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RESUMO 

 

A Tristeza Parasitária Bovina (TPB) é um conjunto de doenças complexas em bovinos 

causadas principalmente por protozoários e riquétsias, resultando em sérias perdas 

econômicas na pecuária. Essas perdas incluem altas taxas de mortalidade, redução 

na produção de leite, abortos, atraso no desenvolvimento e gastos extras com 

medicamentos. A Anaplasmose bovina, causada principalmente por Anaplasma 

marginale, é uma doença infecciosa predominante em regiões tropicais, causando 

prejuízos econômicos significativos globalmente. A transmissão de A. marginale está 

associada a carrapatos, moscas, mosquitos e fômites contaminados, e pela via 

congênita, que estudos recentes sugerem impactos significativos nos rebanhos. No 

Brasil e em outras regiões, estudos revelaram frequências consideráveis de 

transmissão vertical de A. marginale que pode resultar em abortos, nascimento de 

bezerros infectados ou assintomáticos, bem como casos de Anaplasmose congênita. 

Acompanhou-se 74 bezerras Holandesas, divididas em grupos positivos (G1) e 

negativos (G2) para A. marginale no nascimento. A análise revelou uma frequência de 

transmissão congênita (24,4%) e não foram observadas diferenças na dinâmica da 

Anaplasmose na reinfecção. No entanto, o grupo infectado necessitou de menos 

tratamentos e apresentou menor riquetsemia, sugerindo uma resposta diferenciada à 

doença. Três novas repetições em tandem foram descritas nas amostras de origem 

congênita. Esses resultados contribuem para a compreensão da dinâmica da doença 

e podem guiar estratégias de manejo e controle mais eficazes. 

Palavras-chave: Anaplasmose; bovinos; transmissão vertical; bezerros; 

hemoparasitoses. 
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ABSTRACT 

 

Bovine Tick Fever (BTF) is a complex set of diseases in cattle caused mainly by 

protozoa and rickettsia, resulting in serious economic losses in livestock. These losses 

include high mortality rates, reduced milk production, abortions, delayed development, 

and extra expenses on medications. Bovine Anaplasmosis, primarily caused by 

Anaplasma marginale, is a predominant infectious disease in tropical regions, causing 

significant economic losses globally. The transmission of A. marginale is associated 

with ticks, flies, mosquitoes, contaminated fomites, and congenital transmission, which 

recent studies suggest have significant impacts on herds. In Brazil and other regions, 

studies have revealed considerable frequencies of vertical transmission of A. 

marginale, which can result in abortions, birth of infected or asymptomatic calves, as 

well as cases of congenital Anaplasmosis. Seventy-four Dutch heifer calves were 

monitored, divided into positive (G1) and negative (G2) groups for A. marginale at birth. 

The analysis revealed a congenital transmission frequency of 24.4%, and no 

differences were observed in the dynamics of Anaplasmosis upon reinfection. 

However, the infected group required fewer treatments and exhibited lower rickettsia 

levels, suggesting a differentiated response to the disease. Three new tandem repeats 

were described in congenital origin samples. These results contribute to understanding 

the disease dynamics and can guide more effective management and control 

strategies. 

 

Keywords: Anaplasmosis; cattle; vertical transmission; calves; hemoparasitoses. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A Tristeza Parasitária Bovina (TPB) é um complexo de doenças causadas 

principalmente por protozoários e rickettsias (De Vos, 1992). Essa condição resulta 

em graves perdas econômicas na pecuária, incluindo altas taxas de mortalidade, 

redução na produção de leite, abortos durante a fase aguda da doença, atraso no 

desenvolvimento ponderal e gastos adicionais com medicamentos (Vidal, 2000). 

As principais espécies envolvidas na TPB são Babesia bovis, Babesia bigemina 

(agentes da Babesiose bovina) e Anaplasma marginale (principal agente da 

Anaplasmose bovina) (Kessler, 2001). A Anaplasmose bovina, causada 

principalmente pelo patógeno intracelular obrigatório A. marginale, é uma doença 

infectocontagiosa predominante em regiões tropicais, gerando prejuízos econômicos 

em todo o mundo (Vidal, 2000) 

A transmissão de A. marginale está associada à presença de carrapatos, 

considerados vetores biológicos, além de vetores mecânicos, como moscas e 

mosquitos, e fômites contaminados (revisado por Kocan et al., 2010). Embora a 

transmissão vertical (ou transplacentária) de A. marginale tenha sido considerada de 

pouca importância epidemiológica, estudos sugerem que ela pode ter um impacto 

significativo nos rebanhos (Ribeiro et al., 2003). 

No Brasil, pesquisas como a de Meneses (2013) revelaram uma frequência 

média de 10% de bezerros infectados por transmissão vertical. Resultados 

semelhantes foram observados em outras regiões do mundo, como na África do Sul 

(Potgieter; Van Rensburg, 1987). Além disso, estudos conduzidos por Coelho (2022) 

relataram uma frequência de 41,6% de transmissão vertical em bovinos mestiços ½ 

Angus na região de Minas Gerais. 

Animais que sobrevivem à fase aguda da Anaplasmose desenvolvem infecções 

persistentes, funcionando como reservatórios de sangue infectado para os vetores 

biológicos e mecânicos, além de desempenharem um papel importante na 

transmissão vertical (Kocan et al., 2010). A transmissão vertical ocorre 

frequentemente em vacas com infecção crônica, resultando em aborto ou nascimento 

de bezerros infectados (Ribeiro et al., 1995). 

Observações de campo, como as descritas por Grau et al., (2013), que 

avaliaram a transmissão transplacentária de A. marginale em vacas cronicamente 

infectadas, sem histórico de Anaplasmose aguda durante a gestação, revelaram uma 
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frequência de 10,5% de resultados positivos ao nascimento no teste de PCR. Outros 

estudos relatam casos de bezerros que nascem com Anaplasmose congênita e 

morrem rapidamente. Adicionalmente, há relatos de bezerros que nascem com baixa 

riquetsemia e desenvolvem a Anaplasmose, mas respondem ao tratamento com 

antibióticos (Carvalho, Júlia - comunicação pessoal, 2024). Além disso, 

frequentemente são observadas bezerras que nascem como portadoras 

assintomáticas, as quais constituem o principal objeto de estudo desta pesquisa. 

Compreender as formas de transmissão é fundamental para estabelecer 

práticas de manejo que reduzam a severidade ou a ocorrência dessas doenças nas 

propriedades. O acompanhamento imunológico e clínico dos bezerros infectados por 

A. marginale de origem congênita é essencial para avaliar se a transmissão congênita 

pode beneficiar esses animais frente a novas infecções. 
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2 HIPÓTESE 

Bezerras infectadas congenitamente por Anaplasma marginale apresentam 

resposta imune e comportamento frente a reinfecções diferentes de bezerras 

negativas ao nascimento. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral: 

Avaliar a dinâmica da Anaplasmose em bezerras naturalmente infectadas por 

A. marginale pela via congênita. 

3.2 Específicos: 

Este trabalho tem como objetivos específicos avaliar os seguintes parâmetros 

em bezerras naturalmente infectadas por A. marginale pela via congênita: 

● Frequência de transmissão congênita, 

● Dinâmica da infecção através de técnicas moleculares e esfregaço 

sanguíneo. 

● Comportamento da resposta imune. 

● Ocorrência e intensidade dos casos clínicos de anaplasmose. 

● Tipificação dos isolados de A. marginale de origem congênita e análise 

filogenética 
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4 CAPÍTULO I — REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1 ANAPLASMOSE BOVINA 

A Anaplasmose é uma doença comumente encontrada em bovinos, sendo 

causada por uma riquétsia gram-negativa que se reproduz dentro dos glóbulos 

vermelhos do sangue. Sua propagação ocorre por meio de transmissão biológica, 

mecânica e transplacentária. Embora seja mais prevalente em regiões de clima 

tropical e subtropical, também pode ser observada em áreas de clima temperado. 

Essa enfermidade é endêmica em várias partes do mundo, incluindo regiões da África, 

Ásia, Europa (especialmente países do Mediterrâneo), sul dos Estados Unidos, bem 

como em muitos países da América Central e do Sul, com exceção de áreas 

desérticas e de altitudes elevadas (revisado por Kocan et al., 2010). 

A Anaplasmose representa uma das principais limitações para a pecuária em 

várias nações (Battilani et al., 2017). A primeira descrição documentada da infecção 

por A. marginale remonta a 1910, quando Arnold Theiler observou "pontos marginais" 

em eritrócitos de gado sul-africano, ocasionando a doença que ele denominou de "mal 

da bile". Relatos semelhantes foram feitos por Salmon e Smith em 1896, descrevendo 

pontos em esfregaços de sangue de bovinos como estruturas minúsculas e azuladas 

localizadas na borda dos corpúsculos. Essas descobertas pioneiras estabeleceram as 

bases para a compreensão posterior da anaplasmose e de seu agente causador, A. 

marginale. 

As síndromes clínicas da anaplasmose são classificadas em superaguda, 

aguda e crônica, conforme descrito por Vidotto e Marana (2001). Os sinais clínicos 

característicos incluem anemia variando de discreta a intensa, icterícia sem 

hemoglobinemia e hemoglobinúria, febre, perda de apetite e de peso, desidratação, 

aborto e letargia (Souza et al., 2001; Kocan et al., 2003).  

A rápida multiplicação do agente patogênico resulta em intensa hemocaterese, 

tornando a bile espessa, grumosa e amarelada e pode levar à icterícia dos tecidos 

(Souza et al., 2000). Geralmente, há uma queda no volume globular de 30 a 50%, com 

a anemia se agravando após o estágio agudo da doença (Brown, 2012; Radostits et 

al., 2016). 

Sintomas como fraqueza e letargia podem surgir em casos de anemias graves, 

que podem se assemelhar a problemas respiratórios, já que o animal precisa respirar 

mais rapidamente e profundamente para compensar a deficiência na oxigenação do 
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sangue (Feitosa, 2008). Em inoculações experimentais, notou-se a ocorrência de 

acidose metabólica, indicada pela diminuição do pH sanguíneo, diminuição da pCO2, 

redução dos níveis de bicarbonato e do excesso de base, assim como aumento 

compensatório da frequência respiratória em bezerros como resultado da anemia 

(Coelho, 2007). 

A presença de febre e variações na temperatura é comumente relatada como 

um sinal clínico frequente na Anaplasmose, especialmente durante o período de 

aumento da parasitemia, embora sua manifestação não seja uniforme em todos os 

casos (Richey, 1993). Por isso, muitas propriedades no Brasil realizam o 

monitoramento do rebanho aferindo semanalmente a temperatura dos animais em 

fase de recria e realizando esfregaço sanguíneo dos indivíduos que apresentaram 

hipertermia. O aumento na temperatura é um bom indicador de uma possível infecção 

por A. marginale, pois o pico de parasitemia está associado ao aumento de 

temperatura (Coelho, 2007). 

A transmissão de A. marginale, a principal espécie da família Anaplasmataceae 

que afeta os bovinos no Brasil, ocorre por meio de diversos mecanismos. 

Biologicamente, é realizada pelo carrapato Rhipicephalus microplus e mecanicamente 

por moscas hematófagas (Guglielmone, 1995). Além disso, há a possibilidade de 

transmissão por fômites contaminados, conforme destacado por Kocan et al. (2003). 

Registros de transmissão vertical também existem na literatura (Passos; Lima,1984; 

Ribeiro et al., 1995; Benesi et al.,1999), cuja relevância ainda não está completamente 

esclarecida, mas pode interferir na epidemiologia da doença em determinadas regiões 

e causar perdas significativas nos rebanhos. 

A transmissão mecânica, por sua vez, ocorre quando bovinos são picados por 

insetos hematófagos como mutucas (tabanídeos), mosca-dos-estábulos (Stomoxys 

calcitrans) e mosca-do-chifre (Haematobia irritans), ou entram em contato com objetos 

contaminados com sangue parasitado, como agulhas, brincos de identificação, 

tatuagens, aneis nasais e instrumentos cirúrgicos (Kocan et al. 2003). Essa forma de 

transmissão é uma das principais rotas de transmissão da Anaplasmose, onde as 

hemácias infectadas são transferidas para os bovinos suscetíveis sem a etapa de 

multiplicação no vetor. Isso se torna um meio de transmissão significativo, 

especialmente em áreas onde a população de carrapatos não se estabelece 

adequadamente, como em confinamentos. 
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A transmissão biológica envolve a interação dos carrapatos em um 

relacionamento de parasitismo com os bovinos, resultando na infecção dos bovinos 

pela ingestão de eritrócitos infectados pela riquétsia. Esse método de transmissão 

pode ocorrer de três maneiras diferentes: durante a troca de estágios (transestadial), 

dentro do mesmo estágio (intraestadial) e por meio dos ovos (transovariana) (de la 

Fourniere et al., 2023).). A primeira ocorre durante a transição de ninfa para fase 

adulta do carrapato. Na segunda, a transmissão de A. marginale ocorre durante o 

estágio atual do artrópode, sendo uma das principais formas de contágio. Espécies 

como R. microplus e Dermacentor albipictus são as mais relevantes como vetores da 

doença e têm apenas um hospedeiro (monoxênico). Os machos adultos 

desempenham um papel significativo nesse processo, pois se deslocam entre os 

hospedeiros sem mudar de estágio (Kocan et al., 2003). A terceira forma de 

transmissão (transovariana), embora menos comum, desempenha um papel crucial 

na disseminação de A. marginale. Nesse processo, a bactéria é transmitida da 

teleógina para sua prole durante o desenvolvimento. Esse mecanismo de transmissão 

é particularmente importante para compreender a persistência e a disseminação da 

infecção em populações de bovinos, uma vez que permite que a bactéria seja 

transmitida de uma geração para a próxima, sem a necessidade de completar um 

novo ciclo no hospedeiro (de la Fourniere et al., 2023). 

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale está intrinsecamente ligado ao 

ciclo de alimentação do carrapato adulto, especialmente o R. microplus (Martins; 

Corrêa, 1995). Durante o repasto sanguíneo, o carrapato adquire o patógeno dos 

eritrócitos infectados. O Anaplasma spp. se desenvolve no intestino do carrapato e 

pode infectar outras células deste hospedeiro, resultando em uma infecção 

generalizada que permite a persistência da riquétsia nos carrapatos machos (Ribeiro 

et al., 1996). 

Dentro de cada local de infecção no carrapato, A. marginale se desenvolve em 

um vacúolo ou colônia ligado à membrana, formado pela invaginação da membrana 

celular. Essa é a primeira forma encontrada durante o desenvolvimento, conhecida 

como forma vegetativa ou reticulada. Essas formas se reproduzem por fissão binária 

dentro da colônia, e cada forma vegetativa pode conter de quatro a oito bactérias, as 

quais, durante uma infecção aguda, podem ser encontradas em 70% ou mais dos 

eritrócitos bovinos. As colônias aumentam de tamanho a cada ciclo de replicação e 

podem conter centenas de riquétsias em até 48 horas. A partir da forma reticulada, 
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surge a forma densa ou infectiva, capaz de iniciar um novo ciclo infeccioso quando 

transmitida pela glândula salivar do carrapato para um novo bovino (Kocan et al., 

2003). 

Nos bovinos, A. marginale infecta aparentemente células endoteliais, 

facilitando a infecção célula a célula e a replicação dentro de eritrócitos maduros, 

proporcionando um ambiente de proteção das células do sistema imunológico e 

servindo como um reservatório para novas infecções. A entrada de A. marginale nas 

hemácias do bovino ocorre por meio de endocitose dependente de moléculas de 

adesão expressas na membrana celular da bactéria, e sua saída acontece no quarto 

dia por um processo controlado pelas membranas externa e interna do eritrócito 

bovino (Kocan et al., 2004). 

Em bovinos imunocompetentes, A. marginale pode sobreviver e se multiplicar 

por pelo menos sete anos, mantendo a infecção persistente através de variantes 

antigênicas geradas pelas proteínas de superfície MSP2 e MSP3, permitindo ao 

microrganismo evadir a resposta imune do hospedeiro (De la Fuente 2001; Brayton et 

al., 2005). Nos bovinos persistentemente infectados, o ciclo replicativo tem uma 

duração média de 5 semanas. Devido ao tempo de vida dos eritrócitos, que é 

aproximadamente 120 dias, a manutenção da infecção persistente ocorre através da 

reinfeção contínua dos eritrócitos, evitando a resposta imune gerada pelas variantes 

antigênicas de A. marginale (Kieser et al., 1990). 

A evolução da doença pode ser dividida em quatro estágios: período de 

incubação ou pré-patente, fase de desenvolvimento ou de patência, período 

convalescente e fase de portador (Richey, 1993). 

Em regiões endêmicas, em rebanhos autóctones com práticas de manejo 

extensivo e/ou semi-extensivo e uma alta densidade de vetores, os animais adquirem 

o A. marginale nos primeiros dias de vida, e o parasito torna-se detectável entre 50 e 

74 dias de idade. Assim, um equilíbrio é estabelecido cedo, pois esses animais se 

infectam logo após o nascimento, resultando em uma parasitemia moderada (Eriks et 

al., 1989). O pico da parasitemia varia de 2 a 13% (com uma média de 7%) e ocorre 

de uma a quatro semanas após o surgimento das primeiras hemácias parasitadas. 

Durante este período, apenas as hemácias parasitadas com alterações celulares são 

eliminadas. Conforme a patogenia avança, auto-anticorpos surgem, ligando-se aos 

eritrócitos infectados e não infectados, aumentando a fagocitose das hemácias pelos 
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macrófagos, principalmente no baço. Isso resulta em diminuição do volume globular e 

anemia, que podem levar o animal à morte (Melo, 2018). 

Os bezerros demonstram uma menor susceptibilidade à infecção por A. 

marginale, e mesmo sintomas clínicos menos evidentes (Guglielmone, 1995; Palmer, 

2002; Ribeiro et al., 2003). O mecanismo para essa menor susceptibilidade dos 

bezerros não é totalmente compreendido; no entanto, de acordo com Melo (1999), 

isso pode estar relacionado à imunidade passiva, uma resposta imunológica mais 

eficiente através da imunidade celular resultante da persistência do timo, da alta 

atividade eritropoiética da medula óssea e proteção conferida pela hemoglobina fetal. 

