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RESUMO 

Objetivou-se com o presente estudo avaliar os efeitos pós-vacinais e a proteção conferida pela 

inoculação de amostras vivas de A. marginale de baixa virulência (UFMG1 e UFMG3) em 

bovinos desafiados à campo. 68 bezerras da raça holandesa com 17 dias de idade em média 

foram divididas aleatoriamente em quatro grupos. Os grupos receberam duas aplicações 

subcutâneas intervaladas de 40 dias, na dosagem de 2x10
6
 eritrócitos infectados dos seguintes 

protocolos: grupo 1 (UFMG 1 + UFMG 1); grupo 2 (UFMG 3 + UFMG 3); grupo 3 (UFMG 1 + 

UFMG 3); O grupo 4 (controle experimental). A cada dois dias os animais foram avaliados por 

termometria retal, hematócrito e esfregaço sanguíneo. Antes das inoculações e do desafio e ao 

final do monitoramento foram colhidas amostras sanguíneas utilizadas na técnica de nPCR e 

RIFI. Em média a temperatura retal e o volume globular se mantiveram nos limites de 

referência, sem alterações consideráveis causadas pelos inóculos. Após 40 dias da segunda 

inoculação 90%, 84,62% e 90,9% dos animais dos grupos 1, 2 e 3 respectivamente estavam 

positivos na nPCR.  A riquetsemia foi de baixa intensidade nos dias avaliados, mas em todos os 

grupos alguns animais necessitaram de medicação para controlar os efeitos pós-vacinais. 

Durante o desafio houve proteção de 86,7% e 73,7% dos animais nos grupos 1 e 2 

respectivamente, enquanto que, 58,8% dos animais controle adoeceram.  

Palavras-chave: Anaplasmose; Anaplasma marginale; vacina viva; virulência; bezerros, desafio 

natural. 
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ABSTRACT 

In order to evaluate the post-vaccination effects and the protection afforded by the inoculation 

of live samples of  low virulence A. marginale (UFMG1 and UFMG3) in cattle challenged in 

the field. 68 calves Holstein with 17 days old on average were randomly divided into four 

groups. The groups received two subcutaneous applications with intervals of 40 days, having a 
dose of 2x10

6 
infected erythrocytes of the following protocols: group 1 (UFMG 1 + UFMG 1); 

group 2 (UFMG 3 + UFMG 3); group 3 (UFMG 1 + UFMG 3); group 4 (experimental control). 

Every two days, the animals were evaluated by rectal thermometry, hematocrit and blood film. 

Before inoculations and challenge and at the end of the challenge, blood samples were collected 

and used to perform IFA technique and nPCR. On average, the rectal temperature and the 

packed cell volume remained within the limits of reference and without considerable changes. 

40 days after the second inoculation 90%, 84.62% and 90.9% of the animals in groups 1, 2 and 

3 respectively were positive in nPCR. The rickettsemia was of  low intensity but some animals 

of all groups required medication to control post-vaccination effects. During the challenge 

86.7% and 73.7% of the animals was protected in groups 1 and 2 respectively, whereas 58.8% 

of the control animals became sick. 

Keywords: Anaplasmosis; Anaplasma marginale; live vaccine; virulence; calves, natural 

challenge. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 

A anaplasmose bovina é uma doença infecciosa causada pela riquetsia intra-eritrócitaria 

Anaplasma marginale. A anaplasmose é amplamente distribuída em regiões tropicais e 

subtropicais do mundo e é considerada como uma das principais enfermidades de bovinos, 

gerando grandes prejuízos para produção animal (Kocan et al., 2010). No Brasil, a doença é 

descrita como causa de alta mortalidade em bezerros (Ribeiro et al.,1983) e os prejuízos gerados 

por Anaplasma marginale juntamente ao complexo de patógenos responsável pelo quadro 

clínico da tristeza parasitária bovina são estimados em 500 milhões de dólares por ano (Grisi et 

al., 2002). Nos EUA as perdas econômicas mais significativas causadas pela anaplasmose em 

todo rebanho são representadas por atraso no crescimento, mortalidade, aborto e queda na 

produção de leite e carne (Kocan et al., 2003).  

A disseminação de A. marginale nos rebanhos pode ocorrer através de transmissão iatrogênica, 

vertical ou por vetores, biológicos ou mecânicos (Kocan et al., 2003), que na América do Sul 

são representados pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e moscas hematófagas 

(Guglielmone, 1995). 

A manifestação clínica da doença varia entre raças, manejo e principalmente em função da 

idade do animal acometido. Os bovinos adultos, maiores que três anos de idade e sem contato 

prévio com o agente infeccioso, são os indivíduos mais suscetíveis à manifestação grave e fatal 

da doença, enquanto bezerros menores de um ano de idade geralmente tendem a manifestar a 

doença de forma mais moderada (Ristic,1968). Dessa forma, em regiões endêmicas sob 

condições naturais, o ideal seria que a infecção ocorresse nos primeiros dias de vida do animal, 

quando há resistência natural à doença, devido à presença de anticorpos colostrais, maior 

eritropoiese da medula óssea, rápida resposta da imunidade celular e à presença de hemoglobina 

fetal nos eritrócitos (revisado por Ribeiro e Passos, 2002).  

Entretanto, nem sempre os animais se infectam em uma idade precoce, devido a vários fatores, 

dentre eles, o fator climático que interfere no ciclo biológico dos vetores, o controle excessivo 

de ectoparasitos ou mesmo pelo sistema de criação ou produção no qual os animais são 

submetidos (Melo et al., 2001; Marana et al., 2009). A doença pode se caracterizar em duas 

situações distintas epidemiologicamente denominadas como estabilidade e instabilidade 

enzoótica, que ocorrem em função do momento da vida no qual os animais se primoinfectam 

(Jonsson et al., 2012). 

Nas áreas de estabilidade enzoótica os animais tem contato precoce com vetores no campo e 

pelo menos 75% dos animais se infectam com A. marginale no início da vida e se tornam 

portadores, mas há poucos casos clínicos no rebanho. Enquanto nas áreas de instabilidade, a 

maior parte dos animais se infecta tardiamente e quadros clínicos da doença são frequentes 

(Wandurala e Ristic, 1993). 

São necessárias medidas de controle e prevenção da doença clínica para garantir a redução das 

perdas econômicas associadas. Em regiões endêmicas, essas medidas não visam impedir a 

infecção, mas atingir um equilíbrio entre o desafio infeccioso e a resistência do animal. A meta 

é conseguir que a maior parte dos animais sejam primoinfectados nos primeiros meses de vida 

(Ribeiro et al., 2003).  
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Atualmente as estratégias de controle em áreas endêmicas se baseiam no uso da 

quimioprofilaxia, na redução do número de vetores e na vacinação. O uso destes métodos se 

limita pela disponibilidade, custo e aplicabilidade a cada contexto epidemiológico. Entre os 

métodos de controle, a vacinação é considerada uma medida efetiva e de baixo custo a ser 

aplicadas em situações de instabilidade enzoótica (Kocan et al., 2003). 

Amostras vivas de A. centrale têm sido utilizadas em vários países como vacina (Kocan et al., 

2003), pelo fato desses isolados compartilharem antígenos determinantes de imunidade com A. 

marginale (Shkap et al., 1991). Entretanto, a proteção conferida pela vacina de A. centrale 

apresenta respostas variáveis e muitas vezes insatisfatórias (Wilson et al.,1980 Brizuela et al., 

1998; Guglielmone et al., 1999). Em contrapartida, o uso de inóculos padronizados de isolados 

de A. marginale de baixa virulência tem se mostrado uma alternativa promissora para aplicação 

a campo (Ribeiro et al., 1997; Bastos et al., 2010; Meneses, 2013). 

Os isolados de A. marginale UFMG 1 e UFMG 3 que foram considerados de baixa virulência 

quando aplicados na dose infectante de 2x10
7
eritrócitos infectados, levaram bezerros a níveis de 

riquetsemia e queda do volume globular relativamente altas (Bastos et al., 2010; Meneses, 

2013). Como estes parâmetros são influenciados por vários fatores, acredita-se que a 

administração por via subcutânea e a utilização de uma dose do inóculo menor que a empregada 

nos estudos anteriores, poderia tornar o processo de imunização mais seguro para a saúde dos 

animais, amenizando a elevação da riquetsemia e a redução do hematócrito, além de acelerar a 

recuperação dos animais (Meneses, 2013). 

No campo, os animais são suscetíveis a muitas possibilidades de desafios devido a comprovada 

existência de grande diversidade genética de A. marginale, mesmo dentro de um único rebanho 

infectado naturalmente (Pohl et al., 2013). Assim, entre as principais vantagens das vacinas 

vivas contra desafios heterólogos incluem-se um conjunto completo de antígenos de superfície 

na sua conformação original e presença de novas proteínas de superfície no decorrer da infecção 

(Hammac et al., 2013)  

Embora o impacto causado pela doença seja representativo, atualmente ainda não está 

disponível uma vacina com completa segurança e de alta eficácia contra a anaplasmose. Uma 

boa maneira de avaliar a eficácia conferida pelas vacinas é exposição de animais vacinados à 

infecção natural em área endêmica. Considerando que o uso como imunógeno de amostras vivas 

de A. marginale de baixa virulência é uma estratégia promissora na prevenção e controle da 

doença, a avaliação dos efeitos causados pela inoculação dessas amostras em bezerros criados 

em situação de instabilidade enzóotica e posteriormente desafiados naturalmente por vetores no 

campo pode testar sua capacidade protetora em condições epidemiológicas de indicação da 

vacina. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

 Avaliar os efeitos pós-vacinais da aplicação de duas amostras vivas de A. marginale de baixa 

virulência (UFMG1 e UFMG3) e a proteção conferida pela inoculação de bezerros contra o 

desafio natural no campo. 

 

2.2. Específicos 

 

 Avaliar a percentagem de animais infectados após as inoculações das amostras de A. marginale; 

 

 Avaliar a temperatura retal, o volume globular e a riquetsemia de bezerros inoculados com as 

amostras de A. marginale UFMG 1 e UFMG 3 em diferentes protocolos de duas doses de 2x10
6 

eritrócitos infectados; 

 

 Verificar a frequência de animais que necessitaram ser tratados devido aos efeitos das 

inoculações de A. marginale UFMG 1 e 3 nos diferentes protocolos; 

 

 Verificar quais protocolos de inoculação de A. marginale UFMG 1 e 3  conferem melhor 

proteção aos animais vacinados quando expostos a infecção natural por vetores. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1.  Anaplasma marginale 

A anaplasmose bovina é uma doença infecciosa causada por Anaplasma marginale, uma 

riquétsia intra-eritrócitaria, classificada na ordem Rickttsiales e na família Anaplasmataceae, 

(Dumler et al., 2001).  

Em 1893 essa riquétsia já havia sido observada em esfregaços de sangue de bovinos doentes 

corados pelos pesquisadores Smith e Kilbourne durante seus estudos com Babesia bigemina, no 

qual notaram a ocorrência de corpúsculos semelhantes a coccus que se localizavam na margem 

dos eritrócitos de bovinos infectados. Na ocasião, sem saber que se tratava de uma infecção 

mista, consideraram que essas estruturas eram algum estágio do ciclo de B. bigemina (revisado 

por Wanduragala e Ristic, 1993).  Acreditou-se nisso até que Theiler (1910) conseguiu 

comprovar a infecção mista isolando os agentes em infecções puras de B. bigemina e o novo 

organismo que foi identificado como A. marginale (revisado Kocan et al., 2010). 

Posteriormente foi identificada para o mesmo gênero deste microrganismo, uma espécie menos 

virulenta que foi denominada como A. centrale (Theiler, 1911). O nome do gênero Anaplasma, 

se deve à ausência de citoplasma do microrganismo e as espécies “marginale” e “centrale” 

referem-se respectivamente à localização periférica e central, ocupada pelos corpúsculos de 

inclusão dentro dos eritrócitos infectados (revisado por Wanduragala e Ristic, 1993).   

Os membros da família Anaplasmataceae apresentam parede celular similares as de bactérias 

Gram negativas, porém não tem a camada de peptidioglicano (Quinn et al., 2011). A espécie A. 

marginale é obrigatoriamente uma bactérias intracelular de eritrócitos desenvolvendo-se dentro 

de vacúolos parasitóforos de localização periférica.  Morfologicamente, são vistos em 

microscopia óptica em eritrócitos infectados corados por Romanosvsky como corpúsculos de 

inclusão densos, homogeneos, roxo-azulados, com formato redondo à ovalado medindo de 0,3 a 

1,0 µm de diâmetro.  A observação desses corpos marginais por microscopia eletrônica 

demonstra que são compostos por 4 a 8 subunidades conhecidas como corpúsculos iniciais que 

medem de 0,3 µm a 0,4 µm de diâmetro e compreendem os elementos infectantes (Wanduragala 

e Ristic, 1993). 

Com o uso de técnicas da microscopia de contraste de fases, coloração pelo novo azul de 

metileno, reação de imunofluorescência indireta e microscopia eletrônica  foi possível 

identificar duas formas morfológicas distintas de A. marginale, com ou sem presença de 

apêndice de inclusão (Kreier e Ristic, 1963; Kocan et al. 1984). Estirpes com essas duas 

características morfológica foram isoladas em diferentes estados dos Estados Unidos (Kreier e 

Ristic, 1963) e se mostraram sorologicamente e antigenicamente distintas (Kuttler e Winnard, 

1984). No Brasil, no estado de Minas Gerais, Ribeiro et al. (1997) isolaram a única amostra de 

A. marginale com apêndice registrada no país até o momento, a partir do sangue de um bezerro 

naturalmente infectado que manifestava sinais clínicos de anaplasmose aguda. Esta amostra de 

A. marginle com apêndice foi posteriormente nomeada UFMG 1(Bastos et al., 2010). 
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3.2. Distribuição, epidemiologia e fatores de risco  

A doença é amplamente distribuída em regiões tropicais e subtropicais do planeta, sendo 

considerada endêmica em regiões do continente africano,  asiático e europeu, onde ocorre 

principalmente nos países do mediterrâneo. No continente americano, a anaplasmose é relatada 

em quase todos os estados dos EUA, e é considerada enzoótica em todos os estados do sul do 

Atlântico, do Golfo, estados da costa, e vários dos estados do Centro-Oeste e ocidentais. O 

México, as Ilhas do Caribe, a América Central e do Sul são  também áreas endêmicas (Kocan et 

al., 2010). Guglielmone (1995) descreve a distribuição geográfica da doença como enzoótica em 

quase todos os países da América Latina, com excessão das áreas de deserto e de grandes 

altitudes, o que coincide com a distribuição do vetor biológico, o carrapato R. microplus. 

Do ponto de vista epidemiológico, cada região pode ser classifcada como área de estabilidade 

ou instabilidade enzoótica. As situações de estabilidade enzoótica são identificadas quando a 

taxa de infecção por vetores no ambiente é suficiente para infectar a maioria dos bezerros antes 

que a resistência inata contra a doença clínica se perca, o que acontece entre seis e nove meses 

de idade. Dessa forma, pelo menos 75% dos bovinos são infectados e imunizados antes de 

atingir uma idade suscetível. Nesses casos, apesar da infecção, geralmente se observa ausência 

de doença clínica em bezerros e um alto nível de imunidade em bovinos adultos associado 

consequentemente a baixa incidência da doença. Por outro lado, em áreas de instabilidade 

enzoótica a maior parte dos animais se infectam tardiamente, sendo frequente a observação de 

quadros clínicos da doença (Mahoney e Ross, 1972; Madruga et al., 1985). 

