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RESUMO

Trinta e nove animais, de ambos os sexos, com idade aproximada
de 24 meses, da raga Limousin, importados dos Estados Unidos, foram
submetidos ao processc de premunig¢dc, no municipio de Capitédlio (MG). Os
animais foram divididos em 5 grupos e foram inoculados com Babesia spp.
através de sangue contendo 5x108 eritrécitos infectados. ou infestados com
larvas de Boophilus microplus obtidas a partir de fémeas ingurgitadas,
provenientes de animais naturalmente infectados por Babesia spp. e
raceberam inoculagiio de 5x108 Anaplasma marginale simultaneamente ou 17
dias ap6s a inoculagdo da Babesia. Esfregagos sanguineos didrios,
determinagdo do volume globular semanal e da temperatura retal
diariamente, no periodo da manhd e A& tarde, foram realizados para a
verificagdo do periodo prepatente, parasitemia e 1instituicdo dos
tratamentos. Somente os dados para A. marginale foram considerados neste
trabalho. 0 perfil sorolégice dos animais, para A. marginale, foi
observado através de exames semanais, pela reag¢dioc de imunoftuorescéncia
indireta. Todos os animais foram desafiados em relag3o ao A. marginale 56

(grupos 3 e 5) e 73 (grupos 1, 2 e 4) dias ap6és a inocula¢do. Para os
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diferentes grupos, o periocdo prepatente médio variouy de 19,8 a 26 dias, a
parasitemia média no inicic do tratamento foi de 2,3% e o nimero médio de
tratamentos/animal foi de 3,2 a 4,4. O volume globular sofreu quedas apés
as fases de parasitemia de A. marginale, antes e ap6s desafio. As
temperaturas retais apresentaram eleva¢fes, maiores no perfodo da tarde,
na fase c¢linica da anaplasmose. A sorologia, titulos maximos (1:5120) de
anticorpos anti-A. marginale foram obtidos 49 DAI. Apéé o desafio os

titulos foram crescentes até o 482 dia.
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SUMMARY

This study was undertaken to evaluate the course of infection
by Anaplasma marginale and the immune response in cattle associated with
premunization against anaplasmosis. Thirty-nine Limousin cattle, about
twenty-four months old, of both sexes, imported from the United States to
Capitélio (MG) were used. Animals were alloted to five groups which were
infected with Babesia spp and A. marginale. Infections with Babasia spp
were obtained using subcutaneous inoculation of 5x108 infected
erythrocytes or by infestation with Boophilus microplus larvae originated
from Babesia-infected female ticks. A. marginale infection was attained by
subcutaneous inoculation of 5x108 infected erythrocytas simultaneously or
seventeen days after animals had been inoculated with Babesia spp.
Prepatent period and parasitemia were determinated by examining daily
prepared blood smears; packed cell volume (PCV) was weekly determinated by
the microhematocrit technigue and retal temperature was daily measured
twice a day. Treatment was established based on these parameters, Immune
response for A. marginale was measured by the indirect fluorescent

antibody technique. A1l animals were challenged with blood infected with
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A. marginale 56 (two groups) and 73 (three groups) days after inoculation.
Although animals had been inoculated with Babesiaspp only data related to
A. marginale are presented in this paper. Prepatent period ranged from
19.8 to 26.0 days; mean parasitemia at the beginning of treatment was 2.0%
and mean number of treatment/animal varied from 3.2 to 4.4. Lower PCV
values were found after the peak of parasitemia by A. marginale before and
after challenge. Retal temperatures were higher in the afternoon during
clinical anaplasmosis. Higher titers of anti-A. marginale antibodies
(1:5120) were found 49 days after inoculation. An increase in titers were

found up to 48 days after challenge, when the observations were finished.
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1 - INTRODUGAOC

A anaplasmose e a babesiose, hemoparasitoses que fazem parte
do complexc “tristeza parasitdria bovina", s3o endémicas nas regides
tropicais e subtropicais e se constituem em fatores limitantes ao
desenvolvimento da industria agropecudria, devido Aas perdas econdmicas
causadas indiretamente, como redu¢do no ganho de pesoc & na produgdo e
mesmo diretamente, pela mortalidade ocasionada, principaimente, em animais
importados ou criados em confinamento (JAMES et al, 1985).

A importacdc de bovinos tem assumido, nos Gltimos anos, um
grande destaque na pecudria mineira., A incorporagdo destes animais ao
rebanho é precedida por um periodo da adaptagfo, quando se rea11ia a
premunicdo. Este processo visa desenvolver imunidade contra hemoparasitos,
que n#o existem nos paises de origem e que s3o letals para os bovinos nio
imunizados. Os hemoparasitos classicamente utilizados neste processo

pertencem aos géneros Anaplasma e Babesia.
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0 Anaplasma marginale (THEILER, 1910) ¢é uma rickéttsia,
causadora da anaplasmose, doenga que se caracteriza por uma anemia
progressiva, associada & presenga de corplsculos de inclusdo nos
eritrécitos (RISTIC, 1977).

Vérios tém sido os métodos empregados no processo de
premuni¢do de animais importados. A falta de padronizagdo destes métodos e
a auséncia de parametros que possam ser utilizados na avalia¢do do estado
imunitdrio dos animais levam, 3&s vezes, a obtencdo de resultados
imprevisiveis e ndo satisfatérios ao término da premunicdo (LIMA, 1991).

Este trabalho visa obter informagdes sobre a resposta humoral,
parasitemia, volume globular, temperatura retal e resposta ao tratamento
quimioterdpico frente ao A. marginale, com antigenc previamente
padronizado e apés desafio com inoculagdo de sangue de animal infectado; e
avaliar a influéncia da época de inoculagdo de Babesia spp. sobre o curso
da infec¢3o e da resposta humoral para A. marginale. Em animais da raga
Limousin, 1importados dos Estados Unidos, submetidos & premunigio.
Buscando, desta maneira, obter parametros que possam auxiliar na melhoria
e maior seguranga no emprego deste processo.

Embora os animais tenham sido inoculados com Babesia spp., 0S
dados referentes & infecg¢do por estes parasitos n3o serdo utilizados neste
trabalho, por se constituirem em objetivo de outro projeto em andamento e

pela auséncia de antigeno especifico.




2 — LITERATURA CONSULTADA

2.1 - Premunigdo

SERGENT et al (1924) denominaram premunigdo aoc tipo de
protegdo assoctiada & permanéncia do agente no hospedeiro. Esta protecdo &
induzida através da presenga do parasito no organismo animal e desaparece
apés sua eliminagdo,

STEPHAN e ESQUIBEL (192%) relataram as grandes perdas
ocorridas nas primeiras importagdes de reprodutores no Brasil, que
oscilaram entre 90 e 97% de mortalidade. Segundo eles o© sucesso da
premuni¢dc depende fundamentalmente dos doadores, que devem ser bovinos
velhos e constantemente carrapatados.

Em 1950, MACHADO descreve o0 sistema de premuni¢do utilizado
pelo Departamento da Produgdo Animal, Secretaria da Agricultura do Estado
de Minas Gerais, no qual era utilizado o sangue proveniente de animal
portador de piro e anaplasmose como indculo.

SILVA e RANALI (1957), em seu trabalho sobre "tristeza

bovina", concluiram que a “tristeza”" é um sério problema para o gado




importado no Brasil e que a solugdo deste problema estd na prética da
premunigdo, associada ao tratamento quimioterapico e antibiético. Relatam
ainda, que a premuni¢do transforma o animal s3o em portador cronico dos
parasitos, estabelecendc uma relagdio de equilibrio entre eles e o
organismo animal.

RANALI et al (1957) descreveram a premuni¢lic feita em 47
fémeas, importadas, nas quais utilizaram como tratamento o Ganaseg (droga
que ainda estava em experimentag¢do) e a tetraciclina, obtiveram resultados
plenamente satisfatérios,

ZARAZA e KUTTLER (1971) compararam a imunizacdo de bezerros e
noviihas holandesas, em premuni¢do, inoculados com vacina atenuada de A,
marginale e com sangue oriundo de bezerroc esplenectomizado infectado com
A. marginale e desafiados a campo. Concluiram que a vacinacdo com A.
marginale atenuadc foi apenas parciaimente efetiva, tendc em vista o
grande namero de reinfec¢des na época do desafio.

KUTTLER (1972) n3o recomenda, na premuni¢do, o uso de A.
marginale virulento como indculo, principaimente em animais adultos, a n#o
ser que a doenga possa ser controlada por terapia especifica.

TODOROVIC e TELLEZ (1975) obtiveram resuitados satisfatérios
com o uso do Ganaseg para controle da infecg¢3o por Babesia, por ser uma
droga eficaz e de facil aplica¢do, o mesmo ndo acontecendo com a
combina¢do Gloxazone-oxitetraciclina, que mostrou-se efetiva no controle
das reagles poés-inoculagdo de A. marginale, mas de pouca praticidade para
sua aplica¢do no campo.

