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Resumo

A dinamica da infec¢do por Anaplasma marginale em vacas ¢ bezerros da raga Holandesa foi estudada
em duas propriedades leiteiras (A e B) com manejos distintos da regido Norte do Parana. Na propriedade
A as vacas eram mantidas no sistema “tie-stall” e, os bezerros em bezerreiros coletivos; na propriedade
B, as vacas em sistema “free-stall” ¢ os bezerros em gaiolas individuais. A cada 15 dias efetuou-se a
contagem de carrapatos e coletas de amostras de sangue das vacas e seus respectivos bezerros. As
vacas foram monitoradas dos 45 dias antes até 60 dias apds o parto, e seus bezerros, do nascimento até
240 dias de idade. A parasitemia foi determinada em esfregagos sangiiineos corados pelo Giemsa. O
sangue total ¢ as amostras de soro obtidas foram submetidos, respectivamente, as técnicas da PCR e
cELISA. Nas vacas os niveis de imunoglobulinas diminuiram préximo ao parto, além de apresentarem
uma dinadmica de anticorpos diferentes entre as duas propriedades. Na propriedade A os niveis de
anticorpos aumentou entre 30 ¢ 60 dias apds o parto ¢ na B os anticorpos permaneceram em niveis baixos
no periodo de monitoramento das vacas. Os niveis de anticorpos dos bezerros da propriedade A que ndo
eram altos no dia do nascimento, diminuiram ainda mais até 45 dias pos-parto e voltou a crescer a partir
de 60 dias, com pico maximo aos 105 dias. Na propriedade B, onde os bezerros apresentavam niveis mais
elevados de anticorpos no primeiro dia de vida, houve uma diminui¢do mais demorada dos niveis,
alcangando o ponto mais baixo aos 75 dias pos-parto e voltou a crescer bem mais tardiamente, aos 165
dias de idade. Pela PCR, detectou-se 4. marginale no sangue de bezerros das duas propriedades, a partir
dos 45 dias de vida, com a maioria das amostras de sangue positivas entre 105 e 180 dias. As vacas e
bezerros de ambas as propriedades foram expostos ao carrapato Boophilus microplus durante grande
parte do periodo de monitoramento e mostraram parasitemia variando de 0 a 1%. A infecg¢do natural dos
bezerros pelo A. marginale apds o nascimento foi mais dependente dos niveis de anticorpos colostrais
absorvidos do que da intensidade da infestagdo pelo B. microplus. As diferengas de manejo existentes
nas duas propriedades influenciaram os niveis de anticorpos das vacas e bezerros e o periodo de
infecgdo natural dos bezerros.
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Abstracts: The dynamic of the infection by Anaplasma marginale in Holstein cows and calves was
studied in two dairy farms (A and B) in the Londrina region, North of Parana. In the farm A the cows were
maintained in the tie-stall system and, the calves in collective stall; in the farm B, the cows stayed in free-
stall system and the calves in individual cages. Every 15 days, blood samples were collected from the
dams 45 days before parturition until 60 days post partum, and from their calves at birth until 240 days of
age. Tick burden counting was also performed on dams and calves twice a month. Percentage of infected
erythrocytes was established by Giemsa-stained smears. Blood and sera samples were examined by
Polimerase Chain Reaction (PCR) and competitive Enzime-Linked Immunosorbent Assay (cELISA),
respectively. In the cows, the anti-A. marginale antibody levels decreased close to the parturition,
showing an adverse behavior among the farms. In the farm A the levels of antibodies increased between
30 and 60 days after the parturition and, in farm B the antibodies stayed in low levels during the
accompaniment period of the cows. The anti-A. marginale antibody levels of the calves of the farm A,
that were not high in the day of the birth, decreased more until 45 days post parturition and it increased
again starting from 60 days, with maximum pick to the 105 days. In the farm B, where the calves presented
higher levels of antibodies at the birth day, there was a slower decrease of the antibody levels, reaching
the lowest point to the 75 days post parturition and it increased again more tardily, to the 165 days of age.
The dams and calves in both farms were exposure to cattle tick Boophilus microplus during almost all
period of accompaniment and they showed rickettsemia ranging from 0 to 1%. In conclusion, A. marginale
infection after birth was more influenced by maternal antibody levels than tick burden; the differences
between animals handling influenced the antibody levels of the dams and calves, and during the natural

infection period of the calves; tick burden did not influence the rickettsemia in the studied farms.
Key words: Anaplasma marginale, cELISA, PCR, cows and calves.

