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RESUMO
SILVA, Jenevaldo Barbosa. Analise dos fatores de risco relacionados a resisténcia ao
Rhipicephalus microplus e a resposta imune-humoral anti-Anaplasma marginale em
bovinos leiteiros. 2012. 90f Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Veterindrias, Sanidade
Animal). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2012.

Os objetivos do estudo foram avaliar o estado fisiologico, sazonalidade, idade, genética,
numero de lactagdes, produgdo leiteira, densidade de vetor e taxa de lotagdo como potenciais
fatores de risco para a infestacdo pelo carrapato Rhipicephalus microplus e a frequéncia de
anticorpos da classe IgG contra a Rickettsia Anaplasma marginale em bovinos leiteiros.
Foram selecionados randomicamente 80 vacas e 20 bezerras pertencentes a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Rio de Janeiro por amostragem estratificada proporcional. Os
animais foram acompanhados nos anos de 2008 a 2010. A avaliagdo da resisténcia dos
bovinos ao R. microplus foi realizada através da contagem de fémeas ingurgitadas ou
parcialmente ingurgitadas de R. microplus. Os dados foram transformados em log 10
(2'count + 1). Em seguida, foram submetidos a analise da variancia, testes t de Student ou
Tukey e regressdo linear. Para avaliar a resposta imune humoral contra 4. marginale foi
utilizado o Ensaio Imunoadsor¢do Enzimatico Indireto. A frequéncia de animais soropositivos
para A. marginale foi submetida ao teste y2, e aquelas com p<0,2 foram oferecidas a andlise
multivariada. Foram observadas altas contagens de carrapatos (36 carrapatos/animal) e
reducdo significativa (p<0.01) dos titulos de anticorpos contra A. marginale durante o parto.
Foram considerados fatores de risco a anaplasmose o parto (OR 2.61, IC 1.08-7.63), estado
fisiologico (OR 4.5, IC 0.12-0.38), genética (OR 3.83, IC 0.08-0.28), numero de lactagdes
(OR 33.7, IC 2.14-5.16), producdo leiteira (OR 3.9, IC 2.24-7.03), infestagdo por R.
microplus (OR 10.3, IC 0.05-0.17) e densidade animal (OR 22.3, IC 0.05-0.17). As bezerras
apresentaram prevaléncia de 14% ao nascer, 66% aos 12 meses € 79% aos 24 meses. A baixa
soroprevaléncia dos bezerros recém-nascidos (OR 4.90, IC 0.13-0.31) foi consequéncia da
baixa prevaléncia do agente nas vacas e nao pela deficiéncia na transferéncia de anticorpos
colostrais. Embora localizada em uma area de estabilidade enzootica, a propriedade foi
classificada como instavel para A. marginale.

Palavras chave: Anaplasmose, Carrapatos, ELISA, Periparto, Sistema imunolédgico



ABSTRACT
SILVA, Jenevaldo Barbosa. Analysis of risk factors related to resistance to Rhipicephalus
microplus and humoral immune responses against Anaplasma marginale in dairy cattle.
2012. 90f Dissertation (Master in Veterinary Science, Animal health). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The study objectives were to evaluate the physiological status, seasonality, age, genetics,
lactation number, milk production, vector density and stocking rate as potential risk factors
for infestation by the tick Rhipicephalus microplus and the frequency of IgG antibodies
against Rickettsia Anaplasma marginale in dairy cattle. For this, we randomly selected 80
cows and 20 calves belonging to the Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de
Janeiro through proportional stratified sampling. The animals were followed from 2008 to
2010. The evaluation of the resistance of cattle to R. microplus was performed by counting
engorged or partially engorged females of R. microplus. The data were transformed into log
10 (2 “count + 1). They were then subjected to analysis of variance, Student's t test or Tukey
test and linear regression. To evaluate the humoral immune response against 4. marginale
was used Indirect Enzyme-linked immunosorbent Assay. The frequency of seropositive
animals for 4. marginale was submitted to the y2 test, and those with p <0.2 were offered to
the multivariate analysis. We observed high numbers of ticks (36 ticks / animal) and a
significant reduction (p <0.01) antibody titers against A. marginale during peripartum. It were
considered risk factors for anaplasmosis delivery (OR 2.61, CI 1.08-7.63), physiological
status (OR 4.5, C1 0.12 — 0.38), genetics (OR 3.83, CI 0.08 — 0.28), number of lactations (OR
33.7,CI12.14 — 5.16), dairy (OR 3.9, CI 2.24 — 7.03), infestation by R. microplus (OR 10.3, CI
0.05 —0.17) and stocking density (OR 3.22, CI 0.05 — 0.17). The calves showed prevalence of
14% at birth, 66% at 12 months and 79% at 24 months. The low prevalence of newborn
calves (OR 4.90, CI 0.13 — 0.31) was a consequence of the low prevalence of the agent in
cows and not by a deficiency in the transfer of colostral antibodies. Although located in an
area of enzootic stability, the property was classified as unstable to A. marginale.

Keywords: Anaplasmosis, Ticks, ELISA, Peripartum, Immune System
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887) € o carrapato mais importante para a
industria bovina tropical (PIPER et al., 2009). Estima-se que este ixodideo seja
responsavel por perdas econdmicas de 13 bilhdes de dolares por ano em todo o mundo
(ANON, 2002). No Brasil, estes valores podem variar entre 800 milhdes (MARTINEZ et
al., 2006) a 2 bilhdes de dolares por ano (GRISI et al., 2002). As prejuizos ocasionadas
pelo R. microplus sdo principalmente pela reducdo da produtividade leiteira e do ganho
de peso, pela danificacdo do couro, pelos elevados custos com acaricidas, custo com mao
de obra e pela transmissdo de patégenos (KUMAR etal., 2009).

Anaplasma marginale € o mais prevalente patogeno de bovinos transmitido por
carrapatos em todo o mundo, ocorrendo em seis continentes € sendo responsavel por
grave morbidade e mortalidade em regides temperadas, subtropicais e tropicais
(PALMER, 1989). A doenga ¢ endémica na América Latina, onde o principal vetor € o
carrapato R. microplus (GUGLIELMONE, 1995; VIDOTTO et al., 1998). A
soroprevaléncia de 4. marginale varia amplamente entre os paises das Américas e, a
variabilidade dessa taxa contribui para o desenvolvimento de regides geograficamente
estaveis.

No Brasil, a relacdo entre a populacdo do carrapato R. microplus com a
anaplasmose bovina gera duas situagdes epidemioldgicas: a primeira ¢ observada nas
regides onde ha uma flutuagdo sazonal na populacao de vetores, que pode ser devida as
condi¢des climaticas ou pode ser provocada por estratégias inadequadas no controle de
ectoparasitas (ARAUJO et al., 2003). Nestas condi¢des, quando os animais estdo por um
longo periodo sem contato com A. marginale e se infectam, apresentam uma
sintomatologia clinica aguda, com altas taxas de mortalidade. Nestes casos, a situagdo ¢
denominada de instabilidade enzodtica (RIBEIRO et al., 1984). A segunda situacao
ocorre em areas endémicas, onde a populagao de vetores esta presente durante o ano todo.
Nestas regides, os animais apresentam maior resisténcia a infecg¢do, pois desenvolvem
imunidade nos primeiros meses de vida, ao serem infectados por A. marginale quando
ainda estdo protegidos pelos anticorpos colostrais (ARAUJO et al., 2003). Esta situagdo
caracteriza areas de estabilidade enzoodtica, onde nao sdo esperados surtos, nem altas
taxas de mortalidade.

A situagcdo epidemioldgica da anaplasmose bovina, na maioria das regides
brasileiras, ¢ de estabilidade endémica (ARAUJO et al., 1998). Porém, estudos
soroepidemioldgicos tém demonstrado consideraveis variagdes na prevaléncia, com areas
de instabilidade (PAYNE; OSORIO, 1990), onde fatores ecologicos e climaticos no
favorecem o desenvolvimento do vetor R. microplus e de dipteros hematdfagos,
transmissores de 4. marginale (SOUZA et al., 2000b). Neste contexto, os objetivos do
estudo foram conhecer potenciais fatores de risco relacionados a resisténcia ao R.
microplus e a prevaléncia de anticorpos da classe IgG anti-A. marginale em bovinos de
origem leiteira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi descrito pela primeira vez por Canestrini
em 1887, sendo considerada a espécie de carrapato mais importante para a bovinocultura
brasileira (EVANS et al.,, 2000). Flechtmann (1990) citou a seguinte classificagdo
sistematica para B. microplus:

Filo — Arthropoda Von Siebold; Slannius, 1845

Subfilo — Chelicerata Heymons, 1901

Classe — Aracnida Lamarck, 1802

Subclasse- Acari Leach, 1817

Ordem — Parasitiformes Renter 1909

Subordem — Metastigmata Canestrini, 1891
Ixodides Leach, 1815

Familia — Ixodidae Murray, 1887

Género — Boophilus Curtice, 1891

Espécie — Boophilus microplus Canestrini, 1887

Porém, Murrell; Barker (2003) obsevaram haver evidéncias consideraveis de
morfologia e de seqiliéncias de nucleotideos entre os géneros Rhipicephalus e Boophilus.
Apesar das espécies de Boophilus formarem um grupo monofilético, este grupo
genéticamente estd incorporado no género Rhipicephalus. Atualmente o género
Boophilus foi reagrupado no género Rhipicephalus. Deste modo, de acordo com a atual
taxonomia Boophilus ¢ sinonimia de Rhipicephalus (Rhipicephalus Koch, 1844 tem
prioridade sobre Boophilus Curtice, 1891). Assim, a atual classificagdo denomina-se
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

2.2 Distribuicio e Epidemiologia de Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus é o carrapato mais importante para a industria bovina
tropical (PIPER et al., 2009). Estima-se que este ixodideo seja responsavel por perdas
econdmicas de 13 bilhdes de dolares por ano em todo o mundo (ANON, 2002). No
Brasil, estes valores podem variar entre 800 milhdes (MARTINEZ et al., 2006) a 2
bilhdes de dolares (GRISE et al., 2002). Aproximadamente um bilhdo de bovinos,
localizados nas regides tropicais, podem ser afetados pelo carrapato R. microplus,
levando a perdas significativas na produ¢cdo (PEGRAM et al., 1991). Nessas regides, a
infestacdo por esse ectoparasito, além de reduzir a producao, pode causar a morte dos
animais mais suscetiveis (MARTINEZ et al., 2006).

GONZALES (1975), citou que R. microplus é originario da Asia, notadamente da
ndia e da Ilha de Java. As expedi¢des exploradoras registradas pela historia foram
responsaveis por intensa movimentagdo de animais e mercadorias. Com esse transporte,
ocorreu uma expansao do carrapato e sua introdu¢do na maioria das regides tropicais e
subtropicais: Australia, México, América Central, América do Sul e Africa, tendo se
estabelecido dentro dos climas demarcados pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul, com
alguns focos no 35° (NUNES et al., 1982).

Embora o teor de umidade do ar seja importante para a longevidade larval,
ambientes muito Umidos ndo sdo favordveis a sua sobrevivéncia, pois as tornam
letargicas, sobrevivendo por periodos mais curtos do que se estivessem em ambiente com
teor de umidade mais baixo (SNOWBALL, 1957). LEWIS (1968) observou que larvas de
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R. microplus podem se dispersar por longas distancias, transportadas pelo vento,
passaros, cavalos e outros animais.

2.3 Rhipicephalus microplus como Transmissor de Agentes Patogénicos

Muitos patdégenos como, virus, bactérias, protozoarios e riquétsias tém sido
associados com a transmissdo por carrapatos, incluindo varios patéogenos recentemente
identificados em humanos e animais domésticos (CHOMEL, 2011). Gracas ao seu habito
alimentar hematdfago, os carrapatos representam o primeiro grupo como fonte de
patogenos transmitidos para animais e o segundo para os seres humanos, perdendo apenas
para os mosquitos (SHAW et al., 2001). Nas ultimas décadas, as doencas transmitidas por
carrapatos recentemente identificadas ou re-emergentes com novos padrdes geograficos
ou prevaléncia tém sido descritas em todo o mundo (CHOMEL, 2011).

O primeiro registro da transmissdo de agente patogénico por artropode foi feito
por Smith e Kilbourne (1893) durante a febre do gado no Texas, onde identificaram o
protozoario Babesia bigemina como sendo transmitido pelo carrapato Boophilus
annulatus. Atualmente, cerca de 800 espécies de carrapatos foram identificadas em todo
o mundo, mas menos de 100 ocorrem na América Latina. No Brasil, apenas a espécie, R.
microplus, com alguma frequéncia transmite microrganismos de importancia médica aos
bovinos.

Doengas transmitidas por carrapatos sdo fatores importantes que limitam o
desenvolvimento da produ¢do de bovinos em todo o mundo (SUAREZ; NOH, 2011). No
Brasil, os parasitas Babesia e Anaplasma, sdo responsaveis por doengas importantes de
impacto econdmico, social e epidemiologico, de grande porte na bovinocultura. Embora
os parasitas do género Babesia sejam protozodarios apicomplexa e Anaplasma marginale
seja uma bactéria, sdo historicamente ligados, uma vez que fazem parte de um complexo
de doencas também conhecido como Tristeza Parasitaria Bovina, compartilhando
caracteristicas importantes: ambos infectam exclusivamente eritrocitos nos hospedeiros
vertebrados causando uma doenga clinicamente aguda, sdo transmitidos por carrapatos
Rhiphicephallus microplus e geralmente co-ocorrem em dareas endémicas (SUAREZ;
NOH, 2011).

Sendo o controle de carrapatos a forma mais ultilizada na prevencdo de doencas
transmitidas por carrapatos, a imunologia da interagdo carrapato-hospedeiro tem sido
foco de inumeros estudos em recentes anos. Em parte, isso reflete o reconhecimento da
importincia dos carrapatos como agentes de doengas e como vetores de patdgenos de
importancia medica e veterinaria. Além disso, reflete a faléncia progressiva dos meios
tradicionais de controle do carrapato (WILLADSEN ; JONGEJAN, 1999).

2.4 Suscetibilidade de Bos indicus e Bos taurus a Rhipicephalus microplus

Bovinos demonstram grandes divergéncias quanto a hereditariedade fenotipica de
resisténcia e suscetibilidade a infestagdo pelo carrapato R. microplus. Bovinos Bos
indicus geralmente s3o mais resistentes a infestacao de carrapatos do que os das ragas Bos
taurus, embora grandes variacdes na resisténcia podem ocorrer dentro das subespécies e
dentro da raga (PIPER et al., 2010). Apesar da imunidade inata decorrente de diferencas
genéticas entre ragas zebuinas e taurinas ser a base do conhecimento sobre a resisténcia
dos animais, a imunidade dos bovinos ¢ considerada predominantemente adquirida, pois
o nivel de resisténcia em B. indicus se torna aparente, somente, apés um periodo de
suscetibilidade a uma infesta¢do primaria (HEWETSON, 1971).

Diferentes niveis de resisténcia dos bovinos ao carrapato R. microplus, tanto entre
racas como dentro de racas foram observados em varios estudos (WHARTON et al.,
1970; MORAES et al., 1986; OLIVEIRA et al., 1989). Autores como Wharton et al.
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(1970) e Seifert (1971), ao estudarem a fragcdo genética aditiva da resisténcia dos bovinos
ao carrapato, encontraram variacdo genética suficiente para se acreditar na possibilidade
de obtencao de consideravel progresso genético pela selecao.

Tatchell e Moorhouse (1968) estudando resposta imune local de bovinos taurinos
e zebuinos a infestagao por R. microplus, mostraram que, embora as lesdes provocadas
pela alimentacdo das ninfas e dos adultos sejam semelhantes entre hospedeiros resistentes
e suscetiveis, o recrutamento inicial de eosinofilos € muito maior nos hospedeiros
taurinos. Os autores sugeriram que essa resposta enérgica por parte dos animais
suscetiveis cria um ambiente mais favoravel para o carrapato, pelo aumento de liquidos
nos tecidos, mediada pelo aumento da capilaridade e permeabilidade.

Pesquisas anteriores sobre as respostas imunes de bovinos frente a infestagao por
carrapatos, demonstraram que esta estd associada a forte reagdo de hipersensibilidade,
sendo bovinos B. indicus mais resistentes aos carrapatos (SCHLEGER et al., 1976). Estes
autores observaram grande infiltragdo de eosindfilos e elevada concentragdo de histamina
no sitio de fixa¢ao do carrapato. Kemp; Bourne (1980) demonstraram um efeito direto da
histamina em anexo larval, entretanto, observaram que a sensibilidade das larvas a
histamina diminui com a estabiliza¢ao dos anexos.

Os carrapatos exercem efeito negativo no ganho de peso e na produgdo leiteira de
bovinos. Estudos estimam que os bovinos perdem cerca de 1g por cada teledgina, sendo
este efeito semelhante em B. indicus e B. taurinos (JONSSON, 2006). Porém, bovinos B.
indicus sao cinco vezes menos parasitados do que B. taurus, sendo razoavel supor que a
freqiiéncia necessaria de aplicacdo de carrapaticida para manter uma escala da populagao
seria de cerca de 20% do que ¢ exigido no mesmo ambiente para o gado B. faurus
(JONSSON, 2006).

2.5 Prevencio, Tratamento e Controle de Rhipicephalus microplus

Atualmente, as estratégias de controle de R. microplus sdo baseadas em produtos
quimicos acaricidas (SONENSHINE, 2006). No entanto, devido a problemas
relacionados a resisténcia acaricida, aos residuos de medicamentos no setor de carne e do
leite e, aos altos custos de acaricidas, tém estimulado o desenvolvimento de métodos
alternativos para permitir um controle mais eficiente (SONENSHINE et al., 2006). Estes
incluem as vacinas (PATARROYO et al., 2009) e o controle biologico (SAMISH, 2001).

A vacinacdo se tornou uma alternativa potencialmente eficaz para controlar
carrapatos e doengas transmitidas por carrapatos como demonstrado pelas vacinas
comerciais Gavac® (DE LA FUENTE et al., 1998) e TickGard™"® (JONSSON et al.,
2000), derivadas do antigeno Bm86 de R. microplus. O desenvolvimento de novas
vacinas contra carrapato com maior protecao do que os derivados Bm86 até a presente
data tem sido lento devido as limitagdes de identificacio de novos antigenos
(PATARROYO et al., 2009). No contexto da produ¢do animal, as vacinas seriam uma
estratégia de controle amplamente aceita, porque elas sdo seguras para o consumidor
devido a auséncia de residuos para o hospedeiro e para o ambiente e por serem utilizadas
em conjunto com qualquer outro método de controle.

Em R. microplus a imunidade foi obtida, apds a inoculacdo de antigenos
"escondidos" do intestino médio de carrapatos (OPDEBEECK et al., 1988) e mais tarde,
com o uso de uma proteina purificada (Bm86) (WILLADSEN, 2006), ou com sua
producdo em massa como uma vacina recombinante (RAND et al., 1989). A vacina
recombinante, ja estd no mercado desde 1994. Programas de vacinacdo foram
estabelecidos, no entanto, diferentes niveis de eficacia foram encontrados devido a
variagdo genética entre as cepas de carrapatos (SOSSAI et al., 2005).



A vacinagdo do gado com a proteina Bm86 recombinante reduz o nimero, o peso
dos carrapatos ingurgitados e os indices de fecundidade. Em conjunto, estes efeitos
reduzem a producdo de larvas em até 90% por geracdo nos isolados de carrapato mais
suscetiveis. Alguns isolados de campo sdo menos suscetiveis a vacina, embora, na
Australia, pelo menos, este efeito ndo foi inaceitavelmente grande. Com a vacina
recombinante, os maiores efeitos ocorrem sobre a fecundidade das fémeas. Em termos
praticos, isto significa que o controle das populagdes de carrapatos ¢ mais evidente depois
de pelo menos uma geragdo de carrapatos, devendo ser evitada a re-introdugao continua
de carrapatos no rebanho. Com a utlizacdo do antigeno Bm86, os titulos de anticorpos
ndo sdo impulsionados pelas re-infestacdes de carrapatos, assim para o controle do
carrapato sao necessarias doses de refor¢o anuais.

2.6 Taxonomia de Anaplasma marginale

A ordem Rickettsiales foi recentemente reclassificada com base em analises dos
genes 16S rRNA, groESL e proteinas de superficie maior (MSPs), sendo os organismos
designados para as familias: Anaplasmataceae e Rickettsiaceae (DUMLER et al., 2001).
Dentro da familia Anaplasmataceae, as andlises filogenéticas foram consistentes para a
formagdo de quatro géneros geneticamente distintos: Anaplasma com similaridade
minima de 96,1%, Ehrlichia 97,7%, Wolbachia 95,6% e Neorickettsia 94,9% (Figura 25).
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/ Ansplasma phagocytoshium
.i. i |
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Meorickattzia rishol

MeorickeTTHG senetau

HNearickettita |

Figura 1. Familia Anaplasmataceae, com base em seqiiéncias do gene ribossomico 16S
RNA. A arvore filogenética foi construida a partir do alinhamento das seqiiéncias pelo
método Clustal W utilizando o programa MegAlign do pacote Lasergene (RIKIHISA,
2010).

O género Anaplasma recentemente foi expandido para incluir trés novas espécies
transferidas do género Ehrlichia: Anaplasma phagocytophilum, que resultou da unido das
espécies previamente descritas como Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi e agente
da ehrlichiose granulocitica humana (anaplasmose granulocitica humana), Anaplasma
bovis (Ehrlichia bovis) e Anaplasma platys (Ehrlichia platys) (DUMLER et al., 2001).

Atualmente o género Anaplasma € composto por seis espécies: Anaplasma
marginale (espécie tipo), Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, Anaplasma bovis,
Anaplasma platys e Anaplasma phagocytophilum (DUMLER et al, 2001). Estes
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microrganismos sdo parasitas intracelulares obrigatdrios, encontrados exclusivamente
dentro de vacuolos ligados a membrana citoplasmatica da célula do hospedeiro. Além
disso, quase todos os organismos designados a familia Anaplasmataceae multiplicam-se
tanto em vertebrados quanto em invertebrados.

A espécie A. marginale foi primeiramente descrita por Theiler, 1910, na Africa do
Sul, como “pontos marginais” em eritrocitos de bovinos doentes. As inclusdes localizadas
marginalmente foram observadas em células sanguineas vermelhas de bovinos anémicas.
Ap6s as publicagdes de Theiler (1910-1911), a anaplasmose foi amplamente reconhecida
na regido tropical, subtropical e em muitas zonas temperadas do continente Europeu
(KOCAN et al., 2010).

Smith; Kilborne (1893), em classica publica¢do sobre os carrapatos como vetores
da febre do gado no Texas, por engano concluiram que os "pontos marginais" observados
nos eritrocitos dos bovinos anémicos eram fases evolutivas do ciclo das babesias.
Posteriormente, Theiler (1910) classificou a babesiose e a anaplasmose como doengas
distintas que podem co-existir no mesmo animal. No entanto, apenas em 1926, a co-
infecgdo por Babesia € Anaplasma foi reconhecida nos Estados Unidos durante a febre do
gado no Texas (DARLINGTON, 1926).