Em 1875, TODORGVIC et al, na Colémbia, trabalhando com bovinos

importados, demonstraram que a vacina¢do simulténea contra Babesia spp. e




A. marginale pode ser feita sem problemas de reag¢fes severas apos
inoculagdo, se for utilizado um tratamento quimioterdpico apropriade. 0
gado 1imunizado deve ser acompanhado de perto, para que n#o ocorram
probtemas. Apontam  como varidveis responsaveis por resuitados
inconsistentes pos inoculagdio, o volume de sangue usado como inoculo, ©
nimero de parasitos, a infectividade e viruléncia dos parasitos, a
patogenicidade dos parasitos, o armazenamento do sangue desde a colheita
até o momento do uso, idade e grau de sangue dos animais e tratamentos
(produtos guimicos e dosagens) utilizados.

KUTTLER e JOHNSON (1977) afirmam que mesmo que ocorram
variag®es entre amostras de Babesia e Anaplasma, a premunigdo parece ser o
método que produz o maijor nivel de resisténcia & infecgdo e que em
condi¢Bes tropicais ela &, provavelmente, o procedimento de imunizag#o
mais eficaz. Apesar de haver riscos, eles s#o minimos se comparados
agqueies ocasionados pela introdugdo de bovinos, susceptiveis e ndo
protegidos, em Areas enzodéticas.

BRASIL (1982) descreve um métodoc de premunigdc contra a
“tristeza parasitdria” em bovinos a campo, para bezerros e bovinos
adultos. Utjliza varias inoculagBes de sangue, resfriadoc ou n3o, de
doadores e o Ganasedg e a tetraclina como quimioterédpicos, além de
tratamentos suporte, quando necessario.

Em 1987, BANGEL Jr. et al desenvolveram um métodc de
premuni¢do, diminuindo a necessidade de acompanhamento didrio do animal,
utilizando um esquema de aplicagdo do imidocarb e oxitetraciclina apés
inocuiagdo com sangue fresco e apds desafio, obtendo resultados

satisfatdrios.




PAYNE et al (1990) citam como desvantagens do uso de sangue de
bovino adulto como indculo para premunigdo, o perigo do uso de parasitos
virulentos, a possibilidade do sangue dinoculadoe n3o conter parasitos
suficientes para estabelecer uma infecgdo e a possibilidade de transmiss#o
de outros patdgenos.

LIMA (1991) cita a 1importéncia da utilizagdc de inéculo
padronizado, contendo nimerc conhecidc de hemoparasitos, e da realizagdo
de exames dos doadores para verificagdo da existé&ncia de outras doengas

que possam ser transmitidas pela inoculagdo de sangue infectado.

2.2 — Parasitemia por A. marginale

MACHADO (1950) trabalhando c¢om 4 bovinos importados da
Holanda, inoculados com sangue de animal portador de piro e anaplasmose,
encontrou um periodo de 1incubagdo ,para A. marginale, de 35 dias com
parasitemia de 4,4%, que atingiu um méaximo de 18% aos 41 dias apés
inoculag3o (DAI), decrescendo até o 612 DAI, com um valor de 0,1%.

RANALI et al (1957) obtiveram um periodo de incubac¢do do A.
marginale variando entre 21 a 38 dias, em 47 fé&meas bovinas, importadas. O
tratamento era instituido quando a parasitemia atingia 3%. Doses de
tetraciciclina de 5 e 7 mg/kg p.v., intramusculares e 2,5 mg/kg p.v.,
endovenosa, foram 100% eficazes no tratamento da anaplasmose.

KUTTLER (1966), comparando dados clinicos e hematolégicos
entre diferentes amostras de A. marginale e A. centrale, em bezerros,
novilhas e adultos, encontrou periodos de incubacdio que variaram de 7,5 a

11 dias para A. marginale e parasitemias méximas de 7 a 26%. Testando




diferentes quantidades de 1indculc, observou que a quantidade afeta o

periodoc de incubagio, mas ndo afeta o curso da infecgio.

MURPHY et al (1966) inocularam experimentalmente animais com sgk
A. marginale, verificando periodos de incubagdoc gue varitaram de 15 a 28 é? §
dias, com parasitemias maximas de 5 a 11% entre 24 e 28 DAI. ; %
@

Em 1968, KLAUS e JONES, trabalhando com 5 bezerras intactas i%

]
LY

(grupo 1) e 6 esplenectomizadas (grupo 2), inoculadas com A. marginales,
obtiveram periodo de incubagdo médio de 38 dias, com ¢ pico de parasitemia
ocorrendo em torno de 472 DAI, sendo a parasitemia méxima de 15 e 34% para
os grupos 1 e 2, respectivamente.

ZARAZA e KUTTLER (1971) encontraram um perfodo de incubagdo
médio de 20 dias, para A. marginale, em 7 bezerros holandeses de 2 a 4
meses de idade, inoculados com amostra virulenta e uma média de
parasitemia méaxima de 1,18%. Comparando com animais vacinados com A.
marginale atenuado, estes animais apresentaram menor decréscimo no volume
globular e menores parasitemias, entretanto, quando foram desafiados a
campo, apresentaram rea¢des severas devido 3 anaplasmose, enquanto aqueles
que receberam A. marginale virulento n#o apresentaram sinais clinicos da
doenga.

KUTTLER (1972) inoculou 18 bovinos adultos, 17 bezerros & 16
bezerros esplenectomizados com amostra virulenta de A. marginale, de
sangue proveniente de um bezerro esplenectomizado. Obteve periodo de
incubag¢8o variando de 15,4 a 22,6 dias e parasitemias méximas de 7,1% nos
bezerros, 12,1% hos animais adultos -1 63,0% nos bezerros

esplienectomizados.




TODOROVIC et al (1975), em experimentos com 10 bezerros de 8
meses de idade e 3 bovinos de 2 anos de idade, inoculados com Babesia spp.
e A. marginale, tratados com imidocarb, gloxazone e tetraciclina,
verificaram um pericdo de incubagdoc de 17 a 21 dias e parasitemias médias
de A. marginale inferiores a 1%. Todos os animais quando desafiados com
sangue e/ou carrapatos, foram resistentes ao desafio, n#do necessitando de
tratamentos.

TODOROVIC e TELLEZ (1975), em 25 animais de 2 a 3 anos de
jdade, submetidos ao processc de premuni¢do, inocularam sangue contendo
10-‘r hemécias parasitadas por B. bovis, B. bigemina e A. marginale e
submeteram os animais a diferentes esquemas de tratamento. Verificaram um
periodo de incuba¢#o para anaplasmose de 21 dias, com uma parasitemia de
0,2%. Todos os animais, apds desafio feito 42 DAI, apresentaram
parasitemias relativamente altas para A. marginale (4-5%). Concluiram,
também, que 7 tratamentos com oxitetraciclina na dose de 12 mg/kg p.v.
foram relativamente ineficientes para controlar a parasitemia apés o
desafio.

CARSON et al (1977) inocularam 2x108 A. marginale em 3 vacas
Jersey, adultas, para estudo da premunig¢#o, tratando-as com
oxitetraciclina (11 mg/kg p.v.) por 3 a 4 dias, quando a parasitemia
estivesse entre 10 e 20% e desafiando-os 60 DAI (1 animal) e 117 DAL (2
animais) com uma dose de 2x108  A. marginale. Todos os animais foram
resistentes ao desafio, n#o apresentando parasitemia ou decréscimo no
volume globular.

KUTTLER e JOHNSON (1977) trabalharam com 39 novilhas

holandesas, com aproximadamente 2 anos de idade, sendo que ¢ foram




inoculadas simultaneamente com Babesia spp. e A. marginale, 10 somente com
A. marginale e 10 permaneceram como c¢ontrole, ndo inoculadas. Tratamentos
com oxitetraciclina na dose de 6,6 mg/kg p.v. foram qinstituidos no 352
DAI. Verificaram que a inoculagdo simultidnea de Babesia spp. e A.
marginale aumentou o periodo de incubagdo do Anaplasma, sendo de 36,7 dias
em comparag3io com 28 dias para os animais que ndo receberam a inoculagdo
de Babesia,

AJAYI et al (1978), para verificarem a influéncia do nivel
nutricional e fazer estudos clinicos e patolégicos em bovinos inoculados
experimentalmente com 1010 A. marginale, utiltizaram 39 animais Brahman, de
aproximadamente 27 meses de idade, dividindo-os em 4 grupos, sendo 2
inoculados e 2 controles, submetidos a diferentes niveis nutricionais
(alto e baixo). Os periodos de incubagdo foram de 7 e 9 dias e as
parasitemias maximas de 9,3 e 8,8% para 0s grupos com alto e baixo niveis
nutricionais, respectivamente. Observaram uma correlagdo negativa entre
parasitemia e anemia, com anemia maxima ocorrendo 2 e 4 dias ap6s o pico
de parasitemia. Os autores sugerem que a diferenga ocorrida entre os
grupos se deve ao nivel nutricional, sendo que com baixo nivel nutricional
as condi¢Bes sdo menos favordveis & multiplicagdo do parasito.

GONZALES et al (1978) observaram um periodo de incuba¢do de 12
dias e parasitemia médxima de 4% aos 22 DAI em 10 bezerros de 8 meses de
idade inoculados com 108 A. marginale.

