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RESUMO

O trabalho foi realizado com o objetivo principal de 
obter isolados autóctones puros de Anaplasma marginale a 
partir de amostra de sangue de bovino criado em uma área 
endêmica para a tristeza parasitária bovina no município 
de Goiânia. Obteve-se o inóculo para o isolamento de A. 
marginale de animal doador, portador de infecções naturais 
mistas, após receber tratamento seletivo com dose babesi-
cida esterelizante de dipropionato de imidocarb. Dois dias 
após esse tratamento, colheu-se dele uma amostra de sangue 
de 20 mL do animal doador para inoculação em bezerro 
neonato privado de colostro e livre de infecções por hemo-
parasitos. Após trinta dias da inoculação, o receptor apre-

sentou febre, apatia e parasitemia patente por A. marginale. 
Amostras de sangue foram então colhidas e preparadas na 
forma de estabilizados para serem criopreservadas e, assim, 
comporem banco de isolados de hemoparasitos autóctones. 
Realizou-se a comprovação da pureza do isolado, concomi-
tantemente, pela demonstração de soroconversão específica, 
pela reação de PCR e, ainda, pela subinoculação da amostra 
criopreservada em bezerro suscetível. Constatou-se ainda 
que o uso de bezerros neonatos privados de colostro, como 
animais suscetíveis, pode ser considerado como modelo 
prático, eficaz e relativamente barato para o isolamento de 
hemoparasitos em regiões endêmicas.
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ABSTRACT

Anaplasma marginale PURE ISOLATE OBTAINED IN COLOSTRUM-DEPRIVED NEWBORN CALVES

This study was conducted with the objective of 
obtaining pure autochthonous isolates of Anaplasma 
marginale from blood samples of bovines that have 
been raised in the tick-borne disease endemic area of the 
municipality of Goiânia. The inoculum of A. marginale was 
prepared from a donor animal, known to be natural carrier 
of hemoparasite mixed infections, after treatment with a 
babesicid sterilizing dose of imidocarb dipropionate. A 20 
mL blood sample was collected from the donor animal 2 
days post-infection and then transferred to a colostrum-
deprived and hemoparasite free newborn calf. The receptor 
animal showed signs of fever and apathy with patent A. 

marginale parasitemia 30 days after inoculation. Blood 
sample was then collected and prepared as stabilates to be 
cryopreserved and to take part of an autochthonous blood 
parasites isolates library. The isolate purity was assured 
concomitantly by specific seroconversion tests, by PCR and 
by finally by the subinoculation of susceptible calves with 
the cryopreseved stabilates. It was confirmed that the use 
of colostrum-deprived free newborn calves as susceptible 
animals may be considered a practical and effective model 
to obtain pure hemoparasite isolates in endemic areas with 
additional advantages such as feasibility and low cost.
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INTRODUÇÃO

O Anaplasma marginale (Theiler, 1910) 
é uma riquétsia de parasitismo intraeritrocitário 
obrigatório, que provoca em bovinos a doença 
conhecida por anaplasmose (RISTIC & KREIER, 
1974). Esta, por sua vez, faz parte do complexo 
designado de tristeza parasitária bovina, que, 
geralmente, é responsável por sérios prejuízos à 
pecuária bovina, como reflexo da alta taxa de mor-
talidade, perda de peso e diminuição na produção 
de leite (KESSLER et al., 2004).

O A. marginale ocorre endemicamente 
em regiões tropicais e subtropicais do mundo, 
apresentando ampla distribuição geográfica nas 
Américas, na África e na Austrália (KESSLER 
& SCHENK, 1998). No Brasil, é endêmico em 
todo o território, causando importantes problemas 
sanitários, não somente em áreas de estabilidade 
enzoótica, mas também em áreas de instabilidade 
enzoótica (MADRUGA et al., 1985; VIDOTTO, 
& MARANA, 2001).

A principal forma de transmissão do A. 
marginale ocorre através da participação de ar-
trópodes, como vetores mecânicos ou biológicos, 
podendo ainda ser transmitida iatrogenicamente 
(GUGLIELMONE, 1995). A transmissão congê-
nita também tem sido reportada (RIBEIRO et al., 
1995). No Brasil, o carrapato Boophilus microplus 
é considerado o seu principal vetor biológico 
(KESSLER, 2001).

No Estado de Goiás, as condições climáticas 
são propícias ao desenvolvimento do ciclo bioló-
gico do B. microplus, durante o ano todo. Essa in-
teração agente–ambiente favorável contribui para 
o estabelecimento de condições epidemiológicas 
que caracterizam uma situação de estabilidade 
enzoótica. SANTOS et al. (2001) demonstraram 
taxa de prevalência de 96,73% (n=521) para os 
rebanhos bovinos da região, sendo que 100% 
das propriedades avaliadas (n=25) apresentavam 
positividade para A. marginale.