2.7 Ciclo Biologico de Anaplasma marginale

O ciclo de vida de A. marginale segue o ciclo alimentar do carrapato (KOCAN,
1986). Durante o repasto sanguineo, os eritrocitos dos bovinos infectados sdo ingeridos
pelo carrapato, promovendo a infec¢do das células intestinais. Apds o desenvolvimento
de A. marginale nas células do intestino médio do carrapato, muitos outros tecidos sdo
infectados, incluindo a glandula salivar, pela qual as riquétsias sdo transmitidas para
outros vertebrados, durante a alimentagao (KOCAN, 1986; KOCAN et al., 1992a, b; GE
et al., 1996). Em cada sitio de infec¢@o no carrapato, 4. marginale, em forma vegetativa,
se desenvolve dentro de vacuolos ou colonias. Multiplica-se por divisdo binaria,
desenvolvendo-se até a forma infectante denominada de corptisculo denso.

A primeira forma de A. marginale observada dentro da colonia ¢ a reticulada
(vegetativa) que se divide por fissdo bindria, formando grandes coldnias que podem
conter centenas de organismos. A forma reticulada, em seguida, evolui para a forma
densa, sendo esta a forma infectante e pode sobreviver fora das células do hospedeiro por
um periodo limitado de tempo (KOCAN et al., 2010). A sobrevivéncia dessas formas
densas fora das células do hospedeiro permite que ocorra além da transmiss@o biologica,
a transmissdo mecanica através de fomites contaminados.

Nos bovinos o periodo de incubagdo varia de 7 a 60 dias, sendo em média 28 dias,
onde a dose infectante ¢ determinante para essa variagcao temporal (KOCAN et al., 2010).
Uma vez no sangue do animal, o organismo penetra no eritrocito, invaginando a
membrana celular de modo a formar um vacuolo, dividindo-se e formando um corpusculo
de inclusdo contendo até oito corpusculos iniciais. Apds a infec¢do, o numero de
eritrocitos infectados aumenta geometricamente. Eritrocitos infectados posteriormente
sdo fagocitados pelas células reticulo-endoteliais, resultando em desenvolvimento de
anemia leve a grave, hemoglobinemia e hemoglobinuria.

Os sinais clinicos incluem febre, perda de peso, aborto, letargia, ictericia e muitas
vezes a morte em animais com mais de 2 anos (RISTIC, 1977). Bovinos que sobrevivem
a infeccdo aguda desenvolvem infec¢des persistentes caracterizada por niveis baixos de
parasitemia ciclica (KIESER et al., 1990). Animais persistentemente infectados quando
expostos a um novo desafio com a mesma cepa, ndo desenvolvem doenga clinica, pois
esses permanecem imunes ao longo da vida. Porém, situagcdes imunodepressivas podem
levar esses animais a altas parasitemias e até a morte (PALMER et al., 2000).



2.8 Transmissao de Anaplasma marginale

A transmissao de 4. marginale pode ser efetuada mecanicamente por moscas
através da picada ou fomites contaminados com sangue e, biolégicamente por carrapatos
(PALMER et al., 2000; KOCAN et al., 2004a). Pesquisas recentes tém demonstrado que
a transmissao bioldgica por carrapatos ¢ mais eficiente do que a transmissdo mecanica
por moscas (SCOLES et al., 2005a). No entanto, algumas cepas de 4. marginale nao sao
infectantes para carrapatos, sendo a unica forma de transmissdo a mecanica (KOCAN et
al., 2004a).

A transmissdo mecanica com freqiiéncia ocorre através fomites contaminados com
sangue, inclusive agulhas, serras de descornas, pingas de nariz, instrumentos de tatuagem,
dispositivos para brincos auriculares e instrumentos de castragdo (KOCAN et al., 2010).
A transmissao mecanica por artropodes tem sido relatada em dipteros sugadores de
sangue dos géneros Tabanus, Stomoxys e varias espécies de mosquitos (EWING, 1981).
Recentemente, Scoles et al. (2005a) apresentaram resultados expressivos de que na
Florida a transmissdo de A. marginale é mais eficientemente realizada por moscas, visto
que a cepa nao ¢ infectiva para os carrapatos.

A forma de transmissdo mecanica ¢ provavelmente a rota principal de transmissao
para A. marginale em determinadas areas dos Estados Unidos, América Central e do Sul
e Africa, onde vetores carrapatos estdo ausentes (EWING, 1981) e onde R. microplus, o
carrapato dos bovinos nos tropicos, ndo parece ser um vetor bioldgico do agente
(FIGUEROA et al., 1998).

A transmissdo bioldgica de A. marginale ¢ efetuada por cerca de 20 espécies de
carrapatos (KOCAN et al., 2004a). Os principais vetores biologicos de 4. marginale sao
os carrapatos Dermacentor spp. em areas temperadas e Rhipicephalus spp. nos tropicos,
embora muitas outras espécies possam estar envolvidas na transmissdo (KOCAN et al.,
2004a). A transmissdo biologica pode ocorrer de duas formas, transestadial (a partir de
um estagio para outro) e intra-estadial (dentro da mesma fase), este ultimo realizado por
carrapatos adultos machos quando se deslocam de um hospedeiro para outro (KOCAN et
al., 1992a, b). Estudos demonstraram que carrapatos machos podem desempenhar um
papel importante na transmissao biologica de A. marginale porque sdo persistentemente
infectados com o patéogeno e podem transmitir a rickettsia repetidamente por se
deslocarem de um animal a outro (KOCAN et al., 1992a, b).

Rhipicephalus microplus ¢ o carrapato mais importante para a industria bovina
mundial (PRUETT et al., 2008), pois além de seus efeitos diretos, ¢ vetor de importantes
patogenos, tais como Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale
(CONSTANTINOIU et al., 2010). No Brasil, o carrapato R. microplus é o Unico vetor
biolégico conhecido de 4. marginale (GUGLIELMONE, 1995). Ribeiro; Lima (1996)
demonstraram que um isolado brasileiro de A. marginale foi capaz de infectar carrapatos
R. microplus, produzindo colonias nas células do epitélio intestinal.

2.9 Imunopatologia da Anaplasmose

Estudos realizados por Palmer (1989), Palmer et al. (1999), Brown et al. (1998a) ¢
Brown et al. (2001b) tém fornecido importantes informagdes sobre a natureza da
resposta imune de bovinos a infec¢do por A. marginale, bem como a identificacdo de
antigenos que possam desempenhar um papel na resposta imune protetora. A resposta
imune a 4. marginale envolve tanto a resposta imune humoral quanto a imunidade celular
(PALMER et al., 1999).

Apesar da importancia dos anticorpos na resposta imune contra A. marginale, €
improvavel que, isoladamente, esses sejam capazes de proteger os bovinos contra a
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anaplasmose (BROWN et al., 2001b). Dessa forma, torna-se evidente a importancia da
reposta celular, a qual envolve a participagdo de linfocitos T auxiliadores (CD4+),
produtores de interferon-g (IFN-g) (BROWN et al., 1998a). Essa citocina ativa
macrofagos, aumentando a producdo de 6xido nitrico (NO), substancia que tem agdo
toxica sobre riquétsias (BROWN et al., 1998a). Além disso, IFN-g atua sobre linfécitos
B, estimulando a produc¢do de IgG2 (ESTES et al., 1994). Esse isotipo apresenta maior
capacidade de promover fagocitose por meio de opsonizacdao do que a IgG1 (MCGUIRE
et al., 1979), estando provavelmente envolvido no processo de neutralizacdo da
infectividade dos corpusculos iniciais de 4. marginale mediada por anticorpos (TUO et
al., 2000).

Palmer (1989) prop0s que a imunizagdo contra A. marginale seria efetuada por
meio de anticorpos contra epitopos de superficie em combinagdo com a ativagdo de
macrofagos que fagocitam eritrocitos parasitados e matam o patdogeno. A peca central
deste modelo seria o linfocito T CD4+ expressando INF-g, o que aumenta a sintese
predominantemente da subclasse de IgG2 e concomitantemente ativa os macrofagos para
aumentar a expressao do receptor, fagocitose, fusdo fagolisossomal e liberagdo de NO.

Em contraste com a repressdo imunoldgica generalizada observada durante a
infecgdo por A. phagocytophilum em ovinos, a infec¢do de bovinos com A. marginale nao
resulta em alteracdo no nuimero de leucocitos circulantes, incluindo linfocitos, € a
imunossupressdo generalizada também ndo tem sido relatada (GUEST, 2008). Esta
importante observagdo sugere que, apesar da altos niveis parasitémicos e titulos de
anticorpos IgG especificos para A. marginale, a resposta através de célula T ¢ dificil de
ser detectada no sangue periférico (GUEST, 2008). Gale et al. (1996) mostraram que A.
marginale induz a proliferacdo de linfocitos no bago de bovinos infectados, sendo que
neste mesmo momento a resposta no sangue periférico ndo ¢ detectavel.

Brown et al. (1998a) demonstraram que a indug¢do dessas respostas utilizando
purificado de proteinas da membrana externa impede a riquetsemia por 4. marginale apds
o desafio. No entanto, em uma estudo mais recente, bezerros esplenectomizados foram
resistentes a anaplasmose aguda depois que linfocitos T CD4+ foram seletivamente
exauridos por tratamento com anticorpos monoclonais anti-CD4 (VALDEZ et al., 2002).
Por isso, apesar dos linfécitos T CD4+ desempenharem um papel na infeccdo por
A.marginale, a resposta de anticorpos parece ser essencial para a defesa bem sucedida
contra o parasita.

2.10 Infecgao Persistente de Anaplasma marginale

Anaplasma marginale ¢ transmitido por carrapatos ixodideos infectados aos
bovinos imunologicamente suscetiveis (PALMER, 1989). As riquétsias invadem
eritrocitos maduros e se replicam intracelularmente por divisao binaria. A infecg¢ao torna-
se microscopicamente detectavel quando a riquetsemia ultrapassa 10’ organismos por mL
de sangue. Sinais agudos da doenga, caracterizados por anemia severa, ocorrem a medida
que aumenta a riquetsemia para 10° mL”, com 10 a 70% do total de eritrocitos
infectados (THEILER, 1908-1909; PALMER, 1989). Os individuos que sobrevivem a
doenga aguda permanecem persistentemente infectados por anos com niveis de riquétsias
microscopicamente indetectaveis de 10> mL™ - 10’ mL" (ERIKS et al., 1989). Animais
persistentemente infectados ao ser exposto a um novo desafio com a mesma estirpe, nao
desenvolvem doenga clinica. Porém, situagdes imunodepressivas podem levar esses
animais a altas parasitemias e até morte (PAMER et al., 2000).

A persisténcia da infec¢do ao longo da vida ¢ fundamental para a transmissdo
continua de A. marginale, visto que nao ocorre passagem transovariana dentro do
carrapato vetor. A habilidade de A. marginale em causar infeccao persistente € propiciada
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pela capacidade das proteinas de membrana externa realizarem variacdo antigénica,
escapando assim do sistema imune do hospedeiro. A manuten¢do de uma populagdo de
carrapatos infectados ¢ altamente dependente de um reservatério animal infectado
(PALMER et al., 1999).

A infeccao dos carrapatos através da alimentagdo em animais persistentemente
riquetsémicos parece ser relativamente eficiente, onde mais de 50% dos carrapatos
tornam-se infectados apds a alimentacdo (ERIKS et al., 1993). Embora a taxa de infec¢ao
do carrapato se correlacione com o nivel de parasitemia durante a alimentacdo, uma
porcentagem significativa de carrapatos se tornam infectados, mesmo quando se
alimentam em animais com niveis baixos de parasitemia (ERIKS et al., 1993). Além
disso, 0 mesmo nimero de 4. marginale desenvolvem-se dentro da glandula salivar do
carrapato no momento da transmissdo subsequente, independentemente se infectados
durante os pontos altos ou baixos da riquetsemia ciclicas que ocorre nos bovinos
parasitados (PALMER et al., 2000).

Anaplasma marginale persiste em hospedeiros imunocompetentes (PALMER et
al., 1999). Animais com infec¢do persistente sdo protegidos contra altos niveis
riquetsémicos e doenga clinica apds o desafio com a cepa homoéloga (PALMER, 1989;
PALMER et al., 1999). Esse paradoxo, em que a resposta imune ¢ eficaz no controle da
doenca quando o animal ¢ desafiado com doses acima de 10® riquétisas.mL™', mas ndo
consegue eliminar uma infec¢ao persistente de baixo nivel, sugere que essa persisténcia
envolve um mecanismo de escape de A. marginale a resposta imune do hospedeiro
(PALMER et al., 2000).

A infec¢do de eritrocitos maduros por A. marginale elimina a possibilidade de que
a persisténcia ¢ unicamente devido a protecdo contra a resposta imune na célula
hospedeira, pois a vida média dos eritrocitos de bovinos de 160 dias implica a emergéncia
continua e re-infeccdo de novas hemadcias para manter a infeccdo. Estas observagoes
indicam que a infec¢do persistente deve ser um processo dinamico caracterizado pela
continua invasao de eritrocitos e replicacdo (PALMER et al., 2000). A identificagao de
ciclos repetidos de riquetsemia, cada um composto de um aumento progressivo de
organismos, seguido de uma diminuicdo abrupta, levou a hipotese de que a persisténcia
da infecgdo reflete o surgimento seqiliencial e o controle imune de variantes antigénicas
(KIESER et al., 1990).

As principais proteinas de superficie (MSPs) incluem MSP1, MSP2, MSP3,
MSP4 e MSP5, sendo as primeiras a serem identificadas com base em sua abundéncia e
capacidade de induzir resposta imune (ARAUJO et al., 2003). Entre as MSPs, MSP2 esta
envolvida na interacdo com células do hospedeiro vertebrado e invertebrado (DE LA
FUENTE et al., 2005a) e ¢ descrita como possivel mecanismo para a infec¢do de novos
hospedeiros ou estabelecimento da infecc¢do persistente de 4. marginale.

A riquetsemia aguda apos a transmissdo de A. marginale é caracterizada pela
expressao de duas diferentes proteinas de membrana externa, as variantes ARV1 e ARV2
da MSP2 (RURANGIRWA et al., 1999). No entanto, a parasitemia persistente resultante
¢ composta por organismos que ndo expressam ARV1 ou ARV2, mas sdo caracterizados
por novos tipos variantes de MSP2 (RURANGIRWA et al., 1999). Estes achados
suportam a hipdtese de que a variacdo antigénica, ao invés de uma resposta imune
ineficiente, ¢ responsavel pela infec¢do persistente de 4. marginale. A relevancia da
variagdo antigénica das MSP2 para infec¢do persistente de 4. marginale ¢ apoiada pelas
seguintes observagdes: 1) as variantes estruturais unicas surgem em cada ciclo de
parasitemia persistente; ii) os epitopos variantes especificos de células B codificados pela
regido hipervariavel sdo expressos em cada ciclo, e iii) a resposta imune especifica para
MSP?2 esté associada a limpeza do organismo (PALMER et al., 2000).



A eficacia da infeccdo de carrapatos e o desenvolvimento de niveis elevados de
formas infectantes de 4. marginale nas glandulas salivares, juntamente com a
longevidade da riquetsemia, possuem um papel fundamental para a infeccao persistente e
transmissdo continua (PLAMER et al., 2000). Assim, a definicdo da importancia de
bovinos com infec¢do persistente de A. marginale é fundamental para a compreensao das
determinantes essenciais da transmissao.

2.11 Suscetibilidade Imunoldgica em Vacas Durante o Periparto

Durante a gestagdo, alteracdes significativas ocorrem na fisiologia da fémea,
sobretudo em decorréncia da transferéncia passiva de anticorpos para o recém-nascido
(BONIZZI et al., 2003). As alteracdes na resposta imune da mae durante o periparto
também estdo relacionadas aos produtos imunossupressivos liberados pelo feto, como
fetoproteina e derivados de esterdides placentarios, como a progesterona (BONIZZI et
al., 2003).

Alteragdes hormonais na fémea durante o parto contribuem para a baixa fungao
imunitaria neste periodo. Entre outros hormoénios, os niveis séricos de progesterona,
estrogénio e cortisol mudam dramaticamente no parto (DETILLEUX et al., 1995;
VANKAMPEN; MALLARD, 1997). As tensdes fisicas ¢ metabolicas da gestagdo, parto
e lactagdo contribuem para a diminui¢do da resisténcia do hospedeiro e do subsequente
aumento da incidéncia de doenga (VANKAMPEN; MALLARD, 1997).

Durante o periparto ocorre imunossupressao nao especifica na vaca leiteira. A
magnitude e a duragdo desta reducdo da imunidade dependem de muitos fatores como as
praticas higi€nicas e sanitarias, alimenta¢do, habitacdo e diferengas genéticas (SHAFER-
WEAVER et al., 1996; MALLARD et al., 1998a; ROCHE et al., 2000). O periodo de
transi¢ao, correspondente as trés semanas antes e trés semanas apds o parto, ¢
extremamente importante para a saude, producdo e rentabilidade das vacas leiteiras. A
maioria dos distirbios de satde ocorre durante este periodo. Assim, para uma alta
eficiéncia reprodutiva e produtiva em vacas leiteiras faz-se necessario um periodo de
transicao livre de doencas.

Suscetibilidade as doencas infecciosas geralmente ¢ um fendmeno multifatorial,
no qual caracteristicas distintas podem ser reconhecidas, entre estas estd a reatividade
imunolodgica do hospedeiro (WETTEMANN, 1980; DRACKLEY, 1999). Poucos estudos
foram desenvolvidos para esclarecer a importancia da flutuagdo nas concentragdes séricas
de globulina durante a lactacdo. Nesse estagio fisiologico ocorre uma variedade de
distarbios ocasionada pelo aumento da demanda sobre o metabolismo da vaca.

Além da gestacdo, fatores como estacdo do ano, idade, lactacdo e densidade de
vetores também demonstraram afetar significativamente a resposta imune frente aos
parasitas (BONIZZI et al., 2003). Embora alguns autores tenham observado diferengas
nas concentragdes séricas de globulina entre bovinos leiteiros de diferentes faixas etarias,
nenhuma diferenga foi associada a época ou fase da gestagdo. Porém, Bonizzi et al.
(1989) observaram relagdo inversa na concentracdo de soroglobulinas e gestagdo, e
correlacdo positiva foi encontrada entre idade e niveis séricos de globulinas. Assim,
fatores como idade, sexo e densidade de vetor devem ser considerados como variaveis
pré-analiticas na interpretacdo das concentracdes de soroglobulinas em vacas de leite
(MAGONA et al., 2008).

A producdo do colostro acontece principalmente durante as quatro semanas que
antecedem o parto, periodo no qual ocorre a migra¢ao das imunoglobulinas presentes na
corrente sanguinea da mae para a glandula mamaria. Em bovinos de leite, provavelmente
em fungdo da especializagdo, foi demonstrado que a migra¢ao de imunoglobulinas séricas
para a glandula mamadria, durante a formacdo do colostro, determina uma queda de

10



concentracdo desta proteina na corrente sanguinea das vacas nas ultimas semanas do pré-
parto (LARSON; KENDALL, 1957; LARSON; HAYS, 1958; DIXON et al., 1961).

Moraes et al. (1997) avaliando a evolucdo da quantidade de soroglobulinas de
fémeas bovinas da raca holandesa no periodo de 28 dias do pré-parto até 28 dias do pos-
parto, observaram uma queda nos niveis séricos de imunoglobulinas no periodo entre 14
dias antes do parto até sete dias do pos-parto. A diminui¢do da quantidade de
imunoglobulinas no sangue das vacas durante o periparto pode ser explicada pela
transferéncia maciga destas para o colostro no periodo que antecede o parto (SASAKI et
al., 1976).

Brandom et al. (1971) notaram que o nivel de imunoglobulinas atingiu uma
maxima concentragdo na glandula maméria e uma maxima diminui¢do na circulacio
sanguinea materna duas a trés semanas antes do parto. Porém, ha relato de que a
transferéncia maxima de imunoglobulinas da corrente sanguinea para a glandula mamaria
ocorre na semana pré-parto (SASAKI et al., 1976) ou trés a dez dias como sugerem
Winger et al. (1995). Essa caracteristica pode interferir na imunidade passiva, pois vacas
que sofrem pequeno periodo seco podem apresentar menores quantidades de
imunoglubulinas em seu colostro (ROY, 1990).

Especificamente para A. marginale, Pacheco et al. (2004) observaram que os
niveis séricos de anticorpos cairam durante o periparto € permaneceram assim por até 60
dias do pds-parto. Estes mesmos autores relataram que a intensidade da infestagdo por R.
microplus nao influenciou nos niveis médios de parasitemia que oscilaram entre 0,1 e
1,1%, sendo os animais considerados portadores de A. marginale com infeccdo
persistente (ERIKS et al., 1989; PALMER et al., 2000).

2.12 Sucetibilidade Imunolégica de Bezerros a Anaplasmose

A primeira imunidade dos recém-nascidos frente aos agentes infecciosos ¢ a
imunidade fornecida por anticorpos colostrais esta, constitui um importante fator para o
estabelecimento do equilibrio parasito-hospedeiro. Anticorpos maternos anti-Anaplasma
margianle em bezerros desaparecem depois de 9 a 12 meses (POTGIETER; STOLTZ,
1994). Entretanto, os bezerros permanecem resistentes mais tempo do que os anticorpos
transferidos passivamente (POTGIETER; STOLTZ, 1994).

Estudos de Ribeiro (1996) sobre os aspectos epidemiologicos da anaplasmose
bovina em quatro regimes de manejo em Minas Gerais indicaram que esta ¢ uma doenca de
caracteristica endémica no Estado. Ao observar o curso natural da doenca em bezerros
criados semi-estabulados verificou-se que todos se tornaram infectados em torno de 62 dias
de idade. Os anticorpos colostrais persistiram por um periodo variavel de 12 a 40 dias, com
todos os animais apresentando parasitemia ¢ a metade, que apresentou sintomas clinicos,
curou-se espontaneamente.

Segundo levantamentos soroepidemioldgicos realizados no Brasil, a maioria das
areas pecuarias sdo caracterizadas como de estabilidade endémica (ARAUJO et al., 1998).
Nestas areas, bezerros sao infectados pela primeira vez durante os primeiros meses de vida,
quando em geral, os animais encontram-se protegidos pelos anticorpos colostrais. Porém, o
manejo adotado nas propriedades, sobretudo as leiteiras, tem favorecido a ocorréncia de
anaplasmose nos bezerros (OLIVEIRA et al., 1992; MELO et al., 2001). A falha na
transferéncia da imunidade passiva, ou mesmo o declinio natural dos anticorpos colostrais,
associados as altas infestacdes por carrapatos, sao fatores que devem ser considerados para
a ocorréncia de anaplasmose neste periodo (MADRUGA et al., 1985; RIBEIRO et al.,
2003).

Madruga et al. (1985) observaram em seus estudos que, trés dias apos 0 nascimento
36% dos bezerros sdo soronegativos para anticorpos anti-4. marginale, com reducdo para
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13.3% aos 15 dias de vida. As primeiras riquetsemias foram observadas a partir dos 30 dias
de idade, sugerindo uma primo-infec¢@o nos primeiros dias de vida. Neste mesmo estudo,
as maiores riquetsemias foram observadas entre 60 e 120 dias de vida. Melo et al. (2001)
observaram que mais de 90% dos bezerros apresentam anticorpos anti-A. marginale antes
dos 30 dias de idade, sendo que, dos trés aos cinco meses estes valores caem até atingirem
um minimo de 13,6% e a partir dos seis meses de idade, por conta da primo-infec¢do, mais
de 96% tornam-se positivos novamente.

