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The objectives were to evaluate the prevalence and the seroepidemiological
evolution to Anaplasma marginale in 41 calves since birth to first 180 days of life,
in a enzootic region in the state of Rio de Janeiro. The analyzed animals be-
longed to Centro Estadual de Pesquisa em Agricultura Organica - Pesagro-Rio,
Seropédica-R]. The study was conducted during the rainy and dry seasons,
between 2009 and 2010. A total of 1607 serum samples was collected initially
every three days and processed using indirect ELISA test to detect IgG anti-A.
marginale antibodies. Percent values for A. marginale seroprevalence as function
of age were tested using the x* test at 5% significance level. The prevalence of
IgG anti-A. marginale antibodies were 39.8% in calves younger than 30 days,
23.3% between 30 and 60 days, 27.3% for 60 and 120 days and 38.2% to 120 and
180 days. Calves with age between 30 and 60, 60 and 120 and 120 and 180 days
were respectively 1.90, 1.75 and 1.55 more risk to be seronegative for A. mar-
ginale than newborn ones. The results show that calves had low levels of IgG
antibodies anti-A marginale in all study, this condition induces them to develop-
ment of clinical anaplasmosis. Moreover, the property was considered unstable
epidemiologically to A. marginale, although located in a endemic stability area.

KEY WORDS. Anaplasmosis, bovines, immunodiagnosis, enzootic.
RESUMO. Os objetivos do trabalho foram avaliara  Bos taurus) do nascimento aos primeiros 180 dias

prevaléncia e a evolucdo soroepidemiolégica para  de vida, numa regido enzoética do estado do Rio
Anaplasma marginale em 41 bezerras (Bos indicus x ~ de Janeiro. Os animais analisados pertenciam ao

* Recebido em 25 de fevereiro de 2013.
Aceito para publicacdo em 28 de marco de 2014.

! Médico-veterinério, DSc. Laboratorio de Doengas Parasitarias (LDP), Departamento de Epidemiologia e Satide Ptblica (DESP), Instituto de Veterinaria (IV),
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]), BR 465 Km 7, Seropédica, R] 23890-000, Brasil. * Autor para correspondéncia, E-mail: fabiojms@icb.ufrj.br

2 Médico-veterindrio, DSc. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAV), Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Unesp-Jaboticabal, Rod. Carlos Tonanni, Km 5, Jaboticabal, SP 14870-000, Brasil. E-mail: jenevaldo@hotmail.com

* Médico-veterinario, DSc. Tecnologista em Satde Publica, Bio-Manguinhos, Fiocruz, Av. Brasil, 4365, Manguinhos, R] 21040-900, Brasil. E-mail:
daniel.guedes@bio.fiocruz.br

* Médico-veterindrio, DSc. Instituto Mineiro de Agropecudria, Av. Santa Moénica, 815, Saudade, Janatba, MG 39440-000, Brasil. E-mail:
charlesufrrj@bol.com.br

® Médica-veterinaria, DSc. Curso de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterindrias (CPGCV), IV, UFRR], BR 465 Km 7, Seropédica, RJ 23890-000.
E-mail: rafaella.medvet@hotmail.com

® Médico-veterinario, DSc., LD. DESP, IV, UFRR], BR 465 Km 7, Seropédica, R] 23890-000. E-mail: adivaldo@ufrrj.br - bolsista CNPq.

7 Médico-veterinario, PhD, LD. Departamento de Parasitologia Animal (DPA), IV, UFRR], BR 465 Km 7, Seropédica, R] 23890-000. E-mail: fac-
cinijlh@uifrrj.br - bolsista CNPq.

Rev. Bras. Med. Vet., 37(2):133-137, abr/jun 2015 133



Fébio Jorge Moreira da Silva et al.

Centro Estadual de Pesquisa em Agricultura Orga-
nica - Pesagro-Rio, Seropédica-R]. O estudo foi con-
duzido nas estacdes chuvosa e seca, entre 2009 e
2010. Foi obtido um total de 1607 amostras de soro,
com intervalo inicial de trés dias e processados
utilizando o teste ELISA indireto para detecgdo de
anticorpos IgG anti-Anaplasma marginale. Os valo-
res percentuais de soroprevalécia para A. marginale
em funcdo da idade foram submetidos ao teste x2
a 5% de significancia. A prevaléncia de anticorpos
IgG anti-A. marginale, em bezerros, em fungdo da
idade, foi de 39,8% nos animais com idade inferior
a 30 dias, 23,3% entre 30 e 60 dias, 27,3% entre 60 e
120 dias e 38,2% entre 120 e 180 dias. Bezerros com
idade 30 - 60, 60 - 120 e 120 - 180 dias apresentaram
respectivamente 1,90, 1,75 e 1,55 mais risco de se-
rem soronegativos para A. marginale do que os ani-
mais recém-nascidos. Os resultados demonstram
que durante todo o estudo os animais apresenta-
ram baixos titulos de anticorpos IgG anti-A. mar-
ginale, estando mais susceptiveis a apresentarem
anaplasmose clinica. Além disto, a propriedade foi
considerada epidemiologicamente instavel para A.
marginale, embora localizada em uma area de esta-
bilidade endémica.

