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RESUMO 

Diferenças na virulência entre isolados de Anaplasma marginale em bezerros com infecção vertical tem 

sido observadas. Dessa forma, objetivou-se identificar a infecção vertical de A. marginale em bezerros 

neonatos, caracterizar molecularmente as amostras e testar a virulência de um dos isolados. Coletou-se 

sangue de 30 bezerros HPB, recém-nascidos, para identificação de A. marginale pela técnica de PCR. Os 

animais positivos tiveram as amostras sequenciadas e caracterizadas. Oito bezerros livres de infecção por 

hemoparasitos foram inoculados com um dos isolados (UFMG3) e avaliou-se riquetsemia, volume 

globular (VG) e parâmetros clínicos. Entre os 30 bezerros acompanhados, três (10%) apresentaram-se 

positivos para A. marginale, com três diferentes sequências de nucleotídeos de alta similaridade (97-99%) 

com cepas depositadas no Genbank. A UFMG3 foi altamente semelhante ao isolado I19 de veado-

catingueiro (Mazama gouazoubira). Os períodos de incubação, patência e convalescença da amostra 

foram de 20, nove e 31 dias, respectivamente. A riquetsemia atingiu valores máximos de 3,78 e 5,1%. O 

menor VG foi 13,5% um dia após o pico da riquetsemia. Hipertermia, taquicardia, taquipnéia e redução 

dos movimentos ruminais foram observados juntos ao pico da anemia assim como as demais alterações 

clínicas foram mais evidentes ao redor desse período. Concluiu-se, portanto, que a transmissão vertical de 

A. marginale ocorre com relativa frequência e diferentes isolados são capazes de serem transmitidos 

verticalmente em bovinos, além disso, que a UFMG3 possui baixa virulência, podendo ser utilizada como 

vacina viva. 

Palavras-Chave: Anaplasmose; vacina; riquétsia; anemia. 
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ABSTRACT 

Difference in virulence among isolates of Anaplasma marginale in calves with vertical infection has been 

observed. Thus, this study aimed to identify the vertical infection of A. marginale in newborn calves, 

molecularly characterize the samples and testing the virulence of one of the isolates. Blood samples were 

colected of 30 newborn Holstein calves to identification of A. marginale by PCR. The positive animals 

had samples sequenced and characterized. Eight calves free of hemoparasitic infection were inoculated 

with one of the isolates (UFMG3) and rickettsemia, packed cell volume (PCV) and clinical parameters 

were evaluated. Among the 30 calves accompained, three (10%) were positive for A. marginale, with 

three different nucleotide sequences of high similarity (97-99%) with strains deposited in Genbank. 

UFMG3 was highly similar to the isolate I19-brown brocket deer (Mazama gouazoubira). Incubation, 

patent and convalescent periods were 20, nine and 31 days, respectively. The rickettsemia reached 

maximum values of 3.78 and 5.1%. The lowest value of PCV was 13.5% one day after the rickettsemia 

peak. Hyperpyrexia, tachycardia, tachypnea and reduced ruminal movements were seen together at the 

anemia peak as well as other clinical abnormalies were evident around this period. It is concluded, 

therefore, that vertical transmission of A. marginale occurs frequently and different isolates are capeble 

of being vertically transmited in cattle, in addition, UFMG3 has low virulence, could be used as a live 

vaccine. 

Keywords: Anaplasmosis; vaccine; rickettsia; anemia. 
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1. INTRODUÇÃO 

A anaplasmose bovina constitui um dos 

principais entraves para a produção de bovinos 

em vários países (Barros et al., 2005; Kocan et 

al., 2010; Aubry e Geale, 2011). A doença é 

causada pela riquétsia Anaplasma marginale 

(Theiler, 1910) e se caracteriza pelo 

desenvolvimento de anemia, icterícia, febre, 

desidratação, perda de peso, aborto e mortes 

(Souza et al., 2001; Kocan et al., 2003; Marana 

et al., 2009). Na América Latina as perdas 

econômicas anuais causadas pela doença são 

estimadas entre US$ 800 e 875 milhões (Kocan 

et al., 2003). No Brasil, é uma das principais 

causas de mortalidade de bezerros (Ribeiro et 

al., 1983) e os prejuízos determinados por A. 

marginale, juntamente à Babesia bovis e B. 

bigemina, são da ordem de US$ 500 milhões 

ano
-1

 (Grisi et al., 2002).  

Na América do Sul, A. marginale é transmitido 

biologicamente pelo carrapato Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus, mecanicamente por 

moscas hematófagas (Guglielmone, 1995) e 

fômites contaminados (Kocan et al., 2003) e a 

transmissão vertical também tem sido descrita 

(Passos e Lima, 1984; Ribeiro et al., 1995; 

Benesi et al., 1999; Gonçalves et al., 2005). No 

Brasil, em geral, as condições climáticas são 

favoráveis para o desenvolvimento dos ciclos 

biológicos destes vetores durante todo o ano, 

favorecendo a sua transmissão, e 

consequentemente, estabelecendo uma área 

endêmica para anaplasmose. Nestas regiões os 

bezerros são expostos ao agente nos primeiros 

meses de vida, quando ainda estão sobre 

proteção da imunidade passiva e de outros 

fatores responsáveis pela resistência natural 

contra a riquétsia (Vidotto e Marana, 2001). 

Esta situação cria uma condição epidemiológica 

denominada de estabilidade enzoótica, sendo 

raras as ocorrências de surtos e de mortalidade 

de animais adultos (Gugliomone et al., 1995; 

Souza et al., 2000), e é observada na maioria 

das regiões do país, as quais apresentam alta 

prevalência de animais sorologicamente 

positivos (Ribeiro et al., 1981; Souza et al., 

2001; Andrade et al., 2001; Barros et al., 2005; 

Brito et al., 2010). Os animais geralmente 

apresentam alta morbidade com infecções 

subclínicas, baixa riquetsemia e redução do 

volume globular, sendo comumente observados 

bezerros anêmicos e sujeitos a infecções 

intercorrentes (Guglielmone, 1995).  

Porém, em algumas regiões do país não há 

transmissão do A. marginale durante todo o ano, 

quer por motivos climáticos, que desfavorecem 

o desenvolvimento do vetor, ou por utilizar 

sistema de criação nos quais os bezerros tem 

pouco ou nenhum contato com os carrapatos e 

moscas hematófagas. Esta situação estabelece a 

condição epidemiológica denominada de 

instabilidade enzoótica, caracterizada pela 

ocorrência de surtos e de casos clínicos de 

anaplasmose em animais adultos, com alta 

mortalidade (Guglielmone, 1995). Este fato tem 

sido observado em diversas regiões, como no 

Sertão de Sergipe (Oliveira et al., 1992), e no 

Centro-Sul do Paraná (Marana et al., 2009).  

As medidas de controle da anaplasmose bovina 

em áreas endêmicas não visam impedir a 

infecção e, sim, reduzir a ocorrência de casos 

clínicos e a mortalidade de animais decorrentes 

da intensa riquetsemia e anemia provocada pelo 

A. marginale (Ribeiro e Lima, 1996). Dentre as 

medidas existentes para o controle da doença, a 

vacinação, utilizando vacinas vivas de amostras 

atenuadas, é considerada a alternativa mais 

efetiva e econômica (Kocan et al., 2003 e 2010; 

Aubry e Geale, 2011). A utilização de amostras 

de A. centrale em protocolos vacinais, embora 

utilizado com sucesso em vários países, tem 

trazido resultados insatisfatórios em várias 

ocasiões, levando ao descrédito pelos criadores. 

Amostras de A. marginale de baixa virulência 

tem sido isoladas (Ribeiro et al., 1997) e os 

resultados na imunização de bezerros são 

interessantes (Bastos et al., 2010). 

Relatos de infecções persistentes por A. 

marginale em bezerros com infecção vertical 

tem sido descrito na literatura (Swift e Paumer, 

1976; Zaugg e Kuttler, 1984; Zaugg, 1985; 

Potgieter e Van Rensburg, 1987; Salabarria e 

Pino, 1988, Ribeiro et al., 1995; Grau, 2006), 

sugerindo a baixa virulência dessas amostras. 

No entanto, casos clínicos da doença em 

bezerros neonatos também tem sido relatado 

(Bird, 1973; Paine e Miller, 1977; Norton et al., 

1983; Passos e Lima, 1984; Benesi et al., 1999; 

Gonçalves et al., 2005; Pypers et al., 2011), 

demonstrando diferenças de virulência entre os 
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isolados (Zaugg e Kuttler, 1884, Zaugg, 1985; 

Potgieter e Van Rensburg, 1987). No Brasil não 

há notificação de isolados de A. marginale 

procedente de infecção vertical e nem a 

caracterização molecular destas amostras. 

Objetivou-se, portanto, verificar a ocorrência de 

anaplasmose congênita em neonatos bovinos, 

realizar a caracterização molecular dessas 

amostras e testar a sua virulência em bezerros 

hígidos.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Aspectos gerais da anaplasmose 

bovina 

A anaplasmose pertence ao complexo Tristeza 

Parasitária Bovina (TPB) (Sacco et al., 2001). É 

uma doença hemolítica causada pela riquétsia 

Anaplasma marginale (Theiler, 1910), 

reconhecida em exames de esfregaços 

sanguíneos como corpúsculos de inclusão 

localizados na periferia das hemácias. Em outra 

espécie de Anaplasma, denominada de A. 

centrale, os corpúsculos são observados no 

centro dessas células e esta espécie é relatada 

como menos virulenta (Kocan et al., 2003). As 

hemácias são consideradas os únicos locais de 

infecção de A. marginale em bovinos (Kocan et 

al., 2010), embora tem-se observado que as 

células endoteliais são prováveis locais de 

multiplicação desta riquétsia in vitro 

(Munderloh et al., 2004) ou in vivo (Carreño et 

al., 2007; Wamsley et al., 2011). 

 
Figura 1. Esquema do ciclo de desenvolvimento de A. marginale em bovinos e carrapatos. (Adaptado de 

Kocan et al., 2003) 
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As hemácias infectadas são ingeridas durante a 

alimentação do carrapato, sendo a fonte de 

infecção para as células intestinais do vetor 

(Figura 1). Após o desenvolvimento do A. 

marginale nas células do intestino do carrapato, 

vários tecidos se tornam infectados, inclusive as 

glândulas salivares, de onde a riquétsia é 

transmitida para os hospedeiros durante a 

alimentação do artrópode. Anaplasma 

marginale se desenvolve, em cada sítio de 

infecção dos carrapatos, em vacúolos ligados à 

membrana. A primeira forma é a reticulada 

(vegetativa), que se divide por fissão binária, 

formando grandes colônias que podem conter 

centenas de organismos. Em seguida, há 

mudança para a forma densa, que é a forma 

infectante, e pode sobreviver fora das células do 

hospedeiro (Kocan et al., 2003). 

O desenvolvimento de sinais clínicos da doença 

é mais comumente descrito em bovinos, mas 

outros ruminantes podem se tornar 

persistentemente infectados (Kocan et al., 2003; 

Brown, 2012). Os bovinos que sobrevivem à 

infecção aguda desenvolvem infecções 

persistentes caracterizadas por riquetsemias 

baixas e cíclicas a cada 10-14 dias (Kocan et al., 

2003) ou até cinco semanas (Kieser et al., 

1990). Estes animais servem como reservatórios 

do agente, sendo fonte de sangue infectado para 

transmissão mecânica e biológica (Andrade et 

al., 2001; Kocan et al., 2003; Ribeiro et al., 

2003; Brito et al., 2010).  

A transmissão de A. marginale pode ser 

efetuada, principalmente, da forma mecânica 

através de moscas hematófagas ou fômites 

contaminados (agulhas, brincos, argolas nasais, 

instrumentos de tatuagem, descorna e castração) 

e biologicamente por carrapatos (Kessler, 2001; 

Kocan et al., 2003; Aubry e Geale, 2011). A 

transmissão mecânica por artrópodes tem sido 

relatada por Tabanus, Stomoxys e mosquitos 

(Kessler, 2001), constituindo a principal via de 

disseminação de A. marginale em áreas da 

América Central e do Sul e da África. O 

carrapato presente nestas áreas é o 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, que por 

ser um hospedeiro monoxênico e a transmissão 

transovariana parecer ser esporádica (Ribeiro et 

al., 1996; Kessler, 2001), tem sua importância 

atribuída principalmente à transmissão 

intraestadial através dos machos (Guglielmone, 

1995; Kocan et al., 2003) devido à mobilidade 

destes, aliado ao hábito gregário dos bovinos, 

facilitando a passagem de um animal para outro 

(Kessler, 2001). 

