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RESUMO

Anaplasma marginale é o mais prevalente patégeno transmitido por carrapatos em
bovinos nas regides tropicais e subtropicais do mundo, responsavel por alta morbidade e
mortalidade em bovinos nas regides temperadas, subtropicais e tropicais. Anaplasma
marginale é uma Rickettsia intracelular obrigatério, podendo ser transmitidas
biologicamente por carrapatos, mecanicamente por moscas hematéfagas e sangue
infectado em fémites, e, menos comumente, por via transplacentaria. Foram analisados
esfregago sanguineo de 200 animais da raca Nelore, com idade média de dois anos e
criados a pasto com suplementacéo no cocho. Os animais apresentavam todas as vacinas
(aftosa, brucelose, carbunculo e raiva) em dia e vermifugacdes em dia. Durante a primeira
visita a propriedade, algumas observacbes foram realizadas: (i) presenca de dipteros
hematdfagos em alta populacdo e baixa populacdo de carrapatos; (ii) animais magros,
mucosa hipocorada e ictérica; (iii) alguns animais estavam prostrados e as fezes em
aspecto de sibalas. Assim, foi coletado sangue de 200 animais com sinais clinicos do lote
afetado (total de 480 animais), dos quais 90% (180/200) mostraram-se positivos para A.
marginale no esfregaco sanguineo. Posteriormente, 10 amostras positivas no esfregaco
sanguineo foram submetidas a PCR para o gene msp5 do A. marginale, onde 100%
(10/10) apresentaram resultado positivo. Adicionalmente, 12 animais vieram a 6bito no
decorrer do surto. Apds o diagndstico parasitolégico confirmatério, todos os animais
foram medicados com drogas a base de tetraciclina ou oxitetraciclina. Adicionalmente,
observou-se a necessidade de emprego da terapia de suporte a base de transfuséo
sanguinea nos animais clinicamente doentes. Os animais apresentaram recuperacao

clinica satisfatdria, reduzindo a mortalidade e os animais voltaram a ganhar peso.

PALAVRAS-CHAVE: Anaplasma marginale, Nelore, Surto

SUPORTE FINANCEIRO: UFVIM, FAPEMIG



1 INTRODUCAO

Anaplasmose bovina é uma infeccdo causada por bactérias da familia
Anaplasmataceae, onde A. marginale (THEILER, 1910) é a espécie mais patogénica e a
Anaplasma centrale (THEILER, 1911) tem menor importancia na medicina veterinaria.
Anaplasma marginale esta extensamente distribuida em regido tropicais, subtropicais e
temperadas do mundo (PALMER, 1989). E o patégeno transmitido por carrapatos mais
prevalente do mundo, presente nos seis continentes causando uma alta morbidade e
mortalidade nos rebanhos bovinos (KOCAN et al., 2010). Grande parte do Brasil pode
ser classificado como uma éarea de estabilidade endémica para a ocorréncia de
anaplasmose bovina, mas ainda possui locais que possuem caracteristicas, que levam a
ser instaveis. A prevaléncia varia de acordo com a localizagdo, com baixos indicies de
16,3% na zona semiarida do estado de Sergipe (OLIVEIRA et al., 1992) chegando a quase
100% no estado do Rio de Janeiro (SILVA et al., 2014). Uma pesquisa soroldgica
realizado no estado de S&o Paulo, mostrou que 98% dos bovinos foram positivos para A.
marginale (ANDRADE et al., 2004).

Anaplasma marginale € um patdgeno que também pode ser transmitido
mecanicamente por moscas hematofagas ou fémites com sangue infectado e, menos
comumente, de forma transplacentaria, (DUMLER et al., 2001; KOCAN et al., 2010;
AUBRY & GEALE, 2011). Pertence a ordem Rickettsiales, (DUMLER et al., 2001),
trata-se de uma bactéria gram negativa, intracelular obrigatdria, que parasita geralmente
os eritrécitos. Essa rickettsia apresenta-se como corpusculos intraeritrocitarios,
visualizados em microscopia Optica como pequenos pontos escuros, de localizacao
periférica, variando entre 0,1um a 0,8um (FARIAS, 1995).

O carrapato, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, é o principal vetor biologico
de transmissdo da A. marginale (MARTINS & CORREA, 1995). Neste sentido, existem
trés condigbes que devem ser observadas no momento da implantacéo da pecuéaria bovina
em uma dada regido, para um controle racional da anaplasmose: (i) areas livres de doencas
transmitidas por carrapato, onde os bovinos ficam susceptiveis as doencas; (ii) &reas de
instabilidade enzodtica, onde o clima néo é favoravel ao desenvolvimento de carrapatos,
mas, ocorre infestacdes temporarias em populacdes de risco; (iii) areas de estabilidade
enzodtica, onde os prejuizos causados pelo carrapato sdo maiores que pelos patdgenos
gue os mesmos transmitem (ARTECHE, 1992).



