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DIAGNOSTICO EM ANAPLASMOSE BOVINA

DIAGNOSIS IN BOVINE ANAPLASMOSIS
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RESUMO

Anaplasma marginale (THEILER 1910) é uma
rickettsia  intra-eritrocitaria  obrigatéria  de  ruminantes
susceptiveis, transmitida biolégica e mecanicamente por
carrapatos e insetos hemato6fagos. Ela determina o aparecimento
de formas clinicas aguda, superaguda, leve e/ou crdnica, com um
periodo pré-patente de 20 a 40 dias seguido por parasitemia e
intensa anemia, provocando perdas com um custo estimado de 40
milhdes de ddlares anuais; estd amplamente distribuida nas
regibes tropicais, subtropicais e temperadas do munélo.
marginale confere imunidade de origem humoral e celular que
ndo é dependente de infeccdo persistente. O diagnéstico é
baseado em sinais clinicos, deteccdo do microrganismo no
sangue, anticorpos no soro ou alteracdes patoldgicas post
mortem. O objetivo deste trabalho é reunir informagbes sobre
aspectos de diagndéstico da anaplasmose bovina.

Palavras-chave: Anaplasma marginale bovino, prevaléncia,
imunidade, diagnéstico.

SUMMARY

Anaplasma marginale (THEILER, 1910), a
rickettsial hemoparasite of ruminants, is transmited biologically
and mecanically by ticks and haematofagous insects. It has a pre-
patent period of 20 to 40 days, followed by high parasitemia and
severe anemia. Infected animals can develop a mild, aguda,
hiperaguda or cronic clinical forms of the disease.marginale
has an worldwide distribuition with high incidence in tropical
and subtropical regionsA. marginale promove an immunity not
dependent of a persistent infection, involving both, humural and
celular immunological mechanisms. Diagnosis is based on
clinical signs, detection of the microrganisms on the blood,
antibodies on the serum or post-mortem pathological changes.
Informations about the diagnostic aspects of anaplasmosis are
reviewed.
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immunity,

INTRODUCAO

Anaplasmose bovina é uma infeccado cau-
sada poAnaplasma marginalg THEILER, 1910) e
A. centrale(THEILER, 1911), rickettsias da familia
Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales (RISTIC &
KREIER, 1974). A espécie mais patogénica e de
maior importancia para bovinos €20 marginale
Essa rickettsia apresenta-se como corpusculos intra-
eritrocitarios, visualizados em microscopia Optica
como pequenos pontos escuros, de localizagéo peri-
férica, variando entre Quin a 0,§im (FARIAS,
1995).

O A. marginale estd amplamente distri-
buido nas regides tropicais, subtropicais e tempera-
das do mundo (PALMER, 1989). Esti presente na
América do Norte, América Central, América do
Sul, Austrdlia e Sudeste Africano (JAMES al,
1985; DALGLIESHet al, 1990), sendo endémica
no México, América Central, regido Caribeana das
Américas, Guianas, Venezuela e Coldmbia (JAMES
et al., 1985). A prevaléncia varia de 2,1% a 100%
(PATARROYO et al., 1978; BAUMGARTNER et
al., 1992; JONGEJAMt al.,1988;JORGENSENet
al., 1992). No Brasil, a prevaléncia da anaplasmose
também tem uma grande variagdo, com indices de
12,3 a 100% (RIBEIRO & REIS, 1981; OLIVEIRA
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et al.,1992; MADRUGA et al, 1994; ARTILESet resposta imune do hospedeiro e, possivelmente,
al., 1995; VIDOTTOet al, 1997, 1998). estdo envolvidas na ativacdo dos macrofagos e ou
Nos EUA, a anaplasmose é responsavel linfécitos T, incluindo fungbes helper (PALMER,
pela morte de 50.000 a 100.000 cabecas de bovinos1989).
anualmente, com perdas estimadas em U$ 300 mi- A opsonizacgédo de corpusculos iniciais de
Ihdes. Ela atinge cerca de 30% das regibes enzo6ti- A. marginale pelo anticorpo produzido em animais
cas do Estado do Texas, provocando a morte em imunizados com a proteina majoritaria de superficie
36% dos casos clinicos, 24% de abortos, perda de (MSP1) resultou em aumento da fagocitose quando
peso médio de 86kg por animal, durante a fase agu- comparado com animais imunizados com ovoalbu-
da da infeccdo e aumento de U$ 52 e U$ 30 com mina. Esse mecanismo pode desempenhar um im-
servicos veterindrios e manejo, respectivamente portante papel na proteciovivo de animais desafi-
(PALMER et al, 1986). ados. A fagocitose, como um mecanismo chave de
O A. marginale é transmitido bioldgica e imunidade, poderia ser afetada por dois fatores,
mecanicamente por um grupo diversificado de esplenectomia e supressdo da funcgédo linfocitica em
artrépodes (KREIERet al.,, 1991). O carrapato bovinos desafiados. Assim, a otimizagdo de imuni-

