizados, procedentes de
Bamaco (Mali), a infecgdo por E. bovis, onde estava associada
a A. marginale e B. bigemina. GIRARD & ROUSSELOT (1945) no Ma-
1li, relacionaram E. bovis como responsadvel por uma doenga co-

nhecida vulgarmente ©pelos ©pastores sudaneses como "Nofel". Da



mesma forma, FINELLE (1958), relacionou a ehrlichiose bovina
aos surtos de uma doenga denominada "Nopi" em Oubanghi-Chari
(Republica Centro Africana), acometendo principalmente ani-
mais debilitados. No Sri Lanka, SENEVIRATNA & DHANAPALA (1963),
observaram também o parasitismo em 3 bovinos. No Senegal, E.
bovis foi assinalada por RIOCHE (1966), na regiao do Cabo
Verde, observando a ocorréncia da doenca de forma bem defi-

nida. FLOCH, CAPPONI & GIROUD (1972) suspeitaram da presen-—

¢ca desta riquetsia em bovinos da Ilha de Guadalupe (regiao
das Pequenas Antilhas), e MASSARD & MASSARD (1982), assina-
laram a presenga de E. bovis em bovinos no Brasil, em asso-
ciagdo também, com B. bigemina, B. bovis e A. marginale.

Na regido do Palé na Costa do Marfim, PIERRE (1983) referiu-
-se a ehrlichiose bovina, acometendo rebanhos zebus, ocorren-
do a infecgdo por E. bovis em associag¢do também com B. bige-
mina e A. marginale. Os dados referentes a distribuigdo geo-
grafica de E. bovis foram reunidos e ©podem ser observados nas

Figs. 1 e 2.

2.4, Animais Susceptiveis:

Durante os estudos experimentais, DONATIEN & LESTO-

QUARD (1936a), estabeleceram a infecg¢do por E. bovis a Dbovi-
nos e ovinos através de inoculagdes de sangue 1infectado. Os
mesmos autores (1940a), trabalhando com cepas argelinas de

E. bovis, observaram que os Dbovinos inoculados com sangue in-
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Fig. 1. Registros de E. bovis em infecg¢bdes naturais de bovinos no con-

tinente africano, oriente médio e Sri Lanka (Dados de varios autores).
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Fig. 2. Registro de E. bovis em infecg¢des naturais de bovi-

nos no continente americano (Dados de FLOCH et al.

1972 e MASSARD & MASSARD, 1982).



fectado, ndo tiveram em todas as passagens, a presenca desta

riquetsia. Nos ovinos infectados, o parasito foi pouco pa-
togénico, e somente foi diagnosticado apdés esplenectomia dos
animais. Ao mesmo tempo observaram que este parasito achava-
-se em associagdo com Anaplasma ovis Lestoquard, 1924 e Babe-
sia ovis (Babés, 1892).

GIRARD & ROUSSELOT (1945), observaram que inocula-
¢bes em Dbovinos jovens, de sangue de animais doentes porta-
dores de E. bovis, n&do reproduziram os sintomas da infecg¢do na-
tural por eles anteriormente observados. Porém, os animais
inoculados tiveram infecg¢do por E. bovis, acompanhada apenas
por hipertrofia dos linfonodos periféricos e hipertermia.

Quando sangue infectado com E. bovis, foi inoculado
por DONATIEN & LESTOQUARD (1936a), em macacos da espécie Ma-
caca sylvana (= Macacos 1innus), determinou o aparecimento de
febre, anorexia e depressdo por 11 dias. A ©parasitemia foi
acompanhada em esfregacgos sangiliineos, e persistiu por 17
dias, seguindo-se um ©periodo de convalescéncia.

ENIGK (1942), observou que apdés inocular sangue de
um bisdo procedente do Canadd em um bovino esplenectomizado,
ocorreu o aparecimento de parasitos no sangue periférico, por
ele identificado como E. bovis, concluindo que a infeccao
possa ter tido origem do bisdo, embora este animal estivesse na
Alemanha héd trés anos.

As inoculag¢bles de sangue ©positivo para E. bovis,

realizadas por RIOCHE (1966), em caprinos, por via endoveno-



sa, em camundongos, por via intraperitoneal, e por via intrape-

ritonial e intracardiaca em cobaios, resultaram negativas.

2.5. Aspectos Clinicos e Patoldgicos:

O agente etioldgico da ehrlichiose bovina, E. bovis
foi inicialmente observado em condicgdes experimentais por
DONATIEN & LESTOQUARD (1936a) quando comparavam a biologia
das cepas argelinas e iranianas de Theileria. ©Estes autores
observaram hipertermia irreqgular, ultrapassando algumas ve-
zes 40°C, acompanhada de apatia e emagrecimento em bovinos
préviamente debilitados, ndo sendo registrados casos de mor-
te entre os animais estudados. Em um dos animais, sacrifi-
cado durante a fase febril, foi constatado esplenomegalia e
hipertrofia dos linfonodos, pequeno aumento da serosidade
pleural e peritonial e apreciavel aumento da serosidade pe-
ricdrdia. Os microrganismos foram encontrados em grande nG-
mero de células mononucleares nos pulmdes, bem como, rins,
figado, bacgo, sangue periférico, linfonodos, adrenais, mio-
cdrdio e em capilares da pele e meninges. Em condigdes ex-
perimentais, o ©periodo de incubag¢do variou de 14 a 15 dias
e o periodo febril foi aproximadamente de uma semana.

Os mesmos autores (1940a), diagnosticaram em bo-
vinos argelinos, em condig¢des naturais, a ocorréncia de E.
bovis, em esfregacgos sangiliineos, muitas vezes associada a

infecgbes por protozodrios do género Theileria. As inocula-



¢bes de sangue infectado em bovinos, nao determinaram em to-
das as passagens, a presenca de E. bovis em esfregacos de
sangue e de parenquima hepéatico. Em algumas destas situa-
¢les E. bovis apareceu isoladamente, determinando periodos

térmicos prolongados, sem sinais clinicos da doenga.

Em bovinos taurinos e zebuinos esplenectomizados
procedentes de Bamaco (Mali), ROUSSELOT (1943), observou a
presenca de E. bovis. Os sintomas foram caracterizados por
hipertermia em platéd, hipertrofia dos linfonodos periféri-
cos e alteracgdes de equilibrio. Quando a morte ocorreu,

foi precedida de queda brusca da temperatura corporal dos

animais. A necrépsia, ROUSSELOT (1943), constatou acentua-
da emaciacéo. Os animais em estudo tiveram infeccéao inter-
corrente com A. marginale e B. bigemina, ndo sendo possivel
incriminar E. bovis como o unico agente etioldgico res-

ponsavel pela morte destes bovinos.

Em Baguineda, Mali, E. bovis foi relacionada por
GIRARD & ROUSSELOT (1945), como ©O agente etioldégico de uma
doengca de cardter grave —capaz de afetar Dbovinos e ovinos,
sendo conhecida pelos ©pastores daquela regiédo, como "Nofel".
Os animais doentes na fase aguda, tiveram hipertermia e hi-
pertrofia dos linfonodos periféricos associadas a manifesta-
¢bes nervosas; muitas vezes os animais andavam em circulo.
Nos casos mais graves, a morte sobrevinha em 12 a 36 horas,
apés o inicio dos sintomas e raramente ocorreu a cura dos

animais. O primeiro sinal <clinico observado e também o mais



caracteristico da doenca, foi o) chamado "sinal da orelha".
A orelha direita ou esquerda, raramente as duas, declinava-
-se ao longo da regido preparotidea, acompanhada de torcico-
lo. Da mesma maneira, a cabeg¢a pendia para o lado mais atin-
gido, com frequentes movimentos de agitacéo. Uma forma su-
peraguda também foi observada, sobretudo nos animais jovens,
ocorrendo morte subita, precedida de agitag¢do do animal, sia-
lorréia e do sinal da orelha. O animal afetado andava em cir-
culo, caindo abruptamente, sobrevindo a morte em poucas ho-
ras. Na forma subaguda, chamou a atencdo o sinal da ©orelha
e a posicdao do pescogo. Os sinais clinicos podiam desapare-

cer em 24 a 48 horas, ocorrendo a recuperagdo clinica dos a-

nimais. A forma crbénica foi caracterizada por hipertermia,
acompanhada de parasitemia, sem sinais clinicos. As vezes,
os linfonodos superficiais, sobretudo os preparotideos, apre-
sentavam-se hipertrofiados, sendo o diagnéstico confirmado

pelo encontro dos parasitos nos esfregagos de sangue perifé-
rico.
As lesodes observadas por GIRARD & ROUSSELOT (1945),

caracterizavam-se por hipertrofia e edema acentuado dos lin-

fonodos preparotideos. Excepcionalmente observaram hidrope-
ricardio, ocorrendo entretanto, um acentuado aumento de vo-
lume do liquido cefaloraquidiano, comprimindo a medula es-—
pinhal. Ao nivel das orelhas, nenhuma lesao aparente pode

ser constatada, sugerindo 0s autores, que o sinal da orelha

constitui um ato reflexo do animal na tentativa de diminuir



a tensdo na 4rea Dpreparotidea, uma vez que, a regido torna-
ra-se dolorida ao toque, no animal ainda vivo. Os demais br-
gaos nao tiveram alteracgodes macroscépicas relevantes. Os in-

o)

dices de morbidade variaram de 20 a 40% e o de mortalidade

atingiu a 21% dos animais, principalmente nas épocas chuvo-
sas.

De uma forma semelhante, FINELLE (1958), diagnosti-
cou E. bovis, relacionando-a aos sintomas de uma doenca de

bovinos, que ocorria especialmente na época das chuvas e era
conhecida como "Nopi" na regiao de Oubanghi-Chari (Republi-
ca Centro Africana). Assim como, GIRARD & ROUSSELOT (1945),

o autor observou na forma aguda da doenga, o sinal da orelha

acompanhado de intenso prurido auricular, hipertermia e con-
gestdo das mucosas nasal e oculares. A forma subaguda foi
relacionada com emaciacéo mais ou menos acentuada dos ani-
mais, anorexia e hipertrofia dos linfonodos periféricos. Na

forma crdnica a enfermidade foi diagnosticada em animais de-

bilitados e infestados por carrapatos. Ainda referiu-se ao
fato de que, E. bovis tem sido <considerado um ©parasito pouco
patogénico, mas que, em condicgdes desfavoraveis ou em asso-—
ciagéo com doengas intercorrentes, pode provocar uma doenca

grave e mesmo a morte dos animais infectados.

No Sri Lanka, SENEVIRATNA & DHANAPALA (1963), diag-
nosticaram E. bovis em dois bovinos com infeccgdo intercor-
rente com parasitos do género Babesia. Em um terceiro ani-

mal, o diagnéstico foi feito em exame laboratorial de roti-



na, nao sendo evidenciada nenhuma alteracéao clinica do ani-
mal.

RIOCHE (1966, 1967) assinalou um surto de E. bovis
em 10 de 12 Dbovinos importados da Tunisia para o Senegal. A
doenca foi observada na forma superaguda em 2 animais sobre
vindo a morte em 12 horas. Nos animais foram observadas fa-

ses de excitacao, sonoléncia, crises tetaniformes com a que-

da dos animais, que apresentaram olhos revirados, salivacéo
e movimento de pedalagem. Na forma aguda os sintomas mais
frequentes foram dificuldades de locomocgao, paralisia apa-
rente e opistdétono permanente. Estes sintomas foram também

acompanhados do sinal da orelha e de hipertermia, ocorrendo
a morte dos animais apdés o 4° dia. Os achados a necropsia,
se caracterizaram por congestao intensa dos érgaos, podendo
se estender por todas as serosas, observando-se também hidro-

pericdrdio e derrame citrinoso nas cavidades pleural e peri-

toneal. Ainda foram observadas lesdes hemorrédgicas em dife-
rentes 6rgdos e hipertrofia dos linfonodos. As lesdes histo-
patoldgicas encontradas foram caracterizadas por congestao

e hemorragia no cérebro, cerebelo, medula espinhal, pulmdes

e figado. Nos rins, além de congestdo e hemorragias de ca-
rater difuso, observou ainda, necrose dos tabulos urinife-
ros, considerando-as como de valor no diagnéstico pbés-morte

da ehrlichiose bovina. Ainda RIOCHE (1966, 1967) relatou que
as alteracdes hematolégicas, foram caracterizadas por mono-

citose intensa e eosinopenia entre outras, constituindo um



quadro patognomdbnico para a ehrlichiose bovina.

O diagndstico presuntivo de E. bovis associado a in-

fecgcdo por Theileria foi feito por FLOCH et al. (1972),
em bovinos na Ilha de Guadalupe. Os sinais clinicos
observados nos animais, caracterizaram-se por febre, acentua-
da anemia, meningo-encefalite, acessos tetaniformes, movi-

mentos de pedalagem e fadiga, ©porém nao foram observados ca-
sos de aborto nem adenopatias nos animais doentes. Em vacas
recém-paridas, a doenca foi caracterizada por uma sindrome
hemorrédgica, acompanhada por disfuncéo hepética e acentuada
anemia.

MASSARD & MASSARD (1982), observaram em bovinos com
sinais de debilidade orgdnica e anemia, bem como em animais
em condig¢bes aparentemente normais, a presenga de E. bovis
em leucécitos mononucleares. A infeccgao foi observada em
28,2% de 39 bovinos examinados através de esfregagos sangiii-
neos corados pelo Giemsa. A associacdo de E. bovis com B. bi-
gemina, B. bovis e/ou A. marginale, ocorreu em 15,3% dos ani-
mais estudados.

Também conhecido como Mal da orelha ou Nofel pelos
criadores Peul, foi descrito por PIERRE (1983) a infeccéo
por E. bovis na Costa do Marfim. A doenca caracterizou-se por
ptose do pavilhdo auricular, piorréia e epifora. Foi observa-
do ainda adenite parotidiana acompanhada de wuma forma de pa-

ralisia aguda e mortal. Os animais zebus foram os mais afe-

tados, embora o parasito tenha sido observado também em bo-



vinos taurinos assintomdticos. A doenca foi considerada de
implantacgéo recente principalmente apds a introducgéo de bo-
vinos zebus da regido do Mali e Alto Volta. A afecgcdo em
1978 atingiu grandes proporgdes, acometendo 10 a 50% e as ve-
zes 100% dos rebanhos zebus. A mortalidade variou de 5 a
25% entre os animais doentes e o parasitismo por E. bovis foi

observado em 10% dentre 200 esfregagos sanguineos examinados.

2.6. Diagndéstico e Diagnéstico Diferencial:

O diagnéstico de ehrlichiose Dbovina tem sido Dbasea-
do no encontro das formas do parasito, em esfregagos de san-
gue periférico e de drgdaos dos animais, corados pelo método
de Giemsa ou May-Griinwald-Giemsa e ©pelos sinais clinicos apre-
sentados.

Na fase «crénica da doenca, ou mesmo em condigdes ex-—
perimentais seja por inoculag¢gdes de sangue ou de macerado de

carrapatos, o diagnéstico tem sido feito com auxilio de es-

fregagos sangiiineos, dado ao fato de ndo serem observados si-
nais clinicos, porém em alguns casos os unicos sinais
observados foram hipertrofia dos linfonodos, acompanhada ou

ndo de hipertermia (DONATIEN & LESTOQUARD, 1936a, 1940a; DELPY,
1937; DE KOCK et al., 1937; GIRARD & ROUSSELOT, 1945; FINELLE,
1958; SENEVIRATNA & DHANAPALA, 1963; RIOCHE, 1966 e MASSARD

& MASSARD, 1982).

Em algumas regides do Mali e Senegal, sinais de



febre, ptose da orelha e enfartamento de linfonodos peri-

féricos, tem sido atribuidos a ehrlichiose bovina (GIRARD
& ROUSSELOT, 1945; FINELLE, 1958 e RIOCHE, 1966). Ainda, RIO-
CHE (1966) referiu que as alteracgdes hematoldédgicas por ele
encontradas em animais infectados ©por E. bovis, tais como:

leucocitose, onde a maioria dos mondcitos tinham o citoplas-
ma vacuolado, numerosos linfoblastos, monoblastos, leucéci-
tos em mitose e eosinopenia, constituem um quadro que pode
ser considerado quase patognombénico para o diagnéstico da in-
fecgdo por E. bovis.