Os sinais clinicos notados resumem-se em ictericia, dispneia, taquicardia, febre,
fadiga, sialorreia, diarreia, miccdo frequente, anorexia, perda de peso, aborto (RISTIC,
1981; ALDERINK & DIETRICH, 1983; BABET, 1995), podendo levar o animal 2 morte em menos
de 24 horas (FARIAS, 1995). Mas esses sinais clinicos ndo sdo especificos, sendo preciso o diagnostico
diferencial para outras parasitoses. O diagnéstico anatomopatoldgico realizado através da necropsia,
permite observar as alteragBes presentes no animal, podendo essas alterages macroscdpicas estar
associadas a cepa envolvida e a susceptibilidade individual do animal. As alteragBes mais comumente
observadas sdo: sangue menos VisCoso e aguoso, mucosa e serosa ictéricas, hepatoesplenomegalia,
distenséo da vesicula biliar com bile grumosa, (FAO, 1993; FARIAS, 1995). Na fase aguda da infeccéo,
quando est com alta carga parasitaria, Anaplasma spp. € facilmente detectado nos eritrécitos dos bovinos,
através da técnica de esfregaco sanguineo delgado corados pelo corante Giemsa (FAO, 1993; FARIAS,
1995). Mas quando o animal se recupera da alta carga parasitaria, tornando-se portadores, com baixa
parasitemia, o diagnéstico diminui a sensibilidade. Entdo deve-se escolher técnicas de diagndstico mais
sensiveis e especificos, como por exemplo a reacdo da cadeia em polimerase (PCR).

Poucos casos foram relatados sobre surto de anaplasmose em gado nelore, sobretudo adulto.
Assim, 0 presente estudo tem o objetivo de investigar as causas associadas ao surto, desde 0 manejo do

dos animais até as formas de transmiss&o do A. marginale.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Anaplasma marginale

Segundo Farias et al., (1995), A. marginale se caracteriza em formas de
corpusculos intraeritrocitarios, que sdo observados em microscopia Optica como
pequenos pontos enegrecidos, na periferia do eritrécito, variando seu tamanho entre
0,1um a 0,8um. No microscopio, sdo observados no mesmo plano dos eritrocitos e
guando sdo observadas proximos a rompe-los, parecem estar em vacuolo formadas em
sua membrana. Geralmente é a forma mais facil de diagnosticar, pois proximo a romper

0 eritrocito, alcancara seu maior tamanho.

2.2 Ciclo Bioldgico Anaplasma marginale



Anaplasma marginale é uma rickettsia que realiza multiplicagdo nas células do
epitélio intestinal dos carrapatos, onde a infeccdo do mesmo pode ocorrer na forma
interestadial, em qualquer estadio. O ciclo de desenvolvimento do A. marginale é
complexo e coordenado com o ciclo de alimentacdo do carrapato (KOCAN, 1986;
KOCAN et al., 19923, b). A alimentacdo do carrapato por eritrocitos infectados é a
principal fonte de infecgdo das suas células intestinais. Apds o desenvolvimento inicial
no intestino, outros tecidos sdo infectados, incluindo as glandulas salivares que é a
principal fonte por onde A. marginale serd transmitido ao gado durante o repasto
sanguineo do carrapato (GE et al., 1996; KOCAN, 1986; KOCAN et al., 2004a). O
desenvolvimento nos tecidos do carrapato ocorre dentro de vacuolos ou coldnias
(KOCAN et al., 2004a). A primeira forma do A. marginale observada nessas colonias é a
forma reticulada (vegetativa) que se divide por fissdo binaria, formando grandes vacutolos
com centenas de organismos. A forma reticulada converte para conformagéo densa, na
qual é a forma ativa de infeccao e pode sobreviver fora do hospedeiro por tempo limitado.

Depois que o carrapato faz a inoculacdo do patdégeno na corrente sanguinea do
hospedeiro, os corpusculos iniciais se aderem aos eritrocitos, esses corpusculos inicias
maturam e rompem a membrana do eritrdcito, causando a lise, entdo migram para outros
eritrécitos para realizar a multiplicacdo. Apds a infeccdo eritrocitica ser detectada, o
namero de eritrécitos parasitados aumenta de forma exponencial, até a morte do animal
ou quando sistema imune do animal consegue controlar a infeccdo. O periodo de
incubacdo da anaplasmose varia de 21 a 45 dias (KESSLER & SCHENK, 1998).

2.3 Formas de Transmissao

A tranmissdo de A. marginale pode ocorrer mecanicamente por moscas
hematdfagas ou fomites infectados e biologicamente por carrapatos (DIKMANS, 1950;
KOCAN, 1986; KOCAN et al., 2003, 2004a).