O período de incubação (PI) da anaplasmose 

bovina é de sete a 60 dias (média de 28 dias), 

dependendo do número de organismos presentes 

na dose infectante (Kocan et al., 2003) e da 

virulência do isolado (Andrade et al., 2001). 

Durante o período patente (PP) a riquetsemia 

aumenta geometricamente (Rodríguez et al., 

2000), sendo comum observar animais com 15 a 

75% de riquetsemia (Kocan et al., 2003; 

Meléndez, 2005). 

A anaplasmose bovina é uma doença que possui 

ampla distribuição geográfica, particularmente 

em regiões tropicais e subtropicais, sendo 

considerada endêmica em vários países da 

América Central e do Sul, além do Caribe, com 

exceção nas áreas de deserto e elevadas 

altitudes (Guglielmone, 1995; Kocan et al., 

2003). A soroprevalência em países das 

Américas é variável, contribuindo para a 

formação de áreas enzoóticas estáveis e 

instáveis (Kocan et al., 2003). No Brasil (Tabela 

1), Ribeiro e Reis (1981) verificaram a 

prevalência em quatro regiões de Minas Gerais, 

sendo de 86,5% no Alto Paranaíba, 83,7% na 

Zona Metalúrgica, 91,6% no Sul de Minas e 

86,4% no Triângulo Mineiro. No Sertão de 

Sergipe, Oliveira et al. (1992) relataram 12,3% 

dos animais positivos no esfregaço sanguíneo 

para A. marginale. No Estado do Rio de Janeiro, 

Souza et al. (2000) observaram a prevalência de 

91,16% no Norte Fluminense e Souza et al. 

(2001) relataram que 98,21% dos bovinos 

apresentavam anticorpos contra A. marginale no 

Médio Paraíba. Na Bahia, em municípios da 

região semiárida, Barros et al. (2005) 

verificaram que 94,8-97% dos animais eram 

sorologicamente positivos. Já no Paraná, 

Andrade et al. (2001) observaram que 92,94% 

dos animais eram soropositivos na região de 

Londrina, enquanto Yoshihara et al. (2003) e 

Marana et al. (2009) relataram 76,1% e 58,74% 

dos animais reagentes à A. marginale no 

Noroeste e Centro-Sul do estado, 

respectivamente. No Sudoeste da Amazônia, 

Brito et al. (2010) observaram uma frequência 

de infecção de 98,6% nos animais de Rondônia 

e 92,87% do Acre. 
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Tabela 1. Prevalência de animais positivos para Anaplasma marginale por diferentes testes e em diversas 

regiões do Brasil 
ESTADO REGIÃO PREVALÊNCIA TESTE REFERÊNCIA 

Minas Gerais 

Alto Paranaíba 

Zona Metalúrgica 

Sul de Minas 

Triângulo Mineiro 

86,5% 

83,7% 

91,6% 

86,4% 

CAT Ribeiro e Reis, 1981 

Sergipe Árida a subúmida 
16,3% 

12,3% 

CAT 

Esfregaço 
Oliveira et al., 1992 

Rio de Janeiro 
Norte Fluminense 

Médio Paraíba 

91,16% 

98,21% 
ELISA indireto 

Souza et al., 2000 

Souza et al., 2001 

Paraná 

Londrina 

Noroeste 

Centro-Sul 

92,94% 

76,1% 

58,54% 

ELISA 

competitivo 

Andrade et al., 2001 

Yoshihara et al., 2003 

Marana et al., 2009 

Bahia Semiárida 94,8-97% ELISA indireto Barros et al., 2005 

Rondônia 
Amazônia 

98,6% 
PCR Brito et al., 2010 

Acre 92,87% 

 
Em regiões onde o inverno é mais rigoroso, ou o 

verão atinge temperaturas elevadas, há redução 

significativa da população de vetores (moscas e 

mosquitos hematófagos e carrapatos). Com isso, 

os animais nascidos no período da seca são 

desafiados com baixa população de vetores e 

aproximadamente 70% deles adquirem a 

infecção por A. marginale somente nos meses 

de outubro ou novembro (estação chuvosa), 

independentemente da idade (Melo et al., 2001). 

Nessa época, devido à redução natural da 

imunidade passiva, ao se infectarem os animais 

de cinco a sete meses de idade estão sujeitos a 

desenvolver doença clínica (Ribeiro et al., 

2003). 

O diagnóstico direto da anaplasmose bovina 

pode ser feito através da detecção de 

corpúsculos intraeritrocitários marginais de A. 

marginale em esfregaços sanguíneos com 

coloração de Giemsa (Vidotto e Marana, 2001; 

Aubry e Geale, 2011) ou corados pelo método 

de Romanowsky de animais com a forma 

clínica da doença. No entanto, este método 

somente consegue detectar níveis acima de 10
6
 

hemácias infectadas por mL de sangue (Gale et 

al., 1996a), apresentando reduzida sensibilidade 

na detecção em animais com baixa riquetsemia. 

Animais portadores são diagnosticados através 

de exames sorológicos como reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), fixação de 

complemento (CF), teste de aglutinação do 

cartão (CAT) e ensaios imunoabsorventes 

ligados a enzimas (ELISA); ou através de 

citometria de fluxo; ou por meio de métodos 

moleculares como a PCR (reação em cadeia da 

polimerase) (Aubry e Geale, 2011; OIE, 2012). 

Porém, no campo, o diagnóstico de 

anaplasmose, na maioria das vezes, é realizado 

com base nos sinais clínicos que, geralmente, só 

aparecem alguns dias após o pico da 

riquetsemia, quando a anemia já é intensa 

(Coelho, 2007). 

As medidas de controle da anaplasmose 

consistem praticamente as mesmas utilizadas 

nos últimos 60 anos (Kocan et al., 2010). De 

acordo com Souza et al. (2001) e Coelho 

(2007), para se estabelecer um programa de 

controle, faz-se necessário o conhecimento 

epidemiológico dessa enfermidade. As medidas 

variam com a região geográfica e, em regiões 

endêmicas, incluem o controle de artrópodes 

com acaricida e higienização adequada das 

instalações; a prevenção de transmissão 

horizontal por fômites; quimioprofilaxia; e 

imunização (Vidotto e Marana, 2001; Kocan et 

al., 2010; Aubry e Geale, 2011). O controle de 

carrapatos é complexo, podendo ser aplicado 

apenas em algumas áreas e prevenindo 

parcialmente a infecção, já que há outras formas 

de transmissão. Nas áreas de instabilidade 

enzoótica, a administração de antimicrobianos 

ou inoculação de bezerros com vacina viva tem 

sido utilizada (Ribeiro et al., 2003). Contudo, a 

quimioterapia é uma prática de alto custo, e de 

aplicação limitada em criações extensivas 

(Kocan et al., 2003 e 2010). Deve-se ressaltar 

que estas medidas não visam impedir a infecção 

e, sim, reduzir a ocorrência de casos clínicos e a 

mortalidade de animais decorrentes da intensa 

riquetsemia e consequente redução do volume 

globular (Ribeiro e Lima, 1996). 
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Os tratamentos usualmente realizados se 

baseiam no combate ao agente etiológico, não 

considerando as alterações decorrentes da 

anemia (Coelho, 2007), com a utilização de 

quimioterápicos como as tetraciclinas, 

imidocarb e enrofloxacina (Kocan et al., 2010; 

Aubry e Geale, 2011, Facury Filho et al., 2012). 

Invariavelmente, quando os animais são tratados 

dessa forma, o número de células infectadas é 

baixo e o tratamento com antimicrobianos não 

interfere na recuperação do volume globular 

(VG). Estes fatores contribuem para a baixa 

eficiência no tratamento convencional e para as 

altas taxas de mortalidade observadas na 

anaplasmose bovina (Coelho, 2007). Dessa 

forma, a inclusão da hidratação e transfusão 

sanguínea podem ser necessárias para evitar a 

morte do animal (Facury Filho et al., 2012). 

2.2. Transmissão vertical de Anaplasma 

marginale 

A anaplasmose clínica tem sido relatada em 

bezerros neonatos (Bird, 1973; Paine e Miller, 

1977; Norton et al., 1983; Passos e Lima, 1984; 

Benesi et al., 1999; Gonçalves et al., 2005; 

Pypers et al., 2011). Adicionalmente, infecções 

persistentes em bezerros recém-nascidos foram 

descritas (Swift e Paumer, 1976; Zaugg e 

Kuttler, 1984; Zaugg, 1985; Potgieter e Van 

Rensburg, 1987; Salabarria e Pino, 1988; 

Ribeiro et al., 1995; Grau, 2006). Nestes casos, 

a transmissão vertical de A. marginale tem sido 

demonstrada através de inoculação de sangue de 

fetos e bezerros neonatos em animais 

esplenectomizados (Swift e Paumer, 1976; 

Zaugg e Kuttler, 1984; Zaugg, 1985) ou após 

esplenectomia dos mesmos (Potgieter e Van 

Rensburg, 1987). 

A infecção vertical por A. marginale foi 

considerada de pouca importância 

epidemiológica devido à sua baixa frequência 

(Bird, 1973). No entanto, segundo Ribeiro et al. 

(1995) e Pypers et al. (2011), a importância 

desta via de transmissão não está esclarecida, 

podendo ter potencial na epidemiologia da 

doença em algumas regiões (Swift e Paumer, 

1976; Salabarria e Pino, 1988; Benesi et al., 

1999; Kocan et al., 2003; Aubry e Geale, 2011), 

e ocasionar perdas significativas se não 

diagnosticadas nos rebanhos (Norton et al., 

1983). 

Entre os casos de anaplasmose clínica neonatal, 

Bird (1973), na África do Sul, e Northon et al. 

(1983), na Austrália, relataram a morte de dois 

bezerros nascidos de vacas com ausência de 

sinais clínicos durante a gestação. Ainda na 

África do Sul, Paine e Miller (1977) e 

Gonçalves et al. (2005), no estado de São Paulo, 

também relataram a morte de dois bezerros na 

primeira semana de vida, mesmo após o início 

do tratamento com oxitetraciclina. Em Minas 

Gerais, Passos e Lima (1984) identificaram, 

através de esfregaços sanguíneos corados por 

Giemsa, A. marginale em um bezerro de dois 

dias de idade, com riquetsemia de 

aproximadamente 15%, o qual morreu cinco 

dias após esplenectomia. No entanto, Zaugg e 

Kuttler (1984), nos Estados Unidos, 

descreveram um caso em que um bezerro 

recém-nascido se tornou doente após infecção 

experimental e se recuperou após tratamento. 

Recentemente, na África do Sul, Pypers et al. 

(2011) relataram um caso de anaplasmose 

congênita, não responsiva ao tratamento, em um 

bezerro recém-nascido, que post mortem, 

verificou-se coinfecção com o vírus da diarreia 

viral bovina (BVDV), propondo que a 

imunossupressão resultante da infecção pelo 

BVDV predispôs à anaplasmose aguda e fatal. 

Estudos realizados para demonstrar a 

transmissão vertical, utilizando vacas 

portadoras, bem como animais infectados 

durante a gestação, com apresentação clínica da 

doença, evidenciaram ausência de sinais 

clínicos na progênie (Swift e Paumer, 1976; 

Zaugg e Kuttler, 1984; Zaugg, 1985; Potgieter e 

Van Rensburg, 1987). Em vacas com infecção 

aguda, especialmente no último terço de 

gestação, a ocorrência da transmissão vertical é 

alta, chegando a quase 90%, conforme 

observado por Salabarria e Pino (1988). No 

entanto, na África do Sul, Potgieter e Van 

Rensburg (1987) e Grau (2006), no Rio Grande 

do Sul, encontraram 12,5 e 10,5% de bezerros 

positivos no CAT e PCR, respectivamente, 

oriundos de vacas cronicamente infectadas, 

valores estes bastante superiores ao observado 

por Ribeiro et al. (1995) em fetos bovinos 

(2,1%). 