Com referéncia ao diagndéstico diferencial da ehrli-
chiose bovina com outras doengas que afetam os Dbovinos, DONA-

TIEN & LESTOQUARD (1936a, 1940a), compararam a evolugédo e a

patogenia determinada por E. bovis e C. ruminantium. Conclui-
ram que E. bovis causou nos bovinos uma doengca de evolugao
mais lenta que a determinada ©por C. ruminantium, conferindo
nos animais afetados, um estado de premunicgdo. 0O desenvolvi-

mento da infecg¢do estudada em ovinos, determinou a morte por

C. ruminatium, enquanto E. bovis causou  uma infecgao inapa-

rente nestes animais.

GIRARD & ROUSSELOT (1945), ao estudarem a "Nofel" no

Mali, exploraram exaustivamente o diagnéstico diferencial de
E. bovis com outras hemoparasitoses, principalmente com a
cowdriose, theilerioses e mesmo com a "Tieoudé" (uma doen-

ca determinante de um quadro de encefalite, mas de carater

néao transmissivel por inoculacgdes sangliineas e de etiologia



ndo determinada).
As lesbGes observadas por RIOCHE (1967) foram compa-
radas e diferenciadas daqueles determinadas por C. ruminan-

tium, bem como em relacgao as lesdes observadas anteriormen-

te por PELLISSIER, TROQUEREAU & TRINQUIER (1950), causadas
por uma riquetsiose considerada diferente de E. bovis e ob-
servada em bovinos do Congo (Brazzaville), onde foram encon-

tradas lesdes hepdticas e miocardite intersticial.

PIERRE (1983) referiu-se ao diagndstico diferencial
de E. bovis em relacéo a theileriose, tripanosomose e COW-
driose, considerando que 0s sintomas exibidos pelos ani-

mais exigem um exame laboratorial para evidenciacao precisa

do agente etioldgico.

2.7. Transmissdao por carrapatos:

Os carrapatos ixodideos tem sido incriminados como

vetores de muitas riquetsias parasitas do homem e dos animais

domésticos. Com relacéo a E. bovis, 0s estudos realizados
por DONATIEN & LESTOQUARD (1936a), infestando experimental-
mente bovinos com carrapatos adultos, do género Hyalomma,

alimentados nos estddios de larva e ninfa em bovinos irania-
nos, levaram estes autores a considerarem estes ixodideos,
como ©0s transmissores de E. bovis. Da mesma forma, NEITZ &
JANSEN (1952), na Africa do Sul, transmitiram E. bovis junto

com protozodrios Theileria annulata (Dschunkowsky & Luhs,



1904), utilizando carrapatos adultos da espécie Hyalomma ex—

cavatum Koch, provenientes do Ira.

O0S bovinos afetados pela enzootia de E. bovis em
Baguineda, Mali, estavam parasitados por carrapatos das es-—
pécies Amblyomma variegatum (Fabricius), Rhipicephalus ever—

tsi Neumann e principalmente Hyalomma savignyi Gervais, po-—

rém GIRARD & ROUSSELOT (1945) ndo obtiveram sucesso nas ten-—

tativas de transmissdo com estas espécies de carrapatos.
FINELLE (1958), ao associar o surto de uma doenca

por ele estudada, a E. bovis, observou dgque os animais esta-

vam infestados principalmente por A. variegatum e Boophilus
decoloritus Koch. O mesmo autor verificou que apds a eli-
minacao dos carrapatos, nao mais foram observados novos ca-

sos da doencga.

Ao estudar a ehrlichiose Dbovina no Senegal, RIOCHE

(1966) coletou em bovinos portadores de E. bovis carrapatos
A. variegatum, macerou-os em solugao salina balanceada de
"Hank" e inoculou a suspensao em bovinos por via subcu-
tédnea. Apdés 16 a 29 dias, os animais inoculados estavam po-
sitivos para E. bovis quando esfregacgos sangiineos foram
examinados. Desta maneira, ) autor sugeriu que estes ixodi-

deos possam estar relacionados com a transmisséao desta ri-

quetsia naquela regiédo.

O exame realizado por FLOCH et al. (1922) nos bo-
vinos da Ilha de Guadalupe, permitiu identificar que os ani-

mais dos rebanhos por eles estudados, eram portadores de Boo-



philus microplus Canestrini e A. variegatum. Ao wusar tetra-
ciclinas, banhos carrapaticidas sistemdticos nos animais e o
emprego da vacina Richov, observaram um aumento da resistén-
cia dos animais da regido a provavel riquetsiose.

PIERRE (1983) observou que os animais zebus acome-
tido por E. bovis na Costa do Marfim estavam infestados por
carrapatos, sendo 90% do género Amblyomma e 10% Hyalomma.

Os registros da literatura referentes aos carrapa-

tos estudados como provaveis transmissores de E. bovis a bo-

vinos, podem ser observados no Quadro 2.



QUADRO 2. Registros

referentes

a carrapatos

ixodideos

envolvidos na

transmissédo de E.

bovis a bovinos (Dados de varios autores).
AUTOR (ES) TRANSMISSOR TRANSMISSA ESTADIO LOCAL
EVOLUTIVO
DOMATIEN & LESTOQUARD Hyalomma {+)?! adultos Argélia
(1936a)
GIRARD & ROUSSELOT A variegatum {-)2 ? Mali
(1945} R. ovaonitsd (=)% ?
H., savignyi (~)* ?
NEITZ & JANSEN (1952)  H. excavatum (+)1 adultos fifrica do sul
FINELLE (1558) A, vardegatum ? Mali
B, decobfonatus
RIOCHE (1966) A, Uanie,gazfum (?)3 ? Senegal
FLOCH et af. (1972) B. microplus (2)3 ? Guadalupe
A, varndiegatum ()2 ?
PIERRE (1983) A. vanrdegatum (2}3 ? Costa do Marfim
Hyalomma (27)3 ?
MASSARD (pre- B. michoplus (=)t larva a adultos Brasil
sente trabalho) A. nitens {~1! larva a adultos
A, cajennense (=)* larva
(+)* ninfa
()t adultos
1 - infestacdo experimental 3 - encontrado sobre o0s animais
2 - inoculagdo de macerado de carrapatos ? - ndo determinado



MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios da Area
de Parasitologia, Departamento de Biologia Animal, Instituto
de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) e nos laboratdérios de ARBOVIRUS 1II, Departamento de Vi-
rologia do Instituto de Microbiologia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

Para o diagndéstico das hemoparasitoses, foram exami-
nados 296 bovinos de 1 a 12 meses de idade, de ambos o0s se-
xos, criados em sitios ou fazendas, em geral em regime exten-
sivo e/ou semi extensivo. A maioria dos animais eram mesti-
¢os principalmente com holandés utilizados em exploracéo lei-
teira e ©procedentes do Estado do Rio de Janeiro (RJ) e Minas

Gerais (MG) . Estes estudos se extenderam pelo periodo de Agos-

to de 1980 a Abril de 1984.

3.1. TIdentificagdo Morfoldgica dos Hemoparasitos:

A  identificagdo dos protozodrios e riquetsias foi Dba-



seada nos trabalhos de WENYON (19206) ; PHILIP (1974); LEVINE
(1973); KREIER (1977) e em trabalhos originais das descricgdes
das espécies. Também foram utilizados como referéncias os
trabalhos de NEITZ (1956, 1957, 1967, 1968 a,b,c); LOPES (1976)

e MASSARD & MASSARD (1982) .

3.2. Cultivo de E. bovis "in wvitro":

O cultivo e isolamento de E. bovis foi realizado a-
través de linhagens primdrias de leucdécitos Dbovinos.

A  metodologia para cultura de leucédcitos bovinos
foi realizada através da adaptacdo da Técnica de Cultivo de
leucédcitos de suinos (HESS, 1960) modificada pelo Laboraté-
rio de Virologia da UFRJ (RODRIGUES, 1980).

Os materiais utilizados foram estéreis e rigorosa

assepsia foi mantida durante todo o ©processamento das amos-

tras.
3.2.1. Amostras de Sangue Bovino:

Foi obtido um volume aproximado de 400 ml de san-
gue bovino por pungdo direta da veia jugular de Dbovinos, uti-
lizando-se agulhas <calibre 20 adaptada em mangueira de Dborra-
cha latex, acoplada em baldo de vidro, contendo em seu inte-
rior ©pérolas de ©porcelana. O recipiente de coleta foi man-
tido sob constante agitacdo manual até completa desfibrinacéo

do sangue, em seguida conservado a 4°C e transportado para



o laboratério.

3.2.2. Obtencdo dos leucdcitos bovinos:

O processamento de obtencdo dos leucdédcitos foi feito
em capela de fluxo laminar. Inicialmente o sangue foi filtra-
do em gase estéril, retendo-se desta maneira o codgulo forma-
do, e o sangue distribuido em frascos de centrifuga com 200 ml
de capacidade e centrifugado a 2000 x g a 4°C, durante 30 mi-
nutos, obtendo-se assim 3 camadas distintas: uma inferior, re-
presentada pelos eritrécitos, uma intermedidria corresponden—
te aos leucdcitos e a superior constituida pelo soro sanglii-
neo.

Com auxilio de wuma seringa de vidro de 50 ml de ca-
pacidade, munida de wuma cédnula longa 150 x 14), retirou-se 150
ml da camada correspondente ao soro e transferiu-se para um
Erlenmeyer de 250 ml de capacidade, adicionando-se a este soro
2 ml de antibidético (penicilina + estreptomicina) e 2 ml de
fungistatico (anfotericina) . O soro foi entdo estocado a 4°C
para uso posterior.

Com a mesma seringa, fez-se a aspiracdo da camada in-
termedidria correspondente aos leucécitos, transferindo-os pa-
ra tubos de centrifuga com 50 ml de capacidade. Em seguida
centrifugou-se a 2000 x g a 4°C durante 60 minutos. De manei-
ra semelhante & anterior, coletou-se a <camada de leucdcitos
transferindo-a para tubos de 50 ml de capacidade, adicionando-

-se aproximadamente 10 a 20 ml de A&gua destilada estéril pH



7,2, homogeinizando-se delicadamente com uma pipeta durante
30 segundos, para lise dos eritrécitos ainda presentes. Em
seguida adicionou-se 20 a 40 ml de PBS pH 7,2 homogeinizan-
do-se mais uma vez por 30 segundos, para recuperagcdao da to-
nicidade da suspensao, a seguir centrifugando-se a 1000 x g
a 4°C por 20 minutos.

Apébs a centrifugacgao o sobrenadante foi desprezado
e ao sedimento representado pelo lavado de leucécitos, foi
adicionado 1 ml de soro e a seguir agitado para homogeniza-

cao do mesmo.

3.2.3. Preparo das Culturas de leucdcitos:

Os leucécitos obtidos foram transferidos para um
Erlenmeyer e a este adicionado 60 ml de soro, anteriormente
estocado, sendo a suspensdo mantida durante 10 minutos sob
constante agitacdo «com auxilio de uma agitador magnético, pa-
ra manutencdo dos leucdécitos em suspensédo.

Apbés este periodo, a suspensdo foi distribuida em

aliquotas de 1,0 ml em tubos de Leighton com laminula (10 x

30 mm), tampados com rolha de borracha e em garrafas "xaro-
pe" (28 cm2) com 10 ml da suspensdo, tampadas com roscas de
baquelite. Apdés a devida identificacdo, o material foi incu-

bado a 37°C em estufa.

3.2.4. Inoculacdo e leitura das culturas de leucdci-

tos:



a) Inoculacao:

Os tubos e/ou garrafas de culturas de leucécitos,
com 48  horas, foram inoculadas, com suspensao de culturas po-
sitivas de leucécitos, de animais positivos, preparadas da
mesma forma que a descrita para animais sadios, com 0,1 ml
e 1 ml, respectivamente para tubos de Leighton e garrafas xa-

rope.
b) Leitura:

As leituras das laminulas foram feitas a intervalos
médios de 18 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas,
através de coloracdao pelo Giemsa examinando-se em microscéd-
pio o6tico; e a intervalos de 72 a 96 horas por imunofluores-

céncia direta em microscdpio de 1luz ultra-violeta.

3.3. Identificacdo de E. bovis por imunofluorescéncia dire-

ta (IFD):

Para obtencdo de soros imunes, foi wutilizada a téc-
nica descrita por KWAPINSKI (1982) modificada nos laboraté-
rios de Imunoparasitologia da Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro.
3.3.1. Obtencdo de soro imune bovino:

Para obtencdo de soro imune foi coletado 20 ml de

sangue de um bovino com infecgdo natural recente de E. bovis.
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As gamaglobulinas séricas foram precipitadas com solugdo sa—
turada de sulfato de amdénio, conjugadas a fluoresceina e titu-
ladas contra cultivo de leucécitos infectados e néo infecta-

dos com E. bovis em microscdépio de luz wultra-violeta.

3.3.2. Obtencao de SOro imune em Coelho
As amostras de cultivo de E. bovis "in vitro" foram
inativadas por aquecimento em banho-Maria durante 30 minu-
tos. Apbés resfriamento, 2 ml da suspensdo de antigeno ina-

tivado foi emulsificado com 2 ml de Adjuvante completo de
Frelind. Segundo o esquema do Quadro 3, foi inoculado em coe-
lho. No 3° dia apdés a Ultima inoculagdo do antigeno, foi fei-
ta uma sangria parcial do coelho, colhendo-se 20 ml de sangue

por puncdo cardiaca. Apdés a separagdo do soro, procedeu-se a

QUADRO 3. Esquema de obtengdo de soro imune em coelhos Nova

Zelédndia.

DIA VIAa DE VOLIIME MATERTAL SANGRTA
INOCULACAC INOCULADO - INOCULADO -
0 Subcutanea 2 mf Ag inativado
+ Adj. Comp. Fretind
3 Subcutanea 1 mé Ag vivo
(cultura}
b Endovenosa 0,2 mf Ag vivo
{cultura)
13 Subcutanea 2 mh Ag vivo

(cultura)

16 —— - 20 ?E.
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obtengdo das imunoglobulinas, conjugagdao e posterior titulacgdo.

3.3.3. Obtencdo das Imunoglobulinas:

Foram precipitados 5 ml de soro imune anti-E. bovis
com uma solucdo saturada de sulfato de amdnio, (NHy)p SO4, a
4°C, sob agitacdo durante 30 minutos. Apds repouso de 4 ‘horas
a 4°C, a suspensdo foi centrifugada a 1000 x g (4°C) duran-
te 15 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 3 ml de 4&gua
destilada (pH 6,3) e passado em coluna de 2 cm de didmetro x
15 cm de comprimento, preparada com Deoxietilaminoetil-celu-
lose (DEAE-Celulose) A-50, pH 6,3. O material foi eluido atra-
vés de adigdes sucessivas de tampdo fosfato pH 6,3 e o elua-
to coletado em aliquotas de 3 ml.

As fragdes proteicas foram identificadas espectro-
fotometricamente em um comprimento de onda de 280 nandmetros
e agregadas, de modo a fornecer um eluato puro contendo prin-
cipalmente imunoglobulinas da classe G (IgG).

0 eluato obtido foi liofilizado, devidamente iden-

tificado e estocado a 4°C.
3.3.4. Preparacdo dos conjugados:

As imunoglobulinas foram dissolvidas na proporgcédo de 30
mg da IgG para 2,5 ml de salina 0,85%. A solucdo obtida foi
adicionada de 0,5 ml de tampdo <carbonato-bicarbonato 0,5 M
pH 9,5 contendo 1 mg de isotiocianato de fluoresceina* e dei-

xadas a 4°C, sob agitacgdo lenta, durante uma noite.

* ISOMER I-BBC



O conjugado obtido foi ©purificado em coluna de cro-
matografia, com as mesmas dimensdes anteriormente descritas,
contendo resina Sephadex G-50, grdo fino, pH 7,2, através de

eluigcdo com solugdo salina tamponada (PBS) pH 7,2.
3.3.5. Titulacdo dos conjugados:

0 conjugado de imunoglobulinas-fluorocrémio foi ti-
tulado através de diluicgdes préviamente estabelecidas (10°,
1071, 2x107Y,  3x107t,  4x107l,  sx1072.)