 

4.2 DISTRIBUIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA DA ANAPLASMOSE BOVINA 

 

A Anaplasmose é uma doença endêmica com uma ampla e crescente 

distribuição em diversas regiões do mundo, abrangendo os Estados Unidos, México, 

América Central, América do Sul, ilhas do Caribe, e partes da Ásia e África. Na 

América Latina, ela é enzoótica em todo o território, exceto em áreas desérticas e 

cadeias montanhosas como os Andes. Na Europa, a Anaplasmose bovina é 

predominantemente encontrada em países do Mediterrâneo, documentada em 

bovinos e diversas espécies de animais selvagens (Kocan et al., 2003). 

Essa ampla distribuição provavelmente resulta do transporte de animais 

portadores, seguido pela transmissão mecânica e biológica para bovinos suscetíveis. 

No Brasil, o A. marginale é endêmico em todo o território (Vidotto, Marana 2001), 

causando significativos problemas econômicos e sanitários, incluindo alta morbidade 

e mortalidade em rebanhos suscetíveis, diminuição da produtividade, casos de aborto 

e custos relacionados ao tratamento e controle da doença (Melo, 2018; Meneses, 

2013; Nazar; Shah, 2018; Paramanandham et al., 2019). 

As perdas anuais causadas pela Anaplasmose nos Estados Unidos 

ultrapassam os 300 milhões de dólares, enquanto na América Latina esse valor chega 

a 800 milhões de dólares (Kocan et al,2003). No Brasil, calcular os prejuízos é 

desafiador devido a fatores ambientais e intrínsecos a cada sistema de manejo, como 

tipo de pastagem, densidade animal e vetores, além das medidas de controle 

adotadas em cada propriedade (Andrade, 2021). 

Cada região pode ser categorizada epidemiologicamente como uma área de 

estabilidade ou instabilidade enzoótica. Utilizando a Babesiose como modelo, 
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Mahoney e Ross (1972) definiram a estabilidade enzoótica como uma condição em 

que há alta incidência de animais infectados, mas a manifestação clínica é rara. Por 

outro lado, a instabilidade enzoótica ocorre quando os animais têm pouca exposição 

aos vetores nos primeiros meses de vida, resultando em quadros clínicos graves e 

altas taxas de mortalidade, embora este conceito não se aplique integralmente a todos 

os cenários epidemiológicos (Madruga et al., 2001; Mahoney; Ross, 1972). 

Estudos sorológicos são fundamentais para avaliar o risco da doença e 

caracterizar epidemiologicamente o rebanho, contribuindo para a diferenciação entre 

zonas estáveis e instáveis da Anaplasmose. Fatores como condições climáticas, 

controle de ectoparasitas e sistema de produção podem interferir na infecção precoce 

dos bovinos, influenciando o ciclo biológico dos vetores e a exposição dos animais ao 

patógeno (Melo et al., 2001; Marana et al., 2009). 

Embora os estudos de soroprevalência no Brasil tenham contribuído para 

diferenciar zonas estáveis e instáveis da Anaplasmose, a compreensão sobre surtos 

ainda é limitada (Madruga et al., 1986; Vespasiano, 2016). Surtos esporádicos em 

zonas estáveis estão associados ao transporte de animais de áreas instáveis, alta 

infestação de vetores e introdução de animais do grupo Bos taurus taurus. A 

Anaplasmose bovina figura na lista da Office International des Epizooties (OIE) devido 

ao seu impacto significativo na saúde dos animais domésticos, resultando em perdas 

diretas de produção e aumento da taxa de mortalidade. Embora mais evidente em 

bovinos, outras espécies de ruminantes também podem ser infectadas por A. 

marginale, desempenhando um papel significativo na epidemiologia da doença 

(Brown, 2012; Chomel et al., 1994). 

A preocupação com a transmissão entre a vida selvagem e o gado doméstico 

está em ascensão, especialmente em áreas onde animais selvagens e gado 

compartilham pastagens comuns. Isso é exemplificado pelos casos de Anaplasmose 

registrados em rebanhos bovinos de várias regiões do Canadá entre 2000 e 2009, 

aumentando a preocupação sobre a transmissão de agentes infecciosos pelos 

animais selvagens (Chomel et al., 1994). A prevalência mais elevada de Anaplasmose 

em bovinos pode ser atribuída tanto às preferências da espécie hospedeira quanto à 

disponibilidade de um maior número de estudos de prevalência para bovinos do que 

para outros ruminantes (Kocan et al., 2010). 
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4.2.1 Prevalência e Distribuição Global 

 

Os resultados da meta-análise conduzida por Paramanandham et al. (2019) 

revelaram uma alta prevalência de espécies de Anaplasma na América do Sul (82%), 

seguida pela Europa (42%), América do Norte (36%), África (35%) e Ásia (33%). A 

análise da prevalência ao longo do tempo indicou uma tendência decrescente em 

todos os cinco continentes durante o período de 2011 a 2017, em comparação com 

estudos anteriores. Os métodos de diagnóstico mais utilizados nos estudos de 

prevalência foram a sorologia (46%), seguida por técnicas baseadas em ácido 

nucléico (PCR) (42%) e o método de exame de esfregaço sanguíneo (21%). 

As estimativas de prevalência ao longo do tempo para a Anaplasmose bovina 

mostram uma tendência decrescente durante os anos de 2011 a 2017 em comparação 

com o período anterior a 2011, tanto no Brasil quanto nos cinco continentes do mundo. 

Essa redução pode ser atribuída a práticas de tratamento mais eficazes, métodos de 

diagnóstico mais precisos e a conscientização sobre carrapatos e doenças 

transmitidas por eles entre os fazendeiros (Kocan et al., 2010). 

A distribuição da Anaplasmose pode ser impactada no futuro pela mudança 

climática, que influencia a população de vetores (Jonsson; Reid., 2000). Além disso, 

a mudança climática pode alterar a prevalência da Anaplasmose ao afetar a 

distribuição geográfica de ruminantes e hospedeiros de carrapatos (Grau et al., 2013; 

Jonsson; Reid., 2000; Junsiri et al., 2022; Kocan et al., 2010). 

No estudo conduzido por Paramanandham et al. (2019), a prevalência na 

América do Sul foi observada como superior em comparação com outros continentes, 

corroborando relatos anteriores de países sul-americanos, tais como Venezuela 

(57,7%), Colômbia (64–100%), Brasil (67,3%), Paraguai (92%) e Argentina (7–61%) 

(Kocan et al., 2003). Essa disparidade pode ser atribuída à maior densidade 

populacional de carrapatos e às condições agroclimáticas favoráveis à ocorrência da 

doença. 

Por outro lado, as estimativas de prevalência no continente asiático foram 

menores, o que pode ser atribuído a diferentes zonas agroclimáticas, variação na 

disponibilidade da população de vetores (Kocan et al., 2010; Nazar et al., 2018; Nazifi 

et al., 2012) e diferentes cepas de A. marginale presentes em cada país. Em uma 

análise de associação filogenética de cepas na Índia, observou-se proximidade com 

cepas do México, além da identificação de uma população heterogênea de cepas de 
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A. marginale causando Anaplasmose (George et al., 2017). Um estudo de diversidade 

genética no Brasil indicou a circulação de três cepas de A. marginale na área de 

estudo (Paramanandham et al., 2019). 

 

4.2.2 Anaplasmose no Brasil 

 

A compreensão da epidemiologia da Anaplasmose bovina no Brasil é 

desafiadora devido à diversidade dos biomas e à escassez de estudos disponíveis. 

Nesta revisão, é apresentada uma classificação geral para auxiliar na previsão do 

comportamento da doença em diferentes regiões. As zonas de estabilidade enzoótica 

incluem o cerrado nas regiões Centro-Oeste e Sudeste, a Mata Atlântica nas regiões 

Nordeste e Sudeste, e a Amazônia na região Norte, abrangendo cerca de 82% do 

território brasileiro. Por outro lado, as zonas de instabilidade enzoótica compreendem 

a Caatinga no Nordeste, o Pantanal no Centro-Oeste e a região Sul, correspondendo 

a aproximadamente 18% do território (Puentes; Riet-Correa, 2023). 

No Brasil, estudos recentes identificaram uma alta prevalência de Anaplasmose 

em diversas regiões, evidenciando a distribuição ampla e preocupante da doença. 

Melo (2001) e Meneses (2013) destacaram uma incidência significativa em quatro 

regiões de Minas Gerais: Alto Paranaíba, Zona Metalúrgica, Sul de Minas e Triângulo 

Mineiro. Da mesma forma, Souza et al. (2013) observaram uma alta prevalência no 

Norte Fluminense, no estado do Rio de Janeiro, enquanto Barros et al. (2005) 

constataram elevados índices na região semiárida da Bahia. Em Araguaína, 

Tocantins, foi verificada uma soroprevalência de 89,9% (Trindade et al., 2010). 

A condição soroprevalência no estado do Pará foi de 75,18% (506/673), 

enquanto no estado do Tocantins, entre as raças Nelore e Tabapuã, atingiu 89,9% 

(455/506) (Trindade et al., 2010). No entanto, na Caatinga brasileira, a prevalência de 

anticorpos para A. marginale é mais baixa, devido à redução da infestação por 

carrapatos. Na Paraíba, nas mesorregiões do Sertão Paraibano e Borborema, a 

soroprevalência observada foi de 17,72%, enquanto no semiárido de Pernambuco, foi 

de 39,8% (Santos et al., 2017; Costa et al., 2011). 

Além disso, estudos realizados no Hospital Veterinário da Universidade Federal 

de Campina Grande, Município de Patos, Paraíba, revelaram a ocorrência de surtos 

de tristeza parasitária entre 2000 e 2009. Durante esse período, a maioria dos surtos 

foi causada por A. marginale, com uma média de morbidade de 11,6% e mortalidade 
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de 4,15%. A transmissão foi predominantemente atribuída ao carrapato R. microplus, 

embora em algumas ocasiões, mutucas (Tabanídeos) tenham sido responsáveis pela 

disseminação da doença (Costa et al., 2011). 

Um estudo conduzido por Vespasiano (2016) revelou que mais de 75% dos 

animais examinados aos nove meses de idade foram soropositivos para A. marginale, 

B. bovis e B. bigemina. No entanto, houve ocorrência de casos clínicos em animais 

jovens, questionando a aplicabilidade das classificações de instabilidade e 

estabilidade enzoótica estabelecidas por Mahoney e Ross (1972) e amplamente 

utilizadas pela comunidade científica. O estudo sugere que apenas a frequência de 

animais soropositivos não é suficiente para determinar o status epidemiológico de uma 

fazenda. Na propriedade analisada, apesar de ser classificada como estável, foi 

observada uma alta frequência de animais suscetíveis, com uma incidência 

significativa de quadros clínicos em bezerros jovens, indicando a necessidade de uma 

nova abordagem para caracterizar essa situação comum em propriedades leiteiras. O 

estudo envolveu 224 animais da raça Holandesa, distribuídos em sete categorias 

distintas, onde a presença de anticorpos IgG anti-A. marginale foi detectada em todos 

os grupos, com frequências variando de 26,66% a 86,66%, enquanto a detecção de 

DNA de A. marginale por PCR variou de 20% a 100%. 

A ocorrência da Anaplasmose nessa região é mais comum durante o verão e 

outono, podendo afetar especialmente bovinos adultos leiteiros durante a 

movimentação do confinamento para pastagens infestadas por carrapatos. 

Notavelmente, as raças europeias e seus cruzamentos demonstram maior 

suscetibilidade a essa doença (Puentes; Riet-Correa, 2023). 

Baseando-se em dados de prevalência, Ferreira et al. (2019) classificou as 

regiões Norte e Sudeste como estáveis, a região Sul como área livre e o Nordeste 

como instável. No entanto, essa abordagem, fundamentada em diversas fontes de 

informação, visa caracterizar regiões e biomas como instáveis ou estáveis seguindo 

os princípios de Mahoney e Ross (1972). 

A continuidade dos estudos sorológicos e análises de surtos é crucial para 

aprofundar a compreensão da epidemiologia da Anaplasmose em todo o Brasil. Nesse 

sentido, torna-se evidente que a abordagem holística e individual de cada propriedade 

é mais eficiente na compreensão da doença. Isso é especialmente notável devido às 

intensas modificações de manejo, como a intensificação dos sistemas produtivos e o 

acesso cada vez menor dos animais aos vetores (Coelho, 2022). 
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4.3 RESPOSTA IMUNE NA ANAPLASMOSE BOVINA 

 

O quadro patológico iniciado por A. marginale desencadeia respostas do 

sistema imunológico, tanto na forma de uma resposta humoral, associada à produção 

de anticorpos, quanto por meio de uma resposta celular, envolvendo as células do 

sistema imunológico no organismo hospedeiro (Chadi et al., 2023; Pimentel, 2018; 

Pimentel et al., 2020). 

Quando ocorre a infecção por A. marginale, uma resposta imunológica é 

desencadeada pelo organismo bovino. As imunoglobulinas desempenham um papel 

crucial nesse processo, promovendo a destruição das hemácias infectadas por células 

especializadas do sistema imunológico. Isso resulta na rápida e intensificada remoção 

das hemácias do corpo, levando a uma anemia acentuada devido à diminuição da 

quantidade de glóbulos vermelhos circulantes (Melo, 2018). 

A infecção crônica por A. marginale está associada à necessidade constante 

da bactéria de invadir novos glóbulos vermelhos, pois seu ciclo de vida ocorre 

principalmente dentro dessas células. Durante esse processo de replicação e 

sobrevivência, o parasito invade os glóbulos vermelhos e se reproduz no interior deles 

(Battilani et al., 2017).  

Para compreender melhor esse processo, é importante considerar a vida útil 

média de um eritrócito, que é de aproximadamente 160 dias. Ao longo desse período, 

os glóbulos vermelhos são continuamente substituídos no organismo do hospedeiro. 

A estratégia do A. marginale para persistir no organismo bovino é se replicar de forma 

contínua, infectando novos glóbulos vermelhos. Sua capacidade de variar as 

características de suas proteínas de superfície é crucial para evitar o reconhecimento 

pelo sistema imunológico do hospedeiro, dificultando a ação das defesas naturais 

(Arnuphapprasert et al., 2023). 

Ao modificar suas proteínas de superfície, o A. marginale consegue escapar do 

sistema imunológico, permitindo uma replicação contínua no interior dos glóbulos 

vermelhos. Esse ciclo constante de invasão, replicação e evasão contribui para a 

persistência da infecção crônica e para a complexidade da Anaplasmose bovina 

(Ferreira, 2019; Silvestre et al., 2014). 

As proteínas de superfície de membrana (MSPs), incluindo MSP1α, MSP1b, 

MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5, desempenham um papel crucial na interação entre A. 

marginale e o sistema imunológico do hospedeiro. Essas proteínas têm a capacidade 
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de estimular a resposta imune nos animais e contribuir para o desenvolvimento de 

uma resposta protetora eficaz contra a infecção (Arnuphapprasert et al., 2023; Melo, 

2018; Pimentel, 2018; Pimentel et al., 2020). 

O complexo MSP1, composto por MSP1α e MSP1b, é especialmente 

importante para a adesão e invasão das células hospedeiras, contribuindo 

significativamente para a sobrevivência da riquétsia no vetor do carrapato e nas 

células dos hospedeiros (Michelon, 2005). Estudos mostram que bovinos imunizados 

com MSP1 nativa desenvolvem títulos de anticorpos, principalmente da classe IgG 

(Junsiri et al., 2022). 

Dentro da classe de imunoglobulinas G (IgG), as subclasses mais comuns em 

mamíferos são IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, cada uma desempenhando funções 

específicas no sistema imunológico. No contexto de infecções bacterianas, como a 

Anaplasmose bovina causada por A. marginale, a IgG2 desempenha um papel crucial. 

A IgG2 é conhecida por sua capacidade de neutralizar patógenos e ativar mecanismos 

efetores do sistema imunológico. Em algumas infecções bacterianas, a IgG2 é 

particularmente eficaz na opsonização, marcando os patógenos para fagocitose por 

células do sistema imunológico, como macrófagos e neutrófilos (Costa et al., 2016). 

A resposta imune desempenha um papel fundamental no controle da infecção 

por A. marginale. A imunoglobulina IgG2 é especialmente importante, pois contribui 

para reduzir a fase aguda da doença e minimizar a anemia. Isso ocorre através da 

ativação de macrófagos pelo interferón-gama (IFN-γ), estimulado pela IgG2, para 

produzir óxido nítrico (NO), uma substância tóxica para a riquétsia, auxiliando assim 

na sua eliminação no meio intracelular (Battilani et al., 2017). 

Outras proteínas do complexo MSP, como MSP2 e MSP3, são identificadas 

como imunodominantes e desempenham papeis importantes na resposta imune 

contra A. marginale. A MSP2 possui uma região hipervariável e é vital para a 

sobrevivência da riquétsia, enquanto a imunização com MSP3 retarda o surgimento 

da riquetsemia. Por outro lado, a MSP4, altamente conservada, demonstrou eficácia 

protetiva contra o desafio, enquanto a MSP5, embora conservada, ainda não 

demonstrou eficácia protetiva conhecida (Pimentel, 2018; Siddiki et al., 2023). 

Durante a infecção, o A. marginale sofre variações antigênicas nas proteínas 

MSP2 e MSP3, levando à produção de IgG2 específica para cada nova variante 

emergente. Várias hipóteses foram sugeridas para explicar esse fenômeno de 

variação antigênica, incluindo danos na membrana celular do hospedeiro devido ao 
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estresse oxidativo, a presença de proteínas bacterianas na superfície das hemácias e 

a possível perda de eritrócitos infectados devido ao seu pequeno tamanho  (Nazifi et 

al., 2008).Essa capacidade do A. marginale de variar suas proteínas de superfície é 

um dos desafios na concepção de uma vacina eficaz contra a Anaplasmose bovina, 

exigindo uma compreensão mais aprofundada da resposta imune e das estratégias 

de imunização. 

A produção específica de IgG2 é importante na resposta imune contra A. 

marginale, especialmente na opsonização dos corpúsculos iniciais para fagocitose 

pelos macrófagos. Macrófagos e outras células fagocíticas são ativados pela IgG2 

para realizar a fagocitose, limitando assim a propagação da riquétsia no meio 

intracelular e controlando a infecção. Esse processo, no entanto, pode estar associado 

à anemia severa característica da doença (Leite et. al., 2002). 

Quando exposto à presença da riquétsia, o organismo bovino desencadeia uma 

resposta imunológica coordenada e complexa. Antígenos específicos da riquétsia 

ativam as células apresentadoras de antígenos (APCs), que por sua vez liberam 

citocinas como IL-12 e IFN-γ. Estas citocinas modulam a resposta imune, ativando 

linfócitos T auxiliadores (CD4+), que amplificam a produção de IFN-γ. O IFN-γ 

estimula então os linfócitos B a produzirem IgG2, que é capaz de neutralizar os 

corpúsculos iniciais de A. marginale e induzir a fagocitose pelos macrófagos 

(Esmaeilnejad et al., 2018). 