Boophilus microplusé o principal transmissor de dade protetora pode requerer estimulos apropriados
marginale no Brasil (MARTINS & CORREA, de anticorpos opsonizantes e também aumento da
1995) pelas vias transestadial eadnica, sendo que  funcdo de macréfagos (CANTGR al, 1993).

a via ftransovariana ainda estd sendo avaliada Proteinas majoritarias de superficie Ale
(CONNEL & HALL, 1972; RIBEIROet al., 1995). marginale (MSPs) desempenham importante papel

Insetos hematdéfagos (moscas, mosquitos, no desenvolvimento da resposta imune de animais
tabanideos) e agulhas de injecdo também contribuem infectados (PALMER & MCcGUIRE, 1984). As
para a transmissdo da doenca (GUGLIELMONE, MSPs foram reconhecidas por anticorpos policlonais
1994; SOLARI & QUINTANA, 1994; FARIAS, e designadas MSP1la (105kDa), MSP1b (100kDa),
1995). A forma congénita de transmissdo em MSP2 (36kDa), MSP3 (86kDa), MSP4 (31kDa) e
bovinos pode ocorrer (ZAUGG, 1985; RIBEIRED MSP5 (19kDa). Estas proteinas estdo presentes em
al.,, 1995; ANDRADE, 1998), ocasionando a cepas de diferentes regides do mundo (VIDOETO
anaplasmose neonatal (NORT@Mal., 1983). al.,, 1994; PATARROYOet al, 1994; ANDRADE,

A imunidade conferida contraA. 1998). A imunizacdo deovinos com a$ISPs nati-
marginale é de duragdo varidvel e de origem vas e recombinantes de marginaleinduziu prote-
humoral e celular. Na anaplasmose, ha uma cdo significativa contra anaplasmose aguda
evidéncia de resposta auto-imune durante a fase (PALMER et al. 1986, 1988; PALMER, 1989).
aguda, parcialmente responsavel pela anemia Estas duas proteinas recombinantes (MSP3 e MSP5)
(CARSON & BUENING, 1979), na qual o baco tem mostraram potencial para uso em testes de diagnés-
importante  fungio no desenvolvimento e tico (McGUIRE et al, 1991; NDUNG'U et al,
manutencdo da imunidade, pois os eritrécitos sdo 1995).
rapidamente removidos da circulagdo, sem evidéncia O A. marginale determina as formas cli-
de hemdlise intravascular. A esplenectomia nicas aguda, superaguda, leve e/ou cronica,
prejudica a formagéo de imunoglobulinas M (IgM), (RISTIC, 1981; MARTINS & CORREA, 1995),
especialmente na resposta primaria, envolvendo a com um periodo pré-patente de 20 a 40 dias seguido
sintese de anticorpos. As IgM aparecem no inicio da por parasitemia. No pico da enfermidade, a queda
resposta imunoldgica e sdo anticorpos fixadores de do hematécrito € acentuada e mais de 75% dos eri-
complemento e aglutinantes, sendo responsaveis portrécitos podem estar infectados, com o quadro po-
75% da atividade de fixacdo de complemento, dendo persistr por uma a duas semanas
enquanto as Imunoglobulinas G (IgG) aguam (NASCIMENTO et al, 1981; KREIERet al, 1991).
mais tarde persistindo por varios meses (KLAUS & Os sinais observados consistem de anemia hemoliti-
JONES, 1968). Os bezerros que se iaf@c nos ca, ictericia, dispnéia, taquicardia, febre, fadiga,
primeiros dias de vida, em regides onde o carrapato lacrimejamento, sialorréia, diarréia, miccéo fre-
esta presente durante o ano todo, apresentam maiorgliente, anorexia, perda de peso, aborto, as vezes
resisténcia devido a absorcdo de anticorpos agressividade (RISTIC, 1981; ALDERINK &
colostrais, imunidade celular e presenca de fatores DIETRICH, 1983; BARBET, 1995), podendo levar o
séricos de resisténcia (MADRUGH al, 1987a). animal a morte em menos de 24 horas (FARIAS, 1995).

