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RESUMO - O carrapato Rhipicephalus microplus é o vetor biolégico da Rickettsia A. marginale, e
ambos sdo considerados um dos principais parasitas que acometem a pecuaria brasileira.
Diferencas na suscetibilidade a esses parasitas tem sido verificada dentro das racas, sugerindo
gue pode ser possivel selecionar um fen6tipo mais resistente. Assim, o objetivo do presente estudo
foi estimar as repetibilidades das contagens da infestacéo pelo carrapato R. microplus e do nivel de
infecgdo por A. marginale determinadas por meio da PCR em Tempo Real Quantitativa (qQPCR) em
20 bezerros recém-nascidos da raga holandés criados em sistema de gaiolas individuais. Além da
repetibilidade, as correlagbes entre as contagens de carrapatos e nivel de infeccdo por A.
marginale também foi estimada. Para isso, os dados foram analisados por meio de modelos mistos
usando medidas repetidas no tempo. As repetibilidades encontradas para a contzagem de
carrapatos e numero de copias de DNA de A. marginale foram 0,56 e 0,62, respectivamente. As
repetibilidades moderada para as contagens de carrapatos e alta para as infec¢cdes por A.
marginale, nas condicbes do presente estudo, mostrou que fatores intrinsecos do animal
hospedeiro sé&o essenciais para determinar as infestacbes por carrapatos ou infec¢cdes por A.
marginale. As correlacfes estimadas entre a contagem de carrapatos e 0 numero de cOpias de A.
marginale foram préximas de zero, ou seja, mostram que nao é possivel que a medida do nivel de

infeccdo por A. marginale poderia predizer o nivel de infestacdo por carrapatos, ou vice-e-versa.
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ABSTRACT - Rhipicephalus microplus tick is the biological vector of Rickettsia A. marginale, and
both are considered one of the main parasites that affect Brazilian livestock. Differences in
susceptibility to these parasites have been observed within the breeds, suggesting that it may be
possible to select a more resistant phenotype. Thus, the aim of the present study was to estimate
the repeatability of the R. microplus tick infestation and the level of A. marginale infection
determined using quantitative Real-Time PCR (gPCR) in 20 newborn Holstein calves raised in
individual cage systems. In addition to repeatability, correlations between tick counts and level of A.
marginale infection were also estimated. For this, the data were analyzed using mixed models using
repeated measures over time. The repeatability found for the tick count and number of DNA copies
of A. marginale were 0.56 and 0.62, respectively. Moderate repeatability for tick counts and high
repeatability for A. marginale infections, under the conditions of the present study, showed that
intrinsic factors of the host animal are essential to determine tick infestations or A. marginale
infections. The estimated correlations between the tick count and the number of copies of A.
marginale were close to zero, that is, they show that it is not possible that the measurement of the
level of infection by A. marginale could predict the level of tick infestation, or vice versa.

Keywords: Anaplasma marginale, Rhipicephalus microplus, qPCR, correlation, repeatability,

system breeding.
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1 INTRODUGAO

Anaplasma marginale € um dos principais problemas sanitarios encontrado nas fazendas
brasileiras, cujo principal agente transmissor e vetor bioldégico é o carrapato Rhipicephalus
microplus (COSTA et al.,2013). Este acaro estd presente em quase todo o territério brasileiro
(PEREIRA e LABRUNA, 2008), e atualmente, apresenta dificuldade de controle, uma vez que, o
uso de medicamentos provoca a pressao seletiva para o aparecimento da resisténcia genética aos

carrapaticidas convencionais (FAZA et al., HIGA et al., 2015).

A transmissdo de A. marginale pelo carrapato se d4 no momento do repasto sanguineo, o
mesmo injeta 0 agente patogénico no sangue circulante do animal por meio da saliva, sob a forma
de corpusculo inicial, devido a uma invaginacdo da membrana que da origem a um vacuolo. A.
marginale penetra na hemacia dos bovinos, apds essa invasao sucede a multiplicacdo por divisdo
binaria, onde forma um corpusculo de inclusdo, que deixar4 a hemacia, sem romper a mesma, e

invade outras células, difundindo assim o ciclo (KOCAN et al., 2010).