KUTTLER et al (1984), submetendo animais anteriormente
premunidos e animais susceptiveis a um desafio com 2 amostras de A.
marginale, obtiveram perfodo de incubag¢3o variando de 23 e 26 dias, com

parasitemias maximas de 11 e 2% nos animais previamente premunidos e de 30
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e 18% nos animais susceptiveis, para as amostras Fl6rida e Virginia de A.
marginale, respectivamente,

KOHAYAGAWA  (1985) trabalhando com 15 animais da raga
Fleckvieh, procedentes da Alemanha, em premunig¢do, inoculados com 10ml de
sangue proveniente de animal anteriormente premunido, encontrou um periodo
de incuba¢io de 29 dias para A, marginale, com parasitemia média acima de
2% entre o 312 e 492 DAI. Observou outros 2 picos do A. marginale entre o
702 e 952 DAI e ao redor do 1352 DAI. O tratamento com uma dose de
tetracictina (10 mg/kg p.v.) foi instituido no 372 DAI, com uma
parasitemia maxima de 9,8%, notando-se a diminuigdo da parasitemia.

PAYNE et al (1990) imunizaram 102 animais (71 novilhas prenhes
e 31 vacas ndo gestantes) com indculos de Babesia spp. e A. centrale,
submetendo-as ao desafio a campo. Dos 102 animais, 65 apresentaram
A.marginale apdés o desafio e 46 necessitaram de tratamento, apresentando
parasitemias maximas de 5 a 10,8%. Concluiram que a imunizagdo com A.
centrale ndo previne infecgdo subsequente com A. marginale, entretanto

reduz a severidade do desafio.

2.3 - Volume Globular

MACHADO (1950) observou, em bovinos em premunigdo, uma queda
no volume globular (VG), sendo o valor antes da inoculagdo 37,2% e o VG
minimo 16%, aos 45 DAI, ou seja, 4 dias ap6s a parasitemia maxima por A.
marginale. Aos 134 DAI o valor do VG j& havia se normalizado, sendo de

35%.
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KUTTLER (1966) obteve valores minimos de VG variando de 18 a
20% entre o 122 e 132 DAI de A. marginale em bezerros, novilhas e adultos.
Os valores normais, antes da inoculagdo variaram de 35 a 39%.

MURPHY et al (1966) cbservaram que animais experimentalmente
infectados apresentaram VG minimo entre 11 e 15%, 2 a 4 dias apés o pico
de parasitemia de A. marginale.

KLAUS e JONES (1968), inoculando bezerros intactos e
esplenectomizados com A. marginale, verificaram decréscimos de 50 a 80% no
VG, aproximadamente 5§ dias apdés o pico da parasitemia.

RISTIC (1968) descreve que a anemia, na anaplasmose, ndo é
dependente da porcentagem de eritrécitos infectados e sim um resultado de
um processo imunoldgico, o qual é iniciado pela infecgdc e gue depois se
desenvolveindependentemente, havendoc o aparecimento de varios tipos de
autohemagiutininas no soro de animais infectados, que opsonizam
eritrécitos. Estes s3o removidos da circula¢do e degradados em células do
sistema monocitico fagocitédrio. Este processo parece ser o responsével
pelas crises severas de anemia freguentemente encontradas em animais com
uma parasitemia relativamente pequena.

VELLINI et al (1969) registraram quedas de até 50% no volume
globular de bovinos em premunig¢3o, sendo que os valores minimos ocorreram
entre 31 e 53 DAI.

ZARAZA e KUTTLER (1971), testando diferentes sistemas de
imunizag¢3o contra anaplasmose, obtiveram, em animais inoculados com
amostra virulenta de A. marginale, VG minimo correspondente a 70% do valor

inicial.
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KUTTLER (1972), em animais adultos e bezerros
esplenectomizados ou n#o, observou valores de VG antes da inoculagdo de A.
marginale variando de 32,9 a 36,8% e, apés a inoculagdo, estes valores
variaram entre 8,5% (nos animais esplenectomizados) e 19,5%. Verificou uma
Tonga duragdio do periodo de anemia (aproximadamente 26 dias) em animais
adultos e bezerros, com valores de VG abaixo de 75% do valor inicial.
Concluiu que apesar dos animais estarem com aparéncia normal, o baixo VG
poderia influenciar em ganhos de peso, produtividade e susceptibilidade a
cutras doen¢as.

TODOROVIC et al (1975) inocularam simultaneamente Babesia spp.
e A. marginale em bezerros e bovinos adultos e observaram valores minimos
de VG 3 a 4 semanas ap6s inoculagdo, sendo de 4 a 7 dias ap6s o pico de
parasitemia do A. marginale.

TODOROVIC e TELLEZ (1975), realizando experimentos com bovinos
adultos em premunigdo, na Coldmbia, verificaram uma queda de 25% no valor
do VG, correspondendo & fase de parasitemia por A. marginale. Ap6s o
desafic foi observada recrudescéncia de anaplasmose, acompanhada de uma
rdpida redugdo no VG.

KUTTLER e JOHNSON (1977) registraram, em novilhas em
premuni¢do, VG antes da inoculag8o de 30%1,9%, que decresceu devido a
parasitemia por A. marginale e atingiu um valor minimo de 20t4%. A
infecgdo simult&nea com Babesia spp. n#o influenciou na resposta dos
animais no que se refere ao VG, apesar de haver influenciado no aumento do
periodo de incubagdo do A. marginale.

AJAYI et al (1978) encontraram, em animais inoculados com 1010

A. marginale e submetidos a niveis nutricionais diferentes, valores
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minimos de VG de 25,5 e 18,3%, 4 ¢ 2 dias ap6s o pico da parasitemia, para
0s grupos com baixo e alto nivel nutricional, respectivamente.

FAN et al (1980) observaram em bovinos da rag¢a Charolesa
submetidos & premunigdo, os valores mais baixos do VG no 352 DAI, que
coincidiram com o periodo de parasitemia do A. marginale e com a liberagdc
maxima de reticuldécitos pela medula dssea.

KUTTLER et al (1984) obtiveram quedas no VG apés desafio com 2
amostras de A. marginale, em animais anteriormente premunidos. O
percentual maximo de redug3o no VG foi de 64,2 e 29,0%, para as amostras
Flérida e Virainia, respectivamente.

GOFF et al (1985) verificaram em 14 bovinos adultos, VG antes
da inoculag8o de A. marginale variando de 41,5#0,7% a 39,3%2,1% e apés
inocutag8o, estes valores atingiram um minimo de 18,5%0,7 a 12,8%1,0%.
Observaram, também, recrudescéncia da anaplasmose em 3 animais, aos 70, 71
e 169 DAI.

KOHAYAGAWA (1985) verificou que bovinos da raga Fleckvieh, em
premunig¢do, apresentaram valores médios de VG, na fase de parasitemia do
A. marginale, de 20,20%3,7% e a campo estes valores variaram de 25,83%5,32
a 30,1016,48%. Antes da inoculagdo o valor médio de VG foi de 34,76%3,22.

PAYNE et al (1990) observaram reducdo de 50% no VG, em animais

que aprasentaram racrudescéncia de A. marginale apds desafio,

2.4 - Temperatura retal

MACHADO (1950) observou varia¢des na temperatura retal de

bovinos submetidos & premunigdo, a partir de 21 DAI até 49 DAI,
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coincidindo com as fases de multiplicag3o de Babesia spp. e A. marginale.
A temperatura maxima observada foi de 40,2°C, 39 e 41 DAI.

RANALI ot al (1957) verificaram elevagdo da temperatura retal
durante a fase de parasitemia por Babesia e A. marginale, em bovinos em
premunigdo. Observaram que a temperatura voltava aos valores normais
dentro de 24 horas, quando o tratamento foi eficaz.

KUTTLER (1966) registrou temperaturas méximas variando de 40,1
a 40,5%C em animais inoculados experimentalmente com A. marginale.

TODOROVIC et al (1975) encontraram temperaturas mais elevadas
no periodo da tarde, durante as fases parasitémicas de Babesia e
A.marginale, em animais experimentalmente infectados.

AJAYI et al (1978) verificaram que animais inoculados com A.
marginale e submetidos a baixos niveis nutricionais n#oc apresentaram
elevaglies de temperatura durante a fase de parasitemia do A. marginale, ©
mesmo ndo acontecendo com os animais que receberam altos niveis
nutricionais, nos quais a temperatura mdxima ocorreu antes mesmo do pico
de parasitemia.

KOHAYAGAWA  (1985) registrou temperaturas retais médias
variando de 38,42+0,27 a 38,76+0,22°C no perfodo da manh3 e de 38,57%0,256
a 38,74:0,2408 no perfodo da tarde, em bovinos da raga Fleckvieh,
submetidos & premunigdo, antes da inoculagdio. Apés a inoculagdo, foram
observadas elevagles de temperatura na fase de parasitemia por Babesia.
Durante a fase de parasitemia por A. marginale, a temperatura retal variou
de 38,12#0,96 a 38,77#0,56°C no perfodo da manhi e de 38,43%0,27 a

39,2240,58°C no perfodo da tardse.
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2.5 - Sorologia para A. marginale

MURPHY et al (1966) utilizaram a reagdo de fixagdo de
complemento (RFC) para demonstrar a resposta de anticorpos (IgM e IgG)
face a infecg3o por A. marginale. Observaram titulos crescentes a partir
do 72 DAI, atingindo um méximo (1:2560) entre 25 e 32 DAI, coincidindo com
a maior queda de volume globular, decrescendo ent#o, até atingir valores
minimos (1:160 a 1:40) 80 DAI.