Introducio

A anaplasmose bovina ¢ uma infecc¢do
intraeritrocitica causada pelo Anaplasma marginale
(THEILER, 1910), que pertence a ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceac (DUMLER
etal.,2001). A enfermidade tem distribui¢do mundial
(RISTIC, 1981), representando um grande obstaculo
a producdo de carne e leite nas regides tropicais e
subtropicais (ERIKS et al., 1989).

A transmissdo do 4. marginale tem sido motivo
de muita controvérsia em relacdo aos meios e
mecanismos de transmissdo e a importancia
epidemioldgica dos possiveis vetores (KESSLER,
2001). A transmissao bioldgica por varias espécies
de ixodideos tem sido demonstrada
experimentalmente (STILLER; COAN, 1995). No
Brasil, o Boophilus microplus (CANESTRINI,
1887), carrapato de bovinos, tem sido incriminado
como o principal transmissor de A. marginale
(FARIAS, 1995; MARTINS; CORREA, 1995) e
também em outras regides tropicais e subtropicais
(ALONSO et al., 1992).

A transmissdo transovariana nao ocorre
normalmente no B. microplus (CONNELL; HALL,

1972; RIBEIRO; LIMA, 1996). No entanto, apesar
dessa espécie de carrapato manter-se sobre o
hospedeiro durante sua fase de vida parasitaria, foi
comprovado que, freqlientemente, mudam de
hospedeiro, ao deslocar-se do local de fixacdo do
instar anterior para fixar-se e reiniciar a alimentagao
do novo instar (CONNELL; HALL, 1972; MASON;
NORVAL, 1981; KESSLER, 2001).

Os animais que sobrevivem a infec¢do aguda
permanecem persistentemente infectados por varios
anos, com niveis microscopicos indetectaveis de
eritrocitos infectados, menores que 0,01% de células
parasitadas (ERIKS et al., 1989; KIESER; ERIKS;
PALMER, 1990). Esses animais permanecem como
reservatorios importantes na transmissao mecanica
direta de eritrdcitos infectados com A. marginale e
como fonte de infeccdo aos carrapatos ixodideos
(PALMER; RURANGIRWA; BROWN, 1999).

O conhecimento da epidemiologia da infecg¢do por
A. marginale na populagdo ¢ de grande importancia
na formula¢do de programas de controle. A
anaplasmose apresenta uma dindmica de transmissao
mais complexa que a babesiose e o aparecimento de
surtos a campo, em regides tropicais e subtropicais,
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nao estad totalmente esclarecida por que ndo existe
informagdo segura a respeito de seus transmissores,
modo de transmissdo, vetores e reservatorios
(VANZINI; RAMIREZ, 1994), portanto, os
mecanismos de transmissao da anaplasmose em
bovinos na natureza constituem um interessante
campo de estudo (RIBEIRO; LIMA, 1996).

O presente trabalho teve como objetivo estudar,
pelo Ensaio de imunoadsor¢@o enzimatica competitivo
(cELISA), Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) e acompanhamento da populacido de B.
microplus, a dinamica da infecc¢ao por A. marginale
em vacas ¢ bezerros da raca Holandesa na regidao
de Londrina, Norte do Parana.

Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido em duas
propriedades de rebanho leiteiro da regido de
Londrina (A e B), localizadas ao Norte do Estado do
Parand, no periodo de agosto de 2001 a novembro
de 2002. A variacao média da precipitacao
pluviométrica foi de 125.4 mm, e a temperatura média
minima de 16.5 °C e a maxima de 28.4 °C durante o
periodo experimental (IAPAR, 2002).