Os niveis de anticorpos colostrais transferidos diminuem do segundo ao quarto
més de idade, sendo que apds o sexto més todos os animais apresentam altos niveis de
anticorpos para 4. marginale, correspondendo a presenca do carrapato (MADRUGA et
al., 1985). Dados semelhantes foram encontrados por Madruga et al. (1987) que
revelaram 79% dos bezerros com anticorpos pds-colostral no nascimento pelo ELISA,
diminuindo para 13% no primeiro més. Estes mesmos autores observaram que, durante o
monitoramento do nascimento de bezerros até 210 dias de idade, detectaram diminui¢ao
dos anticorpos colostrais contra A. marginale em 47 dias.

2.13 Suscetibilidade de Bos taurus e Bos indicus a Anaplasma marginale

Desde 1912, o uso de bovinos B. indicus como um meio de controlar carrapatos e
agentes da tristeza parasitaria bovina tem sido defendido (FRANCIS, 1966), mas as
evidéncias sobre a suscetibilidade de B. faurus e B. indicus a infeccdo por A. marginale
ainda sdo contraditorias.

Na Australia, Wilson et al. (1980a, b) e Otim et al. (1980) ndo encontraram
nenhuma diferenca na suscetibilidade entre as espécies B. taurus e B. indicus a A.
marginale. Porém, Parker et al. (1985) observaram que animais zebuinos s3o mais
resistentes a A. marginale do que taurinos.

O estudo de Bock et al. (1997a), no qual quatro grupos de 10 bovinos (100% de B.
indicus, 50% de B. indicus, 25% de B. taurus ¢ 100% de B.taurus) foram infectados com
isolados virulentos de 4. marginale, indicou que todos os genotipos sdo sensiveis a
infeccdo por 4. marginale. Dentre esses animais, 5/10 100% B. indicus, 7/10 50% B.
indicus, 8/10 25% B. indicus e 10/10 100% B. taurus receberam tratamento contra A.
marginale. Os autores concluiram que todas as racas de gado expostas a A. marginale
estdo em risco grave de desenvolver a doenca.

Posteriormente, Bock et al. (1999¢) observaram que ragas B. indicus e B. taurus
mantidas a pasto e infestadas com R. microplus infectados com um isolado virulento de
A. marginale, ndo apresentaram diferenga significativa na resisténcia a infec¢do por 4.
marginale. A infeccdo foi confirmada em esfregacos de sangue de 14 animais mesticos e
nove zebuinos. Cinco bovinos mestigos ¢ dois zebuinos necessitaram de tratamento,
sendo que um B. indicus morreu apesar do tratamento. Houve consideravel variagdo na
resisténcia a 4. marginale em individuos dentro de ambas as ragas.

Na Australia, ha fortes indicios de que a suscetibilidade a infeccdo por A.
marginale ndo difere substancialmente entre zebuinos e taurino, sendo ambos altamente
suscetiveis a doenga. Comparagdes utilizando cepas virulentas de origem australiana
também foram descritas na Africa (TURTON et al., 1999) e América do Sul
(GUGLIELMONE, 1995) reforcando esta opinido. Deste modo, inumeros estudos tém
concluido que A. marginale pode causar perdas consideraveis em ambas as ragas de
bovinos.

2.14 Epidemiologia da Anaplasmose
A epidemiologia da anaplasmose bovina envolve aspectos que ainda permanecem
obscuros, principalmente devido ao fato de que a transmissdo de 4. marginale, em
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condi¢des naturais, ndo ¢ bem definida (GUGLIELMONE, 1995). Anaplasma marginale
¢ o mais prevalente patdégeno de bovinos transmitido por carrapatos em todo o mundo,
ocorrendo em seis continentes e sendo responsavel pela grave morbidade e mortalidade
em regides temperadas, subtropicais e tropicais (PALMER, 1989).

A doenga ¢ endémica na América Latina, onde o principal carrapato ¢ R.
microplus (GUGLIELMONE, 1995; VIDOTTO et al., 1998), com exce¢do das zonas
desérticas e montanhosas, como os Andes (GUGLIELMONE, 1995). A soroprevaléncia
de A. marginale varia amplamente entre os paises das Américas e, a variabilidade dessa
titulo contribui para o desenvolvimento de regides geograficamente estaveis.

No Brasil, a relagdo entre a populagdo de R. microplus e dipteros com a
anaplasmose bovina gera duas situagdes epidemioldgicas: a primeira ¢ observada nas
regides onde ha uma flutuagdo sazonal na populacao de vetores, que pode ser devida as
condi¢des climaticas ou pode ser provocada por estratégias inadequadas no controle de
ectoparasitas (ARAUJO et al., 2003). Nestas condi¢des, quando os animais estdo por um
longo periodo sem contato com o agente e se infectam com A. marginale, apresentam
uma sintomatologia clinica aguda, com altas taxas de mortalidade. Nestes casos, a
situagdo ¢ denominada de instabilidade enzootica (RIBEIRO et al., 1984; OLIVEIRA et
al., 1992). A segunda situagdo ocorre em areas endémicas, onde a populacdo de vetores
estd presente durante o ano todo. Nestas regides, os animais apresentam maior resisténcia
a infeccdo, pois desenvolvem imunidade nos primeiros meses de vida, ao serem
infectados por Anaplasma quando ainda estdo protegidos pelos anticorpos colostrais, e
passam a ser portadores (ARAUJO et al., 2003). Esta situagdo caracteriza areas de
estabilidade enzootica, onde nao sdao esperados surtos, nem altas taxas de mortalidade
(RIBEIRO; REIS, 1981a; SOUZA et al., 2000).

A situagcdo epidemioldgica da anaplasmose bovina, na maioria das regides
brasileiras, ¢ de estabilidade endémica (ARAUJO et al., 1998). Porém, estudos
soroepidemiologicos tém demonstrado consideraveis variagdes na prevaléncia, com areas
de instabilidade endémica (PAYNE; OSORIO, 1990), onde fatores ecoldgicos e
climaticos nao favorecem o desenvolvimento do vetor R. microplus ¢ de dipteros
hematofagos, transmissores de A. marginale (SOUZA et al., 2000). Os estudos realizados
por Souza et al. (2001), no estado do Rio de Janeiro, indicaram que nas condigdes
epidemiologicas do estado a ocorréncia de anaplasmose clinica ¢ minima, tornando-se
necessaria, apenas, a imunizacdo de animais importados de outras areas ou regides de
instabilidade enzodtica.

Na Europa, infec¢des por A. marginale sdo encontradas principalmente em paises
do Mediterraneo e sio endémicas na Asia e na Africa (DE LA FUENTE et al., 2005a). A
distribuicdo da anaplasmose pode continuar a mudar, em parte como resultado do
aquecimento global, que pode influenciar o movimento dos carrapatos hospedeiros
(JONSSON; REID, 2000). Um exemplo da validade de tal previsdo ¢ uma confirmacao
do diagndstico de anaplasmose em um rebanho de bisdes no Saskatchewan, Canada,
durante o verao de 2000 (MADOFF, 2004).

Produtores em areas endémicas, frequentemente suspeitam de anaplasmose com
base em um histérico de surtos da doenca naquela localidade. Manifestagdes clinicas
ocorrem mais frequentemente durante a estacdo quente e chuvosa, quando a transmissao
vetorial € mais prevalente (KOCAN et al., 2010).

Bovinos sem imunidade em areas nao-endémicas podem tornar-se infectados com
A. marginale, ap6s a introdu¢do de um animal portador oriundo de uma area endémica
(SMITH et al.,, 1989). Da mesma forma, a infec¢do iatrogénica de A. marginale
associada a equipamentos cirurgicos contaminados ou agulhas hipodérmicas pode dar
origem a casos clinicos ocorridos fora da época normal do vetor (SMITH et al., 1989).
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Em uma populacdo de animais suscetiveis, a mortalidade em decorréncia da
anaplasmose ¢ maior em animais mais velhos (KOCAN et al., 2010). Os animais mais
novos adquirem a infec¢do e, quando manifestam sintomas clinicos, sdo mais resistentes
do que os adultos, em virtude dos mais jovens ainda apresentarem hemoglobina fetal, o
que prejudica parcialmente a multiplicagdo do agente no sangue e determina uma maior
atividade eritropoiética da medula 6ssea (RISTIC, 1960) confere uma imunidade parcial.
Nos animais adultos, a doenca apresenta-se de forma aguda ou hiperaguda.

2.15 Diagnéstico de Anaplasma marginale

O diagnostico da anaplasmose bovina pode ser feito previamente com base na
localizagdo geografica, estacdo do ano, apresentando de sinais clinicos e resultados de
necropsias observadas em animais infectados (JONES et al., 1968). Para confirmar o
diagndstico, exames laboratoriais como a avaliagdo em microscopia de luz, esfregacos
sanguineos, testes soroldgicos e métodos de diagndstico molecular sdo necessarios.

A anaplasmose clinica ¢ mais comumente encontrada em bovinos com idade
superior a um ano (JONES et al., 1968). Estes autores sugeriram que vacas em estado
gestacional avangado e/ou lactantes podem apresentar recaidas e desenvolver sinais de
infeccdo aguda. Tais eventos podem ser relacionados com a imunossupressao associada
ao periparto em vacas (KEHRLI et al., 1989a). Anaplasmose superaguda, caracterizada
por uma alta taxa de mortalidade dentro de algumas horas de desenvolvimento dos sinais
clinicos ¢ mais frequentemente encontrada em racas de origem leiteira (RISTIC, 1977).

Os pontos mais importantes relacionados ao diagnéstico clinico de
anaplasmose sdo brevemente discutidos abaixo, segundo Kocan et al. (2010). Pirexia ¢
normalmente o primeiro sinal grave da anaplasmose ¢ pode ocorrer antes da infecgdo de
1% dos eritrocitos. Febre superior a 40 °C geralmente persiste durante o periodo de
parasitemia. O destaque da anaplasmose clinica ¢ a anemia associada a fagocitose de
eritrocitos parasitados. A gravidade dos sinais clinicos ¢ caracterizada pela palidez
associada com o grau de anemia e pelo aumento das taxas respiratérias e batimento
cardiaco. A medida que o volume celular diminui, coincidente com o aumento da
parasitemia, os animais tornam-se fracos, anoréxicos e apaticos. A producao de leite
diminui em vacas em lactacdo, vacas prenhes podem abortar e touros podem desenvolver
infertilidade temporaria.

A doenca avanga, desenvolvendo atonia gastrointestinal, estase ruminal e
constipacdo associados a desidratacdo e a perda de peso. Alguns animais podem ter
déficit neuroldgico, o qual ¢ atribuido a episoddios de anodxia cerebral. Ictericia geralmente
se desenvolve mais tarde no curso da doenca e ¢ comumente observada durante o inicio
do periodo convalescente.

A recuperagdo ¢ mais comum em animais jovens e, em adultos sdo relatadas taxas
de mortalidade de 50-60%. Os achados de necropsia sdo previsiveis a partir dos sinais
clinicos e incluem anemia severa, ictericia, esplenomegalia e hepatomegalia.
Hemorragias sdo frequentemente observadas nas superficies serosas especialmente sobre
o coracdo e o pericardio, com o coragdo muitas vezes palido e flacido (COETZEE et al.,
2005).

Doengas que devem ser descartadas antes de fazer um diagnostico definitivo da
anaplasmose aguda incluem antraz; leptospirose; hemoglobinuria bacilar; linfossarcoma
multicéntrico; babesiose bovina; theileriose e tripanossomiase. A microscopia de luz de
esfregacos sanguineos corados com Giemsa, Wright Giemsa ou Diff-Quick pode facilitar
a demonstragdo de A. marginale nos eritrocitos. No entanto, esta técnica pode ndo ser
confiavel em casos avangados da doenga quando os animais estdo sofrendo de uma grave
anemia (POTGIETER; STOLTSZ, 1994).
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O ELISA indireto (iELISA) e o ELISA competitivo (cELISA) tém sido utilizados
para diagnostico de infec¢do por A. marginale em ruminantes, incluindo bovinos, ovinos
e cervos (KNOWLES et al., 1996; DE LA FUENTE et al., 2004a,b). O cELISA,
atualmente utilizado para o diagnéstico da anaplasmose bovina, foi desenvolvido por
Knowles et al. (1996) e ¢ baseado na utilizagdo de um anticorpo monoclonal (Mab) que
reconhece ANAF16C1 MSPS5 de A. marginale, A. centrale e A. ovis (VISSER et al.,
1992).

Contudo, descobertas recentes sugerem que no cELISA a partir da MSPS5,
comercialmente disponivel por VMRD, Inc. (Pullman, WA, EUA), os anticorpos podem
também reconhecer A. phagocytophilum em bovinos infectados (DREHER et al., 2005).
A sequéncia MSP5 ¢ altamente conservada e, portanto, semelhante entre cepas de A.
marginale, bem como entre A. centrale ¢ A. phagocytophilum. A reatividade cruzada do
teste MSP5 com varias espécies de Anaplasma foi confirmada através da identificag¢do de
regides comuns definidas como sendo essenciais para ANAF16C1 (MUNODZANA et
al., 1998).

Um teste de ELISA indireto com base em MSPS5 recombinante de 4. marginale
foi desenvolvido por Morzaria et al. (1999) e esta disponivel comercialmente por
Svanova Biotech AB (Uppsala, Suécia), mas ndo foi avaliado a reatividade cruzada do
ensaio com outras espécies de Anaplasma.

Ensaios de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) para os genes MSP4 e/ou
MSPla de Anaplasma tém sido utilizados para diferenciar isolados de 4. marginale,
sendo de grande utilidade para rastrear a origem de surtos, e para diferenciacdo de
espécies de Anaplasma como A. marginale e A. centrale (DE LA FUENTE et al., 2001a).
A MSPS5 expressa epitopos que sdo conservados entre as cepas amplamente divergentes
de A. marginale e A. centrale, como A. ovis e até mesmo A. phagocytophilum (VISSER et
al., 1992). Um ensaio de PCR com alvo apenas no gene MSP5, quando utilizado em
populagdes onde os animais podem estar infectados com outros Anaplasma spp, podem
gerar problemas significativos de especificidade. Recentemente, a PCR em tempo real
(RT-PCR) foi aplicada com sucesso na deteccdo e quantificagdo de DNA de A. marginale
(gene MSP1b) no sangue de bovinos naturalmente infectados (CARELLI et al., 2007).

Ha trés principais limitagdes para os ensaios de PCR no diagndstico de infecgdo
por A. marginale: (1) a menor sensibilidade para a detec¢do de infec¢des precoces e
durante parte do tratamento quimioterapico, (ii) o custo e a necessidade de equipamentos
de laboratorio especializados e pessoal treinado, e (iii) a falta de validagdo formal nas
populagdes-alvo (AUBRY; GEALE, 2010). Deste modo, mesmo com todos os avancos
propiciados pelos métodos moleculares, os testes sorologicos com base em MSPs
continuam sendo os mais praticos meios para diagnosticar infec¢do por A. marginale em
um grande nimero de bovinos.

2.16 Prevencao, Tratamento e Controle de Anaplasma marginale

As medidas de controle de anaplasmose ndo mudaram acentuadamente ao longo
dos ultimos 60 anos. As medidas variam de acordo com localizagdo geografica e incluem
controle de artropodes, administragdo profilatica de antibidticos e vacinagdo. Controle de
artropodes ndo € pratico em muitas areas e sO protege parcialmente contra a transmissao
de A. marginale, que muitas vezes ocorre por transmissdo mecanica através de sangue
infectado (KOCAN et al., 2010). A quimioterapia, provavelmente seja menos utilizada
para a prevengdo de anaplasmose no Brasil do que nos Estados Unidos, pois ¢ cara ¢
muitas vezes ndo ¢ aplicada no gado com intervalo correto. Além disso, o uso intensivo
de antibidticos leva a risco inaceitavel de emergéncia de cepas de microrganismos
resistentes.
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A vacinagao tem sido uma maneira econdmica ¢ parcialmente eficaz no controle
da anaplasmose bovina no mundo. A evolugao e histéria do desenvolvimento e uso de
vacinas foi avaliado por Kocan et al. (2003). As vacinas para o controle de anaplasmose
incluem dois tipos principais: viva e morta. Ambos os tipos de vacinas utilizam
eritrocitos de bovinos infectados por A. marginale como fonte de antigeno e induzem
imunidade protetora que silencia ou impede a doenca clinica, mas ndo impede que
bovinos tornem-se persistentemente infectados com 4. marginale.

O uso de vacinas vivas para o controle de anaplasmose foi iniciado por Sir Arnold
Theiler em 1900 (THEILER, 1911). As vacinas vivas envolvem a exposicao do gado
através de inoculagdo de eritrdcitos infectados com A. centrale ou com A. marginale
atenuado. Outra estratégia tem sido infectar bezerros com A. marginale e entdo trata-los
com tetraciclina no inicio da elevacdo da temperatura corporal ou da deteccdo de
parasitemia. Esse método requer um estreito monitoramento dos animais ¢ nao pode ser
aplicado para grandes rebanhos. Mesmo com tratamento adequado com tetraciclina,
controle das reagdes poOs-inoculagdo muitas vezes nao obteve sucesso na prevengdo de
doenga aguda (KOCAN et al., 2010).

Anaplasma centrale, isolado por Sir Arnold Theiler no inicio dos anos 1900, ¢é
atualmente a cepa viva mais utilizada para o controle da anaplasmose bovina (THEILER,
1911) em varias areas do mundo, incluindo Africa, Australia, Isracl ¢ América Latina.
Theiler (1911) observou que A. centrale foi menos patogé€nico para bovinos do que 4.
marginale e que bovinos infectados com A. centrale desenvolveram protecdo imune
contra a infec¢do por A. marginale.

As vacinas mortas desenvolvidas nos Estados Unidos na década de 1960 foram
comercializadas até¢ 1999, quando foram retiradas do mercado. As vacinas mortas tém
varias vantagens sobre as vacinas vivas, por exemplo, tém baixo risco de contaminacao
com doengas indesejaveis, podem ser armazenadas de forma barata e geralmente causam
minimas rea¢des pods-inoculacdo. Desvantagens das vacinas mortas incluem a
necessidade de reforcos anuais de alto custo. Além disso, a protecdo conferida pela
vacina morta geralmente ¢ inferior a da vacina viva.

O sucesso de novas vacinas para anaplasmose utilizando tecnologias moleculares
dependera de sua capacidade de gerar protecdo cruzada entre os gendtipos. Muitas
pesquisas foram realizadas sobre a natureza da resposta imune de bovinos para a infecgao
por A. marginale, bem como sobre a identificagdo de antigenos-chave que desempenham
um papel na resposta imune contra 4. marginale (PALMER, 1989; PALMER et al.,
1999). A vacina ideal contra A. marginale seria aquela que induz imunidade protetora,
evita a infec¢do de bovinos e viola a capacidade vetorial de carrapatos.

Por outro lado, o Dipropionato de Imidocarb tem sido utilizado por mais de 30
anos no tratamento da doenca em determinados territorios (KOCAN et al., 2010). Nos
Estados Unidos, o Dipropionato de imidocarb ¢ restrito para o tratamento da babesiose
canina, devido a reten¢do prolongada da droga em tecidos comestiveis do animal
(EMEA, 2005). Clortetraciclina e oxitetraciclina sdo os tinicos compostos aprovados para
uso contra a anaplasmose aguda nos Estados Unidos (BAYLEY, 2005). Oxitetraciclina é
um derivado de tetraciclina obtido de Streptomyces rimosus. As tetraciclinas sdo drogas
bacteriostaticas que funcionam através da ligagdo aos ribossomos ¢ RNA mensageiro e a
inibi¢do da sintese protéica ¢ mediada principalmente através da ligacdo reversivel com a
subunidade ribossdmica 30S.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Para o estudo foi utilizado o Laboratorio de Doencas Parasitarias (LDP) do
departamento de Epidemiologia e Satde Publica (DESP) da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob responsabilidade do professor Dr. Adivaldo H. Fonseca e
Laboratério de Imunodiagnoéstico do Departamento de Patologia Animal (DPA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP campus jaboticabal,
sob responsabilidade da professora Dr. Rosangela Zacarias Machado.

As observagdes a campo foram realizadas entre os anos de 2008 ¢ 2010 no setor de
bovinocultura de leite da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro
(Pesagro-Rio), Estagdo Experimental de Seropédica (EES). A fazenda estd localizada na
microrregido metropolitana da cidade do Rio de Janeiro (latitude sul 22° 48°, longitude
oeste 43° 41°, altitude de 33m).

Segundo a classificacio de Koppen (KOPPEN; GEIGER, 1928) o clima da regido
pertence a classe Aw, caracterizado por inverno seco e verao chuvoso e quente, com
temperatura média de 24 °C, precipitagdo anual de 1300mm e umidade relativa do ar de
70,4%. A regido tem duas estacdes climaticas definidas, com precipitagdo média no periodo
chuvoso (outubro — margo) de 979 mm e no periodo seco (abril — setembro) de 328 mm.

3.2 Animais

A Pesagro-Rio realiza um trabalho de melhoramento genético do plantel bovino ha
mais de vinte e cinco anos. Entre os anos de 2008 ¢ 2010 o rebanho da EES apresentava-se
composto por 410 animais, constituido por 280 vacas, 70 novilhas e 60 bezerras. A
instituicdo possui animais com potencial para produzir de 1.000 a 4.000 kg de leite por
lactagdo. No rebanho da EES s3o encontrados trés distintos grupos de animais quanto a
producdo leiteira. No primeiro grupo estdo os animais de alta produ¢do, que produzem
acima de 3.000 Kg de leite por lactacdo. No segundo grupo estdo os animais com produgao
intermediaria de 1.500 a 3.000 kg de leite por lactacdo. E no terceiro grupo encontram-se os
animais com baixa producao, sendo esta inferior a 1.500 kg de leite por lactagao.

Além da diferenca quanto a faixa etaria e a produgdo leiteira, o rebanho apresentava
caracteristicas distintas quanto ao padrao racial, por apresentar animais Holandés puros (Bos
taurus), Gir puros (Bos indicus), Mesti¢os F1 (2 B. taurus x ' B. indicus) e Girolandos (73
B. taurus x % B. indicus).

3.3 Manejo do Rebanho Durante o Estudo

O rebanho estava dividido em lotes em fun¢@o da idade e do estado fisiologico dos
animais. Cada lote de animais foi mantido em uma 4rea distinta da estagdo experimental.

O lote de vacas secas e vazias, composto por aproximadamente 100 animais, foi
mantido em uma area de 100 ha dividida em trés piquetes de 33 ha. O lote de vacas secas ¢
gestantes, composto por aproximadamente 100 animais, foi mantido em uma area de 150 ha
dividida em seis piquetes de 25 ha. As vacas em lactagdo totalizaram 80 animais por estagao
e foram mantidas em uma area de 80 ha dividida em seis piquetes de 13 ha.

As bezerras de 0 a 2 meses foram mantidas em baias individuais, tendo acesso a uma
area de 0,5 ha a partir dos 15 dias de idade. Entre o 3° e 6° més, as bezerras foram mantidas
durante o dia em uma area de 1,5 ha e recolhidas a noite nas baias. Entre os 7 € os 12 meses,
as bezerras foram transferidas para uma area de 3 ha onde permaneceram durante o dia ¢ a
noite permaneceram em baia coletiva. Entre o 13° ¢ 24° més, as novilhas passaram para o
sistema de pastejo continuo em uma area de 15 ha.
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3.3.1 Manejo Nutricional

As vacas foram mantidas em sistema de pastejo rotativo de Brachiaria decumbens e
Panicum maximum, com alternancia de piquetes em intervalo de tempo. Durante o periodo
seco do ano (Abril - Setembro) os animais foram suplementados com cana-de-agticar
(Saccharum) e capim elefante (Pennisetum purpureum, Schum, cv cameroom)
disponibilizados no cocho. No periodo de lactagdo as vacas receberam diariamente 3kg de
concentrado constituido de polpa citrica e ragdo comercial com 22% de proteina bruta na
proporgao de 2:1.