Em relacdo aos vetores mecanicos, outros insetos hematéfagos, como as moscas
Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans, também tem papel importante na transmissdo de A.
marginale (Cruz et al., 2011). Além da transmissao iatrogénica que pode ocorrer quando é utilizada
a mesma agulha para varios animais durante a vacinacdo, cirurgias coletivas e transfuséo
sanguinea sem realizar as devidas esterilizagbes dos instrumentos utilizados de um animal para o
outro (KESSLER, 2001). Muitos fatores epidemiol6gicos podem interferir com a manifestacdo da
doenca, como, por exemplo, a idade do animal, raga e manejo e cepas que existem na propriedade
(Silva et al., 2015). O melhoramento genético por sele¢cdo para resisténcia a hemoparasitas em
taurinos ou ragas oriundas de seus cruzamentos, se possivel, seria uma alternativa para facilitar o
controle dessa doenca e, consequentemente, estimularia os criadores a utilizarem animais mais
produtivos (Giglioti et al., 2018).

Como a criacdo de gado Holandés é uma atividade de grande interesse econémico no
Brasil, a selecdo de animais mais resistentes pode contribuir para a melhoria da produtividade do
rebanho, reducdo do uso de medicamentos e melhoria da qualidade do leite. Assim, 0 presente
estudo teve como objetivos estimar os coeficientes repetibilidades e correlacdo entre os niveis de
infeccdo de Anaplasma marginale e a infestacdo pelo carrapato R. microplus, em bezerros da raca

Holandés, criados em sistema de gaiolas individuais, dentro de piquete.
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1.1 Material e Métodos

1.1.1 Animais e sistemas de criagdo

Este estudo foi realizado na fazenda experimental do Instituto de Zootecnia, Nova Odessa,
estado de Sao Paulo, Brasil (22 ° 46'39 " S, 47 ° 17'45 " W; 570 m de altitude). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais do Instituto de Zootecnia (Protocolo n° 272/18).

Foram acompanhados 20 bezerros da raca Holandés (B. t. taurus), (13 machos e 7 fémeas)
com idade média inicial de 14 dias, expostos, desde o nascimento, a infestacdo por R. microplus,
criados em sistema de gaiola individual aberta, em um piquete formado por Cynodon dactylon.
Cada animal ficava preso com uma corrente de 1,3 m a um cabo de aco de 10 m que permitia o
movimento dos bezerros na frente de cada gaiola. O espaco entre as gaiolas era de 3 m de modo
gue ndo havia contato direto entre eles. A gaiola protegia contra chuva e raios solares, havendo
agua e feno disponivel ad libitum. O sistema de aleitamento foi: nos primeiros 30 dias, 6 litros de
leite, em duas porcgdes, sendo 3 pela manhéd e 3 a tarde; do 31 ao 40° dia, somente 3 litros pela

manha, do 41°ao 60° dia, 1 litro pela manha.

Foram colhidas amostras de sangue para a realizagdo de ensaios de qPCR e realizadas
contagens de carrapato maiores que 4,5mm no lado direito dos animais quinzenalmente, durante
os 60 dias do periodo de amamentagéo (quatro avaliagbes), mais uma avaliacdo realizada 15 dias

apos o desmame (abrupto), totalizando 100 observagoes.

1.1.2 Coleta e amostra de extracdo de DNA

Amostras de sangue foram colhidas da veia jugular de cada animal usando um sistema de
vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) que continha anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O DNA gendmico foi extraido de 60 yL de cada amostra de
sangue usando o kit Easy-DNA (n° de catdlogo K180001; Invitrogen, EUA), de acordo com o
protocolo do fabricante (n° 2—30, Minute DNA Extraction from Blood Samples), e foi eluido em 60
pL de tampédo Tris-EDTA. Todas as amostras foram identificadas e armazenado a -20 ° C até o

momento das analises.