Foram selecionadas dez vacas gestantes na
propriedade A e 11 na propriedade B, durante os
ultimos dois meses de gestacdo. As vacas das duas
propriedades eram da raga Holandesa, mantidas em
confinamentos tipos “free-stall” e “tie-stall”,
respectivamente. Na propriedade A (produtora de
leite tipo A), apos o nascimento, os bezerros
permaneciam com suas maes por um periodo de trés
a seis horas até ingerirem o colostro ou, se necessario,
o mesmo era administrado a partir da ordenha da
propria vaca ou obtido de um banco de colostro
mantido na propriedade e, posteriormente eram
levados do piquete de paricdo a um bezerreiro
coletivo. Enquanto que na propriedade B (produtora
de leite tipo B), era realizada a administracdo de
colostro aos bezerros ap6s o nascimento em
mamadeira, com o produto fresco retirado da vaca
logo ap6s o parto, administrado a vontade e, em

seguida, os animais permaneciam em gaiolas
individuais de madeira no interior de um barracao
coberto. O aleitamento artificial, nas duas
propriedades, foi realizado até os 60 dias de idade e
apos este periodo os bezerros eram transferidos para
pequenos piquetes, onde tinham acesso ao pasto, além
da suplementagao a base de ragao comercial, feno e
sal mineral ad libitum desde os primeiro dias de vida.

Durante o periodo experimental a infestacdo das
vacas e bezerros pelo B. microplus de ambas as
propriedades foi monitorada, de acordo com a técnica
de contagem de ixodideos proposta por Wharton e
Utech (1970). Foram colhidas duas amostras de
sangue, uma contendo EDTA e a outra sem o
anticoagulante, das 21 fémeas prenhes selecionadas
(10 animais na propriedade A e 11 animais na
propriedade B), para realizacdo dos exames
sorologicos e parasitologicos, no periodo entre 45 dias
antes até 60 dias apds o parto em intervalos
quinzenais. No dia do parto, além da obten¢ao das
duas amostras de sangue de cada vaca, foram
colhidas também duas amostras de sangue de cada
bezerro, conforme descrito acima, entre 12 a 24 horas
apo6s o nascimento. Os bezerros também foram
monitorados a cada 15 dias até completarem 240 dias
de idade. A colheita de sangue foi realizada pela
puncao da veia jugular, em tubos estéreis com vacuo.

As amostras de sangue colhidas com EDTA foram
utilizadas na confec¢do de laminas com esfregacos
delgados de sangue, para a determinagao da parasitemia
(INSTITUTO INTERAMERICANO DE
COOPERATION PARA LA AGRICULTURA,
1984), extragdo do DNA a partir da técnica que
emprega os reagentes: fenol-cloroféormio/alcool-
isoamilico (THEIL et al., 1981) e silica/tiocianato de
guanidina (BOOM et al., 1990), modificada por
Alfiere (1999) e descrita por Shimada (2002) para o
A. marginale, realizacdo da PCR e determinagio
do volume globular utilizando a técnica de
microhematocrito. Das amostras de sangue sem o
anticoagulante foi retirado o soro apos a separagao
e retracdo do coagulo para a realizagdo da técnica
de cELISA descrita por Knowles et al. (1996).

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 25, n. 3, p. 235-244, jul./set. 2004

237



238

Pacheco, R. C. et al.

Os niveis de anticorpos colostrais transferidos aos
bezerros foram submetidos a analise estatistica pelo
teste t de Student (VIEIRA, 1998).

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra os resultados do monitoramento
sorologico nas vacas das propriedades A e B, onde
se verifica uma pequena diminui¢ao da porcentagem

[ Positivos no cELISA (prop. A)

de inibicdo média de anticorpos a medida que se
aproximava o dia do parto. Na propriedade A esta
porcentagem foi menor na ultima colheita que
antecedeu o parto, com sete animais soropositivos
no cELISA, e na primeira colheita ap6s o parto, com
0ito animais soropositivos, enquanto na propriedade
B, a menor média de inibicdo ocorreu na primeira
colheita apos o parto, quando apenas cinco animais
eram soropositivos pelo cELISA.
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Figura 1. Distribuicao dos animais positivos e freqiiéncia de distribui¢ao da porcentagem de inibicdo média para o 4.
marginale pela técnica de cELISA em soros de vacas da raca Holandesa, no periodo pré e pds- parto, quinzenalmente,
nas propriedades A e B, na regido de Londrina, PR, entre agosto de 2001 a novembro de 2002