Além disso, a IgG2 pode bloquear a entrada da riquétsia nos eritrócitos, e a 

opsonizando ainda no meio extracelular, a fim de impedir sua replicação nos glóbulos 

vermelhos. Essa sequência de eventos ressalta a coordenação intricada entre 

diferentes componentes do sistema imunológico para combater eficazmente a 

infecção por A. marginale (Gasparini et al., 2013; Pimentel, 2018). 

A resposta de IgG2 desempenha um papel crucial no controle das novas 

variantes de A. marginale.  No entanto, a capacidade contínua da riquétsia em evadir 

a resposta imune por meio da variação antigênica pode impedir a eliminação completa 

do patógeno. Mecanismos que levam à deficiência na resposta das células T durante 

a infecção ainda não são completamente compreendidos, e requer investigações 

adicionais para esclarecer completamente os processos envolvidos nesse fenômeno. 

Regulações negativas, possivelmente mediadas por células T regulatórias, podem 

desempenhar um papel na limitação da inflamação sistêmica prolongada em resposta 

aos níveis elevados persistentes de A. marginale (Peixoto, 2017). 
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O estudo de Castro (2009) investigou a eficácia da imunização de bezerros com 

um isolado de baixa patogenicidade de A. marginale, revelando que os animais 

imunizados desenvolvem predominantemente uma resposta celular do tipo Th1, 

caracterizada pela produção de citocinas. Os bezerros imunizados não manifestaram 

sinais clínicos da doença quando desafiados com um isolado altamente patogênico, 

destacando a importância da resposta imune na proteção contra a Anaplasmose 

bovina. 

No estudo de Silvestre (2014), a investigação da resposta imune em 

camundongos Balb/c imunizados com a proteína recombinante MSP1α do A. 

marginale revelou níveis elevados de anticorpos IgG específicos para MSP1α, 

considerada uma resposta humoral robusta. Além disso, a combinação de MWNT 

(nanotubos de carbono de paredes múltiplas) e rMSP1α induziu uma resposta celular 

mais forte, com aumento na capacidade proliferativa dos esplenócitos e maior ativação 

de linfócitos T CD4+. O aumento nos níveis de citocina TNF-α no grupo 

MWNT+rMSP1α indica uma resposta imune pró-inflamatória, que pode ser benéfica 

na defesa contra a infecção por A. marginale. No entanto, é importante ressaltar que 

a ausência de disparidades mensuráveis em certos parâmetros não implica 

necessariamente falta de resposta, e uma compreensão completa dos mecanismos 

de controle requer uma análise abrangente e integrada das respostas imunes 

(Silvestre, 2014). 

No estudo de Meneses (2013), foi identificado que diferentes isolados de A. 

marginale são capazes de serem transmitidos verticalmente em bovinos, destacando 

a importância da transmissão vertical na disseminação da doença. Além disso, o 

isolado de baixa virulência UFMG3 demonstrou potencial como candidato para o 

desenvolvimento de uma vacina viva contra a Anaplasmose bovina, oferecendo uma 

abordagem para o controle da doença. 

Silva (2017) investigou o efeito da imunização de bezerros com MWNT 

funcionalizados com rMSP1α, associados à vacina inativada de A. marginale. Essa 

estratégia foi capaz de induzir uma resposta imune celular e humoral significativa, com 

redução significativa da riquetsemia e melhoria na capacidade de recuperação do 

volume globular dos animais. Esses resultados sugerem que a combinação de MWNT 

com antígenos de A. marginale pode ser uma abordagem eficaz para o 

desenvolvimento de vacinas contra a Anaplasmose bovina. 
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Pimentel (2018) investigou a utilização de nanotubos de carbono como 

ferramenta para o desenvolvimento de uma vacina contra a Anaplasmose bovina. A 

imunização com peptídeo Am1 acoplado a MWCNT não proporcionou uma resposta 

imune superior àquela observada nos animais imunizados apenas com o peptídeo.  

Por fim, o nanocomplexo MWCNT-Am1 desenvolvido por Pimentel et al. (2020) 

demonstrou alta estabilidade e boa dispersibilidade, com produção elevada de 

anticorpos IgG1 e IgG2a, juntamente com um aumento na expressão de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias. Esses resultados sugerem que essa abordagem 

pode ser promissora para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes contra a 

Anaplasmose bovina. 

Em conjunto, esses estudos contribuem para o avanço do conhecimento sobre 

estratégias vacinais contra a Anaplasmose bovina, oferecendo novas perspectivas e 

possibilidades para o controle dessa importante doença animal. Vespasiano (2020) 

conduziu um estudo com 12 bezerros machos da raça Holandês, previamente 

testados como negativos para A. marginale, B. bovis e B. bigemina por meio de PCR 

e soronegativos por RIFI. Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo 

vacinado, que recebeu a vacina composta por AmUFMG2, rMSP1α funcionalizada 

com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWNT) e adjuvante, e o grupo de 

controle, que recebeu PBS, adjuvante e MWNT não-carboxilado. Os resultados 

revelaram que a vacina foi capaz de induzir respostas imunes celulares e humorais 

nos bezerros vacinados.  No entanto, após um desafio experimental com 5x106 

eritrócitos infectados por A. marginale, os animais vacinados apresentaram sintomas 

clínicos de Anaplasmose, incluindo febre.  

Esses estudos ressaltam a complexidade da resposta imune na Anaplasmose 

bovina e a necessidade contínua de aprimorar as estratégias de imunização para 

alcançar uma proteção mais eficaz contra a doença. O desenvolvimento de uma 

vacina eficaz contra A. marginale requer uma abordagem integrada que leve em 

consideração a diversidade genética do patógeno e as características específicas das 

populações bovinas em diferentes contextos (Vespasiano, 2020). 
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4.3.1 Imunidade passiva 

 

 A placenta dos bovinos é classificada como sinepiteliocorial, o que significa que 

os recém-nascidos dessa espécie nascem sem a capacidade de produzir 

imunoglobulinas e dependem exclusivamente dos anticorpos presentes no colostro 

materno (Tizard, 2013; Prestes; Alvarenga, 2006). Em sua pesquisa, Coelho (2022) 

destacou a importância da transferência de imunidade passiva através do colostro na 

proteção dos recém-nascidos contra a Anaplasmose bovina. Além disso, análises 

moleculares revelaram uma significativa taxa de transmissão vertical da infecção por 

A. marginale.  Esses achados ressaltam a urgência de medidas preventivas para 

controlar essa via de transmissão da doença e seu impacto sobre os neonatos. 

Adicionalmente, é essencial garantir a qualidade do colostro para proteger os 

bezerros, evitando o fornecimento de colostro de vacas com mastite clínica, vacas que 

abortaram ou colostros coletados após 12 horas do parto. Estatísticas revelam que a 

maioria das mortes de bezerros ocorre nas primeiras duas semanas de vida, 

enfatizando a importância de cuidados adequados nesse período, como uma 

colostragem adequada, nutrição e um ambiente saudável. Essas medidas são 

fundamentais para o sistema imunológico dos neonatos e proporciona proteção contra 

diversas infecções, incluindo a Anaplasmose (Brito et al., 2019). 

Um estudo realizado por Silva (2012) coletou 1607 amostras de sangue de 41 

bezerras ao longo dos primeiros 180 dias de vida, abrangendo tanto a estação 

chuvosa quanto a estação seca. As amostras foram processadas utilizando o teste 

ELISA indireto e a técnica PCR, indicando que bezerros com idades entre 30 e 60 dias 

tinham 1,90 vezes mais probabilidade de serem soronegativos para A. marginale em 

comparação aos recém-nascidos. Isso sugere que, durante esse período específico 

de 30 a 60 dias de vida, os bezerros apresentavam menor probabilidade de terem 

anticorpos específicos para A. marginale detectáveis no sangue, uma janela de tempo 

crítica para a defesa através dos anticorpos maternos. 

 

4.4 EPIDEMIOLOGIA DA TRANSMISSÃO VERTICAL DO A. MARGINALE 

 

A transmissão vertical do A. marginale para o feto durante a gestação em 

bovinos envolve uma série de mecanismos complexos e por isso pesquisas são 
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necessárias para compreender melhor a patogenia da transmissão transplacentária 

em ruminantes, a fim de determinar sua importância epidemiológica em diferentes 

rebanhos e estabelecer medidas eficazes de prevenção e controle (Costa et al., 2016). 

A transmissão primária do A. marginale se dá principalmente através do 

carrapato vetor, R. microplus. Durante seu ciclo alimentar, pode-se estabelecer uma 

infecção persistente no organismo da vaca gestante, o que é um processo crucial com 

potenciais impactos na saúde tanto da vaca quanto do feto. Durante o período de 

gestação, a riquétsia é capaz de atravessar a barreira placentária, alcançando assim 

o feto (Brito et al., 2019) 

A transmissão transplacentária da Anaplasmose, especialmente relevante 

neste estudo, é mais frequente e pode ter importância epidemiológica em 

determinadas regiões do mundo (Brito et al., 2019; Herrera, 2019). Esse fenômeno 

ocorre quando uma mãe infectada transmite o patógeno para o feto no útero. 

Essa forma de transmissão é particularmente crucial devido à sua contribuição 

significativa para a disseminação da A. marginale na população de bovinos, 

aumentando a prevalência da infecção. Compreender esses mecanismos é 

necessário para implementar estratégias eficazes de controle e prevenção da 

Anaplasmose com redução do impacto epidemiológico da doença. Tanto a relevância 

epidemiológica quanto o processo de transmissão vertical de A. marginale têm sido 

objeto de debate (Coelho, 2022). 

De acordo com Eriks et al. (1993), os animais infectados permanecem 

persistentemente infectados e exibem baixos níveis de eritrócitos parasitados, com 

baixa parasitemia de 0,01%. Esses animais, conforme observado por Eriks et al. 

(1989), continuam sendo importantes reservatórios para a transmissão da 

Anaplasmose. 

A transmissão vertical de A. marginale é documentada em vários estudos 

experimentais, incluindo pesquisas longitudinais. Este tipo de transmissão é mais 

comum durante o terço médio e final da gestação (Brito et al., 2019; Grau et al., 2013; 

Maldonado et al., 2012; Pypers; Holm; Williams, 2011; Silva et al., 2014). 

Os primeiros estudos sobre a transmissão vertical de A. marginale observaram 

que os animais recém-nascidos apresentavam sintomas clínicos da infecção (Norton 

et al., 1983; Potgieter; van Rensburg, 1987). No Brasil, o primeiro estudo realizado por 

Ribeiro et al. (1995), citado por Ferreira (2019), detectou transmissão transplacentária 

de A. marginale em 2,06% (2/97) dos fetos examinados em um matadouro e em 
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36,36% (4/11) dos bezerros nascidos de vacas inoculadas. Esses achados 

destacaram que durante a fase aguda da doença, a transmissão vertical pode ser uma 

via importante de infecção por A. marginale. 

Um relato de caso descrito por Girardi et al. (2012) descreveu a Anaplasmose 

congênita em uma bezerra da raça Nelore, nascida em São Paulo, Brasil. A bezerra 

apresentou sintomas graves, como apatia, desidratação e icterícia, desde o 

nascimento, e veio a óbito após quatro dias. Exames revelaram uma alta taxa de 

parasitemia, com 70% das hemácias da bezerra infectadas pelo A. marginale. 

Outro estudo realizado por Grau et al. (2013) no Sul do Brasil constatou que a 

taxa de transmissão vertical de A. marginale foi de 10,5% (2/19) em bezerros recém-

nascidos de vacas cronicamente infectadas. Nazar et al., (2018) investigaram a taxa 

de transmissão vertical de A. marginale e concluíram que 13,7% (4/29) dos bezerros 

recém-nascidos testados foram positivos para a riquétsia, com maior incidência de 

62,5% (20/32) na raça europeia, seguida de 42,4% (14/33) no cruzamento de raças e 

35,4% (11/31) em raças zebuínas. A importância desses estudos reside na 

compreensão da dinâmica da transmissão da Anaplasmose bovina. Identificar a 

presença da riquétsia nos neonatos é fundamental para entender como a doença é 

transmitida verticalmente de uma geração para outra, especialmente em regiões onde 

a Anaplasmose bovina é endêmica.  

No que diz respeito ao momento em que as vacas gestantes transmitem a 

riquétsia, a maioria dos estudos com A. marginale demonstrou que bezerros que 

testaram positivo em análises moleculares ou sorológicas antes da ingestão do 

colostro provêm de fêmeas naturalmente infectadas (Costa et al., 2016; Maldonado et 

al., 2012; Silva et al., 2014). No entanto, não há consenso na literatura sobre isso. 

Grau et al. (2013) afirmaram que vacas cronicamente infectadas, sem histórico de 

Anaplasmose aguda, passam a infecção para suas crias via transmissão vertical. 

Andrade (2021) conduziu uma avaliação de fetos em um abatedouro, identificando a 

presença de A. marginale nos fetos durante o segundo e terceiro trimestres de 

gestação. No entanto, devido às limitações na obtenção de material para PCR 

(sangue), não foi possível avaliar os fetos durante o primeiro trimestre de gestação. 

A transmissão vertical em bezerros recém-nascidos foi investigada por 

Meneses (2013), revelando uma taxa de ocorrência de 10%. A análise molecular das 

amostras positivas indicou a presença de múltiplos isolados genéticos transmitidos 

verticalmente. Grau et al. (2013), em amostras de sangue de 30 vacas em diferentes 
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períodos da gestação, bem como sangue de bezerros recém-nascidos, constataram 

que 63,3% das vacas eram portadoras de A. marginale, enquanto 6,7% dos bezerros 

recém-nascidos também eram PCR positivos, o que representa uma taxa de 

transmissão transplacentária de 10,5%. Além disso, foi observada uma correlação 

significativa de 93,3% entre as técnicas de sorodiagnóstico utilizadas, a RIFI e o 

ELISA, no acompanhamento sorológico destes indivíduos. 

Diversos fatores podem contribuir para a maior vulnerabilidade dos fetos frente 

aos patógenos como a constante reinfecção de vacas gestantes (Costa et al., 2016). 

Fatores que causam imunossupressão em vacas gestantes tornam os fetos mais 

suscetíveis a infecções, o que pode resultar em um aumento na transmissão vertical 

de patógenos, sendo essa uma das principais razões por trás das infecções 

subclínicas e, possivelmente, é a responsável pelo aumento da transmissão vertical 

(Silva et al., 2014). 

Vacas no período de transição estão susceptíveis a um aumento nos níveis de 

ácidos graxos não esterificados (AGNE) e corpos cetônicos na corrente sanguínea e 

que impacta na redução da atividade leucocitária e da função oxidativa dos neutrófilos. 

Além da imunossupressão na vaca gestante, outros fatores podem estar associados 

à transmissão vertical, como o aumento da permeabilidade vascular no útero e no feto. 

Nos estágios finais da gestação, ocorrem alterações anatômicas na placenta e um 

rápido crescimento do feto, resultando em maior demanda por nutrientes e uma maior 

atividade de fagocitose eritrocitária fetal (Andrade, 2021; Coelho, 2022). 

No estudo de Silva et al., (2014), os resultados da amplificação do DNA 

revelaram uma frequência de infecção por A. marginale de 41% nos bezerros recém-

nascidos antes da ingestão do colostro. Entretanto, apenas 14% dos bezerros recém-

nascidos foram soropositivos para A. marginale. Todos os bezerros foram positivos 

para A. marginale por PCR e exame microscópico de esfregaços sanguíneos antes 

dos dois e quatro meses de idade, respectivamente. Os principais fatores de risco 

associados à soroprevalência foram raça, infestação por carrapatos e densidade 

populacional. Os resultados indicaram que a exposição de bovinos a A. marginale foi 

comum em rebanhos leiteiros, e a situação endêmica de instabilidade provavelmente 

se deve à produção inadequada de anticorpos em vacas ou à variabilidade genética 

do patógeno. 

O estudo conduzido por Coelho (2022) avaliou um total de 665 animais 

distribuídos em cinco categorias distintas: animais de chegada, novilhas durante o 



36 
 

diagnóstico de gestação, bezerros recém-nascidos, bezerros desmamados e animais 

na fase de terminação. A metodologia adotada envolveu a realização de esfregaço 

sanguíneo, medição do hematócrito e aplicação da técnica de RIFI. Os resultados 

obtidos revelaram a presença do A. marginale em todas as categorias investigadas. 

Destaca-se que os bezerros recém-nascidos apresentaram uma adequada 

transmissão de imunidade passiva. A análise molecular complementar através do 

PCR demonstrou taxas de transmissão vertical de 41,3% para o A. marginale. Neste 

estudo há relevância da transmissão vertical como um mecanismo significativo na 

propagação da Anaplasmose bovina. Essa compreensão mais aprofundada dos 

padrões de transmissão pode orientar estratégias de controle nos diversos sistemas 

de exploração de bovinos. 

Os resultados obtidos na pesquisa de Ferreira (2019), bem como as 

descobertas de Silva et al., (2014), indicam que a relevância da transmissão 

transplacentária de A. marginale é variável e dependente de fatores locais 

relacionados às características dos rebanhos, como o clima, o perfil genético dos 

bovinos e a sazonalidade dos vetores. Outra abordagem fundamental neste trabalho 

é considerar os fatores ligados à variabilidade genética dos agentes infecciosos. 

Um estudo internacional (Atif, 2021) coletou amostras de sangue das matrizes 

em dois momentos-chave: durante os primeiros quatro meses de gestação e no 

momento do parto. Após a triagem, um grupo de 32 bezerros que não foram 

alimentados com colostro foi selecionado para o ensaio de transmissão vertical. Os 

resultados revelaram que 28 dos 32 bezerros (representando 87,5%) adquiriram a 

infecção intrauterina, como confirmado por testes sorológicos cELISA. Isso sugere 

uma taxa significativa (31%) de transmissão vertical do A. marginale entre bovinos. É 

fundamental incluir a transmissão transplacentária de hemopatógenos bovinos no 

diagnóstico diferencial de causas de morte de bezerros, especialmente quando 

apresentam quadros de hipogamaglobulinemia (Brito et al., 2019). 