A realização de estudos sorológicos dos animais de uma determinada região torna possível 

estabelecer o risco de doença através da caracterização epidemiológica dos rebanhos analisados 

(Souza et al., 2000; Souza et al., 2013). No Brasil, estudos com esse objetivo descrevem várias 

localidades do país com elevada prevalência, o que caracteriza as áreas de estabilidade 

enzoótica (Ribeiro e Reis, 1981; Souza et al., 2000; Souza et al., 2001; Andrade et al., 2001; 

Barros et al., 2005; Trindade et al., 2011; Souza et al., 2013). 

Inquéritos sorológicos utilizando o testes de ensaio imunoabsorventes ligados a enzima (ELISA) 

para A. marginale em bovinos do estado do Rio de Janeiro mostraram uma prevalência de 

91,16% na mesoregião Norte Fluminense (Souza et al., 2000) e  98,8% na mesorregião do 

Médio Paraíba (Souza et al., 2001). Em quatro regiões do estado de Minas Gerais (Alto 

Paranaíba, Zona Metalúrgica, Sul de Minas e Triângulo Mineiro) a doença foi caracterizada 

como epiendêmica devido aos frequentes surtos, com a prevalência variando de 86,1 a 93,1% no 

teste do cartão (Ribeiro e Reis, 1981). Na bacia leiteira do Parnaíba no estado do Piauí, a taxa de 

soroprevalência através da RIFI foi de 89,1% (Souza et al., 2013);  através do teste de ELISA 

indireto, no semi árido baiano foi de 97% a 98,9% (Barros et al., 2005) e na região de Araguaína 

no Tocantins de 89,9% (Trindade et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados na 

região norte do estado do Paraná, onde 92,94% dos animais foram soropositivos no teste ELISA 

competitivo (cELISA) (Andrade et al., 2001). Porém, na região noroeste do mesmo estado foi 

registrada uma prevalência de 76,10% no teste cELISA sugerindo que os  animais  estão 

parcialmente protegidos contra a infecção por A. marginale nesses locais, podendo haver surtos 

da doença (Yoshihara et al., 2003). 
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A identificação de baixa prevalência em regiões pesquisadas caracteriza a condição de 

instabilidade enzoótica, na qual há maior risco de mortalidade em animais adultos (Mahoney e 

Ross, 1972). Tais situações foram encontradas nas regiões climáticas árida, semi-árida, de 

transição semi-árida e transição subúmida do estado de Sergipe, com prevalência no teste do 

cartão de 16,3% (Oliveira et al., 1992). Provavelmente, nessas regiões, a baixa prevalência é 

causada pelas condições adversas de  temperatura e umidade, que podem interferir no 

desenvolvimento do vetor R. (Boophilus) microplus, como na região Centro-Sul do estado do 

Paraná que também recebeu a mesma caracterização epidemiológica, onde apenas 58,74% das 

amostras foram positivas pelo teste cELISA-PR1 (Marana et al., 2009).  

Entretanto, não apenas os fatores ambientais são importantes para a epidemiologia da 

anaplasmose. É necessário considerar associadamente os fatores intrínsecos de cada sistema, 

como o tipo de pastagem, a densidade animal e dos vetores, e as medidas de controle adotadas 

para então classificar a relação de risco de ocorrência da doença em áreas endêmicas (Silva e 

Fonseca, 2013). Melo et al. (2001) verificaram que a ocorrência da primo-infecção sofre 

influência das estações do ano e do sistema de criação adotado para os bezerros. Dessa forma, 

bezerros que nascem na estação seca ou são mantidos em sistemas que limitem o contato com 

vetores apresentam maior risco de doença quando expostos as condições de elevada transmissão 

durante a estação chuvosa ou a outro sistema de manejo. Assim, no estudo da anaplasmose cada 

fazenda representa uma unidade epidemiológica na qual o ambiente e os fatores imunológicos 

interagem e podem influenciar o estado endêmico do patógeno (Silva e Fonseca, 2014). 

 

3.3. Transmissão 

Anaplasma. marginale pode ser transmitido aos bovinos susceptíveis de forma biológica, 

mecânica ou vertical.  A transmissão biológica é feita por carrapatos após a ingestão de 

eritrócitos infectados pela riquétsia, na qual apresenta a capacidade de se replicar nas células 

intestinais deste artrópode e, posteriormente, serem eliminadas na saliva deste durante o repasto 

sanguíneo. Aproximadamente 20 espécies de Ixodídeos têm sido incriminadas como vetores 

biológicos de A. marginale em todo o mundo. Em geral, são citados os carrapatos Rhipicephalus 

spp., Dermacentor spp. e Ixodes ricinus, enquanto que o Amblyomma spp. parece não estar 

envolvido na transmissão (revisado por Kocan et al., 2004). Segundo Guglielmone (1995), 

carrapatos R. microplus são encontrados em quase toda América do sul e Central, portanto é 

considerada a espécie transmissora biológica da riquétsia no Brasil. Esse fato foi comprovado 

pela observação do desenvolvimento de colônias de A. marginale em células epiteliais do 

intestino de fêmeas ingurgitadas do carrapato (Ribeiro e Lima, 1996). 

Stich et al., (1989) demonstraram que a transmissão pelo carrapato D. variabilis pode ocorrer 

entre estágios de desenvolvimento do artrópode (transestadial) ou no mesmo estágio 

(intraestadial), enquanto a transmissão de uma geração de carrapatos à outra (transovariana) 

parece não ocorrer. A tentativa de conseguir a transmissão de A. marginale por via 

transovariana pelo R. microplus a um bovino suscetível não teve sucesso e estabeleceu sob as 

condições experimentais que se trata de um mecanismo que não ocorre com frequência na 

natureza (Ribeiro et al., 1996). 
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A transmissão intraestadial de A. marginale parece ser epidemiologicamente importante, uma 

vez que carrapatos machos adultos de D. andersoni apresentam altas taxas de infecção em 

associação a um comportamento alimentar intermitente e a observação de que apenas alguns 

carrapatos infectados são necessários para a transmissão (Eriks et al.,1993). Na mesma 

importância desse mecanismo são incluídas as espécies R. microplus e D. albipictus (Kocan et 

al., 2003).  

Os carrapatos são capazes de se superinfectar com mais de uma estirpe geneticamente distinta 

de A. marginale e transmitir ambas ao hospedeiro bovino. Isso indica que, após a introdução 

inicial de um novo isolado em um rebanho cronicamente infectado de uma área endêmica para 

A. marginale, tanto a nova, quanto a linhagem existente podem ser co-transmitidas para animais 

suscetíveis, ampliando, assim, a representação da nova linhagem dentro do rebanho (Leverich et 

al., 2008). 

Na transmissão mecânica, eritrócitos infectados são transferidos aos bovinos susceptíveis sem 

amplificação de A. marginale, através de picadas de moscas ou fômites contaminados com 

sangue, incluindo agulhas ou instrumentos cirúrgicos (Aubry e Geale, 2011).  

Insetos hematófagos são citados como vetores mecânicos de A. marginale. Nesse grupo inclui-

se os dípteros hematófagos do gênero Tabanus e Stomoxys, e várias espécies de mosquitos 

(Revisado por Kocan et al., 2010). Essa forma de transmissão é considerada a principal via de 

disseminação da riquetsia em certas áreas dos EUA, América Central, América do Sul e África, 

onde os carrapatos vetores estão ausentes (Ewing 1981; Foil 1989) e onde o R. microplus, o 

carrapato tropical de bovinos, parece não ser um vetor biológico do agente (Figueroa et al. 

1998; Coronado 2001). No entanto, comparativamente, o potencial da transmissão biológica por 

carrapatos D. andersoni é cerca de duas vezes mais eficiente que transmissão mecânica 

realizada pela mosca Stomoxys calcitrans (Scoles et al., 2005). 

Na transmissão vertical ou congênita, a prole se infecta ainda no útero de vacas infectadas 

(Aubry e Geale, 2011). A importância epidemiológica da trasmissão vertical foi bastante 

questionada, mas sabe-se que é responsável pelos casos registrados de anaplasmose neonatal 

congênita (Passos e Lima, 1984; Pypers et al., 2011). Segundo Silva e Fonseca (2014) o estado 

de imunossupressão transitório de vacas durante o periparto poderia ser favorável a transmissão 

vertical, contribuindo para manutenção de A. marginale no rebanho e também à ocorrência de 

anaplasmose aguda em vacas sucetíveis. Essa forma de transmissão parecia ocorrer em baixa 

frequência, pois foi caracterizada em apenas em 2,1% dos fetos provenientes de vacas 

portadoras (Ribeiro et al., 1995). Porém, recentemente a utilização de ferramentas de 

diagnóstico mais sensíveis, mostram que esse mecanismo de transmissão pode ser mais 

representativo, acontecendo com frequência relativamente alta (10%) em bezerros neonatos 

oriundos de área endêmica do estado de Minas Gerais e assim gerando perdas no rebanho que 

normalmente não são diagnosticadas (Meneses, 2013). Segundo Ribeiro et al., (1995) a 

frequência de anaplasmose em bezerros lactentes no estado de Minas Gerais é alta, mesmo em 

situações na qual a população de vetores no ambiente é baixa sugerindo que as infecções 

congênitas podem desempenhar um papel importante na transmissão de A. marginale.  
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3.4. Ciclo biológico 

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale no carrapato é complexo e se inicia quando o vetor 

ingere eritrócitos infectados durante seu ciclo de alimentação no bovino. Os eritrócitos 

infectados atingem o lume intestinal do carrapato e são fonte de infecção para células do 

intestino do artrópode. Após a replicação  nessas células, vários outros tecidos são infectados, 

incluindo a glândula salivar. Nos carrapatos, A. marginale desenvolve colônias dentro de 

vacúolos intracitoplasmáticos. A primeira forma observada dentro das células de carrapatos 

infectados é a reticulada, que parece ser a forma vegetativa, na qual se divide por fissão binária. 

Em seguida, sofre mudanças para forma densa, que é a infecciosa e pode sobreviver no meio 

extracelular. A forma densa é transmitida aos hospedeiros vertebrados suscetíveis durante  

alimentação do carrapato por eliminação através das glândulas salivares (Kocan et al., 2003) 

(Figura 1). 

 

Fonte: Adaptação de Kocan et al. (2003) 

Figura 1: Ciclo biológico de A. marginale no hospedeiro bovino e em carrapatos.  

Nos bovinos, os corpúsculos iniciais de A. marginale penetram nos eritrócitos através de um 

processo conhecido como rofeocitose, que consiste na invaginação da membrana plasmática das 

hemácias formando o vacúolo parasitóforo. No interior dos vacúolos os corpos incias 

multiplicam-se por fissão binária e posteriormente saem dos eritrócitos sem rompé-los por um 

processo de rofeocitose reversa, e iniciam novo ciclo de replicação ao penetrar em outro 

eritrócito por rofeocitose, podendo ser transferidos entre hemácias, através de pontes  

intercelulares (Ribeiro e Passos, 2002). 

O período de incubação ou pré-patente é variável em função da dose infectante e ocila em torno 

de sete a 60 dias, com média de 28 dias. Após a detecção dos primeiros eritrócitos infectados 

seu número aumenta geometricamente (Kocan et al., 2010).  
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3.5. Patogenia e manifestações clínicas 

A anaplasmose bovina se manifesta em um quadro clínico que é conhecido popularmente como 

“Tristeza Parasitária Bovina”, que consiste em um complexo de doenças causadas por infecões 

de vários hemoparasitos. No Brasil, os principais agentes etiológicos são Babesia bovis, B. 

bigemina e Anaplasma marginale (Ribeiro e Passos, 2002). 

Após a infecção ocorrem sucessivos ciclos de invasão, replicação e remoção de eritrócitos 

infectados ou não por fagocitose no sistema reticuloendotelial esplênico, o que leva a quadros 

de anemia branda à grave e icterícia na ausência de hemoglobinemia e hemoglobinúria. Os 

sinais clínicos podem também incluir febre, letargia, perda de peso, aborto e mortes (Kocan et 

al., 2003).  Em um estudo retrospectivo (1986 a 2007) da casuística de bovinos atendidos na 

região de Botucatu-SP, os sinais clínicos predominantes foram apatia, hiporexia ou anorexia, 

desidratação, perda de peso e palidez das mucosas (Gonçalves et al., 2011). Normalmente as 

alterações clínicas são pouco perceptíveis no início da doença e somente se intensificam com o 

agravamento da anemia, que, geralmente, ocorre alguns dias após o nível máximo de 

riquetsemia (Coelho, 2007). Os casos de anaplasmose podem ser acompanhados ou não por 

febre, que se apresenta com aumento da temperatura corporal geralmente inferior a 40ºC 

(revisado por Brown, 2012), podendo ser observada durante poucos dias concomitantemente à 

elevação da riquetsemia (Coelho, 2007). A febre representa uma resposta orgânica do animal à 

alguma substância estranha ao corpo, que pode ser derivada de microrganismos ou do próprio 

metabolismo que agem diretamente no centro hipotalâmico de controle da temperatura (Dirksen 

et al., 1993).  

A doença manifesta-se na forma superaguda, aguda, crônica ou subclínica.   Os casos 

superagudos são raros, mas fatais, com a morte ocorrendo dentro de poucas horas. Na forma 

aguda são observadas mucosas pálidas, os animais tornam-se deprimidos, anoréxicos e fracos. 

Ocorre redução na produção de leite, alguns animais desenvolvem febre e icterícia nas mucosas 

que é evidenciada posteriormente no curso da enfermidade (Waner et al., 2010). Durante a 

doença aguda, o número de eritrócitos infectados pode atingir níveis na circulação em torno de 

10
9
 por mililitro de sangue e reduções no hematócrito podem variar de 30 a 50% (revisado por 

Brown, 2012).  

A doença crônica segue os casos agudos e pode persistir por vários meses, se caracterizando por 

anorexia, perda de peso, anemia e icterícia (Waner et al., 2010). Desse modo, a infecção aguda 

pode ser resolvida, mas nunca completamente eliminada, o que faz com que os animais 

permaneçam persistentemente infectados por toda a vida, com flutuação de riquetsemias 

ocilando entre 10
2
 a 10

7
 eritrócitos infectados por mililitro de sangue (revisado por Brown, 

2012). 

A intensidade e duração da doença é dependente principalmente do fator idade à primoinfecção. 