As diluicgdes obtidas foram, separadamente adiciona-

das aos controles positivos e negativos para E. bovis, de mo-

do a se comparar a especificidade e sensibilidade relativas.
3.3.6. Teste de Imunofluorescéncia direta:

A metodologia seguida foi semelhante para os anti-
genos origindrios de laminulas com tapete celular de leucéd-
citos parasitados e ndo ©parasitados, léminas feitas com se-
dimento da suspensdo das culturas de leucédcitos, esfregacos
sangiliineos, esfregagos e impressdao de 6rgdos de animais, e
esfregacos de oérgdos de carrapato.

Os testes de imunofluorescéncia foram feitos <com os
conjugados anti-FEhrlichia de origem bovina e anti-Ehrlichia

procedentes de coelho imunizado.

a) Em laminulas com cultivo de leucédcitos:
As laminulas dos tubos de Leighton dos cultivos de

leucdédcitos foram coletadas entre 72 e 96 horas de incubacéo



e deixadas secar a temperatura ambiente, e a seguir fixadas em
acetona por 10 minutos e deixadas secar.

Apés a fixacgéo, as laminulas com o tapete celular de
leucécitos foram acondicionadas individualmente em tubos de
ensaio, fechados com rolha de borracha, devidamente identifi-

cados e estocados a -20°C, até o momento do uso.

b) Em sedimento de culturas de leucécitos:

Apés a retirada das laminulas dos tubos de [Leighton,
a suspensao foi transferida para tubos e centrifugada a 4°C
a 1000 x g durante 15 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e com o sedimento fo-
ram feitos esfregacos em laminas, deixadas secar ao ar e em
seguida fixadas em acetona por 10 minutos.

Apbs a secagem foram devidamente acondicionadas, iden-

tificadas e estocadas a -20°C até o momento do uso.

Z

c) Em esfregacgos sangliineos, impressdes de érgéaos de
animais e carrapatos:
Feito o esfregago ou impressdo de érgdos em laminas,
o material foi deixado secar, a temperatura ambiente, sendo
fixado em acetona por 10 minutos. Deixado secar, identificado

e estocado como 0s anteriormente descritos.

d) Técnica da imunofluorescéncia direta:
No momento de uso, as laminas e laminulas estocadas,

foram deixadas em cdmara Umida a temperatura ambiente até o

equilibrio da temperatura.



0 conjugado anti-Ehrlichia, préviamente titulado,
foi adicionado sobre as laminulas e/ou laminas (2 para cada
diluicdo) de modo a <cobrir toda a sua extenséao, sendo em se-
guida incubadas a 37°C durante 30 minutos e apds lavadas com
solugdo salina tamponada (PBS) pH. 7,2. 0O material foi ra-

pidamente imerso por duas vezes consecutivas e posteriormen-

te deixado por 10 minutos na solucdo tamponada. Apds a seca-
gem, as laminulas foram montadas em laminas com glicerina
para imunofluorescéncia tamponada a 50%, com  PBS, mantendo-
-se o tapete celular voltado para baixo. As laminas foram
cobertas com laminulas em glicerina a 50%. As leituras fo-
ram feitas em microscoépio ZEISS (Fotomicroscépio III) para
imunofluorescéncia, com ladmpada HBO 200.

Os resultados positivos foram evidenciados pela pre-
senga de fluorescéncia no citoplasma das células infectadas
com E. bovis.

0S registros morfoldgicos e de imunofluorescéncia
de E. bovis foram realizados em microscépio ético e em mi-
croscépio de luz ultra-violeta com filme Ektachrome Kodak,

35 mm, 64 ASA, 19-DIN.

3.4. Procedéncia, manutencao e finalidade dos animais uti-
lizados:
3.4.1. Bovinos:

No Estado do Rio de Janeiro (RJ), foram examinados



278 Dbovinos de 10 municipios e em 2 municipios do Estado de Mi-
nas Gerais (MG), em divisa com o Estado do Rio de Janeiro, fo-
ram examinados 18 bovinos.

Os animais examinados no Estado do Rio de Janeiro proce-
deram dos municipios de Angra dos Reils, Barra Mansa, Barra do Pi-
rai, Friburgo, Itaguai, Petrépolis, Resende, Rio Claro, Rio de
Janeiro e Valenca. No Estado de Minas Gerais, foram examinados
bovinos dos municipios de Rio Preto e Itamonte (Planalto do Par-
que Nacional de Itatiaia). A localizacgéo dos municipios nos
Estados do RJ e MG pode ser observada na Figura 6.

Cinco Dbezerros com 8 meses de idade, machos ©proce-
dentes da Fazenda do Instituto de Zootecnia da UFRRJ, cria-

dos em regime semi-extensivo foram esplenectomizados para co-

nhecimento dos hemoparasitos daquele rebanho. Dois deles fo-
ram medicados com diamidinas aromdticas apés a comprova-
cdo da infeccdo por B. bigemina e B. bovis em esfrega-
cos sangiliineos. Estes animais foram acompanhados didriamen-

te através de esfregacos sangliineos, temperatura retal e exa-
me clinico. Os animais que morreram foram necropsiados e fo-
ram feitas impressdes dos orgdos para exames por IFD e pela
coloragdo de Giemsa. O mesmo foi realizado com 2 bezerros de
8 meses de idade ©procedentes de regido indeterminada do Esta-
do de Minas Gerais.

Um bezerro girholando (n° 158), macho, com 3 meses
de idade, naturalmente infectado com E. bovis, procedente da

Fazenda do Ermo, Rio Claro (RJ), foi incorporado aos estudos



laboratoriais, em janeiro de 1981. Inicialmente este ani-
mal foi mantido no Biotério da Unidade de Pesquisa em Patolo-

gia Animal-EMBRAPA, km. 47, identificado sob o n° 16. Apéds

um ano de acompanhamento foi transferido para a Estacgao
para Pesquisas Parasitoldégicas W.O. Neitz da UFRRJ, rece-
bendo o ne° 158. Em seguida foi esplenectomizado, tra-

tado com diamidinas aromdticas como profildtico para babesio-

ses. Durante 2 anos, este animal serviu como portador de E.
bovis utilizando-se sangue para inoculacgdes, preparacao de
culturas de leucécitos infectados e ainda para alimentacéo
de carrapatos, sendo acompanhado através esfregacgos sangiii-
neos, controle de temperatura retal e desenvolvimento ponde-
ral. Apéds a esplenectomia sempre que necessario foi feito

tratamento Dbabesicida.

Para os estudos de transmissdo de E. bovis, por ino-
culacgdes de sangue infectado, inoculacgdes de culturas de leu-
cécitos infectados <com E. bovis obtidas "in vitro" e exposi-
cdes a carrapatos, foram utilizados 11  bovinos machos esple-
nectomizados procedentes de criacgdes localizadas no Campus
da UFRRJ e 4 bezerros nao esplenectomizados procedentes do
Municipio do Rio de Janeiro onde exames periddicos de ani-
mais desta propriedade nunca revelou a presencga de E. bovis.
Antes dos animais serem incorporados aos experimentos, foram
acompanhados didriamente por um periodo minimo de 20 dias,
através de exames microscépicos didrios de esfregacos de san-—

gue periférico, observacgdes da temperatura retal, exames clini-
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cos, e previamente pulverizados com produtos carrapaticidas
piretrdides sintétiocos. Estes animais receberam na vespera da ci
rurgia 1 dose de diamidina aromatica ¢ 1 segunda dose 3 dias
apObs a cirurgia. Apos a esplenectomia foram examinados por
15 dias diariamente, mostrandc—-se negativos a L. bovis, foram
incorporados aos experimentos.

Os bezerros utilizados nos testes laboratoriails fo-
ram mantidos em estabulos de alvenaria fechados, da Estacao Ex
perimental de Itagual {EEI}-Pesagro-Ric, mantendo-se condi-
coeg de isolamentc para estes estudoes.

A alimentac3o dcs bovinos jovens atée 2 meses de ida-
de consistiu de leite boﬁino natural e racao balanceada apro-
priada. A partir desta idade os animais foram desmamades e
receberam racaoc balanccada, verde constitulido de capim na-
pier picado, Pendisetum purpureum procedente de capineira, alem

de farelo de trigo.

3.4.2. Ovino e caprinc:

Para as infecgdes experimentais de £. bovds fol utili

zado ainda um ovino macho, adulto, procedente da criacao do

Biotério da Unidade de Pesguisa em Patologia Animal
{(UPPA)-EMBRAPA, para inoculagaoc de sangue infectado com L.
bevis. Este ovino foil eSplenectomizado, sendo acompanhado mi

croscopicamente através de esfregagos sangliineos, temperatura

retal e exames clinicos por periodo de 90 dias. Este animal

foi mantido em baia de alvenaria da UPPA, durante todo 0 pe-
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riodo de observacgao, sendo alimentado com ragao balanceada e
verde picado. Também 2 caprinos machos, irmdos, com 15 dias
de idade, nascidos e criados no Campus da Universidade Fede-
ral Rural do Rio de Janeiro foram wutilizados em estudos de
transmissdo de E. bovis, com culturas de leucédcitos infecta-
das, sendo transferidos para as instalacgdes da EEI-Pesagro-
Rio e mantidos em condig¢gdes de isolamento junto com a méae.

Estes animais foram acompanhados através de esfregagos sangui-

neos, controle da temperatura retal, e exames clinicos por
periodo superior a 90 dias. Da mesma forma que os demais ru-
minantes, receberam aleitamento natural complementado por

racdo balanceada e verde picado.

Para estudos experimentais com inoculacgdo de sangue
infectado por E. bovis foram utilizados ainda 4 cdes machos
adultos, sem raca definida, procedentes do municipio do Rio
de Janeiro. Estes animais foram mantidos na Estagdo para Pes-
quisas Parasitologicas W.O. Neitz da Universidade Federal Ru-
ral do Rio de Janeiro em gaiolas de arame, recebendo arroz
cozido misturado com ragao balanceada e acompanhados atra-

véz esfregagos sanguineos e temperatura retal por ©periodo de

até 90 dias.

3.4.4. Coelhos:

De uma pequena criagdo doméstica 1localizada em Sero-
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pédica-Itaquai, foram adquiridos 3 coelhos jovens, machos da
raga Nova Zelandia com 2.500 g de peso corporal. Um deles
foi mantido como controle e os outros 2 foram utilizados em
estudos imunolégicos e infeccgéo com E. bovis. Foram também
mantidos nas instala¢des da EEI-Pesagro-Rio em baia de alvena-
ria fechada, recebendo como alimento capim angola (Brachiaria

mutica) e racgdo apropriada.

3.5. Infecgbes experimentais com E. bovis:
3.5.1. Inoculagcdo de sangue infectado por BE. bovis em
bovinos:

Tentando-se estabelecer a infecgdo por E. bovis a ou-
tros animais, foi inoculado sangue de animais infectados por
E. bovis, via endovenosa e via subcutdnea em Dbovinos Jjovens.

Para inoculagdes com sangue infectado de E.  bovis fo-
ram utilizados 3 bezerros esplenectomizados com 25 a 30 dias
de 1idade procedentes da EEI. Um dos animais recebeu por via
endovenosa 30 ml de sangue do bovino n° 158, portador da in-
feccdo por E. bovis e, apdés 7 dias, 5 ml de sangue da mesma
procedéncia por via subcuténea. 0 segundo bezerro recebeu, du-
rante trés dias alternados, 5 ml de sangue do mesmo animal ©por
via subcuténea. 0 terceiro animal deste grupo permaneceu co-
mo controle, ndo tendo sido inoculado.

Dois bovinos <com 5 meses de idade ©procedentes da Fa-

zenda do 12 da UFRRJ e esplenectomizados, receberam 3 inocula-



coes de 20 ml de sangue desfibrinado via endovenosa do bovi-
no n° 158 com intervalos de 7 dias.

Todos os animais inoculados com sangue foram acompa-
nhados diariamente através de exames microscépicos de esfre-

gagos de sangue e temperatura retal.

3.5.2. Inoculagdo de sangue infectado por E. bovis em

ovino:

Um ovino macho adulto recebeu 7 dias apdés a esplenec-

tomia, por via endovenosa, 200 ml de sangue de um Dbovino porta-

dor de E. bovis. Sete dias apéds, foi reinoculado <com 5 ml de
sangue do  mesmo doador  via subcutéanea. Durante 3 meses, este
ovino foi examinado, tomando-se diariamente a temperatura re-
tal e examinando-se microscopicamente 0s esfregagos sangui-
neos.
3.5.3. Inoculacao de sangue infectado por E. bovis em
caes:

Dois cdes adultos, sem raca definida, foram inocula-
dos por via endovenosa <com 10 ml de sangue desfibrinado do bo-
vino n° 158, infectado naturalmente com E. bovis; outros dois,
também adultos foram inoculados por via subcuténea com 5 ml
do sangue proveniente do mesmo animal. Durante 60 dias, os
animais foram observados diariamente com tomada de temperatu-

ra retal e exame de esfregagos sangliineos.



3.5.4. Inoculacao de culturas de leucécitos bovinos in-

fectadas por E. bovis em Dbovinos:

Foram inoculados trés bovinos machos, com aproximada-
mente 30 dias de idade, ndo esplenectomizados, com suspensdo de
cultura de leucécitos infectada <com E. bovis. O 4° animal des-
te grupo permaneceu durante 3 meses como controle para avalia-
¢bes do desenvolvimento em relacdo aos animais inoculados.

Um dos animais recebeu 2 inoculag¢des endovenosas: uma
de 15 ml e outra de 10 ml com intervalo de wuma semana. Os ou-
tros dois animais, receberam apenas uma inoculacdo de 10 ml de
culturas de leucdécitos infectada também por via endovenosa.

Diariamente, foram feitos exames clinicos, esfregacos

sangliineos e verificacgdo da temperatura retal.

3.5.5. Inoculacgao de culturas de leucdcitos bovinos in-

fectadas por E. bovis em caprino:

Dos dois caprinos utilizados neste experimento, um de-—
les recebeu um indéculo de 10 ml de cultura de leucdécitos Dbovi-
nos infectada com E. bovis por via intraperitoneal e o outro
permaneceu como controle. Vinte dias apdés a inoculacgéo, o mes-
mo animal foi reinoculado com 5 ml de cultura obtida "in vitro"

por via endovenosa.

Durante todo o experimento, estes animais foram acom—
panhados microscopicamente através de esfregacos sanguineos

e verificacgéo da temperatura retal e desenvolvimento ponderal



por periodo de 4 meses.

3.5.6. Inoculacdo de culturas de leucécitos bovinos in-

fectadas por E. bovis em coelhos:

Dois coelhos brancos foram inoculados por via subcu-
tédnea e endovenosa conforme o modelo do Quadro 3 e examinados
diariamente através do exame de esfregagos sangliineos pelo Giem-
sa e também acompanhados 2 vezes por semana pelo exame de es-

fregagos sangiiineos pela técnica de IFD, durante 60 dias.

3.5.7. Infeccédo experimental por E. bovis através de

exposigbes a ixodideos:

a) Criagdo e manutencdo dos carrapatos:

Fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus (Canestri-
ni), Anocentor nitens (Neumann) e Amblyomma cajennense (Fabri-
cius), foram colhidas em bovinos e eqliideos nas diferentes re-
gides estudadas do Estado do Rio de Janeiro.

0O método para criagéo dos carrapatos mono e trioxe-
nos foi baseado na descricgéo de NEITZ, BOUGHTON & WALTERS
(1971) modificado, utilizando-se seringas de pléstico descar-—
tdveis para manutengcdo das coldnias de carrapatos.

Durante todas as fases nao parasiticas, os carrapatos
foram sempre mantidos em cédmara climatizada com temperatura con-
trolada a 27°C e umidade relativa acima de 80%.