Ao longo do ano, os animais adultos alternaram em trés diferentes areas de pastejo
da EES. Este rodizio de pastagens foi estabelecido a partir do estado fisiologico dos animais.
Na primeira area, denominada de Terraco e destinada ao manejo das vacas gestantes, a
densidade animal foi de lunidade animal por hectare (1UA/ha). Na segunda 4area,
denominada de Estagdo, as vacas vazias foram mantidas sob densidade animal de 2UA/ha.
Enquanto na terceira area, conhecida como Estabulo, as vacas em lactacdo foram mantidas
sob densidade animal de SUA/ha.

As bezerras permaneceram em baias individuais nos primeiros 15 dias de vida, onde
receberam 4kg de leite por dia, fornecidos em duas refeicdes, além da oferta de racdo
concentrada e agua a vontade. Ap6s a mamada da manha todos os bezerros foram soltos em
um piquete de 0,5 ha, composto de capim Brachiaria humidicula. Os bezerros de 1 a 15 dias
de vida permaneceram no piquete somente pela manha, retornando as baias individuais para
o aleitamento. Entre 0 3° e 0 6° més de idade, este grupo de bezerras permaneceu o dia todo
em um piquete de 1,5ha constituido por Brachiaria humidicula, indo para uma baia coletiva
somente no periodo da noite. Entre o 7° € o 12° més de idade, os animais foram antidos em
uma area de 3 ha, composta de Brachiaria decumbens ¢ Panicum maximum. Assim que
completaram um ano de idade, estes animais foram transferidos para uma area de sistema
agro-silvo-pastoril onde foram mantidos até os dois anos de idade. Apds completarem dois
anos, as novilhas passam a integrar o rebanho de vacas secas, quando entdo foram
inseminadas.

3.3.2 Manejo Reprodutivo

O manejo reprodutivo incluia a inseminagdo artificial e duas estagdes de pari¢do
definidas, uma na época seca e outra na época chuvosa. Para isso, todas as vacas foram
inseminadas a partir do terceiro més de lactagdo. O sémen utilizado foi adquirido da
empresa especializada CRV Lagoa. A escolha do grau de sangue do touro doador foi
baseada no grau de sangue da vaca, de modo a manter o rebanho com animais
predominantemente mesticos (B. taurus X B. indicus). As vacas iniciaram sua vida
reprodutiva aos trés anos, com intervalo entre partos de 13 meses e foram mantidas em
atividade até os doze anos de idade, completando em média seis lactagoes.

3.3.3 Manejo Sanitario

O controle de helmintos e carrapatos foi realizado a partir da aplicacdo de
IVOMEC® (Ivermectin, 1 mg/kg, Merial, Brasil). Para o controle de hemoparasitos, os
animais que apresentaram sinais clinicos de anaplasmose e/ou babesiose foram tratados com
TERRAMICINA® (Oxitetraciclina, 200 mg/kg, Ouro Fino, Brasil) e IMIZOL®
(Dipropionato de imidocarb, 2,1 mg/kg, Bayer, Brasil). Vacinagdo para Febre Aftosa
foram realizadas durante o periodo determinado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) e executados em conjunto com o Sistema de Defesa Sanitaria do
municipio de Seropédica.
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3.4 Delineamento do Estudo

Foram realizados trés estudos de longitudinais. No primeiro estudo foram avaliados
animais adultos em diferentes estados fisioldgicos. Os animais foram separados em quatro
grupos distintos: vacas secas (G1), vacas gestantes (G2), vacas durante o periparto (G3) e
vacas em lactagdo (G4). Para isso, foram acompanhados mensalmente vacas durante quatro
meses. Para o segundo estudo, foram acompanhadas bezerras mensalmente durante dois
anos. Por fim, para o terceiro estudo foram avaliados vacas durante o periparto. Os animais
foram avaliados a cada sete dias, durante as cinco semanas anteriores ao parto, na semana do
parto € nas cinco semanas posteriores ao parto.

3.5 Célculo Amostral

O rebanho da Pesagro-Rio apresenta caracteristicas heterogéneas quanto a idade,
padrdo racial, nimero de lactacdo, estacdo de nascimento e producdo leiteira. Sabendo que
todos esses fatores podem influenciar na infestacdo pelo carrapato R. microplus e na
soroprevaléncia de A. marginale, foi ultilizado o modelo de amostragem estratificada
proporcionau.

Os animais foram selecionados de forma diferente para cada estudo. No primeiro
estuod, foram selecionadas aleatoriamente 50 vacas para cada um dos quatro grupos
avaliados. Para o segundo estudo foram selecionadas 20 bezerras. Nestes dois estudos, ndo
foi aplicado modelo matematico para chegar ao tamanho da amostra. O tamanho da amostra
foi determinado pela disponibilidade animais no rebanho.

Para o terceiro estudo, inicialmente foram selecionados por amostragem aleatoria
simples 50% dos animais em daca uma das duas estagdes de nascimentos anuais. Na
tentativa de evitar erros de amostragem, optou-se por ultilizar uma prevaléncia estimada de
50%. Assim, para o calculo do tamanho da amostra foi utilizado um fator amostral de 0,50
(fator amostral € igual ao nimero de animais que pretende-se utilizar dividido pelo total de
animais do plantel). Além da amostragem através de estratos foi necessario realizar uma
segunda estratificagdo para melhor classificar o rebanho, segundo féormula abaixo.

a) % Amostra=_ Amostra
Populagao

b) f=w/N
C) N; :fXNl

3.5.1 Periparto

Para a selegdao dos animais que foram estudados durante o periparto foi levado em
consideragdo o nimero de partos por estagdo do ano. De acordo o manejo reprodutivo da
Estacdo Experimental de Seropédica (EES) da Pesagro-Rio, 80 vacas pariram durante a
estagdo chuvosa de 2008 ¢ 80 durante a estacdo seca de 2009. Assim, 80 animais
randomicamente selecionados, totalizando 400 aferigdes no pré-parto, 80 no parto e 400 no
pos parto.

e 40 vacas durante a estagao chuvosa
e 40 vacas durante a esta¢ao seca

Quanto ao padrdo racial as vacas foram selecionadas randomicamente da seguinte
maneira:
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15 vacas Bos taurus (Holandé€s)

15 vacas Bos indicus (Gir)

15 vacas ¥ B.taurus x s B. Indicus (Girolando)
35 vacas Y2 B.taurus x 2 B. Indicus (Meio sangue)

Quanto ao numero de lactagdes as vacas foram selecionadas randomicamente da
seguinte maneira:

20 vacas de 1? lactacao
20 vacas de 2% lactacao
30 vacas de 3* lactagao
10 vacas de mais de 4* ou mais lactagdoes.

Quanto ao producdo leiteira por lactagdo as vacas foram classificadas em trés
categorias produtivas:
e 20 vacas com producdo < 1500kg leite/ano
e 45 vacas com producdo entre 1500 — 3000 kg leite/ano
e 15 vacas com producdo > 3000 kg leite/ano

Quanto ao grau de infestagdo por R. microplus as vacas foram classificadas da em
quatro categorias por grau de infestacdo:

Auséncia de carrapatos adultos, ninfas e larvas

Infestagdo leve ( entre 1 e 10 teledginas e poucas larvas e ninfas)

Infestagdo média (entre 11 e 30 teledginas e média quantidade de larvas e ninfas)
Infestagdo alta (acima de 31 teledginas e muitas larvas e ninfas)

3.5.2 Estado fisioldgico

Para o calculo do numero de vacas secas, gestantes e lactantes a serem
acompanhadas, velou-se em consideragao o tamanho do rebanho. Inicialmente, existiam 100
vacas vazias e secas. Destas foram selecionadas ao acaso 50 vacas (50% do plantel). Em
cada estado fisioldgico foram feitas quatro aferi¢des de 50 animais, totalizando 200 amostras
de vacas secas, 200 de vacas gestantes e 200 de vacas em lactacao.

Deste modo, quanto ao padrao racial as vacas selecionadas foram estratificados em
quatro grupos geneticos:

e 15 vacas Bos taurus (Holandés)

e 13 vacas Bos indicus (Gir)

e 10 vacas % B.taurus x s B. Indicus (Girolando)

e 12 vacas 2 B.taurus x 2 B. Indicus (meio sangue)

Quanto ao numero de lactagdes as vacas foram estratificados em quatro grupos da
seguinte maneira:

12 vacas de 1* lactagao
12 vacas de 2% lactagao
14 vacas de 3* lactagao
12 vacas de 4* ou mais lactagOes
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Quanto ao producdo leiteira por lactacdo as vacas foram classificadas em trés
categorias produtivas:

e 15 vacas com producdo < 1500kg leite/ano
e 25 vacas com producdo entre 1500 — 3000 kg leite/ano
e 10 vacas com producdo > 3000 kg leite/ano

Quanto ao grau de infestagdo por R. microplus as vacas foram classificadas da em
quatro categorias por grau de infestacdo:

Auséncia de carrapatos adultos, ninfas e larvas

Infestagdo leve ( entre 1 e 10 teledginas e poucas larvas e ninfas)

Infestagdo média (entre 11 e 30 teledginas e média quantidade de larvas e ninfas)
Infestagdo alta (acima de 31 teledginas e muitas larvas e ninfas)

Quanto a densidade animal as vacas foram classificadas da em trés categorias de
acordo o numero de unidade animal (UA) por hectare:

e Alta densidade animal (1Ua/ha)
e Mcédia densidade animal (2UA/ha)
e Alta densidade animal (10UA/ha)

3.5.3 Bezerros e novilhas

Entre as bezerras ndao foi adotado nenhum modelo de amostragem, sendo
simplesmente ultilizado todas as 20 bezerras nascidas durante a estagdo chuvosa de 2008. A
razao da utlizacao de todos os animais deve-se ao pequeno nimero de animas disponiveis.
Pois, todos os animais machos e fémeas com desconformidades zootecnicas sdo descartadas.
Deste modo, o nimero de animas que permanece no rebanho até completarem a idade adulta
e pequeno, ndo justificando uma amostragem. Quanto a idade, os animais foram
categorizados da seguinte forma:

e bezerras com idade entre 0-2 meses

e bezerras com idade entre 3-6 meses

e Dbezerras com idade entre 7-12 meses
e novilhas com idade entre 18-24 meses

Quanto ao padrio racial, os animais apresentavam o seguinte distribuicao:

5 bezerras Bos taurus (Holand€s)

5 bezerras Bos indicus (Gir)

5 bezerras ¥ B.taurus X % B. Indicus (Girolando)

5 bezerras %2 B.taurus x "> B. Indicus (meio sangue)

Para o calculo do nimero de novilhas, levou-se em consideragdo o tamanho do
rebanho. Inicialmente, existiam 70 animais, sendo selecionadas ao a cosa 35 (50% do
palntel), onde foram realizadas duas amostragens, totalizando 70 amostras. Deste modo,
quanto ao padrdo racial as novilhas selecionadas foram estratificados da seguinte maneira:
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9 novilhas Bos taurus (Holandés)

8 novilhas Bos indicus (Gir)

8 novilhas % B.taurus x ¥s B. Indicus (Girolando)

9 novilhas %2 B.taurus x "2 B. Indicus (meio sangue)

Quanto ao grau de infestagdo por R. microplus as vacas foram classificadas da em
trés categorias por grau de infestagao:

Auséncia de carrapatos adultos, ninfas e larvas

Infestagdo leve ( entre 1 e 10 teledginas e poucas larvas e ninfas)

Infestagdo média (entre 11 e 30 teledginas e média quantidade de larvas e ninfas)
Infestagdo alta (acima de 31 teledginas e muitas larvas e ninfas)

3.6 Métodos

3.6.1 Contagem de carrapatos

Os animais foram contidos de modo individual sendo contadas todas as fémeas
ingurgitadas ou parcialmente ingurgitadas do carrapato R. microplus entre 4.5 ¢ 8.0 mm
de comprimento de todo o hemisfério direito do animal, segundo Wharthon; Utech
(1970). A infestagcdo por larvas e ninfas foi feita de forma subjetiva, classificando os
animais em graus de infec¢do: leve (+), moderado (++), moderado-alto (+++) e pesado
(++++). O resultado de cada contagem foi multiplicado por dois e assim calculado a
média mensal para cada animal.

3.6.2 Coleta de amostras sanguineas
Foram coletadas amostras de sangue da veia jugular ou artéria coccigea, em tubos
com anticoagulante EDTA a 15% e em tubos sem anticoagulante.

3.6.3 Amostra de Anaplasma marginale

A amostra de A. marginale, utilizada para a obtencdo das proteinas principais de
superficie (MSPs), foi isolada de bezerros com alta parasitémia, oriundos de Jaboticabal,
Sao Paulo, por Machado (1995) (dados ndao publicados). Essa amostra vem sendo
mantida por sucessivas passagens em bezerros esplenectomizados e criopreservada em
Dimetil Sulfoxido (DMSO) 10%, em nitrogénio liquido, a -196° C.

3.6.4 Sorologia

Inicialmente, foi realizado uma analise prévia com 210 amostras de soro para a
deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-4. marginale pelo Ensaio de Imunoadsorgdo
Enzimatico (iELISA) Indireto ultilizando dois diferentes antigenos. No primeiro ensaio
foi utilizada metodologia descrita por Aragjo et al. (1998) com antigeno total (MSPI,
MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5) gentilmente cedido pelo pesquisador Dr. Flabio Ribeiro de
Aratjo, Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. O segundo ensaio seguiu a metodologia descrita por Machado et al.
(1997) utilizando antigeno total (MSP1, MSP2, MSP3, MSP4 ¢ MSP5), gentilmente
cedido pela professora Dra. Rosangela Zacarias Machado, Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Estadual Paulista (Unesp-Jaboticabal).

Para a analise soroldgica dos animais (1378 amostras) optou-se por utilizar o
antigeno total (MSP1, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5) proveniente da Unesp-Jaboticabal e
a metodologia descrita por Machado et al. (1997) modificada para Anaplasma marginale.
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Esta decisdo foi apoiada na auséncia de diferenga estatistica entre os resultados
apresentados pelas duas diferentes técnicas e pelo maior disponibilidade de antigeno na
Unesp. O antigeno utilizado apresentava concentragdo protéica de 1435ug/ml, sendo
conservado em fireezer -80°C. Os controles positivos foram produzidos a partir de animais
experimentalmente infectados e positivos no exame direto (esfregaco sanguineo),
molecular (PCR) e sorologia (iIELISA). Os soros negativos foram obtidos de bezerros
recém-nascidos antes da ingestdo do colostro, sendo sua negatividade comprovada pelas
mesmas técnicas acima mencionadas os controles negativos.

3.6.5 Titulo de anticorpos da classe IgG para Anaplasma marginale

Para detecgao da resposta imune humoral dos animais naturalmente infectados por
A. marginale, amostras de soro sanguineo foram submetidas ao ELISA-indireto segundo
descrito por Machado et al. (1997) para B. bovis e adaptado para 4. marginale (ANEXO
A). O Elisa-teste indireto foi estabelecido por titulagdo em blocos, a concentragdo 6tima
do antigeno de A. marginale de 12 pgml”' diluido em tampédo carbonato/bicarbonato
0,05M, ph 9,6 (ANEXO B). A dilui¢do tnica do Elisa-teste foi de 1:200 para os soros de
referéncia positiva, negativa e soros-testes, o conjugado foi utilizado na diluicdo de
1:25000. Nessas condigdes, a menor densidade optica (DO) média dos soros negativos
(n=15) foi de 0,138+0,013. A maior reatividade média verificada para os soros de
referéncia positiva (n=15) foi de 1,13+0,123. O ponto de corte foi estabelecido de acordo
com a escala de nivel do ELISA (NE) anteriormente definido por Machado (1995), ou
seja, os niveis de anticorpos de valor diagndstico (NE > 3) foram considerados positivos
dentro do intervalo de densidade optica de 0,310 a 0,417.

Foi ultilizado 100ul de antigeno das MSPs de A. marginale diluido em tampao
carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9,6. Foram adicionados em cada concavidade da placa
de Elisa (Maxisorp®; Nunc). As placas foram seladas e incubada por 12 horas a 4 °C.
Posteriormente, as placas foram bloqueadas com solucdo de tampao PBS-Tween (fosfato
salina, pH 7,4) (ANEXO B), adicionado de 5% de leite em p6 desnatado, e incubadas por
90 minutos a 37 °C, em camara umida. Apds trés lavagens com tampao PBS-Tween
foram adicionados a placa de Elisa 100ul de soro bovino diluidos em PBS-Tween (1:200)
com 5% de leite em po desnatado. As placas foram incubadas a 37 °C em camera umida
por 90 minutos, e em seguida, lavadas com PBS-Tween por trés vezes. Uma aliquota de
100ul de conjugado IgG de coelho anti-IgG de bovino, marcada com fosfatase alcalina
(Sigma Chemical Co0.”), diluida a 1:25000 em PBS-Tween e acrescida de 5% de leite em
p6 desnatado, foi adicionada em cada poco e incubada por 90 minutos. Apés trés
lavagens com PBS-Tween, adicionou-se o substrato de enzima fosfatase alcalina p-
nitrofenil fosfato (pNPP) diluido a Img/ml em tampao dietanolamina, pH 9,8 (ANEXO
B), e as placas seladas foram incubadas por 60 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, foi realizada a leitura das placas em leitor de Elisa (MRX TC Plus, Dynex
Technology), filtro de 405nm.

Para efeito de classificacdo das areas, foram utilizados os critérios de Mahoney;
Ross (1972), que caracterizaram como estabilidade enzodtica as areas cujos rebanhos
possuem freqiiéncia de anticorpos acima de 75%, areas de instabilidade enzootica,
aquelas com freqiiéncia inferiores a 75%, e 4reas marginais aquelas cujas freqiiéncias
estdo muito proximas do limite.

A densidade optica (DO) corrigida de cada amostra de soro foi calculada de
acordo com a equagdo abaixo (MACHADO et al., 1997).
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As amostras testes foram classificadas como positivas quando sua DO foi 2,5
vezes superior a média das DOs dos controles negativos. As amostras foram agrupadas
em niveis de ELISA (NE), que variaram de 0 (nivel mais baixo) a 9 (nivel mais alto). A
amplitude maxima dos NE zero foi determinada pela média dos valores em absorbancia
de soro de animais ndo imunes contra A. marginale (soro de referéncia negativa),
acrescido de dois desvios padrido da média correspondente conforme Machado et al.
(1997). A partir deste limite, os intervalos entre os outros niveis no ELISA foram
acrescidos de 35% cada, Animais com média soroldgica com D. Os acima de 0,350 (NE
> 3) foram considerados positivos.

3.7 Analise Estatistica

As variaveis, sazonalidade, padrao racial, nuimero de lactagoes, estado fisioldgico,
idade, infestagdo por carrapatos e densidade animal foram testadas como possiveis fatores
de risco associados a altas infestagcdes por Rhipicephalus microplus ¢ a resposta imune
humoral anti-Anaplasma marginale em bovinos leiteiros.

Todos os procedimentos operacionais foram realizados com o auxilio do software
estatistico RStudio (Foundation for Statistical Computing), version 2.12.2 (2011). Os
graficos foram preparados através do software estatistico Graph Pad (Prism®) versdo 4.0
(2003).

3.7.1 Rhipicephalus microplus

Para a andlise estatistica, os dados referentes as contagens de carrapatos foram
primeiramente submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Como os
dados nao apresentaram distribuicdo normal mesmo apds a transformacgdo logaritimica
Logl0 (x + 1), foi ultilizado o teste ndo parametrico de Kruskal-Wills a 5% de
significancia para a comparacao entre as médias das contagens de carrapatos em funcao
em cada estrato avaliado. Posteriormente os dados foram submetidos a regressdo linear
para medir a for¢a da associagdo entre a variavel dependente e a variavel independente ¢
ao modelo de distribuicdo de Poisson para verificar a significancia de cada fator de risco
em um modelo multivariado. Por fim, foi realizado o teste de Spearman para verificar a
interacdo entre as variaveis.

3.7.2 Anaplasma marginale

Inicialmente foi realizada analise exploratoria dos dados, sendo calculada a
frequéncia de soropositivos para cada fator de risco estudado. Para verificar a existéncia
de interacdo entre as varidveis os dados foram submetidos ao teste de Spearman. Para
avaliar a associagdo entre a varidvel frequéncia de animais soropositivos para A.
marginale com os potenciais fatores de risco, os dados foram submetidos ao teste de qui-
quadrado (x2) e, em seguida, para todos os fatores de risco foi realizada uma andlise
dicotomizada através da “odds ratio” (OD).

Por fim, todas as varidveis foram oferecidas a regressdo logistica multivariada
para confirmar a existéncia de associacdo entre as varidveis. O modelo foi construido
baseado no teste da “odds ratios”. Todas as variaveis foram introduzidas no modelo,
sendo selecionados pela selecdo backward. O nivel de significancia para manter um fator
no modelo final foi fixado em 5% com base no valor do x2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rhipicephalus microplus Durante o Periparto

O efeito do periparto sobre a infestagdo pelo carrapato R. microplus foi observado
em todos os fatores avaliados por analise bivariada, porém algumas classes nao diferiram
significativamente no modelo de distribuicao de Poisson (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagao dos fatores de risco para a infestacdo por Rhipicephalus microplus
em vacas durante o periparto por distribui¢ao de Poisson.

Fatores de risco N OR p-valor 1C 95%
Periparto

(1) pré parto* 400 - - -

(2) parto 80 3.12 0.000 [0.181 — 0.565]

(3) pos parto 400 2.02 0.000 [0.620 — 0.678]
Estacdo do ano

(1) seca* 440 - - -

(2) chuva 440 0.63 0.020 [0.654 - 1.611]

Raca

(1) B. indicus* 165 - - -

(2) F1 165 1.64 0.050 [0.746 — 0.816]

(3) Girolando 385 1.39 0.050 [0.629 — 0.669]

(4) B. taurus 165 2.10 0.000 [0.442 —0.510]
N° de Lactagdes

(1) 1* lactagao* 220 - - -

(2) 2% lactacao 220 0.97 0.049 [0.631 —0.919]

(3) 3% lactacao 330 0.91 0.000 [0.871 — 0.958]

(4) >4* lactagdo 110 0.97 0.035 [0.429 - 0.716]
Prod. Leite kg/ano

(1) < 1500* 220 - - -

(2) > 1500 <3000 495 0.91 0.125 [0.988 — 1.096]

(3) > 3000 165 1.04 0.003 [0.852 —0.969]
Densidade animal

(1) baixa* 200 - - -

(2) média 560 1.13 0.668 [0.640 — 1.999]

(1) alta 320 4.32 0.000 [0.029 — 0.071]

* Valor referéncia, N= niimero de amostras avaliadas, OR= Odds ratio, IC 95%= interval de confianga

A contagem de carrapato apresentou alta correlagio (r*= 0.75) com o periodo
periparto, porém, essa correlacio foi maior ainda (= 0.99) quando levado em
consideragdo a infestacio média durante os periodos pré-parto, parto e pos parto. A
infestag¢do por R. microplus foi significativamente maior no parto (p<0.05; OR= 3.12). O
pos parto também apresentou aumento significativo (p<0.05; OR= 2.02) do nimero de
carrapatos em relacao ao pré parto.