A transmissdo mecanica por fomites ocorre através de equipamentos,
contaminados com sangue infectado, usados diariamente no manejo do rebanho, neste
caso as agulhas tém maior relevancia na contaminacgéo, pois essas sdao compartilhadas
para administracdo de fA&rmacos e vacinas. Tem sido relatado a transmissdo mecanica por
dipteros hematdfagos do género Tabanus spp. e Stomoxys spp. (EWING, 1981; FOIL,
1989; POTGIETER, 1979).



Aproximadamente 20 espécies de carrapatos realizam a transmissdo bioldgica do
A. marginale (DIKMANS, 1950; EWING, 1981; KOCAN et al., 2004), sendo que 0
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tem maior importancia no Brasil. A transmissédo
para 0 bovino, normalmente ocorre de estagio para estagio, sendo que 0s carrapatos
machos, por serem mais moveis e viverem mais tempo sobre o animal, sdo considerados

mais importantes na transmissao da anaplasmose (KESSLER et al., 1998).

2.4 Epidemiologia

A anaplasmose bovina ocorre em areas de ambiente tropical e subtropical
(PALMER., 1989) e a doenca é uma das principais restricbes da producdo de gado em
muitos paises. No Brasil, a associacdo entre a populacdo de R. (B.) microplus e dipteros
hematdfagos com a anaplasmose bovina estabelece duas situacdes epidemioldgicas. A
primeira é observada nas regiGes onde possui uma instabilidade sazonal na populagéo de
vetores, devido as condic¢des climaticas ou por estratégias inadequadas no controle de
ectoparasita (ARAUJO et al., 2003). Essas condiges, leva o rebanho a um longo periodo
sem contato com o agente e quando se infectam novamente com o A. marginale,
apresentam sintomatologia clinica aguda, com altas taxa de mortalidade. Essas condi¢des
levam a um cenario epidemioldgico de instabilidade enzodtica (RIBEIRO et al., 1984;
OLIVEIRA et al., 1992). O segundo cenario epidemiol6gico ocorre em areas endémicas,
onde a populacdo de vetores esta presente durante todo ano. Nessas regides, o rebanho
apresenta maior resisténcia a infeccdo, pois o0 sistema imune gerou resposta contra A.
marginale, ao serem infectados nos primeiros meses de vida quando ainda estdo
protegidos pelos anticorpos colostrais, e passam a ser portadores (ARAUJO et al., 2003).
N&o é esperado surtos e nem altas taxas de mortalidade nestas areas (RIBEIRO & REIS,
1981; SOUZA et al., 2000). Esses animais se tornam persistentemente infectado, com
baixa parasitemia, servindo de reservatorio para o patdgeno (ERIKS et al., 1989).

2.5 Alteracdes clinicas

A anaplasmose possui formas clinicas superaguda, aguda e crdnica/persistente
(RISTIC, 1981; MARTINS & CORREA, 1995), conforme a carga bacteriana infectante,
estado imunoldgico do animal e capacidade patogénica da cepa envolvida. Durante a fase

aguda h& um indicio de resposta autoimune, o que caracteriza a anemia (CARSON &
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BUENING, 1979), um dos principais sintomas da doenga. Os principais sinais clinicos
observados sdo ictericia, dispneia, taquicardia, febre, fadiga, lacrimejamento, sialorreia,
diarreia, miccdo frequente, anorexia, perda de peso, aborto, &s vezes agressividade
(RISTIC, 1981; ALDERINK & DIETRICH, 1983; BARBET, 1995), outro sinal que
também pode ser caracteristico sdo as fezes secas e em formato de sibalas.

Na anaplasmose, a anemia progressiva ocorre a destruicdo extra vascular dos
eritrocitos no baco e na medula 6ssea. Inicialmente, a anemia € normocitica evoluindo
para macrocitica, com hiperplasia de medula dssea, reticulocitose, aumento do volume
celular médio (THRALL, 2004) e da fragilidade osmdtica das hemacias (BAKER et al,
1960). Os eritrcitos parasitados sdo removidos em poucos dias, reduzindo em até 80% o
namero de hemécias. Os eritrocitos velhos sdo fagocitados e destruidos continuamente
pelos macrdfagos. Essa anemia leva o animal a quadros de hiperventilagédo, que pode estar
associado com quadros de pneumonia, pois a hiperventilagdo aumenta o contato com
particulas e microrganismos do ambiente. A ictericia hemolitica ou pré-hepaticas ocorre
por uma destruicdo excessiva de eritrdcitos, resultando num aumento do complexo
bilirrubina-aloumina no sangue, excedendo a capacidade excretora do figado
(FERREIRA NETO, et. al. 1978). A ictericia obstrutiva ou pos-hepéticas caracteriza-se
por uma obstrucdo pos-hepética, impedindo o fluxo normal da bile (FERREIRA NETO,
et. al., 1978). Retida em qualquer local nas vias biliares, grande parte dela é reabsorvida
na corrente sanguinea. Parte desse fluido sofre desidratacdo sendo precipitado no tecido
em forma de pigmento biliar. A ocorréncia de febre é descrita como um sinal clinico
frequente na anaplasmose, especialmente durante o periodo de aumento da parasitemia,
embora ndo ocorra em todos os casos (LOSOS, 1986; RICHEY, 1993).