Apds a identificacéo especifica, foram distribuidas

em grupos de 4 a 6 fémeas em placas de petri (10 cm de didme-



tro) e levadas a camara climatizada para realizacgéo da postura.
Quinze dias apds o) inicio da postura, os ovos foram
cuidadosamente homogeneizados e pesados em lotes de 0,5 g. Ca-

da grupo de ovos foi entéo acondicionado em seringas descar-

taveis adaptadas para criacgao de carrapatos, tendo a sua ex—
tremidade anterior cortada e fechada com tecido "nylon ou opa-
la" com auxilio de fita crepe adesiva ou esparadrapo, devida-
mente identificadas e mantidas em camara climatizada.

b) Infestacdo dos bovinos:

Foram utilizados 12 bovinos para este teste. As in-

festacgdes dos bovinos foram realizadas na orelha dos animais,
empregando-se sacos de tecido brim providos de aba larga na ex-
tremidade inferior, albergando toda a orelha do animal. Este
saco foi aderido ao hospedeiro com auxilio da pasta de Ulna, due

consiste numa mistura de ¢6xido de zinco (30  qg), gelatina (409),
dgua destilada (60 qg) e glicerina (30 ml). No momento do uso,
a pasta foi aquecida em banho-Maria e em seguida espalhada com
espatula a base da orelha do animal, ajustando-se cuidadosamen-
te o saco de ©pano, reforcando-se a vedagdo com esparadrapo. Apds
a aderéncia do saco de pano ao hospedeiro, os carrapatos con-
tidos nas seringas foram injetados no seu interior e a extremi-

dade superior do saco cuidadosamente costurada a méo.

I - Infestagdes de bovinos com os carrapatos monoxenos,

B. microplus e A. nitens:

Aproximadamente 10 a 15 dias apds a eclosdao das lar-



vas, o contetdo de 2 seringas, correspondente a 20.000 larvas
aproximadamente, foram expostas a bovinos comprovadamente po-
sitivos para E. bovis pelo exame de esfregagos de sangue. Dia-
riamente, foi feito o) controle do desenvolvimento das larvas,
ninfas e adultos ©pela abertura da extremidade superior do sa-
co aderido a orelha do Dbovino. As fémeas ingurgitadas, cole-
tadas desta geragao, foram levadas ao laboratério e a mesma

metodologia anterior foi seguida.

Em uma segunda fase, as larvas oriundas destas fé-
meas, foram expostas a bovinos previamente considerados nega-
tivos para E. bovis apds exames microscépicos periddicos, pro-

curando-se com 1isso, comprovar a possivel ocorréncia da trans-
missdo transovariana de E. bovis com estas espécies de carra-
patos.

Os animais infestados com carrapatos foram acompanha-
dos diariamente por meio de observagdes clinicas, exame dos

esfregacgos sangiineos e observacgao da temperatura retal.

II - Infestacgao de bovinos com carrapato trioxeno A.

cajennense:

Da mesma maneira que nas espécies de carrapatos an-
teriores, as larvas de 2 seringas, com idade de 10 a 15 dias,
foram expostas a orelha de Dbovinos portadores de E. bovis.

Diariamente, por periodos de 30 dias, foram feitas
observagdes da temperatura retal do animal, esfregacgos san-

gliineos e o saco de pano foi cuidadosamente aberto para exa-



me dos carrapatos. Do gquarto ao sexto dia, as larvas ingurgi-
tadas e soltas do hospedeiro foram coletadas. Em seringas a-
propriadas, as larvas foram agrupadas em numero de 50 e le-
vadas a camara climatizada nas mesmas condicgdes anteriormente
descritas, para a criagdo dos carrapatos. Apbés a ecdise, 200
a 1500 ninfas com idade de 15 a 20 dias, foram expostas de ma-
neira semelhante a bovinos previamente considerados nao infec-
tados com E. bovis, visando-se com 1isso, observar a transmis-
sdo transestadial de E. Dbovis com ninfas de A. cajennense. Da
mesma forma, 200 ninfas foram colocadas na orelha de bovinos
portadores de E. bovis.

Apés completa replegdo, as ninfas alimentadas em hos-
pedeiros positivos e negativos a E. bovis foram <coletadas e
separadas em grupos de 20 por seringa, mantidas em cdmara cli-
matizada até a muda para adulto.

Os exemplares adultos com 15 a 20 dias apds ecdise
foram separados em nuUmero de 30, sendo 20 fémeas e 10 machos,
em seguida expostos da mesma maneira a orelha de 2 bovinos.
Um dos bovinos portador de E. bovis 0 outro negativo a in-
fecgcdo por E. bovis.

Todos os animais infestados artificialmente com os
carrapatos foram acompanhados diariamente através do exame de
esfregacgos sangiiineos e da temperatura retal, por periodo mé-

dio de 60 dias. Periodicamente também foram avaliados atra-

vés imunofluorescéncia direta.



3.6. Coleta e andlise das amostras de sangue e Orgdos:

Para a evidenciagcdo dos ©protozodrios e riquetsias fo-
ram feitos esfregagos sanguineos utilizando-se em geral a pri-
meira gota de sangue, obtida por puncdo de vasos superficiais
da orelha, gque foram corados pelo método de Giemsa.

Utilizando-se 3 gotas da solucgao corante estoque de
Giemsa* para 1 ml de solugcdo tampado pH 7,2, os esfregagos pre-
viamente fixados em metanol foram imersos em vasos Coplin con-
tendo a solugcdo corante diluida, por periodo de 1 a 2 horas.

0 exame microscédpico dos esfregacgos sanguineos cora-
dos, foi realizado com ocular 10X e objetiva de 100X embebido
em 6leo de imersao, em microscoédpio wWild M20, dando-se espe-
cial atencgéo aos bordos laterais e parte final dos esfrega-
cos, onde ocorre maior concentracgao dos leucécitos. A leuco-
metria especifica foi feita nestes mesmos esfregagos e em cen-
trifuga de microhematécrito** foram efetuadas as leituras de
volume globular das amostras de sangue colhidas em tubos ca-
pilares heparinizados.

Durante o desenvolvimento dos experimentos foram ain-
da coletadas amostras de sangue da veia jugular dos animais
em tubos de Vacutainer contendo EDTA para hemogramas, proces-—

sados em "Coulter Counter" Veterindrio**.

* Merck-Darmstadt

** Centrifuga Microhematécrito FANEM

*x K Coulter Counter eletronico mod. DN VET.



3.7. Uso de Quimioterédpicos:

Os animais wutilizados para estudos experimentais fo-

ram em algumas ocasides medicados com drogas especificas.

3.7.1. Diamidinas aromédticas (Babesicidas) :

Produtos a Dbase de acetato de diaminazina foram em-
pregados na dose de 4 mg/kg de peso por via intramuscular pro-
funda, wutilizando-se 2 doses do medicamento com intervalo de
3 dias. A agdo destas drogas em relagdo aos hemoparasitos fo-

ram registradas.

3.7.2. Antibidticos:

Os animais esplenectomizados foram medicado com pro-
dutos a base de penicilina G benzatina, penicilina G pro-
caina, penicilina G potéssica cristalina, sulfato dehidroes-
treptomicina e sulfato de estreptomicina nas doses terapéu-
ticas recomendadas, em 2 doses por via intramuscular, com in-
tervalo de 5 dias como profildtico a infecgbes operatdrias.

Produtos a Dbase de cloridrato de oxitetraciclina fo-
ram também empregados em alguns animais na dose de 10 mg/kg de
peso vivo durante 3 a 5 dias consecutivos, visando-se o con-

trole de Anaplasma e E. bovis.

3.7.3. Ixodicidas

As infestacgdes por carrapatos foram controladas com



o emprego de produto piretréide a Dbase de decametrina a in-
tervalos regulares de 21 dias, de acordo com a finalidade do
animal em estudo. O produto foi diluido em &gua limpa na
proporcgéo de 25 ppmn, homogeinizado e aspergido de ma-

neira wuniforme em todo o corpo do animal.

3.8. Solugbes e suspensdes:

As solugbdes e suspensdes utilizadas foram prepara-
das no Departamento de Virologia do Instituto de Microbiolo-

gia da UFRJ de acordo com RODRIGUES (1980) .

3.8.1. Solugcdo de Antibidticos:

a) Penicilina:
Penicilina sédica cristalina  ...... 106 Ul
HZO bidest. estéril JeS.Pe eeeeenn 50,0 ml

(20.000 UI/ml)

b) Estreptomicina:

Sulfato de estreptomicina = ........ 1,0 g
H20 bidest. estéril eSePe eeeeeea 50,0 ml
(0,02 g/ml)

Prepara-las assepticamente;

Misturd-las volume a volume;

Usar 1,0 ml da mistura para cada 100,0 ml de so-

lugdo ou meio de cultura (lO5 UI de penicilina



por litro e 0,1 g de estreptomicina por litro).

.8.2. Solucdo de Fungistdtico:
Anfotericina (Fungizona Squibb) ............ 50,0 mg
H20 bidest. estéril g.S.P. @ i 200,0 ml
(0,25 mg/ml)

Preparar assepticamente;

Usar 1,0 ml da solugdo para cada 100,0 ml da solucgéo

ou meio de cultivo (0,0025 mg/ml)

.8.3. Solugcdo Salina Tamponada:

"Phosphate Buffer Solution" (PBS)

E uma solucdo de NaCl 0,15 M, adicionada de diluente

fosfato 0,005 M, pH 7,2

=X 8,50
NaZHPO4 (= o e ol 1) 0,56
KH2P04 ..................................... 0,14
H20 dest. g.s.p. et e ettt e 1.000,00

Distribuir em aliquotas de 90,0 ml;
Esterilizar em autoclave (120°C/20 minutos);

Deixar esfriar e estocar a 4°C.

Q

.8.4. Glicerina Tamponada 50%:

Glicerina para microscépio fluorescente ce 10,0

PBS  (PH  772) ettt 10,0

ml

ml



.8.5. Solugcao Salina 0,85%:

.8.

NaC L e e e e e e e e e e e e e 17,0 g
H20 dest. [ T < 2.000,0 ml
Agitar para dissolver o sal;

Estocar a 4°C.

.8.6. Solucdo Saturada de Sulfato de Amdnio:
Sulfato de amdnio ... ..ttt 750,0 g
H20 deionizada geSeP ot ittt et et e 1.000,0 ml

Manter sob agitagdo magnética durante 2 a 3 dias;
Deixar repousar e eliminar o sal ndo dissolvido;
Adicionar ao sobrenadante uma solugao de Soda Normal,

ajustando o pH para 7,0.

7. Suspenséo de "DEAE" - Celulose:
DEAE-CelulosSe i ittt ittt ittt et ettt eeea 20,0 g
Soda N/ 2 e e e 1.000,0 ml

Apdés sedimentacgéo, proceder com novas lavagens, por 3
vezes, com a mesma solucéao;

Lavar com agua destilada até obtencéao de um sobrena-
dante limpido;

Lavar com solucdo fosfatada, pH 6,3, até que o sobre-

nadante da suspensdo adquira este pH (6,3);

Usar colunas <com 2,0 <cm de didmetro, na razadao de 15,0

cm de altura para cada 5,0 ml de soro a passar;



.8.

.8.

Conservar as <colunas a 4°C até o momento do uso, com
excesso de solucéao fosfatada pH 6,3 na parte supe-
rior.

8. Suspensao de "SEPHADEX" - G50 grao fino:
"SEPHADEX" - G50 e e e e 20,0 g
H20 o LY o - o I 1.000,0 ml
Esperar sedimentar e prosseguir com mais duas lava-
gens;

Efetuar novas lavagens com PBS pH 7,2 até que o so-
brenadante da suspensao adquira este pH (7,2);
Usar coluna de 2,0 cm de diadmetro de modo a preencher
3/4 de sua altura;

Conservar a 4°C até o momento do wuso, cobrindo a par-
te superior da coluna com PBS pH 7,2.

9. Solucao tampdo Carbonato-bicarbonato 0,5 M:
Solucgao A:

Carbonato de SOAio i e e 2,1 g
H20 deionizada oS ePe eeeett e e 50,00 ml
Solugao B:

Bicarbonato de SOAL0 e 2,65 g
H20 deionizada oS ePe e 50,00 ml
Misturar A e B;

Ajustar o pH, para 9,5 (se inferior a este, adicio-
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na-se a sol. B e se superior, a sol. A}.

3.8.10. Solugao Fosfatada, pH 6, 3:

Solucao A:
Fosfalo monopotassicl «veveieancenanenn 2,38 g

H20 deionizada g.S5.Pe crcnsroerrsvnes 1.000,00 mf

Solucdo B:

qQ

Fosfato dissodico ..... ettt 1,56
H20 deionizada ... verucssaannan . 500,00 mi
Misturar 773,0 mf da sol. & com 227,0 mf da scl. B;

Ajustar o pH para 6,3 (se inferior a este adicionar

a sol. A e se superior, a sol. B).



RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacdo Morfolégica de E. bovis:

0 exame de esfregacgos sangliineos possibilitou diag-
nosticar pela 1® vez no Brasil a presenca de E. bovis em cé-
lulas mononucleares do sangue periférico, de um bovino Bos-
taurus (L.), da raga Guernsey, puro de origem, acentuadamente
debilitado, com 1 ano de idade, procedente do municipio de I-
taguai, Estado do Rio de Janeiro.

O diagnéstico de E. bovis foi efetuado pela presenca
das mérulas, consideradas como formas caracteristicas do pa-
rasito embora em muitas ocasiodes, fosse necesséario o) exame
sangiiineo dos animais ©por varios dias <consecutivos para encon-
tro destas mérulas.

Estas riquetsias apresentam-se em forma de grénulos
cocdides, arredondados ou ovais agrupados em <coldnias, geral-
mente localizadas em vacuUolos no citoplasma da célula hospe-
deira. A coloragdo ¢é ligeiramente diferente do nGcleo da cé-
lula, em tonalidade azul purpura, 1lilds ou vermelho (Fig. 3 e 4).
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Fig. 3. Mérula de E. bovis em linfdécito; esfregaco de sangue
periférico de Dbovino. Coloragdo de Giemsa (0c. 10X,

obj. 100X).



Fig. 4. Mérula de E. bovis em leucdcito mononuclear; esfre-
gaco de sangue periférico de bovino. Coloracao de

Giemsa (Oc. 10X, obj. 100X).
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Fig. 5. Aparéncia de uma reacao positiva observada por imuno
fluorescéncia direta de cultivo de leucocitos. As ce
lulas infectadas com E. bovis estao fluorescentes

(Oc. 10X, obj. 40X).



As parasitemias por E. bovis foram sempre baixas, mes-
mo na fase aguda, acompanhada por hipertermia, ndo se observan-
do o aparecimento de mais de wuma mdérula por célula parasitada.

Nos estudos experimentais, formas semelhantes a cor-
pos iniciais e corpusculos elementares foram vistas ©por 3 a 5
dias antes do aparecimento das mérulas, as quais foram eviden-
ciadas entre o 8° e 14° dia apds 1inoculacdes de sangue infec-
tado ou cultura de leucdcitos.

Em esfregagos e 1impressbées de oOrgéos, de animais pre-
viamente conhecidos como portadores da infeccgao por E. bovis,
foram encontradas diferentes formas evolutivas deste parasi-
to, sendo observados somente no citoplasma de células mononu-
cleares de 6rgéos, como o pulmao, rim, figado, ©baco e linfono-
dos. Jamais foram vistas inclusdes semelhantes, em esfregacgos
de endotélio wvascular, mesmo apdés um minucioso e exaustivo exa-

me dos esfregacos.

Essas observagdes morfoldgicas determinaram que o pa-
rasito em estudo foi E. bovis Ja& caracterizada anteriormente
por varios autores, destacando-se 0s trabalhos de DONATIEN &

LESTOQUARD (1936a, 1937b, 1938) .

Nos casos crdnicos, a presenca de E. bovis pode ser
observada por periodos relativamente mais longos do que 13 me-
ses, como foi referido por DONATIEN & LESTOQUARD (1937b), uma
vez que um dos animais, ora estudado, aparentemente sadio e es-
plenectomizado demonstrou a infecgdo por mais de 36 meses, com

a presenga de formas sangliineas de E. bovis. Este fato foi con-



siderado como um estado de premunig¢do como o sugerido por
DONATIEN & LESTOQUARD (1936a, 1938, 1940a), assemelhando-se
também as referidas para outras formas de riquetsioses como
as do grupo tipo exantemdtico, tipo murino e ainda com as
riquetsioses causadas por C. ruminantium, E. canis e E. ovina

referidas por DONATIEN & LESTOQUARD (1936b, 1937a, 1940Db)

4,2. Cultivo de E. bovis "in vitro":

Em cultura de leucdécitos de bovinos infectados com
E. bovis, foi observado, "in vitro", o desenvolvimento deste
microrganismo.