1.1.3 PCRem Tempo Real quantitativa (QPCR)

Os ensaios de gPCR para quantificacdo do nivel de infeccdo por A. marginale, foram
realizados usando o equipamento Rotor-Gene Q Real Time PCR (Qiagen), utilizando os seguintes
primers: forward - 5-TGGATGAAAGCCTGGAGATG-3 e reverse - 5'-

4
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TGTTTCCAGACCTTCCCTAACT-3, cujas sequencias flanqueiam parte do gene da proteina de
principal de superficie b (msplb) e produz amplicons com 119 pares de bases (Giglioti et al. 2018).
Resumidamente, a gPCR foi conduzida em um volume final de 10 pL, usando 2 pL HOT FIREPol
Evagreen gPCR Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Estdnia), 0,3 puL de cada primer (10 uM), e 2,0 uL
de DNA. Os perfis térmicos foram: 12 min a 95 ° C, seguido por 40 ciclos a 95 ° C (15 s), 60 ° C (20
s) e 72 ° C (20 s; extenséo e leitura). Apds a amplificacdo, uma curva de dissociagéo foi obtida em
ciclo Unico, adotando-se um intervalo de 65 a 95°C, com incremento de 0,5°C e detec¢édo de
fluorescéncia tomada a cada cinco segundos. Amostras e controles (positivos e negativos) foram
analisados em duplicata. Cada ensaio conteve uma curva padrdo para a quantificacdo do nimero
de cépias (NC) de A. marginale, a qual foi construida usando diluicbes em série com base 10
usando fragmentos de DNA sintético gBlocks (IDT, Coralville, IA, EUA) que continha a sequéncia
alvo de gPCR de A. marginale conforme descrito por Giglioti et al. (2018). As diluicbes com base na
curva de calibracdo de cada gBlocks foram submetidos aos testes gPCR juntamente com as
amostras e controles para estimar o numero de copias de DNA de A. marginale. A eficiéncia da
reagdo (E) foi expressa em porcentagem e usando a seguinte formula: % E = [10 (-1 / slope) - 1] x
100, onde slope = inclinacdo da derivada (linha tangente) da calibragdo curva (Pfaf 2001;
Vandesompele et al. 2002). O NC do DNA foi calculado pela férmula descrita por Ke et al. (2006).
Os valores de NC encontrado nas diluicbes das curvas de calibragdo foram utilizados para
estabelecer uma equacéo de regressdo que permite estimar os valores do numero de copias de
DNA para o DNA de A. marginale para cada amostra. As amostras com desvio padrdo Cg> 0,5
(duplicado) foram testadas novamente. As amostras com numeros de cépia de DNA logl0> 0

foram consideradas positivas.

1.1.4 Analise estatistica

Os NC de DNA de A. marginale e contagens de carrapatos foram transformados em log10
(n + 1) para aproximacao da distribuicdo normal dos dados, e em seguida foram analisados usando
a metodologia de modelos mistos. Foram utilizados dois modelos: (i) para estimar a repetibilidade e
(i) para estimar as associacfes entre NC e contagens de carrapatos e comparacao de médias. O
modelo (i) foi aplicado a cada espécie (carrapato ou hemoparasita) separadamente e incluiu
medicdes repetidas do mesmo animal. O dia da avaliacdo foi incluida como efeito fixo e foi
assumida uma estrutura de covariancia auto-regressiva de ordem 1 (AR [1]). O modelo (ii) era
multivariado com medicdes repetidas no mesmo animal, incluindo os efeitos fixos da do dia de
avaliacdo, espécie (carrapato e hemoparasita) e suas interagfes. Neste modelo, uma estrutura de

produto direto (UN@AR [1]) projetada para medidas repetidas multivariadas foi usada como uma
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estrutura da matriz de (co)variancia. Essa estrutura foi construida tomando o produto Kronecker de
uma matriz ndo estruturada - UN (modelagem covariancia entre espécies) com uma matriz de
covariancia adicional de AR (1) (modelagem covariancia ao longo do tempo). O procedimento
MIXED do pacote estatistico SAS (SAS 2002) foi usado para as andlises. O as médias obtidas para
cada modelo foram comparadas com o teste de Tukey (a = 0,05).