2.3. Síndromes e parâmetros clínicos da 

anaplasmose bovina 
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As síndromes clínicas da anaplasmose podem 

ser divididas em superaguda, aguda e crônica 

(Vidotto e Marana, 2001). Os sinais clínicos 

consistem no desenvolvimento de anemia 

discreta a intensa, icterícia sem hemoglobinemia 

e hemoglobinúria, febre, perda de apetite e de 

peso, desidratação, aborto e letargia (Souza et 

al., 2001; Kocan et al., 2003). A rápida 

multiplicação do agente e consequente intensa 

hemocaterese torna a bile espessa, grumosa, de 

cor amarelada e os tecidos ictéricos (Souza et 

al., 2000). O volume globular usualmente sofre 

queda de 30 a 50% (Brown, 2012), com anemia 

mais intensa após a passagem pelo estágio 

agudo da doença (Radostits et al., 2007). 

As alterações clínicas de animais com 

anaplasmose são discretas no início da doença e 

só se evidenciam quando a anemia é intensa. No 

entanto, a temperatura retal consiste num bom 

parâmetro a ser avaliado, indicando o momento 

ideal para o tratamento com antimicrobianos 

antes do agravamento da anemia (Coelho, 

2007). 

O aumento da temperatura ocorre lentamente e 

raramente é superior a 40,5ºC. Em casos 

superagudos, com início súbito de febre alta, 

anemia, icterícia, dispneia intensa e morte, 

frequentemente dentro de 24 horas são comuns 

em bovinos adultos (Radostits et al., 2007). A 

febre não é característica exclusiva da 

enfermidade, mas é de grande importância para 

o diagnóstico. No diagnóstico clínico deve-se 

considerar um conjunto de sinais, incluindo 

taquipnéia e taquicardia, perda parcial de 

apetite, depressão, dentre outros, sendo a 

hipertermia, o sinal preponderante. A taquipnéia 

associada à febre ocorre para auxiliar a perda de 

calor pela respiração e ofertar maior volume de 

oxigênio às células e aos tecidos. O aumento da 

frequência cardíaca (FC) ocorre a uma taxa de 

10 a 15 batimentos por minuto (bpm) para cada 

grau elevado. Microrganismos e antígenos 

podem produzir febre por mediar a liberação de 

citocinas, alterando o ponto fixo do centro 

termorregulador no hipotálamo (Feitosa, 2008). 

Durante o curso da infecção por A. marginale 

não há associação direta entre a riquetsemia e 

intensidade da anemia, sugerindo a existência 

de outros fatores envolvidos no processo de 

fagocitose das hemácias (Giardina et al., 1993). 

Há evidências que durante o ciclo biológico do 

A. marginale ocorre alterações estruturais e 

bioquímicas na membrana celular das hemácias 

infectadas. Estas hemácias alteradas pela 

infecção por A. marginale induzem uma reposta 

imune humoral cujos anticorpos aderem às 

células infectadas e não infectadas. Estas células 

ao passar pelo sistema monocítico fagocitário 

são retiradas da circulação, a uma taxa de 8 a 10 

vezes superior à normal (Rodríguez et al, 2000), 

provocando anemia. Durante a fase aguda da 

anaplasmose, os menores valores de volume 

globular ocorre 1-6 dias após o pico de 

riquetsemia (Giardina et al., 1993), reforçando o 

envolvimento dos anticorpos na patogenia da 

anemia. 

As manifestações clínicas da anemia incluem 

mucosas hipocoradas, taquicardia e hiperfonese 

e apatia. Esses sinais podem ser agudos ou 

crônicos e de intensidade variável. As trocas 

gasosas e o transporte de oxigênio são 

deficientes em animais com anemia, tornando-

os hipercapnéicos. Alterações como fraqueza e 

letargia podem acompanhar as anemias intensas, 

os quais podem mimetizar problemas 

respiratórios, uma vez que o animal tem que 

respirar com maior rapidez e profundidade para 

compensar a falha na oxigenação sanguínea 

(Feitosa, 2008). Coelho (2007) observou 

acidose metabólica, com redução do pH 

sanguíneo, da pCO2, da concentração de 

bicarbonato e do excesso de base e elevação da 

frequência respiratória em bezerros após 

inoculação experimental de A. marginale como 

consequência da redução do VG. 

2.4. Proteínas antigênicas e resposta 

imune contra Anaplasma marginale 

Mecanismos humorais e celulares encontram-se 

envolvidos na imunidade contra Anaplasma, os 

quais agem em conjunto para combater a 

infecção (Brown et al., 2001; Araújo et al., 

2003; Grafias et al., 2003 e Kocan et al., 2003).  

Pelo fato de A. marginale não se multiplicar em 

células que expressam moléculas de MHC, a 

imunidade protetora à infecção necessita da 

ativação de células T CD4
+
 e anticorpos 

(Brown, 2012). O linfócito T CD4
+
 expressa 

interferon gama (INF-γ), que é responsável pela 

síntese de IgG bovina, subclasse IgG2 e que 

também ativa macrófagos e os estimula a 
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aumentar seus receptores de expressão, 

fagocitose, fusão do fagolisossoma e produção 

de óxido nítrico (Araújo et al., 2003; Grafias et 

al., 2003 e Kocan et al., 2003; Brown, 2012). 

Pesquisas realizadas nas últimas décadas tem 

contribuído bastante para o conhecimento da 

composição antigênica de A. marginale e o 

papel das proteínas de superfície (Major Surface 

Protein – MSP) no desenvolvimento de 

imunidade protetora contra essa riquétsia. Seis 

proteínas de superfície de A. marginale foram 

identificadas: 1a, 1b, 2, 3, 4 e 5 (Kocan et al., 

2003). No entanto, Dark et al. (2011) relataram 

que vários outros antígenos de superfície de A. 

marginale, denominados de superfamília msp2, 

tem sido encontrados recentemente. 

A MSP1a, MSP4 e MSP5 são codificadas por 

genes únicos, enquanto que as demais são 

codificadas por famílias multigênicas (Kocan et 

al., 2003). A MSP1a é uma adesina, tanto para 

hemácias bovinas, quanto para células de 

carrapato (de la Fuente et al., 2001; Kocan et al. 

2003). Ela é variável no peso molecular entre os 

isolados geográficos devido aos diferentes 

números de repetições de aminoácidos em 

tandem. Por isso, o gene msp1α tem sido usado 

como marcador genético estável para 

identificação de isolados geográficos de A. 

marginale (Kocan et al., 2003). Esse gene é 

conservado durante a multiplicação da riquétsia 

em bovinos e carrapatos (Bowie et al., 2002; 

Kocan et al., 2003). 

A MSP1b, codificada por pelo menos dois 

genes, é polimórfica entre isolados geográficos 

de A. marginale e também é uma adesina, 

porém apenas para hemácias bovinas. Por ser 

codificada por grandes famílias multigênicas, a 

MSP2 varia a sua composição antigênica 

durante a riquetsemia em bovinos e em 

carrapatos persistentemente infectados. Isto 

também ocorre com a MSP3, que possui 

variações em propriedades antigênicas e 

estrutura entre os isolados geográficos. Ambas 

se encontram envolvidas na indução de uma 

resposta imune protetora para A. marginale. Por 

outro lado, a MSP4 e MSP5, por serem 

codificadas por genes únicos, são altamente 

conservadas, porém suas funções não são 

conhecidas, mas tem sido efetivas como 

antígeno diagnóstico (Kocan et al., 2003).  

Brown et al. (1998) relataram que MSP 

purificadas podem induzir uma resposta por 

linfócitos T CD4
+
, prevenindo a riquetsemia. 

Além disso, correlação entre altos títulos de 

anticorpos contra as MSP e proteção contra a 

anaplasmose foi demonstrada. Porém, 

problemas ligados à variação antigênica e à 

ausência de proteção contra o desafio enfatizam 

a importância de células T CD4
+
 na resposta 

imune contra anaplasmose, sendo estas células 

as responsáveis pela ligação entre as respostas 

imunes inata e adquirida (Brown et al., 1998). 

De acordo com Grafias et al. (2003), as MSP 

induzem a produção de imunoglobulinas, 

principalmente a IgM, durante a fase de início 

da riquetsemia, e em seguida, a IgG2, durante o 

período de patência da infecção. Riquetsemias 

cíclicas ocorrem devido à evasão que o A. 

marginale desencadeia frente ao sistema imune 

do hospedeiro através do surgimento e 

replicação de variantes antigênicas em cada 

ciclo, as quais não são reconhecidas pelos 

anticorpos até então presentes naquele momento 

e são posteriormente controladas com o 

desenvolvimento de IgG2 direcionada contra a 

região hipervariável específica de MSP2 e 

MSP3. Estes mecanismos de evasão incluem a 

perda de lipopolissacarídeo (LPS) e 

peptideoglicano, responsáveis pela ativação da 

defesa imune inata e deleção e/ou anergia das 

respostas de celulas T específicas para MSP 

(Brown, 2012).  

Bezerros são menos susceptíveis à infecção por 

A. marginale, e quando apresentam sinais 

clínicos da doença, são menos evidentes 

(Guglielmone, 1995; Palmer, 2002; Ribeiro et 

al., 2003). O mecanismo pelo qual animais 

jovens são menos susceptíveis à doença não é 

bem conhecido, mas, segundo Melo (1999), está 

associado à imunidade passiva, a uma melhor 

resposta imunológica por meio da imunidade 

celular decorrente da persistência do timo, da 

alta atividade eritropoiética da medula óssea e 

da possível ação protetora da hemoglobina fetal. 

A remoção do baço torna os bezerros 

susceptíveis à infecção, com manifestações 

clínicas mais intensas (Kocan et al., 2003). 

Animais esplenectomizados não controlam a 

riquetsemia, enquanto animais com baço in situ, 

a infecção aguda geralmente é resolvida 
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(Brown, 2012). A esplenectomia prejudica a 

formação de IgM, a qual é responsável por 75% 

da atividade de fixação do complemento. Além 

disso, o baço tem importante função no 

desenvolvimento e manutenção da imunidade, 

uma vez que as hemácias infectadas são 

rapidamente removidas da circulação (Vidotto e 

Marana, 2001). 

Ao recuperar da infecção, os animais se tornam 

portadores, com imunidade duradoura, 

caracterizada por altos títulos de anticorpos, 

responsividade de células T e baixa riquetsemia. 

Estes animais resistem ao desafio com amostras 

homólogas ou heterólogas de A. marginale, no 

entanto, são incapazes de eliminar a infecção 

(Palmer, 2002). Somente os anticorpos não 

protegem os bezerros da infecção, havendo 

necessidade da associação com a imunidade 

celular para o controle da anaplasmose (Gale et 

al., 1992).  

Apesar de anticorpos apenas não serem 

suficientes para proteção contra Anaplasma 

(Brown et al., 2001), mas eles são necessários 

para fornecer especificidade para a fagocitose 

pelos macrófagos e para impedir a invasão de 

novas hemácias (Brown, 2012).  Devido a isso, 

os níveis séricos de IgM bovina aumentam uma 

semana antes do pico de riquetsemia. Isótopos 

de IgM sérica participam mais eficientemente 

que IgG em funções como opsonização, 

ativação do complemento e aglutinação de 

microrganismos estranhos. As opsoninas, que 

medeiam e melhoram o processo de fagocitose 

durante a anaplasmose foram caracterizadas 

como moléculas IgM e IgG, e seus títulos 

máximos  durante a infecção coincidem com a 

anemia mais intensa. Estas imunoglobulinas, 

juntamente com as frações do complemento, 

como o C3b, desempenham papel sinérgico 

durante a fagocitose (Meléndez, 2005).  

2.5. Vacinas contra Anaplasma marginale 

A vacinação é uma das medidas de controle da 

anaplasmose bovina, juntamente ao controle de 

artrópodes e a quimioprofilaxia. Dentre estas, é 

considerada o meio mais econômico e efetivo 

para o controle da doença. Existem dois tipos 

principais de vacinas, vivas e mortas (Kocan et 

al., 2003 e 2010). As duas formas são 

originadas de hemácias infectadas com A. 

marginale como fonte de antígeno ou 

corpúsculos oriundos de cultura em células 

IDE8 e ambas induzem imunidade protetora, 

diminuindo ou prevenindo a manifestação da 

doença clínica, porém nenhum tipo é capaz de 

prevenir os animais de se tornarem 

persistentemente infectados (Kocan et al., 2003 

e 2010; Bastos et al., 2009; Lasmar et al., 2012).  

O desenvolvimento de uma vacina efetiva na 

prevenção da infecção por A. marginale é difícil 

devido ao grande número de amostras em uma 

determinada área geográfica (de la Fuente et al., 

2002). Falhas vacinais ocorrem principalmente 

devido a variações da expressão de variantes 

das MSP2 e MSP3 (Dark et al., 2011). Portanto, 

a obtenção de proteção contra uma grande 

variedade de amostras é altamente desejável 

quando se desenvolve uma vacina contra 

anaplasmose (Aubry e Geale, 2011). 