2.6 Alteracdes hematoldgicas

Os sinais clinicos da anaplasmose, evidentes em animais susceptiveis, ndo sdo
patognomdnicos, sendo necessario o diagnostico diferencial de outras enfermidades. Mas
como caracteristica importante, destaca-se a anemia, que no pico da enfermidade, a queda
do hematdcrito é acentuada e mais de 75% das hemacias podem estar infectadas, com o
quadro podendo persistir até duas semanas. (NASCIMENTO et al., 1981; KREIER et al.,
1991).

Segundo Klaus & Jones, (1968), é observado o aumento de células do sistema

imune, na tentativa de combater a infec¢do. As imunoglobulinas M (IgM) aparecem no
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inicio da infeccdo e sdo anticorpos que auxiliam na neutralizacdo e opsonizagdo do
eritrécito infectado, elas sdo responsaveis por 75% da atividade de fixagdo do sistema
complemento. Ja as imunoglobulinas G (1gG), aparecem posteriormente, permanecendo
por varios meses, conferindo uma infecgdo crénica. Observa-se também um aumento nos

niveis das imunoglobulinas E (IgE) que fazem frente uma resposta contra parasitos.

2.7 AlteracOes anatomopatologicas

Os diagnosticos anatomopatoldgicos sdo realizados através da necropsia de
animais que vao a 6bito, acometido pela infecgdo. As alteracbes macroscopicas habituais
S80 sangue Menos Viscoso e inconsistente, mucosas ictéricas, hepatoesplenomegalia, rins
aumentados e escuros, vesicula biliar distendida com bile consistente e grumosa.
Hemorragias em petéquias sdo frequentemente observadas em superficies serosas,
especialmente sobre o coracdo e pericardio. O coracdo pode ser encontrado palido e
flacido (COETZEE et al., 2005). O bago remove os eritrocitos infectados da circulacdo e
conforme o numero desses eritrocitos aumente, a esplenomegalia € mais evidente. A
distensdo da vesicula biliar, a evidenciagdo do padrdo lobular a coloragdo acastanhada do
figado e dos rins podem ser indicativas de lesdo ou sobrecarga da funcdo hepatica e renal.

2.8 Meétodos de diagndsticos

O diagnéstico laboratorial é extremamente importante, pelas consequéncias que a
anaplasmose causa na bovinocultura. Existem técnicas indiretas e diretas, onde a escolha
da prova esta relacionada com o material coletado e técnica empregada pelo laboratorio,
bem como a sensibilidade ou especificidade desejada.

Na fase aguda da doenca, com alta carga parasitaria, A. marginale é detectado nos
eritrécitos, através de esfregacos sanguineos delgados corados com Giemsa (FAO, 1993;
FARIAS, 1995). Contudo, essa técnica sO pode ser confidvel se o quadro clinico estiver
avancado (POTGIETER & STOLTSZ, 1994).

Knowles et al. (1996), desenvolveu o ELISA competitivo (CELISA), usado
atualmente para o diagnostico de anaplasmose bovina. O teste utiliza um anticorpo
monoclonal (Mab) para reconhecer Proteina Principal de Superficie 5 (MSP5), mas em

regides endémicas para A. centrale, A. marginale e A. phagocytophilum, o cELISA néo

11



diferencia a qual bactéria 0 MSP5 pertence. (HOFMANN-LEHMANN et al., 2004; LIN
etal., 2004; DE LA FUENTE et al., 2004a)

A PCR é uma técnica que amplifica a sequéncia especifica de DNA, in vitro, com
alta sensibilidade, desenvolvida para identificar pequenas quantidades de DNA de
diferentes agentes em amostras. A técnica pode ser utilizada na detecgdo de hemoparasitas
em bovinos nos diversos estadios de desenvolvimento (STICH et al., 1993)4. A PCR
amplifica repetidamente uma sequéncia escolhida do DNA do genoma do organismo
alvo, o que leva a um produto facilmente detectavel. Por ter um preco elevado, a PCR s0
é utilizada para validar outras técnicas com baixa sensibilidade, para confirmacdo do
diagnostico laboratorial. Outros métodos de deteccdo baseados em DNA ja foram
desenvolvidos, mas ndo sdo usados frequentemente para diagnosticar animais positivos,
sdo usados para realizar a filogenia da bactéria. O método de esfregaco sanguineo em
lamina espessa e o teste soroldgico baseados nas MSP’s continuam sendo 0s mais praticos

para testar um grande nimero de animais.