No periparto, a contagem média de R. microplus foi de 20 carrapatos por animal
durante o pré-parto, 37 no parto e 45 no pds parto. Assim, foi observado aumento
significativo (p<0.05) na infestagdo por R. microplus a partir da quinta semana anterior ao
parto (16 carrapatos/animal) até a primeira semana do pos parto, onde atingui o mais alto
parasitismo (58 carrapatos/animal). Posteriormente, observou-se reducdo significativa da
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infestacdo até a quinta semana do pos parto (42 carrapatos/animal) onde a infestagdo nao
diferiu estatisticamente (p>0.05) do parto (Figura 2).
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Figura 2. Avaliacdo da associagdo da contagem de Rhipicephalus microplus adultos em
vacas em fun¢ao do parto, Pesagro-Rio, 2008-2010.

A avaliagdo qualitativa da infestagdo por estagios imaturos (larvas e ninfas) de R.
microplus demonstrou uma correlagio positiva (r*= 92) com o periparto (Figura 3). Ha
cinco semanas do parto, todos os animais estavam parasitados por larvas e ninfas de R.
microplus, porém, apenas 1% dos animais apresentasvam infestacdo alta e 84%
infestagdo baixa. Na 5% semana ap6s o parto 47% dos animais apresentaram infestagao
alta e apenas 12% infestagdo leve.
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Figura 3. Avalia¢do da associacdo da contagem de larvas e ninfas de Rhipicephalus
microplus em vacas em fun¢do do parto, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Ha evidéncias substanciais no gado leiteiro que o mecanismo de defesa inata e
adquirida sdo prejudicados durante o periodo do periparto, quando a ocorréncia da doenga
¢ maxima (KEHRLI et al, 1989a; 1989b; MALLARD et al, 1998a). Esta capacidade de
resposta reduzido inclui alteragdes na imunidade sistémica, e salienta alteragdes fisicas e
metabolicas da gravidez, parto e lactagdo, que contribuem substancialmente para
diminui¢do da resisténcia e aumento da incidéncia de doengas infecciosas durante o
periparto em vacas.
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Os resultados deste estudo corroboram com aqueles observados por Fraga et al.
(2003) onde a contagem de carrapatos foi superior em vacas no final da gestacdo ou
recém paridas em relagdo aos demais animais do rebanho. Os autores creditaram a maior
infestagdo durante este periodo a suscetibilidade imunologica das vacas durante o
periparto. Utech et al. (1978a) observaram que as vacas gestantes foram menos
resistentes que as nao gestantes a infestacdo por carrapatos. Assim, afirmam, que o
estresse da gestagdo e as mudancas hormonais podem causar queda da resisténcia ao
carrapato justificando o maior parasitismo neste periodo. Também, Lima et al. (2000),
observaram aumento da populacdo de carrapatos adultos ao longo do periparto, conforme
demonstrada pela alta correlagdo entre a distribuicdo desse ixodideo e as fases de pré-
parto, parto e poés-parto. Nossos resultados sdo concordantes com este estudo, pois foi
observado correlagdo positiva de 0.85 entre as semanas do parto.

A partir da Ultima semana de gestacdo foi observado um aumento significativo
(p<0.05) da contagem de R. microplus, sendo observado infestacdo média sempre
superior a 30 carrapatos por animal. No Brasil estimou-se uma redugdo de 23% na
producdo de leite/dia, quando vacas mestigas (Holandés x Zebu) foram infestadas com
uma média de 105 carrapatos (FURLONG et al., 1996). Além disso, Teodoro et al.
(1998) relataram uma reducao de 529 kg (26%) de leite/lactagdo em vacas holandesas.

4.1.1 Sazonalidade
O efeito do periparto sobre a infestagdo pelo carrapato R. microplus foi observado
independente da estagdo do ano (Figura 4).

chuva Seca

754 754 *

ns

504 504 ®

*
*
N
) - i i ]
0 0 -
T T T

T T T
Pré-parto Parto Pos parto Pré-parto Parto Pos parto

Rhipicephalus microplus
Rhipicephalus microplus

Figura 4. Variacdo média da contagem de Rhipicephalus microplus em vacas paridas
durante a esta¢do seca (outono e inverno) e chuvosa (primavera e verdo), Pesagro-Rio,
2008-2010.

A contagem média de carrapatos durante a chuva foi de 38 carrapatos/animal, ao
passo que na seca foi de 33 carrapatos/animal, ndo sendo observada diferenca estatistica
significativa (p>0,05; OR= 0.63). A infestagdo por R. microplus no pré-parto, parto e
poOs-parto dos animais que pariram na estagao chuvosa foi numericamente superior aos
animais que pariram na seca, porém, ndo apresentou diferencga estatistica significativa
(p>0,05).

Doube; Wharton (1980) afirmaram ser possivel a existéncia de um ciclo sazonal
na expressao da resisténcia ao carrapato em bovinos, decorrente da flutuagao da
capacidade imunitaria do animal contra o parasita, a qual se manifesta com queda da
resisténcia no outono e no inicio do inverno, independentemente da raca e do estado
nutricional do animal. Varios autores demonstraram a influéncia dos fatores sazonais no
ciclo de vida dos carrapatos e, conseqiientemente, a diferenca de infestagcdes nos animais,
que variam de acordo com o clima da regido em que vivem e com a €poca do ano
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(OLIVEIRA et al, 1989). A fase de vida livre de R. microplus ¢ bastante influenciada,
principalmente pela temperatura e umidade (GONZALES, 1975). No presente estudo,
apesar da distribuicdo da populacdo de R. microplus ndo ter apresentado grande
semelhanca entre os dois anos estudados, os valores médios de teledginas durante o
periparto foram similares.

A literatura apresenta resultados bastante discordantes quanto a época do ano de
maior infestagdo por ectoparasitas. Brum et al. (1987) e Andrade et al. (1998) foram
enfaticos em apontar o outono como a estagdo que apresenta as maiores médias de
infestagdo por carrapatos. Por outro lado, Utech et al. (1978a) observaram que a média
de carrapatos no inverno foi significativamente superior em relagdo a média obtida no
verao.

Ao avaliar o grau de infestagdo por R. microplus em fungdo da estagdo do ano, o
presente trabalho apresentou resultados semelhantes aos observados por Guaragna et al.
(1988) no Brasil. Os autores encontraram ndo observaram efeito significativo (p>0.05)
das estagdes do ano sobre o numero de carrapatos. Estes autores verificaram que a
infestagdo média de 47,74 e 51,15 carrapatos/animal, nos periodos seco ¢ chuvoso, nao
diferiram significativamente (p>0.05).

Certamente, diferencas climdticas existentes entre os locais e os periodos de em
que foram realizados os varios estudos citados s3o responsaveis pelas diferentes
infestagdes dos ecto parasitas nas diferentes épocas do ano. Nos tropicos, embora durante
o periodo chuvoso os carrapatos encontrem melhores condi¢des ambientais para
sobreviver no ambiente, ¢ as praticas de manejo para combater este parasito também sio
intensificadas. Na propriedade estudada, ndo existia um programa de controle de
carrapatos previamente definido. Deste modo, os animais receberam banho com
acaricidas e aplica¢ao de ectoparasiticidas de acordo as observagdes de infestagdes dos
ecto parasitos sobre o animal.

4.1.2 Padrao racial

A contagem média de R. microplus durante o periparto foi de 55 carrapatos em
animais Bos taurus, 39 nos animais B. taurus X B. indicus, 29 nos animais Girolandos e
18 nos animais Bos indicus (Figura 5). A padrio racial apresentou alta associagdo (r’=
0,99) com a densidade de R. microplus nos animais, sendo que em todas as fases do
periparto, os animais com maior propor¢do de sangue taurino foram mais vulneraveis e
apresentaram maior populacdo média de R. microplus (p<0,05; OR= 2.10).

Animais B. indicus e seus cruzamentos tem sido ultilizados no controle de R.
microplus na América Latina tem sido empirica passado devido as vantagens de gestdo
para tropicos e subtropicos (HENRIOUD, 2011). A inclusdo de ragas resistentes a
carrapatos por programas de melhoramento pode aumentar a resisténcia média de gado
dentro de um rebanho. Essa pratica tem mostrado resultados em infestagcdes leves e
populagdes menores de carrapatos, com uma menor necessidade de tratamento
(HENRIOUD, 2011). Os resultados do presente estudo corroboram com aqueles
observados por Lima et al. (2000), os quais observaram média mensal de 22,4 carrapatos
em animais % Gir 4 Holand€s, enquanto para animais com maior grau de sangue taurino
a média mensal foi de 65,5 carrapatos.

A variacdo média da contagem de carrapatos observada neste estudo demonstrou
uma clara diferenca entre o nivel de resisténcia dos animais B. taurus ¢ B. indicus. Além
disso, pode-se constatar que os animais mesti¢os apresentaram resisténcia intermediaria
entre animais B. faurus e B. indicus, porém quanto maior o grau de sangue zebuino maior
foi a resisténcia. Estes resultados reforcam os achados de Tatchell; Moorhouse (1968), os
quais observaram em animais B. faurus maior suscetibilidade a carrapatos quando
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comparado a animais B. indicus. Estes autores atribuiram a maior suscetibilidade dos
taurinos a intensa reagdo no local de fixagdo do carrapato, criando assim um ambiente
favoravel a manutengao do parasito.
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Figura 5. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
durante o periparto em fun¢do do grupo genetico, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Porém, apesar de muitos estudos terem sido realizados demonstrando a diferenca
entre zebuinos e taurinos, poucos sao os estudos que demonstram o grau de resisténcia de
animais mesticos. Observamos neste estudo que animais meio sangue B. taurus e B.
indicus permanecem vulneraveis ao passo que animais 5/8 zebuinos tornaram-se
resistentes. Estes resultados demonstram que para obter animais mais reistentes ao
carrapato ¢ necessario ndo apenas criar animais mesticos, mais animais que tenham grau
de sangue zebuino predominante.

Segundo Sutherst et al. (1983) a utilizacdo de ragas resistentes ¢ o melhor método
de controle ndo quimico de carrapato de bovinos. Deste modo, o presente estudo
observou que a selecdo para a reproducdo de animais mesti¢os de boa produtividade seria
uma saida viavel para os produtores lacteos nos tropicos, onde a infestacao de carrapatos
constitui um fator limitante para o desenvolvimento da bovinocultura leiteira.

4.1.3 Numero de lactacoes

A contagem média de R. microplus durante o periparto foi significativamente
maior (p<0.05; OR= 0.97) nos animais de 1° lactagdo (60 carrapatos/animal), seguidos
por animais de 2° lactagdo (44 carrapatos/animal), 3° lactagcdo (19 carrapatos/animal) e
animais de mais de 4° ou mais lactagdes (16 carrapatos/animal). Porém, ndo foi observada
diferenga significativa (p>0.05) entre os animais de 3 ou mais lactagdes.

Nas trés fases do periparto a contagem de R. microplus foi significativamente
maior (p<0.05) nos animais primiparos do que nos pluriparos (Figura 6).
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Figura 6. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
primiparas e pluriparas, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Neste estudo nao foi observado efeito quadratico da idade sobre a infestagao por
carrapatos, como verificoram Teodoro et al. (1994). Andrade et al. (1998), verificaram
que os animais mais velhos sdo os mais susceptiveis ao carrapato. Fraga et al. (2005),
também observaram efeito quadratico da idade do animal sobre a infestagdo por
carrapatos; a infestagdo foi maxima aos 5,18 anos de idade. Neste estudo, observou-se
que os animais mais velhos foram mais resisténtes, provavelmente em funcdo do maior
contato com esse parasito € com isso o desenvolvimento de uma resposta adiquirida.

Os resultados deste estudo corrobora Silva et al. (2010) que observaram maiores
contagens de carrapatos em vacas primiparas em relacdo a vacas pluriparas. Fraga et al.
(2005) também observou efeito significativo na contagem de carrapatos em funcdo da
idade do animal. Em um estudo, embora as diferengas nas concentragdes séricas de
globulina nos rebanhos leiteiros individuais e entre os grupos etarios foram pronunciadas,
ndo foram associados com a época ou fase da gestagao (LIBERG, 1977).

4.1.4 Producao leiteira

A produtividade leiteira demonstrou correlagdo negativa (r*= 0,89) com a
resisténcia dos animais a infestagdo por R. microplus. Os animais com alta producao de
leite foram significativamente (p<0,05; 1.04) mais vulneradveis a infestagdo do que
animais de baixa e moderada produgdo. A contagem média de R. microplus durante o
periparto nos animais de alta producao foi de 58 carrapatos/animal, média produgdo 28
carrapatos/animal e baixa produgdo 19 carrapatos/animal (Figura 7).

30



Alta produgio
* Moderada produgao
100 - 100

*

ns
*
80 o 80
*
60 - -5 60—
40+ 404 ns
N i | N i
T T T

Rhipicephalus microplus
Rhipicephalus microplus

Pré-parto Parto Pos parto Pré-parto Parto Pos parto

Alta produgio

100+

ns
*

804
60
40
N i

0-

T T T

Pré-parto Parto Pos parto

Rhipicephalus microplus

Figura 7. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
de baixa, moderada e alta producao leiteira, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Kitchenham et al. (1975), Bertrand et al. (1985) e Emanuelson et al. (1988)
observaram uma relacdo inversa entre a producdo de leite e a incidéncia de doengas.
Vacas selecionadas para alta producdo de leite tinham nimero de neutréfilos circulantes e
células mononucleares significativamente maior do que vacas com potencial produtivo
médio (DETILLEUX et al., 1995). Estes resultados podem ser considerados animadores,
visto que a selecdo para alta produgdo de leite ndo produz respostas desfavoraveis
relacionados a capacidade funcional das caracteristicas imunoldgica. Porém, embora
apresentem um sistema imune ativo, animais de alta producdo sao acometidos por um
nimero maior de doengas, sobretudo durante o periparto (DETILLEUX et al., 1995).

Kehrli et al. (1991b) ndo observaram diferenca siginificativa (p>0.05) entre a
prevaléncia de doengas em vacas lactantes de alta e média produgdo leiteira. Pode ser
possivel que as diferencas que existem entre as linhagens sdo maiores apenas durante o
periodo periparto, quando a incidéncia de estresse e doengas sdo maiores (DETILLEUX
et al., 1995). Por outro lado, embora os animais mais produtivos sejam mais acometidos
por doengas, eles ainda sdo mais rentaveis ao produtor de leite (BERTRAND et al.,
1985).

4.2 Rhipicephalus microplus em Vacas em Diferente Estados Fisiologicos

O efeito do estado fisiologico sobre a infestacdo pelo carrapato R. microplus foi
observado na estacdo do ano, raga, nimero de lactagdes, produgdo de leite e densidade
animal, através da distribuicao de Poisson estdo representado a baixo (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliagao dos fatores de risco para a infestagdo por Rhipicephalus microplus
em vacas de diferentes estados fisiologicos por distribui¢do de Poisson.

Fatores de risco N OR p-valor 1C 95%
Estado fisiologico
(1) seca* 50 - - -
(2) gestante 50 0.32 0.000 [0.42 - 0.86]
(3) periparto 50 0.12 0.000 [0.34 — 0.68]
(3) lactante 50 0.22 0.000 [0.12 - 0.38]
Raca
(1) B. indicus* 35 - - -
(2) girolando 65 1.64 0.060 [0.88 - 3.23]
(3)F1 45 1.39 0.010 [1.63 - 5.37]
(4) B. taurus 55 2.10 0.000 [2.79 - 9.71]
N° de lactagao
(1) 1* lactagao* 40 - - -
(2) 2% lactacao 50 0.97 0.239 [0.37 - 1.09]
(3) 3% lactacao 60 0.91 0.000 [0.07 - 0.24]
(4) >4* lactagao 50 0.97 0.005 [0.09 - 0.26]
Prod. de leite kg/ano
(1) < 1500* 70 - - -
(2) > 1500 <3000 90 086 0.125 [0.40 - 1.06]
(3) > 3000 40 2.54 0.003 [0.20 - 0.69]
Densidade animal
(1) baixa* 50 - - -
(2) média 50 1.24 0.584 [0.69 - 1.07]
(1) alta 50 6.32 0.000 [1.46 - 1.89]

* Valor referéncia, N= niimero de amostras avaliadas, OR= Odds ratio, IC 95%= interval de confianga

No presente estudo, observou-se relagdo entre gestacdo, parto e lactacdo com a
infestagdo por carrapatos (Figura 8). Observou-se um aumento significativo (p<0.05) da
infestagdo por R. microplus do grupo de vacas secas para o grupo de vacas gestante e
periparto, havendo uma reducao nao significativa (p>0.05) do periparto para a lactagdo.
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Figura 8. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
vazias, gestantes, periparto e lactantes, Pesagro-Rio, 2008-2010.
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Jonsson et al. (2000) observaram que do inicio da gestacdo até a paricdo ndo
ocorreu nenhuma alteragdo na resisténcia do animal contra carrapatos. Porém, segundo
Utech et al. (1978a), animais gestantes sdo mais susceptiveis a infestacdo por carrapato
sobretudo, no ter¢o final da gestacdo a suscetibilidade ¢ ainda maior. Esses autores
afirmam que o estresse da gestagao e as mudancas hormonais podem causar queda da
resisténcia ao carrapato.

A maior suscetibilidade das vacas durante o periparto pode ser explicada pela
transferéncia macica de anticorpos destas para o colostro nas quatro ultimas semanas de
gestacdo (SASAKI et al., 1976). Brandom et al. (1971) notaram que o nivel de
imunoglobulinas sericas alcanga méxima concentracdo na glandula mamadria ¢ uma
maxima diminui¢do na circulacdo sanguinea materna 2 a 3 semanas antes do parto. Essa
caracteristica pode interferir na imunidade passiva, pois vacas que sofrem pequeno

periodo seco podem apresentar menores quantidades de imunoglobulinas sericas em seu
colostro (ROY, 1990).

4.2.1 Padrao racial

A contagem de R. microplus apresentou correlagdo positiva (*=0.96) com o
padrdo racial. Em todos os estados fisiologicos, as maiores contagens de R. microplus
foram observadas nos animais B. taurus (OR= 2.10) e as menores nos animais B. indicus

(Figura 9).
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Figura 9. Variacdo média e desvios padrdes da contagem de carrapatos Rhipicephalus
microplus em vacas B. taurus, B. indicus ¢ mesticas em diferentes estados fisioldgicos,
Pesagro-Rio, 2008-2010.

Sutherst et al. (1983) observaram que a expressdo da resisténcia dos bovinos ao
carrapato ¢ influenciada por muitos fatores ambientais, assim como fatores intrinsecos ao
animal, porém, raca ¢ o fator que mais influencia na sobrevivéncia do carrapato. A
diferenca entre a resisténcia de animais B. faurus e B. indicus foi significativa (p<0.05),
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de tal modo que foi possivel observar influéncia deste fator de forma mais determinante
na contagem de carrapatos do que os demais fatores avaliados. Esses resultados
demonstram que, embora os animais sejam mais susceptiveis em determinadas fases
fisiologicas, em momento algum um animal B. indicus foi mais suscetivel do que um
animal B. taurus.

4.2.2 Numero de lactacoes

Observou-se que os animais de primeira lactagdo apresentaram contagem de
carrapatos significativamente superior (p<0,05) as vacas de segunda ou mais lacta¢des. O
numero de lactagdes influenciou negativamente (r°=0.93) no grau de infestacio de
carrapatos (Figura 10).
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Figura 10. Variacdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
de 1° lactacdo, 2° lactacdo e 3° ou mais lactagdes, diferentes estados fisioldgicos, Pesagro-
Rio, 2008-2010.

Os resultados da literatura cientifica com relacdo a experiéncia reprodutiva
animais e a infestagdo por carrapatos sao escassos e discordantes. Teodoro et al. (1994),
ao trabalharem com bovinos de leite, observaram efeito quadratico da idade sobre a
infestagdo por carrapatos, indicando que as vacas de 1% cria sdo mais susceptiveis. No
entanto, Andrade et al. (1998), em vacas Gir, verificaram que os animais mais velhos sio
os mais susceptiveis. Jonsson et al (2000) observaram niveis de ressiténcia de 75.1, 72.3 e
69.7% em animais de 1? lactagdo, entre 2 ¢ 5% e acima de cinco, respectivamente.

A idade das vacas demonstrou relagdo direta com a infestagdo por carrapatos.
Porém, a partir de trés ou quatro anos, quando os animais encontravam-se proximos ao
segundo parto, observou-se reducdo seguida por uma estabilizagdo da infestagdo por
carrapatos. Utech et al. (1978a) demonstraram que além da raga, a resisténcia ¢
influenciada pela idade, sendo alta entre os bezerros e animais adultos e baixa em vacas
durante a lactagao.
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4.2.3 Producao leiteira

A produtividade leiteira demonstrou influéncia negativa (r’=0.89) na contagem de
R. microplus (Figura 11). Vacas de alta produtivo apresentaram infestacao por carrapatos
significativamente superior (p<0,05) aos animais de média e baixa produ¢do durante os
quatro estados fisiologicos analisados. O potencial produtivo dos animais demonstraram
maior influéncia sobre a infestagdo por carrapatos do que o estado fisioldgico. Pois, as
vacas de alta produgdo, mesmo quando secas a contagem média de R. microplus nio
diferiu significativamente (p>0.05) da infestacdo observada nas vacas lactantes de baixa
producao.
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Figura 11. Variacdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
de diferente potencial produtivo e estado fisioldgico, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Johnston; Haydock (1969) estudando a incidéncia de carrapatos em vacas
leiteiras, observaram apenas uma fraca associa¢ao entre numero de R. microplus € o
potencial produtivo. Porém, Dixon et al. (1961) observaram que em bovinos de leite,
provavelmente em funcdo da especializagdo e do relaxamento imunologico durante o
periparto, ocorre uma queda na imunidade sistémica dos animais.

No Mexico, estima-se que a infestacdo por carrapatos ocosionem redugao de,
aproximadamente, 48% da producao de leite e perda de 40 a 50 Kg durante a vida
produtiva de novilhas (BELTRAN, 1977). No Brasil estimou uma reducao de 23% na
producdo de leite/dia, quando vacas mestigas (Holandés x Zebu) foram infestadas com
uma média de 105 carrapatos (FURLONG et al., 1996). Além disso, Teodoro et al.
(1998) relataram uma redugdo de 529 kg (26%) de leite/lactacdo em vacas Holandesas.
Na Australia, vacas de alta producdo submetidos a alta carga de carrapatos apresentaram
reducdo de 2,86 kg de leite/dia e 10,6 kg de peso vivo (JONSSON et al., 1998).

4.2.4 Densidade animal
Quando mantidos sob baixa densidade, observou-se que os animais apresentaram
contagem de R. microplus siginificativamente inferior (p<0.05; OR= 6.32) aos animais
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mantidos em sob taxa de lotagdo alta. A densidade animal demonstrou correlagao positiva
com a infestacao por R. microplus (Figura 12).
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Figura 12. Variacdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em vacas
mantidas sob baixa, média e alta densidade animal a pasto, Pesagro-Rio, 2008-2010.

