Transmissão transplacentária de Anaplasma marginale em matrizes bovinas clinicamente sadias
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1. INTRODUÇÃO

Na África do Sul, Theiler (1910) estudando eritrócitos de bovinos afetados por anemia aguda, descreveu um pequeno agente, diferenciando-o do agente causador da febre do Texas. Segundo o autor, a partir de características tintoriais, a ausência de citoplasma e a localização no eritrócito, propôs o nome de Anaplasma marginale.
Esse agente não possui retículo endoplasmático e membrana nuclear, e é Gram negativo (Amerault et. al., 1973). Ristic e Keier (1984) o consideram dentro da Ordem Rickettsiales, Família Anaplasmataceae.

Nos vertebrados, se comporta como intraeritrocitário obrigatório (Kocan et. al., 2000) infectando animais domésticos e inúmeros silvestres (Kuttler, 1984), causando anemia progressiva e icterícia (Ristic, 1960), com fraqueza e anorexia.

A destruição eritrocitária ocorre por mecanismos que envolvem a participação de anticorpos, com a remoção dos eritrócitos opsonizados pelo sistema monocítico fagocitário no baço (Gaunt, 2000).


A anaplasmose, isoladamente ou em conjunto com a babesiose, com a qual forma o complexo “Tristeza Parasitária Bovina”, é responsável por perdas econômicas muito importantes na pecuária mundial, afetando a performance esperada dos animais, e limitando a produção. As perdas ocasionadas são : morte, redução do peso corporal, atraso no crescimento, efeitos diretos no ciclo estral, abortos e baixa fertilidade em touros (Ribeiro & Lima et al. 1995). Também ocasiona importantes gastos com a mão de obra e com os tratamentos e manejos especiais (Sacco, 2001). Souza et al. (2000), ressaltaram que os custos com tratamentos e com as medidas de controle destes quadros, são responsáveis por prejuízos superiores a um bilhão de dólares americanos anuais no Brasil.

Na maioria das regiões do Brasil, a situação da anaplasmose bovina é de estabilidade enzoótica. No sul do Rio Grande do Sul a situação é de instabilidade enzoótica, já que 64% dos bovinos de corte a campo são soropositivos a A. marginale (Artiles et al., 1995).

As formas de transmissão do A. marginale ocasionam muita polêmica quanto à importância de cada uma delas. Ainda que o agente seja conhecido há quase um século, persistem dúvidas com relação aos meios e mecanismos de transmissão e à importância epidemiológica dos possíveis vetores (Kessler, 2001).
O presente estudo teve como objetivo pesquisar a ocorrência de transmissão transplacentária do A. marginale em matrizes portadoras crônicas de um rebanho do sul do Rio Grande do Sul, área instável para B. microplus, a fim de verificar a importância dessa transmissão na manutenção da anaplasmose.

 
2. MATERIAL E MÉTODOS

Em uma fazenda localizada na cidade do Capão do Leão, no sul do RS, foram avaliadas 30 vacas cruza Braford, sem histórico clínico da doença durante a gestação. Foram coletadas amostras de sangue dos terneiros, no momento do nascimento, antes da ingestão do colostro, e aos três dias de vida, quando também realizou-se a coleta das matrizes. Foi realizada análise sorológica pela técnica de Imunofluorescência Indireta além de diagnóstico direto por PCR (reação em cadeia da polimerase). No PCR, as células sanguíneas são lisadas pela adição da solução de proteinase K e subseqüente incubação a 65ºC. As proteínas e lipídios são precipitadas e extraídas pela adição de solução de precipitação protéica e clorofórmio, quando o DNA é então removido, precipitado com etanol e resuspenso em água. Após a extração, é feita a amplificação de fragmentos específicos do DNA (gene msp5). A reação ocorre no termociclador. Os fragmentos do DNA são separados por meio de eletroforese em gel, e podem ser visualizados por exposição à luz ultravioleta, após coloração com brometo de etídio

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Constatou-se que 100% das matrizes apresentavam títulos de anticorpos anti-A. marginale entre 1:160 e 1:320 (RIFI), enquanto, entre os terneiros ao nascer, esse índice foi de 10%, indicando que houve infecção intrauterina (Figura 1). 
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Figura 1 – Percentual de matrizes e terneiros soropositivos na Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), em rebanho clinicamente sadio, de área de instabilidade enzoótica para Tristeza Parasitária Bovina.

Essa alta prevalência de soropositivos nos adultos, não caracteriza a situação de estabilidade enzoótica pois pode ser devida à grande duração dos anticorpos IgG (até 22 meses), segundo James (1983) e à variação de inóculo que pode haver de um ano a outro, devido às populações de dípteros hematófagos, os quais são altamente influenciáveis pelas condições climáticas (Collares, 2003). Nos 30 terneiros nascidos dessas matrizes, em testes ao nascimento, se obteve três animais positivos (10 %) e 27 negativos (90 %), resultado este semelhante ao alcançado por Potgieter & Rensburg (1987), em um rebanho crônico, onde foi constatada uma freqüência de transmissão transplacentária de 12,5 % ainda que o teste sorológico usado tenha sido o Card Agglutination Test (CAT).

Já através da técnica de PCR, foi detectada a presença do agente, na alíquota de sangue estudada, em 63,3% das matrizes e confirmada em dois terneiros ao nascer (6,67%), ambos nascidos de mães positivas no mesmo teste (Figura 2).  
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Figura 2 – Percentual de matrizes e terneiros portadores cuja infecção por A. marginale foi detectada pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).
Portanto a técnica de PCR detectou 63,3% das matrizes soropositivas e 6,67% dos terneiros soropositivos ao nascer.  Esses mesmos terneiros aos 3 - 5 dias de nascidos, foram 100 % positivos no RIFI por terem ingerido IgG colostral, o qual indica ausência  de falha na transferência de IgG por essa via, concordando com Collares (2003) que observou 100 % de soropositivos em terneiros com 5 – 15 dias de idade.

4. ConclusÕES

Os resultados indicam que, mesmo matrizes portadoras, clinicamente sadias, podem transmitir transplacentariamente Anaplasma marginale. Também pode-se concluir que, mesmo em uma região considerada de instabilidade enzoótica para anaplasmose, todas as matrizes avaliadas nesse rebanho são soropositivas e capazes de passar anticorpos para os terneiros através do colostro. As técnicas de diagnóstico direto, como PCR, podem não detectar infecção em alíquotas coletadas de alguns animais com parasitemias muito baixas, como os portadores sadios.

O experimento permitiu estabelecer a importância da transmissão vertical do agente estudado no processo epidemiológico da doença, no contexto de uma dinâmica de infecção pela rickettsia que depende das características da população, da capacidade de transmissão dos artrópodes vetores assim como da sucetibilidade dos bovinos expostos e das condições ambientais de instabilidade enzoótica.
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