KUTTLER (1966) verificou titulos méximos de 1:1280 @ 1:640 na
RFC, em bezerros esplenectomizados, experimentaimente inocuiados  com
amostras de A. marginalse e A.centrale, respectivamente. Comparando os
titulos méximos para A. marginale em bezerros , novilhas e adultos, obteve
os valores de 1:640, 1:640 e 1:1280, respectivamente.

KLAUS e JONES (1968) detectaram, em bezerros de 4 meses de
idade, anticorpos contra A. marginale através da RFC, aos 32 (30-33) DAI,
atingindo o méximo 40 (36-45) DAI, permanecendo constantes até 90 DAI,
quando comegaram a decrescer. Aos 65 DAI foi observado um pequenc
decréscimo, correspondente ao perfodo de queda da IgM e ascengdic da IgG.
NdIo foram encontradas evidéncias de que a sequéncia IgM-IgG esté
relacionada com anticorpos protetores especificos, que devem ocorrer na
anaplasmose. Animais que atingiram o pico de imunogliobulinas mais cedo,
tiveram niveis de parasitemia mencores.

VELLINI et al (1969) verificaram que de 4 animais em
premunicdo, o animal que apresentou sintomatologia mais acentuada foi o
animal que alcangou maior fndice de gama globulina circulante ao final da

premunic#o.
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TODOROVIC et al (1975) registraram o aparecimento de
anticorpos fixadores de complemento para A. marginale 18 DAI.

KUTTLER e JOHNSON (1977) observaram que animais vacinados com
amostra virulenta de A. margrnale apresentaram rea¢des mais severas e
também um titulo de anticorpos significativamente mais alto do que aqueles
vacinados com A. marginale atenuado.

WILSON et al (1978), comparando 4 métodos sorolégicos
(aglutinagdo capilar, fixagdo de complemento, aglutinagdo em placa e
imunofluorescéncia indireta}, obtiveram resultados semelhantes entre RFC e
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), sendao o primeiro mais
sensivel. Em 9 animais Hereford e 10 Brahman-Shorthorn inoculados com 1610
A. marginale observaram tfitulos médios, na RIFI, de 1:71,5 sete dias apés
inoculag3o, atinginde o pico, 1:5210, aos 29 DAI, declinando apds este dia
g permanecendo em niveis detectdveis até, pelo menos, 200 DAI (1:84).

GONZALES et al (1978) compararam a RFC, RIFI e "card test”
para o diagnéstico da anaplasmose bovina e verificaram que o©s titulos
maximos (1:160 na RFC e 1:1280 na RIFI) ocorreram 22 DAI, coincidindo com
a época de parasitemia maxima. Seis semanas apés a inocutagdo (SAI), os
t{itulos da RIFI cairam para 1:640 e entdc permaneceram constantes ate 10
SAI, enquanto na RFC os titulos atingiram niveis baixos (1:10) na 102 SAI.
Observaram que os tftulos da RFC decrescem mais rapidamente do que na
RIFI, pois 14 SAI j4 estavam abaixo do nivel de sensibilidade na RFC, ao
passo que na RIFI eles permaneceram acima do nivel de sensibilidade (1:40)

por, pelo menos, 20 semanas.
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AKINBOADE e DIPEOLU (1984) testaram 200 soros de bovinos
através da RIFI, para A. marginale, obtendo 136 (68%) de positivos, sendo
o titulo maximo observado de 1:10240, em 61 animais (30,5%).

KUTTLER et al (1984) observaram um estimulo no crescimento
dos titulos da RFC apds desafioc com amostras hom6logas e heterdlogas de A.
marginale, em 8 vacas previamente infectadas.

MONTENEGRO-JAMES et al (1985) vacinaram 27 animais, de 1 a 2
anos, com A. marginale atenuado, permanecendo 10 animais como controlae,
ndo vacinados. Todos os animais foram desafiados com sangue contendo
2,5x10g A. marginale, 3 meses ap6s a vacina¢do. Apbés o desafio todos os
animais desenvolveram parasitemias patentes. 0Os animais vacinados
tornaram-se positivos a RIFI, 2 semanas apds imunizag¢do (SAI), com titulo
médio de 1:93. Os titulos foram crescentes, atingindo um méximo de 1:618,
5 SAI, decrescendo para valores hasais (51:40) até a época do desafio.
Seis semanas apds o desafio, os titulos médios atingiram o pico {1:49448),
Nos animais ndo vacinados, anticorpos anti-anaplasma comegaram a aumentar
3 SAI, alcangando o pico {1:32510) num periodo de 7 semanas.

GOFF et al (1985) desenvolveram um teste de imunofluorescéncia
indireta para anaplasmose bovina, utilizando a microflucrometria e
verificaram ser este teste mais sensivel do que a RFC e ter um grau de
acuidade muito maior do que a RIFI utilizando a determinag¢do visual.
Titulos considerados positives & determinacdio visual, mostraram-se
negativos quando examinados pela microfluorometria. Observaram também, que
os titulos de anticorpos na RIFI tém duragdo mais prolongada que na RFC.

GOFF et al (1990), comparando a sonda de DNA, RIFI e RFC para

diagn6stico de A. marginale em bovinos, demonstraram ser a RIFI e a sonda
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de DNA consideravelmente mais sensiveis na detecg¢8o de animais portadores
do que a RFC. A RIFI e a sonda de DNA apresentaram um percentual de
concordincia de 90,8%.

KROON et al (1990) wutilizaram a RIFI para diagnostico
soroldgico em 9 bezerros esplenectomizados e inoculados com A. marginale.
Dois animais que foram inoculados com grande quantidade de sangue (1,5
1itros) estavam positivos, com titulos 2 1:5120, 2 SAI, os quais foram
mantidos até 31 SAI. Os outros animais apresentaram titulos crescentes a

partir da 32 SAI, que permaneceram constantes até, pelo menos, 11 SAI.

SHKAP et al (1990) compararam ¢ teste de ELISA com a RIFI para
diagnéstico da anaplasmose e observaram um grau de sensibilidade similar
entre eles. Citaram como principal desvantagem da RIFI, a avaliagdo

subjetiva da fluorescéncia.
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3 — MATERIAL E METODOS

3.1 - Local e durag#o

A premunig¢do foi realizada na Fazenda Mata Velha, municipio de
Capit6élio, MG, no periodoc de abril a setembro de 1991. Os exames
soroldégicos foram realizados no laboratério de protozooses do Departamento
de Medicina Veterindria Preventiva, da Escola de Veterindria da UFMG. Os
exames parasitoldgicos foram realizados na prépria fazenda ou no

laboratério.

3.2 - Animais

Foram utilizados 39 animais, da raga Limousin, de ambos os
sexos, com idade aproximada de 24 meses, importados dos Estados Unidos.

Ap6s a chegada os animais foram submetidos aoc exame clinico e
receberam tratamentc anti-helmintico com cloridrato de levamisol! e

acaricida com f]umetrinaz.

1 = Ripercol - Cyanamid Quimica do Brasil Ltda.
2 - Bayticol Pour-on - Baver do Brasil S5/A.
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Os animais ficaram alojados em estidbulos de alvenaria, onde
receberam alimentagdio padronizada, consistindo de volumoso constituido de
capim elefante (Pennisetum purpureum) picado, ragdo balanceada em
guantidade 1imitada e mistura mineral e Agua & vontade.

Os animais tiveram acompanhamento veterindrio durante todo o

periodo do experimento.

3.3 - Premunicgéo

3.3.1 - Inb6culo utilizado

0 1in6culo foi preparadec a partir de sangue de animais
naturalmente 1infectados com Babesia spp. ou A. marginale, procedentes do
municipio de Campo Florido (MG), e padronizadoc de maneira a obtermos uma
quantidade conhecida de 5x108 eritrécitos infectados com Babesia ou A.
marginale/m1 de sangue. A padroniza¢8o foi feita através da determinacdo
do volume globular e da contagem de eritrécitos parasitados, em esfregagos
sanguineos corados pela solugdo corante de Giemsa, examinados em

3, com objetiva de imersdo (100 X).

microscépio éptico

Os animais doadores foram, anteriormente, submetidos a exames
para detecgdo de outras doengas que poderiam ser transmitidas pela
inoculagdio de sangus contaminade (leucose, brucelose, leptoaspirose,

diarréia bovina & virus, rinotraqueite infecciosa bovina).

3 - Dlympus - Mod. ¥YS T
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0 in6culo foi mantido em nitrogénio liquido (-196°C),
utilizando o dimet11su1f6x1do4 {(DMSO) como crioprotetor e era descongelado
A temperatura ambiente imediatamente antes da inoculagdo.

A inoculagdo foi feita através da administrac¥o de 1ml de

inéculo/animal, pela via subcuténea.

pn OE Vg
‘bc'o\' rEﬂ‘f?

3.3.2 - Obtengdo de larvas de Boophilus microplus BIBLIOTEC, 1%

81 yrye
Larvas de B. microplus foram utilizadas para inoculagdo de

Babesia spp. Estas larvas foram obtidas a partir de fémeas ingurgitadas
provenientes de animais naturalmente infectados por B8abesia spp., do
municipioc de Capim Branco {(MG), que foram mantidas para postura em
condig¢Bes de laboratério (estufa para demanda bioquimica de oxigénio,
temperatura de 28%C e umidade relativa superior a 80%).