Os estudos sobre os fenômenos biológicos, 
epidemiológicos e imunológicos, assim como as 
pesquisas sobre novas técnicas de diagnóstico e 
na produção de imunógenos, requerem a dispo-
nibilidade de cepas ou isolados que permitam a 

obtenção de produtos biológicos purificados. O 
desenvolvimento de novos métodos científicos 
depende da utilização de produtos biológicos que 
atendam às necessidades mínimas necessárias 
para a padronização deles.

O emprego de bovinos suscetíveis para o 
isolamento de amostras de hemoparasitos requer 
a locomoção de animais procedentes de áreas li-
vres (DALGLIESH & STUART, 1983; SCHENK 
et al., 1993; RUIZ et al., 1999) ou de criações 
mantidas sob estrito controle contra os vetores, 
com a finalidade específica de preparar animais 
para experimentos dessa natureza (KESSLER 
et al., 1987; KESSLER et al., 1998). Bezerros 
nascidos de vacas imunes têm sido também 
utilizados para essa finalidade (KESSLER et al., 
1998; BARREIRA et al., 2005, DIAS-FILHO et 
al., 2005).

Em condições laboratoriais há, como alter-
nativa, o método do isolamento e manutenção de 
hemoparasitos em meios de cultura de eritrócitos. 
Apesar de este método ser reconhecido como 
tecnicamente mais correto, fatores como o custo 
elevado e a necessidade de técnicos altamente 
qualificados limitam seu uso mais freqüente 
(BOSE et al., 1995).

O presente trabalho teve como objetivo 
principal a obtenção de isolados autóctones puros 
de A. marginale para compor banco de isolados 
de referência regional, a partir de amostra de 
sangue procedente de bovino portador de infec-
ções naturais mistas com os agentes da tristeza 
parasitária bovina. Paralelamente, foi avaliado o 
emprego de bezerros neonatos totalmente priva-
dos de colostro, conforme metodologia descrita 
por DIAS-FILHO et al. (2005).

MATERIAL E MÉTODOS

Para a obtenção de isolados puros de A. 
marginale foram inicialmente alojados três be-
zerros receptores totalmente privados de colos-
tro, antes, portanto, de receberem transferência 
da imunidade materna via colostro. Os animais 
eram mestiços Holandês/Jersey, com aparente 
estado de higidez, nascidos em ambiente livre de 
carrapatos e confinados em instalações numa área 
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de isolamento na Escola de Veterinária da Uni-
versidade Federal de Goiás (EV/UFG). Medidas 
de biossegurança foram adotadas para prevenir 
a entrada de vetores artrópodes. Observaram-
se ainda cuidados relativos à alimentação e ao 
ambiente, no sentido de proporcionar conforto e 
bem-estar animal. Os bezerros receberam dieta 
à base de leite in natura, na quantidade de três a 
quatro litros diários.

Para a obtenção do inóculo de campo de 
A. Marginale,  preparou-se um bezerro doador, 
com idade de doze meses, proveniente do rebanho 
da EV/UFG. O animal foi considerado provável 
portador de infecção natural por A. marginale, 
com base no fato de ter sido criado em uma área 
endêmica de permanente exposição ao B. micro-
plus e apresentar anticorpos anti-A. marginale, 
detectados pela reação de imunofluorescência 
indireta (RIFI).

Submeteu-se o doador a tratamento paren-
teral com dipropionato de imidocarb (Imizot B12, 
União Química Farmacêutica Nacional S.A.) na 
dose de 3 mg/Kg de peso vivo, via subcutânea. 
A dosagem foi assim estipulada visando alcan-
çar um efeito babesicida esterilizante que não 
comprometesse o estado de portador para A. 
marginale (LOSOS, 1986; IICA, 1987). Dois dias 
após a administração do fármaco, colheu-se uma 
amostra de 20 mL de sangue do doador por meio 
de punção da veia jugular. O sangue retirado foi 
imediatamente aplicado no bezerro receptor de 
no 1, sem anticoagulante.

Após a inoculação e durante todo o perío-
do experimental, monitorou-se clínica e labora-
torialmente o bezerro, duas vezes ao dia. A tem-
peratura retal e os sinais clínicos eram registra-
dos em fichas individuais. Uma vez verificada 
alteração nos parâmetros normais, procedia-se à 
coleta de sangue com anticoagulante para a pes-
quisa microscópica de parasitos em preparações 
de esfregaço sangüíneo coradas pelo Giemsa e 
para a verificação do volume globular (VG) pela 
técnica do micro-hematócrito. Determinou-se a 
parasitemia adotando-se a metodologia descrita 
por IICA (1987).