0 cultivo celular primdrio de leucécitos a partir
sangue desfibrinado, foi adaptado da técnica modificada por
RODRIGUES (1980), utilizada para cultivos de leucdcitos sui-
nos, que tem a vantagem de proporcionar um grande volume de
cultura, obtendo-se assim, um maior numero de laminulas, con-
tendo o0s antigenos necessdrios para os estudos.

As laminulas dos cultivos primdrios de leucédcitos,

assim obtidos e coletados a intervalos de 18, 24, 48, 72 e
96 horas, gquando tratadas pelo método de Giemsa, mostraram
inclusdes intracitoplasmédticas semelhantes aquelas observadas
em esfregagos sangiiineos de animais ©portadores de E. bovis.

As laminulas com 72 a 96 horas de incubagdo mostraram um mai-

or numero de células infectadas, indicando haver multiplica-

¢do das riquetsias.



Por inoculagcdo de suspensdao de cultivo celular de
leucécito de bovino infectado, em cultura de leucédcito li-
vre do parasito com 48 horas de incubacao, foi possivel evi-
denciar intumeros leucécitos infectados apds 24, 48 e 72 ho-
ras. Este fato proporcionou um meio de propagagdo continua
do parasito ©para estudos deste microrganismo.

Varias tentativas de cultivar parasitos do género
Ehrlichia em meios ©bacterioldégicos e ovos embrionados de pin-
tos, foram realizadas por GIRARD & ROUSSELOT (1945); FOGGIE
(1951); BOOL (1959); TUOMI (1967) ; DAWE, OHDER, WEGENER &
BRUCE (1970), THRUSFIELD, SYNGE & SCOTT (1978), sem suces-—
so. Da mesma forma, inoculag¢cdes de sangue infectado com E.
bovis por via intraperitoneal em camundongos, e por via in-
tracardiaca em cobaios, realizadas por RIOCHE (1966) nao es—
tabeleceram a infecgcdo a estes animais.

Entretanto, FOGGIE & HOOD (1961) tiveram sucesso na
adaptacdo de uma cepa ovina de C. phagocytophila a camundon-
gos e cobaios sem perda da infectividade para ovinos. Ao con-
trério, foi relatado por DANSKIN & BURDIN (1963) que inUme-
ras tentativas para infectar camundongos, hamsters, cobaios
e coelhos com material de C. ondiri tem resultado negati-
vas. Estes mesmos autores também reportaram que a manuten-
cdo de C. ondiri em ovos embrionados e cultivos do microrga-
nismo em sistema de monocamadas de células renais e de tes-
ticulo de bovinos e ovinos ndo determinaram lesdes citoplas-

maticas e consequentemente as inoculacdes desses materiais



nao foram infectivas para bovinos.

NYINDO et al. (1971) foram os primeiros a manter em
cultivos primdrios de mondcitos, um organismo ehrlichial, pro-
cedente de sangue de cdes infectados na fase aguda com E. ca-
nis. A cultura de mondcitos foi complementada com meio mini-
mo essencial de Eagle (MEM) e 20% de soro canino. O material

obtido foi infectivo para cdes sensiveis ao parasito, como

também, culturas nao infectadas poderiam ser infectadas pe-
los parasitos provenientes de cultura infectada com E. ca-
nis. 0 antigeno obtido "in vitro" permitiu estudos estrutu-

rais do parasito, bem como a comparagdo do diagndéstico pelo
método de coloragcdo de Giemsa e o teste de imunofluorescén-
cia direta.

Apdés numerosas tentativas, o desenvolvimento de C.
phagocytophila em cultivos de sangue total de ovino foi rea-
lizado por WOLDEHIWET & SCOTT (1982) . Os leucédcitos separa-
dos foram adicionados de Meio 199 em tampdo HEPES, ocorren-
do um considerédvel aumento do nimero de células infectadas
entre 4 horas e 24 apdés a incubacdo a 37°C. Esta técnica pos-
sibilitou um meio de crescimento do organismo, em quantida-
des suficientes para estudos das propriedades fisicas e qui-

micas, como também para producdo do antigeno "in vitro" para

estudos soroldégicos e imunoldgicos.

4.3. Identificacgao de E. bovis por imunofluorescéncia direta:

A dificuldade de diagnosticar E. bovis através de



esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, seja pela baixa
parasitemia, havendo necessidade de um minucioso e demorado
exame dos esfregacgos, seja pela presenga de corpos elementa-
res dificeis de serem diferenciados, levou ao desenvolvimen-

to de um teste de imunofluorescéncia, a partir dos antigenos

obtidos nas culturas "in vitro".

As laminulas dos cultivos <celulares obtidos "in wvi-
tro" infectadas ©por E. bovis examinadas por imunofluorescén-
cia direta, utilizando-se SOro imune anti-FEhrlichia obtido

de bovino ou soro imune anti-Ehrlichia produzido em coelho,
e conjugados com fluoresceina, demonstraram a presenga do pa-
rasito no citoplasma dos leucécitos infectados (Fig. 5).
Esfregagcos feitos <com o sedimento obtido da centri-
fugacdo das culturas de leucécitos infectadas com E. bovis,
também resultaram positivos ao teste de imunofluorescéncia

direta, devido a ©presenca de leucdcitos infectados na suspen-

Laminulas com tapete celular de cultura de leucéci-
tos provenientes de animais livres de infecgcdo por E. bovis
utilizados como controle neste experimento néao reagiram em
presenca dos antissoros anti-Ehrlichia marcados, néao haven-
do, assim, emissdo de fluorescéncia.

Da mesma forma, os esfregacos sangliineos de animais
da regido do Planalto de Itatiaia, <considerados livres de in-
feccgao para E. bovis, também mostraram-se negativos quando

examinados pela técnica de imunofluorescéncia direta e atra-
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vés de coloragdo pelo método de Giemsa. Em muitas ocasides,
a imunofluorescéncia direta revelou as inclusdes intraleuco-
citicas nos esfregacos sanguineos dos animais experimental-
mente infectados, mesmo quando o exame ©pelo método de Giemsa

foi negativo (Quadro 4).

QUADRO 4. Resultados dos esfregagos sangliineos de bovinos in-
festados experimentalmente com E. bovis e positi-

vos nas provas de coloracdo de Giemsa e IFD, du-

rante 8 semanas com 2 provas semanais.

INOCULADOS CONTROLE B
ANTIMAIS NP ANIMAIS  “Gygmsa  IFD GIEMSA  L7D
esplenecto- 0 0
. 5 12/ 16/ / /16
mizados 1le 16 16
nao esplenec 0 0
- ’ ®i6  hs /16 /16
tomizados
Numerador - n° de exames positivos
Denominador - n° de exames realizados

O exame de esfregagcos e impressbes de oérgdos de ani-
mais portadores de E. bovis que morreram durante os estudos,
mostrou ser mais sensivel ao teste de imunofluorescéncia di-
reta, que ao Giemsa. 0 rim, pulméo, figado, baco e

linfonodos foram os ¢érgdos onde maior numero de organismos
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foram evidenciados, pela fluorescéncia direta. Pelo método de
Giemsa, o pulmédo pareceu estar mais parasitado que o rim.

Os conjugados anti-Ehrlichia, de origem bovina e le-
porina desenvolvidos, nao demonstraram diferencas quanto a
emissdo de fluorescéncia em laminulas de cultura. O titulo pa-
ra o conjugado de origem Dbovina foi 1/30 enquanto o proceden-
te do coelho imunizado apresentou o titulo 1/10. Os resulta-
dos da pesquisa de anticorpos, conjugados a fluoresceina ori-
gindrio de Dbovino infectado e o produzido em coelhos sdo mos-

trados no Quadro 5.

QUADRO 5. Resultados da pesquisa de anticorpos por IFD em so-
ros conjugados com fluoresceina, produzidos em coe-

lhos e bovino.

IFD
HOSPF=ZDEIRO Ne CULTURA DE ESFREGACOS DE CONTROLES
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0 estudo comparativo de esfregacos sangiineos, esfre-
gacos e 1impressdes de o6rgdos de animais portadores de E. bo-
vis, e dos cultivos celulares infectados obtidos "in wvitro",

examinados pelo método de Giemsa e imunofluorescéncia direta



para deteccdo de E. bovis, mostrou que a imunofluorescéncia di-
reta é um método mais rédpido e mais seguro para o diagndstico
desta riquetsiose. A  imunofluorescéncia direta se apdia na pre-
senca das inclusdes riquetsiais intracitoplasméaticas na célu-
la hospedeira, que reage com o anticorpo marcado com fluores-
ceina, havendo emissdo de fluorescéncia apdés a reagdo. As pre-
paragdes para imunofluorescéncia permitem o exame em menor au-
mento microscépico e um maior numero de inclusdes sdo visualiza-

das mais facilmente e mais rapidamente, que ©pelo método de Giem-

sa. Estas observagdes estéo de acordo com CARTER, SEAMER &
SNAPE (1971) que desenvolveram um teste de imunofluorescéncia
direta ©para E. canis a partir de conjugado de soro <canino de
animais doentes. Observaram que o diagndstico em esfregacos

sanguineos e tecidos de cdes por este método foi superior em
comparacgao ao método de Giemsa. Para estudos epidemiolégicos,
o conjugado por eles obtido foi considerado inviavel, devido a
necessidade de consumo de grandes quantidades de soro de ani-
mais infectados. De maneira semelhante, apds cultivar "in vi-
tro" E. canis, NYINDO et al. (1971) desenvolveram o teste de
imunofluorescéncia direta a partir de SOro de caes infectados
e realizaram estudos estruturais do parasito, observando ainda
que o diagnéstico realizado por imunofluorescéncia foi mais e-
ficiente do que pelo método cléssico de Giemsa, frequentemente
utilizado.

O desenvolvimento de um método de propagagédo "in @ vi-

tro" de E. bovis em culturas de leucécitos e a demonstracdo de



anticorpos no soro de bovinos infectados e de coelhos imuni-
zados com material desta cultura, propicia um suporte para a
produgéo do antigeno em quantidades suficientes para desen-
volvimento de um soro-diagndstico para ehrlichiose bovina,
constituindo ainda, um subsidio para estudos entre as mani-
festagdes clinicas e patoldgicas e as variagdes no titulo por
imunofluorescéncia indireta.

Estudos epidemioldgicos da ehrlichiose bovina pode-
rao ser desenvolvidos, procurando-se determinar a prevalén-
cia desta riquetsiose particularmente em outros estados bra-
sileiros. Bem como para comparagdes das relagdes antigéni-

cas entre organismos ehrlichiais.

Estudos desta natureza foram realizados para E. ca-
nis, a partir de culturas deste microrganismo obtidas "in vi-
tro", ©pelo método de NYINDO et al. (1971), testes imunoldgi-

cos através da imunofluorescéncia indireta foram desenvol-
vidos por RISTIC, HUXSOLL, WEISIGER, HILDEBRANDT & NYINDO
(1972) . Os resultados obtidos no estudo de imunofluorescén-
cia indireta para E. canis demonstraram ser altamente especi-
ficos para o organismo em questdo, nao ocorrendo reacgdo cru-—
zada com nenhum patdédgeno comum de cdes, nem mesmo com s0ros
especificos de outras oito espécies de riquetsias testadas.
Do mesmo modo, um teste de imunofluorescéncia indireta, si-
milar ao de E. canis, foi desenvolvido por RISTIC, HUXSOLL,
WEISIGER & LEWIS Jr. (1973) para diagndéstico de E. equi em

eqliinos, macacos, <cdes e gatos. O antigeno de E. equi foil



preparado de células obtidas de "buffy coat" e o teste de-
monstrou ser seguro e especifico para deteccgéo e titulacéo

de anticorpos séricos de E. equi.

4.4, Infecgdo natural em bovinos:

4.4.1. Infeccgao natural por hemoparasitos em animais

nao esplenectomizados:

Os exames através de esfregagos de sangue periféri-
co de 278 bovinos procedentes de 10 municipios do Estado do
Rio de Janeiro (RJ) e de 18 bovinos do Estado de Minas Ge-
rais (MG), revelaram positividade para E. bovis em 29 ani-
mais, totalizando 9,8% das amostras estudadas, onde em 11 ca-
sos, observou-se esta infecgcdo associada a hemoparasitos per-

tencentes aos géneros Babesia e Anaplasma (Fig. 6).

Em relagdo a B. bigemina, foram constatados 62 ca-
sos microscopicamente positivos, com 20,9% e para B. bovis,
apenas 3,8% (10 animais) dentre a populacdo estudada.

Os indices de infeccgao microscédpica em esfregacos

sangliineos foram mais significativos para A. marginale, atin-
gindo 29,1% (86 casos) entre os 296 bovinos estudados. Ne-—

nhum outro hemoparasito foi encontrado nos exames microscéd-

picos de esfregagcos sanguineos dos animais estudados.

Em um bovino mestigo gir-holando, naturalmente in-

festado «com <carrapatos identificados <como B. microplus, pro-
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Fig. 6. Registros de E. bovis em infecg¢des naturais de Dbovinos nos Estados do

Rio de Janeiro e Minas Gerais (Presente trabalho). -1



cedente do municipio Rio Claro-RJ e com infecg¢do natural por
E. bovis observou-se infeccdo concomitante por B. bigemina e
A. marginale. Este animal recebeu tratamento <com drogas ba-
besicidas a base de diamidinas aromaticas, principalmente quan-

do, B. bigemina aparecia na circulag¢do em percentuais superio-

o°

res a b5 do numero total de hemdcias circulantes.

Todos os bezerros utilizados nas infecgdes experi-
mentais, ao apresentarem na circulacdo periférica, parasitos
do género Babesia, receberam tratamentos com diamidinas aroma-
ticas, num total de duas doses terapéuticas do medicamento, a

intervado de 3 dias, com resultados considerados excelentes.

Em relagdo a parasitemias por A. marginale, o trata-

mento com drogas especificas (tetraciclinas) nao foi realiza-
do, uma Vvez que estas drogas possuem atividade anti E. bo-
vis.

O estudo experimental relativo a E. bovis foi condu-
zido de forma associada a A. marginale e, separadamente de B.
bigemina e B. bovis, através do wuso de quimioterédpicos.

Os resultados referentes a E. bovis dos bovi-
nos examinados por municipio e a relagdo <com o0os hemoparasitos
encontrados pode ser observada no Quadro 6.

O exame de 39 bovinos também com menos de um ano de
idade nascidos e criados em fazendas do Estado do Rio de Ja-
neiro, realizados por MASSARD & MASSARD (1982) revelou que

15,3% dos animais, apresentaram a infecg¢do natural por E. bo-

vis, associada a Babesia e/ou Anaplasma.



QUADRO 6.

Prevaléncia dos

hemoparasitos

em bovinos

examinados em condig¢des naturais nos Estados do
Rio de Janeiro e Minas Gerais (Presente trabalho).
E.b. ' |
E.b. A.n. B.big. B. bov. E. b+ E.b‘ A.mt A.m, £.b Ao, B.big
MUNICIPIO N9 . g A.m.  B.big. B.big. B.big. A.m. B.bov, B.bov.
ANIMAT . B.bov. B.big.
RT
A. REIS 26 0 a 0 0 0 0 0 0 Q 0 0
B. MANSA 20 Q 3 2 H] 2 1 0 Q. 0 0 1
B. PIRAT | 32 0 13 2 0 0 Q 0 0 0 3 0
FRIBURGO 5 Q 1 0 0 0 Q 0 0 0 0 0
ITAGUAT 109 12 27 14 2 1 1 o} 14 1 0 0
PETROPOLIS 13 0 6 1 ¢ Q 0 1 0 N 0 0
RESEMNDE 18 0, 4 ] 0 0 0 0 0 0 o
RICO CLARQ 2h 3 2 18 Q Q Q 0, 0 0 Q 0
R, JANEIRO 15 0 2’ Q 0 0, o 0 0 0 0
VALENCA 17 1 3 1 2 0 0 1 ] 0 0 0
MG
RI0O PRETO 12 2 0 1 0 a 2 G 0 1 a. 0
T'TAMONTE 6 o 1 0 0 0 Q 0 0 0. 1] N
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Infecgdes intercorrentes de E. bovis com Theileria

foram reportadas por DONATIEN & LESTOQUARD (1936a, 1940a),
DE KOCK et al. (1937), NEITZ & JANSEN (1952) e FLOCH et al.
(1972) . Também SENEVIRATNA & DHANAPALA (1963) observaram a
presenca de E. bovis em 3 bovinos, sendo que em duas oportu-
nidades, associado com Babesia sp. Do mesmo modo, PIERRE
(1983) diagnosticou em 10% entre 200 zebuinos examinados, in-
feccéo microscédpica por E. bovis, relatando que em muitas
ocasides, a infeccéo estava associada com Theileria mutans

(Theiler, 1906), Babesia e/ou Anaplasma.