As posturas dos trés primeiros dias foram descartadas e o
restante dos ovos foi colocado em seringas pldsticas, tampadas com rolhas
de algoddo e mantidas nas mesmas condi¢des anteriores, para eclosdo.

Ap6s a eclos8o, cada seringa continha, em média, 2000 larvas,
que foram utilizadas entre 12 a 20 dias de idade.

A infestag8io fot feita através da distribuig¢dio das 1larvas

diretamente sobre o dorso dos animais.

4 -~ DMS0O - Merck-Schuchardt




3.3.3 - Inoculagdo dos animais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos e foram
inoculados como descritos a seguir.

Grupc 1 - composto por ¢ animais (3 fémeas e 6 machos),
inoculados com A. marginale no dia 0 & com Babesia spp. sete dias apds a
inocutagdo (DAI) do Anaplasma.

Grupo 2 - composto por 5 animais (2 fémeas e 3 machos),
infestados com larvas de B. microplus e inoculados com A. marginale,
simultaneamente, no dia 0.

Grupo 3 - composto por 10 animais (10 fémeas), infestadas com
larvas de B. microplus no dia 0 e inoculadas com A. marginale 17 DAI.

Grupc 4 - composto por 5 animais (5 fémeas), inoculadas com
Babesia spp. e A. marginale, simultaneamente, no dia 0.

Grupo 5 - composto por 10 animais (7 fémeas e 3 machos),

inoculados com Babesia spp. no dia 0 e com A, marginale 17 DAIL.

3.4 - Determinacdo da temperatura retal

A temperatura retal de cada animal foi determinada
diariamente, pela manhd e A& tarde, durante tocdo o periodo do experimento.

Os dados foram anotados em formularios proprios.
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3.5 - Colheita de material e exames laboratoriais

3.5.1 - Esfregagos sanguineos

Foram preparados esfregagos de sangue capilar, obtido na
extremidade da cauda, diariamente, de todos os animais, durante os
primeiros 30 dias do experimento ou até que fosse detectada a parasitemia
por A. marginale. Apés este periodo, esfregagos foram feitos sempre que a
temperatura fosse igual ou superior a 39,5°C ou gue o animal apresentasse
sinais clinicos de hemoparasitoses.

Os esfregagos eram corados pelo Giemsa - e observados em
microscépic Optico, em objetiva de imersdo, para o diagnéstico

parasitolégico.

3.5.2 - Cdlculo da parasitemia

A parasitemia para A. marginale foi determinada através da
contagem de eritrocitos parasitados ao exame de 50 campos microscopicos

(aproximadamente 15000 células) e era expressa em forma de percentual.

3.5.3 - Determinagfo do volume globular

0 volume globular, de cada animal, foi determinado antes da
inoculagdo, semanalmente até o final do experimento e sempre que
necessario, principalmente durante o periodo clinico da doenga, através da

técnica de microhematdcrito.




3.5.4 - Sorologia para A. marginale

Sangue venoso de cada animal foi colhido antes da inoculagdo e
em intervalos semanais, remetido ac tlaboratério, sob refrigeragdo, para
obtengdo do soro, que foi separado, identificado e armazenado em frascos
de 2m1, a -20°C, até a época de ser examinado.

0s soros foram diluidos em solugdo salina tamponada (PBS, pH
7,2), em diluigdes miltiplas a partir de 1:40 e examinados através da
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). O titulo de anticorpos foi

fornecido pelo inverso da maior diluigd3o em que houve fluorescéncia.

3.5.4.1 - Antigeno utilizade na RIFI

0 antigeno foi preparado através da inoculagdo venosa de
sangue positivo para A. marginale em bezerro esplenectomizado, que foi
acompanhado diariamente através de esfrega¢os sanguineos, corados pelo
Giemsa, para determinag8o da parasitemia,

Quando a parasitemia atingiu 17%, sangue jugular foi colhido,
em tubos vacutainer com anticoagulante, e processado conforme as normas
recomendadas pelo Instituto Interamericano de Cooperacion para 1la

Agricultura (IICA, 1987).




3.5.4.2 - Conjugado utilizade na RIFI

Foi utilizado o conjugado caprino anti-bovino, produzido no
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da UFMG, segundo a técnica
empregada no Laboratdrio "Dr. Mario Fatala Chanben”, Argent1na5.

0 titulo do conjugado utilizado foi de 1:60.

3.6 - Tratamento dos animais

A instituigdo de tratamento nos animais foi baseada nos
resultados dos exames parasitolégicos, volume globular, temperatura retal
e sinais clinicos.

Para a babesiose foi wutilizado o diaceturato de 4,4
diazoaminodibenzam1d1naa, na dose de 3,5 mg/kg p.v., pela via
intramuscular, em dose Unica & para a anaplasmose, o cloridrato de

7, na dose de 10 a 15 mg/kg p.v., endovenoso, cuja duragdo foi

tetraciclina
determinada através da reagdo dos animais e exames <c¢linicos e

laboratoriais.

3.7 - Desafio

Todos os anhimais foram desafiados com sangue oriundo de animal

da raga Limousin, importado da Franga, que havia sido submetido ao

5 - Laboratdrio Sanitarico "Dr. MAario Fatala Chanben” da
Direccion de Enfermedades Trapsmisibles da Secretaria de
Estado de Salud Publica , Buenos aires, Argentina. 10p.
Mimeografado.,

& - Ganaseg - Sguibb

7 - Talcin - Ciba-~Geigy Quimica 8/A
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praocesso de premunigio em Dezembro de 1990 e que apresentava parasitemia
por A. marginale e Babesia spp. A inoculagdo foi feita pela via
subcutfinea, com 3ml de sangue, correspondendc a uma dose de 8,4x106,
1,5x106 e 6,7x106 eritrocitos parasitados/animal, para B. bigemina, B.
bovis e A. marginale, respectivamente. Os animais dos grupos 1, 2 e 4
foram desafiados para A. marginale com 73 dias de inoculagfio e os dos
grupos 3 e 5, com 56 dias apés inoculagio.

Ap6s o desafio foram adotados os mesmos procedimentos
laboratoriais, clinicos e terapéuticos empregados quando da primeira

inoculagio.

3.8 - Andlise estatistica

Foram calculadas as médias e desvios padrd3o para as diversas
varidveis em estudo. A comparagdo entre médias de tfitulos de anticorpos
foi efetivada utilizando-se os resultados da andlise de varidncia, através
do teste "t" de Student. Foram utilizados os logaritimos das médias para a

realizagdo do teste.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Parasitemia e tratamentos realizados

Os resultados de parasitemia para A. marginale e tratamentos
com cloridrato de tetracicliina encontram-se nas tabelas I a VI, para o0s
diversos grupos.

0 periodo prepatente minimo foi de 17 dias e o maximo de 36
dias e a variagdo média foi de 19,9 a 26 dias.

0 inicio do tratamento foi em média de 0,9 a 3,2 dias apés o
aparecimento da parasitemia, tendo uma duragdo média de 1 e méaxima de 6
dias, sendo a média de 3,2 dias para o grupo 4 ¢ de 4 ou mais dias para os

demais grupos.

A parasitemia média no inicio do tratamento foi superior a
2,0% para os grupos 1, 2, 3 e 5 e inferior a este valor para o grupo 4

(1,7%).
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A parasitemia méxima foi de 7,6% (animal 953, arupo 3),
detectada um dia apds o inicio do tratamento. Em média, esta parasitemia
variou de 2,2 a 3,7% nos 5 grupos.

Un dia apés o final do tratamento, todos os grupos
apresentaram uma parasitemia médta inferior a 1,0%.

Somente um animal (978, grupo 1) apresentou recrudescéncia de
anaplasmose 48 DAI, atingindo parasitemia de 2,6%, ndo necessitando,
entretanto, de novo tratamento.

Apbs o desafio, 30 animais apresentaram A. marginale detectado
nos esfregagos sanguineos, mas somente 16 deles apresentaram parasitemias
superiores a 2% e necessitaram de tratamento. A média das parasitemias
méximas destes animais foi de 2,9% e a durag8o média dos tratamentos foi
de 2 dias. Dos 16 animais, 4 eram do grupo 1, 2 do grupo 2, 3 do grupc 3,
3 do grupo 4 e 4 do grupo 5.

As parasitemias médias de cada grupo, antes e ap6s o desafio

estdc representadas nos graficos 1 a 5.

4.2 - Yolume globular

Os valores médios do volume giobular para os 5 grupos estdo
apresentados na TAB. VII.

Antes da inoculagfo estes valores foram 38,4, 37,4, 39,3, 44,6
e 40,1% para os grupos 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente.

Apés a inoculag#io houve um decréscimo nestes valores, sendo
que o percentual médio de reducgdio em relagdio ao valor inicial variou de

i0,2 a 19,3. 0s valores minimos ocorreram entre 28 e 42 DAI.
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Antes do desafio, os valores médios do volume globular estavam
menores do que os valores iniciais e o percentual médio de redugdo do
volume globular ap6és o desafio, em relag8o aos valores anteriores variou
de 16,6 a 33,0, com os valores minimos ocorrendo de 41 a 55 dias apds ©
desafio.

0 volume globular médio, para cada grupo esta representado nos

graficos 6 a 10.