4.3 Rhipicephalus microplus em Bezerros

Observou-se variagdo da contagem de R. microplus em funcgao dos fatores de risco
avaliados. A idade, genética e densidade animal demonstraram estarem associadas ao
grau de infestagdo por carrapatos em bezerros até um ano de idade.

4.3.1 Idade

A idade dos animais demonstrou ser um importante fatorde risco sobre o grau de
infestagdo por carrapatos (Figura 13). As bezeras mais jovens, do nascimento aos dois
meses, foram pouco parasitadas (10 carrapatos/animal), sendo que a infestagao aumentou
significativamente (p<0.05) nos animais de trés a seis meses (31 carrapatos/animal). Os
animais com idade entre sete ¢ doze meses apresentaram infestagdo moderada (15
carrapatos/animal) e os animais com idade superior a doze meses apresentaram infestacao
baixa (4 carrapatos/animal).
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Figura 13. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em
bezerros em funcao da idade, Pesagro-Rio, 2008-2010.
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A influéncia da idade sobre a resisténcia ao carrapato tem sido observada em
varios estudos. Verissimo et al. (1997) observou que bezerros lactentes ou muito jovens
sdo resistentes a carrapatos em funcdo de alguns fatores presentes no colostro, leite e
sangue. Nos meses subsequentes torna-se menos resistencia, passando por uma fase de
maior suscetibilidade na puberdade e a resisténcia se estabiliza quando o sistema imune
do animal estd completamente amadurecido.

Embora a imunidade inata decorrente de diferencas genéticas entre ragas zebuinas
e taurinas seja a base do conhecimento sobre a resisténcia dos animais, a imunidade dos
bovinos ¢ considerada predominantemente adquirido, pois o nivel de resisténcia em B.
indicus se torna aparente somente ap6s um periodo de suscetibilidade a uma infestacao
priméario (HEWETSON, 1971). Neste estudo, embora os bezerros tenham permanecido
por grande parte do tempo parasitados por carrapato, a carga parasitaria foi relativamente
baixa. O fato dos animais receberem volumoso e ragdo balanceada no periodo seco do
ano provavelmente levou a melhoria da condi¢do de escore corporal e conseqiiente
manutengdo da atividade do sitema imune contra parasitos.

4.3.2 Padrao racial

O padrao racialdemonstrou influenciar significativamente (p<0.05) na contagem
de R. microplus em bezerras. Durante todo o estudo as bezerras B. taurus (38
carrapatos/animal) foram mais infestados do que os B. indicus (6 carrapatos/animal) e
seus mesticos, F1 (17 carrapatos/animal) e Girolandos (10 carrapatos/animal). Nao foi
obsevada diferenga significativa (p>0.05) entre os mestigos (Figura 14).
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Figura 14. Variagdo média da contagem de carrapatos Rhipicephalus microplus em
bezerros em func¢ao do padrao genetico, Pesagro-Rio, 2008-2010.

A iminidade adiquirida naturalmente tem sido proposta como um viavel método
de controle por causa do potencial de redu¢dao do uso de acaricida quando associado a
selecdo de animais, praticas de manejo como a rotacdo de pastagens com controle
quimico (FRISCH, 1999). As ragas de bovinos B. indicus sdo mais resistentes ao R.
microplus do que Bos taurus, embora considera-se que a reissténcia possa variar entre
racas e individuos (SEIFERT, 1971; WHARTON et al., 1970). A resistentes a infestagao
por carrapatos apresenta alta herdabilidade, sendo a taxa estimada entre 39% e 49% para
B. taurus (WHARTON et al., 1970) e 82% em B. indicus (SEIFERT, 1971). Assim como
nos estudos iniciais, esta pesquisa demonstrou que o status de resisténcia de ragas B.
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taurus ¢ B. indicus pode ser uma importante ferramenta através da sele¢do de animais
visando o incremento da resisténcia contra carrapatos.

4.4 Avaliacao da Resposta Imune Humoral anti-Anaplasma marginale

Foi observado absorbancia de 1,13+0,123 para os controles positivos (n=15) e
0,138+0,013 para os controles negativos (n=15). Baseado na média da absorbancia dos
controles negativos foi estabelecido o primeiro NE, sendo os niveis determinado pelo
incrementando de 35% sobre o nivel anterior (Tabela 3). Os titulos de anticorpos contra
A. marginale dos soros de vacas no periparto (n = 880), vacas secas, gestantes e lactantes
(n=600) e bezerros (n=284), mantidos em area infestada por Rhipicephalus microplus,
testados por iELISA estdo distribuidos em NE na figura abaixo (Figura 15).

Tabela 3. Classificacdo dos soros testes A/P (amostra/Positivo) em NE (Niveis de Elisa)
variando de 0-9.

NE A/P

0 0.000 - 0.150
1 0.151-0.203
2 0.204 - 0.275
3 0.276 - 0.372
4 0.373 - 0.503
5 0.504 - 0.680
6 0.681 -0.919
7 0.920 —1.241
8 1.242 - 1.676
9 >1.676

NE = Niveis de Elisa; S/P = Absorbancia das amostras emrelag@o ao referencial positivo

Durante o periparto 33,2% das amostras analisadas foram classificadas no
primeiro nivel de ELISA (NE=0) e apenas duas amostras foram observadas no ultimo
nivel (NE=9). Entre as vacas lactantes e secas, 10,6% das amostras encontraram-se no
nivel zero e apenas duas no nivel 9. Entre os bezerros, 3,5% das amostras encontraram-se
no NE zero, ao passo que nenhum animal atinguiu os trés tltimos niveis (7, 8 € 9).
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Figura 15. Numero de soros de vacas no periparto (n = 880), lactantes e secas (n=600) e
bezerros (n=284) mantidas em area infestada por Rhipicephalus microplus, testados por
iELISA contra Anaplasma marginale e classificadas em Niveis de Elisa (NE).
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Vacas durante o periparto apresentaram niveis baixos de anticorpos, sendo o
nimero de animais com NE zero significativamente maior (p<0.05) do que no grupo de
bezerros e vacas secas, gestantes e lactantes. Machado et al. (1997) estudando Babesia
bovis, também observaram diferenca significativa entre o numero de amostras de
bezerros e vacas no NE zero. Os autores observaram que poucos animais encontraram-se
neste nivel e grande nimero de amostras foram classificadas nos niveis 7, 8 € 9. A baixa
absorbancia observada nos soros analisados neste estudo ¢ consequéncia da baixa
exposicao do agente na regido.

4.5 Titulos de Anticorpos da Classe IgG anti-A. marginale Durante o Periparto

O ntmero de animais soropositivos variou significativamente (p<0.05) em funcao
do parto, estacdo do ano, genética, nuimero de lactagdo, produgdo leiteira, densidade de
vetor e densidade animal (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacao dos fatores de risco para frequéncia de anticorpos da classe IgG anti-
Anaplasma marginale por y° em vacas durante o periparto, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Fatores de risco N P (%) Y OR  p-valor IC 95%
Periparto

(1) pré-parto* 400 17% - - - -

(2) parto 80 8% 5.0 2.61 0.025 [1.08 —7.63]

(3) pds-parto 400 26% 8.5 0.60 0.003 [0.42 —0.86]
Estacdo

(1) Chuva* 440 27% - - - -

(2) Seca 440 14% 25.1 2.3 0.000 [0.29 — 0.60]

Raca

(1) B. indicus* 165 41% - - - -

(2) B. taurus 165 10% 43.2 6.52 0.000 [0.08 —0.28]

(3) FI 165 29% 19.8 1.71 0.000 [0.13 - 0.50]

(4) Girolandos 385 12% 0.69 2.49 0.405 [0.40 — 1.44]
N° de lactagao

(1) 1° lactagao* 220 35% - - - -

(2) 2° Lactagao 220 18% 16.9 2.50 0.000 [1.57 —4.00]

(3) 3° Lactagao 330 14% 33.7 3.31 0.000 [2.14 —5.16]

(4) >3° Lactagdes 110 16% 12.4 2.75 0.000 [1.50 -5.20]
Prod leiteira kg/ano

(1) < 1500* 220 36% - - - -

(2) > 1500 <3000 495 16% 36.7 3 0.000 [2.05 —4.40]

(3) > 3000 165 12% 27.2 3.90 0.000 [2.24 —7.03]
R. microplus

(1) Leve* 65 54% - - - -

(2) Moderado 312 30% 52.6 2.70 0.000 [0.17 —0.38]

(1) Alta 503 10% 85.5 10.3 0.000 [0.05—0.17]
Densdidade animal

(1) Baixa* 200 74% - - - -

(2) Média 560 54% 149.6 2.61 0.000 [0.08 —0.17]

(1) Alta 320 12% 212.4 22.3 0.000 [0.03 —0.07]

* Valor referéncia, N= niimero de amostras avaliadas, P(%)= prevaléncia de soropositivos para Anaplasma
marginale, y’= qui-quadrada, OR= Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianga
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Durante o periparto, a prevaléncia de animais soropositivos para A. marginale foi
de 20,4%, caracterizando este periodo como de alto risco para a ocorréncia de
anaplasmose. Em funcdo dos baixos titulos de anticorpos circulantes, este periodo foi
caracterizado como de instabilidade endémica para 4. marginale.

Pela andlise bivariada observou-se que na semana do parto os animais
apresentaram uma redu¢do significativa (p<0.05) da titulo de anticorpos circulantes.
Neste periodo existiu 2,61 vezes mais chance dos animais serem soronegativos para A.
marginale do que no pré-parto e 4,33 vezes em relacdo ao pos-parto. Observou-se uma
maior frequéncia de animais soropositivos durante a estacdo chuvosa (27%) do que na
estacdo seca (14%). A chance de uma vaca ser soropositiva foi 2,3 vezes maior durante o
periodo chuvoso em relagdo ao periodo seco.

O padrao racial influenciou diretamente os titulos de anticorpos contra A.
marginale. Os animais B. taurus possuiram 6,52 vezes mais chance de serem
soronegativos do que animais B. indicus. Entre os animais mesti¢os, observou-se que os
animais F1 apresentaram 2,96 vezes mais chances de serem negativos do que os animais
Girolandos. Também foi observado que a titulo de anticorpos dos animais Girolandos
foram mais proximas dos animais B. faurus do que dos animais B. indicus, onde os
animais Girolandos ndo diferiram estatisticamente dos animais B. faurus (p=0.405;
OR=0.78) e mantiveram-se com maior chance de serem soronegativos do que os B.
indicus (p<0.05; OR=5.06).

Os animais de alta e média produgdo leiteira apresentaram 3,9 e 3 vezes mais
chance de serem soronegativos do que os animais de baixa producdo. A idade influenciou
na soroprevaléncia para 4. marginale, pois as fémeas primiparas foram mais protegidas
do que as pluriparas. Em relagdo as vacas primiparas, as vacas de 2° lactagcdo
apresentaram 16,9 % vezes mais chance de serem soronegativas, as de 3° lactacdo
apresentaram 33,7 vezes ¢ as de 4° ou mais lactacdes apresentaram 12,4 vezes.

A densidade animal demonstrou facilitar a transmissao do agente no rebanho, pois
sob alta lotacdo a chance de ser soropositivo foi 22,3 vezes maior do que sob baixa
lotagdo. Por fim, a densidade do vetor R. microplus apresentou relagdo direta com a
frequéncia de animais soropositivos, sendo que os animais menos parasitados
apresentaram 10,3 vezes mais chance de serem soronegativos do que os animais com
escore de infestacao alta.

Os resultados da analise multivariada estdo representados abaixo (Tabela 5). Neste
modelo apenas as varidveis, raga (p<0.012), producao leiteira (p<0.000), infestagdo por
R. microplus (p<0.019) e densidade animal (p<0.004) permaneceram significantes. O
modelo de regressdo logistica demonstrou que animais B. indicus tém duas vezes mais
chance (OR=2,41) de possuirem anticorpos para A. marginale do que animais B. taurus.
Assim, embora a chance de possuir anticorpos tenha diminuido de 6,52 no modelo
bivariado para 2,41 no modelo multivariado, os animais B. taurus permaneceram muito
mais suscetiveis a anaplamose.

Animais altamente infestados por R. microplus apresentaram duas vezes mais
chance (R=2,11) de serem soropositivos para 4. marginale do que animais com baixa
infestagdo. Porém, no modelo simples os animais com alta infestacdo por carrapatos
apresentaram 10 vezes mais chance (OR=10.2) de serem soropositivos, demonstrando a
existéncia da interagdo entre variaveis e consequentemente, a necessidade de uma analise
multivariada para esclarecer a importancia de cada fator na ocorréncia da doenga.
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Tabela 5. Modelo final da regressdo logistica para frequéncia de anticorpos da classe IgG
anti-Anaplasma marginale em vacas durante o periparto, Pesagro-Rio, Brasil, 2008-2010.

Fator Categoria OR p-valor IC 95%
Peri-parto pré-parto™ - - -
Parto 1.07 0.839 [0.552 - 2.074]
pos-parto 0.80 0.284 [0.535 - 1.200]
Sazonalidade Seca* - - -
Chuva 0.72 0.067 [0.513 - 1.023]
Racga B. taurus* - - -
F1 1.02 0.929 [0.582 - 1.807]
Girolando 1.68 0.080 [0.939 - 3.014]
B. indicus 2.41 0.012 [1.209 - 4.816]
N° Lactacao 1° lactagao* - - -
2° Lactagao 1.22 0.390 [0.776 - 1.911]
3° Lactagao 1.18 0.477 [0.740 - 1.897]
4°Lactagoes 0.87 0.577 [0.548 - 1.397]
Producao < 1500%* - - -
leiteira
>1500 < 3000 0.98 0.900 [0.621 - 1.572]
> 3000 0.219 0.000 [0.107 - 0.447]
R. microplus Leve* - - -
Moderado 1.66 0.019 [1.085 - 2.556]
Alta 2.11 0.020 [1.122 - 3.951]

OR= Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianga

Por fim, a terceira variavel que demonstrou significancia no modelo final foi a
densidade animal. No modelo simples os animais mantidos em alta densidade
apresentaram 22,3 mais chance de serem soropositivos quando comparados com animais
mantidos sob baixa densidade. Porém, no modelo final essa chance diminuiu para 3,28.

Das sete varidveis avaliadas no modelo inicial trés apresentaram significancia no
modelo final. Esses resultados demonstraram que animais B. faurus mantidos sob alta
densidade animal e consequentemente, altamente infestados por carrapatos, representam
um grupo de risco para a ocorréncia de anaplasmose. Por tanto, esses animais devem
constituir o grupo prioritariamente observado dentro de uma propriedade localizada em
area endémica para a anaplasmose.

Embora a propriedade estudada esteja localizada em uma érea de estabilidade
endémica para A. marginale, os titulos de anticorpos observados demonstraram
instabilidade para anaplasmose. Segundo D’Andrea et al. (2006), uma area de
estabilidade pode se tornar instavel por certos procedimentos de manejo como, por
exemplo, excesso de combate ao R. microplus ou mesmo quando sua populacido ¢
naturalmente escassa, provocando um baixo inoculo do agente e consequentemente baixa
imunidade. Os resultados do estudo corroboram com observagdes de D’Andrea et al.
(2006), pois o nimero de animais soropositivos entre as vacas altamente infestadas foi
significativamente (p<<0.05) maior do que entre as vacas com baixa infestagao.

O presente estudo foi realizado em rebanho fechado, onde ndo sdo introduzidos
animais de outros planteis, assim ndo houve risco de inserir no plantel um animal
parasitado por R. microplus infectado por A. marginale proveniente de area endémica ou
mesmo inserir animais provenientes de area indene, sem imunidade para o agente. Além
disso, um rigoroso controle de carrapatos pela utilizacdo de carrapaticidas ¢ adotado na
propriedade. Assim, acreditamos que a unido destas duas praticas durante anos seja uma
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das explicacdes pela baixa prevaléncia do agente. Mesmo os animais classificados com
alta infestacdo apresentaram niimero de carrapatos inferior ao observado em outras areas
endémicas (por exemplo Pacheco et al., 2004).

A suscetibilidade as doengas infecciosas geralmente ¢ um fenomeno multifatorial,
no qual caracteristicas distintas podem ser reconhecidas, entre estas esta a reatividade
imunoldgica do hospedeiro (DETILLEUX et al., 1995; ROCHE et al., 2000). Além da
gestacdo, fatores como estacdo do ano, idade, lactacdo e densidade de vetores também
demonstram afetar significativamente os valores hematologicos de vacas leiteiras
(BONIZZI et al., 2003) e consequentemente a resposta imune frente aos parasitas.

Os resultados do presente estudo corroboram dados de Rodriguez et al. (2009) que
observaram que a suscetibilidade a 4. marginale varia com a raga, sexo, idade e estado
fisiolégico do animal. Estes autores também observaram que as perdas variam de acordo
com a presenca de carrapatos, uso de acaricidas, outras doengas parasitarias ¢ uma série
de fatores diversos, incluindo a presenga de babesiose.

Embora alguns estudos tenham demonstrado diferengas nas concentragdes séricas
de globulina entre bovinos leiteiros de diferentes faixas etdrias, nenhuma diferenca foi
associada a época ou fase da gestacdo. Porém, Bonizzi et al. (1989) observaram relacao
inversa na concentracdo de globulinas no soro ¢ a gestac¢do, ¢ uma correlacao positiva foi
encontrada entre idade e niveis séricos de globulinas. Estes resultados corroboram o
presente estudo, visto que no parto a titulagdo de anticorpos foi menor, provavelmente em
funcdo da passagem passiva destes para o colostro (SASAKI el al., 1976). Além disso, a
estacio do ano também demonstra influéncia sobre a resposta imune humoral,
provavelmente em fun¢do da densidade de vetor (MAGONA et al., 2008).

O numero de vacas soropositivos para 4. marginale em fung¢do do parto esta
representado abaixo (Figura 16). Na 5* semana anterior ao parto, 25 animais
encontravam-se soropositivos (31,25%), na semana do parto seis animais (7,5%) e na
quinta semana apo6s o parto 35 animais (43,75%).

100+ EE Total de animais C—J Animais positivos
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Figura 16. Numero de animais soropositivos para Anaplasma marginale durante as cinco
semanas do pré-parto, semana do parto e durante as cinco semanas do pos parto, Pesagro-
Rio, 2008-2010.

Ha evidéncias substanciais em bovinos leiteiros que o mecanismo de defesa inata
e adquirida sdo prejudicados durante o periparto, quando a ocorréncia da doenca ¢ maior
(KEHRLI et al., 1989a; 1989b; MALLARD et al., 1998a). Moraes et al. (1997)
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quantificaram a evolug¢do das concentracdes de globulinas séricas em vacas da raga
holandesa no periodo de 28 dias anteriores ao parto até 28 dias apos o parto e observaram
uma queda nos niveis séricos de imunoglobulinas no periodo entre 14 dias antes do parto
at¢ 7 dias pos-parto. Em seguida, foi observado um aumento da concentracdo de
imunoglobulinas até atingir os mesmos niveis observados 28 dias antes do parto. A
diminui¢do da quantidade de imunoglobulinas no sangue das vacas durante o periparto
foi explicada por Sasaki et al. (1976), justificando que esse fato ocorre em funcdo da
transferéncia macica destas para o colostro no periodo que antecede o parto.

Como constatado no presente estudo, Brandom et al. (1971) notaram que o nivel
de imunoglobulinas alcanga maxima concentragdo na glandula mamaria e uma maxima
diminui¢do na circula¢do sanguinea materna 2 a 3 semanas antes do parto. Porém, ha
relato de que a transferéncia maxima de imunoglobulinas da corrente sanguinea para a
glandula mamaria ocorre na semana pré-parto (WTNGER et al., 1995).

Durante as semanas proximas ao parto foi observado uma reducdo significativa
(p<0.05) dos titulos de anticorpos da classe IgG contra 4. marginale. Observou-se efeito
quadratico do parto, indicando que duas semanas antes do parto até duas semanas apos o
parto os animais sdo altamente vulneraveis a infec¢do por 4. marginale, porém, logo em
seguida, os animais apresentam uma recuperacdo significativa dos niveis de
imunoglobulinas. Esses resultados sdo semelhantes aos observados por Pacheco et al.
(2004), que detectaram uma queda significativa nos titulos de anticorpos da classe IgG
anti-A. marginale durante o ultimo més de gestacdo em grande parte das vacas.

Em bovinos, a formacdo do colostro acontece principalmente durante as quatro
semanas que antecedem o parto, periodo no qual ocorre a migracdo das imunoglobulinas
presentes na corrente sangiiinea da mae para a glandula mamaria. O processo de
transporte ¢ seletivo, predominando a transferéncia de IgG e, mais especificamente, IgG1.
A passagem ocorre através das células alveolares e, aparentemente, estd envolvida com a
presenga de receptores na membrana das mesmas (LARSON et al., 1980).

Em bovinos de leite, provavelmente em funcdo da especializacdo, ja foi
demonstrado que a migragdo de imunoglobulinas séricas para a glandula mamaria,
durante a formacao do colostro, determina uma queda de concentragdao desta proteina na
corrente sangiliinea, nas ultimas semanas pré-parto (LARSON; KENDALL, 1957;
LARSON; HAYS, 1958; DIXON et al., 1961). Por outro lado, em vacas Nelore, este
decréscimo na concentragdo de imunoglobulinas séricas nao foi verificado (MACHADO
NETO; d'ARCE, 1979). Os autores sugerem que este fato pode estar relacionado com a
caracteristica de baixa producdo de leite desta raca, que consequentemente estaria
associada a uma menor atividade secretora da glandula mamadria, demandando uma
mobilizagdo menor de anticorpos séricos.

4.5.1 Sazonalidade

Embora durante o periodo seco tenha sido observado um menor nimero de
animais soropositivos em relagdo ao periodo chuvoso, observou-se que o animal com o
maior valor de densidade 6ptica (DO 345) pariram na estagdo seca.

Embora ndo existam muitos estudos que fagam associagdo entre variaveis
climaticas com a resposta imune contra 4. marginale, neste estudo foi possivel realizar
algumas associagcdes. A maior frequéncia de animais soropositivos durante o periodo
chuvoso pode estar associado a maior densidade do vetor. No entanto, nao foi observada
diferencga significativa (p>0.05) da soroprevaléncia de 4. marginale em funcio da estacao
do ano. Estes resultados foram diferentes dos achados de Pérez et al. (1994b) que
observaram na €poca chuvosa maior ocorréncia de casos clinicos de anaplasmose. Pérez
et al. (1994b) observaram que a soropositividade aumentou durante o periodo chuvoso,
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talvez, associada ao aumento da populagdo de vetores. Porém, no presente estudo nao foi
observada alteracdo significativa (p>0.05) da populagdo de carrapato ao longo do ano,
provavelmente em funcdo das condi¢des climaticas na estagdo seca e chuvosa terem se
mantido dentro de uma faixa ideal para a sobrevivéncia de R. microplus.

Neste estudo, embora ndo tenha sido observado diferenca entre a densidade de
vetor em fung¢do da estacdo do ano, o maior contato dos animais com o agente A.
marginale pode ser em funcdo dos animais serem mantidos sob uma maior densidade
animal neste periodo e com isso a transi¢do de R. microplus entre um animal e outro ser
maior.

4.5.2 Padrao racial

Na Australia, Wilson et al. (1980a, b) e Otim et al. (1980) ndo encontraram
nenhuma diferenca na suscetibilidade entre as espécies B. taurus e B. indicus a A.
marginale. Porém, Parker et al. (1985) observaram que animais zebuinos s3o mais
resistentes a A. marginale do que taurinos. Eles descobriram que a rickettsemia e a
depressdo sdo ligeiramente superiores nos animais B. taurus em relagdo aos B. indicus.