Quando confirmada a infecção patente por 
A. marginale, colheu-se uma amostra de 20mL de 

sangue com anticoagulante EDTA (Anticoagulan-
te Universal, Doles – 1 gota/5mL) para extração 
de DNA total e outra de 20mL em tubo heparini-
zado (1mg/mL) para o preparo de estabilizado e 
criopreservação.

A extração de DNA foi realizada empre-
gando-se kit comercial (GFXTM Genomic Blood 
DNA Purification Kit, Amersham Biosciences). 
Testaram-se amostras de DNA total pela reação 
em cadeia da polimerase (PCR) com a finali-
dade de comprovar a identidade molecular e a 
pureza do isolado. Realizaram-se as reações de 
PCR adotando-se três protocolos diferentes. Nos 
dois primeiros, foram empregados os pares de 
iniciadores GAU9/GAU10 e GAU6/GAU7 para 
a amplificação espécie-específica de fragmentos 
do gene SSU RNAr de Babesia bovis (541 pares 
de base – pb) e de Babesia bigemina (685 pb), 
respectivamente, conforme LINHARES et al. 
(2002). No terceiro ensaio de PCR empregaram-
se iniciadores específicos para o fragmento de 
409 pb do gene MSP1 de A. marginale, segundo 
BARBET & ALLRED (1991). Os testes de PCR 
também foram aplicados à amostra de DNA total, 
extraído do sangue coletado no dia –1 da inocu-
lação no receptor.

A amostra de 20mL de sangue heparini-
zado foi aliquotada em tubos plásticos de 3 mL, 
com tampa rosqueável (Techno Plastic Products, 
TPP®), para a criopreservação sob a forma de 
estabilizado, em solução PBS/DMSO, conforme 
IICA (1985).

Do bezerro receptor no 1 ainda colheram-
se amostras de sangue sem anticoagulante para 
a obtenção do soro, no dia -1 da inoculação e 21 
dias após o início da parasitemia patente por A. 
marginale. Estas foram utilizadas para a demons-
tração de soroconversão específica pela RIFI.

Executaram-se os testes sorológicos de RIFI 
em diluições seriadas do soro na escala de 1:10, a 
partir de 1:80 e até 1:5.120, segundo metodologia 
descrita por TODOROVIC & LONG (1976). O 
conjugado (FITIC anti-IgG bovina, Sigma) foi 
utilizado na diluição de 1:350, conforme prévia 
titulação. Formularam-se reações com antígenos 
totais de B. bigemina, B. bovis e A. marginale, pre-
parados em lâminas individualizadas, de acordo 
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com IICA (1987). Os antígenos foram preparados 
na Universidade Federal de Minas Gerais e gen-
tilmente cedidos pelo Dr. José Divino Lima.

Com a finalidade de comprovar a pureza 
e a viabilidade do isolado criopreservado de A. 
marginal obtido no bezerro no 1, uma amostra de 
3mL do mesmo foi subinoculada no bezerro no 2. 
Para este último executaram-se procedimentos 
idênticos aos do bezerro no 1. Os bezerros no 3 e 
4 foram mantidos como controle, durante todo 
o experimento, sob as mesmas condições dos 
anteriores, sem contudo receberem algum tipo 
de inóculo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O bezerro receptor no 1, inoculado com 
amostra de sangue procedente de bovino portador 

de infecção natural de A. marginale, apresentou 
aumento da temperatura retal no 30o dia pós-
inoculação. Nesta mesma ocasião foi detectada 
infecção patente com parasitemia de 1% para A. 
marginale, ao exame microscópico do esfregaço 
sangüíneo. O período prepatente observado ocor-
reu, portanto, dentro do intervalo esperado para a 
enfermidade, entre 20 a 40 dias, como registrado 
por RISTIC (1981).

A eletroforese dos produtos de PCR reve-
lou o fragmento espécie-específico de 409 pb do 
gene MSP1 apenas nas reações realizadas com 
DNA total extraído no dia da parasitemia patente, 
tanto do bezerro no 1 como do no 2. Os resultados 
dos ensaios de PCR para B. bovis e B. bigemina 
foram negativos para todas as amostras de DNA 
procedentes de ambos os bezerros receptores 
(Quadro 1).

QUADRO 1. Resultados das reações de PCR em amostras de DNA extraídas de sangue de bezerros suscetíveis, um dia antes 
da infecção experimental com amostra de campo de A. marginale (D-1) e no primeiro dia de parasitemia patente (PP).

PCR espécie-específico
Bezerro no. 1 Bezerro no. 2

D-1 PP D-1 PP
A. marginale Neg. Pos. Neg. Pos.
B. bovis Neg. Neg. Neg. Neg.
B. bigemina Neg. Neg. Neg. Neg.