Bovinos adultos maiores que três anos de idade e sem contato prévio com o agente infeccioso 

são os indivíduos mais suscetíveis à manifestação grave e fatal da doença, enquanto que 

bezerros menores de ano de idade manifestam a doença de forma moderada (Ristic, 1968). A 

maior resistência dos animais jovens se deve a presença de anticorpos colostrais, maior 

eritropoiese da medula óssea, rápida resposta a imunidade celular e pela presença de 

hemoglobina fetal nos eritrócitos (revisado por Ribeiro e Passos, 2002).  
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3.6. Resposta imunológica contra Anaplasma marginale 

A imunidade dos bovinos contra A. marginale é composta pela defesa humoral e celular. Assim, 

é necessária a ativação de linfócitos T CD4+ e a produção de anticorpos para atingir a proteção 

adequada contra a infecção (Palmer et al.,1999). Linfócitos T CD4+ são fundamentais nesse 

processo de imunidade por produzirem diversas citocinas, dentre as quais se destaca o interferon 

gama (IFNγ). Essa substância é responsável pelo aumento da atividade de macrófagos em 

reconhecer o antígeno opsonizado e na fagocitose destes, além de estimular a produção de óxido 

nítrico. O IFNγ age também sobre os linfócitos B, induzindo a produção de anticorpos do tipo 

IgG 2 que aumenta a capacidade de fagocitose por opsonização (Brown et al., 1998; revisado 

por Palmer et al., 1999; Araújo et al.,2003). 

Os anticorpos produzidos durante infecção por A. marginale têm a função de opsonizar o 

microrganismo e assim facilitar a fagocitose por macrófagos. Além disso, podem impedir a 

invasão dos eritrócitos bovinos pelo bloqueio da aderência de corpúsculos iniciais (Brown, 

2012). No entanto, isoladamente as imunoglobulinas são incapazes de garantir uma resposta 

imune efetiva contra a infecção, visto que o soro de animais imunes a anaplasmose não 

conseguiu proteger os animais susceptíveis de manifestarem a doença (Gale et al., 1992; Brown 

et al. 2001).  

Uma vez estabelecida, a infecção se mantém ao longo da vida do hospedeiro, pois A. marginale 

é capaz de resistir à defesa imunológica alterando a antigenicidade de algumas de suas proteínas 

principais de superfície (MSPs). A MSP2 é uma das principais proteínas relacionadas à variação 

antigênica, pois é codificada por uma família de genes polimórficos composta por vários 

pseudogenes funcionais e apresenta apenas um sítio de expressão. Dessa forma, após a fase 

aguda da doença é comum ocorrer a emergência de variantes de MSP2, o que justifica os picos 

de riquetsemia presentes na infecção persistente (Brown, 2012).  

 

3.7. Medidas de controle 

Atualmente as medidas de controle para a doença variam a variam com a situação 

epidemiologica do local. Entre elas inclui-se a manutenção do rebanho livre do agente, a 

aplicação de acaricidas, a quimioprofilaxia com antibióticos e imunização com vacinas vivas  ou 

vacinas mortas (Kocan et al., 2000). A escolha de um método é influenciada pela 

disponibilidade, custo e aplicabilidade à epidemiologia da doença no local (Palmer, 1989) 

Em regiões não endêmicas, o controle é realizado pela manutenção dos rebanhos livres de A. 

marginale restringindo a importação de animais portadores que poderiam servir como fonte de 

infecção (Kocan et al., 2000). O combate aos vetores artrópodes é considerado apenas como um 

modo parcial de controle, devido a variedade de formas que podem ocorrer a transmissão 

(Kocan et al., 2003). Além disso, é uma medida trabalhosa, tem alto custo, pode causar poluição 

ambiental e selecionar populações de moscas e carrapatos resistentes, além do risco de criar em 

áreas endêmicas para anaplasmose, populações de bovinos adultos suscetíveis por ocasição da 

interrupção de sua aplicação (Kocan et al., 2000). O uso de antibióticos é indicado 

principalmente para os locais de estabilidade enzoótica onde a doença ainda cosntitui um 
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problema para os animais, porém se trata de uma estratégia economicamente dispendiosa e 

frequentemente não é aplicável para grandes rebanhos, além do risco que uso intensivo de tais 

medicamentos pode trazer pela seleção de microrganismos resistentes (Kocan et al., 2003). 

A vacinação contra anaplasmose é considerada uma medida efetiva e de baixo custo. Existem 

dois principais tipos dessas vacinas, as vacinas mortas e as vacinas vivas. Ambas podem induzir 

imunidade protetora que reduz ou previne a doença clínica, mas nenhuma previne que os 

animais se infectem e se tornem persistentemente infectados (Kocan et al., 2003). 

 

3.7.1. Vacinas mortas ou inativadas de Anaplasma marginale 

 As primeiras vacinas dessa classe foram desenvolvidas através de amostras inativadas de A. 

marginale obtidas de hemácias hemolisadas, sendo produzidas nos EUA na década de 60. Como 

as demais vacinas criadas anteriormente, esta também não impedia a infecção dos animais, mas 

foram capazes de aumentar a resistência dos bovinos e diminuir o número de mortes pela 

doença (Brock et al., 1965).  

As vantagens do uso dessa vacina eram o menor risco de transmissão de outros patógenos por 

via sanguínea, baixo custo de estocagem e mínimas reações pós-vacinais. Como desvantagens, 

citam-se a necessidade de revacinações anuais, o alto custo para purificação do inóculo, falha na 

proteção cruzada entre áreas muito isoladas geograficamente e imunidade menos efetiva que as 

vacinas vivas (Kocan et al., 2010). Esta vacina foi amplamente comercializada na América do 

Norte, até que inconvenientes decorrentes da vacinação se mostraram. Foi observado que 

bezerros nascidos de mães vacinadas ocasionalmente apresentavam isoeritrólise neonatal, o que 

foi explicado pelo fato da vacina utilizada conter membranas de eritrócitos como contaminantes 

que sensibilizavam as vacas para produzir anticorpos contra grupos sanguíneos. Os anticorpos 

chegavam ao bezerro através do colostro e assim ocorria o quadro de isoeritrólise (Dennis et 

al.,1970). Posteriormente, esse problema foi resolvido com melhores métodos de purificação 

para produção da vacina que foi então comercializada até o fim da década de 90 (Kocan et al., 

2000). 

Nos últimos anos, testes com vacinas inativadas provenientes de amostras cultivadas in vitro de 

A. marginale se mostraram uma boa alternativa para evitar os problemas das vacinas que 

utilizam antígenos produzidos in vivo a partir de sangue infectado. Essa alternativa permitiu a 

obtenção do antígeno de forma econômica, com maior facilidade na padronização do inóculo e 

maior segurança por não conter outros agentes infecciosos e eritrócitos contaminantes (Kocan et 

al., 2001). 

 Kocan et al. (2001) utilizaram para produção de vacinas inativadas uma cultura de A. marginale 

em células embrionárias do carrapato Ixodes scapularis, denominadas IDE8. Os resultados do 

teste de imunização com essa vacina indicaram nível de proteção similar à premunição com 

antígenos derivados de eritrócitos e os animais não apresentaram sinais clínicos após o desafio 

com sangue infectado. Em um experimento semelhante, de La Fuente et al. (2002) compararam 

a proteção conferida por dois tipos de vacinas inativadas, A. marginale cultivado em células 
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IDE8 e  A. marginale purificado a partir de eritrócitos bovinos. O desafio aos animais foi 

realizado com carrapatos sabidamente infectados. A imunização com as duas vacinas provou ser 

eficiente de forma similar em inibir a sintomatologia da doença, levando a conclusão de que o 

inóculo cultivado em células de carrapato poderia substituir a vacina morta derivada de 

antígenos purificados do sangue. 

 Entretanto, Lasmar et al. (2012) avaliando a imunização de bezerros utilizando uma vacina 

morta de A. marginale produzida a partir de cultivos em células IDE8 observaram que os 

animais soroconvertiam em 14 dias após a segunda dose da vacina. Porém, não foi o suficiente 

para protejer contra a doença clínica e todos os bovinos necessitaram de tratamento para resistir 

à infecção causada pelo desafio com amostra de alta virulência (UFMG2), em sangue contendo 

aproximadamente 3x10
5
 hemácias infectadas. Essa vacina apesar de promover a soroconversão, 

não foi eficaz na proteção dos animais, pois a imunidade contra anaplasmose não depende 

apenas de resposta humoral, mas também de mecanismos celulares (Brown et al., 1998; de La 

Fuente et al., 2002). Outra razão para a falha vacinal seria a diferença observada na expressão 

dos antígenos de superfície, MSP1a e MSP1b, entre os organismos cultivados em células IDE8 

e os obtidos a partir de eritrócitos. Os corpúsculos iniciais cultivados em células de carrapato 

expressam MSP1a de modo insuficiente quando comparado com corpúsculos oriundos de 

sangue infectado. Essa proteína é considerada importante na ativação de linfócitos CD4+ 

(Brown et al., 2001), o que poderia explicar a falha na proteção imunológica. Além disso, a 

falha da resposta imune em controlar a infecção nesse caso pode estar ligada às condições do 

experimento, no qual foi utilizado como desafio uma estirpe muito virulenta e em dose elevada, 

diferentemente de como ocorre na infecção natural (Lasmar et al., 2012). 

Com a descoberta das proteínas principais de superfície (MSPs) presentes na membrana dos 

corpúsculos iniciais de A. marginale, pesquisas sobre a imunização contra anaplasmose têm 

focado em tecnologias moleculares para produção desses imunógenos (Palmer et al., 1999). 

Diversas tentativas com vacinas de subunidades foram testadas, porém nenhuma promoveu 

proteção completa contra o desafio de cepas heterólogas (Palmer et al., 1989; Araújo, 2005; 

Dark et al., 2011). Porém, Silvestre et al. (2014) observaram que camundongos Balb/c 

inoculados com proteína MSP1a recombinante ligada a nanotubos de carbono  produziram 

resposta imune humoral e celular de modo significante, gerando uma nova possibilidade para a 

utilização desse imunógeno como componente de vacina inativada a ser  testado em bovinos.  

 

3.7.2. Vacinas Vivas 

3.7.2.1. Vacina viva de Anaplasma centrale 

Anaplasma centrale é uma riquétsia intra-eritrocitária que normalmente causa infecção branda 

em bovinos. Apesar de relatos escassos, casos clínicos com apresentação de sinais típicos de 

anaplasmose aguda por A. centrale são descritos (Carelli et al., 2008). Apesar das diferenças na 

virulência esse agente é relacionado antigenicamente e molecularmente com A. marginale. 

Porém, de acordo com a classificação taxonômica atual, A. centrale é considerada uma espécie 

distinta e alternativamente uma subespécie de A. marginale (Kocan et al., 2003; Carelli et al., 

2008).  
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O uso do isolado A. centrale vivo em animais suscetíveis a anaplasmose é descrito como um dos 

mais antigos métodos de imunização, sendo usado desde 1911 quando Theiler isolou e observou 

que a amostra tinha baixa patogenicidade e conferia algum grau de imunidade contra a posterior 

infecção natural de A. marginale (Kocan et al., 2003). Desde então, essa vacina é utilizada em 

várias partes do mundo como África, Austrália, Israel e alguns países da América Latina, como 

Argentina, Brasil, Uruguai e Venezuela (revisado por Meléndez et al., 2003). Os Estados 

Unidos não utilizam essa vacina pelo fato de A. centrale não existir naturalmente no país e pelo 

risco de introdução de outros patógenos exóticos em seus rebanhos (Kocan et al., 2000). 

Sabe-se que A. centrale e A. marginale compartilham antígenos determinantes de imunidade 

(Shkap et al., 1991; Kuttler,1967). Entretanto, conforme Wilson et al. (1980) a proteção 

imunológica conferida pela vacina de A. centrale apresenta resultados variáveis, uma vez que 

não foi capaz de proteger 55,6% dos animais vacinados  com a amostra de A. centrale usada na 

dose de 10
7
 eritrócitos infectados por bovinos quando submetidos ao desafio experimental com 

A. marginale. A imunização com A. centrale também foi insuficiente para prevenir os efeitos de 

A. marginle em animais submetidos à infecção natural a campo (Payne et al., 1990).  

Contudo, alguns trabalhos demonstram que a vacina apresenta resultados satisfatórios com 

relação à reação vacinal e à resistência ao desafio de A. marginale (Kessler et al., 1991; Vidotto 

et al., 1998). Tais variações na resposta vacinal cruzada podem estar relacionadas à diferença 

antigênica encontrada entre as cepas do desafio e vacinal, quando isoladas de áreas geográficas 

muito distantes (Kocan et al., 2000). 

 

3.7.2.2. Vacina viva de Anaplasma marginale atenuado 

A atenuação de A. marginale pode ser conseguida através de mutação induzida por radiação 

(Ristic et al, 1968) e passagens seriadas em animais que não são hospedeiros naturais da 

riquétsia como ovinos e cervídeos (Kuttler e Zaugg, 1988). Segundo Kessler et al. (1991) 

estirpes vivas atenuadas quando produzidas em condições controladas, livres de outros 

patógenos, podem ser uma solução eficiente e econômica para o controle de surtos e prejuízos 

em áreas de instabilidade enzoótica.  

Porém, a efetividade dessa vacina é controversa, uma vez que nos ensaios vacinais as respostas 

variam quanto capacidade de proteger os animais vacinados contra o desafio de campo. Vilas 

Novas e Viana (1980) avaliaram bezerros que receberam esta vacina e observaram que a mesma 

conferiu proteção em 100% dos animais após o desafio a campo. No entanto, Kuttler e Zaraza 

(1969) concluíram que os bovinos vacinados não resistiram ao desafio com amostras de A. 

marginale da Colômbia, entretanto, foram resistentes a doença causada por uma amostra do 

Texas. No Brasil, Ribeiro et al. (1980) e na Colômbia, Zaraza e Kuttler (1971) relataram que a 

vacina não foi capaz de proteger os animais do desafio natural. 

 A explicação para a variação nos níveis de proteção induzida por vacinas atenuadas pode estar 

relacionada com variações antigênicas ou mesmo pelas diferenças na virulência das amostras de 

desafio (Ribeiro et al.,1980). Contudo, mesmo que a vacina induza imunidade efetiva por longo 
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período de tempo, em áreas de baixa endemicidade os animais devem ser revacinados após dez 

a 12 meses (Ribeiro e Passos, 2002).  

 

3.7.2.3. Vacinas vivas de Anaplasma marginale 

A imunização de animais com A. marginale vivo pode ser feita pela simples inoculação de 

sangue de um animal portador em animais susceptíveis (premunição clássica) ou pelo uso de 

inóculos padronizados de sangue infectado (premunição moderna) (Ribeiro e Passos, 2002). O 

uso de sangue de animais portadores de anaplasmose não é recomendado, pois a dose infectante 

e a virulência da amostra são desconhecidas, além do risco de transmissão de patógenos como 

Babesia spp, Trypanossoma spp, Brucella spp, Mycobacterium spp., vírus da Diarréia Bovina a 

Vírus e Leucose Bovina, dentre outros (Rogers et al., 1988; Rodríguez et al., 2000). 

As vacinas vivas oferecem a vantagem de incluir um conjunto completo de antígenos de 

superfície na sua conformação original e de apresentá-los ao longo do tempo (Hammac et al., 

2013), além de estabelecerem imunidade permanente. Entretanto, têm a desvantagem de 

estocagem de alto custo e ocasionalmente induzir reações pós-vacinais indesejáveis (Meléndez 

et al., 2003). Para inibir os sinais clínicos causados pelo inóculo, os animais inoculados podem 

ser tratados com drogas específicas no momento em que for observado aumento de temperatura 

corporal, riquetsemia e diminuição no hematócrito (Ribeiro e Passos, 2002). 