Vacinas vivas envolvem a infecção de bovinos 

via inoculação com hemácias infectadas com 

isolados menos virulentos de A. marginale ou 

de A. centrale (Benavides et al., 2000; Kocan et 

al., 2003 e 2010; Aubry e Geale, 2011). Além 

disso, corpúsculos de A. marginale oriundos de 

cultura em células IDE8 também podem ser 

utilizados (Bastos et al., 2009). Bovinos 

vacinados desenvolvem infecções persistentes, 

que induzem imunidade protetora de longa 

duração, não necessitando de revacinação. As 

diferentes estratégias utilizando organismos 

vivos incluem: infecção e tratamento (requer 

supervisão de um veterinário, que aumenta o 

custo; a dificuldade de monitoramento dos 

animais para efetivo tratamento a tempo a torna 

impraticável, especialmente em grandes 

rebanhos); vacinas vivas contendo cepas 

atenuadas de A. marginale (por passagem em 

ovinos ou veados e/ou por irradiação de cepas 

patogênicas) e vacinas vivas contendo o A. 

centrale, que é menos patogênico (Kocan et al., 

2003).  

De acordo com Kocan et al. (2010), a proteção 

de vacinas atenuadas é incerta. As reações 

clínicas variam de discreta a intensa 

dependendo do processo de modificação do 

organismo ou idade dos animais vacinados. A 

vantagem das vacinas vivas é que a imunidade 

contra o desafio é sólida e duradoura, mas o 
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risco de transmissão de outros patógenos ainda 

permanece (Rodríguez et al., 2000).  

A utilização de Anaplasma centrale foi a 

primeira tentativa de uma vacina, que ocorreu 

no início dos anos 1900 (Dark et al., 2011). A. 

centrale é menos patogênico para bovinos e 

atualmente tem sido utilizado como vacina 

atenuada em Israel, Austrália, África e América 

do Sul. Há proteção cruzada entre A. centrale e 

A. marginale porque epitopos de células T 

CD4
+
 são conservados na resposta à infecção 

pelas duas espécies (Shkap et al., 2002a). Além 

disso, a variação antigênica da MSP2 na 

infecção persistente com A. centrale ocorre de 

maneira similar ao descrito para A. marginale 

(Shkap et al., 2002b). Block e de Vos (2001), na 

Austrália, utilizaram vacina viva de A. centrale 

e relataram uma resposta variável, porém com 

uma proteção ao desafio adequada na maioria 

dos casos. No entanto, o sucesso da vacina pode 

variar com outras cepas de A. marginale com as 

quais os animais serão expostos (Kocan et al., 

2010; Aubry e Geale, 2011). Payne et al. 

(1990), no Paraguai, observaram que inóculos 

de A. centrale não conferiram proteção 

suficiente contra A. marginale após desafio a 

campo. No Brasil, Sacco et al. (2001), ao 

comparar animais desafiados naturalmente com 

A. marginale em grupos inoculados ou não 

(controle) com A. centrale, não chegaram a 

conclusões sobre a real proteção do inóculo de 

A. centrale  frente a desafio com A. marginale. 

Segundo Rodríguez et al. (2000), estas vacinas 

são melhor utilizadas em novilhas, pois podem 

induzir moderados sinais agudos em bovinos 

mais velhos.  

Adicionalmente, a utilização de inóculo 

homólogo padronizado (inóculo de A. 

marginale com quantidade padrozinada de 

hemácias infectadas) consiste em uma medida 

viável para o controle da anaplasmose bovina 

(Ribeiro et al., 2003). Estes autores verificaram 

riquetsemia média de 1,2% e redução média de 

VG de 23% em animais pré-imunizados, 

enquanto animais tratados com oxitetraciclina 

apresentaram riquetsemia de 2,7% e redução de 

36,3% no VG. Bastos et al. (2010) 

demonstraram resultados satisfatórios após 

utilizar vacina viva com um isolado de baixa 

virulência  (UFMG1) e posteriormente 

desafiado com uma amostra de alta virulência 

(UFMG2), apesar da redução de 63% no VG. 

Esses autores sugeriram a possibilidade da 

utilização da cepa UFMG1 para a vacinação 

contra isolados heterólogos. Benavides et al. 

(2000) testaram, na Colômbia, uma vacina 

contendo A. marginale de aparente baixa 

virulência e também observaram redução 

intensa do VG em alguns animais (valores 

inferiores a 15%), e ressaltaram a necessidade 

de monitoramento após a vacinação. 

As vacinas mortas possuem algumas vantagens 

em relação às vacinas vivas, como o menor 

risco de transmissão de outros patógenos e o 

menor custo de estocagem. No entanto, tem-se a 

necessidade de boosters anuais, maior custo de 

purificação das hemácias infectadas, falta de 

proteção cruzada entre isolados de áreas 

geográficas distantes e usualmente apresenta 

imunidade protetora inferior à produzida por 

vacinas vivas (Kocan et al., 2003 e 2010). A 

primeira vacina morta comercializada foi 

desenvolvida através de amostras de A. 

marginale obtidas de hemácias hemolisadas 

(Brocket al., 1965). A presença de estroma de 

hemácias nessa vacina resultou no 

desenvolvimento de isoanticorpos eritrocitários 

em animais vacinados, os quais produziram 

colostro com altos títulos de anticorpos e, com 

isso, os bezerros nascidos desses animais, após 

mamarem o colostro, desenvolveram anemia 

hemolítica (Dennis et al., 1970).  

Recentemente, Kocan et al. (2010) sugeriram 

que vacinas desenvolvidas com tecnologia 

molecular podem representar um método de 

controle mais efetivo contra a anaplasmose. 

Tentativas em produzir diversas vacinas de 

subunidade foram realizadas, porém nenhuma 

delas forneceu proteção completa contra o 

desafio heterólogo. Contudo, novos candidatos 

a antígenos vacinais para o desenvolvimento de 

vacinas recombinantes com vários componentes 

já tem sido pesquisados (Dark et al., 2011). 

2.6. Diagnóstico molecular da 

anaplasmose bovina 

A PCR é uma técnica para amplificação in vitro 

de sequência específica de DNA, altamente 

sensível, desenvolvida para detectar pequenas 

quantidades de DNA de diferentes agentes em 

amostras de sangue ou tecidos. Esta técnica 
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amplifica repetidamente uma sequência 

específica de DNA do genoma do organismo 

alvo, produzindo um produto facilmente 

detectável (Vidotto e Marana, 2001). A 

sensibilidade analítica da PCR tem sido 

estimada a 0,0001% de hemácias infectadas 

(Vidotto e Marana, 2001; OIE, 2012). Devido à 

alta sensibilidade e especificidade da técnica de 

PCR (Brito et al., 2010), ela é, inclusive, 

utilizada para validar outras técnicas de 

diagnóstico e emissão de certificado para 

exportação de animais (Vidotto e Marana, 

2001). 

A modificação da técnica através da introdução 

de uma segunda reação de amplificação do 

DNA a partir do produto da primeira reação, 

com a utilização de iniciadores internos tem 

sido realizada (nested PCR) e tem como 

objetivo melhorar a sensibilidade da técnica 

convencional (Vidotto e Marana, 2001). Com 

isso, a capacidade de identificação é de apenas 

30 hemácias infectadas por mL de sangue, o que 

facilita a identificação de animais portadores 

(Vidotto e Marana, 2001; Brito et al., 2010; 

OIE, 2012).  

A PCR também tem se mostrado eficiente para 

diferenciação entre animais naturalmente 

infectados com A. marginale e animais 

vacinados com A. centrale (Molad et al., 2006), 

sendo a técnica de imunofluorescência indireta 

incapaz de distinguir anticorpos de ambas as 

espécies de Anaplasma devido à semelhança 

antigênica (Visser et al., 1992). A técnica vem 

sendo desenvolvida também de forma que não 

só A. marginale seja detectado, assim como 

Babesia bovis e B. bigemina (PCR multiplex), 

já que comumente são encontrados animais 

coinfectados com os três agentes (Figueroa et 

al., 1993). 

Recentemente, a PCR em tempo real tem sido 

descrita para a identificação de A. marginale 

(Carelli et al., 2007). Duas vantagens dessa 

técnica, que utiliza um único tubo fechado para 

a amplificação e análise, são uma reduzida 

oportunidade para contaminação do fragmento 

amplificado e um resultado semiquantitativo. 

No entanto, o equipamento é de alto custo, 

requer manutenção preventiva e pode estar além 

da capacidade de alguns laboratórios. Os 

ensaios de PCR em tempo real podem ter com 

alvo vários genes ou rRNA 16S e possuem nível 

de sensibilidade analítica equivalente à nested 

PCR (OIE, 2012). Além disso, podem ser 

empregados na detecção e quantificação da 

riquetsemia no animal portador e nos animais 

sem e com sinais clínicos, na correlação entre os 

níveis de riquetsemia e os sinais clínicos, na 

avaliação da eficiência de vacinas e de 

tratamentos com drogas (Carelli et al., 2007). 

O sequenciamento genético de amostras 

positivas na PCR é uma ferramenta 

complementar, a qual permite confirmar o 

diagnóstico do produto amplificado, 

comparando as sequências depositadas em 

bancos de dados, além de permitirem o 

desenvolvimento de estudos filogenéticos 

(Hillis et al., 1996). Para isso, programas de 

bioinformática são utilizados na realização da 

coleta, organização e análise das sequências, 

seja ela de DNA ou de proteínas.  A 

identificação das sequências de DNA ou 

proteínas que possuem similaridade entre si, 

pode ser realizada através do BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) disponível no site 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/, que compara a 

sequência alvo com aquelas depositadas no 

banco de dados, Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/) (Lesk, 

2008). De acordo com Silveira (2012), diversos 

programas que são responsáveis pela análise da 

qualidade das sequências e pela formação de 

Contigs (sobreposição de fragmentos de DNA 

derivados de uma mesma fonte genética) estão 

reunidos em alguns softwares, como o 

desenvolvido pela “Embrapa Genetic and 

Biotechnology” – Electropherogram quality 

analysis 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). 

Adicionalmente, os softwares MEGA (Tamura 

et al., 2011) e CLUSTALW permitem a 

observação da similaridade entre as sequências 

de DNA através da realização dos seus 

múltiplos alinhamentos. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho pertenceu a um conjunto de 

pesquisas submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) da 

UFMG sob protocolo nº 41/2006, com validade 

até 14/06/2013. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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O experimento foi dividido em duas fases. A 

fase experimental I consistiu na identificação de 

animais infectados com A. marginale ao 

nascimento, seguido de isolamento, 

sequenciamento genético e caracterização da 

amostra. Na fase experimental II, o objetivo foi 

verificar a virulência da amostra de A. 

marginale isolada da transmissão vertical 

através de inoculação experimental em bezerros 

livres da infecção por hemoparasitos (Figura 2).  

 

Figura 2. Organograma da metodologia de identificação e isolamento de A. marginale de origem 

congênita em bezerros recém-nascidos 

3.1. Fase experimental I 

3.1.1. Animais experimentais 

Trinta bezerros da raça Holandês Preto e Branco 

(HPB), recém-nascidos, foram adquiridos de 

uma fazenda de gado leiteiro, no município de 

Inhaúma-MG, localizada a 85 km de Belo 

Horizonte. Na fazenda, os animais receberam 

4L de colostro, em duas refeições, 2L até 2h 

após o nascimento e 2L entre seis e 12h após o 

primeiro fornecimento. A partir do segundo dia 

de vida, os animais receberam 4L de leite dia
-1

, 

divididos em duas refeições de 2L. Eles foram 

alojados em baias coletivas com cama de feno, 

garantindo a ausência de contato com 

carrapatos. Os animais permaneceram no 

máximo três dias na propriedade quando foram 

levados para a Escola de Veterinária (EV) – 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  

Ao chegarem, os animais foram alojados nas 

instalações da Clínica de Ruminantes – 

Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinárias 

(DCCV). As instalações consistiam em um 

galpão de alvenaria aberto nas laterais, as quais 

foram fechadas com telas, evitando a entrada de 

moscas. Periodicamente as telas foram 

pulverizadas com cipermetrina
1
 e em alguns 

pontos do galpão foram colocadas iscas de 

mosquicida
2
 para o controle de moscas no 

ambiente. Os bezerros permaneceram em baias 

                                                             
1
Flytick® – Vallée 

2
 Agita®10 WG – Novartis Animal Health 

30 bezerros 

(PCR A. marginale) 

Negativos Positivos 

Esplenectomia (45-70 dias) 

Sangue armazenado 
em nitrogênio líquido 

Riquetsemia = 
42.8% 

70 dias de idade Recuperação espontânea 
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coletivas (dois animais/baia) contendo serragem 

no piso, a qual era trocada três vezes por 

semana.  