As linfocinas, especialmente os interfe- Existem trés situacdes que devem ser ob-
rons, com alguma atividade semelhante ao fator de servadas para a implantacdo de um controle racional:
inibicdo de migracdo (MIF), sdo importantes na areas livres de doencas transmitidas por carrapato,
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onde a populacdo bovina é susceptivel as doencas;sangiiineos delgados corados pelo Método Giemsa
areas de instabilidade enzoética, em que as condi- (FAO, 1993; FARIAS, 1995). Esfregacos de frag-
¢bes climéaticas ndo sdo totalmente favoraveis ao mento de sangue coagulado também podem ser
desenvolvimento do carrapato, porém, possibilitam a utilizados para a confeccéo de l[aminas (STORBE
ocorréncia de infestagbes temporarias em populacéo al., 1993). Entretanto, quando os animais se recupe-
de risco; areas de estabilidade enzodtica, onde asram, tornando-se portadores, com baixa parasitemia,
condicOes climéticas sdo favordveis ao desenvolvi- a visualizagdo do parasito, por esse método, torna-se
mento dos vetores, sendo que o0s prejuizos causadosextremamente dificil e falha. Nesse sentido, técnicas
pelo carrapato em si sdo mais importantes que como, sondas de DNA, PCR e outros métodos para
aqueles causados pelos agentes que transmitemdeteccéo direta de antigenos, com altas sensibilidade
(ARTECHE, 1992). e especificidade, tém sido desenvolvidos para detec-
Diversas formas de controle tém sido em- ¢do doAnaplasmaspp e ou de seus componentes.
pregadas como medidas higiénico-sanitarias (fomi- (FARIAS, 1995; BOSEt al, 1995).
tes, controle de moscas e outros insetos), administra- O isoteste consiste de subinoculagfes do
¢do de medicamentos (oxitetraciclina ou clortetraci- sangue de animal portador em aninedeptor sus-
clina, controle de carrapatos, avaliacdo da resisténcia ceptivel e esplenectomizado e também pode ser
aos carrapaticidas), vacinas e avaliagao dos niveis deutilizado para identificar infecgdes latentes gor
anticorpos, através de uma variedade de testes soro-marginale O método foi mais utilizado no passado,
I6gicos capazes de avaliarem o grau de imunidade permitindo uma identificagdo segura de animais com
dos rebanhos, considerando-se os custos e a zona dénfecgBes inaparentes com baixas parasitemias. Po-

ocorréncia desta rickettsiose. rém, devido aos altos custos, tempo prolongado de
realizacdo e necessidade de animais experimentais, o
DIAGNOSTICO cultivo celular tem se apresentado como método