Ribeiro et al. (2003) verificaram que, em bezerros, o uso de inóculo padronizado  com 10
7
 

corpúsculos de A. marginale (Am 98) associado ao tratamento com dihidrato de oxitetraciclina, 

administrado 28 dias após a inoculação, foi eficiente na prevenção contra os sinais clínicos da 

doença. Essa estratégia resultou em riquetsemia e a queda do volume globular 

significativamente mais brandos durante o desafio a campo, em comparação com o grupo 

controle não recebeu nada. É também descrito que a reação vacinal causada por uma amostra 

supostamente virulenta de A. marginale de Bogotá (Colômbia) foi leve, com diminuição de 

apenas 30% no hematócrito, porém suficiente para prevenir a doença quando os animais foram 

desafiados a campo (Zaraza e Kuttler, 1971).  

Alternativamente ao uso de amostras naturais produzidas in vivo, Hammac et al. (2013) 

utilizaram como vacina a estirpe de A. marginale St. Maries viva, porém transformada 

geneticamente para expressão do marcador proteíco GFP e cultivada em meio celular. Os 

animais vacinados apresentaram parâmetros clínicos melhores e foram protegidos contra o 

desafio homólogo.  

Amostras vivas de A. marginale, porém naturalmente menos virulentas, têm mostrado 

resultados promissores na imunização contra anaplasmose. Bastos et al. (2010) inocularam 

bezerros com uma amostra contendo aproximadamente 2x10
7 

eritrócitos infectados por 

corpúsculos de A. marginale de baixa patogenicidade (UFMG 1). Após a infecção, os animais 

apresentaram queda média de 65% no hematócrito e riquetsemia média de 10,2%, mas os sinais 

clínicos foram brandos e não foi necessário o tratamento para a recuperação. Esses animais 

foram então desafiados com uma amostra de alta virulência (UFMG 2) na dose de 5x10
7
 

eritrócitos infectados e não manifestaram sinais clínicos da doença enquanto no grupo controle 
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houve redução média de 71% do hematócrito e riquétsemia média de 15,6%, resultando em 60% 

de mortalidade. O desenvolvimento de imunidade contra A. marginale possibilitou a resistência 

à amostra heteróloga, porém os animais se tornaram portadores das duas amostras inoculadas 

concomitantemente, comprovando a ausência do fenômeno de exclusão proposto por de la 

Fuente et al. (2003), para explicar a proteção contra anaplasmose conferida por cepas 

heterólogas. 

A completa proteção conferida por UFMG 1 contra a amostra heteróloga de alta virulência 

UFMG 2 (Bastos et al., 2010) não ocorreu quando foi testada em comparação a A. centrale, 

quanto a capacidade proteger animais inoculados contra o desafio da estirpe heteróloga isolada 

de um local geograficamente mais distante (Israel). A infecção com UFMG 1 provocou mais 

sinais clínicos e induziu menores níveis de anticorpos que A. centrale, mas não foi necessário 

tratar os animais, porém a baixa patogenicidade do isolado de Israel não permitiu determinar se 

UFMG 1 é capaz de reduzir a doença fatal (Kenneil et al., 2013). 

Recentemente, um isolado de A. marginale proveniente de um bezerro recém-nascido com 

transmissão vertical (UFMG 3) foi caracterizado por apresentar baixa virulência, assim como 

UFMG 1. Os animais inoculados com a amostra apresentaram hematócrito mínimo de 13,5% e 

riquetsemia máxima de 5,1% e nenhuma medicação foi necessária para recuperação. Dessa 

forma, UFMG 3 demonstrou potencial para ser usada como vacina viva, considerando a 

possibilidade de utilizar de uma dose infectante menor para amenizar os sinais clínicos e 

acelerar a recuperação dos animais (Meneses, 2013).  

O principal obstáculo para vacinação efetiva contra anaplasmose é a limitada proteção cruzada 

entre as estirpes, visto que existe uma grande diversidade mundial e mesmo entre áreas menores 

(Almazan et al., 2008; Pohl et al., 2013). Apesar de eficazes em induzir imunidade, atualmente 

o uso das vacinas vivas se restringe a poucas propriedades devido a falta do inóculo no mercado 

e aos altos custos para sua produção e manutenção (Ribeiro et al., 2003). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

PARTE I – EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 

4.1. Local e período do experimento  

As atividades de campo do experimento foram desenvolvidas do mês de outubro de 2013 a 

julho de 2014, em uma fazenda especializada na atividade leiteira intensiva localizada no 

município de Inhaúma/MG (19° 29′ 27″ Sul e 44° 23′ 24″ oeste) a 85 km de Belo Horizonte. O 

plantel da propriedade é composto predominantemente por animais da raça holandesa. As vacas 

em produção são confinadas em sistema free stall, as bezerras até o desmame em sistema de 

casinha sob piso de areia e as demais categorias criadas e mantidas em piquetes de tifton com 

suplementação de volumosos e concentrado no cocho. Esta propriedade possui um histórico de 

altas taxas de morbidade e mortalidade por tristeza parasitária bovina nos animais na fase de 

recria.  

 

4.2. Inóculos de Anaplasma marginale 

Dois isolados de A. marginale oriundos do estado de Minas Gerais foram utilizados neste 

trabalho. A amostra UFMG1 foi obtida a partir de sangue de um bezerro naturalmente infectado 

em Pará de Minas (Ribeiro et al., 1997), possui morfologicamente um apêndice e apresenta 

baixa virulência (Bastos et al, 2010). A amostraUFMG3 foi isolada de um bezerro com 

transmissão congênita de A. marginale  e também caracterizada como de baixa virulência 

(Meneses, 2013). Estes estavam previamente caracterizados por meio de sequenciamento do 

gene responsável pela produção da proteína MSP1a e registrados no GenBank com os seguintes 

números: EU676176 (UFMG 1) e KF005076 (UFMG 3).  

As duas amostras haviam sido previamente replicadas in vivo em bezerros esplenectomizados, 

negativos pela técnica de PCR para A. marginale, B. bigemina e B. bovis. O sangue desses 

animais, com alta riquetsemia, estava congelado em nitrogênio líquido, utilizando o DMSO 

como crioprotetor, e armazenado no Laboratório de Protozoologia Veterinária do Departamento 

de Parasitologia do ICB-UFMG até o momento da inoculação nos animais. 

 

4.3. Aprovação pelo comitê de ética  

As atividades desenvolvidas neste trabalho pertencem ao projeto submetido e aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da UFMG sob protocolo nº 357/2013 

com validade até 11 de fevereiro de 2019. 
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4.4. Animais experimentais 

Foram utilizadas 68 bezerras da raça holandesa, com idade inicial entre um e 43 dias de vida 

(média de 17 dias). Após o nascimento, os animais foram separados das mães e mantidos por 24 

horas em baias coletivas com cama de feno, livres de carrapatos, para a realização dos cuidados 

iniciais com recém-nascidos (Figura 2 e Tabela 1). A cura do umbigo foi realizada com tintura 

de iodo 10%, duas vezes ao dia, durante cinco dias. Nas primeiras 12 horas de vida os animais 

receberam seis litros de colostro, divididos em duas refeições.  

Figura 2: Instalações utilizadas para a realização de cuidados iniciais com os recém-nascidos utilizados 

nesse estudo na fazenda localizada no município de Inhaúma-MG no ano de 2013. 

Os animais foram criados até atingirem 30 dias de vida em baias individuais de madeira, 

suspensas do chão, com fundo ripado e cama de feno (Figura 3A). A partir de um mês de vida 

as bezerras foram transferidas para um bezerreiro em sistema de casinha com piso de areia, onde 

permaneceram até o desaleitamento realizado aos 90 dias de vida (Figura 3B). Ambas as 

instalações não permitiam a infestação por carrapatos, mas apresentavam a presença de moscas 

hematófagas (Tabela 1). 

 

     
Figura 3: Instalações utilizadas para bezerras deste trabalho até atingirem 30 dias de vida (A); Bezerreiro 

em sistema de casinha onde os animais em experimentação permaneceram dos 30 aos 90 dias de idade, 

quando foram desaleitados (B). 

B A 



 

 

33 
 

 O aleitamento foi realizado até os 90 dias de idade, utilizando leite de descarte proveniente de 

vacas produzindo leite de transição e animais em tratamento de mastite. Até o quinto dia de vida 

os animais receberam seis litros de leite/dia; do 5º ao 20º dia de idade receberam oito litros/dia e 

do 20º ao 90º dia receberam dez litros/dia. O volume de leite diário foi dividido em duas 

refeições (às 07:00h e às 15:00h). A partir do 3º dia de vida, até a fase final de aleitamento, água 

e concentrado foram oferecidos ad libitum. 

Após o desmame os animais foram transferidos para piquetes com área sombreada e com 

capacidade de lotação de 13 animais (Figura 4). A dieta foi oferecida no cocho em uma refeição 

diária, sendo o concentrado limitado a 1 kg/animal
-1

 dia
-1 

e o volumoso, ad libitum, constituído 

de silagem de milho e feno. A água também foi disponível ad libitum durante todas as fases de 

criação. Neste ambiente havia presença de carrapatos e por isso esses piquetes constituíram o 

local de desafio de infecção natural para os animais experimentais, que tiveram o primeiro 

contato com o vetor biológico tardiamente (Tabela 1).  

Em todos os ambientes onde os animais permaneceram haviam moscas hematófagas que foram 

controladas por pulverização das casinhas com cipermetrina
1
 e uso de mosquicidas

2
 de forma 

esporádica conforme necessidade avaliada pelo veterinário e funcionários da fazenda. 

 
Figura 4: Piquetes utilizados para recria dos animais utilizados no experimento após o desmame (90 dias). 

Os animais foram mantidos rotacionando em piquetes com ambiente semelhante durante toda a fase de 

desafio natural (durante quatro meses após o desaleitamento). 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 Flytick® – Vallée 

2
 Agita®10 WG – Novartis Animal Health 
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Tabela 1: Instalações, manejo e presença de vetores aos quais os animais do experimento foram 

submetidos durante a execução deste trabalho. 

Ambiente Tempo de permanência Presença de vetores Fase experimental 

Baias coletivas com feno Primeiras 24 horas de vida 
Baixa presença de 

moscas 

Cuidados com 

neonato 

Baias individuais com 

piso ripado e cama de 

feno 

Até 30 dias de vida 
Moderada presença de 

moscas 

Inoculações e 

monitoramento dos 

efeitos pós-vacinais 

Bezerreiro em sistema 

de casinhas com piso de 

areia 

Até o desaleitamento entre 

31 e 90 dias de vida 

Moderada presença de 

moscas 

Inoculações e 

monitoramento dos 

efeitos pós-vacinais 

Piquetes de recria 

Nos primeiros quatro 

meses após o 

desaleitamento (de 91 a 

210 dias de idade) 

Moderada presença de 

moscas; carrapatos 
Desafio natural 

4.5. Delineamento experimental 

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos e distribuídos igualmente entre os 

grupos os animais com diferentes idades. Estes animais foram submetidos a duas inoculações, 

por via subcutânea, intervaladas de 40 dias, seguindo o seguinte protocolo (Tabela 2 e Figura 5): 

 

Tabela 2: Protocolos utilizados no presente estudo para as inoculações dos isolados de baixa virulência de 

A. marginale (UFMG1 e UFMG3) utilizados nas bezerras da raça holandesa com idade inicial entre um e 

43 dias. 

GRUPO (n) 1ª DOSE 2ª DOSE 

G1 15 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 1 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 1 

G2 19 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 3 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 3 

G3 17 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 1 

 

2x10
6
 eritrócitos infectados pelo 

isolado UFMG 3 

G4 17 

 

Solução salina (controle) 

 

Solução salina (controle) 
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Figura 5: Organograma de inoculações realizadas neste experimento utilizando as amostras A. marginale 

(UFMG 1 e UFMG 3) em bezerras da raça holandesa com idade inicial entre um e 43 dias. 

4.6. Coletas de sangue 

Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 40 e 80, através de punção da veia jugular, em 

tubos contendo anticoagulante (EDTA) para obtenção de plasma e extração de DNA. Alíquotas 

de sangue total foram armazenadas em freezer -20ºC para posterior análise molecular e detecção 

do DNA de A. marginale por meio da técnica de PCR. O plasma gerado foi obtido por meio de 

centrifugação a 1500G por 10 minutos e estocado a -20ºC para posterior detecção de anticorpos 

específicos para A. marginale, através da reação de imunofluorescência indireta (RIFI). 

A coleta de sangue após o desafio natural, no dia 200, foi utilizada para confirmar a infecção 

pós-exposição aos vetores em animais anteriormente negativos nas PCR e verificar a 

manutenção do nível de anticorpos anti-A. marginale (Figura 6).  

 

 

 

Figura 6: Fluxograma de coletas de sangue de bezerras da raça holandesa com idade inicial entre um e 43 

dias, inoculados com amostras de A. marginale (UFMG1 e UFMG3). 

 

 

 

Dia 0 Dia 40 Dia 80 Dia 200 

Grupo 1 

A. marginale 
UFMG 1 

Grupo 4 

Solução salina 

Grupo 3 

A. marginale 
UFMG 1 

Grupo 2 

A. marginale 
UFMG 3 

Grupo 1 

A. marginale 
UFMG 1 

Grupo 4 

Solução salina 

Grupo 3 

A. marginale 
UFMG 3 

Grupo 2 

A. marginale 
UFMG 3 

Primeira inoculação 

Segunda inoculação 

Dia 0 

 
 

Dia 40 
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4.7.  Monitoramento dos animais 

4.7.1. Efeitos pós-vacinais (virulência dos inóculos) 

Após a primeira inoculação os bezerros foram inspecionados diariamente e temperatura corporal 

mensurada a cada dois dias (Dirksen et al., 1993). Em todo animal que apresentou hipertermia 

durante o acompanhamento foi realizado esfregaço de sangue de ponta de cauda para pesquisa 

de hemoparasitos. 

Uma amostra de sangue de cada animal foi colhida semanalmente a partir da data da primeira 

inoculação até a terceira semana após, para determinação do volume globular através da técnica 

de microhematócrito (Schalm et al., 1975) e pesquisa de hemoparasitos através de esfregaço 

sanguíneo corado pelo kit Panótico Rápido ® Laborclin seguindo as recomendações do 

fabricante. 

Após o 20º dia da primeira inoculação, as coletas de sangue em todos os animais para 

observação de hematócrito e esfregaço sanguíneo foram realizadas a cada dois dias a fim de 

verificar um possível decréscimo no volume globular e aumento de riquetsemia. 

A riquetsemia de A. marginale foi quantificada por contagem dos eritrócitos infectados em 

microscopia óptica (100X), através da observação de 40 campos com celularidade homogênea. 

O resultado da contagem foi dividido por um valor estimado do total de células presentes nos 

campos observados. Essa estimativa se baseou na contagem de todas as hemácias (infectadas ou 

não) de um campo representativo de cada lamina. A contagem de eritrócitos desse campo foi 

então multiplicado por 40, obtendo-se o número total de hemácias observadas.  

Os animais durante todo o período experimental não receberam nenhum medicamento a base de 

tetraciclinas ou imidocarb, pois essas drogas poderiam interferir na replicação de A. marginale e 

assim comprometer a exposição antigênica e consequentemente a geração de uma resposta 

imunológica adequada. 