PALAVRAS-CHAVE. Anaplasmose, bovinos, imuno-
diagndstico, enzootia.

INTRODUCAO

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasma-
taceae, Theiler 1910) é o mais importante patégeno
de bovinos transmitido por carrapatos em todo o
mundo, ocorrendo em seis continentes e sendo res-
ponsavel por grave morbidade e mortalidade em
regides temperadas, subtropicais e tropicais (Ko-
can et al. 2000, De La Fuente et al. 2005). A doenca
é endémica na América Latina, onde o principal
vetor é o carrapato Rhipicephalus microplus (Vidotto
et al. 2001).

Para implementagdo de um programa de contro-
le da anaplasmose, faz-se necessario o conhecimen-
to epidemioldgico desta enfermidade na regido de
interesse, incluindo também seus potenciais veto-
res (Kessler 2001, Souza et al. 2001). A situacao epi-
demiolégica de uma area pode ser determinada a
partir do uso de algumas técnicas de diagndsticos,
tanto para identificar a presenga do agente, quanto
a resposta imune do hospedeiro infectado. Entre os
diversos métodos, temos como um dos mais efica-
zes o Ensaio de Imunoadsorcdao Enzimatico indire-
to (iELISA), que de acordo com Aratjo et al. (1998)
possui melhor desempenho quando comparado a
outros testes sorolégicos. Em relacdo aos niveis de

resposta imunolégica dos animais, as dreas pesqui-
sadas podem ser caracterizadas de trés formas: are-
as de estabilidade enzoética, instabilidade e situa-
¢do de 4drea marginal para anaplasmose (Madruga
et al. 1985).

Embora A. marginale apresente ampla distribui-
¢do em muitas regides do Brasil, ndo ha conheci-
mento pleno da condigdo epidemiolégica e da
situacdo desta enfermidade no estado do Rio de Ja-
neiro (Souza et al. 2001). Assim, o estudo teve como
objetivos avaliar a prevaléncia de anticorpos IgG
anti-A.marginale e a condi¢cdo soroepidemiolégica
desta riquétsia em bezerros nativos em uma pro-
priedade da Baixada Fluminense, regido enzoética
do estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

As coletas a campo foram realizadas entre outubro
de 2009 e setembro de 2010, na fazenda de bovinocul-
tura de leite da Empresa de Pesquisa Agropecudria do
Estado do Rio de Janeiro (Pesagro-Rio), Centro Estadual
de Pesquisa em Agricultura Organica (Seropédica-R]),
localizada na microrregido metropolitana da cidade do
Rio de Janeiro (latitude sul 22°48’, longitude oeste 43°41’,
altitude de 33m), com clima de duas estagdes predomi-
nantes, uma marcada pelas chuvas e outra pela seca.

Foram utilizadas 41 bezerras (Bos taurus x Bos indi-
cus) com idade entre 01 e 180 dias, as quais 21 nasceram
no periodo chuvoso (outubro - marco, Grupo A) e 20 no
periodo seco (abril - setembro, Grupo B). O cronograma
das coletas de sangue foi estabelecido de acordo com
a idade dos animais. Inicialmente, até completarem 90
dias de vida, os individuos foram acompanhados a cada
trés dias, em média. Entre 90 e 150 dias de vida, as co-
letas se deram a cada 7 dias e, por fim, com intervalos
de 15 dias até que os animais atingissem os 180 dias de
nascidos.

A deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-A. mar-
ginale nas amostras de soro sanguineo foi obtida a par-
tir do teste iELISA proposto por Machado et al. (1997)
e adaptado para A. marginale. Como controles positivos
foram utilizados soros de 12 bovinos com alto titulo de
anticorpos anti-A.marginale (1:3200 na Reacdo de Imuno-
fluorescéncia Indireta [RIFI]) e para controles negativos
foram utilizados soros del2 bovinos comprovadamente
negativos na RIFI. Na reacdo do iELISA foi utilizado an-
tigeno bruto de A. marginale, com concentragdo proteica
de 12pg/mL. A leitura do ensaio foi realizada por es-
pectrofotometria e obtida com auxilio de um leitor de
microplacas, baseada em um comprimento de onda de
405nm.