4.3 - Temperatura retal

As temperaturas retais médias antes da inocula¢do, no periodo
da manhd foram 38,7, 38,7, 38,4, 38,4 e 38,5°C e no perfodo da tarde 39,4,
38,6, 38,8, 38,7 e 38,700 para os grupos 1 a 5, respectivamente.

Temperaturas retais médias acima de 39,5°C foram registradas,
apds a inoculagdo e ap6s o desafio, principalmente no periodo da tarde, na
fase de parasitemia de A. marginaile, em todos os grupos.

As médias das temperaturas retais midximas observadas durante
as fases de parasitemia do A. marginale foram de 40,1 e 40,1, 40,0 e 39,9,
40,0 & 40,0, 39,6 e 39,8, 39,8 e 39,7 para os grupos 1 a 5, apos
inoculagio e apds desafio, respectivamente.

As temperaturas retais médias, no periodo da manhd e & tarde,

para cada grupo, estdo representadas nos graficos 11 a 15,

4.4 - Sorologia para A. marginale
Todos os animais estavam negativos & RIFI, para A. marginale

antes da inoculaglio e sete DAI. No 142 DAI um animal do grupo 3 e dois
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animais do grupo 5 apresentaram sorologia positiva (titulo 1:40). Os
valores dos titulos foram crescentes, com média de titulos méximos
ocorrendo 49 DAI, a partir do quai houve um decréscimo gradativo até a
época do desafio. Os grupos 3 e 5 apresentaram titulos médios
estatisticamente diferentes (P<0,05) dos demais, no 352 e 422 DAI (TAB.
VIII).

Os titulos médios por ocasifio do desafio eram de 1:1728 para o
grupo 3 e 1:1188 para o grupo 5, desafiados 66 DAI, e de 1:493, 1:576 e
1:480, respectivamente, para os grupos 1, 2 e 4 inoculados aos 73 DAI.
Quatro dias apds o desafio, a média de titulos estava com valores abaixo
daqueles observados por ocasido do desafio. 0s valores entdo foram
crescentes até o 482 DAD. Houve diferenga estatigticamente significativa
(P<0,05) entre o titulo médio do grupo 3 @ o dos grupos 1, 2 & 4, 11 DAD
(TAB. IX).

0 titulo méximo obtido, em todos os grupos, foi de 1:5120
(antes e apfs o desafio).

0 perfil soroldgico dos diversos grupos esta representado nos

graficos 1 a 5.
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TABELA I - Periodo prepatente, parasitemia e tratamsnto de animais do grupc 1, da raca
Limousin submetidoe a0 processo de premuniclio para A. marginale, om Capitdlio

(MG), 1991,
PARASITEMIA({(X)
Nomero do  Perfodo Infcioc do Inicio do Final do Apds Duracso do
Animal Frepatents Tratamento Tratamento Mixima Tratamento Tratamento Tratamento
{Diasa) (DAI) (Dias)
S
(3
@
955 21,0 24,0 1.4 2,8 1,5 * 5,0 [
W L
> 5
5 3
965 17,0 22.0 1,5 2.5 1.1 0,1 5,0 < a4
0,
O,
&
966 21,0 25,0 1,4 1,9 1.5 0.8 4,0
289 18,0 23,0 1.3 1,6 0,8 0,2 4,0
978 21,0 21,0 0,1 0,1 0,1 0,1t 3,0
882 17,0 21,0 5,0 5,0 3,6 0,3 5,0
985 20,0 23,0 1,4 1,7 1,0 0,8 4,0
988 27,0 28,0 2,8 3,5 1,4 0,3 5,0
988 17,0 21,0 7,0 7,0 1,9 c,3 5,0
MEDIA 19,9 23,1 2,4 2,9 1,4 0,3 4.4

* Dado niic registrado
DAI ~ Dias apds inoculacho




TABELA II - Periodo prspatents, parasitemia e tratamento de animais do grupo 2, da raca
Limousin submetidos a0 processo de premuniclio para A. marginale, o
Capitdiio (MG), 1991,

PARASITENIAC((X)

Nimero do Periodo Inicio do Inficio do Final do Apas Duracso do
Animal Prepatente Tratamento Tratamento Méxima Tratamento Tratamento Tratamento
{Dias) {DAI) {Cias)
957 21,0 25,0 3,7 3,7 1,1 * 4,0
962 30,0 30,0 2,7 2,7 1,4 0,2 3,0
970 20,0 22,0 1,5 2,8 1,3 * 5.0
~
876 21,0 28,0 1,9 2,8 0,7 0,7 4,0
977 25)0 - - °|1 - - -
MEDIA 23,4 25,8 2,5 2.91 1,1 0,5 4,0

. * Dados niic registrados
1 Calculo feito somente com o8 animais tratados
DAI- Dias apds inoculaclo
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TABELA III - Periodo prepatente, parasitemia e tratamento de animais do grupo 3, da raga
Limousin submetidos a0 processt de premunicko para A. msarginale, em
Capitslio (MG}, 1991.

PARASITENMNIAI{(X)

Namero do Perfodo Inicio do Inicio do Final do Apis Duracio do

Animal FPrepatente Tratamentco Tratamsento Mixima Tratamento Tratamentc Tratamento
(Dias) (DAL) (Dias)
950 30,0 32,0 5,8 5,6 2,5 1.0 4,0
953 27,0 28,0 3,0 7,6 2,9 0,7 68,6
956 36,0 36,0 2,9 3,2 1,0 * 5,0
958 29,0 30,0 1,8 3,2 1.8 0,1 8,0
964 24,0 25,0 2,4 2,4 2,0 1,7 5,0
967 21,0 21,0 1,8 2,4 1,1 0,6 4,0
971 23,0 24,0 2.1 6,1 1:1 1,0 8,0
972 25,0 28,0 1,9 1,9 0,8 0.1 4,0
980 23,0 23,0 2,7 2,7 2,2 Q,1 4,0
984 22,0 22,0 1,8 1,8 0,7 0.1 3,0
MEDIA 28,0 28,9 2,8 3,7 1,8 0,8 4,7

* Dado nlo registrado
DAI - Dias apds inoculacho
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TABELA IV - Periodo prepatente, parasitemia e tratamento de animais do grupo 4, da raca
Limousin submetidos a0 processo de premuniclio para A, sarginale, em
Capitélio (MG), 1891,

PARASITEMIAI(X)

NGmero do Periodo Inicio do Infcio do Final do Apés Duracao do

Animal Prepatente Tratamento Tratamento Maxima Tratamento Tratamento Tratamento
(Dias) {DAI) {Dias)
951 21,0 24,0 1,9 2,3 1,5 1,0 5,0
952 21,0 25,0 1.7 1,7 0,8 0,9 3,0
954 27,0 27,0 1,8 2,8 2,8 0,8 2,0
961 17,0 21,0 3,0 4,0 4,0 1.1 5,0
973 21,0 26,0 0.1 0,1 0,1 0,1 1,0
MEDIA 21,4 24,8 1,7 2,2 1,8 0,8 3,2

DAL - Dias apés inoculacio




TABELA V -~ Perfodo prepatente, parasitemia e tratamento de animais do grupo 5, da raca
Limousin submetidos ao processo de premuniclio parsa A. marginale, em Capitdlto

(Ma), 1991,
PARASITEMIAI{X)
Namero do Periodo Inicio do Inicio do Final do Apde Duracfo do
Animal Prepatents Tratamento Tratamento Maxima Tratamento Tratamento Tratamento
(Dias) (DAI) {Dias)
958 25,0 28,0 3,1 4,8 1,2 1,4 5,0
960’ 6,0 6.0 1,7 1.7 0.9 0,8 3,0
963 24,0 25,0 3,3 3,3 0.9 0,1 5,0
968 az,o 35,0 3,7 3,7 1,5 * 8,0
974 18,0 21,0 1,8 5,9 2,6 0,1 5,0
975 24,0 24,0 2,2 4,7 1,5 0,1 6,0
97s 24,0 25,0 3,0 3,0 1,9 0,1 4,0
981 25,0 29.0 1,3 1,5 0,7 0,1 3,0
983 18,0 24,0 1,5 2,4 1.7 0,1 5,0
987 30,0 34,0 2,4 3,8 1,2 0,1 5.0
MEDIA 24,4 27,2 2,5 3,8 t,5 0,3 4,9

* Dado nio registrado
1 Animal nllo utitizado para ciélculo
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TABELA VI - Per{odo prepatsnte, parasitemia e tratamento de 5 grupos de animais, da raca
Limousin submetidos ao processo de premuniglio para A. =arginale, om
Capitdlio (MG), 1991.

