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1.Resumo

A Erliquiose é uma doenca causada pela bactéria Ehrlichia ruminantium e transmitida por
carracas Amblyomma e é responsavel por cerca de 80-90% das mortes em exploracdes pecuarias
na Africa. A escassez de estudos realizados para avaliar a eficacia dos métodos de imunizagédo
em bovinos em particular o uso do indécuo (BALL 3) e as constantes mortes de animais em
exploracdes bovinas tornam relevante a realizagdo deste estudo. O estudo compreendeu a
caracterizacdo da exploracdo quanto a ocorréncia da Erliquiose efectuado via avaliacdo
retrospectiva de inoculagfes de Ball3 (2018 -2021), resultado de andlises laboratoriais de
cérebros e ganglios de animais mortos e a imunizacdo de seis vitelos com recurso a Ball3
incluindo envio ao laboratorio da DCA-1IAM de amostras de cérebro e ganglios de animais que
morreram na exploracdo durante o estudo. Para a imunizacdo dos seis (6) vitelos foi usado o
método de infecgdo e tratamento individual, que consistiu na inoculagdo de BALL 3IV (veia
jugular), seguida de termometrias por um periodo de 30 dias e posterior tratamento com
Oxitetraciclina na dose de 10 mg/kg pv imediatamente apds a reaccao febril. Os resultados
demonstraram uma resposta a inoculacdo em mais de 80% dos animais. Sinais clinicos,
resultados laboratoriais, e reac¢gdes dos animais ao inéculo sdo um indicativo de auséncia de
imunidade. Com base nos resultados do estudo a Erliquiose é causa principal associada as
mortes e caracteriza-se BALL3 como capaz de conferir imunidade.

Palavras-Chave: Bovinos, ehrlichia ruminantium, ricketsiose, BALL 3, imunidade, palmeira.



1. ABSTRACT

Ehrlichiosis is a disease caused by the bacterium Ehrlichia ruminantium and transmitted by
Amblyomma ticks and is responsible for about 80-90% of deaths on livestock farms in Africa.
The scarcity of studies carried out to evaluate the effectiveness of immunization methods in
cattle in particular the use of BALL 3 and the constant deaths of animals on bovine farms make
this study relevant. The study included the characterization of the exploration for the
occurrence of Ehrlichiosis carried out via retrospective evaluation of Ball3 inoculations (2018 -
2021), the result of laboratory analysis of brains and ganglia of dead animals and the
immunization of six calves using Ball3 including sending to the DCA-IIAM laboratory of brain
and ganglia samples of animals that died in the exploration during the study. For the
immunization of the six (6) calves, the method of infection and individual treatment was used,
which consisted of the inoculation of BALL 31V ( jugular vein), followed by thermometries for a
period of 30 days and subsequent treatment with Oxytetracycline at a dose of 10 mg/kg bw
immediately after the febrile reaction. The results showed a response to inoculation in more
than 80% of the animals. Clinical signs, laboratory results, and animal reactions to the
inoculum are indicative of lack of immunity. Based on the results of the study, Ehrlichiosis is
the main cause associated with deaths and BALL3 is characterized as capable of conferring
immunity.

Keywords: Cattle, ehrlichia ruminantium, ricketsiose, BALL 3, immunity, palmeiras.



2. INTRODUCAO

A producdo pecudria na Africa subsaariana é afectada por varias doengas. Segundo Madder et al.
(2013) citado por Carvalho (2016) em Africa as doencas provocadas por protozodrios, especialmente
babesioses e teilerioses, e por rickettsias, anaplasmose e erliquiose, sdo 0s principais problemas de
saude de ruminantes domésticos. Por sua vez, Mukhebi et al. (1999) realcam dentre elas a Erliquiose
como um grande obstaculo para a produtividade do gado doméstico em areas onde é endémica.

A Ebhrlichia ruminantium afecta uma ampla gama de ruminantes, incluindo bovinos, ovinos, caprinos,
varias espécies de antilopes e ruminantes selvagens (Nair et al., 2021). A Erliquiose é transmitida por
carracas género Amblyomma e as principais espécies na Africa Austral sdo A. hebraeum e A.
variegatum (Horak et al., 2018). A doencga € particularmente grave quando os animais susceptiveis
sdo movidos de areas livres para areas de risco (Simpson et al., 1987).