Ainda há incerteza sobre os mecanismos da infecção por A. marginale durante 

a gestação, exigindo novas pesquisas para esclarecer melhor a epidemiologia da 

doença, especialmente devido às altas taxas de transmissão vertical. Bezerros que 

nascem positivos para a riquétsia podem apresentar sinais clínicos mais graves, maior 

mortalidade, inclusive, logo após o nascimento, ou podem desempenhar um papel 

significativo na epidemiologia da Anaplasmose, especialmente em áreas de 

estabilidade enzoótica. 
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4.5 DIAGNÓSTICO E TIPIFICAÇÃO DE A. MARGINALE 

 

Os sinais clínicos da Anaplasmose são bastante inespecíficos, o que destaca 

a importância de diferenciá-la de outras doenças. Para este fim, a literatura oferece 

uma ampla gama de testes laboratoriais que são capazes de detectar diretamente A. 

marginale e seus componentes, além de identificar antígenos e anticorpos presentes 

nos fluidos corporais dos animais afetados (Vidotto e Marana, 2001).  

É importante ressaltar que os sintomas da Anaplasmose podem variar 

consideravelmente, dependendo da cepa do patógeno e da susceptibilidade do 

hospedeiro. Portanto, um diagnóstico preciso se faz necessário para identificar a 

presença da riquétsia e investigar a existência de anticorpos contra A. marginale 

(Andrade, 2021; Brito et al., 2019; Melo, 2018). 

No diagnóstico de animais portadores de A. marginale, uma variedade de 

métodos indiretos pode ser empregada. Estes incluem exames sorológicos, como a 

técnica de imunofluorescência indireta (RIFI), fixação de complemento (CF), teste de 

aglutinação em cartão (CAT), ensaios imunoenzimáticos (ELISA) ligados a enzimas, 

citometria de fluxo, ou métodos moleculares, como a PCR (reação em cadeia da 

polimerase) (Meneses, 2013; Teixeira, 2022). 

O diagnóstico anátomo-patológico é realizado por meio de necropsia, 

permitindo a observação das alterações no corpo do animal. As principais alterações 

macroscópicas incluem anemia, icterícia, aumento do fígado e baço, rins escuros, 

vesícula biliar distendida e congestão cerebral (Carlton; McGavin, 1998). 

 

 

4.5.1 Diagnóstico molecular de A. marginale  

 

4.5.1.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Técnicas moleculares são mais específicas e sensíveis na detecção da 

Anaplasmose em comparação com a microscopia convencional de esfregaços 

sanguíneos (Atif, 2021). A PCR é uma técnica com alta sensibilidade e especificidade 

utilizada para amplificar seletivamente sequências específicas de DNA in vitro (Santos 

et al., 2016). Essa técnica foi desenvolvida para detectar pequenas quantidades de 
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DNA de diversos agentes em amostras de sangue ou tecidos. No contexto da 

pesquisa de hemoparasitas em bovinos e artrópodes em diferentes estágios de 

desenvolvimento, a PCR é frequentemente empregada (de la Fourniere et al., 2023). 

A PCR funciona amplificando repetidamente uma sequência específica de DNA do 

genoma do organismo alvo, resultando na produção de um produto amplificado 

facilmente detectável (Figueroa et al., 1993).  

Devido à sua alta sensibilidade e especificidade, a técnica da PCR é 

amplamente utilizada para validar outros métodos de diagnóstico (Bose et al., 1995). 

Essa técnica é frequentemente utilizada para distinguir animais naturalmente 

infectados com A. marginale dos que foram vacinados com A. centrale, já a técnica de 

PCR multiplex é empregada para identificar A. marginale, Babesia bovis e B. bigemina 

(Molad et al., 2006; Figueiroa et al., 1993). 

Com o avanço das técnicas de biologia molecular, como PCR, nPCR e qPCR 

(Bilhassi et al., 2014), foram conduzidos novos estudos epidemiológicos sobre a 

transmissão vertical da Anaplasmose. O uso dessas técnicas mais sensíveis tem 

revelado a transmissão transplacentária com maior frequência, tanto em animais 

recém-nascidos com sintomas quanto naqueles assintomáticos. Isso tem contribuído 

significativamente para a realização de pesquisas mais abrangentes sobre essa via 

(Costa et al., 2016; Ferreira, 2019; Girardi et al., 2012; Grau et al., 2013; Nazar et al., 

2018; Teixeira, 2022). 

Um estudo realizado por Melo (2018) apontou que a técnica do esfregaço 

sanguíneo não é suficientemente sensível para identificar a presença precoce de 

riquétsias no sangue. Nesse contexto, a realização de testes de PCR em intervalos 

frequentes durante o período de patência pré-patente (PPP) emerge como uma 

abordagem capaz de fornecer informações detalhadas sobre o ciclo do A. marginale 

no organismo bovino, especialmente durante essa fase inicial, embora seja um teste 

com pouca aplicabilidade na rotina de diagnóstico a campo, por sua complexidade e 

custo elevado (Melo, 2018). Embora seja uma excelente alternativa para pesquisas e 

estudos específicos, o desenvolvimento de métodos mais acessíveis e práticos é 

importante nas operações pecuárias do dia a dia. 

A técnica da PCR, requer moléculas de DNA, iniciadores de síntese (primers), 

desoxirribonucleótidos fosfatados (dNTPs), a enzima DNA polimerase, íons de 

magnésio (um cofator da polimerase) e uma solução tampão para a reação. Os 

primers têm a função de marcar a sequência específica que será amplificada, servindo 
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como pontos de início e término para a ação da DNA polimerase. Os dNTPs 

representam as quatro bases nucleotídicas (adenina, timina, citosina e guanina) 

usadas pela DNA polimerase para construir a sequência desejada durante a 

amplificação. A PCR envolve três etapas distintas: desnaturação, hibridização (ou 

annealing) e extensão (Asuar, 2022). 

Na etapa de desnaturação, o DNA de dupla hélice é separado a uma 

temperatura elevada, em torno de 95°C. Na etapa de hibridização, a temperatura é 

reduzida para permitir que os primers se liguem às fitas simples do DNA, o que 

possibilita que a enzima DNA polimerase inicie a incorporação dos dNTPs. Após a 

conclusão da PCR, os produtos amplificados são separados com base no peso 

molecular por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose. As bandas 

resultantes são visualizadas com a ajuda de corantes fluorescentes específicos para 

ácidos nucleicos (Asuar, 2022). 

A técnica de Nested PCR (nPCR) é uma variante da PCR que se destaca por 

sua sensibilidade e especificidade aprimoradas, permitindo a detecção de parasitemia 

em níveis extremamente baixos. Isso é alcançado por meio da realização de um 

segundo ciclo de amplificação com novos primers, utilizando os produtos da PCR 

convencional como ponto de partida (Ferreira, 2019). 

 

4.5.1.2 Genotipagem e tipificação 

A identidade molecular de cepas de A. marginale são realizadas por meio de 

sequenciamento dos fragmentos de gene A. marginale, obtidos via nPCR. Este 

método tem uma maior importância para o desenvolvimento de vacinas, já que a 

utilização de amostras vivas de A. marginale no protocolo de vacinação requer 

amostras padronizadas de baixa virulência (Ribeiro et al., 1997; Coelho, 2007; Bastos 

et al., 2010). 

Os principais marcadores genéticos de A. marginale, como as proteínas de 

superfície (MSPs) codificadas pelos genes MSP1 a MSP5, desempenham um papel 

nas interações hospedeiro-patógeno e carrapato-patógeno, sendo utilizados para 

caracterização genética e estudos filogenéticos. O trabalho de Arnuphapprasert et al., 

2022 na Tailândia, revela que apesar das informações sobre surtos suspeitos de 

anaplasmose, a análise genética de A. marginale permanece limitada, destacando a 

necessidade de investigações para compreender a taxa de infecção e a diversidade 

genética dos marcadores-chave MSP1α, MSP2 e MSP5. 
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A caracterização da diversidade genética de A. marginale no Uruguai, descrita 

por Parodi et al., 2022 pesquisando genótipos de MSP1α e sua relação com o 

carrapato Rhipicephalus microplus, trouxe dados importantes para a compreensão da 

epidemiologia da doença. Este estudo, realizado entre 2016 e 2020, identificou quatro 

genótipos com o genótipo E predominante e demonstrou associações entre repetições 

em tandem de MSP1α e a presença ou ausência de R. microplus. Tais aspectos 

contribuem para estratégias de vigilância e para o desenvolvimento futuro de vacinas 

eficazes. 

 

4.5.1.3 Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) 

A técnica de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) é conhecida por 

sua alta especificidade e facilidade de uso. Ela foi desenvolvida em 2000, com o 

objetivo de detectar precocemente doenças microbianas (Notomi et al., 2000). 

Diferentemente de outras metodologias, o LAMP executa todo o processo em uma 

condição isotérmica constante, o que simplifica significativamente o procedimento 

(Notomi et al., 2000). A detecção do produto amplificado pelo LAMP pode ser realizada 

de maneira direta, através de uma simples observação visual da reação no tubo. 

Este método é reconhecido por sua simplicidade e eficiência, permitindo a 

conclusão da amplificação em menos de uma hora. Ele opera em um único tubo, onde 

todos os reagentes são incubados sob condições isotérmicas. Isso é possível graças 

a um conjunto de quatro primers cuidadosamente desenhados, que abrangem seis 

sequências distintas do gene alvo (Notomi et al., 2000). 

Devido a suas características, o LAMP se apresenta como uma ferramenta de 

diagnóstico simples e rápida, sendo especialmente útil em regiões remotas 

desprovidas de equipamentos caros, onde a detecção precoce de doenças é crucial 

(Notomi et al., 2015). 

 

4.5.2 Diagnóstico direto 

O diagnóstico direto pode ser realizado através da identificação de corpúsculos 

intraeritrocitários marginais de A. marginale em esfregaços sanguíneos que foram 

corados com Giemsa, resultando em coloração violeta escura, arredondada e 

pequena, sendo A. marginale localizado na margem exterior da hemácia, ou por 

corante hematológico rápido (Hematoxilina e eosina), para animais que manifestam a 



41 
 

forma clínica da doença. Esse método possui alta especificidade, no entanto, só é 

capaz de detectar concentrações superiores a 10଺ hemácias infectadas por mL de 

sangue, limitando sua sensibilidade na detecção em animais com baixa riquetsemia 

(Melo, 2018; Teixeira, 2022). 

Apesar de ser o método primário empregado no campo, esse diagnóstico 

apresenta uma limitação: geralmente é realizado a partir da observação dos sinais 

clínicos da doença. O desafio reside no fato de que esses sintomas só se tornam 

evidentes alguns dias após o pico da riquetsemia, quando a anemia já atingiu estágios 

avançados (Teixeira, 2022).  Após quatro ou cinco dias do ápice da anemia, a 

quantidade de células parasitadas pode ser tão reduzida que a detecção através de 

esfregaço sanguíneo se torna praticamente inviável. Portanto, é desaconselhável 

realizar esses exames muitos dias após o pico de parasitemia e a crise hemolítica, 

como destacado por Jain (1986). 

 

4.5.3 Diagnóstico indireto 

 

4.5.3.1 Resposta imunológica e proteínas de fase aguda 

Um estudo conduzido por Nazifi et al. (2012) indicou que o aumento nas 

concentrações de SAA (proteínas de fase aguda) pode servir como um indicador 

confiável de inflamação em bovinos naturalmente infectados por A. marginale. O 

estudo examinou as respostas de fase aguda ao investigar as concentrações séricas 

de ácidos siálicos (total, lipídico e proteico), mediadores inflamatórios (IFN-γ e TNF-α) 

e proteínas de fase aguda (Hp e SAA). Os resultados revelaram reduções 

significativas na contagem de eritrócitos (CH), hematócrito (PCV) e hemoglobina (Hb) 

em bovinos infectados, em comparação com animais saudáveis. Por outro lado, as 

concentrações de Hp, SAA, ceruloplasmina, fibrinogênio, ácidos siálicos séricos e os 

mediadores γ e TNF-α estavam elevadas. Surpreendentemente, a progressão da 

parasitemia não causou alterações significativas nos índices hematológicos ou nas 

concentrações de Hp, SAA, ceruloplasmina e fibrinogênio. Destaca-se que a SAA 

demonstrou ser o marcador mais sensível às mudanças nos bovinos doentes, embora 

seja inespecífico. 

Bovinos infectados por A. marginale frequentemente exibem uma redução nas 

contagens de hemácias, hematócrito (PCV) e hemoglobina (Hb), juntamente com uma 
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diminuição nas atividades de enzimas antioxidantes, como GSH-Px, SOD, CAT, 

G6PD, TAC, MCF e AChE. Além disso, é observada uma diminuição nas 

concentrações de minerais traços antioxidantes, como Zn, Mn, Se e BchE. Por outro 

lado, são registrados níveis elevados de MDA e fragilidade osmótica eritrocitária, 

associados a um aumento na concentração de ferro sérico (Esmaeilnejad et al., 2018). 

 

4.5.3.2 ELISA (ensaio de imunoabsorção enzimática)  

O teste competitivo de ELISA (cELISA) é amplamente reconhecido como o 

principal método sorológico para identificação de anticorpos contra Anaplasma em 

bovinos, destacando-se por sua alta sensibilidade e especificidade. Este teste utiliza 

um anticorpo monoclonal (MAb) direcionado à proteína de superfície 5 (MSP5) do 

patógeno. Normalmente, o diagnóstico definitivo baseia-se inicialmente em sorologia, 

seguida por testes moleculares, conforme indicado em estudos recentes (Farooqi et 

al., 2018; Rehman et al., 2019). 

O teste é realizado utilizando um antígeno solúvel purificado, derivado de 

amostras de sangue com alta parasitemia de A. marginale, o ELISA adsorve esse 

antígeno em placas de poliestireno. Os anticorpos específicos presentes no soro a ser 

testado reconhecem o antígeno adsorvido na placa, seguido pela adição de um 

conjugado contendo anticorpos anti-IgG bovina marcados com uma enzima, como 

peroxidase ou fosfatase alcalina. A reação enzimática resulta em uma mudança 

colorimétrica, cuja intensidade está diretamente relacionada à concentração de 

anticorpos no soro. Esse método sensível e específico pode ser automatizado, 

permitindo o processamento eficiente de muitas amostras (Barry et al., 1986; 

Nakamura et al., 1988; Nielsen et al., 1996; Tizard, 2013) 

O teste de ELISA por competição (cELISA) utiliza a proteína recombinante de 

19kDa do A. marginale (MSP5) como antígeno. Nesse teste, a MSP5 é reconhecida 

pelo anticorpo monoclonal ANAF 16C1, cuja especificidade varia conforme o anticorpo 

monoclonal utilizado. Soros positivos são aqueles com taxa de inibição inferior a 75%, 

indicando competição entre os anticorpos do soro e o anticorpo monoclonal pelos 

mesmos epítopos do antígeno recombinante (Böse et al., 1995; Knowles et al., 1996). 
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4.5.3.3 Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

No método de reação de imunofluorescência indireta (RIFI), esfregaços 

sanguíneos que contêm eritrócitos parasitados são empregados como antígenos 

(Madruga et al., 1986). Os anticorpos IgG presentes no soro em teste reagem com 

esses antígenos e são posteriormente identificados através de anticorpos anti-IgG 

bovina, os quais estão marcados com isotiocianato de fluoresceína (conjugado). 

Apesar da sensibilidade deste teste, sua padronização tem sido desafiada devido a 

variações na intensidade de fluorescência, presença de fluorescência inespecífica, 

ocorrência de rastros de pontos irregulares, fadiga e subjetividade na interpretação 

por parte do operador (Goff et al., 1985; Böse et al., 1995; Gonzalez et al., 1978). 

 

4.5.3.4 Fixação do complemento  

A técnica de Fixação de Complemento (CF) é baseada nas reações dos 

anticorpos IgM, os quais são produzidos nos estágios iniciais da infecção primária. 

Esta metodologia tende a ser menos sensível em animais com infecções crônicas por 

A. marginale, uma vez que o IgM é predominante no período inicial da infecção (Bose 

et al., 1995). 

 Nessa técnica, são utilizados antígenos derivados de eritrócitos infectados, 

apresentando uma sensibilidade relativamente baixa e especificidade alta (Gonzáles 

et al., 1978). Os reagentes empregados, tais como complemento, sistema hemolítico 

e antígeno, são titulados em relação ao soro, permitindo a avaliação do grau de 

hemólise (Kuttler, 1975). No entanto, é importante destacar que podem ocorrer 

variações nos títulos entre os isolados de diferentes cepas de A. marginale (Kuttler et 

al., 1984). Sua aplicação tem sido limitada devido principalmente à complexidade de 

realização (Nielsen et al., 1996). 

 

4.5.3.5 Técnicas de Aglutinação 

 

 As técnicas de aglutinação se baseiam na reação entre anticorpos bivalentes e 

antígenos polivalentes, resultando na formação de macromoléculas visíveis. Existem 

variações dessas técnicas, incluindo a aglutinação em tubo capilar, aglutinação rápida 

e conglutinação rápida. Na aglutinação em tubo capilar, uma reação positiva é 
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indicada pela formação de aglomerados suspensos, distribuídos irregularmente dentro 

do tubo capilar (Vega y Murguia, 1993). 

Inicialmente utilizada como uma técnica de campo, a aglutinação rápida foi 

aprimorada com a adição do fator sérico bovino (Kuttler, 1975) para evitar reações 

falso-negativas, aumentando assim a sensibilidade no diagnóstico de anticorpos 

contra A. marginale. Este fator sérico fornece complemento e conglutinina, uma 

proteína presente no soro de ruminantes, responsável pela reação de conglutinação 

(Rose et al., 1978). 

 Dessa forma, o teste passou a ser conhecido como teste de conglutinação 

rápida (TCR) ou teste do cartão, sendo amplamente utilizado em levantamentos 

epidemiológicos (Madruga et al., 1986). Estes testes têm a sensibilidade relativamente 

baixa e especificidade alta (Marana et al., 2006; González et al., 1978). 
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5 CAPÍTULO II — EXPERIMENTO 

5.1 MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1.1 Considerações éticas 

 

O projeto de pesquisa foi encaminhado para avaliação pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) e obteve 

aprovação mediante o protocolo número 76/2021. 

 

5.1.2 Local e período 

 

O período de realização do experimento foi de dezembro de 2022 a novembro 

de 2023. 