Os animais que apresentaram hematócrito ≤ 18% com riquetsemia patente ou riquetsemia por A. 

marginale ≥ 5%, foram tratados com enrofloxacina na dose de 7,5 mg kg
-1

 de peso corporal, via 

intramuscular, dose única (Facury Filho et al., 2012). Adicionalmente, quando foi necessário, 

foi realizado tratamento suporte através de hidratação enteral ou intravenosa para a correção dos 

desequilíbrios hidroeletrolítico e ácido-base. 

4.7.2. Resistência ao desafio natural 

Após o desmame os animais foram transferidos para piquetes com gramínea mantida baixa onde 

foram expostos em algum momento ao desafio natural devido a presença de carrapatos e 

moscas. Os bezerros continuaram sendo monitorados quanto aos mesmos parâmetros da fase 

anterior. O monitoramento foi realizado a cada dois dias durante um período de três meses e 

semanalmente no quarto mês de desafio. De modo similar, o tratamento antimicrobiano para 

anaplasmose foi realizado utilizando os mesmos critérios da fase anterior. 
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PARTE II - ANÁLISES LABORATORIAIS 

4.8. Locais 

Os exames de esfregaço sanguíneo e microhematócrito foram realizados em laboratório 

montado na própria fazenda. Os exames laboratoriais de RIFI e PCR foram realizados no 

Laboratório de Protozoologia Veterinária e no Laboratório de Parasitologia Molecular do 

Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte – MG, respectivamente. 

 

4.9. Reação de Imunofluorecência indireta (RIFI) 

O plasma obtido durante as coletas de sangue foi utilizado para detecção de anticorpos anti-A. 

marginale através da técnica da reação de imunofluorecência indireta (RIFI), seguindo-se o 

protocolo laboratorial conforme Silveira (2012). O objetivo foi verificar a presença de 

anticorpos no momento pré-inoculação (Dia 0), a produção de anticorpos frente às inoculações 

(Dias 40 e 80) e a manutenção destes na circulação após o desafio no campo (Dia 200).  

Foram utilizadas como antígeno da reação, lâminas de esfregaço sanguíneo espesso de bovino 

contendo eritrócitos parasitados por A. marginale, confeccionadas conforme IICA (1987). O 

plasma dos animais foi diluído em PBS 1x, na proporção de 1:40 e as lâminas foram incubadas 

à 37ºC por 30 minutos em câmara úmida. Amostras de plasma bovino positivo para A. 

marginale foram utilizados como controle positivo da reação e PBS 1x como controle negativo. 

Após a incubação, as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS 1x e uma vez com água 

destilada, ambas por 3 minutos. Depois de secas à temperatura ambiente as lâminas foram 

incubadas à 37ºC por 30 minutos, em câmara úmida, com anticorpo secundário anti-Bovino IgG 

conjugado com isotiocianato de fluoresceína Sheep anti-bovine IgG FITC (ABD serotec), 

diluído a 1:150 em azul de Evans. Após uma nova etapa de lavagem, as lâminas foram secas à 

temperatura ambiente e cobertas com glicerina alcalina e lamínulas de vidro para avaliação 

qualitativa através da leitura em microscópio de epifluoresceína, em aumento de 20x e 40x 

 

4.10. Análise Molecular 

Amostras de sangue total coletadas durante o experimento foram submetidas à reação em cadeia 

da polimerase (PCR), com o objetivo de verificar a presença do DNA de A. marginale. Como 

controle positivo para a reação foram utilizadas amostras de DNA extraído de A. marginale 

cultivado em meio de células da linhagem IDE8 e como controle negativo foi utilizada água 

MiliQ ultrapura. Animais que se apresentaram positivos na PCR no dia 0 (pré-inoculação) 

foram excluídos da análise do experimento.  
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4.10.1. Extração de DNA 

A extração de DNA das amostras de sangue total foi realizada empregando o kit comercial 

Wizard®Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as recomendações do fabricante para 

300µl de sangue. 

 

4.10.2. Amplificação do DNA 

O DNA extraído foi amplificado em termociclador automático (Eppendorf Mastercycler®). Foi 

realizada a técnica de PCR utilizando como alvo o gene msp4 de A. marginale padronizada por 

de la Fuente et al. (2008) e reações de nested PCR (nPCR) para aumentar a sensibilidade da 

técnica conforme Silveira et al. (2012). Os iniciadores das reações e os produtos obtidos são 

descritos na tabela 3, os programas utilizados na tabela 4 e a condição para nPCR encontra-se na 

tabela 5. 

 
Tabela 3: Sequência de iniciadores e produtos de cada reação para diagnóstico de A. marginale 

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

1ª reação 

 

GGGAGCTCCTATGAATTACA

GAGAATTGTTTACCCGGATC

CTTAGCTGAACAGGAATCTT

GC 

 

MSP45 

MSP43 
msp4 872 

de la Fuente et 

al. (2008) 

2ª reação 

(nested) 

 

CGCCAGCAAACTTTTCCAAA

ATATGGGGACACAGGCAAAT 

 

AnapF 

AnapR 
msp4 294 

Silveira et al. 

(2012) 

 

 

Tabela 4: Programa utilizado para realização de nPCR para identificação de A. marginale 

Ciclo Etapa Temperatura (ºC) Duração 

1 (1x) 

2 (29x) 

 

 

3 (1x) 

4 

Desnaturação inicial 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

Extensão final 

Hold 

94 

92 

54 

72 

72 

12 

5 min 

1 min 

1 min 

2 min 

8 min 

--- 
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Tabela 5: Condição para reação de nPCR para A. marginale 

Reagente 
Volume (μL): 1ª reação (msp4) Volume (μL): 2ª reação (msp4) 

GoTaq® Green Master Mix 7,5 7,5 

H2O MiliQ 5,4 5,4 

Mix primer (F+R) (10mM) 0,6 0,6 

DNA/produto 1ª reação 1,5 1,5 

Volume final 15 15 

 

4.10.3. Eletroforese em gel de agarose 

Os produtos da nPCR das amostras e dos controles positivo e negativo foram misturados ao 

revelador GelRed (Biotium) diluído em água destilada,  na proporção de 1:400 e posteriormente 

aplicados no gel de agarose 1% em meio de tampão (TAE 0,5X). Cada poço do gel recebeu a 

mistura de 5µl do produto de amplificação da nPCR e 1µl de GelRed. O padrão de peso 

molecular utilizado foi de 1Kb Ladder Plus (Fermentas). Os produtos correram no gel sob o 

potencial elétrico de 100 volts, por aproximadamente 30 minutos e posteriormente foram 

observados em lâmpada ultravioleta.  

4.11. Análises estatísticas 

Para as variáveis riquetsemia, temperatura retal e volume globular, o delineamento foi 

inteiramente ao acaso em parcelas subdivididas. Os tratamentos de G1, G2, G3 e G4 foram 

constituídos por 15, 19, 17 e 17 repetições (bezerros) respectivamente. As parcelas foram 

compostas pelos grupos (três grupos inoculados e um grupo controle não inoculado) e as 

subparcelas pelos dias referentes ao período de monitoramento dos efeitos pós-vacinais. Para 

análise das variáveis foram selecionados os tempos com maiores médias de riquetsemia. Essas 

variáveis não obedeceram aos princípios de normalidade e homogeneidade e as médias dos 

tratamentos foram comparadas entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.Para a comparação 

entre os tempos de avaliação de cada tratamento foi considerado o teste de Friedman. Os testes 

de Kruskal-Wallis e Friedman foram executados no software estatístico InfoStat versão 2008. O 

teste exato de Fisher foi utilizado para comparar as frequências dos animais que adoeceram e 

necessitaram de medicação assim como as frequências de diagnósticos obtidas no nPCR e RIFI 

utilizando software estatístico BioStat versão 2009. Para todos os testes foi considerado o nível 

de significância de P≤0,05(Sampaio, 2010). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Efeitos pós-vacinais  

Na aplicação destas amostras de A. marginale no campo seria inviável selecionar para vacinação 

apenas os animais que não apresentam a infecção detectada por PCR, pois naturalmente é 

esperado que ocorram casos de transmissão vertical e portanto alguns animais estarão infectados 

ao nascimento. Na aplicação desses inóculos em condições de campo os animais tem que ser 

vacinados como um todo. Assim, os resultados abaixo serão apresentados, em um primeiro 

momento, as análises de todos os animais, ou seja, negativos e positivos na nPCR realizada no 

dia da inoculação e, em seguida, os dados apenas dos animais que eram naquele momento 

negativos na nPCR. A análise será realizada desta forma, pois a infecção natural prévia à 

inoculação poderia constituir um fator de interferência nos resultados obtidos. 

5.1.1 Riquetsemia 

 Na análise dos dados de todos os animais, os três protocolos de inoculação utilizados 

apresentaram o primeiro diagnóstico de A. marginale através do esfregaço sanguíneo em 

momentos variáveis entre os animais, porém em média, foram bastante semelhantes entre os 

grupos, ocorrendo nos dias 47 e 48 após as inoculações (Tabela 6).   

Tabela 6: Comportamento da riquetsemia em bezerras de um a 43 dias de vida, submetidas a 4 protocolos 

distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + 

UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental. Dados referentes a análise de 

todos os animais (Positivos e negativos na nPCR e apenas dos negativos na nPCR).  

Grupo 

nPCR 

no momento 

inicial (n) 

Média de dias 

para o primo-

diagnóstico 

Frequência de 

animais com 

riquetsemia(%) 

Frequência de 

animais positivos 

na nPCR e sem 

riquetsemia(%) 

Média de 

riquetsemia 

máxima (%) no 

primeiro pico 

Frequência(%) de 

animais que 

atingiram 

riquetsemia ≥ 5%  

G1 
Pos+neg (15) 48 ± 12,8 73,33 20 2,9 ± 2,8 20 

Negativos (10) 52 ± 14,20 60,00 30 2,2 ± 2,3 10 

G2 
Pos+neg (19) 47 ± 17,15 73,68 10,53 3,5 ± 3,35 10,52 

Negativos (13) 47 ± 18,39 69,23 15,8 4,31 ± 4,0 15,38 

G3 
Pos+neg (15) 47 ± 14,22 76,47 17,64 3,0 ± 2,2 11,76 

Negativos (11) 40 ± 8,30 63,63 27,27 3,4 ± 2,45 9,09 

G4 
Pos+neg (15) 33 ± 20,02 23,53 41,17 2,49 ± 2,37 5,88 

Negativos (13) 41 ± 29,70 15,38 46,15 2,61 ± 2,7 0 

A dose infectante é descrita entre os fatores que podem interferir no tempo de incubação de A. 

marginale. Gale et al. (1996) avaliando os efeitos de doses infectantes na ordem de 10
10

, 10
8
 e 

10
6 

eritrócitos infectados, pertencentes a mesma estirpe de A. marginale, observaram uma 

relação inversamente proporcional entre a concentração da dose e o tempo do período de 

incubação. Em condições experimentalmente controladas, o isolado UFMG 1 quando utilizado 

na dose 2x10
7 

eritrócitos infectados apresentou um período de incubação de 24 dias (Bastos et 

al., 2010) e na dose 10
7  

esse período foi de 35 dias (Coelho, 2007). Sob as mesmas condições 

experimentais, a amostra UFMG 3 ao ser inoculada na dose de 2x10
7
 apresentou período de 
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incubação de 20 dias (Meneses, 2013). Enquanto isso, nas condições ambientais de campo desse 

experimento o período para visualização dos primeiros corpúsculos iniciais foi mais prolongado 

para as amostras UFMG 1 e UFMG 3, provavelmente devido ao uso de uma dose infectante 10 

vezes menor que o utilizado nos trabalhos anteriores, sendo essa a dose infectante mínima para 

A. marginale descrita por Todrovic et al. (1978). Os dados aqui apresentados mostram que a 

dose infectante de 2x10
6
 eritrócitos infectados foi efetiva quando aplicada por via subcutânea, o 

que não corrobora com o trabalho de Todrovic et al. (1978) que relata efetividade apenas 

quando essa dosagem foi administrada por via intravenosa. Esta informação é importante para a 

utilização desses inóculos como vacina no campo, pois a via intravenosa representa um fator 

complicador pela maior dificuldade de aplicação e pelo risco de reações anafiláticas.  

Além da dose infectante, a via de inoculação subcutânea aqui utilizada diferiu dos trabalhos de 

Bastos et al., 2010, Coelho, 2007 e Meneses, 2013 que utilizaram em suas pesquisas a via 

intravenosa para inoculação das amostras de A. marginale aqui utilizadas. A via de inoculação 

também é descrita como um fator que pode interferir no período de incubação de A. marginale 

como foi demonstrado por Todrovic et al. (1978) quando inocularam A. marginale na dose de 

2x10
7
 eritrócitos infectados por via intravenosa ou subcutânea e observaram que havia 

diferenças no período de incubação. Essa dosagem administrada por via intravenosa apresentou 

período médio de 17 dias enquanto que na aplicação por via subcutânea esse período foi de 30 

dias em média. Desse modo, a via utilizada para as inoculações do presente estudo foram 

também responsáveis pela observação de um período de incubação mais prolongado para as 

amostras de A. marginale aqui estudadas. 

A frequência de animais com riquetsemia observada nos esfregaços sanguíneos durante o 

monitoramento das inoculações do G1, G2 e G3, variou entre 73,3% e 76,5%, com alguns 

animais inoculados não apresentando riquetsemia patente em nenhum momento como pode ser 

observado na tabela 6. Esses resultados corroboram com o que foi verificado por Corrier et al. 

(1980), em que 6,89% dos bezerros inoculados com uma amostra de baixa virulência de A. 

marginale e 10,34% que receberam uma amostra atenuada do microrganismo não tiveram 

riquetsemias detectáveis pelo esfregaço sanguíneo após a imunização. Apesar disso, os 

resultados desse trabalho confirmam que os métodos de inoculação são capazes de produzir uma 

infecção ativa de A. marginale. Esta infecção ativa é necessária para a efetiva estimulação do 

sistema imunológico e proteção contra subsequentes infecções com estirpes de campo (Carson 

et al., 1977).  

O grupo controle apresentou 23,53% dos animais diagnosticados com riquetsemia proveniente 

de infecção natural no mesmo período. O mais provável é que a transmissão tenha ocorrido 

mecanicamente através de picadas de moscas hematófagas, que estavam presentes em 

quantidade moderada nos ambientes onde ficaram os animais nessa fase do experimento e onde 

também os carrapatos estavam ausentes. Essa forma de transmissão é considerada a principal 

via de disseminação da riquetsia em certas áreas dos EUA, América Central, América do Sul e 

África, onde não existem os vetores biológicos (Ewing 1981; Foil 1989). Possivelmente a taxa 

de infecção natural que ocorreu no grupo controle foi influenciada pelas inoculações, visto que 

animais inoculados e não inoculados foram mantidos no mesmo ambiente em proximidade, 

favorecendo a disseminação de A. marginale dos animais inoculados que passavam por 

riquetsemia para os animais não inoculados (controle). É relevante também destacar que a via 

mecânica de infecção através de moscas não foi abrangente o suficiente, demonstrando então a 

necessidade de inocular todos os animais. 
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Todos os animais que apresentaram riquetsemia identificada no esfregaço sanguíneo também 

foram diagnosticados positivos pela técnica de técnica de nPCR. Mas como pode ser visto na 

tabela 6 alguns animais nos quais não foi observada riquetsemia durante o monitoramento dos 

efeitos pós-vacinais (dia 0 ao dia 80 do experimento) foram positivos na nPCR, corroborando 

com  Pohl et al. (2013)  que demonstram a sensibilidade superior da técnica de PCR frente a 

técnica de leitura de esfregaços sanguíneos para detectar a infecção por A. marginale. Na análise 

dos animais nPCR negativos todos os animais que apresentaram riquetsemia tornaram-se nPCR 

positivos. A técnica de nPCR também se mostrou mais sensível que a observação microscópica 

de esfregaços para o diagnóstico da infecção de A. marginale como pode ser observado pela 

frequência de animais positivos na nPCR sem apresentar riquetsemia no esfregaço (Tabela 6).  