O estudo de Bock et al. (1997a), no qual quatro grupos de 10 bovinos (100% de B.
indicus, 50% de B. indicus, 25% de B. taurus e 100% de B.taurus) infectados com
isolados virulentos de 4. marginale, indicou que todos os genotipos foram sensiveis a
infeccdo por A. marginale. Dentre os animais, 5/10 100% B. indicus, 7/10 50% B.
indicus, 8/10 25% B. indicus ¢ 10/10 100% B. taurus necessitaram de tratamento contra
A. marginale. Os autores concluiram que se expostas a 4. marginale, todas as ragas de
bovinos estdo em risco grave de desenvolver a doenga. No entanto, quanto mais sangue
B. taurus tiver o animal maior o risco de desenvolver quadros clinicos de anaplasmose.

4.5.3 Numero de lactacoes

Todos os grupos de animais apresentaram queda significativa (p <0,05) da fracao
imunoglobulina durante o periodo estudado. Estes resultados sdo semelhantes aos
observados por Larson e Kendall (1957), Larson e Hays (1958) e Dixon et al.
(1961). Uma fonte de variacdo dos niveis de imunoglobulinas no colostro diz respeito a
experiéncia reprodutiva, sendo que as vacas primiparas geralmente produzem colostro de
qualidade inferior, tanto no que diz respeito a concentragao quanto na variedade dos
anticorpos que veicula (ELFSTRAND et al., 2002). Assim, acreditamos que vacas de 1°
lactagdo, por passarem uma menor quantidade de anticorpos via coloscro, acabam
mantendo circulante uma maior quantidade de imunoglobulinas.

Na literatura, sdo raros os trabalhos que avaliam a influéncia do numero de
lactacdes sobre a frequéncia de anticorpos contra A. marginale. Porém, Fraga et al.
(2003) observaram efeito quadratico da idade sobre a infestagdo por R. microplus. Sendo
este 0 mais importante vetor para a anaplasmose no Brasil, pode ser feito uma correlagao
direta entre a densidade de carrapatos ¢ a titulo de anticorpos.

4.5.4 Producao leiteira

A maior frequéncia de animais soropositivos foi observada nos animais de baixa
producdo, seguida pelos animais de moderada e alta producdo. Além disso, observou-se
que os animais que apresentaram reagao mais forte foram os de baixa produ¢ao, ao passo
que os poucos animais de alta produ¢do que reagiram positivamente, mantiveram-se
proximos aos valores referenciais da linha de corte.

Na literatura, a associagdo entre o desempenho leiteiro e o estado de saude das
vacas ainda nao estd bem claro. Em um estudo na Noruega, durante trés decadas, Solbu
(1983) observou aumento proporcional do numero de tratamentos vetenindrios em
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fazendas de alta e média produgdo leiteira. Em contraste, em estudo na Dinamarca,
Enevoldsen et al. (2003) ndo demonstraram, ao longo do tempo, aumento na incidéncia
de doengas em fungao da producgao leiteira.

Apbés uma vasta revisdo realizada por Erb (1987) sobre a associagdo de
caracteristicas produtivas e ocorréncia de doengas, alguns estudos epidemioldgicos, bem
como uma série de grandes estudos genéticos e fenotipicos, tém sido relatados. Embora o
colostro produzido por racas de baixa produgdo seja mais concentrado em termos de
imunoglobulinas, o volume total, em consequéncia da quantidade de colostro produzido,
¢ maior em vacas de alta produgdo. Essas diferencas sdo impostas, principalmente, pelo
volume de colostro produzido e pela capacidade seletiva das células do epitélio secretor
no transporte de IgG do sangue para o colostro (GUY et al., 1994). Segundo Besser; Gay
(1993) produgdes acima de 8 a 9 kg de colostro correlacionam-se com baixos niveis de
anticorpos nessa secrecao.

Em vacas de leite, em fungdo da especializacdo, foi demonstrado que a migragao
de imunoglobulinas séricas para a glandula mamaria, durante a formacao do colostro,
determina uma queda de concentragdo desta proteina na corrente sangiiinea, nas ultimas
semanas pré-parto (LARSON; KENDALL, 1957; LARSON; HAYS, 1958; DIXON et
al., 1961). Por outro lado, baseado em uma revisao de 11 estudos epidemioldgicos e 14 de
genética, Ingvartsen et al. (2003) encontraram pouca evidéncia que vacas de alta
produgdo tém maior risco de desenvolver doencas do que vacas de média e baixa
producao.

Embora as maiores produtoras de leite apresentem 21% a mais de custo com
saude, essas sdo mais rentaveis ao proprietario (BERTRAND et al., 1985). Neste estudo,
os autores demonstraram claramente haver a necessidade de um trabalho adicional para
determinar a influéncia genética sobre a resposta imune as doencas. Esta necessidade se
sustifica em funcdo das vacas taurinas serem as mais produtivas e possiveis interagdes
entre a genética ¢ a imunidade em estudos anteriores. Wagter et al. (2003) verificou que a
selecdao de animais através da resposta imune pode ser um saida benéfica para a satide do
rebanho, mantendo um rendimento produtivo ideal ¢ minimizando a ocorréncia de
doengas.

4.5.5 Infestacao por Ripicephalus microplus

Entre os animais com escore de infestagdo alto, observou-se que 74% destes
animais foram soropositivos, ao passo que entre os animais de médio e baixo escore de
infestagdo a frequéncia de soropositivos foi de 54% e 12%, respectivamente. Esssa
discrepancia na soropositivdade em fun¢do da densidade de vetor no animal demonstra a
importancia deste carrapato na transmissao de A. marginale.

O presente resultado corrobora Coleman et al. (2001) que observaram correlagdo
entre o aumento da densidade de infestagdo de Rhipicephalus spp. sobre os bovinos ¢ a
diminui¢do no risco de infeccdo por A. marginale. Esta tendéncia de risco de
soroconversao provavelmente estd atribuida ao aumento da infec¢do associado com a
densidade crescente carrapato, o que consequentemente esta associado com diminuigao
da propor¢ao de gado suscetivel a infeccdo por A. marginale dentro da populagdo.

E possivel que, no rebanho estudado as praticas de controle de carrapatos resulte
em baixa populacdo de vetores, insuficiente para manter constante a transmissao de 4.
marginale (MAHONEY; ROSS, 1972; PEREZ et al, 1994b; GUGLIELMONE, 1995).
Neste caso, um desequilibrio causado pela relagdo parasita-hospedeiro devido a
transmissdo infrequente cria uma condi¢do de instabilidade endémica artificial, onde
casos clinicos podem ocorrer sazonalmente coincidindo com o periodo de atividade
maxima do vetor MAHONEY; ROSS, 1972; PEREZ et al, 1980).
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Especificamente durante o periparto, Pacheco et al. (2004) observaram que os
niveis séricos de anticorpos contra A. marginale cairam e permaneceram assim por até 60
dias apos o parto. Estes mesmos autores observaram que a intensidade da infestagdo pelo
R. microplus ndo influenciou nos niveis médios de parasitemia que oscilaram entre 0,1 e
1,1%, considerados subparasitémicos e persistentes em animais portadores sdos de A.
marginale (ERIKS et al., 1989). Isso explicaria alguns surtos de anaplasmose que
ocorrem em vacas no periparto, as quais ndo foram parasitadas pelo agente e
apresentaram altos titulos de anticorpos.

4.6 Titulos de Anticorpos Tipo IgG anti-A. marginale em Funcido do Estado
Fisiologico

Foi observada influéncia significativa (p<0.05) do estado fisiologico sobre a
soropositividade para 4. marginale. A prevaléncia de A. marginale nas vacas secas foi de
30% (60/200), sendo observado aumento ndo significativo (p>0.05) para 35% (70/200)
durante a gestagdo. Porém, durante a lactacdo a soropositividade aumentou
substancialmente para 60% (120/200). Além do baixo percentual de animais
soropositivos, observou-se que estes foram pouco reativos através do ensaio
imunoenzimatico indireto (Figura 17).
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Figura 17. Numero de animais soropositivos e indices das densidades opticas dos soros
em relacdo ao linha de corte (DOx100/ linhga de corte) obtidas do ensaio
imunoenzimatico indireto para Anaplasma marginale em vacas com secas, gestantes e
lactantes, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Liberg (1977) observou que, embora as diferencas nas concentragdes séricas de
globulina nos rebanhos leiteiros, individuais e entre os grupos etarios, tenham sido
pronunciadas, ndo foram associadas com o estado fisiologico. Heuer et al. (1999) mesmo
ndo tendo avaliado diretamente a influéncia do estado fisioldgico sobre a resposta imune
humoral, verificaram relagdo inversa entre a producdo de leite e a concentracdo de
imunoglobulinas e correlagdo positiva entre os niveis séricos de imunoglobulinas e a
idade. Assim, atualmente ndo estdo claros quais fatores influenciam na concentragao de
imunoglobulinas, sendo necessario avaliar diversas varidveis como pré-analiticas na
interpretagdo das concentragdes de globulina sérica em bovinos de leite.

Ao avaliar o periparto isoladamente, observa-se que durante esta fase o nimero de
animais soropositivos para A. marginale foi significativamente inferior (p<0.05) as
demais fases. Observou-se que durante a gestagdao o animal tem 2,1 vezes mais chance de
ser soronegativo, seca 2,7 e periparto 4,5 (Tabela 6). Portanto, durante o periparto ocorre
uma reducdo dos niveis séricos de anticorpos, provavelmente devido a transferéncia
passiva destes para o colostro. Durante a lactacdo, os animais sdo mais desafiados,
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provavelmente em fung¢do de uma maior densidade animal e maior infestacdo por
carrapatos e, por isso existe um maior nimero de animais soropositivos.

Tabela 6. Avaliacdo do estado fisiologico como fator de risco para a frequéncia de
anticorpos da classe IgG anti-Anaplasma marginale por 2, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Fator de risco N P(%) Y OD  P-valor 1C95%
Estado Fisiologico
(1) Periparto*® 880 20% - - - -
(2) Seca 200 30% 8.6 0.61 0.003 [0.42 —0.86]
(3) Gestante 200 35% 19 0.48 0.000 [0.34 — 0.68]
(4) Lactante 200 60% 38 0.22 0.000 [0.12 —0.38]

* Valor referéncia, N= niimero de amostras avaliadas, P(%)= prevaléncia de soropositivos para Anaplasma
marginale, y’= qui-quadrada, OR = Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianga

Segue abaixo o modelo final da regressdo logistica multivariada para frequéncia
de anticorpos da classe 1gG contra Anaplasma marginale em vacas em fung¢ao do estado
fisiologico (Tabale 7).

Tabela 7. Modelo final da regressao logistica multivariada para frequéncia de anticorpos
da classe IgG anti-dnaplasma marginale em vacas em funcdo do estado fisioldgico,
Pesagro-Rio, Brasil, 2008-2010.

Fator Categoria OR p-valor IC 95%
Estado Seca* - - -
Fisiologico
Gestante 1.94 0.009 [1.174 - 3.231]
Lactante 5.10 0.000 [3.054 - 8.532]
Racga B. taurus* - - -
F1 2.69 0.108 [0.888 - 3.235]
Girolando 2.96 0.000 [1.634 - 5.374]
B. indicus 5.21 0.000 [2.797 - 9.707]
N° Lactacao 1° lactacao* - - -
2° Lactagdo 0.63 0.097 [0.371 - 1.086]
3° Lactagao 0.12 0.000 [0.068 - 0.243]
4°Lactagdes 0.14 0.000 [0.078 - 0.265]
Producao leiteira < 1500%* - - -
>1500 <3000 0.64 0.086 [0.392 - 1.064]
> 3000 0.37 0.001 [0.208 - 0.693]
R. microplus Leve* - - -
Moderado 0.61 0.053 [0.369 - 1.007]
Alta 0.75 0.406 [0.386 - 1.469]
Densidade Baixa* - - -
animal
Média 1.18 0.982 [0.560 - 1.889]
Alta 3.28 0.004 [2.528 - 3.219]

OR= Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianga

O modelo de regressdo logistica demonstrou que tanto a gestacdo quanto a
lactacdo influenciaram significativamente (p<0.05) na soropositividade dos animais.
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Animais Bos indicus apresentaram 5,21% vezes mais chance de serem soropositivos do
que animais B. tfaurus. Animais de 1° lactacdo apresentaram 88% mais chance de serem
soropositivos do que animais de 2° lactagdo, animais com baixa producao leiteira 63% em
relacdo aos animais de alta produg@o e animais com baixa infestagdo por carrapatos 39%
mais chance do que animais com infestacio moderada. Curiosamente os animais com
moderada infestacdo apresentaram 14% mais chance de serem soropositivos para A.
marginale do que os animais de alta infestacdo por carrapatos.

Os mecanismos de defesa inata e adquirida em bovinos estdo reduzidos durante o
periparto (MALLARD et al.,, 1998a). Esta capacidade de resposta reduzida inclui
alteragdes na imunidade sistémica e, fisicas e metabolicas da gravidez, parto e lactacao,
que contribuem substancialmente para diminui¢do da resisténcia e aumento da incidéncia
de doencas infecciosas durante o periparto. As concentragdes séricas de globulinas
podem fornecer uma indicagdo do status humoral do animal, um componente do sistema
de defesa do organismo.

Em gado leiteiro, foi encontrada influéncia genética significativa sobre os niveis
séricos de imunoglobulinas (BURTON et al ., 1989). Porém, um estudo anterior no
mesmo rebanho ndo revelou diferencas entre parametros imunoldgicos durante meados
da lactagdo sobre a producdo leiteira (KEHRLI et al., 1991b). Possivelmente, as
diferengas que existem entre as linhagens de vacas para alta producdo leiteira sdo maiores
apenas durante o periparto, quando a incidéncia de estresse e doenga sdo maiores.

Segundo Chorfi et al. (2004), embora a concentragdo média de globulinas totais e
IgG tenham sido menores em vacas lactantes do que em vacas secas, nao foi observado
diferenga significativa. O animal em lactagdo torna-se novamente suscetivel para os
efeitos da infec¢do, bem como uma significativa fonte de contaminagdo do meio
ambiente para sua prole ingénua.

4.6.1 Padrao racial

Independente do estado fisiologico, observou-se que, quanto maior o grau de
sangue B. taurus maior a suscetibilidade do animal a 4. marginale (Tabela 7). As maiores
concentragdes de anticorpos da classe IgG anti-4. marginale em todas as ragas foram
observadas durante a lactagdo. Porém, mesmo os animais B. indicus durante a lactagao
apresentaram condi¢des imunoldgicas propicias para a ocorréncia de anaplasmose.
Embora todos os animais estejam em estado de risco para ocorréncia de anaplasmose,
atencao especial deve ser dada aos animais durante o periparto, visto que os titulos de
anticorpos foram extremamente baixos. Porém, menores titulos de IgG foram observados
nas vacas B. taurus secas, sendo a frequéncia de animais soropositivos igual a 8%.

Embora tenha sido observada uma redugdo significativa do nimero de animais
soropositivos da gestagdo para o periparto, como consequéncia da transferéncia passiva
de anticorpos, observou-se aumento significativo (p>0.05) na lactagdo. Alguns animais
soronegativos durante a gestacdo tornaram-se soropositivos na lactagao.

A suscetibilidade de bovinos B. indicus e seus cruzamentos para a infecgdo com
A. marginale ¢ semelhante aos bovinos B. faurus (JONSSON et al., 2008). Em rebanhos
de bovinos B. indicus e seus cruzamentos a taxa de infec¢do de 4. marginale é reduzida
pois os carrapatos estdo menos propensos a infestar os animais pela diminui¢do do
namero de carrapatos no campo (efeito a longo prazo sobre a populagdo decorrente da
alta resisténcia do hospedeiro) e por uma menor propor¢do de carrapatos que se
desenvolvem para se alimentar em bovinos infectados e por sua vez, ser infectado
(devido a menor parasitemia) (JONSSON et al., 2008).

A frequéncia de anticorpos da classe IgG anti-A. marginale apresentou um perfil
classico em todos os grupos genéticos estudados. As titulacdes de anticorpos foram
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baixas nas vacas secas, apresentando um aumento durante gestacdo e, um decréscimo
abrupto durante o periparto. Durante a lactagdo os animais apresentaram um aumento
progressivo da titulagdo de IgG, sendo observado nesse estado fisiologico os maiores
valores.

Diversos estudos foram realizados para determinar a suscetibilidade de bovinos
Bos indicus e seus cruzamentos a infeccdo por A. marginale. Animais B. indicus
demonstraram-se sensiveis a anaplasmose (OTIM et al., 1980; PARKER et al., 1985).
Pela inoculacdo experimental, Wilson et al. (1980a, b) e Otim et al. (1980) demonstraram
que bovinos zebuinos e seus cruzamentos sdo igualmente sensiveis a bovinos taurinos a
todos os efeitos de 4. marginale. Apenas pequenas diferencas foram observadas em
resposta a infec¢do por 4. marginale entre B. indicus (Brahman) e B. taurus (Shorthorn)
(PARKER et al., 1985). Esses autores descobriram que a rickettsemia ¢ ligeiramente
superior em B. taurus quando comparado a B. indicus, mas os sinais clinicos nao diferem
entre as racas. Além disso, concluiram que reagdes graves ocorrem em ambas as ragas,
sugerindo que, em um situacdo de campo, zebuinos ndo apresentam mais resisténcia a
anaplasmose em comparacao a ragas europeias.

Porém, Bock et al. (1999¢) estudando a suscetibilidade de bovinos taurinos e
zebuinos em pastagens infestadas com R. microplus infectados com um isolado virulento
de A. marginale, observaram que embora ndo tenha havido diferenca significativa entre
racas na resisténcia a infec¢do, existiu uma consideravel variagdo na resisténcia a A.
marginale de individuos em ambas as ragas e a mortalidade foi maior em animais B.
taurus. Os autores concluiram que, A. marginale poderia infectar ambas as ragas e seus
cruzamentos, porém causa perdas mais consideraveis em ragas B. taurus.

4.6.2 Numero de lactacoes

A maior frequéncia de soropositivas foi observada em vacas primiparas (77%)
durante a lactacdo, ao passo que vacas de 3° lactagdo durante o periparto apresentaram a
menor soroconversdo (14%). As vacas primiparas apresentaram soropositividade
significativamente superior (p<0.05) aos demais grupos, com excecao das vacas de 2°
lactacdo durante a gestacdo. A partir da 3° lactacdo ndo foi observada diferenga
significativa (p>0.05) entre o nimero de animais positivos em nenhum estado fisiologico.
Para todos os grupos, a maior concentracdo de anticorpos foi observada durante a
lactagdo.

Os resultados observados neste estudo sdo semelhantes aos observados por Larson
e Kendall (1957) Larson e Hays (1958) e Dixon et al. (1961). Segundo estes autores, uma
importante fonte de variacdo dos niveis de imunoglobulinas no colostro diz respeito a
experiéncia reprodutiva, sendo que vacas primiparas geralmente produzem colostro de
qualidade inferior (ELFSTRAND et al., 2002). Assim, vacas de 1° lactagdo, por passarem
uma menor quantidade de anticorpos via colostro, acabam mantendo circulante uma
maior quantidade de Imunoglobulinas. O baixo titulo de anticorpos nos animais mais
velhos pode ser creditada a debilidade do sistema imunoldgico em funcdo da idade.

4.6.3 Producao leiteira

Observou-se que o grupo de alta produgdo leiteira apresentou menor frequéncia de
animais soropositivos para A. marginale em todos os estagios fisiologicos. Durante o
periparto, os animais de alta producdo apresentaram resultados criticos, sendo apenas 4%
dos animais soropositivos, demonstrando alto risco de anaplasmose neste grupo. Os
animais de baixa producao, embora tenham apresentado maior frequéncia de anticorpos
circulantes, mantiveram-se em condi¢do de instabilidade endémica para 4. marginale.
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As vacas com alta producdo leiteira apresentaram menores frequéncias de
soropositividade em todos os estagios fisioldgicos. Por outro lado, as vacas de baixa
producao apresentaram o maior percentual de animais soroconvertidos. Kitchenham et al.
(1975) observaram relagdo inversa entre producdo leiteira e concentracdo de
imunoglobulinas.

Besser ¢ Gay, (1994) ¢ Guy et al. (1994) observaram que, animais de alta
producdo se caracterizam, de um modo geral, por apresentarem niveis globais mais
elevados de IgG em seus colostros do que animais de baixa producdo. Em vacas de leite,
em funcdo da especializacdo, ja foi mostrado que a migragdo de imunoglobulinas séricas
para a glandula mamaria, durante a formagdo do colostro, determina uma queda de
concentracdo desta proteina na corrente sangiiinea, nas Ultimas semanas pré-parto
(LARSON; KENDALL, 1957; LARSON; HAYS, 1958; DIXON et al., 1961). Por outro
lado, Ingvartsen et al. (2003) encontraram pouco evidéncia que vacas de alta producdo
tém maior risco de desenvolver doencas do que vacas de média e baixa produgao.

4.6.4 Infestacido por Ripicephalus microplus

Entre os animais com baixa infestacao por R. microplus a maior prevaléncia de A.
marginale foi de 24% durante lactacdo. Entre os animais com alta infestagdo, tanto as
vacas secas quanto as gestantes apresentaram 100% de soropositividade e as lactantes
90%. Durante o periparto, independente do grau de infestacdo por R. microplus, as vacas
apresentram menos de 75% de positividade, tornando-se propencas a ocorréncia de casos
clinicos de anaplasmose.

Neste estudo, diversos fatores demonstraram afetar a soroprevaléncia para A.
marginale. Porém, dentre estes, o estado fisiologico ¢ a densidade de carrapatos foram os
fatores que apresentaram maior associacao. Estas observagdes sao importantes, pois a
anaplasmose ¢ uma doenga de causa multifatorial, assim a identificagdo de fatores chave
na ocorréncia da doenca ¢ de grande validade e pode fornecer subsidio para a
implementagdo de novas medidas de controle. Os valores percentuais de densidade Optica
em funcdo do estado fisiologico e infestagdo por R. microplus estdo representados na
figura abaixo (Figura 49).

O aumento da densidade de R. microplus foi associada com uma diminui¢do no
risco para a ocorréncia de anaplasmose. Esta tendéncia de risco de soroconversao
provavelmente esta associada ao aumento da transmissdo do agente para os animais do
rebanho, sobretudo para os mais jovens, os quais constituem uma imunidade celular
(COLEMAN et al., 2001).

E possivel que nos rebanhos estudados as praticas de controle de ectoparasitas
(exclusivamente acaricida e insecticidas) resultam em uma baixa popula¢do de vetor,
insuficiente para manter constante a transmissdo de A. marginale (MAHONEY; ROSS,
1972; PEREZ et al., 1994b; GUGLIELMONE, 1995). Neste caso, um desequilibrio
causado pela relagdo parasita-hospedeiro devido a transmissdo infrequente cria uma
artificial condigdo de instabilidade endémica, onde ocorrem casos clinicos sazonalmente
coincidindo com o periodo de atividade maxima dos vetores (MAHONEY; ROSS, 1972;
PEREZ et al., 1980).