O experimento foi conduzido em uma propriedade leiteira comercial localizada 

no município de Sete Lagoas, Minas Gerais (Latitude 19°19' 24"S e Longitude 44°10' 

46"W) (Figura 1). Nesta propriedade, as bezerras da raça Holandesa nascem em 

baias maternidade, que são forradas com serragem e situadas ao lado da maternidade 

(sistema de compost barn). Durante a fase de cria, as bezerras são transferidas para 

um galpão, onde permanecem alojadas em um sistema de compost barn, até 

atingirem a puberdade (Figura 2) com acesso a solário diariamente (piquete de tifton 

85). Após esse período, as bezerras são transferidas para outra instalação 

semelhante. O monitoramento de rotina da Tristeza Parasitária Bovina (TPB) é 

realizado através da avaliação semanal da temperatura retal das bezerras entre 75 e 

300 dias de idade. Animais com temperatura retal superior a 39,4º C recebem 

tratamento tanto para Anaplasmose quanto para Babesiose, embora não haja um 

diagnóstico específico da doença ou do agente responsável. 
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Figura 1 — Localização do município de Sete Lagoas, Mesorregião de Belo Horizonte, Minas 
Gerais. 

 
 

 
Figura 2 — Visão interna de galpão do tipo compost barn, com bezerras separadas em grupos 
de acordo com peso. 
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5.1.3. Animais e grupos experimentais 

 

Foram acompanhadas 74 bezerras da raça Holandês, a partir do dia do 

nascimento até os seis meses de idade, divididas em dois grupos: G1- 19 bezerras 

positivas para A. marginale no dia do nascimento e G2- 55 bezerras negativas. O 

diagnóstico de anaplasmose foi realizado através da coleta de sangue das bezerras 

logo após o nascimento, antes da colostragem e análise pelo método de nested PCR 

(nPCR). 

 
Tabela 1 — Distribuição e características dos grupos amostrais para avaliação do 
comportamento da anaplasmose de origem de infecção congênita em bezerras Holandês. 

Grupo N Característica 

1 19 Bezerras positivas no PCR para Anaplasma marginale ao nascimento 

2 55 Bezerras negativas no PCR para Anaplasma marginale ao nascimento 

  
 
 
5.1.3.1 Cálculo do tamanho da amostra  

 

Com base em um estudo piloto anterior, observou-se que a distribuição de 

probabilidade das medidas de riquetsemia segue uma distribuição similar à 

distribuição Gama, ajustada para incluir valores iguais a zero. Além disso, sabe-se 

que a doença segue um padrão temporal que inclui períodos pré-patente, patente, 

convalescença e cura. Com essas informações em mente, foram simuladas duas 

populações, acompanhadas temporalmente através de medidas nos tempos dia 0, 

semana 4 e 8 e da semana 12 até a semana 24. 

Após a construção das duas populações, foi aplicado um modelo de regressão 

para examinar se havia diferença na média de riquetsemia entre elas. Esse 

procedimento foi repetido utilizando diferentes tamanhos amostrais por grupo (10, 20, 

30, 40 e 50 animais) e considerando populações com médias distintas (fatores de 

redução iguais a 30%, 40%, 50% e 60%). Esses passos foram repetidos 100 vezes 

para cada combinação de tamanho amostral e fator de redução. 

O poder estatístico foi então estimado como a proporção do número de vezes 

que o teste detectou uma diferença significativa no pico da infecção em relação ao 

número total de simulações para cada combinação. A probabilidade de cometer o erro 
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tipo I foi mantida em 5% (α = 0,05), garantindo uma confiança de 95%. Para analisar 

as diferenças entre as populações, utilizou-se o ajuste de um modelo de regressão 

Generalized Additive Model for Location, Scale and Shape, empregando a distribuição 

zero ajustada Gamma. Considerando o interesse em verificar diferenças entre os 

grupos na riquetsemia, foi adotado um teste bicaudal. 

Para isso, um total de 74 bezerras da raça Holandesa foram acompanhadas 

desde o dia do nascimento até os 180 dias de vida. 

 

5.1.4 Manejo e coleta de materiais 

 

Os partos foram acompanhados por colaboradores da fazenda durante o 

período de 20 de dezembro de 2022 a 20 de julho de 2023. Logo após o nascimento 

e a primeira cura do umbigo (com iodo a 10%), forneceu-se 10% do peso vivo em 

colostro fresco com valor de BRIX acima de 25 % por mamadeira, e, em situações 

que o colostro da mãe não apresentasse este valor recorria se ao banco de colostro 

congelado da propriedade para colostragem do animal. A ordem de parto das mães 

das bezerras foi buscada nos arquivos zootécnicos da fazenda. 

Após estes procedimentos, era realizada a coleta de sangue por punção da 

veia jugular, utilizando tubos de vácuo com anticoagulante (EDTA) para o PCR e tubos 

sem anticoagulante para obtenção de soro, visando a pesquisa de anticorpos através 

da técnica de ELISA.  

Após 48 horas do nascimento, era realizada nova coleta de sangue para 

obtenção de soro, para realização da avaliação indireta da transferência de imunidade 

passiva nas bezerras, utilizando um refratômetro convencional e para pesquisa de 

anticorpos anti A. marginale pelo método de ELISA. 

A partir do nascimento, a dinâmica da anaplasmose foi monitorada através de 

exames clínicos e de coletas de amostras de sangue periódicas para realização de 

exames de laboratório para avaliação da infecção por A. marginale (PCR), riquetsemia 

(esfregaço de sangue), presença de anticorpos anti A. marginale (ELISA) e avaliação 

do volume globular (microhematócrito). 

Para tanto, as coletas de material foram realizadas no dia do nascimento, aos 

dois dias, quatro e oito semanas de vida. A partir daí até a vigésima quarta semana 

de vida, as coletas foram semanais (Figura 1). 
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No momento de coleta era realizada a mensuração da temperatura retal e as 

coletas sangue por punção da veia jugular, utilizando tubos de vácuo com 

anticoagulante (EDTA) para realização do microhematócrito, esfregaço sanguíneo e 

PCR e, em tubos sem anticoagulante, para obtenção de soro para realização de testes 

de ELISA. 

 

Figura 3 — Frequência de coletas e avaliações em bezerras da raça Holandesa do 
nascimento até 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. 
marginale ao nascimento e G2 – bezerras negativas) 

 

5.1.5 Exames laboratoriais 

 

5.1.5.1 Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) e Ensaio de imunoabsorção 

enzimático (ELISA) 

 

A extração do DNA a partir das amostras de sangue total foi realizada utilizando 

o Kit de Purificação de DNA Genômico da Wizard® (Promega), seguindo as instruções 

fornecidas pelo fabricante, com uma proporção de 300 μL de sangue total. 

Para amplificar o DNA extraído, foi utilizado o termociclador automático Bio-

Rad T100® Thermal Cycler. Os iniciadores, produtos e programas utilizados em cada 

reação estão detalhados nos segmentos a seguir. No contexto da amplificação do 

DNA de A. marginale, o foco foi o gene MSP4 da A. marginale, seguindo a abordagem 
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convencional descrita por De la Fuente et al. (2008). Além disso, para aumentar a 

sensibilidade, foi aplicada a técnica da nested PCR (nPCR), conforme a abordagem 

delineada por Silveira (2012). Os iniciadores da reação, os produtos obtidos e o 

programa utilizado estão descritos na Tabela 3. 

 

Tabela 2 — Sequência de iniciadores utilizados e os respectivos produtos obtidos para a 
primeira e segunda reação para diagnóstico de A. marginale. 

Reação Sequência (5’ para 3’) Iniciador Alvo 
Produto 
(pb) 
 

Referência 

1ª reação 

GGGAGCTCCTATGAATTACAG
AGAATTGTTTC 
CCGGATCCTTAGCTGAACAGG
AATCTTGC 

MSP45 
MSP43 

MSP4 872 
De la Fuente 
et al., 2008. 

2ª reação 
CGCCAGCAAACTTTTCCAAA 
ATATGGGGACACAGGCAAAT 

AnapF 
AnapR 

MSP4 294 
De la Fuente 
et al., 2008. 

 
 

A tabela 3 apresenta o programa utilizado na 1ª e 2ª reação (nPCR) para 

identificação de A. marginale. 

 

Tabela 3 — Programa utilizado para realização de nPCR para identificação de A. marginale. 

PCR Ciclo Passo Temperatura (ºC) Duração (min) Alvo 

Nested          
(1ª reação) 

1 (1x) 
Desnaturação 

inicial 
94 5  

 2 (29X) Desnaturação 92 1  

  Anelamento 54 1 MSP4 

  Extensão 72 2  

 3 (1x) Extensão final 72 8  

 4 Hold 4 ----  

Nested 
(2ª reação) 

1 (1x) 
Desnaturação 

inicial 
94 5  

 2 (29X) Desnaturação 92 1  

  Anelamento 59 1 MSP4 

  Extensão 72 2  

 3 (1x) Extensão final 72 8  

 4 Hold 4 ----  
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Para a realização da eletroforese, utilizou-se o revelador Brometo de etídio (5 

μL). Em seguida, foi aplicado em cada poço no gel de agarose a 1.5% em meio tampão 

(TAE 0,5X) 5 µL do produto da amplificação. Os produtos do nPCR foram submetidos 

à eletroforese em gel sob o potencial elétrico de 100 volts por 45 minutos e foram 

observados em uma lâmpada ultravioleta. Como padrão de peso molecular, foi 

utilizado o 1 Kb Ladder Plus (Promega®). 

 

5.1.5.2 Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

 

As amostras de soro de bezerras acompanhadas durante este procedimento 

foram aliquotadas no volume de 0,5 ml e enviadas congeladas para realização do 

teste no laboratório IMUNODOT diagnósticos veterinários, localizado na cidade de 

Jaboticabal, São Paulo. 

Durante a realização do ELISA, os antígenos de A. marginale utilizando 

proteína recombinante MSP5 (Knowles et al., 1996), foram adsorvidos a placas de 

poliestireno. Em seguida, os soros controles e soros dos animais dos grupos 

experimentais foram adicionados aos poços da placa na diluição de 1:100. Após a 

incubação, foi adicionado o conjugado, anticorpos anti-IgG de bovino ligados a uma 

enzima fosfatase alcalina (SIGMA). Posteriormente, a reação antígeno-anticorpo foi 

revelada utilizando um substrato da enzima utilizada. As placas foram então levadas 

para leitura em um aparelho de ELISA, onde o resultado foi expresso numericamente. 

O cálculo do ponto de corte (PC) para classificação das amostras foi realizado 

utilizando a média dos Controles Negativos multiplicada por 2,5 (valor da 

constante/fator de correção). As amostras que apresentaram valor de densidade 

óptica igual ou superior ao PC foram consideradas positivas. 

Os controles positivos e negativos, além do ponto de corte para classificação 

de amostras positivas utilizados no ensaio, estão descritos na Tabela 4. 

 

 

 

 



52 
 

Tabela 4 — Valores de densidade óptica dos soros controles e ponto de corte utilizados em 
teste de ELISA. 

 TEMPOS 
Densidade Óptica 0 hrs 48 hrs 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 20 sem 24 sem 

Controle negativo 1 0,107 0,105 0,108 0,112 0,117 0,112 0,119 0,121 

Controle negativo 2 0,117 0,116 0,113 0,107 0,106 0,107 0,107 0,128 

Controle negativo 3 - - - - - - - 0,117 

Controle Positivo 1 1,018 1,200 1,096 2,013 1,005 2,013 2,754 1,421 

Controle Positivo 2 2,000 1,006 1,573 1,001 1,906 1,131 1,566 1,199 

Controle Positivo 3 - - - - - - - 1,504 

Ponto de corte 0,280 0,276 0,276 0,273 0,278 0,273 0,282 0,305 

 
 
5.1.5.3 Exames de esfregaço sanguíneo e microhematócrito 

 

O volume globular foi medido utilizando a técnica do microhematócrito, 

enquanto os esfregaços sanguíneos foram corados com kit Panótico rápido ® 

Laborclin. A determinação da riquetsemia foi realizada examinando 40 campos ao 

microscópio óptico (Nikon® E200MV) com imersão e aumento de 100x. A riquetsemia 

refere-se à proporção média de hemácias infectadas por A. marginale dividida pelo 

número médio de hemácias em campos homogêneos (IICA, 1987). 

 
5.1.6 Resposta clínica de bezerras frente a reinfecção natural e tratamento  

 

Todas as bezerras foram submetidas a avaliações semanais da 12ª à 24ª 

semana de vida, que incluíam a mensuração da temperatura retal, a confecção de 

esfregaços sanguíneos e a determinação do hematócrito com o objetivo de 

acompanhar a evolução do quadro clínico da Anaplasmose durante a fase de desafio 

natural. Essas avaliações foram realizadas entre 06:00 e 08:30h, para evitar a 

interferência da temperatura ambiente nos horários mais quentes do dia. 

Bezerras com um valor de hematócrito inferior a 24% foram classificadas como 

anêmicas, seguindo os critérios descritos por Radostits et al. (2016). Os critérios 

utilizados para tratamento das bezerras com Anaplasmose foram: queda no 

hematócrito correspondente a 30% do valor basal de cada indivíduo, juntamente com 

a presença de riquetsemia patente de A. marginale, ou quando a riquetsemia 
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diagnosticada no esfregaço sanguíneo foi igual ou superior a 2%, (Facury Filho et 

al.,2012). 

Os tratamentos foram realizados com Tetraciclina (Oxitrat LA plus -laboratório 

MSD) na dosagem de 20mg/kg de peso vivo, administrada por via intramuscular em 

uma única aplicação. 

 

5.1.7 Avaliação clínica de bezerras com Anaplasmose 

 

Essa avaliação foi realizada com base no Escore de Classificação proposto por 

Silva (2017) para acompanhar os parâmetros da avaliação clínica de animais com 

Anaplasmose, conforme tabela 5. 

 

Tabela 5 — Valores de temperatura retal, hematócrito, riquetsemia e recuperação utilizados 
como base para criação de Escore de Grau de severidade da Anaplasmose. 

 0 1 2 3 4 5 6 7 

Temperatura 
retal 

≤ 39,3ºC 39,4ºC 
39,5º

C 
≥ 40,1ºC     

Hematócrito ≥ 25% 24%; 
20 a 
23% 

14 a 19% 
10 a 
13% 

≤ 9%   

Riquetsemia 0% 
0,01 a 
0,05% 

0,06 
a 1% 

1,01 a 2% 
2,01 a 

3% 
3,01 a 

4% 
4,01 a 

5% 
≥ 

5,01% 

Recuperação 
sem 

tratamento 
após 

tratamento 
 

não 
recuperou 

    

 Fonte: Adaptado de Silva (2017) 

 

O grau de severidade dos casos será determinado pelo somatório (mínimo de 

0 e máximo de 18 pontos) dos escores citados (Temperatura retal + Hematócrito + 

Riquetsemia + Recuperação) e interpretados segundo tabela 6 abaixo: 

 
Tabela 6 — Interpretação da Severidade da Anaplasmose bovina, segundo grau de Escore 
de classificação proposto por Silva (2017) 

Grau de evolução Normal Discreta Moderada Intensa 
Severidade da 
Anaplasmose 

0-1 2-5 6-11 12-18 
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5.1.8 Ocorrências de saúde 

 

Bezerras com temperatura retal superior a 39,3º C passarão por exame clínico 

completo, a fim de estabelecer diagnósticos diferenciais e posterior registro do evento. 

O tratamento preconizado seguirá os protocolos previstos na propriedade. 

 

5.1.9 Tipificação dos isolados responsáveis pela infecção congênita  

 

Amostras de sangue total, 300 µL de sangue, de bezerras positivas ao 

nascimento e no momento da infecção natural foram extraídas utilizando o kit Wizard® 

Genomic DNA Purification (Promega®). O DNA extraído foi amplificado utilizando 

termociclador automático (Eppendorf Mastercycler® ou Bio-Rad T100 Thermal 

Cycler®). No contexto da amplificação do DNA de A. marginale, o foco é o gene 

MSP1α da A. marginale. Os iniciadores da reação, produtos obtidos e o programa 

utilizado estão descritos na tabela 7. 

 
Tabela 7 — Sequência de iniciadores utilizados e os respectivos produtos obtidos para a 
reação de diagnóstico de A. marginale. 

Reação Sequência (5’ para 3’) Iniciador Alvo 
Produto 

(pb) 
Referência 

Convencional 
TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGT 
CACCGCCAAACATGAAGTCGACAA 

MSP1αNF2 
MSP1αNR2 

msp1α 800 
Bastos et. al 

(2009) 

 
 

A tabela 8 apresenta o programa utilizado na reação de PCR para identificação 

de A. marginale. 

 
Tabela 8 — Programa utilizado para realização de PCR para identificação de A. marginale. 

PCR Ciclo Passo Temperatura (ºC) Duração (min) Alvo 
Convencional 1 (1x) Desnaturação 

inicial 
94 5  

 2 (35X) Desnaturação 94 0,5  
  Anelamento 60 1 msp1α 
  Extensão 72 1,5  
 3 (1x) Extensão final 72 5  
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 4 Hold 18 ----  
 
 

Para a realização da eletroforese, foi utilizado o revelador Brometo de etídio (5 

μL). Foi aplicado em cada poço no gel de agarose a 1.5% em meio tampão (TAE 0,5X) 

5 µL do produto da amplificação. Os produtos do PCR correram em gel sob o potencial 

elétrico de 100 volts por 45 minutos e foram observados em lâmpadas ultravioleta. 

Utilizou-se 1 Kb Ladder Plus (Promega®) como padrão de peso molecular. 

As amostras positivas para A. marginale (gene MSP1α) foram purificadas e 

enviadas para sequenciamento genético em duplicata. Uma amostra foi submetida ao 

sequenciamento utilizando um iniciador direto, enquanto a outra foi sequenciada 

utilizando um iniciador reverso. As identidades das sequências foram confirmadas 

usando BLASTN (//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). As sequências brutas foram 

montadas com o software BioEdit 7.2.5, cuidadosamente verificadas e correções 

manuais foram realizadas quando necessário. 

Por fim, as sequências de pares de bases foram traduzidas em aminoácidos e 

alinhadas usando o software Mega X. Para montar os genótipos de A. marginale, as 

repetições em tandem foram identificadas com o Software Repeat Analyzer versão 

3.0. Os genótipos foram então comparados aos depositados no GenBank. 

 

5.1.9.1 Alinhamento e análise filogenética 

 

As sequências repetidas de nucleotídeos e aminoácidos de A. marginale 

MSP1α foram utilizadas para alinhamento e análise filogenética. O alinhamento de 

múltiplas sequências foi realizado usando o programa Mega X, através do algoritmo 

Clustal W. Os nucleotídeos foram codificados como caracteres discretos e não 

ordenados, representados por cinco possíveis estados de caracteres: A, C, G, T ou N, 

enquanto as lacunas foram codificadas como dados faltantes. As análises 

filogenéticas foram conduzidas utilizando o software MEGA X. Foram realizadas 

análises de Neighbor joining, utilizando pesos iguais para todos os caracteres e 

substituições. A estabilidade ou precisão das topologias inferidas foi avaliada por meio 

de análises de bootstrap com 500 replicações. 