 Os animais inoculados mostraram em média riquetsemias máximas bastante semelhantes, 

atingindo em média entre 2,9% e 3,5% de eritrócitos infectados (Tabela 6). Com a amostra 

UFMG1 aplicada na dose de 10
7 

eritrócitos infectados por animal, Coelho (2007) observou um 

pico médio de 7,3% de riquetsemia, enquanto Bastos et al. (2010) verificaram ocorrência de 

riquetsemia máxima de 10,2% em animais inoculados com 2x10
7
 eritrócitos  infectados com o 

isolado UFMG 1. Meneses (2013) quando utilizou a amostra UFMG 3 na dose de 2x10
7 

hemácias infectadas por animal constatou riquetsemias máximas de 3,78% e 5,1%. As maiores 

riquetsemias observadas dos grupos inoculados foram baixas em comparação com trabalhos 

anteriores que utilizaram inoculações experimentais da estirpe UFMG 1. Porém, estes dados 

foram próximos à riquetsemia caracterizada para UFMG 3 (Meneses, 2013). A maior 

semelhança dos níveis de riquetsemia deste trabalho com o trabalho de Meneses (2013) pode ter 

ocorrido em virtude do uso da mesma metodologia de contagem microscópica, descrita no 

material e métodos, que diferiu em relação aos trabalhos anteriores.  

Considerando apenas os animais previamente nPCR negativos às inoculações, na tabela 6 pode-

se observar que o G1 foi o grupo que apresentou maior tempo para o primeiro diagnóstico 

através do esfregaço sanguíneo e também apresentou a menor média de riquetsemia máxima no 

primeiro pico de riquetsemia, o que reafirma o comportamento do isolado de A. marginale 

UFMG 1 aplicado em duas doses homólogas nesse grupo como uma amostra pouco virulenta. 

Os demais grupos inoculados (G2 e G3) também apresentaram um período de incubação 

prolongado, porém ligeiramente mais curtos que o G1. No entanto, os animais destes grupos que 

apresentaram riquetsemia observada em esfregaços sanguíneos, em média tiveram riquetsemias 

máximas no primeiro pico mais elevadas, com destaque para o G2 no qual 15,38% dos animais 

atingiram 5% de riquetsemia, um dos limites estabelecidos na metodologia para tratamento 

específico contra A. marginale.  

Apesar de visivelmente distintas, as riquetsemias estimadas por contagens de eritrócitos 

infectados de UFMG 1 e UFMG 3 dos trabalhos anteriores foram consideradas baixas em 

comparação aos resultados obtidos pela inoculação da amostra de alta virulência (UFMG 2). 

Bastos et al. (2010) constaram riquetsemia média de 15,6% quando utilizaram a dose infectante 

de 5x10
7
 eritrócitos infectados por A. marginale - UFMG 2 e Lasmar et al. (2012), com este 

mesmo isolado em uma dose inferior (3x10
5
), encontraram riquetsemia média máxima de 

10,4%. Dessa forma, os resultados de riquetsemia dos isolados UFMG 1 e UFMG 3 utilizados 

nas condições de manejo, ambiente e dose infectante desse trabalho  reafirmam a característica 

de baixa virulência das amostras.  
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A frequência de animais que apresentaram riquetsemias a níveis ≥ 5% e necessitaram ser 

tratados com antibiótico conforme a metodologia deste trabalho foi baixa (Tabela 6). Como 

pode ser observado na tabela 6, o G1 foi o grupo que apresentou o maior número de animais 

com riquetsemia atingindo o limiar de 5% estabelecido, seguido pelo G3, G2 e G4. 

A riquetsemia apresentada pelos animais nos diferentes grupos foi bastante variável (CV ˃ 

340,52%) e de baixa intensidade, determinando a ocorrência de poucos casos que necessitaram 

de tratamento específico.  Os níveis de riquetsemia entre os grupos diferiram apenas entre os 

dias 56 e 60 do experimento, conforme a figura 7. Nestes momentos G3 apresentou valores 

significativamente maiores que o controle (G4), porém iguais aos demais tratamentos (G1 e 

G2). Destaca-se que, apesar da ocorrência de diferentes riquetsemias nestes momentos, todas 

foram de baixa intensidade. Essa elevação da riquetsemia pode ter sido causada pela aplicação 

da segunda dose com amostra UFMG 3 nesses animais que haviam recebido a amostra UFMG 1 

na primeira dose, pois o aumento da riquetsemia ocorreu entre 16 e 20 dias após a administração 

de UFMG 3, corroborando com o período de incubação de 20 dias desse isolado caracterizado 

por Meneses (2013). 

 

Considerando apenas os animais nPCR negativos previamente as inoculações, os níveis de 

riquetsemia média dos grupos no período de avaliação das inoculações (dia 0 ao dia 80) 

diferiram significativamente apenas entre os dias 52, 56 e 60 do experimento, conforme a figura 

8. Nestes tempos, assim como na análise apresentada anteriormente o G3 apresentou valores 

significativamente maiores que o controle (G4), porém iguais aos demais tratamentos (G1 e 

G2). 

Figura 7: Dinâmica das riquetsemias durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 dias do 

experimento). Os valores representam as médias de riquetsemia em bezerras de um a 43 dias de vida, 

submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: 

Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental. Médias 

com letras diferentes representam diferenças significativas (P≤0,05) entre os grupos. 
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Figura 8: Dinâmica das riquetsemias durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 dias 

do experimento). Os valores representam as médias de riquetsemia em bezerras de um a 43 dias de vida, 

submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; 

G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental. 

Médias com letras diferentes representam diferenças significativas (P≤0,05) entre os grupos. Nessa 

análise foi considerado apenas os animais nPCR negativos antes da primeira inoculação. 

Na figura 9 pode-se observar entre os dias de avaliação no G1 um aumento significativo da 

riquetsemia entre os dias 44 e 48 do experimento. Após esse aumento, a riquetsemia apresentou 

queda acentuada, mas se manteve em níveis menores por um período de 16 dias e retornou a 

níveis representativos no dia 64. Enquanto isso, no G2 o aumento de riquetsemia foi mais 

precoce, ocorrendo um pico entre os dias 36 e 48 e outro entre os dias 64 e 80. Entre estes picos 

foi observado um intervalo de 16 dias com riquetsemia baixa. 
 

Figura 9: Avaliação dos efeitos pós-vacinais (riquetsemia média de A. marginale) em bezerras de um a 43 

dias de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: 

UFMG 3 + UFMG 3;G2: UFMG 1 + UFMG 3;G4: controle  experimental. As setas indicam o momento 

das inoculações e os asteriscos indicam os dias em que houveram aumentos de riquetsemia (p<0,05).   
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No G3, os níveis de riquetsemia começaram a aumentar a partir do 40
º 
dia após a inoculação e 

ao contrário dos outros grupos inoculados, a riquetsemia se manteve mais alta até o octogésimo 

dia, no entanto, sempre de baixa intensidade.  Esse resultado pode ser explicado pelo fato dos 

animais deste grupo terem recebido na segunda inoculação uma amostra de A. marginale 

heteróloga em relação à primeira dose. Assim, a diferença antigênica entre os isolados pode ter 

contribuído para a manutenção da riquetsemia em níveis consideráveis, causando a ausência do 

intervalo de riquetsemias, como observado nos grupos G1 e G2 que foram inoculados com 

isolado homólogo. O grupo controle (G4), apesar da ocorrência de infecção natural em alguns 

animais, não mostrou diferenças significativas nos níveis de riquetsemia entre os tempos de 

avaliação e mostrou baixa riquetsemia porque provavelmente foi infectado naturalmente com as 

amostras UFMG 1 e UFMG 3, e não amostras de campo (Figura 9). 

Para os animais que estavam negativos na nPCR no inicio do trabalho, entre os dias de 

avaliação no G1 foi observado nesta análise um aumento significativo da riquetsemia no dia 48 

do experimento. Posteriormente, a riquetsemia diminuiu, mas se manteve em níveis menores 

por um período de 16 dias e retornou a níveis representativos no dia 64. No G2 a riquetsemia 

aumentou significativamente nos dias 48 e 52, e apresentou outra elevação entre os dias 64 e 80, 

entre essas observações verificou-se um intervalo de 12 dias com riquetsemia baixa. No G3, os 

níveis médios de riquetsemia se tornaram significativos no 40
º 

dia após a inoculação, em 

seguida apresentaram queda e voltaram a níveis representativos do dia 52 ao dia 60 do 

experimento. No grupo controle apesar de 15,38% dos animais terem sofrido infecção natural 

no ambiente por picada de moscas, a média da riquetsemia do grupo não atingiu níveis que 

diferiram significativamente (Figura 10).  

 

Figura 10: Avaliação dos efeitos pós-vacinais (riquetsemia média de A. marginale) em bezerras de um a 

43 dias de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: 

UFMG 3 + UFMG 3;G2: UFMG 1 + UFMG 3;G4: controle  experimental. Os asteriscos indicam os dias 

em que houveram aumentos de riquetsemia (p<0,05). Nessa análise foram considerados apenas animais 

nPCR negativos na primeira inoculação. 
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5.1.2 Temperatura Retal  

A oscilação de temperatura retal média dos grupos foi pequena durante o período experimental e 

se manteve dentro dos limites fisiológicos estabelecidos para bezerros (38,0 a 39,5⁰C) (Dirksen 

et al., 1993), não sendo observadas diferenças significativas entre os grupos (Figura 11). De 

uma forma geral, observou-se um declínio da temperatura a partir do 40º dia do experimento. 

Esse fato pode ser explicado levando em consideração a idade dos animais (média de 57 dias de 

vida), uma vez que animais jovens, fisiologicamente, apresentam a temperatura interna mais 

elevada devido ao centro termoregulador não estar completamente desenvolvido e pelo elevado 

metabolismo que os animais apresentam nessa idade (Feitosa, 2008).  

A frequência de animais com hipertermia (temperatura retal superior a 39,5°C) foi baixa 

(Tabela 7) e não elevou a média observada nos grupos (Figura 11). No G1 a maior frequência 

foi observada no início do aumento da riquetsemia (dia 32), enquanto no G2 e G3 a maior 

frequência de hipertermia se deu no pico das riquetsemias (40 e 44 dias). Outra onda de 

hipertermia foi observada no segundo pico de riquetsemia, entre os dias 76 e 80 em todos os 

grupos inoculados. No grupo controle foi observada maior frequência de hipertermia no dia 32 

coincidentemente com o pico de riquetsemia causado pela infecção natural. Em média a 

hipertermia foi mais frequente nos animais do G2 (13,16% ± 8,5), seguido pelo G3 (9,80% ± 

6,9), G1 (8,89% ± 7,9) e G4 (4,24% ± 4,8). Como pode ser observado na tabela 7 e figura 9, 

houve maior frequência de hipertermia concomitante à elevação da riquetsemia. Apesar de a 

hipertermia ser descrita entre as principais alterações clínicas apresentadas pelos animais 

acometidos por tristeza parasitária bovina (Gonçalves et al., 2011), de acordo com Brown 

(2012), os casos de anaplasmose podem ou não ser acompanhados por febre; e quando 

observada, acontece durante poucos dias concomitantemente à elevação da riquetsemia (Coelho, 

2007), corroborando com os achados aqui descritos. A presença de pirógenos exógenos 

circulantes no organismo como vírus, bactérias, fungos, protozoários e antígenos são 

responsáveis por promover a liberação de citocinas armazenadas nos leucócitos, macrófagos, 

monócitos ou células de Kuppfer, essas substâncias agem alterando o centro regulador 

hipotalâmico causando a elevação da temperatura corporal (Feitosa, 2008).  

Figura 11: Dinâmica da temperatura retal durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 

dias do experimento). Os valores representam as médias de temperatura retal em bezerras de um a 43 dias 

de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + 

UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  

experimental.  
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Tabela 7: Frequência (%) de hipertermia durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 

dias do experimento) em bezerras de um a 43 dias de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de 

inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: 

Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental.  

Dias do experimento 

Grupos 0 7 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 Média 

G1 6,7 0,0 0,0 13,3 6,7 20,0 6,7 6,7 6,7 0,0 6,7 6,7 6,7 0,0 6,7 26,7 20,0 20,0 8,89 

G2 15,8 5,3 15,8 21,1 5,3 15,8 15,8 21,1 31,6 15,8 5,3 21,1 5,3 10,5 0,0 0,0 10,5 21,1 13,16 

G3 11,8 0,0 11,8 11,8 11,8 5,9 11,8 17,7 17,7 0,0 5,9 0,0 17,7 5,9 0,0 11,8 23,5 11,8 9,80 

G4 11,8 0,0 0,0 0,0 5,9 11,8 5,9 0,0 11,8 11,8 5,9 0,0 0,0 0,0 5,9 5,9 0,0 0,0 4,24 

 

Com relação aos animais nPCR negativos antes da primeira inoculação, a temperatura retal 

média dos grupos variou pouco durante o período experimental e se manteve dentro dos limites 

fisiológicos estabelecidos para bezerros (38,0 a 39,5⁰C) (Dirksen et al., 1993), não sendo 

possível observar diferenças significativas entre os grupos (Figura 12). Do mesmo modo que na 

análise que considerou todos os animais do trabalho, nesta análise que excluiu os animais 

inicialmente nPCR positivos, observou-se em todos os grupos uma tendência de queda da 

temperatura retal a partir do 48º dia do experimento e possivelmente aconteceu em virtude da 

idade dos animais avaliados como discutido anteriormente,. 

 

5.1.3 Volume Globular 

Não foram observadas alterações significativas no volume globular dos animais inoculados.  A 

faixa etária na qual os bezerros foram inoculados foi favorável à recuperação dos animais 

devido à eritropoiese intensa nessa fase. De acordo com Caxito (2013) bezerros no segundo mês 

Figura 12 Dinâmica da temperatura retal durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 dias 

do experimento). Os valores representam as médias de temperatura retal em bezerras de um a 43 dias de 

vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 

1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental.  

Nessa análise foram considerados apenas os animais nPCR negativos antes da primeira inoculação. 
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de vida apresentam uma condição transitória de hiperplasia eritróide com o aumento simultâneo 

do hematócrito.  

Em média, os valores de volume globular oscilaram discretamente e se mantiveram no decorrer 

dos dias avaliados dentro dos limites fisiológicos entre 24% a 46% (Schalm et al., 1975). 