O presente estudo mostrou que os niveis de
anticorpos séricos caem no periodo peri-parto, como
constatado nas duas propriedades acompanhadas,
provavelmente em conseqiiéncia da intensa migragao
de imunoglobulinas da corrente sangiiinea para a
glandula mamaria que ocorre na formagao do colostro
no periodo que antecede o parto (SASAKI; DAVIS;
LARSON, 1976). No entanto, a evolugao dos niveis
de anticorpos apds este periodo mostrou um
comportamento adverso entre as duas propriedades,
provavelmente em fungdo do tipo de manejo dos
animais em relagdo ao B. microplus. Assim, na
propriedade A, onde as vacas foram mais expostas
ao carrapato durante o experimento, houve uma

recuperacdo dos niveis de anticorpos séricos
superiores aqueles existentes por volta dos 45 dias
antes do parto. Por outro lado, as vacas da
propriedade B, com reduzida exposicao ao carrapato,
mantiveram-se com baixos niveis de anticorpos
séricos (Fig.1). A intensidade da infestagdo pelo B.
microplus nao influenciou os niveis médios de
parasitemia que oscilaram entre 0,1 e 1,1%,
considerados subparasitémicos e persistentes em
animais portadores sdos de A. marginale (ERIKS
etal., 1989; PALMER; BROWN; RURANGIRWA,
2000). Isso explicaria alguns surtos de anaplasmose
que tem ocorrido na regido em vacas no periodo
periparto as quais foram mantidas por uma ou duas
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lactacdes livres de carrapatos e depois colocadas em
piquetes infestados com larvas de B. microplus nos
meses que antecederam o parto (dados ndo publicados).

A Figura 2 mostra a evolucdo dos niveis de
anticorpos séricos dos bezerros do nascimento aos
240 dias de idade na propriedade A. Na média, os
bezerros apresentaram baixa porcentagem de
inibi¢do ao nascimento, o que pode indicar um manejo
do colostro inadequado, levando a uma falha na
transferéncia da imunidade passiva e,
conseqiientemente baixos teores de imunoglobulinas
séricas nos animais. Quarenta e cinco dias apds o
nascimento todos os bezerros eram negativos quanto

a presenca de anticorpos contra A. marginale,

12

111 C=3pcr
10 [ Positivos no cELISA
—A— % inib.méd. cELISA

Numero de animais positivos
[o>]
)

Nasc. 30 60 90

conseqiientemente, neste periodo esses animais
estavam desprotegidos contra a infeccdo natural a
campo. A partir dos 60 dias de idade os niveis de
anticorpos séricos aumentaram, o que resultou em
um nimero maior de animais positivos e aos 105 dias
todos os bezerros eram soropositivos para anticorpos
contra A. marginale, permanecendo até o final do
monitoramento. Portanto, uma queda acentuada no
nivel de anticorpos colostrais contra 4. marginale
foi observada a partir do nascimento e atingiu os
valores mais baixos (% de inibicdo média) aos 45
dias de vida dos bezerros. Observa-se, a partir dos
105 dias de idade dos bezerros, valores mais elevados
de inibicdo pelo cELISA, que se mantiveram
constantes até o final do periodo de observagao.

100

(&)}
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Figura 2. Distribui¢do dos animais positivos pela técnica de cELISA e da PCR, ¢ a freqiiéncia de distribui¢ao da
porcentagem de inibigdo média para o 4. marginale pelo cELISA, realizada em dez bezerros, segundo a faixa etaria, na
propriedade A, na regido de Londrina, PR. entre agosto de 2001 a novembro de 2002.

O aumento na porcentagem de inibicdo média,
que ocorreu a partir dos 60 dias de idade dos bezerros,
indica a produgdo ativa de anticorpos especificos
contra o A. marginale, certamente devido a infec¢ao
adquirida apos o nascimento. Todas as amostras de
sangue dos bezerros submetidas a PCR foram
negativas ao nascimento. A infecg@o foi detectada
pela primeira vez aos 45 dias de idade, em dois
bezerros, € o nimero de animais positivos na PCR

aumentou para oito trinta dias apoés, até a detecgao
da infeccdo em todos os bezerros aos 105 dias de
idade, onde se pode observar os valores mais elevados
nos niveis de anticorpos séricos pela porcentagem
de inibi¢do média do cELISA (Fig.2).

