RESPOSTA IMUNE HUMORAL CONTRA Anaplasma marginale (THEILER, 1910) EM
BOVINOS SUBMETIDOS A DISTINTAS ESTRATEGIAS DE CONTROLE DO CARRAPATO
VETOR Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887)
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SUMMARY: Thiswork had the objective of determining the maintenance of the humoral immune response against
Anaplasma marginalein cattle under distinct methods to control Boophilus microplusticksin the region of Bageé,
RS, Brazil. Aberdeen Angus female (127), with ages between 10 to 12 months, were divided into five experimen-
tal groups. Animals in group one were treated according to an integrated control program using doramectin,
inoculation of attenuated strains of Anaplasma centrale, Babesia bovis and Babesia bigemina and antiparasitic
treatments; animals in group two were treated with rBm 86 antigen associated to tactic treatments with amitraz;
animals in group three were treated with ivermectin (3,15%); animals in group four, so called “conventional
control” weretreated with amitraz, and animalsin group five, so called “ supressive” weretreated every two weeks
with amitraz. Tick counts were carried out every 14 days and serology, by the indirect fluorescent antibody test
(IFAT), was carried out every two months for detection of 1gG antibodies. The animals were challenged with B.
microplus infected larvae in november of 2000. The clinica and serological results indicated that the control
methods did not interfered with the enzootic stability for anaplasmosis.
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INTRODUCAO

A anaplasmose € uma infeccdo que pode ser aguda ou
crénicanos bovinos, tendo como agente etiol 6gico arickettsia
Anaplasma marginale (THEILER, 1910). Essa enfermidade
€ mais comumente encontrada nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, causando severos prejuizos ao de-
senvolvimento dabovinoculturade diversos paises, e nafase
agudaamesma pode ser diagnosticada através de esfregacos
sangiiineos, porém a parasitemia com freqiiéncia é baixaem
infecgBes subclinicas ou cronicas (CALLOW, 1984;.
SANSOUCY, 1995; NIELSEN et alii, 1996).

A transmissao bioldgicado A. marginale por vérias espé-
cies de carrapatos ixodideos foi demonstrada experimental-
mente (STILLER & COAN, 1995), sendo que o ciclo
evolutivo foi descrito em Dermacentor spp. (KOCAN et alii,

1989). RIBEIRO & LIMA (1996) observaram que o desen-
volvimento de colénias de A. marginale no intestino de fé-
meas ingurgitadas do Boophilus microplus (CANESTRINI,
1887) comporta-se de forma diferente das observadas em
outros carrapatos, como o Dermacentor andersoni (KOCAN
et alii, 1980, 1982) e o Rhipicephalussimus (POTGIETER et
alii, 1983). Essas diferencas podem ser atribuidas as caracte-
risticas fisiol égicas ou biol 6gicas dos carrapatos de trés hos-
pedeiros em relagdo ao carrapato monoxeno B. microplus
(RIBEIRO & LIMA, 1996).

Os dipteros sdo considerados vetores (KUTTLER, 1979)
da anaplasmose, sendo que os tabanideos aparentam ser 0s
transmissores mecanicos mais eficientes. Essa situacéo tam-
bém foi observada em é&reas em que o carrapato B. microplus
éconsiderado umimportante vetor (GUGLIELMONE, 1994).
Entretanto, os trabalhos experimentais sobre a transmissdo
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de A. marginale por insetos hemat6fagos apresentam resulta-
dos contraditérios, necessitando novas investigagdes para
comprovar a importancia epidemioldgica dos mesmos
(KESSLER, 2001).

Historicamente, associou-seapresencado A. marginale aos
carrapatos do género Boophilus, no entanto, a erradicacdo do
B. microplus de algumas &reas da Argentina ndo resultou na
eliminacdo desse microorganismo (ANZIANI, 1979), sendo
relatada a ocorréncia de surtos de anaplasmose numa regido
livredesse carrapatoixodideo (GUGLIELMONE et alii, 1997).