Porém, no dia 56 do experimento, os animais do G1, G2 e G3 apresentaram valores 

significativamente inferiores ao observado no grupo controle (G4) (Figura 13). No dia 72, esta 

diferença se manteve em relação aos grupos G1 e G4. Estes resultados possivelmente são um 

reflexo do primeiro e do segundo pico de riquetsemia observado nos grupos inoculados (Figura 

9), pois de acordo com Coelho (2007) o pico de riquetsemia máxima antecede a observação dos 

menores valores de volume globular.  

As inoculações determinaram que o comportamento do volume globular fosse diferente entre os 

animais controles e vacinados. O aumento de hematócrito observado apenas no grupo controle a 

partir do dia 56 acontece fisiologicamente e corrobora com Caxito (2013). Segundo Brum-

Hasen et al. (2006) isto possivelmente se trata de um mecanismo compensatório ao decréscimo 

no tamanho médio das hemácias durante os primeiros três a quatro meses de vida do bezerro, 

que ocorre devido a substituição de hemácias contendo hemoglobina fetal, por hemácias 

menores contendo hemoglobina de adulto (Jain, 1986). 

 Figura 13: Dinâmica do volume globular durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 

dias do experimento). Os valores representam as médias de volume globular em bezerras de um a 43 dias 

de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + 

UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  

experimental. Médias com letras diferentes representam diferenças significativas (P≤0,05) entre os 

grupos. 

 

 

Entre os animais inoculados, as maiores médias de redução de hematócrito durante o primeiro 

pico de riquetsemia foram observadas nos animais do grupo G2 (41% ± 14,29), seguido pelo 

grupo G1 (33% ± 12,1), G3 (24% ± 13,96) e G4 (27% ± 12,30), respectivamente. Trabalhos 

anteriores que realizaram inoculações experimentais de A. marginale demonstraram uma 

associação entre a redução do hematócrito e a elevação da temperatura retal (Lasmar, 2010; 

Meneses, 2013). Apesar dos animais do grupo G2 apresentarem uma maior média de redução 
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do hematócrito, assim como maior frequência de hipertermia (tabela 7), as médias do volume 

globular obtidas nos tempos avaliados se mantiveram acima de 24%, dentro dos parâmetros 

fisiológicos da espécie, não caracterizando um processo anêmico que abrangente a todo o grupo.  

Uma relação entre a diminuição do hematócrito e a elevação da riquetsemia é descrita para os 

isolados de A. marginale utilizados nesse trabalho. Após a inoculação de 2x10
7
 hemácias 

infectadas com A. marginale UFMG 1, Bastos et al. (2010) observaram o desenvolvimento de 

riquetsemia média de 10,2%, com 63% de redução do hematócrito. Kenneil et al. (2013) 

também utilizando a amostra UFMG 1 na dose infectante 1x10
6
 eritrócitos infectados descreve 

média de 10% de riquetsemia e 39,4% de diminuição de hematócrito. Para a amostra UFMG 3, 

Meneses (2013) relata o volume globular de 13,5% como menor valor obtido durante o 

experimento.  

Embora essa relação seja bem determinada, nos presentes resultados ela não se apresentou de 

forma intensa, pois a média dos hematócritos não variou significativamente entre os tempos 

avaliados (Figura 14).  Possivelmente a associação dessas variáveis foi influenciada pelo 

tratamento de todos os animais que atingiram o volume globular de 18% ou menos, conforme o 

critério estabelecido na metodologia. Porém, como o número de animais que necessitaram de 

medicamento por efeito das inoculações foi relativamente baixo é suposto que as amostras de A. 

marginale UFMG 1 e UFMG 3 não induzam grandes alterações nesse parâmetro quando 

utilizadas nas condições experimentais do presente trabalho. Destaca-se ainda o fato de que 

estas inoculações desencadearam riquetsemias baixas que não influenciaram intensamente 

alterações no volume globular. 

 Nas condições deste trabalho, é importante considerar que as quedas de volume globular podem 

ser consequência de outras causas além da anaplasmose. Durante esse projeto foram observadas 

outras causas de queda do hematócrito na fase de avaliação da virulência dos isolados de A. 

Figura 14: Associação entre as médias de volume globular (VG) e as médias de riquetsemia (Riq) 

observados em bezerras de um a 43 dias de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. 

marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + 

UFMG 3; G4: controle  experimental. 



 

 

50 
 

marginale como quadros de salmonelose septisemica e intoxicação hídrica e durante a fase 

desafio quadros de babesiose e coccidiose. Todos os animais com esses quadros clínicos 

receberam tratamento específico para evitar maiores interferências no valor de volume globular. 

Assim, é necessário ressaltar a importância de se realizar no campo o diagnóstico diferencial 

dessas causas citadas e outras possíveis, pois caso contrário os resultados da vacinação com os 

inóculos de A. marginale podem ser subestimados e sua eficiência questionada por efeito de 

alguma outra causa. 

Quanto ao volume globular dos animais nPCR negativos antes da primeira inoculação, não 

foram observadas alterações significativas nas médias de grupo para os animais inoculados no 

G2 e G3. Enquanto no G1 do dia 68 ao dia 80 foi observada queda significativa do volume em 

relação aos valores iniciais, porém se mantiveram dentro dos limites fisiológicos (Figura 15). 

Provavelmente este resultado ocorreu em decorrência da elevação da riquetsemia do grupo 

observada nesses dias da avaliação. 

Do dia 56 ao dia 76 do experimento, os animais do grupo controle (G4) apresentaram valores de 

volume globular significativamente superiores aos observados nos animais inoculados. Aqui 

também as inoculações determinaram que o comportamento do volume globular fosse diferente 

entre os animais controles e vacinados (Figura 15). Como já discutido o aumento de volume 

globular observado apenas no grupo controle a partir do dia 56 acontece fisiologicamente. 

 

 
Figura 15: Dinâmica do volume globular durante o tempo de avaliação dos efeitos pós-vacinais (0 a 80 

dias do experimento). Os valores representam as médias de volume globular em bezerras de um a 43 dias 

de vida, submetidas a 4 protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + 

UFMG 1; G2: Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  

experimental. Médias com letras diferentes representam diferenças significativas (P≤0,05) entre os 

grupos. Nessa análise foram considerados apenas os animais nPCR negativos antes da primeira 

inoculação.  

 

5.2. Resistência à virulência dos inóculos  

Os protocolos vacinais utilizados levaram alguns animais à manifestação de quadros brandos da 

enfermidade, sendo necessária medicação conforme os limites estabelecidos para auxiliar a 
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recuperação clínica. Esses achados diferem das observações de Coelho (2007), Bastos et al. 

(2010) e Meneses (2013) que utilizaram os isolados UFMG 1 e 3 em condições  de ambiente 

controlado, em um galpão experimental, porém não foi necessária nenhuma intervenção 

medicamentosa para que os animais resistissem ao efeitos das inoculações. Entretanto, nestes 

experimentos o valor de volume globular estabelecido como limite para intervenção terapêutica 

foi mais baixo, o que leva a acreditar que existiria uma taxa de recuperação espontânea entre os 

animais inoculados, o que não foi possível observar nesse trabalho. O estabelecimento de 

limites maiores (18% de volume globular) para o tratamento dos animais se fez em razão do 

caráter desafiador do ambiente no qual os animais estavam.  Nestas condições de campo havia 

maior influência do clima sobre os animais, densidade populacional elevada e proximidade 

entre animais enfermos e sadios. Além disso, as bezerras pertenciam a um rebanho comercial e 

de alto valor, no qual a aplicação dos inóculos sob estas condições poderiam representar um 

risco de vida para os animais.    

O ambiente de campo e o manejo intensivo no qual os animais foram mantidos constituiu outro 

fator que determinou a maior necessidade de tratamentos. Segundo Coelho (2007) a recuperação 

espontânea é dependente do bom funcionamento dos mecanismos fisiológicos para a 

compensação dos sinais clínicos, especialmente da acidose metabólica. No campo, a eficiência 

de compensação pode ser comprometida, pois nos sistemas de criação utilizados atualmente, os 

animais são submetidos a exercícios físicos constantes e os doentes permanecem no mesmo 

manejo dos demais, o que diminui as chances de sobrevivência. 

Como podem ser observados na tabela 8 e na figura 9, os tratamentos foram necessários nos 

momentos dos picos de riquetsemia. No G1 acontecendo entre 44 e 78 dias após a primeira 

inoculação, no G2 entre 32 e 63 dias e no G3 entre 41 e 78 dias.  E entre os animais tratados no 

G1, 50% estavam positivos na nPCR realizada antes de passarem para o ambiente de desafio e 

nos demais grupos (G2, G3 e G4) esse número foi de 80%. Isso demonstra que a infecção 

observada na nPCR não garante proteção mas aumenta as chances do animal apresentar 

resistência imunológica contra as estirpes de campo pois, dos animais que permaneceram 

negativos na nPCR após as duas inoculações todos necessitaram de tratamento no G1e G3 e 

66,66%  destes animais negativos no G2 e G4 necessitaram ser tratados.  

A frequência de animais que necessitaram de tratamento antimicrobiano na fase aguda da 

infecção por A. marginale inoculado não diferiu significativamente entre os grupos que 

receberam os protocolos de imunização (G1, G2 e G3) e também entre G1, G3 e controle (G4). 

No entanto, G2 apresentou a maior frequência de animais tratados (47,4%) e significativamente 

maior que os não inoculados. Dessa forma, apesar da similaridade em níveis de virulência entre 

os dois isolados (UFMG 1 e UFMG 3), descrita por Meneses (2013), a amostra UFMG 3 

utilizada no protocolo do G2 demonstrou ser mais virulenta e menos segura para utilização 

como vacina viva. Portanto, seu uso implica em maior necessidade de acompanhamento dos 

animais inoculados, a fim de evitar que as reações vacinais causem maiores comprometimentos. 

Em situações de ambiente experimental controlado, a estirpe UFMG 1 deu origem a sintomas 

discretos, porém não suficientes para requerer intervenção medicamentosa (Coelho, 2007; 

Bastos et al., 2010; Kenneil et al., 2013). Esses resultados corroboram com os dados desse 

trabalho, visto que os grupos 1 e 3  nos quais foi utilizada a estirpe UFMG 1 mostraram não 

aumentar a frequência de tratamentos em relação a animais não inoculados, sendo então mais 

seguro para os animais.    
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Tabela 8: Frequência de tratamentos realizados nas bezerras dos grupos experimentalmente inoculados 

com  duas amostras de A. marginale (UFMG 1 e UFMG 3), momentos em que foram realizados  os 

tratamentos com enrofloxacina a 7,5 mg/kg após a primeira inoculação (*Média e variação).  Protocolos 

utilizados: Grupo 1(G1): UFMG 1 + UFMG 1,  Grupo 2(G2): UFMG 3 + UFMG 3, Grupo 3(G2): UFMG 

1 + UFMG 3, Grupo 4 (G4): controle  experimental. 

Grupo 

Fase de inoculação Fase de desafio natural 

Frequência de 

tratamentos (%) 

Tempo após a 1ª 

inoculação (dias)* 

Frequência de 

tratamentos (%) 

Tempo após a 1ª 

inoculação (dias)* 

G1 

(n=15) 
26,6 62,5 (44 - 78) 13,3 156,5 (153 - 200) 

G2 

(n=19) 
47,4 48,1 (32 - 63) 26,3 160,2 (138 - 187) 

G3 

(n=17) 
29,4 53,2 (41 - 78) 35,3 147,0 (86 - 227) 

G4 

(n=17) 
11,8 50,0 (32 - 68) 58,8 155,8 (109 - 187) 

A figura 16A mostra a frequência das bezerras em cada grupo experimental que adoeceram por 

anaplasmose e atingiram os pontos de corte instituídos para tratamento durante avaliação da 

virulência dos inóculos (riquetsemia ≥5% ou hematócrito ≤ 18% com riquetsemia patente de A. 

marginale). 

Figura 16: Frequência de tratamento antimicrobiano (enrofloxacina - 7,5 mg kg-1) durante as inoculações 

(A) e na fase de desafio dos inóculos (B) em bezerras de um a 43 dias de vida, submetidas a 4 

protocolos distintos de inoculação de A. marginale (G1: Amostra UFMG 1 + UFMG 1; G2: 

Amostra UFMG 3 + UFMG 3; G2: Amostra UFMG 1 + UFMG 3; G4: controle  experimental.  

O fato de alguns animais do grupo controle (G4) apresentarem riquetsemia e anaplasmose 

demonstra que houve infecção natural nesse ambiente. Assim, parte dos tratamentos realizados 

nos grupos inoculados podem ser consequência de amostras provenientes da infecção natural e 

não apenas consequência do uso dos inóculos administrados para imunização. Porém, a 

metodologia desse trabalho não permitiu estabelecer exatamente a estirpe que determinou cada 

tratamento.  

Os casos de anaplasmose tratados com enrofloxacina na dose de 7,5 mg/kg por via IM  foram 

solucionados de modo eficiente,  corroborando com os achados de Facury Filho et al. (2012). 
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Foi observada diminuição significativa nos níveis de riquetsemia no sangue coletado dois dias 

após a administração do medicamento.  

Entre os inicialmente animais nPCR negativos, a frequência de animais que necessitaram de 

tratamento devido as inoculações foi de 20% no G1, 46,15% no G2 e 27,27% no G3. No grupo 

controle a frequência de animais tratados por infecção natural nesse período de avaliação (dia 0 

ao dia 80 do experimento) foi de 7,69%. A análise de comparação dessas frequências 

observadas mostraram as mesmas diferenças observadas quando se analisou todos os animais 

independente do resultado na nPCR. Logo o G2 mostrou uma frequência de tratamentos 

significativamente maior que o grupo controle (G4), mas foi igual quando comparada a 

frequência dos demais grupos inoculados. Os protocolos utilizados em G1 e G3 também 

mostraram não aumentar a frequência de animais tratados em relação à infecção natural do 

grupo controle. 

 

5.3. Frequência de infecção verificada na nested PCR  

Das amostras de sangue total dos animais com idade entre um e 43 dias de vida que foram 

submetidos a análise molecular de nPCR para o gene msp4 de A. marginale,  21 (30,88%)  

foram diagnosticadas  positivas antes de qualquer inoculação. Esse dado foi superior ao 

encontrado por Meneses (2013) que diagnosticou que 10% dos animais recém-nascidos 

provenientes dessa propriedade foram positivos nesse teste, sugerindo a ocorrência de 

transmissão vertical. Possivelmente a maior proporção de animais positivos na nPCR  

encontrada nesse trabalho representa um somatório das bezerras que sofreram transmissão 

vertical e aquelas precocemente infectadas de forma natural até o momento da coleta sanguínea, 

visto que não foram examinados exclusivamente animais recém-nascidos e 43 dias ultrapassa o 

período de incubação médio de A. marginale.  

Considerando apenas os animais negativos na primeira avaliação de nPCR para msp4, obteve-se 

os dados relacionados na tabela 9, para a avaliação da frequência de animais que se tornam 

infectados após cada inoculação.  