Nos 12 municipios estudados, as 1infecgbes por E. bo-
vis variaram de 0-41% dos animais, quando o diagnéstico foi
realizado em esfregacgos sangliineos corados pelo Giemsa. Es-
tes dados ddo uma indicacdo da existéncia do parasito, embo-
ra ndo se possa afirmar que E. bovis ndo ocorra nas &reas on-
de ndo foi diagnosticada por este método, pois o fato deste
parasito determinar baixas parasitemias, dificulta o diagnds-
tico pelo método de coloracdo pelo Giemsa.

O desenvolvimento do teste por imunofluorescéncia di-

reta, veio confirmar esta sugestao. Durante 0os estudos ex—
perimentais, animais comprovadamente portadores da infeccao
por E. bovis foram microscopicamente negativos por varios

dias, pelo exame de esfregacos sangiiineos corados pelo Giem-
sa. Esfregagos sanguineos dos mesmos animais quando examina-
dos pela técnica de anticorpo fluorescente resultaram posi-

tivos, devido a ocorréncia da reacgao antigeno-anticorpo fa-



cilmente visualizada por esta técnica (Quadro 4) . Da mesma
forma, o desenvolvimento do teste de imunofluorescéncia indi-
reta devera diagnosticar um  maior nimero de animais infecta-
dos por E. bovis, uma vez que detecta a presenca de anticor-
po no soro de animais suspeitos.

Com relagcdo a B. bigemina, B. bovis e A. marginale,
os indices de infeccao, reveladas ao microscépio com base
em esfregacgos sanguineos, estdo de acordo com os dados de ou-
tros autores brasileiros como CARINI (1910), FONSECA & BRA-
GA (1923), SERRA FREIRE (1979) e mesmo de observagdes pes-

soais realizadas desde 1978.

CARINI (1910), DUPONT (1916, 1922), FONSECA & BRA-
GA (1923) e PINTO (1933), fizeram importantes consideragdes
a respeito de A. marginale €& naquela época Jj& consideravam o
Brasil como area enzodtica para este parasito. TOKARNIA &

DOBEREINER (1962) e SANTOS (1967) retrataram o quadro da Ana-
plasmose bovina no Rio de Janeiro como doenca que determina
altos indices de morbidade e mortalidade nos bezerros, fato
este também referido por DUPONT (1916), sem entretanto se re-

ferirem a outras riquetsioses.

Recentemente, SERRA FREIRE (1979) examinou 30 bovi-
nos do municipio de Barra Mansa, através de esfregacos san-
guineos corados pelo Giemsa e observou que 16 animais apre-
sentaram ©parasitismo por A. marginale e/ou B. bigemina. Repor-

tou ainda que ndo encontrou nenhum outro hemoparasito no san-

gue dos animais estudados.



Neste trabalho, examinando-se 20 bovinos do mesmo mu-
nicipio e pela mesma técnica, foi constatada a presenga de E.
bovis, associada a A. marginale em 2 animais e em 1 associado
a B. bigemina. Infec¢des fuUnicas por A. marginale e B. bigemi-
na foram diagnosticadas em 3 e 2 Dbovinos respectivamente, to-
talizando 8 animais com infecgdes microscédpicas para estes he-
matozodrios.

Em relagdo aos hospedeiros naturais de E. bovis fi-
cou caracterizado que este parasito foi capaz de infectar, a-
nimais taurinos e zebuinos e mesmo os mesticos destas ragas.
Este fato esté de acordo com as observacgdes de DONATIEN &
LESTOQUARD (1936a); ROUSSELOT (1943); GIRARD & ROUSSELOT (1945);
FINELLE (1958) e RIOCHE (1966), porém diverge dos resulta-
dos de PIERRE (1983), que observou a doenca como caracteris-

tica de bovinos zebuinos determinando alma morbidade e morta-

lidade em rebanhos da Costa do Marfim, nao encontrando casos
clinicos de ehrlichiose bovina em animais taurinos. Este au-
tor verificou que, bovinos de racgas taurinas poderiam ser
portadores do parasito, sem apresentarem sinais clinicos da
doenca.

Durante os exames, realizados nos rebanhos, foi cons-—
tatado febre, enfartamento de linfonodos, emagrecimento e atra-
SO de desenvolvimento em animais portadores de E. bovis. A

maior percentagem de bovinos infectados foi encontrada em cria-
coes, onde os animais mostravam-se debilitados e em condicgdes

de manejo deficientes, principalmente durante as épocas de mai-



or intensidade populacional de carrapatos.

Em rebanhos examinados no municipio de Itamonte, re-
gido do Planalto do Parque Nacional de itatiaia (MG), situa-
da entre 2000 e 2400 m de altitude, em nenhuma ocasido foram
evidenciadas formas evolutivas de carrapatos. Naquela re—
gido, devido as <condigdes <climdticas, e as condigdes de ma-
nejo, onde ndo se introduz animais procedentes de outras lo-
calidades, os animais s&do criados livres de carrapatos. Nos
esfregagos de sangue confeccionados, sd em uma ocasiao
foi observado A. marginale que pode ter carrapato como vetor.

Neste estudo, E. bovis nao pode ser incriminada co-
mo o UuUnico agente causal responsdvel pela morte dos animais
afetados, uma vez que os doentes, frequentemente apresenta-
ram infeccgdes por outros patdgenos. Estas observagodes estao
de acordo com FINELLE (1958), o gqual considerou gque infec-
¢cbes por E. bovis em animais debilitados e <criados em condi-
¢oes adversas ou em associacéao com doencgas intercorrentes,
podem provocar uma doenga grave e até mesmo mortal, ao con-
trdrio de DONATIEN & LESTOQUARD (1936a, 1940a), MALBRANT et al.
(1939), SENEVIRATNA & DHANAPALA (1963), d9gue consideraram E.
bovis como um parasito pouco patogénico para os animais.

Os sintomas de wuma forma aguda da doengca como Os
descritos por GIRARD & ROUSSELOT (1945), FINELLE (1958), RIO-
CHE (1966) e PIERRE (1983), determinando altos indices de mor-—
talidade nao foram observados neste estudo. Entretanto, fo-

ram observados em animais com E. bovis, quadros clinicos de



ptose da orelha, associada ou ndao a otite, febre, enfartamen-
to de linfonodos, emagrecimento e baixo desenvolvimento dos
animais infectados, geralmente ocorrendo infeccgdes mistas.

Um bovino Guernsey, de um ano de idade, foi acom-

panhado diariamente por 20 dias, apresentando quadro clini-
co agudo observando-se febre, incoordenacao, movimentos de
pedalagem, opistdtono, mugidos, tosse e salivacao abundante,

morrendo durante uma crise do tipo epileptiforme como a des-
crita por RIOCHE (1966) . A necrépsia, o exame de esfrega-
cos de impressdo de <cérebro demonstrou infestacdo macigca dos
eritrdécitos dos capilares cerebrais por B. bovis. No exame
dos esfregagos sangliineos do animal foram observadas também
inclusdes intraleucociticas de E. bovis, além de parasitemia
moderada por B. bigemina e A. marginale. Os sintomas apre-
sentados pelo animal, ndo podem responsabilizar um Unico a-
gente etioldgico, mas sim a interacdao destes microrganismos
determinando o quadro apresentado.

No que tange a transmissibilidade de E. bovis para

pequenos ruminantes, coelhos e caes, os resultados demonstra-

ram que E. bovis ndo infectou estes animais. Apdés a esple-
nectomia do ovino, foi diagnosticada uma baixa parasitemia
por Anaplasma ovis (Lestoquard, 1924) com um periodo de in-
cubacéo de 5 dias. 0 desaparecimento esponténeo destes pa-

rasitos do sangue periférico, ocorreu apdés o 16° dia de in-
cidéncia, sem intervencédo quimioterdpica, indicando ser pou-

co patogénico para o animal.



Em relacio acs cides utilizados para inoculacdes de
sangue bovino infectado com E. bovis, fol previamente cbser-
vado em 3 deles, a presencga de formas eritrociticas de Babe-
sia canis {(Pianna & Galli-Valerio, 1895). Um destes 3 ani-
mais apresentou ainda, infecc¢aoc intercorrente com Hepatozoonr
canis {(James, 1905), observandc-—se gametbOcitos em leucocitos
neutréfilos. Nenhum organismo ricketsial semelbante a Lhals
chia foi encontrado, embora L. canis ja tenba sido assinala-
da em cies do Rio de Janeiroc por CARRILO, REZENDE & MASSARD

(1976).

4.4.2. Infeccdo natural por E. bovis em animaic esple-

nectomizados:

0 total de 18 bovinos procedentes de guatro diferen
tes propriedades rurais do Estado do Rio de Janeiro e 2 de
procedéncia indeterminada do Estado de Minas Gerais, previa-
mente banhados com carrapaticidas, foram examinados diaria-
mente durante as duas scmanas procedentes a esplenectomia e
por periodos subsequentes de ate 7‘meses- Destes, 5 bovinos
desenvolveram infeccoes sangliineas para B. bigemina, B. bo-
vis e A. marginake apds a esplenectomia. Dois destes desen-—
volveram ainda, infecgdo por L. wenyond e dois por E. bovdis.

Um bovino procedente de Minas Gerais 2 o bovino gir

holando (ne 158) portador de E. bovdis, apresentaram alem de

infec¢des microscdpicas por B. bigemina, A. marnginale e E. bo

vis, grande numero de organismos de forma cocoide no plasma
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sanaliineo, identificadas como E. feganodes, apos o 89 dia da
esplenectomia sendo este o primeiro relato desta riguetsia nc
Brasil (MASSARD, FONSECA, MASSARD & ALVES, 1982}.

A associacao de infeccgdes submicroscopicas de Babe-
sia e Anaplasma com E. bovis ou E. Zegancdes nao havia ain
da sido observada no Brasil. LOPES (1976) esplenectomizou 12
bovinos, também procedentes do Estado do Rio de Janeiro e ok-
servou, além das espécies de Babesia e Anoplasma ja conheci-
das, a presenca de E. wenyoni em 6 animails e de Boarelia thed
fern (Laveran, 9203) em um deles.

No presente trabalha, o periodo pré-patente para E.
wenyoni foi de 6 e 7 dias, diferente das observacoes de LGPES
{1976) gue ficou comprecendido entre 14 a 26 dias. A duragao
da parasitemia por E. feganocdes e E. wenyoni nao pode ser
mais amplamente avaliada, pois os animais gue a demonstraram
foram medicados com diamidinas aromaticas apds o 159 dia da
cirurgia, ocorrendo o desaparecimento destes parasitos da cir
culacdo periférica.

O0s animais gue tiveram parasitemias por B. bigemana,
B. bovis, A. marginale e E. bovis desenvolveram febre varian-
do de 39,50C a 410C, anorexia, apatia e acentuada anemia, ca-
racterizada por anisocitose, hipocromia dos eritrocitos, leu-
cocitose caracterizada por monocitose, e eosinopenia, com a-
centuada baixa do volume globular {(9%), desenvolvendo ainda
hipertrofia de linfonodos perifericos. O bovino mestico gir-

holando (n® 158) manteve a infecgao por E. bouis em  niveis



nao muito mais elevado gue os anteriores a esplenectomia, de-

senvolvendo alta parasitemia por B. bigemina acompanhada por

w0

hemoglobinQria a partir do 109 dia apbés a cirurgia. O tr
tamento no 139 dia com 4 mg/kg de acetato de diaminazina, de-
terminou o desaparecimento completc dos parasitos Babesdia spp.
e Eperythrozoon do sangue periférico, ocorrendo gradativa-
mente a recuperacac clinica do animal, apesar de manter a in
feccdo sangliinea por E. bovis e A. manginafc.

Do+s outros animais deste grupoc gue apresentaram E.
bovis associada a Babesia cspp e Anap&aéma; nao receberam ne-
nhum tratamento guimioterapico, sobrevindo a morte no 159 die¢
e 189 di: s respectivamente apds a esplenectomia, sendo evi-
denciado acentuada parasitemia por B. bouvis principalmente
em eritrocito dos capilares cerebrais, rins e coronarias.

Os outros 3 bezerros foram tratados com os mesmds
produtos baloesicidas associades a tetraciclinas, ocorrendo
recuperacao gradual e desaparecimento dos parasitos da cir-
culacac periferica.

Infeccdes latentes de E. bovis podem ser exacerba-
das através da esplenectomia, gue funciona como um fator es-
tressante sobre os sistemas hematopoiético e linfoide. Ha mui
to tempo esta técnica vem sendo utilizada para estudo de pro
tozodrios e riquetsias patogénicos para egliinos, ovinos, sui
nos, caninos, antilopes e bovinos (QUINLAN, DE KOCK & MARAIS
(1235). O aparecimento de parasitemias por diferentes hemo-

patbgencs, provavelmente interfere no equilibrio imunolbgico



do animal e no estado de imunctolerancia, guando o microrga-
nismo esta presente, sem demonstrar parasitismo. Este dese-~
quilibrio, determina o aparecimento de recaidas por protozoca
rios e riquetsias patogénicas, fatos estes ja relatados por
DONATIEN & LESTOQUARD (1937a,b) com relagao ao parasitismo
vor E. cands e E. ovina. De maneira semelhante, ROUSSELOT
(1943) tamblém observou a ocorréncia de E. bovis em infeccoes
mistas com Babesia e Anapfasma em bovinos, taurines e zebui-
nos esplenectomizados, procedentes da Tunisia.

Onze bovinos esplenectomizados qué apresentaram-se
microscopicamente negativos a E. beov4is, guando examinados ©s
esfregacos sanagliineos pela coloracac de Gicmsa, foram utili-
zades para os estudos de transmissao, com sangue infectado
com E. bouis, e exposicbes a carrapatos. Antes e apds a ci-
rurgia, estes bezerros foram medicados com produtos a base de
diamidina aromaiica, nao desenvolvendo infecgoes sangliineas por
protozoarios babesideos, nem [perythrozoon. Os 2 bezerros com
idades entre 4 e 5 meses desenvolvera infecg¢Oes moderadas por
A. manrginale, apresentando .ebre ate 40.5%, anorexia e apa-
tia durante 8 dias consecutivos, havendo a recuperagao clini

ca sem interven¢do guimioterapica especifica.

4.5. 1Infeccdo experimental com E. bovdis:

4.5.1. Com sangue bovino infectado por E. bovisa a bovinos:

Dos 5 animais utilizados para este ensaio, 4 foram



inoculados com sangue de um mesmo bovino portador de E. bevis,
e um permaneceu como controle.

O bezerro com 25 a 30 dias de idade, esplenectomizado
e inoculado por via endovencsa com 30 mf de sangue infectado
por E. bovis apresentou apbs o 8¢ dia da inoculagao, febre os-
cilante entre 39°C a 40°% perdurando por 7 dias, acompanhada
de anorexia, apatia e perda de peso corporal. Os exames de es
fregagos sangliineos diarios deste animal demcnstraram a partir
do 109 cia de inoculagao, inclusdes intracitoplasmaticas nos
leucOcitos circulantes, porém, em pegueno numero e morulas do
parasito foram evidenciadas a partir do 159 dia apds a inocula
cao. O numero de morulas por esfregaco sempre fcof baixo, em-
bora o exame dos esfregagos tenham sido exaustivos. Apos o pe
ricdo febril, ao exame clinico, foi constatado hipertrofia dos
linfonodos superficiais do animal. Embora os parasitos nao te
nham sido encontrados enr itodo: os esfregacos sangliineos guando
corados pelo Giemsa, baixas parasitemias fcoram observadas por
periodo de 42 dias.