O presente trabal ho teve como objetivo observar a manu-
tencdo da respostaimune humoral contrao A. marginale em
bovinos submetidos adistintos métodos de controle do carra-
pato B. microplus naregido de Bagé, RS.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Embrapa Pecuaria Sul,
Bagé, RS (longitude oeste 55°06' 2" Lon W, 31°20' 13" Lat
S, 216 m, 17,9°C, 1264 mm de precipitago anual), no perio-
do compreendido entre setembro de 1999 e dezembro de 2000.
Utilizaram-se 127 fémeas daraca Aberdeen Angus, com 10 a
12 meses de idade ao inicio do experimento, pesando em
média 150 kg PV e procedentes de regido com infestacéo por
B. microplus. Os animais foram divididos em cinco grupos
experimentais, de acordo com 0 peso corpora e 0s grupos
um, dois, trés e quatro constaram de duas réplicas com 14
animais alocados em oito piquetes de 8,53 ha, constituidos
por pasto nativo e natural mente infestados por B. microplus.
O grupo cinco constou de 15 animais manejados em piquete
livre de infestagdo por esse carrapato.

Em 14 de setembro de 1999 todos os animais foram me-
dicados com Dipropionato de Imidocarb! na dose de 2,5 ml/
100 kg PV para uniformizagdo dos grupos com relag@o aos
hemoparasitos presentes. No dia 28 de setembro os bovinos
foram pesados para a separago dos grupos experimentais e
no dia 25 de outubro todos os grupos receberam tratamento
acaricidacom amitraz?, independente dainfestagéo de carra
pato observada. Os grupos foram assim constituidos:

Grupo 1: Controle Estratégico Integrado: tratado com
doramectina® em 25/11/1999, 02/02/2000 e 22/05/2000 mais
tratamentos anti-helminticos a base de benzimidazol* e va-
cinarefrigeradaparaTristeza Parasit&riaBovina® (TPB) com
cepas atenuadas de Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma centrale, aplicadaem dose Gnicadia19/11/1999.

Grupo 2: Antigeno rBm86 recombinado em Pichia pas-
toris® 12dose - em 29/09/1999; 22 dose: 25/10/1999; 32 dose:
25/11/1999 e revacinagdo semestral. Este grupo recebeu tra-
tamentos téticos com banhos carrapaticidas com amitraz em
16/02/2000, 26/04/2000 e 10/05/2000.
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Grupo 3: lvermectina 3,15%’ : Dose Unica— 09/11/1999.

Grupo 4: Controle Convencional: Banhosdeimersdo com
amitraz: 21/12/1999, 15/02/2000 e 26/04/2000. Ostratamen-
tos foram aplicados quando o nivel de infestagdo excedia os
niveis considerados aceitaveis pelos produtores, baseado na
presenca de fémeas ingurgitadas.

Grupo 5: Supressivo: banhos com amitraz acada 14 dias
durante toda a fase experimental .

As infestactes pelo carrapato B. microplus ocorridas du-
rante o periodo foram classificadas de acordo com o modelo
populacional da regido de Bagé (ALVES BRANCO et alii,
1987) nos seguintes periodos: 1 (novembro/dezembro - 12
geracdo); 2 (janeiro/fevereiro - 22 geracdo); 3 (margo/abril -
32 geracdo); 4 (maio/junho); 5 (julho/agosto); 6 (agosto/se-
tembro). A infestac8o dos bovinos por carrapatos foi avalia
da através de contagens de instares parasitérios entre 4,5 e 8
mm a cada 14 dias de acordo com a técnica de WHARTON
& UTECH (1970).

Aslarvas de carrapato B. microplus utilizadas no proces-
so de desafio foram obtidas a partir de fémeas ingurgitadas
oriundas dos bovinos do proprio experimento. As fémeas
colhidas foram mantidas em estufa BOD, com temperatura
de 27°C e umidade rel ativa superior a 70% e os ovos dos trés
primeiros dias de postura foram descartados, sendo o restan-
te pesado em porgdes individuais de 100 mg (em torno de
2000 larvas), que a seguir colocadas em seringas plasticas,
fechadas com algodao e mantidas em estufa paraeclosdo. Nos
dias 10, 12 e 14 de novembro de 2000 foi realizado o desafio
com 2000 larvas de carrapato B. microplus em sete animais
separados fortuitamente de cada uma das repeti¢cdes de todos
0S grupos.