Tabela 9: Frequência (%) de bezerras experimentalmente inoculadas na idade entre um e 43 dias de vida 

com duas amostras de A. marginale (UFMG 1 e UFMG 3) que se tornaram positivos na nPCR (msp4) 

após cada inoculação e do desafio natural, partindo apenas dos animais com resultado negativo na análise 

pré-inoculação (dia 0). 

Grupo Pré-inoculação (%) 
40 dias após a 1ª 

inoculação (%) 

40 dias após a 2ª 

inoculação (%) 
Pós-desafio (%) 

G1 (n=10) 0
bA

 90
aA

 90
aA

 100
aA

 

G2 (n=13) 0
cA

 61,54
bAB

 84,62
abA

 100
aA

 

G3 (n=11) 0
cA

 63,64
bAB

 90,9
 abA

 100
aA

 

G4 (n=13) 0
cA

 30,77
bB

 61,54
bA

 100
aA

 

b= nas linhas, Frequência com pelo menos uma letra minúscula em comum são equivalentes. 

A= nas colunas, Frequência com pelo menos uma letra maiúscula em comum são equivalentes. 

No período de quarenta dias após a primeira dose de inóculo, nenhum dos protocolos vacinais 

utilizados foi capaz de tornar todos os animais positivos para A. marginale. Estes dados diferem 
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dos resultados encontrados por Araújo (2005) e descritos por Bacanelli et al. (2014), que 

utilizando a técnica de PCR convencional com alvo de amplificação o gene da proteína MSP5 

conseguiram detectar 100% de infecção a partir do 16
o
 dia após a inoculação experimental. Essa 

diferença pode ser justificada pela utilização de uma estirpe distinta à utilizada neste trabalho, 

na qual pode apresentar uma maior capacidade infectante; pelo alvo utilizado para o diagnóstico 

da PCR (MSP5) e pelo número amostral reduzido (n=6). Além disso, outro fator importante que 

deve ser considerado é a idade dos animais, pois Araújo (2005) utilizaram animais entre 11 a 12 

meses de idade, e segundo Ristic (1968) animais mais velhos e sem contato prévio com o agente 

infeccioso são mais susceptíveis à infecção.  

A amostra UFMG 1 administrada nas duas inoculações do G1 tornou positivos 90% dos animais 

após uma aplicação. O G3 que recebeu na primeira dose a mesma amostra de A. marginale 

UFMG 1 apresentou uma taxa de 63,64%, e o isolado UFMG 3, utilizado  nos animais do G2, 

mostrou ser capaz de converter em positivos 61,54% dos animais após a primeira dose. No 

entanto, não foram observadas diferenças significativas (P ≤ 0,05) entre os isolados UFMG 1 e 

3 quanto a capacidade de infectar os bovinos. 

Os animais do G4 foram mantidos no mesmo ambiente dos demais animais e não receberam 

nenhuma das estirpes de A. marginale. Porém, sofreram infecção natural no ambiente, a qual foi 

responsável pela taxa de infecção detectada em 30,77% dos animais até o momento 

correspondente a 40 dias da primeira inoculação dos demais grupos. A frequência de animais 

infectados naturalmente foi significativamente igual à observada nos animais infectados por 

inoculações nos G2 e G3. 

A realização da segunda inoculação determinou o aumento na frequência de animais positivos 

nos G2 e G3 (Tabela 9) enquanto isso, o G1 manteve o mesmo percentual atingido com a 

primeira dose. No grupo controle, a infecção natural aconteceu na mesma intensidade dos 

primeiros 40 dias de monitoramento, sendo nesse momento observado o dobro da frequência 

encontrada aos 40 dias após a primeira inoculação (Tabela 9).  

Embora notáveis, tais observações não apresentaram diferenças entre a aplicação de uma ou 

duas doses de inóculo vacinal, quanto a capacidade de tornar os animais positivos. Entretanto, 

após os 80 dias de monitoramento, as bezerras foram desafiadas pela exposição natural através 

do contato com carrapatos nos piquetes de recria. Após 4 meses no ambiente de desafio todas as 

bezerras avaliadas no experimento se tornaram infectadas por A. marginale. Essa frequência foi 

significativamente igual à observada após duas inoculações no G1, G2 e G3, porém, foi maior 

que a proporção vista após a primeira inoculação no G2 e G3. Dessa forma, se fosse realizada 

apenas uma dose vacinal, uma parcela relevante dos animais pertencentes aos grupos G2 e G3 

seriam transferidos para o campo ainda suscetíveis à primoinfecção natural, o que torna 

interessante a utilização da dose dupla.  De modo similar, uma quantidade considerável de 

animais do grupo controle (38,46%) foram para o campo ainda não infectados, o que 

possivelmente foi responsável pelo maior número de tratamentos neste grupo durante o desafio. 
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5.4. Detecção de anticorpos através da RIFI 

A partir dos 47 animais negativos na nPCR (msp4) realizada no dia 0, verificou-se que 72,3% 

dos animais (34/47) apresentavam anticorpos provenientes da imunidade passiva, pois 

descartou-se o número de animais que produziram anticorpos anti-A. marginale durante a vida 

fetal devida a infecção congênita, e os animais que sofreram infecção no ambiente antes das 

inoculações. Como as inoculações foram realizadas em bovinos muito jovens e com marcante 

presença de anticorpos colostrais no momento da primeira inoculação, não foram observadas 

diferenças significativas na frequência de animais positivos entre os grupos e tempos avaliados 

(Figura 17). Desse modo, não foi possível notar a redução dos anticorpos colostrais circulantes 

que era esperada segundo Ribeiro entre 12 e 40 dias de vida (Ribeiro, 1981). Os animais do 

grupo controle apesar de não inoculados, foram diagnosticados com infecção natural na nPCR 

na frequência de 30,77% (dia 40) e 61,54% (dia 80), o que justifica a manutenção dos níveis de 

imunoglobulina anti-A. marginale no período de avaliação das inoculações. 

Os anticorpos passivos aparentemente não impediram os animais de se infectarem pelas 

inoculações, pois entre os animais que tinham anticorpos de origem materna (aqueles com 

resultados negativo na nPCR e positivo na RIFI antes das inoculações), apenas 30,8% (8/26) 

continuaram sem infecção após uma inoculação e 15,4% após duas inoculações. Esses dados 

corroboram com Gale et al. (1992)  que relatam que bezerros com anticorpos contra A. 

marginale derivados de colostro não apresentaram aumento da resistência à infecção em relação 

ao verificado em animais soronegativos. 

 

Figura 17: Frequência (%) de bezerras experimentalmente inoculadas na idade entre um e 43 dias de vida com 

duas amostras de A. marginale (UFMG 1 e UFMG 3 ) positivos na RIFI (título de 1:40) na análise pré-

inoculação, 40 dias após a primeira inoculação, 40 dias após a segunda inoculação e após o desafio natural.  
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5.5. Resistência ao desafio natural 

A capacidade de proteção imunológica induzida pelos inóculos contra a infecção natural por 

vetores no campo foi analisada pela comparação das frequências de animais que necessitaram 

de tratamento na fase de desafio (figura 16B). Em todos os grupos vacinados e no grupo 

controle foi necessário tratar animais com droga específica para controlar a riquetsemia. O G4, 

que não recebeu nenhum imunógeno apresentou a maior frequência de medicações com 58,85% 

dos animais acometidos pela doença. Dessa forma, apesar de apresentarem anticorpos 

diagnosticados através da RIFI, quando foram expostos ao desafio, tal resposta não significou 

proteção efetiva.  

A imunidade contra anaplasmose não é relacionada apenas a resposta humoral, visto que a 

administração de soro com altos títulos de anticorpos em animais susceptíveis não foi capaz de 

proteger animais contra o desafio com A. marginale (Gale et al., 1992). Além disso, Lasmar et 

al. (2012) conseguiram a soroconversão em bezerros imunizados com uma vacina morta 

produzida a partir de A. marginale cultivado em células IDE8, mas essa resposta não foi 

suficiente para prevenir a anaplasmose induzida nas condições do experimento. A imunidade 

celular certamente é importante e relaciona-se com a ação de linfócitos Th tipo 1, associada com 

a produção de interferon gama (IFNᵧ), interleucina (IL2 e IL12),  que são capazes de reduzir a 

manifestação clínica da doença (Brown et al., 1998; de la fuente et al., 2002). 

Os tratamentos ocorreram em momentos variados durante o desafio. No G1 aconteceram entre 

153 e 200 dias de avaliação, no G2 entre 138 e 187 dias, no G3 entre 86 e 227 dias e no G4 

(controle) entre 109 e 187 dias. (Tabela 8). Os grupos G1 e G2 que receberam respectivamente, 

duas doses da amostra UFMG1 e duas doses de UFMG3, apresentaram uma frequência de 

tratamentos significativamente menor que o grupo controle. Dessa forma, foi demonstrada a 

proteção parcial de 86,7% e 73,7% dos animais do G1 e G2 respectivamente. Vizcaino et al. 

(1980) avaliando a imunização de bovinos com um isolado de baixa virulência da Colômbia, 

obtiveram um nível de proteção de 100% dos animais imunizados não manifestaram 

anaplasmose sob desafio a campo, enquanto 93% dos animais não vacinados tiveram sinais 

clínicos e 17% vieram a óbito. Contudo, apesar da amostra UFMG 3 ter sido isolada de um 

bezerro com infecção congênita proveniente da mesma propriedade (Meneses, 2013) e a estirpe 

UFMG 1 conferir proteção contra a amostra altamente virulenta (UFMG 2) que foi isolada de 

um animal desse rebanho (Bastos et al., 2010), é possível que a ocorrência de animais que não 

foram protegidos seja justificada pela infecções de várias estirpes de campo que apresentem 

maiores diferenças antigênicas em relação as amostras utilizadas como imunógenos nesse 

trabalho, uma vez que a diversidade genética de A. marginale é consideravelmente alta, mesmo 

dentro de um único rebanho (Pohl, et al. 2013). 

Curiosamente, verificou-se que não houve um nível proteção significativa no G3 

(UFMG1+UFMG3), pois a frequência de animais tratados nesse grupo foi estatisticamente igual 

a verificada no grupo controle demonstrando que o uso de tal protocolo não foi capaz de induzir 

proteção suficiente contra o desafio natural. O G1 e o G2 apresentaram níveis de proteção 

semelhantes estatisticamente, porém no G1, a porcentagem de falha vacinal foi de 13,3% 

enquanto G2 apresentou 26,3%. Dessa forma, apesar de não significativo em termos estatísticos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vizcaino%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7436100


 

 

57 
 

pode ser mais vantajoso utilizar o protocolo UFMG1 + UFMG1 frente ao protocolo UFMG3 + 

UFMG3. 

Na etapa de desafio os animais inicialmente nPCR negativos que precisaram ser tratados no G1 

correspondem a 20% do grupo, no G2 23,07%, no G3 36,36% e no grupo controle (G4) 

69,23%. As diferenças observadas entre essas frequências foram as mesmas que na análise de 

todos os animais avaliados. Sendo observado que no G1 e G2 os animais necessitaram 

significativamente de menos tratamentos que o grupo controle. Dessa forma, houve proteção de 

80% nos animais do G1 e 76,92% no G2 enquanto o protocolo utilizado no G3 não alcançou 

nível de proteção suficiente para que os animais resistissem ao desafio natural aqui utilizado. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A inoculação de bezerros neonatos com amostras de A. marginale de baixa virulência se 

mostrou eficiente no controle da anaplasmose no rebanho estudado. 

O momento escolhido para imunizar os animais jovens foi favorável, pois a presença de 

anticorpos colostrais em 72,3% dos animais não impediu o estabelecimento da infecção ativa 

devido às inoculações. A imunidade passiva juntamente com a intensa atividade eritropoietica 

dos bezerros nessa faixa etária possivelmente constituíram fatores de resistência natural dos 

animais aos efeitos da virulência dos inóculos.  

A utilização dos inóculos de A. marginale em duas aplicações subcutâneas com dose infectante 

mínima foi eficiente e apresentou baixa virulência apesar das condições ambientais de campo 

desse trabalho serem mais desafiantes à saúde dos animais comparado às condições de outros 

experimentos 

Nas condições desse experimento, o inóculo de A. marginale UFMG 1 administrado em duas 

aplicações subcutâneas apresentou baixa virulência e apenas 26,6% dos animais inoculados com 

duas doses apresentaram quadros brandos de anaplasmose e necessitaram ser tratados conforme 

a metodologia do trabalho.  

Não foi possível observar nesse trabalho a recuperação espontânea das manifestações clínicas 

causadas pelos inóculos, pois o valor de volume globular estabelecido como limite para 

intervenção terapêutica foi mais alto, em razão das condições ambientais e de manejo que 

configuravam um fator complicador de desafio para a saúde dos animais.  

Os tratamentos com enrofloxacina na dose de 7,5 mg/kg  se mostraram eficientes e foram 

necessários em momentos variáveis durante o período avaliado. No G1(UFMG 1 + UFMG 1) 

aconteceram entre 44 e 78 dias após a inoculação, no G2 (UFMG 3 + UFMG 3) entre 32 e 63 

dias e no G3 (UFMG 1 + UFMG 3)  entre 41 e 78 dias. 

Após as inoculações 90%, 84,62% e 90,9% dos animais se tornaram positivos na nPCR pela 

inoculação dos protocolos utilizados no G1, G2 e G3 respectivamente. Porém, o diagnóstico de 

riquetsemia no esfregaço sanguíneo foi observado em uma frequência menor de 73,33%, 

73,68% e 76,47% dos animais pertencentes respectivamente ao G1, G2 e G3.   

As inoculações desencadearam uma resposta imune que foi observada através da manutenção da 

frequência de animais positivos na RIFI inicialmente a custa de imunidade passiva, até o final 

das avaliações pela presença de anticorpos produzidos devido às inoculações. 

Quando os animais foram expostos no campo ao desafio pela infecção transmitida por 

carrapatos e moscas hematófagas foi observado que no G1, 86,7% e no G2, 73,7% dos animais 

foram protegidos contra o desafio e não necessitaram de tratamento. Apesar dos protocolos 

utilizados no G1 e G2 apresentarem níveis de proteção semelhantes, o G1 determinou efeitos 

mais brandos durante as inoculações sendo então o protocolo mais indicado por ser mais seguro 

para a saúde dos animais e também o mais efetivo na proteção contra o desafio natural nas 

condições deste experimento. 
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7. CONCLUSÕES 

 A utilização de duas doses de inóculo de A. marginale em bezerros neonatos garantiu o 

estabelecimento de infecção na maior parte dos animais inoculados (entre 84,62% a 90,9%); 

 

 A utilização de inóculos de A. marginale de baixa virulência em bezerros neonatos 

resultou baixas riquetsemias, com pequenas alterações de volume globular e determinou a 

ocorrência de poucos casos clínicos e uma pequena proporção de animais necessitou 

tratamento específico; 

 

 O uso dos protocolos de inoculação determinaram frequências relativamente baixas de 

animais que necessitaram ser tratados e o protocolo UFMG 1 + UFMG 1 foi o que 

apresentou menor número de animais tratados devido aos efeitos das inoculações de A. 

marginale, sendo portanto o protocolo mais seguro para os animais;  

 

 Ocorreu proteção parcial conferida pelo uso de duas inoculações de UFMG 1 ou UFMG 

3 contra o desafio da infecção natural no campo. 
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