A contagem do numero de Rhipicephalus appendiculatus e Rhipicephalus
(Boophilus) spp. foi utilizada por Ogden et al. (2005) para fazer associa¢do destes vetores
com a prevaléncia de varios patogenos. Segundo Swai et al. (2005) em anélises
univariada, o nimero de R. appendiculatus adulto apresentou associagdo significativa
com uma maior probabilidade de que um animal apresentasse soroconversao para A.
marginale (coeficiente = 0,039 e P <0,01). Quando esta mesma analise foi feita para R.
microplus nao foi observada associagdo significativa para este agente.

50



4.6.5 Densidade animal

Quando os animais foram mantidos em pastagem sob baixa densidade foi
observada soropositividade para 4. marginale igual a 20% (10/50), média densidade 50%
(25/50) e alta densidade 70% (35/50) (Figura 18).

Embora a soroprevaléncia para A. marginale tenha variado significativamente em
fun¢do da densidade animal, mesmo sob alta densidade, a area estudada caracterizou-se
como de instabilidade endémica. O presente estudo corrobora Rodriguez-Vivas et al.
(2004) que observaram soroprevaléncia para 4. marginale maior nos animais mantidos
sob densidade superior a 1 animal/ha (OR=10.94). Pérez et al. (1994a), consideram que a
alta densidade animal foi o fator que mais contribuiu para a alta soroprevaléncia de A.
marginale em estudos realizados na California, Sul da Nova Zelandia e Costa Rica.
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Figura 18. Numero de vacas soropositivos mantidas sob baixa, moderada e alta densidade
animal, obtidos através do ensaio imunoenzimatico indireto para Anaplasma marginale,
Pesagro-Rio, 2008-2010.

Os vetores de A. marginale, incluindo R. microplus tem uma alta probabilidade de
alimentarem-se em animais suscetiveis e, consequentemente, realizar inoculacdo de
grande quantidade de indculo quando a densidade ¢ alta (GUGLIELMONE, 1995).
Assim, embora os fatores ambientais sejam importantes para a epidemiologia da
anaplasmose (SWAI et al., 2005), esses devem ser analisados em conjunto com outros
fatores, tais como: tipo de pastagens, densidade animal, densidade de vetor e medidas de
controle.

4.7 Titulos de Anticorpos Tipo IgG anti-A. marginale em Bezerros

O numero de bezerras soropositivas variou significativamente (p<0.05) em funcao
da idade, genética e densidade de vetor (Tabela 8). Durante o primeiro ano de vida, a
prevaléncia média de animais soropositivos para A. marginale foi baixa (66%),
caracterizando este esta fase como de risco para a ocorréncia de anaplasmose. A
soropositividade dos animais recém-nascidos foi baixa (26.0%) provavelmente decorrente
dos baixos titulos de anticorpos das matrizes (31.2%) quatro semanas antes do parto.
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Tabela 8. Avaliacdo dos fatores de risco para a frequéncia de anticorpos da classe IgG
anti-Anaplasma marginale por *, em bezerros, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Fatores de risco N P(%) Y OD P-valor IC 95%
Idade

(1) 0-2 meses* 38 26.0% - - - -

(2) 3—6 meses 72 28.0% 25 2.11 0.000 [0.29 — 0.60]

(3) 7-12 meses 110 98.0% 1.7 0.01 0.192 [0.80 —2.86]

(4) 18-24 meses 70 89.0% 63 0.09 0.000 [0.13-0.31]
Grau de sangue

(1) Bos indicus* 69 91.7% - - -

(2) Mesticos 69 66.7% 2.1 5.51 0.000 [2.14 - 5.16]

(3) Girolandos 56 72.9% 12.4 4.08 0.000 [1.50 —5.20]

(4) Bos taurus 68 33.3% 16.9 22.00 0.000 [1.57 —4.00]
R. microplus

(1) Leve* 198 68% - - - -

(2) Moderado 80 75% 1.5 0.69 0.217 [0.36 — 1.28]

(1) Alta 20 75% 0.5 0.70 0.492 [0.18 —2.11]

* Valor referéncia, N= niimero de amostras avaliadas, P(%)= prevaléncia de soropositivos para Anaplasma
marginale, ¥*= qui-quadrada, OR= Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianca

No terceiro e quarto més de idade observou-se uma reducao significativa (p<0.05)
da titulo de anticorpos circulantes (7.8%), sendo que nestes meses existiu 32.7 vezes mais
chances dos animais serem soronegativos para A. marginale do que nos dois primeiros
meses de idade. Apds um periodo de baixa concentragdo de anticorpos circulantes,
observou-se um aumento significativo (p<0.001) a partir do quinto més, sendo que entre
o 7-12 meses de idade, existiu 10 vezes mais chances de serem soropositivos do que os
animais entre trés e seis meses.

Quanto ao fator genético, observou-se influéncia direta na titulo de anticorpos.
Durante o primeiro ano de idade, as bezerras B. taurus possuiram 16.9 vezes mais
chances de serem soronegativas para A. marginale do que as bezerras Bos indicus. Entre
os mesticos, ndo foi observada diferenca significativa (p>0.05) nos niveis de anticorpos
circulantes. O escore de infestagdo por R. microplus ndo apresentou relagdo direta com a
frequéncia de animais soropositivos, embora os animais menos parasitados tenham
apresentado maior frequéncia de soronegativos.

Segue abaixo o modelo final da regressao logistica multivariada para a frequéncia
de anticorpos da classe IgG contra A. marginale em bezerras (Tabela 9). A idade
demonstrou ser uma variavel importante na prevaléncia de anticorpos contra A.
marginale, sendo os animais entre os trés e seis meses de idade mais soropositivos.
Animais B. taurus apresentaram 36.2 vezes mais chances de ndo possuirem anticorpos
contra A. marginale, deste modo, s3o mais vulneraveis a anaplasmose. Por fim, animais
com infestagdo moderada e alta apresentaram 2.7 ¢ 3.4 vezes mais chances de serem
soropositivos do que animais com baixa infestagao.
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Tabela 9. Modelo final da regressdo logistica para a frequéncia de anticorpos da classe
IgG anti-Anaplasma marginale em bezerras, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Fator Categoria OR p-valor IC 95%
Idade 0—2* - - -
3-6 0.06 0.000 [0.016 - 0.236]
7-12 0.54 0.361 [0.148 - 2.005]
18 —24 0.50 0.300 [0.135 - 1.853]
Raga B. taurus* - - -
FI 4.60 0.000 [1.908 - 11.091]
Girolandos 7.50 0.000 [2.684 - 20.973]
B. indicus 36.20 0.000 [10.673 - 22.872]
R. microplus Leve* - - -
Moderado 2.70 0.000 [11.920 — 22.080]
Alta 3.44 0.000 [24.081 — 84.780]

OR= Odds ratio, IC 95%= intervalo de confianga

4.7.1 Idade

A soroprevaléncia foi maior nos animais mais velhos, corroborando com esutdos
anteriores realizados no Brasil ¢ Costa Rica (PEREZ et al., 1994b). Animais jovens
provavelmente sdo infectados cedo, mas a falta de reinfestagdo constante torna os adultos
suscetiveis a anaplasmose. Desta forma, a soroprevaléncia foi menor em animais adultos,
os quais apresentaram casos clinicos mais evidentes. E importante esclarecer que na
propriedade estudada animais mais jovens ndo sdo expostos a infestagdo por carrapatos,
pois sao mantidos em estabulos até os 30 dias de idade.

A idade é um fator determinante para a imunidade dos animais para 4. marginale,
uma vez que os animais jovens sdo mais resistentes a infec¢do primaria (MAHONEY;
ROSS, 1972; KOCAN et al., 2003). Segundo Mahoney e Ross (1972), se pelo menos
75% dos bezerros foram expostos a infec¢do entre 6 a 9 meses de idade, a incidéncia da
doenca sera muito baixa e um estado de estabilidade endémica natural existira.

A soroprevaléncia de 4. marginale aumenta com a idade (MALOO et al., 2001;
TEMBUE et al., 2011). Madruga et al. (1985) observaram em seus estudos que, trés dias
apos o nascimento 36% dos bezerros sdo soronegativos para anticorpos anti-A. marginale,
com reducdo para 13.3% aos 15 dias de vida. Esses autores relataram que as primeiras
riquetsemias foram observadas a partir dos 30 dias de idade, sugerindo uma primo-infec¢ado
nos primeiros dias de vida. Neste mesmo estudo, as maiores riquetsemias foram observadas
entre 60 e 120 dias de vida.

Segundo Melo et al. (2001), mais de 90% dos bezerros apresentam anticorpos anti-
A. marginale antes dos 30 dias de idade, sendo que, dos trés aos cinco meses, estes valores
caem até atingirem um minimo de 13,6% e a partir dos seis meses de idade, por conta da
primo-infeccdo mais de 96% tornam-se positivos novamente. Na Tanzania, a
soroprevaléncia para A. marginale variou de acordo com a idade, demonstrando um
declinio durante as primeiras 18 semanas de vida (SWAI et al., 2005). Neste mesmo
estudo, a soroprevaléncia para 4. marginale em bezerros de trés semanas de idade foi de
57%, entre 11 e 18 semanas 10% e para animais com idade superior a 18 semanas a
prevaléncia variou de 18% a 41% dependendo da época do ano. Estes resultados sugerem
um declinio nos anticorpos maternais a partir das trés semanas de idade.

E importante esclarecer que, neste estudo como na maioria das propriedades,
animais mais jovens ndo sdao expostos a infestacdo por carrapatos pois sdo mantidos em
estabulos. Assim, a idade ¢ um fator determinante na imunidade dos animais para 4.
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marginale, uma vez que os animais jovens sdo mais resistentes a primeira infec¢ao
(MAHONEY; ROSS, 1972; KOCAN et al., 2003).

Em estudo epidemioldgico realizado em Mozambique, Tembue et al. (2011)
observaram que a frequéncia de soropositivos com relacao a faixa etaria foi de 63,2%,
80,0%, 83,1% e 77,3% para animais com menos de 12 meses, de 12 a 24 meses; de 24 a
36 meses e com mais de 36 meses de idade, respectivamente. Os resultados demonstram
que como no presente estudo, a idade ¢ um importante fator epidemioldgico para avaliar a
soroprevaléncia de 4. marginale em rebanhos bovinos.

4.7.2 Padrao racial

A genética demonstrou influéncia direta na concentragdo de anticorpos da classe
IgG contra A. marginale em bezerros durante o primeiro ano de vida. Animais B. taurus
foram siginificativamente (p<0.05) mais suscetiveis do que animais B. indicus e seus
cruzamentos. Entre os mesticos, F1 ¢ Girolandos, ndao foi observada diferenca
significativa (p>0.05) na soroprevaléncia de A. marginale.

O estudo de Bock et al. (1997a), no qual quatro grupos de 10 bezerros (100% de
B. indicus, 50% de B. indicus, 25% de B. taurus ¢ 100% de B.taurus) infectados com
isolados virulentos de 4. marginale, indicou que todos os genotipos sdo sensiveis a
infeccdo por A. marginale. Dentre os animais, 5/10 100% B. indicus, 7/ 10 50% B.
indicus, 8/10 25% B. indicus € 10/10 100% B. taurus necessitaram de tratamento contra
A. marginale. Os autores concluiram que, se expostas a 4. marginale, todas as racas de
bovinos estdo em risco grave de desenvolver a doenga. Porém, quanto mais B. taurus for
o animal maior o risco de desenvolver quadros clinicos de anaplasmose.

4.7.3 Infestacao por Riphicephalus microplus

Todos os bezerros apresentaram-se na zona de instabilidade endémina ou zona
marginal, sendo assim, a propriedade ¢ altamente propensa a ocorréncia de surto de
anaplasmose. Observou-se que os animais com escore de infestacdo leve foram mais
susceptiveis a ocorréncia de anaplasmose, pois a titulo de anticorpos destes eram
significativamente mais baixa durante todo o estudo.

Neste estudo, a instabilidade enzodtica pode ser consequéncia de um desequilibrio
causado na relagdo parasita-hospedeiro devido ao baixo parasitismo ou a transmissao
infrequente do agente, criando uma artificial condi¢ao de instabilidade endémica. Assim,
poderdo ocorrer casos clinicos caso a taxa de inoculacdo do agente aumente
(MAHONEY; ROSS, 1972; PEREZ et al., 1980b).

Mesmo os animais considerados com alto grau de infestacdo neste estudo (acima
de 31 carrapatos/animal) apresentaram soropositividade inferior ao relatado na literatura
para bezerros em area endémica para anaplasmose (MADRUGA et al., 1985; ARAUJO
et al., 1998; SOUZA et al., 2000a). Porém, como os demais estudos epidemiologicos
referentes a soroprevaléncia de 4. marginale ndo avaliam o grau de infestagdo por
carrapatos, ndo ¢ possivel afirmar que a instabilidade da regido ¢ consequéncia da baixa
infestacao dos animais.

No estado do Parand, Pacheco et al. (2004) observaram que a infestagdo por R.
microplus ndo influenciou os niveis parasitémicos, tendo estes oscilado entre zero e 1.1%
durante o periodo experimental. Porém, segundo os mesmos autores, ficou evidente que a
infecg¢ao natural dos bezerros foi dependente da queda dos niveis de anticorpos colostrais
e exposicao gradativa aos carrapatos observados nesses animais.

Segundo Pacheco et al. (2004), o equilibrio entre o parasita e o hospedeiro
depende também de um equilibrio perfeito na natureza, sobretudo referente as mais
importantes espécies de vetores. Embora a epidemiologia e as condi¢des ambientais que
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favorecem ou desfavorecem o ressurgimento da doenca sejam bem conhecidas, estudos
regionais demonstram que pequenas alteragdes de manejo envolvendo os bezerros e os
animais adultos podem provocar diferengas significativas na dindmica da infecc¢do
PACHECO et al., 2004).

4.7.4. Relacao dos titulos de anticorpos nas matrizes e nos bezerros

A soroprevaléncia para 4. marginale nas vacas foi de 40% (8/20) 30 dias antes do
parto, 10% (2/20) no dia do parto e 65% (13/20) 30 dias apos o parto e nos bezerros foi
de 40% (8/20) apds o nascimento e ingestdo do colostro, 40% (8/20) 60 dias apds o
nascimento ¢ 10% (2/20) 120 dias ap6s o nascimento (Figura 19).
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Figura 19. Nuimero de animais soropositivos obtidos através do ensaio imunoenzimatico

indireto para Anaplasma marginale em vacas durante o periparto e bezerros recém
nascidos, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Os niveis séricos de imunoglobulinas necessarios para conferir prote¢do aos
bezerros recém-nascidos sao diretamente influenciados por fatores ambientais e pela
carga de patdgenos a qual as matrizes sao expostas (HOPKINS et al., 1984). De fato, a
concentracdo de imunoglobulinas no colostro ¢ o fator mais importante a se considerar
para avaliar a eficdcia da transférencia de imunidade passiva. Obviamente, se a
concentracdo sérica de imunoglobulinas nas vacas for baixa, menor serd a qualidade do
colostro, sendo necessario ingestacdo de maior volume por parte dos bezerros
(QUIGLEY et al., 1995).

O tranferéncia de anticorpos circulantes para a glandula mamaria é uma etapa
fundamental para a formagao de um colostro de qualidade e, consequentemente, para a
constru¢do de imunidade passiva dos bezerros (LARSON et al., 1980). Foi observado
que embora as vacas tenham apresentado baixa soropositividade para A. marginale
durante a formac¢ao do colostro, a transferencia de IgG foi eficiente, pois os niveis de IgG
nas matrizes antes do parto ndo diferiram estatisticamente (p>0.05) dos niveis dos
bezerros apos a ingestao do colostro. Baixas concentragdes de IgG no colostro sdo fatores
de limitagdo importantes para o sucesso da transferéncia passiva de imunidade para
bezerros (BESSER et al., 1991). O bezerro bovino nasce em um estado
agamaglobulinémico e depende da transferéncia passiva de imuniglobulinas do colostro
para o inicio de sua imunidade humoral passiva (PRITCHETT et al., 1991). Bezerros
com falha de transferéncia passiva colostral de imunoglobulinas estdo em maior risco de
morbidade e mortalidade por doengas infecciosas (PRITCHETT et al., 1991).

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
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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 numero de animais sorologicamente negativos
aumentou aos 30 dias e atingiu valores méaximos aos 60 dias, sugerindo que em torno de
60 dias de idade ha uma populagdo de bezerros com risco potencial de contrair a infec¢ao
e apresentar sinais clinicos da doenga. Nesse trabalho, esse periodo critico foi semelhante
ao observado por Pacheco et al. (2004), superior aos 120 dias de vida, onde podemos
observar o menor nimero de animais soropositivos em ambas as propriedades.

Neste estudo, observou-se que 80% das bezerras B. taurus, assim como as F1
foram soronegativas (4/5) para A. marginale mesmo apods a ingestdo do colostro. Por
outro lado, nas bezerras B. indicus a soropositividade foi de 80% (4/5) e nas girolandas
60% (2/5) (Figura 20).
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Figura 20. Nimero de animais soropositivos obtidos através do ensaio imunoenzimatico
indireto para Anaplasma marginale em bezerros apods a ingestdo do colostro, segundo o
grupo genético, Pesagro-Rio, 2008-2010.

Estes resultados refletem a concentragdo de IgG contra 4. marginale nas matrizes
em funcdo do grupo genético pois, vacas B. taurus foram mais susceptiveis, deste modo
tranferiram menor quantidade de anticorpos atrvés do colostro. A concentragdo de IgG no
colostro de vacas B. taurus (Holandesas) ao parto ¢ relativamente baixa quando
comparada com as de outras ragas, o que exige a ingestdo de grande volume de colostro
para que os bezerros apresentem uma massa protetora de imunoglobulinas (BESSER et
al., 1991).

Em fun¢do das concentracdes de IgG1 nas secrecdes lacteas de vacas Holandesas
serem normalmente elevadas (BRANDON et al.,, 1971), baixas concentragdes de
imunoglobulinas sericas nas vacas no pré-parto pode resultar da diminuicdo da
transferéncia de IgG em secregdes durante os tltimos 3 a 10 dias de gestagao (SASAKY
et al.,, 1976). A redugdo na concentragdo de IgG nas secre¢cdes mamarias durante os
ultimos 3-10 dias de gestacdo pode ser efeito dos glicocorticéides (BRANDON et al.,
1975), inibindo o transporte seletivo de IgGl em secre¢des mamarias.
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5 CONCLUSOES

As variaveis padriao racial, estado fisioldgico, produgdo leiteira, numero de
lactacdes, idade e taxa de lotacdo como importantes indicadores de risco epidemiologico
para altas infestacdes por Rhipicephalus microplus;

A diferenca do grau de infestacdo dos animais por Rhipicephalus microplus,
sugere que a forma mais adequada de controle de carrapatos em rebanhos heterogéneos
seja a tratamento seletivo com base em estudos epidemiologicos.

As varidveis: padrdo racial, estado fisiologico, producdo leiteira, nimero de
lactagdo, idade, densidade animal e infestagdo por Rhipicephalus microplus foram
indicadores de risco para a ocorréncia de anaplasmose;

A frequéncia de IgG anti-Anaplasma marginale em bezerros recém nascidos e
diretamente proporcinal aos niveis circulantes de anticorpos nas matrizes quatro semanas
antes do parto. Assim, mensuracao dos niveis de anticorpos em matrizes no tergo final da
gestacdo pode ser uma medida adequada para verificar o estatus imunologico dos
bezerros recém nascidos;

Embora localizada em uma regido de estabilidade endémica para Anaplasma
marginale, a propriedade foi caracterizada como instavel. Por esta razdo, sugere-se que
durante estudos epidemiologicos de anaplasmose, cada fazenda seja considerada como
uma '"unidade epidemiolédgica", onde inumeros fatores de risco possam influenciar
diretamente na frequéncia do agente no rebanho.
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7 ANEXOS

A — Ensaio de Imunoadsorciao Enzimatico anti-Anaplasma marginale

I.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

Sensibilizar a placa (Nunclon surface) com o antigeno na concentracdo 6tima de
12 pg/mL, diluindo-o em tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6. Colocar 100
uL/pocinho, exceto no branco da placa;

Incubar as placas sensibilizadas por 12 horas em camara umida (4°C — geladeira);
Lavar as placas 3 vezes com PBS Tween 20. Secar bem as placas apds a lavagem;

Bloquear com solugdo PBS Tween 20 + 6% de leite em pd (Molico), colocando
200 uL/pocinho;

Incubar as placas em camara umida, a 37°C, durante 1 hora e 30 minutos;
Lavar as placas 3 vezes com PBS Tween 20. Secar bem as placas apos a lavagem;

Diluir os soros em PBS Tween 20 + 5% de soro normal de coelho (ou leite em pd
Molico), na diluigdo de 1:400. Colocar 100 uL/pocinho;

Incubar as placas em camara timida, a 37°C, por 1 hora e 30 minutos;
Lavar as placas 3 vezes com PBS Tween 20. Secar bem a placa.

Adicionar o conjugado anti-bovino diluido em PBS Tween 20 + 5% de soro
normal de coelho, colocando 100 pL/pocinho. Conjugado Sigma diluigdo 1:
30.000 (anti-bovino IgG alkaline phosphatase conjugate). *diluicdo conforme
recomendacao do fabricante

Incubar as placas em camara umida, a 37°C, por 1 hora e 30 minutos;
Lavar as placas 3 vezes com PBS Tween 20. Secar bem a placa;

Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o paranitrofenilfosfato (pNPP),
colocando 100 pL/pocinho. Diluir 2 comprimidos do substrato (5mg cada
comprimido) em 10 mL de tampao dietanolamina pH 9,8. Usar frasco escuro ou
enrolar em papel aluminio. Cuidado ao usar a multicanal, pois podera faltar
substrato nos ultimos pocinhos;

Incubar a placa e esperar a reagdo por 30 minutos a temperatura ambiente;

Fazer leitura da placa com filtro de 405 nm.
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B - Solu¢des ultilizadas no ELISA

PBS TWEEN 20 ou 80 pH 7,4 - 0,01M
Preparar as 3 solu¢des-mae separadamente (1 L cada): Na,HPO4 (0,2M), NaH,PO4
(0,2M) e NaCl (1,4M).

Solucgao-uso (PBS Tween 20 ou 80)

Solu¢do-mae 1X 2X
Na,HPO4 (0,2M) 28,39 g (anidro)
ou ou 40,5 mL 81 mL
NazHPO4 X 7H20 53,61g
NaH,PO4 (0,2M) 27,6 g 4.4, mL 8,8 mL
NacCl (1,4M) 81,82 g 100 mL 200 mL
1L 1L 2L

Antes de completar o volume para 1 L da solu¢do-uso, adicionar 0,5 mL de Tween 20 ou
80 e verificar o pH.

Tampao dietanolamina (pH 9,8)

*Dietanolamina (USAr [UVAS).......c.cevveeciierieeiieieeiie e 20 mL

FMECL ANIATO QUi e 0,02 g
MECL X OHO et 0,04 g

*agua destilada.........oooiiiiiiiiie e 200 mL

Acertar o pH com HCI 5N e colocar 0,2 mL de azida sodica (NaNs) 10%.

Tampao Carbonato-Bicarbonato de soédio (pH 9,6), valido por 1 més

N8.2CO3 ................................................................................................... 0,3975 g
NAHC O3 ettt e e e e e e et e eeeeeeeeeeeaanaas 0,7325 g
NANG 100, et e e e e e et e e e e e e e 0,5 mL
AGUA AESHIAAA. ...t 250 mL

Acertar o pH com 4cido citrico 1N.
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