A atividade enzimatica de cada soro no iELISA foi
calculada mediante determinacdo do valor da amostra
em relacdo a média do referencial positivo (A/P). Os
valores A/P foram agrupados em niveis ELISA (NE),
que variaram de zero a nove (NE 0 - NE 9). A amplitu-
de maxima do NE zero foi determinada pela média dos
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valores da absorbéancia de soros de animais ndo imunes
contra A. marginale (referéncia negativa), acrescida de
dois desvios padrdo da média, conforme estabelecido
por Machado et al. (1997). A partir deste limite, os inter-
valos entre os outros niveis no ELISA foram acrescidos
em 35% cada. O ponto de corte do teste foi determinado
multiplicando-se por 2,5 a média da densidade 6ptica
(DO) dos soros dos animais negativos para A. marginale.

Para efeito de classificacdo da area estudada, foram
utilizadas adaptagdes dos critérios propostos por Maho-
ney & Ross (1972), que utilizaram para caracterizar como
estabilidade enzoética areas cuja frequéncia de agentes
etiologicos atingiu valores acima de 75%; areas de insta-
bilidade enzoética, aquelas com frequéncias inferiores a
75%; e areas marginais aquelas cujas frequéncias estao
muito préximas do limite. Para o presente estudo, o cri-
tério de avaliagdo da regiao foi a resposta sorolégica dos
bezerros para anticorpos da classe IgG anti-A.marginale,
conforme proposto por Madruga et al. (1985).

Para efeitos de analise estatistica e correlacao das res-
postas, os animais dos grupos A e B foram estratificados
em quatro grupos de acordo com a idade. O primeiro
com idade até 30 dias, o segundo entre 30 e 60, o terceiro
entre 60 e 120 e o quarto entre 120 e 180 dias. Os resul-
tados da associagdo entre a variavel frequéncia de ani-
mais soropositivos para A. marginale com o fator idade
foram submetidos ao teste qui-quadrado (x%). Na avalia-
¢do do risco de ocorréncia de anaplasmose, foi calculada
a razdo de prevaléncia (RP). Para auxiliar a analise dos
resultados, foi utilizado o software estatistico Rstudio
(Foundation for Statistical Computing), versdo 2.12.2
(2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Densidade Optica (DO) média dos soros con-
troles negativo (n=18) foi de 0,117+0,004 e a absor-
bancia média verificada para os soros controles po-
sitivo (n=18) foi de 1,006+0,251. Assim, baseado na
média da absorbancia dos soros controles negativo,
foi estabelecido o primeiro nivel de iELISA (NE),
sendo os demais niveis determinados pelo acrés-
cimo de 35% sobre o nivel anterior (Tabela 1). As
amostras foram agrupadas em NE, que variaram
de 0 (nivel mais baixo) a 9 (nivel mais alto) e amos-
tras com DO acima de 0,257 (NE 2 3) foram consi-
deradas positivas.

A distribuicdo dos soros em Niveis de ELI-
SA (NE) nado apresentou diferenca significativa
(p>0,05) em fungdo da estacdo do ano (Tabela 1).
Estes dados corroboram os resultados de Silva
(2008), que nado observou influéncia desta variavel
nos titulos de anticorpos IgG anti-A.marginale em
bezerros. Tal estudo indica ndo haver diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre as respostas
sorolégicas para animais da mesma idade, nasci-
dos em diferentes épocas do ano na mesma regiao

endémica para A. marginale. Baseado nestas infor-
magoes, os soros testados no presente estudo foram
avaliados apenas em relacdo a faixa etaria.

De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 2,1,0% (16/1607) apresentou DO alta (NE =
7,8e9)e23,2% (373/1607) corresponderam ao NE
mais baixo (NE = 0). Quando estratificados por fai-
xas etérias, 50,9% dos soros de animais até 30 dias,
69,2% entre 30-60 dias, 67,6% daqueles entre 60-120
dias e 58% dos acima de 120 dias apresentaram
NE negativo (0-2). Do total de amostras de soro
dos animaiss avaliados do nascimento aos 180 dias
de vida, 62,3% apresentaram NE negativo, o que
pode indicar uma baixa taxa de resposta sorologi-
ca anti-A. marginale no rebanho, conforme descrito
por Pacheco et al. (2004), ou mesmo a possibilidade
de uma cepa pouco virulenta com baixo estimulo
imunolégico, observado por Kano et al. (2002), o
que pode indicar risco de anaplasmose clinica na
propriedade.