A Figura 3 mostra que os anticorpos maternos
transferidos aos bezerros na propriedade B, tiveram
em média niveis mais elevados que na propriedade
A, mostrando, portanto uma melhor transferéncia de
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240

anticorpos colostrais contra 4. marginale. Essa
diferenga entre as propriedades foi estatisticamente
significativa (t= 2,4281; p=0.0252). Esses valores
diminuiram de forma mais lenta apds o nascimento,
alcanc¢ando o valor mais baixo aos 120 dias de idade.
Esta queda mais prolongada dos niveis de anticorpos
séricos protegeu os animais por um periodo de tempo
mais longo (60 dias) e em parte retardou a infecgado
natural pelo carrapato, como pode ser constatado pela
evolugdo no niimero de animais positivos na PCR,
em relacdo aos animais da propriedade A. Aos 135
dias de idade, apenas dois bezerros eram
sorologicamente positivos para a presenca de
anticorpos contra 4. marginale. Somente a partir
dos 165 dias de idade que os niveis de anticorpos

séricos aumentaram significativamente, resultando
em um namero maior de animais positivos com
porcentagem de inibicdo média mais elevada aos 195
dias de idade, que se manteve até o final do
experimento. Da mesma forma que na propriedade
A, todas as amostras de sangue dos bezerros, da
propriedade B, submetidas a PCR foram negativas no
dia do nascimento. A infecgdo foi detectada pela primeira
vez, também aos 45 dias de idade, em 4 bezerros, € 0
nimero aumentou progressivamente, até a detecgao da
infec¢@o maxima em 10 (dez do total de 11 bezerros)
aos 195 dias de idade. Curiosamente, um bezerro
(niimero 10) manteve-se negativo, tanto no cELISA,
quanto na PCR até os 240 dias de idade, quando o
experimento foi encerrado (Fig.3).
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Figura 3. Distribuicdo dos animais positivos pela técnica de cELISA e da PCR, e a freqiiéncia de distribui¢ao da
porcentagem de inibicdo média para o 4. marginale pelo cELISA, realizada em onze bezerros, segundo a faixa etaria, na
propriedade B, na regido de Londrina, PR, entre agosto de 2001 a novembro de 2002.

Andrade et al. (2001) realizaram estudo
semelhante, monitorando dez bezerros da raga
Holandesa, mensalmente, do nascimento (média de
2 a20 dias de idade) até um ano de vida, pelo cELISA.
Os autores observaram uma queda mais tardia dos
niveis de anticorpos séricos, quando comparado aos
animais da propriedade A, mas semelhantes aos
resultados obtidos na propriedade B. O maior nimero

de animais negativos foi detectado proximo aos trés
meses de idade e os niveis de anticorpos comegaram
a aumentar a partir do 5° més de vida, permanecendo
elevados até o final do experimento, quando os animais
jé tinham um ano de vida.

Yoshihara et al. (2003) monitorando 14 bezerros
da raca Nelore a cada 30 dias, do nascimento até
seis meses de idade, pelo teste de cELISA,
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observaram que os niveis de anticorpos séricos
cairam rapidamente, sendo que aos 30 dias de idade
apenas trés animais eram positivos e a partir dos 60
dias os titulos voltaram a aumentar, elevando o
numero de animais positivos, atingindo o maior numero
com 180 dias de idade, quando 13 dos 14 animais
eram sororreagentes para A. marginale.

Madruga et al. (1987) monitorando bezerros
mesticos da raga Nelore, desde o nascimento até os
210 dias de idade, detectaram uma queda de
anticorpos colostrais contra A. marginale com idade
média de 47 dias, indicando o desaparecimento da
imunidade humoral adquirida passivamente ou sua
presenga em niveis extremamente baixos. Em outro
trabalho Madruga et al. (1985), examinando 50
bezerros da raga Nelore, Ibagé e mesticos, relataram
que o niimero de animais sorologicamente negativos
aumentou aos 30 dias e atingiu valores maximos aos
60 dias, sugerindo que em torno de 60 dias de idade
ha uma populagdo de bezerros com risco potencial

de contrair a infeccdo e apresentar sinais clinicos da
doenga. Nesse trabalho, esse periodo critico foi
diferente para as duas propriedades. Na propriedade
A foi aos 45 dias de idade e na propriedade B, entre
os 135 e 150 dias de vida, onde podemos observar o
menor numero de animais soropositivos em ambas
as propriedades.