Os animai's submetidos a esse procedimento foram acom-
panhados trés vezes por semana, ou diariamente, quando ne-
cessario, em relacdo aos seguintes parametros. parasitemia,
volume globular (VG) etemperaturaretal. Assim, osresulta:
dos encontrados com relagdo a presenca ou ndo de casos cli-
nicos de TPB indicaram o estado de protecdo desses animais
frente ao desafio por larvas de carrapato, validando ou ndo os
resultados dos testes de associacdo linear entre 0 nimero de
animais com anticorpos anti-A. marginale e aintensidade de
infestagdo por carrapato.

A pesquisa de anticorpos da classe 1gG foi feita através

Ymizol — Laboratério Coopers

2Tac-Plus — Milenia Agro-Ciéncias, S.A., Alvet
3Dectomax — Laboratério Pfizer

“Ricobendazol — Laboratério Ouro Fino
SEritrovac — Laborat6rio Hemopar

5Gavac — Heber Biotec

Gold — Merial Saide Animal
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da Reacdo de Imunofluorescéncialndireta (RIFI) acadadois
meses, a partir de novembro de 1999 até setembro de 2000.
Esse procedimento foi efetuado no Laboratério de
Imunoparasitologia da Embrapa Gado de Corte, em Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, segundo protocolo preconiza-
do por MADRUGA et alii (2001).

Paraandisedosresultadosfoi usado o teste chi-quadrado de
Mantel-Haenze (nivel designificanciaa=0,05) com o objetivo
de avaliar aassociacdo linear entre quantidade de animais com
anticorposanti-A. marginal eeintensidade deinfestacdo por car-
rapato B. microplus. Entéo, valores observados de P menores
que 0,05 (P<0,05) conduzem a decisdo de declarar presencade
associacdo linear entre as variavel's estudadas.

Osvalores observados das caracteristicas registradas pés-
desafio, tais como temperatura retal e volume globular, fo-
ram submetidos ao teste dms de Fisher (a= 0,05).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A aplicacdo do méodo de controle estratégico integrado
(Grupo 1) comprova a eficacia da doramectina frente as
infestacBes pelo B. microplus, concordando com os trabal hos
de GONZALES et alii (1993) e LEITE et alii (1995). Com
relagdo aos resultados darespostaimune humoral, foi observa
do que 100% dos animais mantiveram-se soropositivos ao A.
marginale durante todo o periodo experimenta, evidenciando
que foi mantida a estabilidade para a anaplasmose nas condi-
¢Oes desse estudo, conforme pode ser observado na Figura 1.

Na Figura 2 observamos os resultados das médias de car-
rapatos nos animais imunizados com o antigeno rBm 86 as-
sociado com tratamentos taticos com amitraz, registrando-se
a ocorréncia de duas geragGes com maiores niimeros de car-
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Figura 2. Correlagdo entre a média de carrapatos Boophilus microplus
e percentual de soros positivos para o Anaplasma marginale em bo-
vinos do grupo vacinado com o antigeno rBm 86. Bagé, RS.

rapatos ao longo do periodo experimenta (entre fevereiro e
maio), correspondendo a segunda e terceira geragéo de car-
rapato dessaregido. Os resultados sorol égicosindicaram que
100% dos animais mantiveram presenca de anticorpos anti-
A. marginale durante o periodo analisado.

O uso da ivermectina 3,15% determinou que 0s animais
permanecessem com baixa infestac8o por carrapato B.
microplus do 1° ao 3° periodo (12 a 32 geragdo) evidenciando
seulongo poder profilatico, conformejadescrito por BORDIN
(1999) e BRIDI et alii, (2000). Foi observado que alguns
instares parasitarios comegaram a surgir a partir do 4° perio-
do (entre junho e julho), conforme visto na Figura 3.