alternativo, apresentando-se tdo sensivel quanto o

Os sinais clinicos da anaplasmose, evi- isoteste (FAO, 1993; BOS& al, 1995). Entretanto,
dentes em animais susceptiveis, ndo sao especificos,as subinoculacdes ainda tém sido empregadas em
sendo necessario o diagnéstico diferencial de outras trabalhos experimentais, quando sdo necessarios
enfermidades. A literatura mostra uma grande varie- animais seguramente negativos para se verificar
dade de testes laboratoriais que podem ser utilizados especificidade de teste de imunodiagnostico
para a pesquisa direta #0 marginale e seus com- (KNOWLES et al 1996).
ponentes, ou antigenos e anticorpos, que podem TRUEBLOOD et al (1991) desenvolve-
estar presentes nos humores de animais acometidosram um teste imunoenzimatico para captura de anti-
pela infec¢do. O diagnodstico anatomo-patolégico € geno (ELISA de captura), utilizando anticorpos
efetuado através de necropsia, para observacdo dasnonoclonais especificos para reconhecer proteinas
alteracdes presentes no animal. As alteragdes ma-de superficiale A. marginale em cepas antigenica-
croscopicas mais observadas sé@o sangue fino e aquomente distintas, sendo capaz de detectar 0B
S0, mucosas e serosas anémicas ou ictéricas, hepato% de eritrécitos parasitados, permitindo a deteccdo
esplenomegalia, rins aumentados e escuros, vesiculada infeccdo, em média 2,5 dias, antes de aparecerem
biliar distendida com bile densa, grumosa e conges- os sinais clinicos da doenca.
tdo cerebral. Os sinais sdo bastante variaveis, depen- Sondas, contendo fragmentos de genes que
dendo da cepa do agente e susceptibilidade do hos-codificam antigenos de superficie Aemarginale
pedeiro, necessitando de um diagndstico laboratorial foram desenvolvidas para a detecgdo de DNA dessa
mais detalhado, para identificagdo da rickettsia e rickettsia em eritrocitos de bovinos e carrapatos
pesquisa de anticorpos comda marginale (FAO, infectados (GOFF et al, 1988; ABOYTES-
1993; FARIAS, 1995). TORRES & BUENING, 1990)As sondas podem

O diagnostico laboratorial da anaplasmose ser utilizadas para determinar infeccdo de varias
emprega métodos diretos e indiretos, em que a es-espécies de carrapatos frente a diferentes isolados de
colha da prova esta relacionada com facilidade de A. marginale prevaléncia e incidéncia de carrapatos
execucdo e ou dos reagentes, da infra-estrutura einfectados em areas enzodticas, relagédo entre carra-

capacidade técnica de cada laboratério. patos infectados e surtos da doenca (G@FAL,
1988). Sondas de RNA foram desenvolvidas para
1. Diagnostico Direto deteccdo e quantificacdo de baixos niveis de parasi-

Na fase aguda da doenca, quando a para- temia, indetectaveis microscopicamente, identifican-
sitemia é altaAnaplasmaspp € facilmente detecta- do portadores crénicos de anaplamose. E uma prova
dos nos eritrocitos de bovinos, através de esfregagosespecifica, capaz de detectar até 0,01ng de DNA
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gendmico, 500 a 1.000 eritrdcitos infectados em aglutinagéo rapida e conglutinacéo rapida. Na prova
0,5ml de sangue, o que equivale a uma parasitemia de aglutinagdo em tubo capilar, a reacdo positiva é

de 0,000025% capaz de permitir aetgfao para o identificada pela formagéo de grumos suspensos,
carrapato, sendo 4.000 x mais sensivel que a identi- irregularmente distribuidos no tubo capilar (RISTIC,
ficacdo por microscopio dptico (ERIKS al, 1993). 1962; VEGA y MURGUIA, 1993). A prova de

A PCR é uma técnica para amplificagdo aglutinacdo rapida (AMERAULT & ROBY, 1968)
in vitro de seqiiéncia especifica de DNA, altamente foi utilizada, inicialmente, como prova de campo, e
sensivel, desenvolvida para detectar pequenas quan-mais tarde incluido o fator sérico bovino
tidades de DNA de diferentes agentes em amostras (KUTTLER, 1975) para controlar as reagfes falso-
de sangue ou tecidos. Pode ser empregada na pesnegativas, contribuindo para aumentar a sensibilida-
quisa de hemoparasitas em bovinos e em artrépodesde no diagnostico de anticorpos condramargina-
nos diversos estadios de desenvolvimento (ST@EH  le. O fator sérico bovino fornece o complemento e a
al., 1993). A técnica da PCR amplifica repetida- conglutinina, proteina existente no soro de rumi-
mente uma seqiéncia especifica de DNA do genoma nantes, 0s quais sdo responsaveis pela reagcao de
do organismo alvo, produzindo um produto facil- conglutinacdo (ROSEt al, 1978). Assim, o teste
mente detectavel. A sensibilidade analitica do teste passou a ser chamado teste de conglutinacdo rapida
da PCR mudltipla, avaliada por hibridacdo de acido (TCR) ou teste do cartdo, com utilizagdo em levan-
nucléico com sonda nao radioativa, foi de 0,0001% tamentos epidemiologicos (MADRUGAet al,
de eritrécitos infectados, em fragmentos de DNA 1987b).