Da mesma forma que ocorreu nas vacas, parece
que a maior quantidade de carrapatos observados
nos animais na propriedade A, ndo influenciou as
médias dos niveis parasitémicos que apresentaram
valores semelhantes nas duas propriedades, oscilando
entre zero ¢ 1.1% no periodo do experimento, mas
ficou evidente que a infec¢@o natural dos bezerros
foi dependente da queda dos niveis de anticorpos
colostrais e exposicdo gradativa aos carrapatos
observado nesses animais. Em func¢do destes
parametros os bezerros da propriedade A infectaram-
se com 0 A. marginale mais precocemente ¢ os da
propriedade B mais tardiamente (Figura 4).
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Figura 4. Distribui¢ao da freqiiéncia média do nimero de carrapatos e parasitemia em vacas da raca Holandesa durante
o periodo de monitoramento dos animais nas propriedades A e B, na regido de Londrina, PR
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Nao se detectou alteragdes no hematodcrito dos
animais examinados, exceto um animal na
propriedade A, onde se constatou 40.2% de
13%
caracterizando um quadro clinico de anaplasmose,

parasitemia e de volume globular,
mas nenhuma droga que tenha agdo contra A4.
marginale foi utilizada e o animal recuperou-se
espontaneamente.

Os valores do volume globular, avaliado pela
técnica de microhematocrito, permaneceram entre
34 e 42%, valores que estdo dentro dos parametros
de normalidade para a espécie (FELDMANN;
ZINKC; JAIN, 2000).

A transmissao transplacentaria, citada na literatura
(WANDERA; MUNYUA, 1971; BIRD, 1973;
PASSOS; LIMA, 1984; RIBEIRO et al., 1995) ndo
foi constatada neste trabalho, embora tenha sido
examinado sangue dos animais no dia do nascimento,
pela PCR e laminas com esfregacos de sangue corado
pelo Giemsa, ndo se detectou a infecgao intra-uterina,
neste caso, nao significa que ela ndo ocorra na regiao.
Sua auséncia pode ser explicada pelo reduzido
numero de bezerros examinados, uma vez que a
freqiiéncia natural deste evento ¢ baixa.

A luz dos conhecimentos atuais sobre a
anaplasmose, doenca amplamente disseminada nas
regides tropicais e subtropicais criadoras de bovinos,
pode-se concluir que o equilibrio entre o parasita e o
hospedeiro depende também de um equilibrio perfeito
na natureza, de seus mais importantes vetores,
representado por diferentes espécies de carrapatos.
Embora a epidemiologia e as condi¢des ambientais
que favorecem ou desfavorecem o ressurgimento da
doenga, sejam bem conhecidos, estudos regionais
mostram que pequenas alteracdes de manejo
envolvendo os bezerros e os animais adultos podem
provocar diferengas significativas na dindmica da
infec¢do, como ficou evidenciado neste trabalho.

Conclusoes

Considerando-se os resultados obtidos nas
condigdes que foi realizado esse trabalho pode
concluir que:

1. A infeccao natural dos bezerros pelo 4.
marginale apds o nascimento foi mais dependente
dos niveis de anticorpos colostrais absorvidos do
que da intensidade da infestacdo pelo B .
microplus.

2. A infec¢ao dos bezerros pelo A. marginale foi
subseqiiente as primeiras infestagdes pelo B.
microplus, mas os niveis de infestacdo pelo
carrapato nao influenciaram as médias de
parasitemia, que se mantiveram baixas tanto nos
bezerros como nas vacas em ambas as
propriedades.

3. As diferencas de manejo existentes nas duas
propriedades tiveram influéncia nos niveis de
anticorpos das vacas e bezerros e no periodo de
infec¢do natural dos bezerros.
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