Mais de 30% das amostras de soro de bezerros
com idade até 30 dias e os de 30 a 60 dias apresen-
taram resposta entre NE 3-6, ou seja, entre o nasci-
mento e os primeiros 60 dias de vida ha evidéncias
de um contato das bezerras com A. marginale. Este
percentual pode ser justificado pelas imunoglo-
bulinas colostrais de ruminantes que apresentam
niveis elevados ap6s 24 horas do parto e possuem
meia-vida entre 11,5 e 16 dias (Barrington & Parish
2001), indicando uma transferéncia passiva de IgG
na sequéncia ao nascimento, através da amamenta-
¢do. Ap0s este periodo ha uma resposta do préprio
animal a infeccdo pelo agente.

Para melhor auxilio ao sistema imune em for-
magao, a assisténcia imunolégica materna através
do colostro é essencial (Palmer & McGuire 1984).
Segundo Barrington & Parish (2001), o colostro
fornecido aos bezerros possui uma quantidade de

Tabela 1. Classificagdo dos soros testes de bezerros em niveis de ELISA
(NE) anti-Anaplasma marginale, Pesagro-Rio, 2009-2010.

NE S/P Grupo A (n=822)* Grupo B (n=785)*
0 0.0- 0.140 183 190
1 0.141-0.189 150 159
2 0.190- 0.256 160 160
3 0.257- 0.346 139 111
4 0.347- 0.468 86 80
5 0.469- 0.633 60 54
6 0.634- 0.855 33 26
7 0.856-1.155 10 4
8 1.156- 1.560 1 1
9 >1.560 0 0

S/P = Absorbéancia das amostras e dos soros de referéncia positiva;
n=numero de soros testados; grupo A = estacdo chuvosa; grupo B =
estacdo seca *ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05).
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anticorpos IgG suficiente para uma primeira agao
imune. No presente estudo foi evidenciado o forne-
cimento de colostro para todos os animais ao nas-
cer e durante aproximadamente os primeiros cinco
dias de vida.

Pacheco et al. (2004) diagnosticaram niveis de
imunoglobulinas no soro de vacas, préximo ao pe-
riodo do parto, e nos respectivos bezerros, que fo-
ram mantidos em sistema de manejo semelhante ao
do presente estudo. Estes autores observaram nos
filhotes a diminuigao gradativa a partir do primei-
ro dia de vida até 45 dias, o que corrobora os resul-
tados sorologicos negativos dos animais desta faixa
etdria (Tabela 2).

No estudo a soroprevaléncia de IgG anti-A.
marginale foi de 39,8% nos bezerros da faixa etéria
até 30 dias, apresentando uma queda para 23,3%
e voltando a aumentar com a idade dos animais,
atingindo prevaléncia de 38,2% na faixa etaria en-
tre 120 e 180 dias (Tabela 3), corroborando relatos
anteriores realizados no Brasil e na Costa Rica (Pé-
rez et al. 1980). Segundo Melo et al. (2001), mais
de 90% dos bezerros apresentaram anticorpos IgG
anti-A. marginale antes dos 30 dias de idade, sendo
que, entre 90 e 150 dias, estes valores cairam até
atingirem um minimo de 13,6%. E, a partir dos 180
dias de idade, por conta da infec¢do natural, mais
de 96% tornam-se positivos novamente, fato que
corrobora os resultados descritos na Tabela 3, po-
rém com valores menos elevados.

Durante os primeiros 180 dias de vida a frequén-
cia de anticorpos da classe IgG anti-A. marginale foi
baixa (37,7%), caracterizando toda esta fase como
de risco potencial para a ocorréncia de anaplasmo-
se clinica (Tabela 2). A idade dos animais ainda é
considerada um fator determinante para a imuni-
dade contra A. marginale, uma vez que os animais
jovens sdo mais resistentes a infeccdo primaéria.
Observando isto, se pelo menos 75% dos bezerros
fossem expostos a infeccdo entre 6 a 9 meses, a in-
cidéncia da doenca seria muito baixa e um estado
de estabilidade endémica natural poderia existir,
corroborando Smith et al. (1989).