Os animais foram alimentados com 6L de leite 

em pó reconstituído
3
 (130g L

-1
) por um período 

de 30 dias e, em seguida, 4L, por mais 15 dias, 

divididos em duas refeições de 3L e 2L cada, 

respectivamente, uma às 07h e outra às 15h. 

Ração concentrada com 18% de proteína bruta 

(PB) foi fornecida ad libitum desde a chegada 

dos animais à EV-UFMG até o desmame (45 

dias após), o qual foi realizado de forma 

abrupta. Uma semana antes do desmame, 

silagem de milho foi introduzida separadamente 

na dieta ad libitum. Após a retirada do leite, 

forneceu-se o concentrado sobre a silagem de 

milho por uma semana em quantidade limitada 

a 2 kg dia
-1

, divididos em duas refeições. A 

partir da segunda semana pós-desmame, a ração 

passou a ser misturada completamente à 

silagem. Adicionalmente, 20g de suplemento 

mineral
4
 foi misturado ao concentrado e os 

animais tinham acesso à água ad libitum. 

Os bezerros foram pulverizados semanalmente 

com cipermetrina
5
 (2L de calda animal

-1
) até o 

final do período experimental para assegurar 

que os mesmos não entrassem em contato com 

moscas e carrapatos.  

3.1.2. Isolamento do Anaplasma marginale 

Amostras de sangue foram coletadas com 

anticoagulante (EDTA) no dia da chegada dos 

bezerros à EV-UFMG. As amostras foram 

encaminhadas ao Laboratório de Protozoologia 

Veterinária – Departamento de Parasitologia – 

Instituto de Ciências Biológicas (ICB) – UFMG 

para extração de DNA e posterior realização de 

diagnóstico para A. marginale por nested PCR 

(nPCR) utilizando o gene msp4. Os animais 

detectados como positivos foram 

esplenectomizados entre 45 e 70 dias de idade e 

acompanhados através da temperatura retal, 

apetite, volume globular (VG) e esfregaço 

                                                             
3
 Leite em pó integral (ingrediente para 

alimentação animal) – Itambé® 
4
Suplemento mineral RumimasterPhós 85® – 

Rumimaster 
5
Flytick® – Vallée 

sanguíneo. PCR convencional com alvo no gene 

msp1α também foi realizada nos animais 

positivos. 

De um dos animais esplenectomizados, 

apresentando riquetsemia de 42,8%, de 70 dias 

de idade e que se recuperou espontaneamente, 

foi coletado amostra de sangue, de forma 

asséptica, em tubo contendo EDTA através da 

punção da veia jugular. O sangue foi 

centrifugado a 2G, por 10 minutos, e o plasma e 

a capa de leucócitos descartados. A papa de 

hemácias foi ressuspensa em tampão fosfato 

(PBS), na qual foi adicionado dimetilsufóxido 

(DMSO) 10% (vol/vol) como substância 

crioprotetora. O material foi aliquotado em 

ampolas de 1,8 mL assepticamente em capela de 

fluxo laminar e mantido em nitrogênio líquido. 

Desse animal, novo nPCR e PCR convencional 

foram realizados após a esplenectomia. 

Nos animais esplenectomizados que atingiram 

VG ≤ 10%, realizou-se o tratamento à base de 

7,5mg kg
-1

 de enrofloxacina
6
, via intravenosa, 

dose única (Facury Filho et al., 2012). 

 Reação em cadeia da polimerase 

(PCR) 

a. Extração de DNA 

A extração de DNA das amostras de sangue foi 

realizada através de um kit comercial
7
 de acordo 

com as recomendações do fabricante para 

extração de DNA em volume de 300µL de 

sangue total.  

b. Amplificação do DNA  

A amplificação do DNA extraído foi realizada 

por meio de termociclador automático
8
. Na 

Tabela 2 são apresentados os iniciadores e os 

produtos de cada reação. Os programas 

utilizados encontram-se demonstrados na 

Tabela 3. A condição para a nPCR e PCR 

convencional estão presentes na Tabela 4. 

a. Observação das bandas 

                                                             
6
Kinetomax® – Bayer Saúde Animal 

7
 Wizard Genomic DNA Purification Kit® – 

Promega 
8
Mastercycler® – Eppendorf 
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Os produtos das reações foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 1% corados com 

GelRed, possibilitando a observação de bandas 

com pesos moleculares correspondentes aos da 

banda alvo (294 e 800 pb para msp4 e msp1α, 

respectivamente). 

 

Tabela 2. Sequência de iniciadores e produtos de cada reação para identificação de A. marginale 

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

(pb) 
Referência 

1ª reação 

(nested) 

GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC 

CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC 
 

MSP45 

MSP43 
msp4 872 

de la Fuente 

et al. (2008) 

2ª reação 

(nested) 

CGCCAGCAAACTTTTCCAAA 

ATATGGGGACACAGGCAAAT 
 

AnapF 

AnapR 
msp4 294 

Silveira et 

al. (2012) 

Convencional 

TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGT 

CACCGCCAAACATGAAGTCGACAA 
 

MSP1aNF 

MSP1aNR 
msp1a 800 

Bastos et al. 

(2009) 

 
Tabela 3. Programas utilizados para realização de nested PCR e PCR convencional para identificação de 

A. marginale 
PCR Ciclo Passo Temperatura (ºC) Duração Alvo 

Nested 

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 

--- 

msp4 

Convencional 

1 (1x) 

2 (35x) 

 

 

3 (1x) 

4 

Desnaturação inicial 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

Extensão final 

Hold 

94 

94 

60 

72 

72 

18 

5 min 

30 seg 

1 min 

30 seg 

5min 

--- 

msp1a 

 
Tabela 4. Condição para nPCR e PCR convencional com alvo nos genes msp4 e msp1α, respectivamente, 

utilizando os primers MSP45/3 e MSP1aNF/R  

Reagente 
Volume (μL): 1ª reação 

(msp4) 

Volume (μL): 2ª reação 

(msp4) 
Volume (μL): msp1α 

H2O MiliQ 10,05 16,75 16,75 

Tampão IB (1X) 1,5 2,5 2,5 

dNTP (10 mM) 1,2 2,0 2,0 

Mix primer (F+R) (10mM) 0,6 1,0 1,0 

Taq polimerase (5U μL
-1

) 0,15 0,25 0,25 

DNA/produto 1ª reação 1,5 2,5 2,5 

Volume final 15 25 25 

 

3.1.3. Sequenciamento genético e 

caracterização dos isolados 

Os produtos de PCR das amostras positivas para 

A. marginale foram purificados por meio de 

Polietilenoglicol (PEG) 

(www.icb.ufmg.br/lbem) e encaminhados para 

sequenciamento genético em duplicata, uma 

para utilização de iniciador direto e outra para o 

reverso utilizando-se kit específico
9
em um 

                                                             
9
BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing 

Kit
®
 - Life Technologies 

sequenciador automático de DNA
10

. Além 

disso, utilizou-se o MEGA 5.0 software para 

alinhar as sequências e traduzir em aminoácidos 

para a realização das análises dos tandem 

(Tamura et al., 2011).  

A qualidade das sequências obtidas foi 

analisada e os Contigs foram formados com o 

auxílio do programa Electropherogram quality 

analysis, desenvolvido pela Embrapa Genetic 

Resource and Biotechnology 

                                                             
10

ABI 3130
®
 – Life Technologies 

A 

http://www.icb.ufmg.br/lbem
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(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). 

Posteriormente, as sequências foram 

comparadas com sequências depositadas em 

banco de dados utilizando o programa BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool). Por fim, 

as sequências analisadas foram caracterizadas 

de acordo com o grau de similaridade com os 

dados contidos no Genbank. 

3.2.  Fase experimental II 

3.2.1. Animais experimentais 

Nesta fase experimental, foram utilizados oito 

bezerros, dos 30 animais utilizados na fase 

experimetal I, negativos para A. marginale, 

Babesia bovis e B. bigemina, determinado 

através de PCR, com idades entre 90 e 110 dias 

(Figura 3). Esses animais permaneceram em 

instalações do tipo tie stall, com piso contendo 

tapete de borracha, as quais eram higienizadas 

diariamente. Eles foram alimentados conforme 

descrito anteriormente com silagem de milho ad 

libitum e 2 kg dia
-1

 de ração, em duas refeições 

diárias, em forma de mistura total.  

 

 
Figura 3. Animais utilizados no experimento alojados em sistema tie stall 

3.2.2. Inoculação do isolado nos animais 

experimentais 

Seis, dos oito bezerros, foram inoculados, via 

intravenosa, com 2x10
7
 hemácias infectadas 

com a amostra criopreservada de A. marginale 

de transmissão vertical, denominada de 

UFMG3. Os outros dois animais foram 

mantidos como controles negativos, para 

certificar ausência de transmissão no local. 

3.2.3. Acompanhamento dos animais 

experimentais 

Os bezerros foram monitorados por um período 

total de 61 dias. Exame físico foi realizado 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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diariamente após a alimentação da manhã e 

consistiu na avaliação das seguintes variáveis: 

 Temperatura retal (TR - ºC); 

 Frequência cardíaca (FC – batimentos 

por minuto = bpm); 

 Frequência respiratória (FR – 

movimentos respiratórios por minuto = 

mpm); 

 Movimentos ruminais (movimentos em 

5 minutos = mov./5min); 

 Escore clínico (Tabelas 5 e 6). 

Volume globular (VG) e esfregaço sanguíneo 

foram realizados a cada 48h desde o momento 

imediatamente anterior à inoculação até o 

aparecimento das primeiras hemácias infectadas 

com A. marginale (período de incubação - PI). 

A partir deste dia, esses exames foram 

realizados diariamente durante 22 dias, e 

posteriormente, a cada 48h até o fim do período 

experimental, que se deu quando os valores 

medianos do VG corresponderam a 24%, 

considerado limite inferior de normalidade 

(Radostits et al., 2007). O período de patência 

(PP) foi considerado o intervalo de tempo da 

detecção das primeiras hemácias infectadas de 

A. marginale até o dia de menor VG; e o 

período de convalescença (PC) o intervalo de 

tempo obtido a partir do dia de menor VG até o 

dia no qual o VG foi igual a 24%. 

Tabela 5. Componentes e classificação do 

escore clínico e peso adotado para cada 

componente 
Componentes Classificação Peso 

Comportamento 

0 – normal 

1 – apático 

2 – deprimido 

2 

Apetite 

0 – normal 

1 – reduzido 

2 – ausente 

2 

Mucosas 

0 – normocoradas 

1 – hipercoradas 

2 – hipocoradas 

3 – ictéricas 

2 

Desidratação 

0 – normal 

1 – discreta 

2 – moderada 

3 – intensa 

2 

Respiração 
0 – eupneica 

1 – dispneica 
2 

Fezes 

0 – normais 

1 – amolecidas 

2 – diarreicas 

1 

 

Tabela 6. Interpretação do grau de comprometimento referente ao escore clínico 
Grau Min/Máx Normal Discreto Moderado Intenso 

Escore clínico 0 – 24 0 – 6 6,1 – 12 12,1 – 18 18,1 – 24 

 
O volume globular foi realizado através da 

técnica de microhematócrito e os esfregaços 

sanguíneos foram corados pelo método de 

Romanowsky
11

. A riquetsemia foi determinada 

pela observação de 40 campos microscópicos 

dos esfregaços sanguíneos para a determinação 

do percentual de hemácias infectadas por A. 

marginale (IICA, 1987). 

Os tempos de avaliação foram definidos 

tomando partida do primeiro dia de observação 

de hemácias infectadas de A. marginale nos 

esfregaços sanguíneos, considerando-o como 

dia 0 (zero). Anterior a este dia, atribuiu-se 

números negativos e posteriormente, números 

positivos variando de -20 a 40. 

3.2.4. Dados meterorológicos 

                                                             
11

Panótico Rápido LB® – Laborclin produtos 

para laboratórios LTDA 

Durante a fase experimental II, dados 

meterorológicos foram colhidos da estação da 

Pampulha do Instituto Nacional de 

Meteorologia, com temperatura ambiente 

variando entre 10 e 26ºC, umidade relativa do ar 

entre 23 e 83% e ausência de precipitação, 

excetuando-se um dia, no qual houve 

precipitação de 2mm. 