2.9 Tratamento

O tratamento contra Anaplasma spp. ndo é padronizado, pois o estado clinico do
animal que ird determinar o tratamento adequado. O mais comum € a antibioticoterapia,
que age contra o agente de forma direta, os farmacos mais usados sdo o dipropionato de
imidocarb e as tetraciclinas. Se o animal estiver desidratado e com o hematdcrito baixo,
deve-se realizar o tratamento suporte, com a administracdo de soro endovenoso e
transfusdo sanguinea.

O dipropionato de imidocarb, um dos principais farmacos utilizados no tratamento
da doenca, tem sido utilizado por mais de 30 anos em varios territdrios (KOCAN et al.,
2010). Porem ele possui um entrave na comercializagcdo de animais abatidos que foram
tratados, por reter muito residuos em sua carcaga por periodos prolongados. (EMEA,
2005). As tetraciclinas, clortetraciclina e oxitetraciclina, sdo aprovados para o0 uso contra
anaplasmose aguda nos Estados Unidos (BAYLEY, 2005). ROBY & MAZZOLA (1972)
relataram que duas injecdes de dipropionato de imidocarb, administradas a 5 mg/kg com
14 dias de intervalo, eliminaram A. marginale de animais portadores. Estudos anteriores
relataram sucesso no tratamento com oxitetraciclina, administrada intravenosa em 11-
22mg/kg de 5-12 dias, em bovinos com infecgOes persistentes de A. marginale
(MAGONIGLE & NEWBY, 1982; ROBY et al., 1978).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Conselho de Etica no Uso de Animais

O presente estudo encontra-se dentro do projeto “Detec¢do de Babesia bovis,
Babesia bigemina, Anaplasma marginale e Tripanosoma vivax em bovinos da Regido
Noroeste de Minas Gerais, Brasil” foi submetido ao Conselho de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) e
encontra-se de acordo com o0s preceitos e normas do Conselho Nacional de

Experimentacdo Animal (CONSEA), sendo assim aprovado sob o protocolo N° 060/2016.

3.2 Populacgéo sob estudo

O relato do surto de anaplasmose foi realizado na propriedade, Fazenda Buriti
Il, (Latitude de 15°59°01,05” S e longitude de 46°00°00,99°"), localizada no municipio
de Arinos, Noroeste de Minas Gerais, Brasil. O acesso a fazenda é feito pela cidade de
Arinos — MG, seguindo 18 km pela MG 202 em dire¢do a Urucuia — MG/ Riachinho —
MG. O empreendimento situa-se num raio de 19 km de uma Unidade de Conservagéo de
Protecdo Integral denominada Estacdo Ecol6gica do Sagarana em Arinos MG.

A propriedade possui uma area de 6.296,9137 hectares, tem como principal
ativdade, o uso da area para cultivo de milho, feijao, soja e sorgo. Ja bovinocultura
extensiva de corte desenvolve-se juntamente com as outras atividades, sendo criado cerca
de 1.300 cabecas de gado, sendo manejados em cria e recria. O rebanho é formado
principalmente por fémeas com predominio da raca nelore, a area de pastagem é de
aproximadamente 1.400 ha, basicamente coberta por Brachiaria decumbens e Brachiaria
brizantha. Os bovinos de corte séo tratados com reposi¢do mineral, ao cocho durante todo
0 ano, utilizando sal proteinado. O controle de endoparasitose € realizado uma vez ao ano
no rebanho adulto, e, em bezerros, de 6 em 6 meses. O controle de ectoparasitose contra
carrapatos e mosca € feito duas vezes por ano. O manejo de areas de pastoreio é feito por
rotacdo de acordo com a altura das pastagens. Possuem calendario para vacinagao contra
Febre Aftosa e Brucelose. Os animais que ocasionalmente morrem durante o periodo que

permanecem na Fazenda, séo enterrados em valas.
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Foram coletados amostras de sangue no total de 200 bovinos Bostaurs indicus
no més de Fevereiro de 2018. Foram selecionados animais de um lote de 480 novilhas
que encontrava-se proximos a areas alagadas, que apresentaram sinais clinicos

condizentes com a enfermidade.

3.3 Processamento amostral

As 200 amostras foram obitidas através de venopuncdo da veia jugular externa
e veia cocigeana, em tubos com Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA) e sem EDTA
e, posteriormete as amostras foram encaminhadas para o Laborat6rio Multidisciplinar de
Ciéncias Basicas | do Instituto de Ciéncias Agrarias - ICA/UFVJM. As amostras foram
aliquotadas EM QUANTOS ML em tubos tipo eppendorf. O sangue colhido em tubo com
anticoagulante EDTA foi usado para dosagem do volume globular, confeccdo de
esfregaco sanguineo para posterior identificacdo de hemoparasitas e extracdo de DNA.
Uma aliquota de 0,07 mL do sangue foi utilizada para confeccdo dos esfregacos
sanguineos e outra aliquota de 1,50 mL foi acondicionada em tubos tipo eppendorf e
mantida em freezer a -20 °C para posteriormente serem utilizadas na realizacdo da PCR.
Posteriormete essas amostras foram encaminhados para o Laboratério de Doencas
Parasitarias (LDP) do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica do Instituto de
Veterinaria (DESP/IV), Universidade Federeal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde

foram submetidas ao teste na Reagdo de Cadeia Polimerase (PCR)