PARASITEMIA(X)

Grupo Periodo Inicio do Infcio do Final do Apos Duracio do
Prepatents Tratamentc Tratamento Mixima Tratamento Tratamento Tratamento
{Dias) {DAI) (Dias)
1 19,9 23,1 2,4 2,9 1,4 0,3 4,4
2 23,4 25,8 2,5 2,9 1,1 0,5 4,0
3 26,0 26,8 2,8 3,7 1,6 0,6 4,7
-
4 21,4 24,6 1.7 2,2 1.8 0,8 3,2
5 24,4 27,2 2,5 3,8 1,5 0,3 4,9

DAI - Dias apds inoculaclo
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TABELA VII - Valores médics de volums globular & percentual médic de reduclo, de 5 grupos de animais
da raca Limousin, submetidos ao processo de premunigldo para A. marginale, em Capitslio

- (MG), 199%.
Apdés inoculaclio Apés desafio
Grupo Numero de Antes da Antes do
Animais Inoculaglo Minimo/DAI Percentual Médio Desafio Minimo/DAD Percentual mddio
de Reducsoc de Reduclic
1 9 38,4 32,2/28 16,2 36,7 28,9/55 21,2
2 5 37,4 33,6/35 10,2 37,0 24,8/48 33,0
3 10 39,3 31,7732 19,3 38,1 29,8/55 21,8
- 4 5 44,56 38,6/42 13,5 40,4 31,6/48 21,8
5 10 40,1 35,0/32 12,8 37,9 31,6/41 16,6

DAI - Dias apds inoculacio
DAD - Dias apds desafic

N




TABELA VIII - Médias dos t'.ﬂ:.u'los;:"1 de anticorpos anti-A. marginale através da reacio de

imunof luorescéncia indireta de cinco grupos de animais da raca
Limousin,submetidos ao processc de premuniciio para 4. msarginale, em
Capitélio (MG), 1991.

Dias Apds Inoculaclo
Grupo HNamero de
Animais 7 14 21 28 35 42 49 58 63 70

1 9 0 0 40 155 622 1386% 2133 1920 853 493

2 5 0 0 32 128 608 1664® 3584 1920 980 578
3 10 0 ‘ 28 248 19848 2044% 3200 1728 - -
4 5 0 0 48 120 416 9e0® 2048 1780 448 48O
5 10 o] 8 1] 384 13985 2945B 2888 1188 - -

Letras giferentss indicam diferencgas estatisticamente significativas (P<0,05)
DAD ~ Dias apds desafio
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TABELA IX - Médias dos titu1os" de anticorpos anti-A. marginale atravées da
reagiico de imunofluorescéncia indireta de cinco grupos de animais da
raca Limousin, submetidog a0 processo de premuniglio para A.
marginale, em Capitélio (MG), 1991.

Dias Apds Desafio
Grupo Numero de

Animais 4 T 18 24 34 41 48
1 9 129 400P 1191 1817 1813 2097 2808
2 5 152 448t 1024 1408 1408 2048 2560
3 10 240 10408 1792 2304 2208 2208 3584
4 5 152 3520 1024 947 1664 1856 2688
5 10 218 644"8 1872 2320 2368 1472 2560

Letras difersntes indicam diferencas sstatisticamente significativas (P<0,05)
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GRAFICO 1 - Perfil soroldgico e parasitemia média de 4.

marginale de animais . do grupo 1, da raga Limousin, submetidos
a0 processo de premunigdo, em Capitoalic (MG}, 1991.
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GRAFICO 2 - Perfil soroldgico e parasitemia meédia de A.

marginale de animais do grupo 2, da raca Limousin, submetidos
ao processo de premunicido, em Capitdlio (MG), 1991.
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GRAFICO 4 - Perfil soroldgico e parasitemia média de A.

marginale de animais do grupo 4, da raga Limousin, submetidos
a0 processo de premunicdo, em Capitdlio (MG), 1991.
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GRAFICO % =~ Perfil soroldgico e parasitemia media de A,

marginale de animais do grupo 5, da raga Limousin, submetidos
a0 processo de premunigdo, em Capitdélio (MG), 1991.
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GRAFICO & - Volume globular e parasitemia média de g,

marginale de animais do grupo 1, da raga Limousin, subme-
tidos ao processoc de premunicdo, em Capitédlio (MG), 1991.
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GRAFICO 7 - Volume globular e parasitemia média de 4. marginale
de animais do grupo 2, da raga Limousin, submetidos ao processo
de premuni¢&o, em Capitdlic (MG), 1991.
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GRAFICO B - Volume globular e parasitemia média de A. marginale

de animais do grupo 3, da raga Limousin, submetidos aoc processo
de premunicido, em Capitolioc (MG), 1991.
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GRAFICO 9 — Volume globular e parasitemia média de g, marginale

de animais do grupc 4, da raga Limousin, submetidos ao processo
de premuniggo, em Capitélic (MG), 1991.
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GRAFICO 10 -~ Volume globular e parasitemia média de 4.

marginale de animais do grupo 5, da raga Limousin, submetidos
ao processo de premunigdo, em Capitslio (MG), 1991,
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GRAFICO 11 ~ Temperaturas retais médias, nos periodos da manhd
e da tarde de animais do grupo 1, da raga Limousin, submetidos
a0 processo de premunicido, em Capitolio (MG), 1991.
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GRAFICO 12 - Temperaturas retais medias, nos periodos da manhd

e da tarde de animais do grupo 2, da raga Limousin, submetidos
a0 processo de premunic3o, em Capitdlio (MG), 1991.
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BRAFICO 13 - Temperaturas retais médias, nos periodos da manh¥

e da tarde de animais do grupo 3, da raga Limousin, submetidos
Ao processc de premunigdo, em Capitdlio (MG), 1991.
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GRAFICO 14 - Temperaturas retais médias, nos periodos da manhi

2 da tarde de animais do grupo 4, da raga Limousin, submetidos
ac processo de premunicio, em Capitolic (MG), 1991.
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GRAFICO 15 ~ Temperaturas retais médias, nos periodos da manhd

@ da tarde de animais do grupo S, da raga Limousin, submetidos
ao processo de premunic¥o, em Capitélioc (MG), 1991.
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5 — DISCUSSAO

21 urme

5.1 - Premunigdo

A utilizagdo de indculo padronizado, congelado, mostrou ser
uma opgdo vidvel e eficiente para ser empregada no processc de premunicdo.
Além de tornar o periodo prepatente mais uniforme, que favorece a
programagdc das atividades sesnvolvidas no processo, permite um controle
mais efetivo das doen¢as possiveis de serem transmitidas por sangue
contaminado, o que nem sempre é possivel quandc se emprega sangue fresco,
colhido de doadores, comoc nos métodos utilizados por vérios autores
(MACHADO, 1950, RANALI et al, 1957, KUTTLER, 1972, BRASIL,1982, BANGEL

Jr., 1987).

5.2 - Parasitemia e tratamentos

0 periodo de incuba¢do médio para A. marginale, de 19,9 a 26

dias foi semelhante aos encontrados por RANALI et al (1957), MURPHY et al

(1966), ZARAZA e KUTTLER (1971), KUTTLER (1972), TOROVIC et al (1975),
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TODOROVIC e TELLEZ (1975) e KUTTLER et al (1984), superior aos obtidos por
KUTTLER (1966), AJAYI et al (1978) e GONZALES et AL (1978) e inferior aos
obtidos por MACHADO (1950), KLAUS e JONES (1968), KUTTLER e JOHNSON (1977)
e KOHAYAGAWA (1985). Estas variagles podem ser atribuidas a dose
inoculada, pois como foi verificado por KUTTLER (1966) a quantidade de
in6culo afeta o periodo de incuba¢Zo, sem, no entanto, afetar o curso da
infecgdo.

KUTTLER e JOHNSON (1977) verificaram que a inoculagdo
simultanea de Babesia spp. e A, marginale aumentava o periodo de incubagdo
do A. marginale, esta observagdo ndo foi confirmada neste trabalho, no
qual os grupos que receberam inoculagdes simulténeas, apresentaram
periodos de incubag3c menores do gque aqueles que receberam indculos de
Babesia spp. e A. marginale com intervalo de 17 dias.Esta variagdo
provavelmente ¢ devido & amostra utilizada pelos referidos autores,
considerando que mesmo nas inoculagdes com apenas A. marginale, obtiveram
periodos de incubag#c maiores do que os encontrados no presente
trabalho.

A média de parasitemias méximas variando de 2,2 a 3,7% foi
superior aguela encontrada por ZARAZA e KUTTLER (1971) e inferior aquelas
observadas por MACHADO (1950), KUTTLER (1966), MURPHY et al (1966), KLAUS
e JONES (1968), KUTTLER (1972), CARSON et al (1977), AJAYI et al (1978),
GONZALES et al (1978), KUTTLER et al (1984) e KOHAYAGAWA (1985).
Provavavelmente, o tratamento instituido quando os niveis medios de
parasitemia oscilavam entre 1,7 e 2,5% n#o permitiram que a parasitemia

maixima atingisse os niveis observados por aqueles pesquisadores.
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A média de 3,2 a 4,8 tratamentos com doses de 10 a 15 mg/kg
p.v. de cloridrato de tetraciclina, necessdrios para se conseguir um
controle eficaz da infecgdo por A. marginale, estd em concordéncia com
CARSON et al (1977) e difere dos tratamentos utilizados por RANALI et al
(1957), KUTTLER e JOHNSON (1977) e KOHAYAGAWA (1985), gue com apenas uma
dose de tetraciclina, variando de 2,5 a 10 mg/kg p.v., conseguiram
controlar a infecgdo. Esta variagdio provavelmente estd 1igada A diferengas
nas amostras de A. marginale utilizadas como inbéculo e & parasitemia no
momento do tratamento.