3.3. Análises estatísticas 

Na fase experimental I os dados foram 

analisados de forma descritiva. Na fase 

experimental II, o delineamento foi em bloco ao 

acaso, no qual os animais formaram o bloco. Os 

dados foram submetidos ao teste de Lilliefors 

para averiguação da normalidade e 

homoscedasticidade das amostras, no entanto os 

pressupostos não foram atendidos e, portanto, 

submeteu-se ao teste de Friedman para a 

observação da existência de diferenças entre os 

tempos (Sampaio, 2010) e em seguida, foram 
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comparados pelo teste de Dunn (Pontes e 

Corrente, 2001). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Identificação de animais positivos e 

caracterização das cepas de A. marginale 

A propriedade rural da qual foram adquiridos os 

bezerros experimentais constitui um rebanho 

leiteiro com reconhecida estabilidade enzoótica 

de A. marginale, não tendo notificação de 

ocorrência de casos de anaplasmose nos animais 

adultos. Dos 30 bezerros recém-nascidos 

submetidos ao nested PCR para msp4 de A. 

marginale, três (10%) foram diagnosticados 

positivos - bezerros 11 (Figura 4), 24 e 30. A 

análise no BLAST da sequência de amplificação 

para msp4 apresentou alta similaridade (97-

99%) com cepas de A. marginale depositadas no 

Genbank. Esses animais positivos ao serem 

submetidos à caracterização molecular da 

MSP1a, através da análise de tandem dos 

produtos de genes, apresentaram variações entre 

os isolados. Os sequenciamentos de DNA 

realizados nos bezerros 11, 24 e 30 

identificaram duas novas sequências de 

repetições, além das sequências 13, 18, Q e 

MGI19, já descritas (Tabela 7). Estes resultados 

demonstram a presença de diferentes genótipos 

de msp1a de A. marginale no rebanho, 

concordando com a observação que há alta 

diversidade genética de A. marginale nas áreas 

endêmicas em todo o mundo (de la Fuente et al., 

2007).  

 

 
Figura 4. Identificação de animal positivo em gel de agarose 1% após eletroforese com produto da nested 

PCR com alvo no msp4. PM – padrão molecular; 10-23 bezerros; C+ – controle positivo 

Tabela 7. Comparação das sequências de repetições de MSP1a entre os bezerros positivos (11, 24 e 30) 

para A. marginale 

Bezerro 
Sequência codificada Forma de repetição 

DDSSSASGQQQESSVSSQSE-ASTSSQLG-- A* 

11 

pré-esplenectomia 

T**************L***DQ********** 

T**************L***DQ******S*** 

13* 

18* 

11 

pós-esplenectomia 

AE*************L***DQ********** 

AE*************L***DQ********** 
MGI19** 

24 
T**************L***DH********** 

T**************L***DQ******S*** 

Não descrito 

18* 

30 
T*****G************-*********** 

A******************DQ********** 

Não descrito 

Q* 
*
 Sequências relatadas por de la Fuente et al. (2007); 

**
 Sequência observada por Silveira et al. (2012) 

O encontro de DNA de A. marginale nas 

amostras de sangue dos bezerros recém-

nascidos é sugestivo da ocorrência da 

transmissão vertical da anaplasmose. Como os 

PM 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 C+ 

250pb 
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animais positivos não apresentaram riquetsemia 

detectável pelos esfregaços sanguíneos, optou-

se pela esplenectomia para realizar a 

comprovação definitiva desta forma de 

transmissão. Após a esplenectomia, os três 

animais positivos desenvolveram riquetsemia 

patente além de manifestar a forma clínica da 

anaplasmose, com presença de febre, apatia, 

redução do apetite e anemia. Este fato confirma 

de modo irrefutável a ocorrência da transmissão 

vertical nos três bezerros. 

Dois bezerros (24 e 30) desenvolveram anemia 

intensa, e ao atingirem VG ≤ 10%, foram 

tratados conforme descrito no protocolo 

CETEA. Isto ocorreu aos 18 e oito dias após a 

esplenectomia, quando as riquetsemias eram de 

38,5% e 26,8%, respectivamente. O bezerro 11, 

uma semana após a esplenectomia, apresentou 

riquetsemia de 42,8% e VG mínimo de 11%, 

não havendo a necessidade de ser tratado. Além 

disso, esse animal era o de maior idade no 

momento da esplenectomia (70 dias) e, assim 

como os demais, não apresentou sinais clínicos 

da doença previamente. Tudo isso sugeriu que a 

amostra de A. marginale presente no bezerro 11 

era de baixa virulência. Diferença de virulência 

de amostras de A. marginale oriundas de 

transmissão vertical tem sido descrita na 

literatura. Zaugg (1985), ao inocular sangue 

fetal positivo para A. marginale em bezerros 

esplenectomizados, observou o 

desenvolvimento de anaplasmose aguda em dois 

animais, os quais se recuperaram 

espontaneamente. Entretanto, Zaugg e Kuttler 

(1984) relataram a morte de dois bezerros com 

anaplasmose oriundos de vacas portadoras, que 

foram esplenectomizados após o nascimento. 

Adicionalmente, Pypers et al. (2011) relataram 

um caso de anaplasmose aguda e fatal em um 

bezerro coinfectado com BVDV, sugerindo que 

a imunossupressão causada pelo vírus foi fator 

predisponente à infecção. Por outro lado, a 

ausência de reação febril e outros sinais clínicos 

de anaplasmose em bezerros infectados 

congenitamente foram observados por Potgieter 

e Van Rensburg (1987), corroborando com os 

achados do presente estudo. 

Pelo sequenciamento do gene msp1a do bezerro 

11, verificou-se a ocorrência de diferenças entre 

os tandem antes e após a esplenectomia. Neste 

ínterim, possivelmente ocorreu alteração do 

genótipo do isolado de A. marginale. Mudanças 

no genótipo de A. marginale também foram 

observadas por Bastos et al., 2010 após a 

inoculação do isolado UFMG2. Estes autores 

relataram a possibilidade da presença, em 

baixos níveis, do novo genótipo no estoque 

original da cepa UFMG2 e que esses níveis 

aumentaram apenas após a multiplicação nos 

animais infectados e a partir daí, detectado pela 

PCR. De forma alternativa, os autores 

descreveram que esta variação antigênica da 

MSP1a poderia ser o primeiro exemplo em 

animais infectados e explicaria, pelo menos, em 

parte, a geração de diversidade genética de A. 

marginale em regiões endêmicas. 

Após a esplenectomia, o tandem do bezerro 11 

apresentou 99% de identidade com a amostra 

I19 (acesso JN885132.1) no Genbank. Esta 

amostra foi isolada de veado-catingueiro 

(Mazama gouazoubira) no Brasil por Silveira et 

al. (2012). Silveira (2012), ao inocular uma 

amostra de veado-catingueiro (I5 – acesso 

JN022558.1) em bezerros esplenectomizados 

observou que os animais desenvolveram baixa 

riquetsemia, com ausência de sinais clínicos de 

anaplasmose, sugerindo que a amostra apresenta 

baixa virulência. Amostras de A. marginale 

isoladas de ruminantes selvagens tem sido 

descrita como sendo de baixa virulência para 

bovinos (Kuttler, 1984). Como o bezerro 11 

recuperou o VG sem necessidade de tratamento, 

e a amostra apresentava indicativos de baixa 

virulência, sangue deste animal foi colhido e 

criopreservado para posterior realização de teste 

de virulência.  

Os dados obtidos neste experimento 

comprovam que 10% dos 30 bezerros 

acompanhados, oriundos de uma propriedade de 

exploração leiteira no interior de Minas Gerais 

foram infectados verticalmente por A. 

marginale. Frequência similar foi observada por 

Potgieter e Van Rensburg (1987) na África do 

Sul, os quais verificaram transmissão vertical 

em 12,5% dos bezerros e por Grau (2006), no 

Sul do Rio Grande do Sul, que constatou a 

ocorrência de 10,5% de bezerros nascidos de 

vacas positivas na PCR. No entanto, foi superior 

aos dados de Ribeiro et al. (1995), que 

encontraram soroprevalência de 2,1% em fetos 

bovinos com idades estimadas entre 121 e 150 

dias. 
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Quando as vacas sofrem anaplasmose clínica no 

último trimestre de gestação a taxa de 

transmissão vertical é elevada. Este fato tem 

sido descrito por Salabarria e Pino (1988) que 

verificaram transmissão vertical em 86,4% dos 

bezerros com até 24h de vida; Potiegter e Van 

Rensburg (1987) observaram ocorrência de 

30,8% de bezerros infectados, enquanto Ribeiro 

et al. (1995) relataram que 36% dos bezerros 

neonatos, oriundos de vacas pré-imunizadas no 

terço final de gestação, apresentaram anticorpos 

anti-Anaplasma. Outros autores também 

relataram a transmissão vertical de A. marginale 

a fetos bovinos de vacas com infecção aguda 

durante a gestação (Swift e Paumer, 1976; 

Zaugg e Kuttler, 1984; Zaugg, 1985; Potgieter e 

Van Rensburg, 1987). Estas observações 

diferem dos dados apresentados neste 

experimento, no qual apenas 10% dos bezerros 

encontravam-se positivos para A. marginale até 

três dias após o nascimento. Possivelmente, isto 

se encontra relacionado ao fato de que o 

rebanho de origem dos animais em estudo 

apresenta alta incidência da doença em bezerras 

de 5-12 meses de idade, as quais se tornam 

cronicamente infectadas, não havendo registros 

de casos clínicos em bovinos adultos. 

4.2. Inoculação de bezerros com amostra 

de A. marginale de transmissão vertical  

4.2.1. Período de incubação, de patência e 

convalescente. 

A amostra de A. marginale, isolada do bezerro 

11 (UFMG3), ao ser inoculada em bovinos 

negativos para essa riquétsia na dose de 2x10
7
 

hemácias infectadas por animal, e com baço in 

situ, apresentou período de incubação (PI) de 20 

dias. Período de incubação similar foi 

observado com a utilização da amostra de A. 

marginale de alta virulência (UFMG2), na dose 

3x10
5
 hemácias infectadas (Lasmar et al. 2012). 

Entretanto, Bastos et al. (2010), utilizando a 

amostra UFMG2 na dose de 10
7
 hemácias 

infectadas por animal, verificaram PI de 13 dias, 

período este também observado por Rodríguez 

et al. (2000) utilizando um isolado do México 

(MEX-15) em bovinos de 18 meses de idade, 

numa dose de 10
8
 hemácias infectadas por 

animal. Com uma dose de 10
7
 hemácias 

infectadas, Benavides et al. (2000) observaram 

PI de 28 dias utilizando um isolado 

aparentemente de baixa virulência em animais 

de 10 a 18 meses de idade. Variação do PI, 

relacionado com a dose infectante, foi relatada 

por Gale et al. (1996) que constataram que 

bovinos inoculados com 10
10

, 10
8
 e 10

6
 

hemácias infectadas por animal apresentaram PI 

de 7,3, 13,9 e 19,9 dias, respectivamente. Outro 

fator que interfere no PI está relacionado com a 

virulência da amostra. Coelho (2007), 

trabalhando com uma amostra de baixa 

virulência (UFMG1), na dose de 10
7 

hemácias 

infectadas por animal, observou PI de 35 dias. O 

PI de 20 dias observado neste experimento, 

utilizando inóculo de 2x10
7 

hemácias infectadas 

por animal sugere que a amostra isolada de 

transmissão vertical tem virulência inferior à 

UFMG2, sendo mais compatível com a 

UFMG1. 

Quanto ao período patente (PP), correspondente 

ao início da riquetsemia até o dia de menor VG, 

a amostra UFMG3 apresentou PP de nove dias. 

Lasmar et al. (2012), ao desafiar animais 

vacinados com vacina inativada e bezerros não 

vacinados, com amostra de alta virulência 

(UFMG2) observaram PP de 10,4 e 12,3 dias, 

respectivamente. A falta de padronização dos 

critérios para definir os parâmetros do PP 

dificulta a comparação dos dados obtidos de 

diferentes amostras de A. marginale. Coelho 

(2007) observou PP de 25 dias para amostra de 

baixa virulência (UFMG1), mas considerou o 

PP desde a identificação das primeiras hemácias 

infectadas até a estabilização da riquetsemia 

inferior a 1%. Lasmar (2010) relatou um PP de 

11,7 dias, utilizando amostra UFMG2 e 

considerando o período desde o início da 

riquetsemia até os animais atingirem 10% de 

VG. O PP observado neste experimento foi o 

mais curto quando comparado com outros 

trabalhos realizados com as amostras de A. 

marginale isoladas em Minas Gerais, embora 

utilizando, às vezes, parâmetros distintos.  