Um cutro bezerro esplenectomizado, tambem com 30 dias
de idade que foi inoculado com sangue da mesma procedéncia, po
rém por via subcutanea, nZo revelou parasitemia por E. bovis
atraves do exame de esfregacos sangllineos corados pelo Giemsa,
bem como a temperatura e o comportamento do animal nao sofre-

ram alteracoes, do mesmo modo gue 0 bezerro contro-

le.

Os 2 bezerros esplenectomizados com 5 meses de idade



que receberam 3 inoculagdes de 20 ml de sangue do mesmo ani-
mal, por via endovenosa a intervalos de 7 dias, também de-
senvolveram a infec¢cdo microscépica por E. bovis. O apare-
cimento de inclusdes intracitoplasméaticas foram evidenciadas
a partir do 9° dia apdés a 12 inoculagdo de sangue, ao mes-—
mo tempo em que foi observado a elevagdo da temperatura re-—
tal, por 12 dias e 15 dias, acompanhada dos sinais da sindro-
me febril e moderado enfartamento dos linfonodos superfi-
ciais pré-escapulares e precurais. Nesta situacdo, Dbaixa pa-
rasitemia por E. bovis foi observada por um periodo de 58
dias, ndo sendo também encontrado mdérulas em todos os dias.

A partir dai, raras vezes foi possivel detectar esta riquet-
sia nos esfregagos de sangue periférico corados pelo Giemsa,
porém foi diagnosticada por IFD em exame por até 90 dias.

O estabelecimento da infecgdo por E. bovis a ou-
tros bovinos, através de inoculagdes de sangue de animais por-
tadores do parasito estd de acordo com os estudos realizados
por DONATIEN & LESTOQUARD (1936a e 1940a). De modo semelhan-—
te ao observado por estes autores, o estabelecimento da doen-
¢ca em condigdes experimentais nunca foi mortal. Os sinais
clinico de hipertermia, anorexia, emagrecimento, hipertrofia
de linfonodos periféricos, e o periodo de incubacdo do parasito
em torno de 12 a 15 dias foram semelhantes aos observados
por DONATIEN & LESTOQUARD (1936a e 1940a). Da mesma forma,
GIRARD & ROUSSELOT (1945) observaram gque a inoculagdo de san-

gue de animal apresentando uma forma aguda de ehrlichiose bo-



vina, ndo reproduziu nos bezerros inoculados os sinais clini-
cos da doenca em condicgdes naturais. Os animais inoculados
por estes autores apresentaram uma 1infecg¢do considerada clini-
camente inaparente, caracterizada pelo aparecimento de E. bo-
vis nos mondécitos do sangue periférico, Thipertermia e Thipertro-
fia de linfonodos, correspondendo as observacdes experimen-—
tais realizadas ©por DONATIEN & LESTOQUARD (1940a) e no presen-

te trabalho.

4.5.2. Com sangue bovino infectado <com E. bovis a ovi-

no:

O ovino esplenectomizado e inoculado por via endove-
nosa e via subcutdnea com sangue infectado por E. bovis pro-
cedente de Dbovino, foi examinado através de esfregacgos san-
gliineos por 3 meses, ndo sendo observado durante este perio-

do nenhuma alteracéo clinica, nem mesmo inclusdes intraleuco-

citicas semelhantes a Ehrlichia. A elevagao da temperatura
observada, ocorreu apenas em funcao provavel da parasitemia
por A. ovis, voltando a niveis normais apdés o desaparecimento

destes parasitos da corrente circulatéria.

Ao contrdrio destas observacdes, a transmissdo de E.
bovis a ovinos sémente foi estabelecida por DONATIEN & LES-
TOQUARD (1936a e 1940a), e caracterizada como uma infeccdo la-
tente, sé aparecendo apdés a esplenectomia do animal, ©por pe-

riodo de apenas 3 dias, associada também a A. ovis e B.

ovis.



4.5.3. Com sangue bovino infectado com E. bovis a cdes:

Os quatro <cédes inoculados com sangue infectado por E.

bovis, foram acompanhados diariamente através de esfregagos
sanguineos por 60 dias, ndo sendo encontrado, em nenhuma das
ocasiodes, formas intraleucociticas de Ehrlichia. Da mesma for-

ma, nao ocorreu elevagcdo de temperatura corporal, bem como ne-
nhuma modificacdo clinica dos animais foi observada, apesar do
aparecimento esporadico de parasitos intraeritrociticos iden-
tificados como B. canis e ainda gametécitos de H. canis em leu-
cécitos pelimorfonucleares. Na literatura sobre E. bovis, nao
foi encontrado nenhum outro estudo envolvendo <cdes. Entretan-
to, STANNARD; GRIBBLE & SMITH (1969) demonstraram que £E. equi,
agente causal de wuma doenca grave e caracteristica de eqgliideos
na Califdérnia, ©pode ser transmitida experimentalmente a ovi-
nos, caprinos e cées, determinando uma doenca de forma benigna
ou inaparente nestas espécies. De maneira semelhante, LEWIS,
HUXSOLL, RISTIC & JOHNSON (1975) transmitiram este mesmo agen-—
te riquetsial a cdes, gatos, macacos (Macaca mulatta) e Dbaboons
(Papis anubis). A susceptibilidade de primatas ndo humanos a
infecgcdo com E. equi sugeriu que o homem possa ser um hospedei-
ro potencial a agentes ehrlichiais. DONATIEN & LESTOQUARD
(1935 e 1940a) também reportaram a susceptibilidade de M. syl-
vana a E. «canis e E. bovis, observando parasitemias acompanha-
das de sinais clinico da doenga, porém nenhuma outra tentati-

va foi realizada para confimar a infectividade de E. bovis pa-



ra primatas.

4.5.4. Com culturas de leucdcitos bovinos infectados

com E. bovis a bovinos:

Trés bezerros criados isolados desde o nascimento
e considerados negativos apdés o exame de esfregacos sangli-
neos durante 25 dias, foram utilizados neste experimento.

Um animal com 30 dias de idade aproximadamente,
inoculado com 15 ml de cultura de E. bovis e reinoculado a-
pdés uma semana como 10 ml do mesmo material por via endove-
nosa, apresentou apdés o 6° dia da 1?2 inoculagdo uma reacédo
febril variando de 39.6° a 40°C, por periodo de 30 dias,
acompanhada de abatimento do animal e anorexia. Pequenas in-
clusodes intraleucociticas foram observadas nos esfregacgos
sangliiineos corados pelo método de Giemsa a partir do 8° dia
da inoculacdo e as primeiras mérulas foram observadas no 14°
dia apdés a inoculagdo da cultura.

A partir do 15° dia de inoculagdo, observou-se dis-
creto aumento dos 1linfonodos periféricos e diminuig¢do do
ganho de peso corporal. Apdés 50 dias o animal apresentou
sinais de melhora das condig¢des orgédnicas, mantendo o enfar-
tamento dos linfonodos periféricos como seqgiiela. Por perio-
do superior a 6 meses, pode-se observar a presenca E. bovis
no sangue periférico deste animal quando examinado por es-
fregagcos sanguineos corados pelo Giemsa e por imunofluores-—

céncia direta. Sangue colhido deste animal, permitiu o rei-



solamento de E. bovis em culturas de leucécitos. As laminu-
las com tapete celular de leucédcitos deste animal reagiram po-
sitivamente quando examinadas pela técnica da imunofluorescén-
cia direta. Este animal frequentemente apresentou oscilacdes
da temperatura corporal, podendo-se nestas ocasides, obser-
var a presenca de inclusdes de E. bovis ao exame microscédpico
de esfregacgos sangiiineos corados pelo método de Giemsa, como
também por imunofluorescéncia direta.

Os outros dois Dbezerros também com 30 dias de idade
receberam uma inoculacdo endovenosa de 10 ml da suspensdo de
cultura de E. bovis obtida "in wvitro". Estes animais desen-
volveram também a infecgdo por E. bovis, ©porém, a parasitemia
durou de 25 a 40 dias ndo sendo constante em todos os dias. As
variagdes térmicas foram menos acentuadas ndo excedendo 39,8°C
e com duracgdo aproximada de 8 a 12 dias. Ao exame <clinico,
néao foi evidenciado enfartamento de linfonodos periféricos,

bem como ndo ocorreu alteragdo no ganho de peso corporal em

relacdo ao animal controle deste grupo.

O diagnéstico de E. bovis por imunofluorescéncia di-
reta dos 2 animais que receberam apenas um indéculo, revelou fra-
ca positividade até 2 meses da inoculacgédo. Exames realizados
apbs este periodo resultaram negativos tanto por imunofluores-
céncia direta quanto pelo método de coloragdo pelo Giemsa.

A susceptibilidade dos animais gquando inoculados com
suspensbes de culturas de E. bovis obtida "in vitro" asseme-

lham-se as observacbes realizadas em relagcdo a outras espé-
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cies de Ehrlichia. O Quadro 7 representa os resultados de es-
fregagos sangliineos e cultura de leucécitos de Dbovinos infec-
tados e negativos a E. bovis examinados pela técnica de Giem-
sa e imunofluorescéncia direta realizado <com soro imune de bo-
vino portador da infecgcdo e soro imune produzido em coelho ex-

perimentalmente.

QUADRO 7. Resultados das infecgbdes por E. bovis com culturas

de leucécitos Dbovinos e com sangue de Dbovinos.

ESFRPGACYD SANGUINED CULTURA
ANIMATS e —= — T (RF)
GIEMSA iFD GIEMSA D
Bovino portador + + + +
natural
Rovino inoculado
oom cultura infecta- + + + +

da experimentalmente

Bovino controle - - -

(negativo)

* soro imune coelho

k% SOro imune bovino

A infectividade para caes de culturas de leucdcitos

com E. canis foi observada por NYINDO et al. (1971), gquando

inocularam em cinco cdaes, suspensdo de culturas obtidas "in vi-



tro" deste microrganismo entre 5 e 28 dias apdés incubacgdo. Os
animais desenvolveram sinais de pancitopenia tropical, e os
organismos puderam ser reisolados em culturas de leucécitos
do sangue destes animais.

Semelhante observacgdes foram ainda realizadas por
HEMELT, LEWIS, HUXSOLL & STEPHENSON (1980) que obtiveram até
125 passagens seriadas de E. canis em culturas de mondécitos de
sangue periférico. 0O material de cultura gquando preservado a
-80°C por até 31 meses, determinou uma perda minima da infec-
tividade para cées susceptiveis, proporcionando a manutenc¢ao
de E. canis em laboratério sem a necessidade de ©passagens em
caes, reduzindo assim a possibilidade de contaminacéo com ou-

tros microrganismos.

4.5.5. Com culturas de leucédcitos bovinos infectadas

com E. bovis a caprino:

O caprino inoculado com material de cultura, da mes-
ma procedéncia que o inoculado em Dbezerros, ndo apresentou ne-
nhuma alteracéo clinica, nem sangliinea pelo exame microscépi-
co de sangue periférico. Da mesma forma, o desenvolvimento do

animal ndo sofreu variagbdes em comparagdo ao seu irmdo utili-

zado como controle.

Os exames de esfregacgos sanguineos realizados pelo
método de coloracgao de Giemsa e por imunofluorescéncia dire-

ta do caprino inoculado com cultura, nao demonstraram a pre-

senga de E. bovis. Estes resultados sao mostrados no Quadro
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8 e podem indicar a ndo receptividade desta espécie a E. bo-
vis, o que também foi observado por RIOCHE (1966) quando ino-
culou sangue de Dbovino infectado por via endovenosa em capri-

no e o exame do animal durante 2 meses resultou negativo.

QUADRO 8. Resultados da pesquisa de E. bovis em esfregagos
sangiiineos de coelhos e caprinos inoculados expe-—

rimentalmente com suspensao de cultivos celulares

de E. bovis.

TECNICA CONTROLE
HOSPEDEIRO Ne ANTMATS === e e
GLEMSA IFD GIEMSA IFD
Coelho 2 - - - -
Caprino 1 - - - -
4.5.6. Com culturas de leucocitos Dbovinos infectados

com E. bovis a coelhos

Os dois coelhos inoculados com suspensao da cultura
de leucécitos infectada com E. bovis mostraram-se refratéa-
rios a infecg¢do por E. bovis. Os exames de esfregacgos san-—
gliineos pelo Giemsa e por imunofluorescéncia direta resulta-

ram negativos. O quadro 8 mostra os resultados referentes aos

exames destes animais e de seus controles.



4.5.7. Com E. bovis por exposigcdo a ixodideos:

E fato notério que os organismos do género FEhrlichia
sdo transmitidos por carrapatos ixodideos. A espécie de ixo-
dideo comumente encontrada em bovinos e largamente distribui-
da em todo o Brasil é o B. microplus considerado um ectopara-
sito monoxeno, embora ninfas e adultos desta espécie tenham
sido encontradas livres em A&reas de pastagens frequentadas pe-
los animais em condig¢des naturais. Principalmente nas épocas
de maior intensidade de carrapatos, foi relativamente comum
o encontro de diferentes formas de B. microplus nas vestes e
corpo de pessoas em contato com as pastagens. Em bezerros nas-
cidos a campo e transportados em menos de 12 horas de vida
para baias especiais de alvenaria com protegdo contra carrapa-
tos, foi também observado o parasitismo por teledginas de B.
microplus apdés 8 a 14 dias de vida. Estes dados estdo em con-
cordadncia com as afirmagcdes de UILENBERG (1970) ; CONNEL &
HALL (1972); SUTHERST, WHARTON, COOK, SUTHERLAND & BOURNE
(1979) e MASON & NORVAL (1981) que verificaram a possibilida-
de de transferéncia das diferentes formas evolutivas de B. mi-
croplus de um hospedeiro a outro.

Em condigcdes naturais, s&o também encontrados sobre
os bovinos, exemplares de A. cajennense, especialmente em re-
banhos onde eqgqliideos cohabitam os mesmos ©pastos, podendo-se

também observar o parasitismo esporddico de bovinos por A. ni-

tens.



Em extensas e minuciosas coletas de ectoparasitos
nos bovinos estudados, nenhuma outra espécie de carrapato foi
identificada. Partindo deste principio, os carrapatos uti-
lizados para identificacdo dos provédveis transmissores de BE.
bovis no presente trabalho, foram baseados nestas espécies

encontradas parasitando bovinos.

Larvas de B. microplus procedentes de fémeas alimen-—

tadas em bovinos portadores da infecg¢do por E. bovis, foram
expostas a bovinos negativos a esta infeccao. Trés dos be-
zerros infestados com estas larvas ndo desenvolveram infec-

¢bes microscépicas por E. bovis, porém parasitos identifica-
dos como B. bigemina foram evidenciados nos exames microscé-
picos de sangue periférico apdés o 9° dia da infestacdo dos
animais com larvas desta espécie de <carrapato.

Da mesma forma, as tentativas de transmissao expe-
rimental de E. bovis a partir de larvas de carrapatos A. ni-
tens nado estabeleceram a infecg¢do nos 3 animais infestados
experimentalmente. As larvas de A. nitens eram procedentes
de fémeas alimentadas desde larva em Dbovinos portadores da
infecg¢do por E. bovis.

A ndo observacdo de transmissdo de E. bovis de uma
geragdo a outra de B. microplus ndo exclui a possibilidade
desta espécie de carrapato atuar como transmissor de E. bo-
vis, uma vez que uma transmissdo transestadial pode ocorrer,
tendo-se em vista, as observacgdes confirmando a transferén-

cia de diferentes estddios deste carrapato de um hospedeiro



a outro. A prevaléncia de E. bovis observada nos rebanhos in-

fectados, sugere que a transmissdo se faga por uma espécie de
carrapato comumente encontrada parasitando os animais. Obser-—
vacgdes semelhantes foram realizadas por UILENBERG (1970), que

considerou B. microplus capaz de transmitir A. marginale de
maneira transestadial através de passagens de um hospedeiro
a outro.

Sendo A. cajennense uma espécie de carrapato que ne-
cessita de 3 hospedeiros ©para o desenvolvimento de seu <ciclo
de wvida, foram feitas infestagbdes com larvas, ninfas e adul-
tos 1isoladamente.