Recrudescéncia de anaplasmose foi observada por KOHAYAGAWA
{1985}, com picos de parasitemia semelhantes aos obtidos apfs a inoculagdo
do 702 ao 952 e 1352 DAI e por GOFF et al (1985) 70, 71 e 169 DAI. Neste
trabalho somente um animal, que havia sido tratado anteriormente com uma
parasitemia de 0,1%, apresentou recrudescéncia 48- DAI, ndo sendo
necessdria a instituigdoc de novo tratamento. Este resulitado demonstra que
a intervengdo terapéutica foi feita no momento adeqguado.

A ocorréncia de parasitemia e a necessidade de tratamento, em
alguns animais, apds o desafio estd em concordéncia com os achados de
TODOROVIC e TELLEZ (1975) e KUTTLER et al (1984). Apesar desta ocorréncia,
notou-se uma média de parasitemia e do nuimero de tratamentos necesséarios
para controlar a infecg¢3o bem inferiores &queles valores aobtidos apds a
inoculagdoc. Estas recidivas podem estar relacionadas a diferengas das
amostras utilizadas como inb6culo e como desafio. Resultados semelhantes
foram observados por KUTTLER et al (1984) que encontraram diferengas em

resposta quando utilizaram amostras heterdlogas.
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5.3 - Volume globhular

0s valores médios de volume globular antes da inoculagdo foram
superiores aqueles verificados por MACHADO (1950), KUTTLER (1966), KUTTLER
(1972), KUTTLER e JOHNSON (1977) e KOHAYAGAWA (1985). Estas diferengas
devem estar relacionadas a fatores ligados a raga dos animais.

Os valores minimos do volume globular ocorreram 3 a 7 dias
apés o pico da parasitemia, semelhante ao encontrado por MACHADO (1950),
KUTTLER (1966), MURPHY (1966), KLAUS e JONES (1968), TODOROVIC et al
(1975) e AJAYI et al (1978). Somente o grupo 4 apresentou valores minimos
para o volume globular aproximadamente 15 dias apés o pico da parasitemia.

0 percentual de redugdo do‘ VG variando de 10,2 a 19,3,
mostrou-se inferior aos valores encontrados por MACHADG (1950), KUTTLER
(1966), KLAUS e JONES (1968), VELLINI et al (1969), ZARAZA e KUTTLER
(1971), KUTTLER (1972), TODOROVIC e TELLEZ (1975), KUTTLER e JOHNSON
(1977), GOFF et al (1985) e KOHAYAGAWA (1985). Este menor percentual de
redugdo estd, provavelmente relacionado a uma menor parasitemia atingida
por estes animais & época em que foram instituidos os tratamentos.

Ap6s desafio o percentual de redugdio do VG foi maior do que
apés a primeira inoculagdo. Resultados semelhantes a este foram obtidos
por TODOROVIC e TELLEZ (1975), KUTTLER et al (1984) e PAYNE et al (1990).
Esta maior redug3io apds o desafio deve estar relacionada a existéncia de
um processo auto-imune, como descrito por Ristic (1968) ou & amostra de A.
marginale utilizada no desafio, como observado por KUTTLER et al (1984),
que animais desafiados com amostras heterdlogas apresentaram uma maior

reducdo no VG do que agueles desafiados com amostras homéiogas.
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5.4 - Temperatura retal

Observando os graficos 11 a 15, nota-se uma diferenga na
temperatura retal mensurada no periodo da manhd e & tarde , em todos os
grupos. Diferengas como esta foram verificadas por TODOROVIC et al (1975)
e KOHAYAGAWA (1985) nas fTases de parasitemia por A. marginale.

Outros autores (MACHADO, 1950, KUTTLER, 1968, RANALI et al,
1957), citam elevagBes da temperatura, acima de 39,5°C, na fase ciinica da
anaplasmose, sem, entretantc, se referirem ao periodo do dia em gque eram
feitas as mensuragdes.

’ AJAYI et al (1978) relatam a influéncia do nivel nutricional
na elevacdo da temperatura retal em bovinos apés inoculagic com A,
marginale, sendo que animais que receberam baixos niveis nutricionais ndo
apresentaram elevagdes de temperatura durante a fase de parasitemia do A.
marginale. Neste trabalho, apesar dos animais receberem quantidades
Timitadas de rag¢do, todos os grupos apresentaram elevagdes de temperatura
na fase clinica da anaplasmose.

0s resultados deste trabalho demcnstram ser a temperatura
retal um dos parémetros a serem observados durante a premunigdo, e que o
nivel estabelecido (239,5°C), sozinho, ndc é um bom parémetro para se
estabelecer a institui¢do de tratamento pois, em todos 0S8 grupos
estudados, temperaturas acima deste nivel foram observadas, quase que
exclusivamente, no periodc da tarde. As elevagles de temperatura pela
manhd, apesar de apresentarem mencres valores, acompanharam aquelas

verificadas a tarde.
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5.5 - Sorologia para A. marginale

0 perfil soroldgico de todos os grupos foi semelhante, com um
titulo maximo ocorrendo entre 20 a 30 dias apés o pico da parasitemia, um
declinio a partir da sétima semana apés inoculagdc e novo crescimento apés
desafio.Estes resultados, em relagdc ao perfil sorolégico, sdo semelhantes
aos obtidos por MONTENEGRO-JAMES et al (1985), mas os titulos obtidos por
eles apbés desafio foram bem mais elevados do que agueles observados neste
trabaiho.

Os animais dos grupos 3 e 5, que receberam a inoculagdo de A.
marginale somente 17 dias apés a inoculagdo de Babesia spp., responderam
mais precocemente A sorologia do que aqueles gue receberam inoculagdes
simuiltédneas. A inoculag3o simuiténea de Babesia spp. e A. marginale,
parece ter retardado o aparecimento de anticorpos contra A. marginale
detectdveis a RIFI. Estes resultados merecem maicores investigagles.

Rea¢Bes positivas foram observadas 14 DAI em 3 animais e
somente 28 DAI todos os animais apresentaram-se positivos, sendo estas
observagtes semelhantes Aaquelas verificadas por KROON et al (1980).
Entretanto, estes autores observaram titulos de anticorpos 2z 1:5120 aos 14
DAI em 2 animais, em sua primeira sorologia positiva. Provavelmente esta
diferen¢a se deve ao fato de que estes animais foram inoculados com grande
quantidade de sangue infectadoc, apresentando pericdo prepatente de apenas
1 dia. Os resultados diferem também daqueles encontrados por WILSON et al
(1978) que encontraram titulos positivos em bovinos inoculados com A,

marginale a partir de 7 DAI.
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0s titulos maximos ocorreram em média 42 a 49 DAI, sendo
semethante ao observado por KROON et al (1990) e diferinde do observado
por GONZALES et al (1978), WILSON et al (1978) e MONTENEGRO-JAMES (1985)
que observaram valores méximos 22, 29 e 35 DAI.

Ndo foi observada relag¢do entre titulo de anticorpos e
protec3c contra A. marginale ao desafio. Esta observac#o estd em
concordancia com o descrito por MURPHY et al (1966) , KLAUS e JONES (1968)
€ MONTENEGRO-JAMES (1985).

Vdrios autores (MURPHY et al 1966, KUTTLER, 1966, KLAUS e
JONES, 1968, TODOROVIC et al, 1975, KUTTLER et al, 1984) utilizaram a RFC
para descrever o perfil sorolégico de animais inoculados com A. marginale.
Os resultados obtidos por eles, 3s vezes diferem muito dos obtidos neste
trabalho, nfo s6 por diferengas inerentes & técnica, mas também por
trabalharem com classes de imunoglobulinas separadamente (IgM e IgG).

A RIFI tem sido amplamente utitizada em trabalhos de
epidemiologia da anaplasmose e a sua comparagdo com outros métodos
sorolégicos de diagnéstico (WILSON et al 1978, GONZALES et al 1978, GOFF
et al 1990, SHKAP et al, 1990) tem demonstrado ser esta técnica
compardvel em sensibilidade e acuidade com as demais , podendo, portanto,

ser aplicada sem problemas em estudos de resposta sorolégica.
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6 — CONCLUSOES

1 - Sangue infectado com A. marginale e conservado em nitrogénio 1fquido é
uma opg¢do vidvel e eficiente para obtengdo de 1in6culo padronizado

destinado & premunic¢ao.

2 - O inéculo para A. marginale foi eficiente para induzir infecgdo e ©
método utilizado para premunicdo mostrou-se eficiente para induzir
proteg3o em todos os animais inoculados.

3 - 0 tratamento da anaplasmose em animais submetidos & premunigdc deve
ser feito quando s¥o observadas alteragles clinicas em presenga de
parasitemia patente {1 a 3%).

4 - A durag3o do tratamento depende da remisssdo dos sinais clinicos.

5 - A parasitemia maxima ocorre durante o tratamento da anaplasmose.
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6 - As reinfece¢les com A. marginale s#o frequentas apds desafio de animais
primoinfectados, mas os niveis de parasitemia sdo mais baixos & o ntmero

de tratamentos menor.

7 - Elevagtes da temperatura retal ocorrem durante a fase clinica da

anaplasmose com valores mais elevados no periodo da tarde.

8 - 0 volume giobular atinge niveis médios mais reduzidos trés a sete dias
apds o pico de parasitemia por A. marginale e apresenta maior percentual

de reducdo apds o desafio.

9 - 0s niveis mais elevados de anticorpos anti-A. marginale s3o observados

20 a 30 dias ap6s o pico da parasitemia.
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