O período de convalescença (PC), definido 

como o intervalo de tempo obtido a partir do dia 

de menor VG até o dia que o VG igual a 24%, 

foi de 31 dias e seu início se deu quando a 

riquetsemia se encontrava em 2,48%. Esse 

período foi superior ao observado por Coelho 

(2007), que verificou um PC de 25 dias em 

animais inoculados com a amostra UFMG1. No 

entanto, esse autor considerou PC a partir da 
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riquetsemia abaixo de 1%, que ocorreu 10 dias 

após o menor VG. Porém, utilizando a amostra 

UFMG2, Coelho (2007) e Lasmar et al. (2012), 

observaram período de convalescença de 10 

dias e 9,3 dias, respectivamente, sendo 

justificado pelo tratamento dos animais quando 

atingiram VG ≤ 10%, o que possivelmente 

acelerou a recuperação dos mesmos. Um fator 

que contribuiu para o prolongamento do PC 

neste experimento foi a ocorrência de dois picos 

de riquetsemia nos animais experimentais com 

intervalo de 13 dias. Este intervalo condiz com 

o relatado por Kocan et al., (2003), que 

relataram variações a cada 10-14 dias. No 

entanto, de acordo com Kieser et al. (1990), as 

recidivas ocorrem em intervalos de 

aproximadamente cinco semanas após o PC e 

são atribuídas à ocorrência de variações 

antigênicas nas MSP como mecanismo de 

evasão do sistema imune. Deve-se salientar que 

nenhum bezerro necessitou de tratamento e 

todos se recuperaram clinicamente. 

4.2.2. Riquetsemia e volume globular 

A cinética das riquetsemias de A. marginale nos 

bezerros inoculados com a amostra UFMG3 

está apresentada na Figura 5 e na Tabela 8. 

Após PI de 20 dias, os animais apresentaram 

riquetsemia ascendente até o 6º dia, quando 

atingiu pico de 3,78%. A riquetsemia 

estabilizou até o 8º dia, quando começou 

redução gradativa até o 15º dia, apresentando 

1,88%. Observa-se a partir desta data nova 

ascensão, atingindo o segundo pico de 5,1% no 

19º dia, quando inicia novamente a redução. 

 

 
Figura 5. Dinâmica das medianas de VG e riquetsemia de bezerros inoculados com o isolado UFMG3 de 

Anaplasma marginale 

As maiores riquetsemias observadas nos 

bezerros experimentalmente inoculados com a 

amostra UFMG3 foram baixas, quando 

comparadas com riquetsemias provocadas por 

outras amostras isoladas de Minas Gerais. 

Coelho (2007) observou pico médio de 7,3% de 

riquetsemia com a amostra UFMG1, porém com 

a média ajustada em relação ao pico da anemia. 

Bastos et al. (2010) verificaram ocorrência de 

riquetsemia máxima de 5,4% e 10,2% em 

animais inoculados com 3,6x10
7
 e 2x10

7
 de 

corpúsculos de A. marginale oriundos de cultivo 

em células IDE8 e de sangue infectado com o 

isolado UFMG1, respectivamente. Entretanto, 

quando foi utilizada amostra de alta virulência 

(UFMG2) foi constatada riquetsemia de 15,6% 

(Bastos et al., 2010). Com este mesmo isolado, 

porém com uma dose cerca de 100 vezes 

inferior, Lasmar et al. (2012) encontraram 

riquetsemia média máxima de 10,4%. Percebe-

se semelhança do comportamento da 

riquetsemia do isolado UFMG3 com o da 
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amostra UFMG1, sugerindo a baixa virulência 

desse isolado. 

Gale et al. (1996)  testando doses infectantes de 

A. marginale, verificaram riquetsemia de 23,7, 

14,7 e 8,7% em animais inoculados com 10
10

, 

10
8
 e 10

6
 hemácias infectadas, respectivamente. 

Assim, há possibilidade de utilizar menor dose 

infectante da amostra UFMG3 para obter menor 

riquetsemia nos animais experimentais. 

Quanto ao volume globular, sofreu redução 

gradual após o início da riquetsemia, atingindo 

menores valores entre o 7º e 9º dia (13,5%). 

Posteriormente, teve o mesmo comportamento 

da riquetsemia, onde apresentou recuperação e 

nova redução no dia 21 com 16,5% (Figura 5 e 

Tabela 8).  A redução do VG está intimamente 

relacionada com a virulência da amostra de A. 

marginale utilizada. Coelho (2007), trabalhando 

com amostra UFMG1, verificou menor média 

de VG de 13% no 8º dia do período de patência. 

Quando foi utilizada a amostra de alta 

virulência (UFMG2) nas doses de 5x10
7
 e 3x10

5
 

hemácias infectadas por animal, 

respectivamente, Bastos et al. (2010) relataram 

redução média de 71% no VG (11,6%) e 

Lasmar et al. (2012) observaram VG ≤ 10% em 

todos os animais experimentais, os quais 

necessitaram ser tratados. Além disso, 

Benavides et al. (2000) relataram redução do 

VG para valores inferiores a 15% após a 

inoculação de uma amostra descrita como de

aparente baixa virulência, sendo necessário o 

monitoramento dos animais após a vacinação. 

A associação entre riquetsemia e redução do 

VG tem sido contraditória nas infecções 

experimentais de anaplasmose bovina. Lasmar 

(2010) constatou a existência de correlação 

negativa entre VG e riquetsemia; entretanto, 

Gale et al. (1996) verificaram redução similar 

no VG independente da dose infectante e 

riquetsemia máxima atingida. 

No presente experimento a dinâmica do VG e 

da riquetsemia ao longo do período 

experimental pode ser visualizada na Figura 5.  

O primeiro pico de riquetsemia ocorreu um dia 

antes (dia 6) do pico da anemia. Giardina et al. 

(1993) observaram que soros imunes de vacas 

infectadas por Anaplasma reagiram com as 

membranas das hemácias de bovinos infectados 

e normais, enquanto os soros de vacas não 

infectadas não reagiram, propondo que a 

infecção por A. marginale pode causar 

modificações estruturais e bioquímicas da 

membrana plasmática das hemácias, fazendo 

com que a anemia máxima ocorra entre 1-6 dias 

após o pico de riquetsemia. Meléndez (2005) 

também observou fagocitose de hemácias 

infectadas ou não por A. marginale, concluindo 

que há um mecanismo anticorpo dependente, 

participando da etiologia da anemia intensa 

usualmente observada durante a anaplasmose.
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Tabela 8. Medianas de riquetsemia e volume globular (VG) de bezerros inoculados experimentalmente com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale 
DIA -20 -12 -4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 15 17 19 21 24 28 32 36 40 

Riquetsemia (%) 
0 

d 

0 

d 

0 

d 

0,11

cd 

0,34 

abcd 

0,67 

abcd 

0,71 

abcd 

1,35 

abcd 

2,36 

abc 

3,78 

ab 

2,5 

abc 

3,24 

A 

2,48 

abcd 

1,89 

abcd 

0,79 

abcd 

2,06 

abcd 

1,88 

abcd 

3,12 

abc 

5,1 

a 

2,79 

abc 

1,46 

abcd 

1,15 

abcd 

0,65 

abcd 

0,41 

abcd 

0,18 

bcd 

VG (%) 
29,5 

a 

31 

ab 

27,5 

abc 

27,5 

abcd 

26,5 

abcd 

27,5 

abcd 

24 

abcd

e 

21,5 

abcd

e 

18,5 

abcd

e 

16,5 

abcd

e 

13,5 

e 

14,5 

e 

13,5 

e 

14 

e 

15 

de 

16 

cde 

17 

abcd

e 

19 

abcd

e 

17 

bcde 

16,5 

cde 

17 

abcd

e 

19,5 

abcd

e 

19,5 

abcd

e 

21 

abcd

e 

24 

abcd

e 

Letras diferentes representam diferença significativa (P<0,05) entre os tempos pelo teste de Dunn. 
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4.2.3. Parâmetros clínicos 

Os animais inoculados com a amostra UFMG3 

de A. marginale apresentaram temperatura retal 

(TR) acima de 39,0ºC três dias após PI, quando 

a riquetsemia era de 0,71% e o VG de 24%. A 

TR atingiu pico de 40,2ºC no 7º dia, quando 

atingiu o menor VG (13,5%) e um dia após o 

primeiro pico de riquetsemia (Anexo 1, Figura 6 

e Tabela 9). Um outro pico foi observado no 18º 

dia (40,1ºC), um dia antes do segundo pico de 

riquetsemia, percebendo-se, dessa forma, que a 

TR acompanhou a riquetsemia (Figura 6). A TR 

permaneceu elevada até o 32º dia, quando 

retornou à normalidade (Radostitis et al., 2007). 

De forma similar, Lasmar (2010) observou 

temperatura máxima de 40,7ºC um dia antes do 

pico da anemia e da riquetsemia. Coelho (2007) 

observou correlação positiva entre a TR e a 

riquetsemia e a atribuiu à possível 

potencialização da indução de mediadores 

inflamatórios através da ativação das células do 

sistema imune. De acordo com Feitosa (2008) 

pirógenos exógenos (vírus, bactérias, fungos, 

protozoários e antígenos) podem promover a 

liberação de citocinas ou de pirógenos 

endógenos (interleucina I e VI) que são 

armazenados e liberados pelos leucócitos, 

macrófagos, monócitos e células de Kuppfer, 

alterando o ponto fixo do centro regulador. Isto 

leva a sinais além da hipertermia, como 

taquicardia, taquipnéia, perda de apetite e 

depressão (Feitosa, 2008). Neste estudo, 

taquicardia, taquipnéia, redução dos 

movimentos ruminais e aumento discreto do 

escore clínico também foram observados ao 

redor do primeiro pico de temperatura retal 

(Anexos 7-9 e Figura 8). A taquipnéia associada 

à febre auxilia a perda de calor pela respiração. 

Ademais, 10 a 15 bpm são aumentados para 

cada grau elevado na TR (Feitosa, 2008).  

 

Figura 6. Dinâmica das medianas de temperatura retal e riquetsemia de bezerros inoculados com o isolado 

UFMG3 de Anaplasma marginale 

Apesar de se mostrar um bom indicador do 

desenvolvimento da riquétsia, a febre não é um 

sinal específico (Feitosa, 2008) e demanda 

conhecimento da epidemiologia da doença na 

propriedade e o monitoramento nas categorias 

mais predispostas (Coelho, 2007). 

A frequência cardíaca apresentou aumento 

significativo nos dias 7 e 8 comparado ao 

segundo dia de início da riquetsemia, atingindo 

os maiores valores, 130 e 126 bpm, 

respectivamente. Isto ocorreu 1-2 dias anterior 

ao pico da anemia (Figura 7). Já ao final do 

período de monitoramento dos animais (dias 28, 

32 e 40) ocorreu redução (P<0,05), 

normalizando-se. Resultados semelhantes foram 

observados por Coelho (2007) e Lasmar (2010), 

que relataram maiores valores de FC no período 

de menores médias de VG, sendo justificados 

como um mecanismo de compensação da 
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anemia (Coelho, 2007). De acordo com Feitosa 

(2008), a taquicardia constitui uma 

manifestação clínica da anemia. 

Figura 7. Dinâmica das medianas de frequência cardíaca e volume globular de bezerros inoculados com o 

isolado UFMG3 de Anaplasma marginale 

 

 
Figura 8. Dinâmica das medianas de frequência respiratória e volume globular de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale 

A frequência respiratória não apresentou 

diferenças (P>0,05) entre os dias nos quais os 

animais foram monitorados. No entanto, o 

maior valor da FR (50 mpm) ocorreu no 7º dia 

após o início da riquetsemia (Figura 8), 

antecedendo em um dia o pico da anemia 

(Anexo 2 e Tabela 9). De forma mais evidente, 

Coelho (2007) e Lasmar (2010) verificaram 

diferenças durante o período de maior fase da 

anemia, uma vez que as trocas gasosas e o 

transporte de oxigênio são deficientes em 

animais anêmicos, necessitando respirar com 

maior rapidez e profundidade para compensar a 

falha na oxigenação sanguínea (Feitosa, 2008). 