A presenca de 100% de animais soropositivos para o A.
marginale durante o periodo experimental indicaque abaixa
infestagdo por B. microplus néo interferiu na manutencéo da
resposta imune humoral para agquele patégeno.
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Figura 1. Correlagdo entre a média de carrapatos Boophilus microplus
e percentual de soros positivos para o Anaplasma marginale em bovi-
nos do grupo tratado com o controle estratégico integrado. Bagé, RS.
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Figura 3. Correlagéo entre nimero de carrapatos Boophilus microplus
e percentual de soros positivos para o Anaplasma marginale em bo-
vinos do grupo tratado com a ivermectina 3,15%. Bagé, RS.
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Figura 4. Correlagdo entre o numero de carrapatos Boophilus
microplus e percentual de soros positivos para o Anaplasma
marginale em bovinos do grupo tratado com o controle convencio-
nal Bagé, RS.

Os resultados com relagdo a contagem de carrapatos do
grupo convencional, evidenciaram que as trés geracfes de B.
microplus descritas por ALVES BRANCO et alii (1987) fo-
ram mantidas nesse grupo, uma vez que os tratamentos
carrapaticidas usados permitiram a manutencdo do modelo
populacional desse carrapato ixodideo, conforme visto na
Figura4. O fator que definiu 0 momento dos tratamentos foi
o0 grau de infestac&o do rebanho, através da visualizagdo de
instares adultos, situagdo esta ja verificada por ROCHA
(1996). A média de carrapatos observada no primeiro banho
carrapaticida foi de 64, no segundo banho, 81 e no terceiro
66, sendo que os mesmos foram aplicados na 12, 22e 32 gera-
¢do, respectivamente. Em trabalho realizado no estado de
Minas Gerais, por LEITE & ROCHA (1999) com o objetivo
de determinar o nimero de carrapatos que definia o momen-
to de aplicacdo do acaricida nas propriedades, registrou-se
gue amédiageral entre todas as contagensfoi de 78,6 carra-
patos por animal, portanto assemelhando-se com o observa
do no presente estudo.

Osanimais do grupo submetido ao controle convencional
mantiveram durante o periodo experimental 100% dos ani-
mais com anticorpos anti-A. marginale. A falta de associacéo
linear entre as varidveis deve-se ao fato de todos os animais
serem soropositivos no periodo avaliado nos grupos um, dois,
trés e quatro.

Nos trés primeiros periodos analisados (novembro-mar-
¢o) foi observado que 100% dos animais do grupo medica-
do supressivamente encontravam-se soropositivos parao A.
marginale, enquanto que de maio a setembro, 86% dos ani-
mais eram sororeagentes. Esta situacdo permitiu que a esta-
bilidade enzodti ca para a anapl asmose fosse mantida em ani-
mais livres de infestac&@o pelo carrapato B. microplus, con-
forme pode ser evidenciado na Figura 5. Este fato merece
especial atenco, pois sugere a possibilidade deter ocorrido
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Figura 5. Correlacéo entre nimero de carrapatos Boophilus microplus
e percentual de soros positivos para o Anaplasma marginale em bo-
vinos do grupo medicado supressivamente Bagé, RS.

ainoculacdo dessa rickettsia por outros vetores mecanicos,
contrapondo 0s resultados encontrados por
GUGLIELMONE (1995) e KESSLER (2001) que conside-
raram que a anaplasmose era estavel onde o carrapato B.
microplus é endémico e que a situagéo tende a apresentar
um quadro de instabilidade em &reas considerada marginais
para este carrapato. Deve-se também levar em conta que
este grupo foi tratado com amitraz, produto que ndo atua
contra os insetos hemat6fagos (KESSLER, 2001), e por
conseguiéncia, ndo impediria a transmissdo mecénica desse
patégeno.