3.4 Esfregaco em camada delgada

Foram utilizadas laminas de vidro limpas e desengorduradas, onde foi colocada
7ul de sangue préximo de uma das extremidades da Iamina, com auxilio de outra ldamina
e colocada adiante da gota em um angulo de 45° onde o sangue foi espalhado pela
superficie de contato das duas laminas. Em seguida a 1dmina foi mergulhada em alcool
metilico por 4 minutos, para fixacdo, posteriormente as ldminas foram coradas por 45
minutos com solucdo de GIEMSA e lavadas em agua corrente para retirar o excesso de
corante. Posteriormente as laminas foram lidas no microscépio éptico pela objetiva de

100 vezes com 6leo auxiliar de imerséo.

3.5 Extracdo de DNA
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A extracdo de DNA a partir de sangue total foi realizada utilizando o Kit comercial
Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN®, Valencia, California, EUA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Como controle da extracdo, tubos contendo agua esteril
ultrapura foram intercalados a cada 10 tubos contendo amostras de sangue. O DNA
extraido foi quantificado, identificado e armazenado em aliquotas de 10 pl em freezer a -

20 °C para a posterior realizacdo da PCR e sequenciamento.

3.6 PCR para B. bovis, B. bigemina e A. marginale.

Para deteccdo dos protozoarios B. bigemina e B. bovis, foi usado a reacdo
padronizada por LINHARES et al. (2002) para caracterizacdo a nivel genérico. Os
iniciadores selecionados foram desenhados para identificar o gene 18SrRNA de B.
bigemina (GenBank n° X59604) e B. bovis (GenBank n® U06105).

As amostras de DNA obtidas para diagnostico molecular de A. marginale foram
analisadas por meio da técnica de PCR padronizada por TORIONI DE ECHAIDE et al.
(1998) e otimizada por SINGH et al. (2012). Assim, para a detec¢do de A. marginale foi
usado 1.0 ul (20 pmol) de cada oligonucletideo para o gene MSP5, Amar MSP-5 eF (5’
GCA TAG CCT CCG CGT CTT TC 3°) e Amar MSP5 eR (5’ TCC TCG CCT TGG CCC
TCA GA 3’). Os iniciadores selecionados foram desenhados para identificar o gene que
codifica a Proteina Principal de Superficie 5 (MSP5), de acordo com a estirpe de A.
marginale (GenBank n® M93392).

Para a sequéncia MSP1 foram utilizados os protocolos descritos por LEW et al.
(2002). A primeira reacao foi conduzida com um volume final de 25 pl de mistura,
contendo 5 pl de DNA genémico, 12.5ul de PCR Master Mix (Qiagen, Madison, Estados
Unidos), 6.5 ul de &agua ultrapura e 1.6 M de concentracdo de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores. Na segunda reacdo, também foi utilizado um volume final
de 25 pl de mistura, sendo 1l de DNA genémico amplificado na primeira reacdo, 12.5
ul de PCR Master Mix (Qiagen, Madison, Estados Unidos), 10.5 ul de agua ultrapura e
1.6 M de concentragdo de cada oligonucleotideo iniciador. As reagdes foram realizadas
utilizando os oligonocleotideos iniciadores 1733F (5'-TGT GCT TAT GGC AGA CAT
TTCC-3"), 3134R (5'-TCA CGG TCA AAACCT TTG CTT ACC-3") e 2957R (5-'AAA
CCT TGT AGC CCC AAC TTATCC-3') (LEW et al., 2002). Na primeira reagdo foram

utilizados os oligonucleotideos iniciadores 1733F e 3134R e, na segunda reacdo 0s
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oligonucleotideos iniciadores 1733F e 2957R. A reacdo de PCR foi realizada nas
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial de 94 °C durante 5 minutos, 40 ciclos a 94 °C
30 segundos, 1 minuto a 55 °C e 2 minutos a 72 °C, seguido de uma extenséo final de 7
minutos a 72 °C. As mesmas condi¢Oes da primeira reacdo foram mantidas para o segundo
ciclo de amplificacdo, sendo excegédo que a temperatura de anelamento foi alterada para
60 °C.