Isto foi demonstrado por Coelho (2007), o qual 

observou redução da pCO2 com a evolução da 
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anemia causada pela infecção por A. marginale 

em bezerros inoculados experimentalmente, 

sendo justificada pelo aumento da frequência 

respiratória durante o período patente da 

anaplasmose. Adicionalmente, esse autor 

relatou a ocorrência de acidose metabólica, com 

redução do pH sanguíneo, estimulando a 

hiperventilação e consequentemente reduzindo a 

pCO2, na tentativa de manter o equilíbrio ácido-

base.  

Os movimentos ruminais apresentaram redução 

(P<0,05) no 7º dia após início da riquetsemia (9 

mov./5min). Apesar de não apresentar 

alterações significativas durante quase todo o 

período experimental, a diminuição ocorrida no 

dia 7, possivelmente se encontra relacionada à 

menor ingestão de alimento, uma vez que 

Feitosa (2008) relatou que o mais potente 

estímulo natural para o início das contrações 

ruminais é o ato da alimentação. De Andrade et 

al. (2004) observaram diminuição da ingestão 

de alimentos em bezerros pós-inoculação de A. 

marginale. De forma interessante, no presente 

experimento, a redução dos movimentos 

ruminais ocorreu exatamente no dia de maior 

temperatura retal (Figura 9). Segundo Feitosa 

(2008), algumas doenças, principalmente as 

promotoras de febre, podem também levar à 

redução do apetite. Fato este observado por 

Rodríguez et al. (2000), os quais relataram a 

apresentação de sinais clínicos de anaplasmose 

aguda, incluindo anorexia e febre (TR > 40ºC) 

em animais inoculados com A. marginale.  

O escore clínico dos bezerros inoculados com a 

amostra de origem congênita foi considerado 

normal durante todo o PI e até o 5º dia do PP. 

Apenas nos dias entre 6, 7 e 8, o escore clínico 

foi considerado discreto (Tabela 9). Em seguida, 

redução (P<0,05) ocorreu no dia 36, 

permanecendo no último dia de monitoramento, 

o que demonstrou a melhora clínica dos 

animais. Sacco et al. (2001), em condições de 

campo, observaram poucos dos animais 

inoculados com sinais clínicos evidentes.  

 

 
Figura 9. Dinâmica das medianas dos movimentos ruminais e temperatura retal de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

Adicionalmente, Coelho (2007), ao adotar uma 

classificação para o escore de exame físico 

como normal ou moderado ou grave, verificou 

um escore moderado em um dos seis animais, 

enquanto os demais apresentaram apenas 

mucosas hipocoradas. Esse autor atribuiu esses 

achados às excelentes condições de instalação e 

à restrição de movimentação, uma vez que os 

animais foram criados em sistema tie stall. 

Condições semelhantes também ocorreram 

neste experimento. Em condições de campo, os 

efeitos da anemia poderiam ser agravados e os 

sinais clínicos serem mais evidentes (Coelho, 

2007). Entretanto, Rodríguez et al. (2000) 

observaram sinais clínicos evidentes, com morte 

de dois animais após inoculação de 10
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hemácias infectadas por animal e Bastos et al. 

(2010) verificaram 60% de mortalidade em 

bezerros inoculados com um isolado de alta 

virulência. A dinâmica do escore clínico junto 

às oscilações do VG e da riquetsemia pode ser 

visualizada na Figura 10. 

 

 

 
Figura 10. Dinâmica das medianas do escore clínico, volume globular e riquetsemia de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 
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Tabela 9. Medianas de temperatura retal (TR), frequências cardíaca (FC) e respiratória (FR), movimentos ruminais (MR) e escore clínico de bezerros inoculados 

experimentalmente com isolado UFMG3 de Anaplasma marginale 
DIA -20 -12 -4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 15 17 19 21 24 28 32 36 40 

TR (ºC) 
39,1 

abcd 

38,8 

bcd 

39,2 

abcd 

38,7 

abcd 

38,9 

abcd 

38,8 

bcd 

39,1 

abcd 

39,6 

abcd 

39,6 

abcd 

39,8 

abc 

40,2 

a 

39,9 

ab 

39,9 

abc 

39,3 

abcd 

39 

abcd 

38,9 

abcd 

39,3 

abcd 

39,6 

abcd 

39,6 

abcd 

39,2 

abcd 

38,6 

bcd 

38,8 

abcd 

39 

abcd 

38,6 

d 

38,6

cd 

FC (bpm) 
102 

abc 

104 

abc 

104 

abc 

98 

abc 

102 

abc 

94 

bc 

102 

abc 

116 

abc 

108 

abc 

126 

ab 

130 

a 

126 

a 

122 

ab 

116 

ab 

110 

abc 

104 

abc 

102 

abc 

100 

abc 

102 

abc 

104 

abc 

106 

abc 

92 

bc 

92 

bc 

98 

abc 

84 

c 

FR (mpm) 
42 

a 

36 

a 

42 

a 

34 

a 

34 

a 

34 

a 

38 

a 

36 

a 

28 

a 

38 

a 

50 

a 

40 

a 

34 

a 

32 

a 

28 

a 

28 

a 

30 

a 

30 

a 

28 

a 

36 

a 

32 

a 

36 

a 

32 

a 

36 

a 

36 

a 

MR (mov./5min) 
10 

ab 

12 

ab 

13,5 

ab 

12,5 

ab 

14 

a 

10,5 

ab 

11,5 

ab 

13,5 

a 

11,5 

ab 

11 

ab 

9 

b 

10,5 

ab 

10 

ab 

12,5 

ab 

12 

ab 

13,5 

ab 

12 

ab 

11,5 

ab 

10 

ab 

10 

ab 

15 

a 

13 

ab 

10 

ab 

12,5 

ab 

11,5 

ab 

Escore Clínico 
0 

b 

0 

b 

0 

b 

0 

ab 

0 

b 

0 

ab 

0 

ab 
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ab 

3 

ab 

8 

ab 

9 

ab 

8 

a 

6 

ab 

5 

ab 

4 

ab 

4 

ab 

0 

ab 

2 

ab 

6 

ab 

5 

ab 

5,5 

ab 

4 

ab 

0,5 

ab 

0 

b 

0 

b 

Letras diferentes representam diferença significativa (P<0,05) entre os tempos pelo teste de Dunn. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

No presente estudo, a identificação de bezerros 

neonatos positivos para Anaplasma marginale 

através da técnica de PCR foi bastante efetiva, 

uma vez que todos os animais positivos se 

tornaram doentes após a esplenectomia. 

A ocorrência de transmissão vertical em 

bezerros oriundos de um rebanho caracterizado 

por estabilidade enzoótica foi relativamente alta, 

considerada uma forma de transmissão 

importante e podendo ser uma fonte de perdas 

no rebanho, usualmente não diagnosticada. 

A caracterização molecular de uma das 

amostras isoladas de bezerros com infecção 

vertical de A. marginale mostrou-se similar a 

amostra isolada de veado-catingueiro (Mazama 

gouazoubira) depositada no Genbank. 

Adicionalmente, os diferentes genótipos de 

msp1α isolados permitem a observação de alta 

diversidade genética de A. marginale no 

rebanho de origem desses animais.  

A virulência da amostra estudada foi baixa, 

caracterizada por reduzida riquetsemia, 

recuperação espontânea dos animais e 

semelhanças com a cepa de baixa virulência, 

UFMG1, podendo ser utilizada como vacina 

viva. No entanto, acredita-se que os sinais 

clínicos podem ser menos intensos e a 

recuperação mais rápida com a redução da dose 

infectante utilizada, considerada elevada neste 

experimento.  

Além do volume globular e riquetsemia, a 

temperatura retal constitui um bom parâmetro 

de monitoramento de animais infectados por A. 

marginale, correspondendo à forma mais prática 

para ser utilizada a campo. 

6. CONCLUSÕES 

Os resultados deste estudo permitem concluir: 

A transmissão vertical de Anaplasma marginale 

ocorre com relativa frequência em bovinos. 

Diferentes isolados de A. marginale são capazes 

de serem transmitidos verticalmente em 

bovinos. 

A amostra de A. marginale UFMG3, utilizada 

neste trabalho, possui ampla semelhança com 

uma cepa isolada de veado-catingueiro 

(Mazama gouazoubira). 

A virulência da amostra UFMG3 mostrou-se 

baixa, podendo ser utilizada como vacina viva. 
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ANEXOS

 
Anexo 1. Dinâmica das medianas do volume 

globular e temperatura retal de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

 

 
Anexo 3. Dinâmica das medianas do volume 

globular e movimentos ruminais de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma 

marginale. 

 
Anexo 5. Dinâmica das medianas da riquetsemia e 

frequência respiratória de bezerros inoculados com 

o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale 

 
Anexo 2. Dinâmica das medianas do volume 

globular e frequência respiratória de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma 

marginale. 

 
Anexo 4. Dinâmica das medianas da riquetsemia e 

frequência cardíaca de bezerros inoculados com o 

isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

 

 
Anexo 6. Dinâmica das medianas da riquetsemia e 

movimentos ruminais de bezerros inoculados com 

o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale.  

37,5 

38,0 

38,5 

39,0 

39,5 

40,0 

40,5 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

-20 -14 -8 -2 2 5 8 11 14 17 20 24 30 36 

Te
m

p
er

at
u

ra
 r

et
a

l (
ºC

) 

V
o

lu
m

e 
gl

o
b

u
la

r 
(%

) 

Dias 

VG 
TR 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

-2
0 

-1
4 -8

 

-2
 2 5 8 

11
 

14
 

17
 

20
 

24
 

30
 

36
 

M
o

vi
m

en
to

s 
ru

m
in

an
is

 
(m

o
v.

/5
m

in
.)

 

V
o

lu
m

e 
gl

o
b

u
la

r 
(%

) 

Dias 

VG 
MR 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

0,00 

1,00 

2,00 

3,00 

4,00 

5,00 

6,00 

-2
0 

-1
4 -8

 

-2
 2 5 8 

11
 

14
 

17
 

20
 

24
 

30
 

36
 

Fr
eq

u
ên

ci
a 

re
sp

ir
at

ó
ri

a 
(m

p
m

) 

R
iq

u
et

se
m

ia
 (%

) 

Dias 

Riq… 
FR 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

-20 -14 -8 -2 2 5 8 11 14 17 20 24 30 36 

Fr
e

q
u

ê
n

ci
a

 r
e

sp
ir

at
ó

ri
a

 (
m

p
m

) 

V
o

lu
m

e 
gl

o
b

u
la

r 
(%

) 

Dias 

VG 
FR 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

140 

0,00 

1,00 

2,00 

3,00 

4,00 

5,00 

6,00 

-20 -14 -8 -2 2 5 8 11 14 17 20 24 30 36 

Fr
eq

u
ên

ci
a 

ca
rd

ía
ca

 (b
p

m
) 

R
iq

u
et

se
m

ia
 (%

) 

Dias 

Riq… 
FC 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

0,00 

1,00 

2,00 

3,00 

4,00 

5,00 

6,00 

-2
0 

-1
4 -8

 

-2
 2 5 8 

11
 

14
 

17
 

20
 

24
 

30
 

36
 

M
o

vi
m

en
to

s 
ru

m
in

ai
s 

(m
o

v.
/5

m
in

.)
 

R
iq

u
et

se
m

ia
 (%

) 

Dias 

Riq… 
MR 



 

 

47 

 

 
Anexo 7. Dinâmica das medianas da temperatura 

retal e frequência cardíaca de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

 

 
Anexo 9. Dinâmica das medianas da temperatura 

retal e escore clínico de bezerros inoculados com o 

isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

 
Anexo 11. Dinâmica das medianas da frequência 

cardíaca e movimentos ruminais de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma 

marginale. 

 
Anexo 8. Dinâmica das medianas da temperatura 

retal e frequência respiratória de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma 

marginale. 

 
Anexo 10. Dinâmica das medianas das frequências 

cardíaca e respiratória de bezerros inoculados com 

o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 

 
Anexo 12. Dinâmica das medianas da frequência 

cardíaca e escore clínico de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 
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Anexo 13. Dinâmica das medianas da frequência 

respiratória e movimentos ruminais de bezerros 

inoculados com o isolado UFMG3 de Anaplasma 

marginale.  

 
Anexo 14. Dinâmica das medianas da frequência 

respiratória e escore clínico de bezerros inoculados 

com o isolado UFMG3 de Anaplasma marginale. 
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