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

As repetibilidades encontradas para a contagem de carrapatos e NC de DNA de A.
marginale foram 0,56 e 0,62, respectivamente. Seguindo essa mesma sequéncia as repetibilidades
estimadas foram consideradas moderada-alta e alta. Essas estimativas mostraram que, nas
condicbes do presente estudo, usando esse tipo de sistema de criacdo, tanto a contagem de
carrapatos quanto o nivel de infeccao por A. marginale tendem a se repetir entre uma avaliagcdo e

outra, principalmente para A. marginale, em que a repetibilidade foi ainda mais alta.

A maioria dos trabalhos em que estimaram as repetibilidades da contagem de carrapatos
apresentaram estimativas menores, que variaram de baixa a moderada (Mackinnon et al., 1991;
Fraga et al., 2003; Giglioti et al., 2016; Giglioti et al., 2018). Contudo, a estimativa de repetibilidade
encontrada no presente estudo contrasta com a repetibilidade estimada por Silva et al. (2007) que
avaliaram a infestacdo artificial por R. microplus em bovinos de diferentes grupos genéticos e
encontraram repetibilidade de 0,65. Vale ressaltar que, embora 0s animais eram mantidos presos

durante as avaliacdes, as infestagfes por carrapatos ocorreram de forma natural.

Em relacdo as infec¢des por A. marginale, ainda séo escassos estudos que estimaram a
repetibilidade desse hemoparasita. Estudando infec¢des naturais por A. marginale em bovinos da
raca Canchim, Giglioti et al. (2018) verificaram que as repetibilidades variaram de acordo com a
idade dos animais, sendo que a repetibilidade maior encontrada foi de 0,48 (14 a 19 meses de
idade). Segundo esses autores, a resisténcia as infecgbes por A. marginale pode depender da
idade dos animais. Embora nao é possivel inferir que o tipo de sistema de criacdo influenciou
diretamente a estimativa de repetibilidade, é possivel que o nivel de parasitemia de A. marginale
nos carrapatos que infestaram cada animal pode ter influenciado nos resultados. Nesse sistema de
criagdo usado, 0s animais permaneceram mais tempo no mesmo local, logo a carga de parasitemia
por A. marginale no carrapato pode ter sido uniforme. Este fator garante maior uniformidade na
infeccdo dos animais e, portanto, permite estimativas mais precisas de repetibilidade e correlagtes
(Giglioti et al., 2020). As frequéncias de animais positivos para A. marginale aumentaram conforme

o nivel de parasitemia por esse hemoparasita também aumentava (Figura 1).
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Figura 1. Numero de cépias de Anaplasma marginale, contagens de carrapato e porcentagem de
animais positivos em cada avaliagao.

3 CONCLUSAO

O nivel de infecgdo por A. marginale determinados por qPCR pode ser usado como medida
fenotipica para caracterizar animais infectados. As repetibilidades moderada para as contagens de
carrapatos e alta para as infeccbes por A. marginale, nas condicbes do presente estudo,
mostraram que fatores intrinsecos do animal hospedeiro (genéticos e ndo genéticos) sao
essenciais para determinar as infestacbes por carrapatos ou infecgbes por A. marginale. As
correlagdes estimadas entre a contagem de carrapatos e o nimero de cépias de A. marginale
foram préximas de zero, ou seja, mostram que ndo é possivel que a medida do nivel de infecgcéo

por A. marginale poderia predizer o nivel de infestacdo por carrapatos, ou vice-e-versa.
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