Os resultados observados nas condi¢des do presente ex-
perimento, sugerem gue além dos fatores de resisténcia natu-
ral (LEVY etalli, 1982), o constante desafio por A. marginale
em todos 0s grupos, permitiu aproducdo de anticorpos possi-
bilitando que houvesse um equilibrio narelacdo hospedeiro-
parasito, de formaaimpedir o surgimento de altos niveis de
parasitemia, que associado aos outros parémetros analisados,
como temperatura retal e volume globular, ndo indicaram
necessidade de tratamento especifico para a anaplasmose
bovina, concordando com KUTTLER & TODOROVIC
(1973) que citaram que 0s animais que se recuperam de uma
infeccdo permanecem portadores, e sdo geralmente resisten-
tes a manifestacOes clinicas severas em casos de reinfeccao.
Além disso, ha evidéncias que aimunidade protetora nas in-
feccOes por essa rickettsia tem a participacdo das respostas
imune humoral e celular (PALMER & McELWAIN, 1995).
A imunidade protetora contra 0s organismos do género
Anaplasma é desenvolvida apés a recuperacéo da infecgcdo
aguda natural ou pelaimunizagdo com organismos Vvivos ou
mortos, fragdes de membrana ou com proteinas de superficie
purificadas, que apresentam epitopos apropriados para célu-
lasBeT (TEBELE et alii, 1991; MUSOKE et alii, 1997). Na
respostaimune humoral, asinteseinicial €deimunoglobulina
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da classe M (IgM), que é coincidente com o inicio da
parasitemia. Em seguida, durante a fase patente dainfeccéo,
surge aimunoglobulina G (1gG). Até trinta dias ap0s a crise
hemolitica, as propor¢des sdo em média 25% de IgM e 75%
de IgG. No periodo de infeccdo cronica, a proporgdo de 1gG
aumenta (MURPHY et alli, 1966). Tais anticorpos tém sido
associados aresisténciaadquiridaainfecgdo por Anaplasma,
porque foi demonstrado que os anticorpos contra os corpUs-
culosinicias dessarickettsia neutralizam ainfectividade des-
ses (PALMER & McGUIRRE, 1984). A importancia dos
anticorpos na protecéo contra A. marginale é ratificada por-
gueosbezerros, com baixo nivel ouinexisténciade anticorpos
colostrais, desenvolvem anaplasmose em regides de estabili-
dade endémica (MADRUGA et alii, 1985).

Baseado nos resultados observados nas condigdes expe-
rimentais, os diferentes métodos de controle para o B.
microplus ndo apresentaram nenhuma interferéncia na ma-
nutencdo da endemicidade da anaplasmose bovina. Necessi-
tarse, sem divida, de um melhor esclarecimento dos meca-
nismos de transmissao do A. marginale tanto relacionados a
esse ixodideo como aos dipteros hemat6fagos, o que possibi-
litar&d umanova abordagem epidemiol 6gica dessa enfermida-
de naregi&o estudada.
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SUMARIO

Esse trabalho teve como objetivo observar a manutencdo
darespostaimune humoral do Anaplasma marginale em bo-
vinos submetidos a distintos métodos de controle do carrapa-
to Boophilus microplus, na regido de Bagé, RS, Brasil. Fo-
ram utilizadas 127 fémeas Aberdeen Angus entre 10 a 12
meses de idade, divididas em cinco grupos experimentais. O
grupo um foi tratado com o controle estratégico integrado
medicado com doramectina, maisindculo com cepas atenua-
dasde Anaplasma central e, Babesia bovis e Babesia bigemina
etratamentos antiparasitérios; o grupo doisfoi tratado com o
antigeno rBm 86 e tratamentos téticos com amitraz; grupo
trés medicado com ivermectina (3,15%); grupo quatro, deno-
minado de “convencional”, foi tratado com banhos com
amitraz; e o grupo cinco, chamado de “ supressivo”, com tra-
tamentos a cada duas semanas com amitraz. A contagem de

carrapatosfoi feitaacada 14 diaseasorologiafoi redizadaa
cada dois meses através da reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta para deteccdo de anticorpos da classe 1gG. Os ani-
mais foram desafiados com larvas de carrapatos de B.
microplus em novembro de 2000. Os resultados indicaram
gue os métodos de controle usados para o carrapato B.
microplus ndo interferiram na estabilidade enzodtica para a
anaplasmose.

PALAVRAS CHAVE: Boophilus microplus, Anaplasma
marginale, reacdo de Imunofluorescéncia Indireta e estabili-
dade enzodtica.
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