As sequências de referência para análise filogenética foram obtidas por meio 

de uma busca BLAST no banco de dados GenBank. Os dez principais resultados do 
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BLAST por sequência (valores E <1,0 × 10–5 > 480 pb de comprimento e com 

informações disponíveis de país e data de coleta) foram recuperados. As sequências 

repetidas no conjunto de dados foram removidas. Isto resultou num conjunto de dados 

final de 28 sequências. 

A história evolutiva foi inferida por meio do método Neighbor-Joining (Saitou et 

al., 1987), com a árvore ideal apresentada. A porcentagem de árvores replicadas, nas 

quais os táxons associados foram agrupados no teste de bootstrap (500 réplicas), é 

exibida ao lado dos ramos (Felsenstein, 1985). A representação da árvore está em 

escala, com os comprimentos dos ramos expressos nas mesmas unidades das 

distâncias evolutivas utilizadas na inferência da árvore filogenética. As distâncias 

evolutivas foram calculadas utilizando o método baseado na matriz JTT (Kimura, 

1980) e estão expressas nas unidades do número de substituições de aminoácidos 

por local. A variação da taxa entre os locais foi modelada com uma distribuição gama 

(parâmetro de forma = 0,05). Esta análise foi conduzida com 29 sequências de 

aminoácidos. Todas as posições ambíguas foram excluídas para cada par de 

sequências (opção de exclusão aos pares), resultando em um total de 151 posições 

no conjunto de dados final. As análises evolutivas foram realizadas utilizando o 

software MEGA X (Kumar et al., 2018). 

 

5.1.10 Análises estatísticas 

 

Foi realizada uma análise descritiva dos dados mensurados. Esta análise 

descritiva avaliará todas as variáveis numéricas e categóricas. Para as variáveis 

numéricas, serão calculados os principais índices de estatística descritiva (e.g. média, 

mediana, desvio-padrão, coeficiente de variação, quartis etc.). Esta análise será 

realizada para todos os valores disponíveis neste banco de dados e separadamente 

por grupos, a fim de fornecer um perfil geral e específico para cada grupo. As 

seguintes variáveis foram avaliadas: VG (%); Riquetsemia (%); Temperatura retal (C°); 

Tratamento; PCR e ELISA. 

Para essas variáveis foram ajustados modelos de regressão para dados 

longitudinais (i.e., com coletas ao longo do tempo), buscando identificar diferenças 

entre dois grupos ao longo do tempo. Também se avaliou as diferenças nas 

proporções de recuperação entre os dois grupos. 
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Para testar as diferenças entre grupos, levando em consideração as semanas, 

foram ajustados modelos lineares generalizados mistos para cada variável resposta. 

Estes modelos de regressão são adequados a dados com realização de medidas 

repetidas no mesmo indivíduo ao longo do tempo, sendo bastante flexíveis quanto à 

distribuição de probabilidade da variável resposta. O grupo e a semanas, juntamente 

com a interação entre essas duas variáveis, foram utilizados como preditores 

(variáveis independentes). As semanas foram consideradas com uma variável 

categórica nesse modelo. Escolheram-se as distribuições de probabilidade mais 

adequadas para cada variável resposta de interesse, pela análise gráfica dos 

resíduos. Para as variáveis com distribuições bem-comportadas, utilizou-se a 

distribuição gaussiana e para variáveis com valores positivos e distribuições 

assimétricas, utilizou-se a distribuição gama, que é adequada para modelar dados 

com esta característica. Para variáveis dicotômicas utilizou-se a distribuição binomial 

(regressão logística). Após o ajuste do modelo, testaram-se os efeitos dos grupos, das 

semanas e da interação entre elas, de forma global (overall), e calcularam-se os 

valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de confiança para cada grupo e 

para cada semana. Para verificar a significância da diferença entre grupos para cada 

semana, ou da diferença entre semanas para cada grupo, foi necessária a aplicação 

de testes de comparações múltiplas (pairwise)e aplicou-se a correção de Sidak.  

Para testar a diferença de proporção entre os dois grupos foi aplicado o teste 

Qui-Quadrado para a tabelas de contingência e todas as análises estatísticas foram 

realizadas através do software R versão 4.3.1 (R Core Team, 2023). 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Frequência de transmissão congênita 

 

No período de dezembro de 2022 a julho de 2023 ocorreram 205 partos de 

bezerras da raça Holandesa nesta fazenda. Em uma amostragem aleatória de 86 

bezerras (41,95 % dos partos), foram encontradas 21 bezerras nPCR positivas ao 

nascimento para A. marginale. Dentre as bezerras positivas, 10 indivíduos eram filhas 

de fêmeas primíparas e 11 de fêmeas multíparas (Tabela 9).  

Tabela 9 — Frequência transmissão congênita de A. marginale em bezerras da raça 
Holandesa  

Número de 
Nascimentos 

(Dez/22 a 
Jul/23) 

Número de 
Amostras 
analisadas 

Número de 
bezerras 
positivas 

Frequência de 
Transmissão 

congênita 

Frequência de 
mães 

primíparas 

Frequência 
de mães 

multíparas 

205 86 21 24,4% 47,6% 52,4% 
 

A análise dos dados relativos à transmissão congênita de A. marginale em 

bezerras da raça Holandesa em uma fazenda comercial em Sete Lagoas, Minas 

Gerais, no período de dezembro de 2022 a julho de 2023 revelou uma frequência 

considerável de (24,4%). Estudos prévios (Tabela 10) destacaram a transmissão 

vertical como uma via importante de disseminação da Anaplasmose bovina. 

Tabela 10 — Frequência de transmissão congênita de A. marginale em bovinos descrita na 
literatura científica. 

Autor Ano 
Frequência de 
Transmissão 

congênita 
Teste Raça Local 

Tamanho 
da amostra 

Ribeiro et. al 1995 2,1 % RIFI 
Fetos de 

abatedouro 
Minas Gerais 

(BR) 
97 

Ribeiro et. al 1995 36% DOT ELISA 
Bovinos de 

Corte 
Minas Gerais 

(BR) 
11 

Benesi et. al 1999 
100% 

(Anaplasmose - 
7d) 

Esfregaço 
Sanguíneo 

Jersey 
São Paulo 

(BR) 
1 

Gonçalves et al 2005 
100% 

(Anaplasmose) 
Esfregaço  Girolando 

São Paulo 
(BR) 

1 

Cavalcanti 2007 5,88% nPCR Nelore 
São Paulo 

(BR) 
17 

Pypers et. al 2011 100% Esfregaço  Brahman x África do Sul 1 



59 
 

(Anaplasmose 1d) Santa 
Gertrudis 

Maldonado et al.  2012 20,69% PCR Brahman Venezuela 29 

Girard et. al 2012 
100% 

(Anaplasmose 1 d) 
Esfregaço  Nelore 

São Paulo 
(BR) 

1 

Grau et al. 2013 10,5% PCR 
Bovinos de 

Corte 
Sul (BR) 19 

Meneses 2013 10% nPCR Holandesa 
Minas Gerais 

(BR) 
30 

Nazar et al. 2018 13,7% RT PCR 
Bovinos de 

Leite 
Paquistão 29 

Brito et al. 2019 68,75% nPCR Girolando Rondônia 16 

Atif et. al 2021 31 % 
nPCR + 
cELISA 

Bovinos de 
Leite 

Paquistão 32 

Andrade 2021 19,31%  nPCR + RIFI 
Fetos de 

abatedouro 
Minas Gerais 

(BR) 
145 

Coelho 2022 41,6% nPCR 
½ Angus 
Nelore 

Minas Gerais 
(BR) 

125 

Facury Filho 
(Comunicação 

pessoal) 
2022 

100% 
(Anaplasmose) 1d 

Squash 
cerebral 

½ Angus 
Nelore 

Minas Gerais 
(BR) 

1 

 

O aumento na frequência de resultados positivos pode ser atribuído a uma série 

de fatores, que incluem avanços nos métodos de diagnóstico, como a adoção de 

técnicas mais sensíveis, aumento do tamanho das amostras e características 

específicas das explorações pecuárias. Especificamente, o avanço na sensibilidade 

das técnicas de PCR, incluindo o uso de PCR em tempo real e Nested PCR, tem 

contribuído para esse aumento.  

Aumentos no tamanho das amostras, como observado nos trabalhos de Costa 

et al. (2016) e Andrade (2021), também evidenciaram uma maior incidência de 

transmissão por esta via específica. É importante ressaltar que fatores locais e 

características específicas dos rebanhos podem influenciar na prevalência dessa 

forma de transmissão. Além disso, a alta variabilidade genética de A. marginale, com 

várias cepas circulando em Minas Gerais, também é um aspecto a ser considerado 

(Pohl et al., 2013). 

A distribuição da transmissão congênita parece ser relativamente equilibrada 

entre mães primíparas e multíparas (Tabela 9). Isso sugere que a transmissão vertical 

nessa fazenda não é afetada significativamente pela ordem de parto das mães, 
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possivelmente devido à presença de vetores na recria (carrapatos e moscas) e nas 

vacas em lactação que ficam alojadas em compost barn (moscas). De acordo com 

Eriks et al. (1993), os animais uma vez infectados exibem baixos níveis de eritrócitos 

parasitados, com baixa riquetsemia de 0,01%, e, portanto, continuam sendo 

importantes reservatórios. 

6.2 Dinâmica da infecção através de técnicas moleculares e esfregaço sanguíneo 

 

 O acompanhamento molecular da presença do A. marginale em amostras de 

sangue total foi realizado usando a técnica de nPCR, conforme mostrado na Tabela 

10. Foram analisados dois grupos: o grupo 1, composto por 19 bezerras que foram 

positivas ao nascimento, e o grupo 2, composto por 19 bezerras que foram negativas 

ao nascimento. A seleção das 19 bezerras dentro das 55 inicialmente disponíveis foi 

baseada na proximidade de idade. 

Foram observadas diferenças significativas entre os grupos (p<0,05) nos 

momentos 4 semanas e 8 semanas de vida. Com 4 semanas de idade, 42,1 % das 

bezerras que nasceram positivas (G1) estavam positivas no PCR, enquanto apenas 

uma das bezerras que nasceram negativas eram positivas (5,3%), evidenciando a 

primo-infecção por A. marginale neste animal. Na semana 8 a frequência de positivos 

foi de 78,9% e 42,1% respectivamente no G1 e G2. Após as 12 semanas de vida, 

todos os animais foram testados positivos para nPCR, persistindo assim até o período 

de 24 semanas. (Tabela 11; Figura 4) 

Tabela 11 — Frequência de bezerras da raça Holandesa nPCR positivas para A. marginale 
do nascimento até 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale 
ao nascimento e G2 – bezerras negativas) 

    Tempo 

Grupo Frequência 0 hrs 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 20 sem 24 sem 

1 (n=19) Absoluta 19 8 15 19 19 19 19 

  Relativa (%) 100Ab 42,1 Aa 78,9 Aab 100 Aab 100 Aab 100Aab 100 Aab 

2 (n=19) Absoluta 0 1 8 19 19 19 19 

  Relativa (%) 0,0Ba 5,3 Ba 42,1 Bab 100 Ab 100 Ab 100 Ab 100 Ab 

Letras diferentes, maiúsculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
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Figura 4 — Frequência de bezerras da raça Holandesa nPCR positivas para A. marginale do 
nascimento até 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao 
nascimento e G2 – bezerras negativas) 

Letras diferentes, maiúsculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

A diferença entre os grupos no dia 0 no teste de PCR foi o critério para formação 

dos grupos experimentais. A incidência de animais positivos no grupo 2 demonstra o 

comportamento da primoinfecção nesta fazenda; posteriormente, todos os animais 

estão PCR positivos após 12 semanas. A incidência da primo-infecção por A. 

marginale observada nessa propriedade foi de 5,3% (1 animal) entre 0 e 4 semanas, 

36,8% (7 animais) entre 5 e 8 semanas e de 57,9% (11 animais) entre 9 e 12 semanas. 

Na quarta e oitava semanas, foram observadas taxas de negatividade ao teste 

de PCR de 58% (11/19) e 21% (4/19), respectivamente, nas bezerras do Grupo 1. 

Esses resultados podem ser explicados pela presença de uma baixa riquetsemia, que 

não foi detectada pelo teste, possivelmente abaixo do limite de 30 eritrócitos 

infectados por mililitro de sangue. Esse valor mínimo de detecção foi identificado por 

Torioni de Echaide et al. (1998) ao usar MSP5 como alvo em um ensaio de nPCR  

Em relação ao grupo 1 ter maior frequência em 4 e 8 semanas de bezerras 

positivas ao PCR, isso se deve ao somatório de animais com transmissão vertical e 

animais com reinfecção pelo agente. As frequências encontradas confirmam a 

presença da circulação de A. marginale nas categorias de animais jovens, e essa 
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exposição precoce é importante, uma vez que os bezerros demonstram uma melhor 

resposta à infecção e sintomas clínicos menos evidentes, conforme Palmer (2002) e 

Ribeiro et al. (2003). 

Estes achados estão de acordo com a descrição de Eriks et al. (1989), que 

relata que em regiões endêmicas com rebanhos autóctones e presença de vetores, 

os animais adquirem o A. marginale nos primeiros dias de vida, e o parasito torna-se 

detectável entre 50 e 74 dias de idade. O mecanismo para essa menor 

susceptibilidade dos bezerros não é totalmente compreendido, no entanto, de acordo 

com (Ribeiro e Passos, 2002)., isso pode estar relacionado à imunidade passiva, uma 

resposta imunológica mais eficiente através da imunidade celular resultante da 

persistência do timo, da alta atividade eritropoiética da medula óssea e proteção 

conferida pela hemoglobina fetal. 

No acompanhamento por esfregaço sanguíneo dos grupos experimentais 

(Tabela 12), foi observado que, nos momentos 0, 4 e 8 semanas, todos os animais, 

de ambos os grupos apresentaram resultados negativos. Entretanto, a partir das 12 

semanas, os grupos começaram a positivar para A. marginale. 

Os dados da Tabela 11 apresentam a frequência de animais positivos para A. 

marginale em esfregaços sanguíneos em diferentes momentos. Observou-se que, 

comparando os resultados da PCR, os animais foram negativos nas semanas 4 e 8 

nos grupos devido à baixa sensibilidade do esfregaço sanguíneo. Conforme 

ressaltado por Melo (2018), a técnica de esfregaço sanguíneo não é suficientemente 

sensível para detectar precocemente uma riquetsemia. Nesse contexto, o PCR surge 

como uma alternativa viável devido à sua alta sensibilidade durante o período pré-

patente da doença. De acordo com Böse et al. (1995), a PCR demonstrou ser 100 

vezes mais sensível que o esfregaço sanguíneo, sendo assim recomendada como a 

primeira opção para a detecção de animais portadores. 
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Tabela 12 — Frequência de esfregaços sanguíneos positivos de bezerras da raça Holandesa 
de 4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento 
e G2 – bezerras negativas) 

 

A frequência de animais positivos em esfregaço sanguíneo nos grupos coincide 

com os momentos de maior riquetsemia (13 a 20 semanas) e com os casos clínicos 

da Anaplasmose. 

 

Tabela 13 — Valores médios da riquetsemia de bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 
semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – 
bezerras negativas) 

Letras diferentes, maiúsculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

Em relação à riquetsemia, foram observados efeitos significativos tanto do 

grupo quanto da semana de estudo (Figura 5). Além disso, a interação entre esses 

dois fatores demonstrou uma significância marginal. Ao realizar comparações 

múltiplas, foram identificadas diferenças entre os dois grupos em duas semanas 

específicas. Na semana 18, foi observada uma média maior para o grupo 1 em 

comparação com o grupo 2. Por fim, na semana 19, o grupo 2 novamente apresentou 

uma média significativamente maior do que o grupo 1. 

 

  Tempo (Semanas) 
Grupo Param. 4 8 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

1 
(n=19) 

RT (%) 0,0Aa  0,0Aa 0,1Ab 
0,4Abc

d 
0,4Abc

d 
0,3Abc

d 
0,8Ad 

0,5Abc

d 
0,8Acd 0,1Ab 

0,3Abc

d 
0,1Abc 0,1Ab 

0,2Abc

d 
0,2Abc

d 
2 

(n=55) 
RT (%) 0,0Aa 0,0Aa 0,2Abc 

0,5Abc

d 
0,9Ad 0,6Acd 0,8Ad 

0,5Abc

d 
0,3Bbc

d 
0,3Bbc

d 
0,3Abc

d 
0,2Abc 0,2Ab 0,2Abc 0,2Abc 
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Figura 5 — Valores médios da riquetsemia de bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 semanas 
de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – bezerras 
negativas) 

Letras diferentes, maiusculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
 

A dinâmica da riquetsemia foi semelhante entre os dois grupos. O início do 

período patente se deu na 12ª semana para os dois grupos e a duração da riquetsemia 

mais elevada ocorreu entre a 13ª e 20ª semana. O pico da riquetsemia foi observado 

um pouco mais precoce no G2 (semanas 14 e 16) em relação ao G1 (semanas 16 e 

18). 

Ao avaliar a diferença entre os grupos (figura 6), é importante considerar que a 

média da riquetsemia durante o período de 4-24 semanas de vida do grupo 2 foi 

significativamente maior que a média do grupo 1 (p= 0,011). 
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Figura 6 — Valores médios da riquetsemia de bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 
semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – 
bezerras negativas) 

 

Letras maiúsculas diferentes entre grupos indicam diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05). 

 

A menor média de riquetsemia observada no grupo 1 pode ser atribuída a uma 

resposta imune celular mais eficaz, resultante do contato prévio com a cepa de 

transmissão vertical. Após um breve período de riquetsemia, é sabido que a infecção 

persiste por longos períodos de forma leve o bastante para não induzir a doença, mas 

ainda suficientemente forte para estimular o sistema imunológico do hospedeiro. 

Embora a resposta imune possa ser mais eficiente nesse grupo, na reinfecção, uma 

nova cepa pode ter ocasionado a doença neste grupo. A capacidade de variar as 

características de suas proteínas de superfície é crucial para evitar o reconhecimento 

pelo sistema imunológico do hospedeiro, dificultando a ação das defesas naturais 

(Arnuphapprasert et al., 2023).  