A exposigdo de aproximadamente, 20.000 larvas de A.
cajennense de cada vez ao bovino n°® 158 portador de E. bovis
resultou no ingurgitamento de 2.000 a 5.000 larvas em 4 a 6
dias.

As larvas apdés replecdo foram levadas a cémara climéa-
tica até completar a ecdise para ninfa, periodo este que va-
riou de 11 a 15 dias. As ninfas foram expostas em numero de
200 a 1.500, a bovinos previamente examinados e considerados
livres de infeccdo microscédpica por E. bovis, bem como a bo-

vinos portadores de E. bovis.

0 acompanhamento através de esfregacos sangiiineos de
5 bezerros livres de infecgdo por E. bovis, demonstrou apds o
6° dia da -exposicdo as ninfas, a presenca de inclusdes intra-
leucocitica semelhantes a E. bovis, acompanhado da elevacéo

de temperatura retal, embora ndo ultrapassando 39,8°C. As in-



clusdes em forma de mdédrula ndo foram encontradas apesar de
minucioso exame dos esfregagos, e os parasitos foram obser-
vados por periodo de até 17 dias, seguido de desaparecimento
gradual da circulacdo periférica. Em 2 destes animais, foi
observado o aumento da parasitemia por A. marginale apds o
6° dia de exposigdo das ninfas de A. cajennense. O periodo
médio de ingurgitamento das ninfas foi de 6 a 10 dias e a
fase ndo parasitica apds replecdo das ninfas wvariou de 14 a
18 dias.

Dos 2 bezerros infestados com adultos (machos e fé-
meas) de A. cajennense, nenhum desenvolveu infecg¢do por E. bo-
vis. Estes carrapatos ndo se fixaram bem a orelha dos ani-
mais, ocorrendo o ingurgitamento incompleto de poucos exem-
plares e 1impossibilitando a avaliagdao como capazes de trans-—
mitir E. bovis.

Esfregacos de larvas de B. microplus, A. nitens e A.
cajennense néao alimentadas, utilizadas nos estudos experimen-
tais e examinados por microscopia de imunofluorescéncia di-
reta, revelaram-se negativos. Este resultado indica gque néo
houve transmissdo destes organismos riquetsiais através do

ovario das fémeas alimentadas em hospedeiros portadores do

parasito.

Por outro lado, ninfas de A. cajennense procedentes
de larvas alimentadas em bovinos portadores de E. bovis rea-—
giram positivamente ao teste por imunofluorescéncia direta,

bem como foram evidenciadas formas intraleucociticas do para-



sito nos animais infestados com ninfas desta mesma geracgéao.
Estes resultados indicam que ocorreu a permanéncia dos orga-
nismos E. bovis no carrapato ao mudar de larva para ninfa,
caracterizando wuma clé&ssica transmissdo transestadial.

Até o momento, os carrapatos responsabilizados pela
transmissdo de E. bovis tém sido espécies trioxenas. Na Afri-
ca e Ira, espécies de ixodideos do género Hyalomma tém sido
incriminadas como responsaveis pela transmissdo de E. bovis
DONATIEN & LESTOQUARD (1936a, 1940a); DELPY (1937); NEITZ ¢&
JANSEN (1952). Também FINELLE (1958) estabeleceu a infeccéo
por E. bovis a bovinos quando inoculou macerado de carrapa-
tos A. variegatum coletados de animais doentes, bem como ndao
mais observou surtos de doenga apds controle de ixodideos
através de banhos carrapaticidas sistemdticos.

Da mesma forma, o controle de carrapatos, através
de banhos carrapaticidas contra B. microplus e A. variegatum
em bovinos da Ilha de Guadalupe, aliado ao emprego de tetra-
ciclinas e da wvacina Richov diminuiu sensivelmente a mortali-
dade daqueles animais, afetados de uma provavel riquetsiose.
Igualmente PIERRE (1983) relatou que o uso de tetraciclinas
e o combate aos carrapatos Hyalomma e A. variegatum dos a-

nimais acometido por E. bovis na Costa do Marfim, constituiu

um meio eficaz de controle desta doenga.

Embora as tentativas de transmitir E. bovis com A.

variegatum, R. evertsi e H. savignyi colhidos de bovinos

infectados, poOr GIRARD & ROUSSELOT (1945) tenham resultado



negativas, estes autores acreditaram que a transmissdo de E.
bovis no Mali seja efetuada por alguma(s) destas espécies.

A transmissdo de outras espécies do género Ehrlichia
por carrapatos foi estudadas por diversos autores. Assim, DO-
NATIEN & LESTOQUARD (1936b,c) reportaram a transmissibilidade
de E. canis a macacos por 1inoculacdes de emulsdo de larvas de
carrapato R. sanguineus, caracterizando uma transmissdo tran-
sovariana. Ao contrdrio, os estudos conduzidos por EWING &
PHILIP (1966) e GROVES, DENNIS, AMYX & HUXSOLL (1975) nédo es-—
tabeleceram a infecgdo por E. canis em cdes utilizando larvas
procedentes de fémeas alimentadas em cdes infectados, concluin-
do que a transmissdo se faz de maneira transestadial. Igual-
mente, SMITH, SELLS, STEPHENSON, RISTIC & HUXSOLL (1976) es—
tudaram o desenvolvimento de E. canis em tecidos de R. sangui-
neus e nado evidenciaram este microrganismo no ovario das fé-
meas desta espécie de carrapato, quando examinadas por imuno-—
fluorescéncia, considerando que a transmissdo é do tipo trans-
estadial.

MacLEOD (1936) demonstrou que a transmissdo de C.
phagocytophila é realizada por carrapatos Ixodes ricinus (L.),
de maneira transestadial e gque o agente persiste no carrapa-
to adulto, mesmo quando ninfas se alimentam em coelhos, consi-
derados refratdrios a esta infeccéo.

O envolvimento de carrapatos na transmissdo de E.

equi e C. ondiri é aceito, embora estudos experimentais de

transmissdo envolvendo espécies parasitando os hospedeiros in-



fectados ndo tenham sido conclusivos (HAIG & DANSKIN, 1962;
GRIBBLE, 1969).

Também carrapatos Rhipicephalus bursa (Canestrini &
Fanzago), foram relacionados por LESTOQUARD & DONATIEN (1936)
como os transmissores de E. ovina na Argélia. Os estudos rea-
lizados no Mali por ROUSSELOT (1943) e no Sri Lanka por SE-
NEVIRATNA & JAINUDEEN (1967) nado identificaram os transmis-

sores de E. ovina nestas regides.

4.6. Alteracdes Hematoldgicas:

Nos animais em que foil diagnosticado em esfregacos
sanguineos a presenga de E. bovis, observou-se também leucd-
citose. A leucometria realizada em "Coulter counter" wvariou
de 9.OOO/mm3 a l8.000/mm3. Em casos de ehrlichiose Dbovi-

3

na crdénica, as contagens médias foram de 12.000/mm~ a 15.000/

mm3. Durante o exame microscdpico dos esfregacos sanglii-

neos sempre chamou a atencgao a ocorréncia de monocito—

se (8 a 18%) e a presencgca de vacuolos no citoplasma de gran-—

de numero destas células. Eosinopenia (1-4%) também foi ob-
servada, e em algumas ocasides atingindo 0%. Os 1linfdécitos

apresentavam-se aumentados (acima de 58%) ou diminuidos (me-
nos de 50%), sendo frequentemente observado células em mito-
se e linfécitos Jjovens, muito pequenos, com nlcleo picndéti-

co e citoplasma muito reduzido.

Os neutrdéfilos em geral apresentaram-se dentro dos



limites considerados normais para a espécie (26 a 30%) ou as
vezes um pouco abaixo desta média (24%), geralmente quando
ocorria linfocitose e monocitose mais acentuada.

Em relacdo aos Dbaséfilos, ndo foram observadas al-
teragdes dos pardmetros consideradas normais para a espécie.
Embora ndo se tenha realizado a contagem de plaquetas, a lei-
tura dos esfregacgos sanguineos nao demonstrou que alteracgdes
acentuadas possam ter ocorrido.

As riquetsias foram observadas mais frequentemente
em leucdécitos do tipo grande linfécito que em mondcitos, em-
bora em muitas ocasides houvesse uma retracdo do nuUcleo da
célula dando a impressdo semelhante a mondécito (Figs. 3 e 4).

As alteragdes hematoldgicas observadas nos animais
com E. bovis, incluindo a monocitose e eosinopenia estdo de
acordo com as observagdes de GIRARD & ROUSSELOT (1945) e
RIOCHE (1966) . DONATIEN & LESTOQUARD (1935) também j& ha-
viam relacionado a eosinopenia em casos de ehrlichiose cani-
na. O aspecto vacuolado dos mondécitos, a presenga de nume-
rosas células Jovens e células em mitose observadas ao exa-
me de esfregagos sanguineos, foram consideradas por RIOCHE
(1966, 1967) como quase patognombdnicas para o diagndstico da
ehrlichiose bovina, mesmo em auséncia das riquetsias.

Durante os estudos experimentais estas alteracgdes
hematoldgicas foram frequentemente observadas nos animais e
o exame sistemdtico didrio de esfregagos sanguineos permitiu

confirmar a presenga de E. bovis nos animais. Este fato re-



forca a opinido de RIOCHE (1966, 1967) de gque o quadro hema-
toldgico apresentado pelos animais permite um diagnéstico

presuntivo de ehrlichiose Dbovina.



CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste trabalho pode-
se concluir que:

- O agente etioldégico da ehrlichiose bovina, E. bo-
vis, ocorre em bovinos do Brasil em percentuais que podem a-—
tingir a 9,8% dos bovinos, gquando esfregacgos sangliineos séao

examinados pelo método de coloragcdo de Giemsa;

- As infecgdes sangiiineas microscdépicas de bovinos
por E. bovis foram assinaladas também em combinagdes com A.

marginale, B. bigemina e/ou B. bovis;

- A esplenectomia de bovinos pode exacerbar as in-
fecgdes por E. bovis, B. bigemina, B. bovis, A. marginale,
E. wenyoni e E. teganodes, com o desenvolvimento de parasi-

temias e aparecimento de sinais clinicos de doenca;

- Os estagios evolutivos de E. bovis encontram-se

sempre em células mononucleares do sangue periférico e de

6rgdos internos como o pulmdo, rim, figado, bago e linfono-

dos;



- Pela primeira vez E. bovis foi cultivada "in
vitro" e a viabilidade infectiva dos microrganismos prove-
nientes destes cultivos foi comprovada pela reprodugdo da in-
fecgdo em Dbovinos inoculados com estas amostras apds 48 ho-

ras de incubacdo a 37°C;

- O diagnéstico de E. bovis por imunofluorescéncia
direta demonstrou ser um método de diagndéstico rédpido e mais

eficiente que o método convencional de coloracdo pelo Giemsa;

— 1Inoculagdes experimentais com sangue ou culturas
positivas para E. bovis ndo foram infectivas para ovino,
céaes, caprinos e coelhos ©porém, bovinos mostraram-se sensi-

veis a infecgdo e coelhos imunogénicos;

— Infestacgdes experimentais com ixodideos demonstra-
ram a transmissdo transestadial de E. bovis somente através

de ninfas de A. cajennense;

- Alteracdes hematoldgicas tais como monocitose, lin-
focitose e eosinopenia associadas aos sinais clinicos de hi-
pertermia e enfartamento de linfonodos periféricos permitem
o diagnéstico presuntivo de ehrlichiose bovina. O diagnésti-
co laboratorial pode ser realizado inicialmente em esfrega-
¢cos sangliineos corados pelo Giemsa e confirmado pelo método

de imunofluorescéncia direta, que se revelou ser mails sensi-

vel que aquele.
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ABSTRACT.- Massard, Claudete de A., and Massard, C. L. 1982. Erhlichia bovis
(Rickettsiales : Rickettsiaceae) in daily cattle in Brazil. Arq. Univ. Fed. Rur. Rio de
J. 5(2):237-239.

Attempts to identify haemoparasites occurring in dairy cattle from the States of
Rio de Janeiro and Minas Gerais, Brazil, by using Giemsa stained blood smears,
disclosed the presence of Ehrlichia bovis in the cytoplasm of mononuclear cells. The
organism was frequently associated with Babesia bigernina, B. bovis or Anaplasma
marginale, the etiological agents of the so called "tristeza parasitaria bovina" (bovine
parasitic sadness). Ehrlichia bovis was initially found in 11 bovines, less than one
year old, showing organic debility and anaemia, and later in apparently healthy
animais, probably bearing chronic infection. This is the first report of E. bovis in
Brazil.
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RESUMO.- Tentativas de identificar hemoparasitos em bovinos de diversas ragas lei-
teiras e mesticos, provenientes dos Estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais, re-
velaram, através de esfregagos sanguineos corados pelo Giemsa, a presenca de Ehrli-
chia bovis no citoplasma de células mononucleares, freqiientemente associada a Babe-
sia bigemina, B. bovis ou Anaplasma marginale, agentes etiologicos da "tristeza para-
sitaria bovina". Ehrlichia bovis foi encontrada, inicialmente, em 11 bovinos com
menos de um ano de idade, demonstrando sinais de debilidade orgéanica ¢ anemia,
bem como, mais tarde, em animais aparentemente sadios, provavelmente com infec-
¢do de natureza cronica. Este é o primeiro registro de E. bovis no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: bovinos, rickettsia, hemoparasito.

O género Ehrlichia compreende um grupo de rickettsias morfologicamente idén-
ticas, parasitas de leucocitos de uma grande variedade de animais domésticos e sil-
vestres (Buehanan & Gibbons, 1974).

A diferenciacdo entre as espécies parasitas de ruminantes baseia-se no tipo de célu-
la parasitada, isto ¢, leucocitos mononucleares ou polimorfonucleares, na distribui-
cdo geografica e na severidade da doenga produzida.

Ehrlichia bovis (Donatien & Lestoquard, 1936) foi descrita em mondcitos circu-
lantes de bovinos parasitados por carrapatos do género Hyalomma, transferidos do
Ird para a Argélia, determinando uma doenca de severidade mediana. Posteriormente,
os mesmos autores isolaram E. bovis de bovinos argelianosnaturalmente infectados e
transmitiram experimentalmente o parasito a ovinos e macacos. Subseqiientemente,
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Girard & Rousselot (1945), Finelle (1958) e Rioche (1966) estudaram a doenga em
bovinos africanos naturalmente infectados e registraram a aparente existéncia de di-
ferengas quanto a patogenicidade das cepas.

A doenca pode ocorrer nas formas hiperaguda, aguda, subaguda ou cronica, vari-
ando os sintomas de acordo com essas formas. Na hiperaguda, os animais podem exi-
bir sintomas nervosos € a morte sobrevém em cerca de 12 h. Nas demais formas, os
principais sinais constam de hipertrofia dos linfonodos, anorexia, incoordenacio,
constipagdo e febre. As alteragdes patologicas produzidas por E. bovis foram descri-
tas por Girard & Rousselot (1945) e Rioche (1966, 1967), bem como o quadro he-
matologico, com monocitose € eosinopenia intensas.

Durante estudos hematologicos de bovinos das racas leiteiras Guernsey e Holan-
deza, e de mesticos com as ragas Gir, Indu-Brasil e Normando, foi diagnosticada a
presenca de E. bovis (Fig. 1) em animais, com diversos graus de morbidade. Nos reba-
nhos pesquisados era também elevada a taxa de mortalidade. Em um total de 39 ani-
mais examinados, de quatro propriedades rurais situadas no sudeste brasileiro (Esta-
dos do Rio de Janeiro e de Minas Gerais), o percentual de infec¢do foi de 28,2% e
E. bovis estava associada a Babesia bigemina (Smith e Kilborne, 1893), B. bovis (Ba-
bés, 1888) ou Anaplasrna marginale, Theiler, 1910, agentes causais da "tristeza para-
sitaria bovina", em 15,3% dos casos. Assim, ¢ possivel que E. bovis venha a favorecer
ou agravar as infeccdes por Babesia spp. € A. marginale. Pesquisas estdo em andamen-
to visando a elucidar esse aspecto do problema. Este ¢ o primeiro registro de E. bovis
no Brasil.

FIG. 1. Morula de Ehrlichia bovis em linfocito de bovino. Esfregaco de
sangue periférico de animal com infec¢do natural. (Giemsa,
1000 x)
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