Neg.= resultado de PCR negativo; Pos.= resultado de PCR positivo.

Os resultados referentes aos exames de 
RIFI para B. bigemina e B. bovis foram negativos 
tanto para as amostras de soros coletadas no dia 
anterior à inoculação como naquelas referentes 
ao 21o dia após o início da parasitemia patente 
por A. marginale. Por outro lado, os testes de 
RIFI evidenciaram soroconversão específica 
para A. marginale, nos dois bezerros receptores, 
os quais apresentaram títulos iguais a zero no 
dia –1 da inoculação e 1:1.280 (bezerro no1) e 
1:680 (bezerro no 2) no 21o dia após o início da 
parasitemia.

A soroconversão, demonstrada em amostras 
pareadas de soro, tem sido amplamente emprega-
da como um método confirmatório e seguro para 
o diagnóstico de infecções por microrganismos 
específicos (KUTTLER et al., 1984; SWAI et 

al., 2005). Portanto, os resultados dos exames 
sorológicos permitiram concluir que os isolados 
obtidos nos bezerros no 1 e 2 representavam 
amostras puras de A. marginale.

O bezerro no 2, subinoculado com estabili-
zado criopreservado, apresentou infecção patente 
pura por A. marginale no 28o dia pós-inoculação, 
com parasitemia de 1,2%. Os bezerros no 3 e no 
4, mantidos como controle, não apresentaram 
nenhuma manifestação clínica, nem sorocon-
versão, confirmando a pertinência dos critérios 
experimentais adotados.

Os resultados alcançados neste estudo, 
referentes aos exames de PCR, às provas soro-
lógicas e à subinoculação, foram reciprocamente 
confirmatórios para a demonstração da obtenção 
de isolado puro de A. marginale.
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A obtenção de isolados puros de A. mar-
ginale, a partir da inoculação experimental com 
amostra de sangue oriunda de animal portador 
de infecções naturais mistas (agentes da Tristeza 
Parasitária Bovina), comprovou a eficácia da ativi-
dade seletiva quimioesterilizante do dipropionato 
de imidocarb para os microrganismos B. bigemina 
e B. bovis, como descrito previamente por LOSOS 
(1986) e IICA (1987).

Ficou aqui demonstrada a viabilidade do uso 
de bezerros neonatos, privados de colostro, como 
animais suscetíveis para a obtenção de isolados 
puros de hemoparasitos. Apesar da vulnerabilida-
de imunológica dos bezerros em virtude da priva-
ção de colostro (BESSI et al., 2002; PAULETTI 
et al., 2003), nenhuma ocorrência foi registrada 
em conseqüência dessa condição. As medidas 
sanitárias e de biossegurança adotadas durante o 
experimento, envolvendo os animais, o pessoal, os 
alimentos e o ambiente, certamente contribuíram 
para contornar o risco potencial.

Nas condições em que foi desenvolvido o 
presente trabalho, foram observadas várias van-
tagens do uso de bezerros neonatos como animais 
suscetíveis, quando comparado com outros méto-
dos tradicionalmente aplicados por outros pesqui-
sadores como DALGLIESH & STUART (1983), 
KESSLER et al. (1987), SCHENK et al. (1993), 
KESSLER et al. (1998), RUIZ et al. (1999) e 
BARREIRA et al. (2005). Entre essas vantagens, 
destacaram-se o baixo custo dos animais e o curto 
intervalo de tempo entre a preparação deles e a 
conclusão do experimento. Em função da idade 
e do pequeno porte dos animais, registraram-se 
baixos dispêndios com transporte, alojamento 
e alimentação, além de maior facilidade com o 
manejo diário.

Apesar dos resultados satisfatórios alcan-
çados com esta metodologia, os autores alertam 
para a necessidade de estrita precaução quanto à 
presença de carrapatos no local de nascimento e 
alojamento para os bezerros suscetíveis, princi-
palmente quando o experimento for realizado em 
região endêmica para tristeza parasitária bovina. 
Da mesma forma, falhas nos cuidados com a bios-
segurança e o conforto animal podem desencadear 
resultados indesejáveis.

CONCLUSÕES

Nas condições deste estudo pode-se con-
cluir que a obtenção de isolados puros de A. 
marginale, a partir do sangue de bovino portador 
de infecções naturais mistas com os agentes da 
tristeza parasitária bovina, torna-se viável com 
o uso do dipropionato de imidocarb como uma 
droga babesicida esterilizante.

A utilização de bezerros neonatos, priva-
dos de colostro, como animal suscetível para 
obtenção de isolados puros de A. Marginale, é 
uma alternativa viável e de baixo custo, quando 
comparada aos métodos convencionais.
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