Os valores médios da riquetsemia em bezerras com infecção natural por A. 

marginale estão de acordo com os valores encontrados por Vespasiano (2016) em 

que se observou-se nos grupos pós-casinha, risco e doentes os percentuais de 0,14 

a 0,52%; 0,01 a 0,08% e 0,59 a 2,33%, respectivamente. 

Outro fato a se considerar é que embora a metodologia deste estudo tenha sido 

longitudinal, o intervalo de avaliação semanal fez com que alguns animais não fossem 

observados no pico da infecção. 
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6.3 Comportamento da resposta imune 

Após a avaliação da Proteína Sérica Total (PT) 48 horas após o nascimento, 

foi observado um valor médio de 6,47 g/dL de sangue em bezerras dos dois grupos 

experimentais. Mais de 80% dessas bezerras foram classificadas como tendo uma 

condição boa (entre 5,8 e 6,1 g/dL) e excelente (igual ou superior a 6,2 g/dL) em 

relação à transferência de imunidade passiva (Tabela 14). 

Tabela 14 — Valores alvos para a avaliação da transferência de imunidade passiva (TIP) e 
percentual de bezerras da raça Holandesa, enquadradas de acordo com os valores de 
Proteína Total às 48 horas de vida 

Classificação da TIP através da proteína total –(g/dl) 
Percentual de animais (Lombard et al., 2020)  

GRUPO 1 
n=19 

% 
GRUPO 2 

n=55 
% 

Excelente ≥ 6,2   14 73,7 36 65,5 

Boa 5,8 a 6,1   2 10,5 9 16,4 

Aceitável 5,1 a 5,7   3 15,8 7 12,7 

Ruim < 5,1  0 0 3 5,5 

 

A análise dos resultados sorológicos do ELISA (Tabela 15) para o tempo de 48 

horas após o nascimento das bezerras mostra que 78,4% (58/74) das bezerras foram 

reagentes ao teste, indicando a presença de anticorpos de origem colostral. Isso 

significa que a maioria das bezerras teve uma adequada colostragem. Do total de 

bezerras, 80% apresentaram proteína total sérica superior a 5,8 g/dl e uma média 

geral de 6,47 g/dl de sangue. 

Os bezerros nascem sem imunoglobulinas próprias, pois a placenta 

sinepiteliocorial cotiledonar do bovino não permite a transferência dessas moléculas 

da mãe para o feto. Portanto, a única maneira pela qual os bezerros podem adquirir 

imunoglobulinas é através da ingestão do colostro, que contém esses anticorpos 

maternos vitais para sua proteção contra doenças infecciosas nos primeiros dias de 

vida (Peter, 2013) 

É interessante observar que os resultados do ELISA mostraram uma taxa de 

soropositividade de 78,4%, o que está alinhado com estudos epidemiológicos em 

áreas de estabilidade enzoótica para o agente. Andrade et al. (2001) encontraram uma 

taxa de 90% de soropositivos em bezerros holandeses na mesma faixa etária, 

enquanto Herman et al. (2013) identificaram uma taxa de 100% de soropositividade 
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em bezerros de corte congenitamente positivos para A. marginale, cujas mães eram 

vacas cronicamente positivas. 

 

Tabela 15 — Frequência de bezerras da raça Holandesa positivas para A. marginale no teste 
de ELISA do nascimento até 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. 
marginale ao nascimento e G2 – bezerras negativas) 

 
    Tempo 

Grupo Frequência 0 hrs 48 hrs 4 sem 8 sem 12 sem 16 sem 20 sem 24 sem 

1 (n=19) Absoluta 1 16 16 19 18 19 19 14 

  Relativa (%) 5,26 84,21 84,21 100,00 94,74 100,00 100,00 73,68 

2 (n=55) Absoluta 0 42 42 55 46 55 52 44 

  Relativa (%) 0 76,36 76,36 100,00 83,64 100,00 94,55 80,00 

 
A frequência de bezerras soropositivas logo após o nascimento, sem receber 

imunidade passiva via colostro, foi de apenas 5,26% (1/74). Isso levanta 

questionamentos sobre o período de infecção intrauterina com base nos resultados 

do teste de ELISA. Duas hipóteses podem ser consideradas a esse respeito. 

A primeira hipótese é que a infecção tenha ocorrido antes dos 120 dias de 

gestação, período em que os fetos não são imunocompetentes e, portanto, não são 

capazes de responder sorologicamente à infecção, como observado em indivíduos 

persistentemente infectados pelo vírus da diarreia bovina (BVD). Estima-se que entre 

2 e 5% dos fetos infectados no útero pelo BVDV permaneçam infectados 

persistentemente, podendo ser clinicamente normais e excretar o vírus em grandes 

quantidades em secreções e excreções, contribuindo para a manutenção da doença 

nos rebanhos (Bae et al., 2000). 

A outra hipótese seria a infecção nos últimos dias da gestação, levando as 

bezerras a não realizar a soroconversão imediatamente após o nascimento. O período 

de soroconversão encontrado por Lasmar et al. (2012) foi de 14 dias para uma vacina 

inativada de A. marginale. Esse período está de acordo com a hipótese de que a 

imunossupressão transitória poderia contribuir para a maior susceptibilidade dos fetos 

nesse período (Silva et al., 2014). Inclusive, essa é a hipótese plausível ao se 

considerar a existência dos relatos de  casos clínicos nos 15 primeiros dias de 

nascimento. 
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A literatura ainda necessita de informações sobre a patogenia da infecção 

intrauterina dos fetos por A. marginale. Os resultados das bezerras oriundas de 

infecção congênita e sorologicamente negativas ao nascimento, que nascem 

saudáveis, como observado neste estudo, levam à discussão do termo 

persistentemente infectado (PI) na Anaplasmose e sua contribuição para a 

epidemiologia da doença. 

Em 8 semanas de vida, todas as bezerras foram positivas no teste de ELISA, 

demonstrando soroconversão à infecção congênita no G1, à infecção natural no G2 e 

à reinfecção natural no G1. O período de incubação do A. marginale pode variar de 7 

a 60 dias, com média de 28 dias (Kocan et al., 2010), portanto, esses títulos são 

compatíveis com infecções/reinfecções precoces nessa fazenda. 

 

6.4 Ocorrência e intensidade dos casos clínicos de Anaplasmose 

A dinâmica do volume globular revelou um efeito significativo exclusivamente 

para o fator semana, sugerindo uma variação considerável nos valores do VG ao longo 

do tempo (Figura 7). Contudo, as comparações múltiplas não indicaram diferenças 

entre os dois grupos em nenhuma das semanas avaliadas. 
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Figura 7 — Valores médios do volume globular de bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 
semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – 
bezerras negativas) 

Letras diferentes, maiúsculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

A variação do volume globular (VG) ao longo das semanas está intimamente 

relacionada ao período de patência nos grupos, e coincide com a riquetsemia, 

conforme evidenciado na figura 8. Nota-se que, mesmo após os picos de riquetsemia, 

o VG continua a declinar nos grupos, conforme foi observado por Coelho (2007). Esse 

processo está associado à remoção dos eritrócitos parasitados pelo sistema 

monocítico-fagocitário. Além disso, à medida que a infecção progride, as hemácias 

não parasitadas também começam a ser fagocitadas devido aos autoanticorpos que 

se aderem na superfície das mesmas (Waner et al., 2011) 

O período de patência médio (PP), apresentado na Tabela 17, é calculado 

desde o início da riquetsemia até o momento de menor VG nos grupos estudados, e 

foi observado um PP médio de 5 semanas. Coelho (2007) registrou um PP de 25 dias 

com o isolado UFMG1 e um PP de 13 dias com o isolado UFMG2. Outros estudos, 

como o de Meneses, identificaram um PP de 9 dias em bezerros inoculados com o 

isolado UFMG3.  

De acordo com Melo (2008), ao comparar diferentes períodos pré-patentes 

(PP), é essencial levar em consideração os parâmetros utilizados para determinar o 



70 
 

menor VG e o manejo dos animais durante o estudo. Um PP mais longo pode estar 

diretamente ligado ao momento do tratamento administrado. Neste experimento, o 

monitoramento através de esfregaço sanguíneo e VG foi semanal, o que pode ter 

levado ausência de tratamento antes do pico da riquetsemia.  

O período de convalescença (PC), conforme mostrado na Tabela 19 que 

representa a fase de recuperação, foi de 1 semana nos grupos, o que equivale a cerca 

de 80% do tempo de VG de 4 semanas. Este tempo de recuperação pode estar 

associado às baixas riquetsemias, que têm uma relação estreita com a intensidade da 

anemia (Coelho, 2007) 

Durante a fase de portador de A. marginale, que ocorre após o período de 

convalescência, é comum observar variações discretas no hematócrito e na 

riquetsemia, como ocorreu em ambos os grupos, mesmo na ausência de 

manifestações clínicas evidentes. Isso tem uma grande importância para o 

desenvolvimento da imunidade e o estabelecimento da condição de portador (Kieser 

et al., 1990). 

Embora tenha havido diferença na média de riquetsemia entre os grupos, não 

houve diferença na média de VG entre eles. 

 

 

Figura 8 — Valores de riquetsemia e curva do volume globular de bezerras da raça Holandesa 
de 4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento 
e G2 – bezerras negativas) 
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Para a temperatura retal observou-se um efeito significativo apenas do fator 

semana, indicando variação significativa do valor ao longo do tempo. As comparações 

múltiplas revelaram diferenças entre os dois grupos nas semanas 14 (com média mais 

alta para o grupo 2) e 16 (com média mais alta para o grupo 1), coincidindo com 

períodos de maior riquetsemia média e maior queda de VG, conforme demonstrado 

no figura 8. A febre é descrita como sinal clínico durante o período de patência da 

Anaplasmose (Radostits et al., 2016). É interessante destacar que a temperatura 

corporal (Figura 9) aumentou a partir da décima segunda semana para o grupo 2 e na 

décima terceira no grupo 1, e se manteve mais elevada até os 6 meses de idade. 

Considerando que a maior incidência de primo-infecção nas bezerras ocorreu entre 5 

e 8 semanas, este aumento da temperatura está relacionado ao processo inflamatório 

desencadeado pela Anaplasmose e se mantém durante um período longo, mesmo 

depois dos animais passarem pela fase aguda da doença. 

 

Figura 9 — Valores médios da temperatura retal de bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 
semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – 
bezerras negativas) 

Letras diferentes, maiusculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 
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Após análise do número de tratamentos (Figura 10) para Anaplasmose nessas 

bezerras, constatou-se que apenas o fator semana apresentou um efeito significativo, 

enquanto o fator grupo demonstrou uma significância marginal. As comparações 

múltiplas não revelaram diferenças entre os dois grupos em nenhuma das semanas 

avaliadas.  

 

Figura 10 — Valores médios do tratamento para Anaplasmose em bezerras da raça 
Holandesa de 4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao 
nascimento e G2 – bezerras negativas) 

Letras diferentes, maiusculas entre grupos e minúsculas entre momentos do mesmo grupo, 
indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

Destaca-se que, todos os animais de ambos os grupos apresentaram 

Anaplasmose, porém, considerando o ponto de corte para tratamento como a 

riquetsemia maior ou igual a 2% ou queda de hematócrito maior ou igual a 30% do 

valor basal, o grupo 1 recebeu um menor número de tratamentos por animal (Tabela 

16)  

 

Tabela 16 — Número de tratamentos para Anaplasmose em bezerras da raça Holandesa de 
4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e 
G2 – bezerras negativas) 

Grupo 
Número de tratamentos 

para Anaplasmose 
Número de tratamentos por 

animal 

1 (n=19) 15 0,8 
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2 (n=55) 70 1,3 
 

 

A redução do número de tratamentos para Anaplasmose é uma meta relevante 

a ser perseguida nas fazendas e traz diversos benefícios. Primeiramente, essa 

redução implica em uma diminuição no uso de antibióticos, o que desempenha um 

papel fundamental na mitigação dos efeitos da resistência bacteriana, um problema 

crescente e preocupante na saúde pública. Além disso, a redução no uso de 

medicamentos resulta em custos menores, contribuindo para a eficiência econômica 

da atividade pecuária. 

Um estudo conduzido por Souza et al. (2021) avaliou o monitoramento da 

Tristeza Parasitária Bovina (TPB) em Minas Gerais, utilizando também os métodos de 

TR e o esfregaço sanguíneo. Os resultados revelaram que uma parcela significativa, 

correspondente a 56,86% dos bezerros avaliados, não necessitam de tratamento para 

TPB. Em contrapartida, apenas 23,09% dos animais apresentaram indicação para 

tratamento. Essa constatação traduziu-se em uma economia considerável, resultando 

em uma redução de até 78% nos gastos com a compra de medicamentos. 

Além do uso racional de medicamentos e da economia financeira 

proporcionada, tal abordagem apresenta potencial para reduzir as taxas de morbidade 

e mortalidade do rebanho e possibilita a realização de outros diagnósticos, agregando 

ainda mais valor à sua implementação nas fazendas (Souza et al. 2021). 

Os dados de riquetsemia, VG, temperatura retal e tratamento (recuperação ou 

não) foram utilizados para calcular o Escore de Classificação proposto por Silva 

(2017). Esse escore tem como objetivo acompanhar a evolução clínica de animais 

com anaplasmose e definir a intensidade da doença. Embora em algumas ocasiões 

os parâmetros não tenham apresentado significância entre grupos, esses dados são 

essenciais para o monitoramento da doença. 

A análise utilizando o teste Qui-Quadrado não revelou diferenças significativas 

na intensidade dos casos clínicos entre os dois grupos (Valor p = 0,80). Observou-se, 

neste estudo, que a maioria dos casos de Anaplasmose apresentou-se em um nível 

moderado de gravidade (Tabela 17). 
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Tabela 17 — Intensidade clínica da Anaplasmose em bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 
semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e G2 – 
bezerras negativas) 

  Grau de 
intensidade 

  

Grupo Intenso % Moderado % 
1 8 42 11 58 
2 25 45 30 55 

 

A intensidade moderada nos grupos é resultado de vários fatores que 

contribuem para o controle da Anaplasmose. Estes incluem as baixas riquetsemias, o 

tratamento precoce e eficaz (Facury Filho, 2012), 

No estudo (Tabela 18), foram identificadas outras doenças nas bezerras, sendo 

a pneumonia a mais prevalente. Entre as 74 bezerras analisadas, 6 (8,1%) 

manifestaram diarreia, enquanto 67 (90,5%) apresentaram sintomas de pneumonia. 

Além disso, 16 (21,6%) desenvolveram um segundo episódio de pneumonia. A 

intensidade e a resposta terapêutica desses casos não foram abordadas no escopo 

desta pesquisa. 

 

Tabela 18 — Doenças diagnosticadas em bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 semanas de 
vida.  

Doença na recria  n % Média de idade (dias) 

Diarreia 6 8,1 106 

Pneumonia (1º caso) 67 90,5 118 

Pneumonia (2º caso) 16 21,6 143 

 

Os casos de diarreia ocorreram na idade média de 106 dias, enquanto a 

pneumonia teve uma variação de entre 118 e 143 dias. 

Os fatores de risco associados a altas taxas de pneumonia são diversos e 

incluem tanto o ambiente quanto condições específicas relacionadas à saúde. Por 

exemplo, a falta de adequada fermentação da cama dessa fazenda pode ser um fator 

ambiental que contribui para o aumento da incidência de pneumonia. Além disso, a 

presença da Anaplasmose pode desencadear mudanças no pH do trato respiratório e 

distúrbios ácido-básicos devido à desidratação, tornando o organismo mais suscetível 

à infecção pulmonar. Conforme observado por Coelho (2007), a ocorrência de 

pneumonia durante um episódio de Anaplasmose pode agravar o prognóstico da 
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doença, porque a correção das alterações metabólicas, particularmente a acidose 

metabólica, está diretamente relacionada à saúde pulmonar. 

 

Tabela 19 — Dinâmica da Anaplasmose em bezerras holandesas entre 4 e 24 semanas de 
idade de acordo com sua condição em relação a anaplasmose ao nascimento. (G1- bezerras 
nascidas com PCR positivo para Anaplasma marginale e G2- bezerras negativas ao 
nascimento). 

Resumo dos índices da Anaplasmose/grupo 

Características G1 G2 

Início da enfermidade 12 semanas 12 semanas 

Pico da riquetsemia 16 e 18 semanas 14 e 16 semanas 

Duração da riquetsemia 13 a 20 semanas 13 a 20 semanas 

Queda de volume globular 14 a 20 semanas 14 a 19 semanas 

Maiores riquetsemias 13 a 20 semanas 13 a 20 semanas 

Riquetsemia média 0,1% 0,2% 

Tratamentos / bezerra 0,8 1,3 

Período de patência médio 5 semanas 5 semanas 

Período de convalescença 
médio 

1 semana 1 semana 

Maior frequência de anemia 18 semanas 16 semanas 

Os dados apresentados na tabela acima, demonstram que as bezerras que 

nasceram com A. marginale de origem congênita (G1) tiveram comportamento da 

Anaplasmose semelhante às que nasceram negativas. Entretanto, a análise do 

número de tratamentos para Anaplasmose em cada grupo, mostra que foram menos 

frequentes no G1. Além disso, o G1 apresentou uma riquetsemia média no período 

avaliado menor (p<0,05) do que o G2. Assim, a condição de ser portador ao 

nascimento não foi determinante para a ocorrência da doença nos grupos estudados. 

Observou-se, que essa condição tem influência sobre a riquetsemia, um fator 

determinante para a redução do número de tratamentos da Anaplasmose. Além disso, 

pode indicar uma resposta diferenciada das bezerras do G1 em relação ao 

desenvolvimento da doença 

6.5 Tipificação dos isolados de A. marginale de origem congênita e análise 

filogenética 

Neste estudo, das 19 amostras de bezerras que inicialmente testaram positivo 

para A. marginale ao nascer, quatro delas demonstraram a presença de repetições 
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em tandem identificáveis (tabela 20). Este fenômeno foi atribuído à qualidade do 

procedimento de sequenciamento empregado. Ao todo, identificou-se seis tandens, 

sendo três deles previamente não documentados na literatura. 