especificamente amplificados, de amostra contendo O teste de aglutinacdo pelo latex consiste
DNA de A. marginalg por Southern blotting na aglutinacdo de anticorpos confka marginale
(FIGUEROAEt al, 1993; BOSEet al, 1995). Devi- com particulas de latex sensibilizadas com fracdes

do a alta sensibilidade e especificidade da técnica da solGveis de antigenos. Estudos recentes tém utilizado
PCR, ela é utilizada para validar outras técnicas de antigenos dé\.. marginale produzido em cultivo de
diagndstico e expedigdo de certificado para exporta- células dexodes scapularipara se evitar a conta-

¢do de animais (BOSE al, 1995). minagdo com estromas de eritrocitos, freqliente em
Uma modificac@o da técnica da PCR foi outros testes. E um teste rapido, semi-automatico, no
descrita por JACKSONt al.(1994), com a introdu- gual reagem o soro diluido com as proteinag\de

cdo de uma segunda reacdo de amplificacdo do marginale ligadas a microesferas de latex. As mi-
DNA, a partir do produto da primeira reacéo, utili- croesferas de latex sensibilizadas aglutinam na pre-
zando “primers internos”, denominando-a de nes- senca de anticorpos contréAomarginale determi-
tedPCR (nPCR). Essa técnica utiliza, portanto, duas nando variagdo na transmitancia da luz. Seus resul-
PCRs consecutivas, melhorando, desse modo a sen-tados sdo compativeis com o teste de fixacdo de
sibilidade da técnica original. Uma nPCR, descrita complemento (RODGER& al, 1997).

por TORIONI de ECHAIDEet al. (1998), demons- O teste de hemaglutinacdo é baseado na
trou ser capaz de detectar 30 eritrocitos infectados aglutinacdo de eritrocitos normais de ovino e bovino
por ml de sangue, 0 que corresponde a um aumentosensibilizados com antigenos ou anticorpos
de 10 a 100 vezes na sensibilidade com relacdo ao (CARSON & BUENING, 1979), sendo capaz de
teste da PCR, sonda de RNA e hibridizag&o descritas detectar anticorpos em baixas concentracdo (ROITT

por ERIKSet al, 1989 e GEet al. 1995. et al, 1989).
A prova de fixagdo de complemento (CF)
2. Diagnostico Indireto € baseada em reacg6es de anticorpos IgM, produzidos
O diagnoéstico indireto utilizado para pes- no inicio da infecgdo primaria, com sensibilidade
quisa de anticorpos contfa marginale € emprega- menor em animais com infeccbes crénicas for