Analisando a Tabela 3, os soros de animais en-
tre 30 e 60 dias de idade apresentaram maior ris-
co para anaplasmose (RP=1,9). Posteriormente, as
amostras de animais com idade entre 60 - 120 e 120
- 180 dias indicaram, respectivamente, 76% e 55%
mais risco de serem soronegativos para A. margi-
nale do que aqueles animais recém-nascidos, o que
corrobora Pacheco et al. (2004) e também Barring-
ton & Parish (2001), este altimo somente em rela-
¢do a qualidade do colostro.

Tabela 2. Percentual de amostras de soro por faixas etarias
testadas por iELISA anti-Anaplasma marginale e classificadas
em niveis de ELISA (NE), Pesagro-Rio, 2009-2010.

NE <30dias 30-60dias 60-120 dias 120-180 dias Total
0 12,9 22,7 35,3 13,3 23,2
1 14,6 25,3 17,5 20,7 19,2
2 23,4 21,2 14,8 24,0 19,9
3 23,4 13,4 10,1 19,2 15,6
4 14,9 10,5 7,5 10,4 10,3
5 7,3 4,4 8,6 7,1 7,1
6 3,5 23 41 44 3,7
7 0,0 0,3 1,9 0,6 0,9
8 0,0 0,0 0,2 0,3 01
9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 3. Avaliacao da idade como fator de risco para a fre-
queéncia de anticorpos da classe IgG anti-Anaplasma marginale
pelo teste qui-quadrado em bezerros até 180 dias, Pesagro-Rio,
2009-2010.

Fator de risco N P%) ¥

Idade
(1) <30 dias* 342

RP  P-valor 1C95%

398% - - -
233% 168 190 0,03

(2) 30 - 60 dias 344 [0,47 - 0,93]
(3)60-120 dias 583 273% 94 176 0,04 [0,74-0,87]
(4)120 -180 dias 338 382% 1,7 155 0,06 [0,27-1,98]

* Valor referéncia, N= ntimero de amostras avaliadas, P(%)= prevalén-
cia de soropositivos para Anaplasma marginale, x>= qui-quadrado, RP
= razdo de prevaléncia, IC 95% = intervalo de confianca.

Poucas areas do Brasil, até o momento, foram
caracterizadas em relagdo a enzootia para A. mar-
ginale, principalmente quanto a instabilidade enzo-
6tica. Como exemplo, temos o estado de Sergipe,
para regides climaticas do tipo arida, semi-arida,
transicdo semi-arida e transi¢do subumida, onde
a prevaléncia média foi de 16,3% (Oliveira et al.
1992); a microrregiao de Bagé, estado do Rio Gran-
de do Sul, com clima subtropical amido; e a re-
gido nordeste do estado do Par4, clima equatorial
quente e imido, em que a prevaléncia observada
de animais reagentes para A. marginale foi de 64%
e menor de 70% respectivamente (Guedes Junior et
al. 2008).

O percentual de amostras positivas (NE=3), que
inclui todo grupo do estudo (1 a 180 dias), foi de
31,4% (Tabela 3). Este fato indica que, a partir deste
valor, a area da propriedade foi classificada como
de instabilidade enzodtica, o que contrasta com a
condigdo descrita por Souza et al. (2001), que des-
creveram a mesorregido Norte Fluminense como
de estabilidade enzodtica para anaplasmose. Como
a area do estudo estd compreendida dentro desta
mesorregido, trata-se de uma condicdo de instabili-
dade, a0 menos para a faixa etaria pesquisada (até
180 dias), dentro de uma area considerada estavel.

Diversos fatores de risco, como préticas de ma-
nejo em pastagens, aspectos sanitarios, manipula-
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cdo genética das racas, estado fisiolégico das pro-
genitoras, populacdo de artrépodes, além da idade
dos animais, podem influenciar diretamente na
frequéncia de A. marginale e seu vetor no rebanho,
e consequentemente na classificagdo enzoética da
area (Madruga et al. 1985, Kessler 2001, Silva et al.
2013).

CONCLUSOES

Os resultados demonstram que os animais es-
tudados apresentaram baixos titulos de anticorpos
da classe IgG anti-A. marginale.

O grupo de animais mais susceptivel para de-
senvolver anaplasmose clinica foi formado por be-
zerros com idade entre 30 e 60 dias.

Em estudos epidemiolégicos é indicado que cada
propriedade seja considerada uma “unidade epide-
miolégica”, com suas restri¢cdes e particularidades,
pois intimeros fatores de risco podem influenciar
na frequéncia de A. marginale e do seu vetor.
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