 

Tabela 20 — Sequência de repetições em Tandem de MSP1α em amostras congênitas de 
Anaplasma marginale em bezerras da raça Holandesa  

Tandem Sequência em tandem de MSP1α 
N 

Aas* 
Descrição prévia 

18 T**************L***DQ******S*** 29 
México, Paraná e Minas Gerais 
(BR), Chaco (AR), África do Sul, 

Equador, 

27 A**************L***DQ********** 29 

México, Córdoba (AR), Rio de 
Janeiro (BR), Filipinas, África do 

Sul, Venezuela, Minas Gerais 
(BR). 

Φ T****************************** 28 
Minas Gerais (BR) Kansas (EUA), 

Porto Rico, Itália, Venezuela, 
Equador,  

SeteLagoas1 T*****I********L***DQ********** 29 Novo 

SeteLagoas2 *GGF*PI*********C************** 28 Novo 

SeteLagoas3 T*****I************************ 28 Novo 
*N Aas – número de aminoácidos 

 

A estrutura das repetições em tandem de MSP1ɑ foi descrita para as amostras 

em questão, abrangendo o número correspondente de repetições, conforme 

apresentado na Tabela 21. A variação no número de repetições em tandem nessas 

amostras foi observada entre 2 e 3 repetições, com o número de aminoácidos variando 

de 28 a 29. 

 

Tabela 21 — Estrutura das repetições em tandem de mps1α encontradas nas cepas de A. 
marginale de origem congênita em bezerras da raça Holandesa. 

Amostra 
Estrutura das repetições em tandem de 

MSP1α 

Número de 
repetições em 

tandem 

AMOSTRA 4683 SeteLagoas 1 18   2 

AMOSTRA 4764 27 27   2 

AMOSTRA 4797 SeteLagoas2 Setelagoas3 Φ  3 

AMOSTRA 4833 Φ Setelagoas3   2 
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As quatro amostras analisadas revelaram uma proximidade genética com 

cepas encontradas no Brasil, Argentina, Cuba e Estados Unidos, conforme 

demonstrado pela relação filogenética (Figura 11). A porcentagem de árvores 

replicadas, nas quais os táxons associados foram agrupados no teste de bootstrap 

(500 réplicas), foi exibida ao lado dos ramos na representação da árvore. Esta 

representação está em escala, onde os comprimentos dos ramos correspondem às 

mesmas unidades das distâncias evolutivas utilizadas na inferência da árvore 

filogenética. As amostras de maior proximidade ancestral não estão identificadas 

como sendo de origem congênita no Genbank. 
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Figura 11 — Árvore filogenética de máxima verossimilhança (ML) de cepas de A. marginale 
com base em sequências parciais de aminoácidos de MSP1α. 

 

A proteína MSP1ɑ atua como adesina tanto para hemácias bovinas quanto para 

células de carrapato (de la Fuente et al., 2001; Kocan et al., 2003). A variação entre 

isolados geográficos ocorre devido aos diferentes números de repetições de 

aminoácidos em tandem. Essas variações resultam de mutações, incluindo deleções, 
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e do mecanismo de slipped-strand mispairing (SSM), um processo relacionado ao 

despareamento das fitas de DNA durante a replicação (Henderson et al., 1999; 

Levinson; Gutman, 1987). 

Regiões genômicas suscetíveis a esse processo são aquelas que apresentam 

curtas sequências de DNA com repetições de seis pares de base ou menos, como 

microssatélites ou repetições em tandem de número variável (Van Belkum et al., 

1998). Consequentemente, o gene MSP1α tem sido utilizado como marcador genético 

estável na identificação de A. marginale (Kocan et al., 2003), mantendo-se conservado 

durante a multiplicação da riquétsia em bovinos e carrapatos (Bowie et al., 2002; 

Kocan et al., 2003). 

Sequenciamentos de DNA realizados em bezerros revelaram três novas 

sequências de repetições, além das sequências 18, 27 e Φ já documentadas em 

outros países, evidenciando a presença de diferentes genótipos de MSP1α de A. 

marginale em rebanhos geograficamente distintos, o que está de acordo com a 

observação de alta diversidade genética de A. marginale em áreas endêmicas ao 

redor do mundo (De la Fuente et al., 2007, Bastos et .al, 2009). 

As estruturas dos genótipos estudados não constam entre os 24 genótipos 

catalogados no GenBank (acesso em 19 de fevereiro de 2024). No entanto, os 

tandens documentados 18 e 27 são encontrados nas amostras UFMG1 e MGI15, 

isoladas de veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) no Brasil por Silveira et al. 

(2012) e UFMG 2 (Bastos, 2009). A amostra UFMG1 (número de acesso no GenBank 

EU676176), obtida de um bezerro naturalmente infectado (Ribeiro et al., 1997), produz 

altos picos de riquetsemia em bezerros esplenectomizados sem levá-los à morte. Por 

outro lado, o isolado UFMG2 (número de acesso no GenBank EU676175) induz à alta 

mortalidade de bezerros esplenectomizados ou não (Ribeiro, 2005 apud Bastos, 

2009). 

A caracterização de amostras como a MGI 15 de A. marginale, isoladas de 

ruminantes selvagens, tem sido associada a uma baixa virulência para bovinos 

(Kuttler, 1984). Além disso, o tandem 18 também foi identificado em amostras 

estudadas por Meneses (2013). Neste estudo, a virulência da cepa de transmissão 

congênita (UFMG3) foi avaliada em bezerros esplenectomizados, e observou-se uma 

reduzida riquetsemia, recuperação espontânea dos animais e semelhança com a cepa 

UFMG1, sendo ambas caracterizadas como de baixa virulência (Bastos, 2009). Os 

genótipos de A. marginale de baixa virulência podem ser responsáveis por essa 
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condição da Anaplasmose nas bezerras do G1, que são portadoras assintomáticas ao 

nascimento. 

Em relação à filogenia, a amostra 4683 demonstrou uma agrupação mais 

robusta com uma amostra da Argentina. Por sua vez, as amostras 4797 e 4833 

formaram um clado entre si, indicando uma relação genética próxima, enquanto a 

amostra 4769 apresentou uma associação mais significativa com uma amostra do 

Brasil. Esses resultados evidenciam que as amostras estão se agrupando com 

amostras de países sul-americanos, como Argentina e Uruguai, corroborando com o 

estudo de Parodi et al. (2022), no qual suas amostras uruguaias também se 

agruparam com amostras do Brasil, Argentina e Colômbia. Isso claramente sugere a 

circulação de cepas com similaridades genéticas em nossa região. O conhecimento 

das cepas de transmissão congênita, permite estudos de genômica comparativa, 

filogenia e evolução ou estudos bio prospectivos para a indústria de biotecnologia  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Baseado nos resultados obtidos na análise da transmissão congênita de A. 

marginale em bezerras da raça Holandesa em uma fazenda comercial em Sete 

Lagoas, Minas Gerais, durante o período de dezembro de 2022 a julho de 2023, 

algumas considerações finais podem ser feitas. 

Primeiramente, a frequência considerável de transmissão congênita observada 

(24,4%) destaca a importância dessa via de infecção na propagação da Anaplasmose, 

ressaltando a necessidade de estratégias de controle eficazes, principalmente em 

regiões endêmicas como Minas Gerais, onde múltiplas cepas de A. marginale estão 

em circulação.  

O aumento na detecção de casos pode ser atribuído não apenas ao avanço 

nos métodos de diagnóstico e ao uso de técnicas mais sensíveis, mas também ao 

aumento do tamanho das amostras analisadas. A sensibilidade das técnicas de PCR, 

incluindo o PCR em tempo real e Nested PCR, tem contribuído significativamente para 

a identificação precoce da infecção, especialmente nos indivíduos portadores. 

O grupo de bezerras positivas ao nascimento (G1) apresentou menor média de 

riquetsemia ao longo do período avaliado, o que pode indicar uma resposta imune 

mais eficiente relacionada à infecção prévia por cepas de transmissão congênita, isso 

implicou em redução no número de tratamentos para a doença. 

A análise filogenética das amostras de A. marginale de origem congênita (G1) 

revelou uma proximidade genética com cepas encontradas em outros países, 

destacando a importância do estudo da genômica comparativa e da evolução das 

cepas para compreensão dessa via de infecção. 
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8 CONCLUSÕES 

 

A frequência de transmissão congênita de A. marginale neste estudo foi de 24, 

4% sendo que, 5,26 % destes animais foram soropositivos no teste de ELISA ao 

nascimento. 

A condição de ser portador ao nascimento de A. marginale não foi determinante 

para a ocorrência da doença nos grupos estudados. Essa condição teve influência 

sobre a riquetsemia, refletindo na redução do número de tratamentos da 

Anaplasmose. 

As amostras de A. marginale de transmissão congênita tem proximidade 

genética com cepas descritas no Brasil, Argentina, Cuba e Estados Unidos. Três 

novas sequências em tandem foram identificadas. 
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ANEXOS 

 

Tabela 22 — Valores médios de volume globular, riquetsemia, temperatura retal, frequência de anemia e número de tratamento para 
Anaplasmose em bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. marginale ao nascimento e 
G2 – bezerras negativas) 

  Tempo (Semanas) 
Grup

o 
Parâm. 4 8 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

1 
(n=19) 

VG (%) 27 30 30 29 27 26 26 24 23 25 27 28 29 30 31 
Riquetsemia (%) 0,0 0,0 0,1 0,4 0,4 0,3 0,8 0,5 0,8 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2 
Temperatura retal 39,2 38,8 39 39,3 39,1 39,5 39,6 39,2 39,2 39 39 39 38,9 38,9 39 

Tratamentos 0 0 0 2 2 1 5 1 3 0 1 0 0 0 0 
Tratamentos(%) 0 0 0 10,5 10,5 5,3 26,3 5,3 15,8 15,8 5,3 0 0 0 0 

2 
(n=55) 

VG (%) 29 29 29 28 25 24 24 24 25 26 27 28 29 29 29 
Riquetsemia (%) 0,0 0,0 0,2 0,5 0,9 0,6 0,8 0,5 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 
Temperatura retal 38,8 38,9 39,2 39,3 39,3 39,1 39,1 39,2 39 39 39,1 39 39 38,9 39,1 

Tratamentos 0 1 2 10 17 9 19 8 8 4 4 1 0 2 0 
Tratamentos(%) 0 1,8 3,6 18,2 31 16,4 34,5 14,5 14,5 7,3 7,3 1,8 0 3,6 0 
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Tabela 23 — Frequência de anemia em bezerras da raça Holandesa de 4 a 24 semanas de vida. (G1- bezerras com PCR positivo para A. 
marginale ao nascimento e G2 – bezerras negativas) 

  Tempo (Semanas) 
Grupo Parâmetro 4 8 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

1 (n=19) 
Anêmicos 2 1 0 0 6 6 5 6 8 7 3 2 0 0 0 

Anêmicos (%) 10,5 5,2 0 0 0,3 31,6 26,3 31,6 42,1 36,8 15,7 10,5 0 0 0 

2 (n=55) Anêmicos 0 3 5 8 23 24 25 21 16 15 9 5 1 2 3 
Anêmicos (%) 0 5,5 9 14,5 41,8 43,6 45,5 38,2 29 27,3 16,4 9 1,8 3,6 5,5 
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Tabela 24 - Estatísticas descritivas das variáveis do estudo por Grupo e Semana. 

Variável Grupo Média 
Desvio 
Padrão 

Mínimo 
1º 

Quartil 
Mediana 3º Quartil Máximo 

Coeficiente de 
Variação 

Valores 
válidos 

VG GERAL 27,1 4,3 15,0 25,0 28,0 30,0 37,0 16% 1110 
VG 1 27,4 4,3 15,0 26,0 28,0 30,0 36,0 16% 285 
VG 2 27,0 4,3 15,0 25,0 28,0 30,0 37,0 16% 825 
VG 4 28,6 2,8 22,0 27,0 28,0 30,0 36,0 10% 74 
VG 8 29,4 4,4 15,0 27,0 29,0 32,0 37,0 15% 74 
VG 12 28,9 4,0 16,0 26,0 28,5 32,0 36,0 14% 74 
VG 13 27,9 4,3 16,0 25,0 28,0 30,0 36,0 16% 74 
VG 14 25,3 4,3 17,0 22,0 26,0 28,0 35,0 17% 74 
VG 15 24,6 4,3 15,0 21,0 25,0 28,0 34,0 18% 74 
VG 16 24,6 4,1 15,0 22,0 25,0 28,0 35,0 17% 74 
VG 17 24,4 4,2 16,0 21,0 25,5 28,0 35,0 17% 74 
VG 18 24,6 4,2 15,0 21,0 26,0 28,0 31,0 17% 74 
VG 19 25,6 4,2 15,0 22,0 27,0 28,0 33,0 17% 74 
VG 20 26,8 4,3 15,0 24,0 27,0 30,0 35,0 16% 74 
VG 21 28,0 3,3 20,0 26,0 28,0 30,0 34,0 12% 74 
VG 22 28,9 2,3 22,0 28,0 28,5 30,0 35,0 8% 74 
VG 23 29,2 2,6 22,0 28,0 30,0 30,0 36,0 9% 74 
VG 24 29,4 2,8 22,0 28,0 29,5 31,0 36,0 10% 74 

Amarg GERAL 0,33 0,75 0,00 0,00 0,00 0,28 5,10 228% 1110 
Amarg 1 0,28 0,67 0,00 0,00 0,00 0,21 4,10 240% 285 
Amarg 2 0,35 0,78 0,00 0,00 0,00 0,30 5,10 224% 825 
Amarg 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NA 74 
Amarg 8 0,02 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 1,40 860% 74 
Amarg 12 0,17 0,50 0,00 0,00 0,00 0,10 2,90 299% 74 
Amarg 13 0,50 0,83 0,00 0,00 0,13 0,44 3,50 167% 74 
Amarg 14 0,76 1,10 0,00 0,00 0,17 0,92 3,87 144% 74 
Amarg 15 0,50 0,90 0,00 0,00 0,09 0,69 4,46 180% 74 
Amarg 16 0,79 1,19 0,00 0,00 0,15 1,65 4,20 151% 74 
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Amarg 17 0,48 0,95 0,00 0,00 0,00 0,50 4,10 199% 74 
Amarg 18 0,43 0,96 0,00 0,00 0,00 0,32 4,10 223% 74 
Amarg 19 0,26 0,74 0,00 0,00 0,00 0,28 4,90 280% 74 
Amarg 20 0,33 0,77 0,00 0,00 0,00 0,27 5,10 236% 74 
Amarg 21 0,18 0,36 0,00 0,00 0,00 0,27 2,70 206% 74 
Amarg 22 0,14 0,19 0,00 0,00 0,00 0,20 0,80 141% 74 
Amarg 23 0,22 0,43 0,00 0,00 0,10 0,21 2,70 199% 74 
Amarg 24 0,20 0,32 0,00 0,00 0,12 0,26 2,00 161% 74 
Temp GERAL 39,09 0,49 38,5 38,7 39 39,3 40,9 1% 1110 
Temp 1 39,12 0,55 38,5 38,7 39 39,3 40,9 1% 285 
Temp 2 39,08 0,47 38,5 38,7 39 39,3 40,9 1% 825 
Temp 4 38,89 0,63 38,5 38,5 38,7 38,8 40,8 2% 74 
Temp 8 38,89 0,39 38,5 38,7 38,8 39 40,5 1% 74 
Temp 12 39,13 0,51 38,5 38,7 39 39,4 40,6 1% 74 
Temp 13 39,29 0,43 38,5 39 39,2 39,7 40,3 1% 74 
Temp 14 39,26 0,57 38,5 38,9 39,05 39,6 40,9 1% 74 
Temp 15 39,24 0,62 38,5 38,7 39,1 39,6 40,9 2% 74 
Temp 16 39,24 0,58 38,5 38,8 39,1 39,6 40,9 1% 74 
Temp 17 39,18 0,60 38,5 38,7 39 39,4 40,9 2% 74 
Temp 18 39,09 0,50 38,5 38,7 39 39,3 40,9 1% 74 
Temp 19 39,03 0,39 38,5 38,7 39 39,2 40,3 1% 74 
Temp 20 39,07 0,35 38,5 38,9 39,05 39,2 40,1 1% 74 
Temp 21 39,01 0,33 38,5 38,8 39 39,2 40,4 1% 74 
Temp 22 38,95 0,31 38,5 38,7 38,9 39,1 39,8 1% 74 
Temp 23 38,94 0,36 38,5 38,7 38,9 39,1 40,2 1% 74 
Temp 24 39,10 0,43 38,5 38,8 39,1 39,3 40,3 1% 74 
Trat GERAL 7,7% 26,6% 0 0 0 0 1 347% 1110 
Trat 1 5,3% 22,4% 0 0 0 0 1 425% 285 
Trat 2 8,5% 27,9% 0 0 0 0 1 329% 825 
Trat 4 0,0% 0,0% 0 0 0 0 0 NA 74 
Trat 8 1,4% 11,6% 0 0 0 0 1 860% 74 
Trat 12 2,7% 16,3% 0 0 0 0 1 604% 74 
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Trat 13 13,5% 34,4% 0 0 0 0 1 255% 74 
Trat 14 23,0% 42,4% 0 0 0 0 1 184% 74 
Trat 15 12,2% 32,9% 0 0 0 0 1 271% 74 
Trat 16 25,7% 44,0% 0 0 0 1 1 171% 74 
Trat 17 10,8% 31,3% 0 0 0 0 1 289% 74 
Trat 18 10,8% 31,3% 0 0 0 0 1 289% 74 
Trat 19 5,4% 22,8% 0 0 0 0 1 421% 74 
Trat 20 5,4% 22,8% 0 0 0 0 1 421% 74 
Trat 21 1,4% 11,6% 0 0 0 0 1 860% 74 
Trat 22 0,0% 0,0% 0 0 0 0 0 NA 74 
Trat 23 2,7% 16,3% 0 0 0 0 1 604% 74 
Trat 24 0,0% 0,0% 0 0 0 0 0 NA 74 
PCR GERAL 76,3% 42,6% 0 1 1 1 1 56% 266 
PCR 1 88,7% 31,8% 0 1 1 1 1 36% 133 
PCR 2 63,9% 48,2% 0 0 1 1 1 75% 133 
PCR 0 50,0% 50,7% 0 0 0,5 1 1 101% 38 
PCR 4 23,7% 43,1% 0 0 0 0 1 182% 38 
PCR 8 60,5% 49,5% 0 0 1 1 1 82% 38 
PCR 12 100,0% 0,0% 1 1 1 1 1 0% 38 
PCR 16 100,0% 0,0% 1 1 1 1 1 0% 38 
PCR 20 100,0% 0,0% 1 1 1 1 1 0% 38 
PCR 24 100,0% 0,0% 1 1 1 1 1 0% 38 
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