Os produtos das reacdes da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampdo TAE, com padrdo de massa molecular Ladder 100pb (Ludwig
Biotec®). Posteriormente, foram corados com brometo de etidio (0,4pg/mL;
Invitrogen®) e visualizados sob transiluminador UV. A eletroforese foi realizada a 100
V/350mA durante 55 minutos. Para a determinacdo dos produtos amplificados foi
utilizado um marcador de peso molecular de 100 pares de base (Thermo Scientific, San
Jose, CA, Estados Unidos). Os resultados foram visibilizados e analisados através de um
transiluminador de luz ultravioleta (2020E) acoplado a um programa computacional de
analise de imagens (Eagle-Eye II- Stratagene®). OLHAR A DESCRICAO DO PCR

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os animais sdo submetidos ao um manejo semiextensivo de
pastagem recém-formados, 0 que caracteriza uma pequena populacdo de carrapatos,
reduzindo o contato do rebanho com esses ectoparasitas e consequentemente 0s animais
também nédo entram em contato com o Anaplasma marginale, o que caracteriza uma area
de instabilidade enzoobtica. Assim esses animais provavelmente atingem a idade adulta
sem induzir a imunidade adquirida frente ao A. marginale. Esse ponto torna o presente
rebanho susceptivel a ocorréncia de surto da doenga caso alguma adversidade no sistema
introduza o patdgeno na propriedade, sendo esse rapidamente transmitido aos demais
animais tanto de forma biol6gica, mas sobre tudo de forma mecanica, visto que essa
ultima dissemina o patdgeno mais rapidamente entre os animais vulneraveis.

Anaplasma marginale é endémico e pode causar surtos de anaplasmose, levando
a perdas econdmicas a pecuaria brasileira (VIDOTTO et al., 1998; KOCAN et al., 2010).
No entanto ainda né&o existem estudos para conhecer a epidemiologia da doenca na Regido
Noroeste de Minas Gerais, Brasil. Em areas endémicas, animais zebuinos sdo

naturalmente resistentes a carrapatos e a anaplasmose, ou desenvolvem resisténcia ao
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patégeno ainda jovens (JONSSON et al., 2008; JONGEJAN & UILENBERG, 2004). Os
animais que se infectam nos primeiros dias de vida, em regifes onde o carrapato esta
presente durante todo ano, apresentam maior resisténcia devido a absorcao de anticorpos
colostrais, imunidade celular e presenca de fatores séricos de resisténcia (MADRUGA et
al., 1987a).

No dia 28/02/2018, foi realizada a primeira visita a Fazenda Buritis I, onde foram
analisadas 200 novilhas oriundas de um lote de 480 novilhas da raca nelore. Os animais
foram contidos individualmente em um brete, para a colheita de sangue e avaliacdo de
sinais clinicos. Assim pode-se observar algumas caracteristicas como alta presenca de
tabanideos, baixa populacdo de carrapatos e alguns animais com fraqueza e com mucosa
palida ou ictérica. Os animais foram observados a pasto e posteriormente foram levados
ao curral para avaliacdo individual dos sinais clinicos de anaplasmose bovina. (Figura 1).

O diagndstico de anaplasmose bovina pode ser feito inicialmente baseando-se na
ocorréncia da doenga na regido, sinais clinicos apresentados e achados de necropsia
(JONES & BROCK,1966). Porém, a confirmacdo do diagnostico requer teste
laboratoriais confirmatorios. Os resultados da leitura do esfregaco sanguineo corados com
Giemsa mostraram a presenca de corpusculos de inclusdo de A. marginale nos eritrocitos.
A associagdo dos sinais clinicos com a presenca dos corpusculos nos eritrocitos, permitiu
fechar o diagnéstico de anaplasmose bovina nos animais, caracterizando o surto da
doenca. Durante a contencdo individual dos animais foram observados baixa populagédo
de carrapatos e, em contrapartida, uma alta populacdo de tabanideos nos animais e no
pasto, 0 que sugere a transmissdo mecanica por diptero do A. marginale. Insetos
hemat6fagos como (moscas, mosquitos, tabanideos) e agulhas de injecdo também
contribuem para a transmissdo da doenca (GUGLIELMONE, 1994; SOLARI &
QUINTANA, 1994; FARIAS, 1995).
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Figura 1. Rebanho de gado nelore em fazenda da Regido Noreoeste de Minas Gerais. A
e B — Rebenho de novilhas com idade média de 2 anos, mantidas em sistemas de manejo
de pastagem semi-extensivo; C e D - Manejo no curral, do lote de novilhas para avaliar

indiviualmente os sinais clinos de anaplamsose bovina.