do em levantamentos epidemioldgicos, possibilitan- marginale (BOSE et al, 1995). A prova utiliza
do conhecer a porcentagem de animais portadores, oantigenos produzidos a partir de eritrécitos infecta-
grau de protecdo do rebanho, a faixa etaria mais dos, apresentando boa correlacdo com a prova de
afetada, dados esses necessarios para estabeleciaglutinacdo em tubo e sensibilidade de 95 a 96%. Os
mento de programas de controle dessa rickettsiose reagentes empregados, complemento, sistema he-
(KLAUS & JONES, 1968). molitico e antigeno, sao titulados como o soro, ava-
As provas de aglutinacdo apresentam liando o grau de hemdlise (KUTTLER, 1975), com
como principio basico a reacdo de anticorpos biva- diferencas nos titulos em isolados de cepa#\.de
lentes e antigenos polivalentes, com formacdo de marginale (KUTTLER et al, 1984).
compostos macromoleculares visiveis. As variagbes No teste de imunofluorescéncia indireta
dessas provas incluem aglutinacdo em tubo capilar, (IFl), sdo utilizados como antigenos esfregacos san-
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gliineos com eritrocitos parasitados (MADRUGA com afinidade por proteina, havendo formacéo de
al., 1986). Os anticorpos 1gG, presentes no soro cor apds a reagdo anticorpo antigeno-especifico e
teste, reagem com o antigeno, sendo identificados antianticorpo ligado a enzima e pela adicdo de um
por anticorpos anti-lgG bovina marcados com isoti- substrato cromogénico precipitavel, facilmente visu-
ocianato de fluoresceina (conjugado). Esse teste alizado. O teste pode ser empregado na titulagdo e
apresenta boa sensibilidade, mas diferentes niveis detriagem de soros, com sensibilidade semelhante a
fluorescéncia, fluorescéncia inespecifica, rastros de imunofluorescéncia indireta (PAPPAS, 1988;
pontos irregulares, fadiga e subjetividade do opera- MONTENEGRO-JAMESet al, 1990).
dor, sdo alguns inconvenientes apresentados pelo O “Western Blot” é um teste utilizado
teste, que tém dificultado a sua padronizagdo (GOFF para reconhecimento de antigenos especificos mar-
et al, 1985; BOSEet al, 1995). cados que séo revelados por anti-soro marcado. A

O teste imunoenzimatico de ELISAcé- eletroforese em gel de poliacrilamida separa as pro-
paz de detectar e quantificar a presenca de anticor- teinas em bandas, através de corrente elétrica, que
pos em baixas concentragbes. O antigeno solUvel posteriormente sdo transferidos do gel para mem-
purificado, produzido a partir de amostras de sangue branas de nitrocelulose. As bandas reveladas séo
com 80% de parasitemia de marginale é adsor- fotografadas e identificadas de acordo com seus
vido pela placa de poliestireno (DUZGUgt al, pesos moleculares enquadrando-se em trés categori-
1988; MADRUGA et al, 1996). Numa primeira as, alta (H-91 a 108kDa), média (M-35 a 47kDa) e
etapa da reacdo, os anticorpos especificos presentedaixa (L-15 a 27kDa). O teste pode detectar a infec-
no soro a ser testado reconhecem o antigeno aderidog@o porA. marginaleem poucos dias ap6s a exposi-
a placa. Na etapa seguinte, adiciona-se o conjugado,¢éo ao agente, podendo ser empregado em casos de
constituido por anticorpos anti-lgG bovina marcados surto e portadores inaparentes (KWAK & SMITH,
com uma enzima, por exemplo a peroxidase ou fos- 1989).
fatase alcalina, que se liga ao complexo antigeno-
anticorpo. A enzima presente no conjugado degrada CONCLUSOES
0 substrato resultando numa reacgao colorimétrica.
Essa reacdo pode ser quantificada através da leitura Nas Ultimas décadas, o diagnostico labo-
da densidade Optica obtida por espectrofotdbmetro ratorial da Anaplasmose evoluiu consideravelmente,
(BARRY et al, 1986; NAKAMURA et al, 1988; proporcionando aos laboratérios uma variedade de
NIELSEN et al, 1996). A intensidade da cor deter- testes, desde os mais simples (Giemsa, testes de
mina a concentracdo do anticorpo presente no soro aglutinacdo e fixacdo do complemento) até os mais
testado, assim, quanto mais anticorpos estiverem sofisticados (CELISA, “Western blot” e PCR). Essas
presentes no soro, maior serd a intensidade da cor.novas metodologias, com maiores sensibilidade e
No soro negativo nao ocorre ligagdo entre o anticor- especificidade, tém contribuido significativamente
po e o antigeno e o teste mantém-se incolor para a realizacdo de estudos mais avancados sobre a
(TIZARD, 1992; FARIAS, 1995). E uma prova epidemiologia da doenca, permitindo a adocéo de
sensivel e especifica, podendo ser automatizada, medidas profilaticas mais eficazes.
permitindo o processamento de um grande nimero . ;
de amostras (BOSE al, 1995). REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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