No dia 02/03/2018, foi realizado uma segunda visita para medicar 0s animais que
estavam com sinais clinicos de anaplasmose. Foi realizado antibioticoterapia a base de
Oxitetraciclina a 10 mg/Kg intravenoso ou 20 mg/Kg intramuscular profundo (Oxitrat
LA Plus®, Vallée, Montes Claros-MG) e transfusdo sanguinea como tratamento suporte.
As novilhas apresentavam um peso médio de 270 kg, assim estimou um volume de 2,0
litros para a transfusdo. O hematdcrito dos animais afetados foi estimado entre 14 — 18%
e dos doadores entre 33 — 36%. Para doador, foi escolhido um animal aparentemente
saudavel do lote de vacas do rebanho. Para cada animal transfundido foi escolhido um
doador diferente. Os animais com sinais clinicos graves de anaplasmose foram contidos
e posteriormente foi realizado o tratamento suporte e medicamentoso em brete (Figura 2).
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m surto de anaplasmose em bovinos de corte. A e B - Novilha

Figua 2. Avaliagéo de u
com idade de 2 anos com sinais clinicos da doenca; C - Novilha com sinal clinico de
anaplasmose recebendo antibioticoterapia e tratamento suporte; D — Animal defecando
em forma de sibala; E e F — Ictericia sendo observada na conjuntiva ocular e mucosa

vaginal hipocorada.

Visto que na segunda visita a propriedade, apenas os animais com clinica da
doenca foram tratados (75/480 animais). Como alguns animais poderiam estar em fase de
incubagdo da doenca, foi necessario realizar uma terceira visita, no dia 06/03/2018, com
intuito de novamente avaliar os animais individualmente, passando um por um no brete
de contensdo, para determinar clinicamente aqueles que ainda necessitariam de
tratamento medicamentoso e/ou terapia de suporte. Assim, 0s 480 animais foram
avaliados clinicamente e, deste 240 necessitaram de tratamento. Os animais foram
tratados com Oxitetraciclina LA, na dosagem Unica de 20 mg/Kg via intramuscular
(Oxitrat LA Plus®, Vallée, Montes Claros-MG). Realizacdo de antibioticoterapia,
tratamento suporte e colheita de amostras para método de diagndstico direto de

anaplasmose bovina durante a terceira vista a propriedade Buriti 1l (Figura 3).
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Figura 3. Deteccéo e tratamento de bovinos de corte em um surto de anaplasmose. A —
Transfusdo sanguinea para reposi¢cdao hematolégica em um bovino anémico; B e C —
Colheita de sangue da veia coccigea com tubo a vacuo contendo anticoagulante e EDTA,;
D — Tratamento dos animais clinicamente doentes com antibidticos a base de
oxitetraciclina na dosagem de 20 mg/Kg em dose uUnica; E — Confeccdo de esfregaco
sanguineo corado com Giemsa; F — Visualizagdo de corpusculo de inclusdo de Anaplasma

marginale em eritrdcito de animal infectado.

Foi necessaria uma quarta visita 29/09/2018 em virtude de o proprietario relatar
alta populacdo de carrapatos e os animais ainda apresentarem condi¢fes de escore
corporal ruins. Assim, foram administrados carrapaticida (TexVet Max Pour on®,
Bimeda, Monte Mor-SP), imunoestimulante (Ripercol® L Injetavel, Zoetis, Campinas-
SP) e antibiotico (Oxitrat LA Plus®, Injetavel, Vallée, Montes Claros-MG). Assim,
recomenda-se que os funcionarios da propriedade observem 0s animais com sinais de
apatia, pois esses podem apresentar anaplasmose clinica, sendo necessaria a presenca do
Médico Veterinario para instituir tratamento. Adicionalmente, recomenda-se ficar atento
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para lotes formados por animais mais jovens e, sobretudo na presenga de grandes
infestacO0es por carrapatos, moscas e mutucas, pois pode ocorrer novos surtos de
anaplasmose. Realizacdo de tratamento contra ectoparasitas, avaliacdo de mucosa e
colheita de amostras para método de diagnostico direto de anaplasmose bovina, durante

a quarta visita a propriedade Buriti Il (Figura 4).

-

Figura 4. Quarta visita a propriedade onde ocorreu o surto de anaplasmose. A e B —

Medicamento acaricida pour on e injetavel para controle de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus; C — Colheita de sangue na veia coccigea para deteccdo de Anaplasma

marginale; D — Observagdo de mucosa vaginal hipocorada.

21



5 CONCLUSOES

O presente estudo relata um surto de anaplasmose em bovinos adultos da raga
nelore. O surto foi provocado em um primeiro momento pela infesta¢do por tabanideos e
posteriormente por carrapatos. Animais mantidos sob baixa densidade de vetores, em
funcdo do manejo e da raga, podem desenvolver quadros graves de anaplasmose na fase
adulta, quase sempre culminando com alta mortalidade.

Por ser tratar de um agente patogénico e de féacil transmissdo mecanica, 0s
rebanhos da regido estdo propensos a surto em qualquer época do ano. Como 0 surto
ocorreu em bovinos nelores, com baixa populacdo de carrapatos, realizar testes nas
populacdes de moscas hematdfagos pode ser uma alternativa para identificar os vetores

do agente na regiéo.
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