Amblyomma hebraeum é uma carraga exclusiva da Africa Austral e ocorre nas regiées costeiras das
provincias do Cabo e KwaZulu-Natal na Africa do Sul, bem como no sul de Mocambique (Jongejan et
al., 2020).

A infestacdo de carragas em bovinos pode levar a perda dos quartos do Ubere, tornando as vacas
incapazes de alimentar seus vitelos e prejudicando a producdo de leite particularmente nas
exploracdes leiteiras, em touros, a presenca da carraca no escroto foi associada a infertilidade dos
mesmos nas provincias do Noroeste da Africa do Sul (Jongejan et al., 2020).

Em areas de risco para Erliquiose, os proprietarios de gado lidam com uma complexa interaccao
entre a propria infec¢éo e o vector da doenca; Além de ter que tratar casos clinicos, estes enfrentam
uma batalha constante para prevenir a ocorréncia da infeccdo e/ou tentar induzir um grau de
imunidade de modo a reduzir os impactos clinicos adversos ou mortes em seus animais (Regional
Activity to Promote Integration Through Dialogue and Policy Implementation [RAPID], 2001).

Uma abordagem para conferir imunidade, € a inoculacdo de BALL 3 nos animais. BALL 3 é uma
preparagao criopreservada do sangue de carneiro infectado por Erlichia ruminantium, produzida pelo
Ondersterpoort Biological Products e é usada para imunizacao de bovinos, ovinos e caprinos contra
Erliquiose. Essa pratica é incomoda pelas exigéncias de conservacéo, visto que, o0 mesmo deve ser
mantido em nitrogénio liquido até ser injectado por via intravenosa. Apos a inoculacdo, os animais
devem ser monitorados até que apresentem aumento de temperatura, momento em que recebem
antibioticos (oxitetracilina) para "bloquear" a doenca, mas permitir o estabelecimento da imunidade
(RAPID, 2001).

As crescentes mortes em exploragdes de gado bovino e pequenos ruminantes no distrito de Manhiga,
e em particular na exploracdo alvo, com resultados laboratorias que demonstram a circulagéo de

Erliquia ruminantium, evidenciam claramente que esta tem-se mostrado uma real ameaca bioldgica
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na area pecuaria. Estudos realizados em pequenos ruminantes por Dumler et al. (2001); Asselbergrs
et al. (1993); Bekker et al. (2001) demonstraram que em Mocambique, a Erliquiose foi relatada em
todo o Pais e principalmente durante a estacdo chuvosa 0 que coinscide com as épocas de maior

surto.

A situacdo que se tem enfretando serve de impulso para a realizagdo deste estudo, que tem como
objectivo buscar evidéncias da causa de mortalidade em bovinos, medindo indirectamente o grau de
imunidade e avaliar a capacidade de BALL 3 de produzir imunidade no gado bovino, de modo que, se
possa adoptar a técnica de infeccdo e tratamento, como uma medida eficaz para enfrentar este que

tem sido um obtaculo a nivel de Africa e em particular em Mogambique.

E importante ressaltar que estudos anteriores em diversas regifes do continente tem mostrado que
existe uma variedade de estirpes em isolados de E. ruminantium e em consequéncia disso existe
uma variagao nos niveis de resposta imunologica que podem ser obtidos da infecgéo pela estirpe em
causa (BALL 3) dai que, espera-se que este estudo seja também, uma ferramenta motivacional a
toda comunidade de Saude Animal e Publica para procurar a adopcdo de mecanismos/medidas
eficazes e aplicaveis a nossa realidade, para a reducdo das mortes que tem contribuido

negativamente na producdo animal no nosso Pais.



3. OBJECTIVOS

3.1-Geral

>

Estudar a Erliqguiose como causa de mortalidade de Bovinos na Palmeira- Manhica

3.2-Especificos

>
>

Caracterizar a exploracéo de estudo quanto a ocorréncia de Erliquiose;

Analizar a informacdo passiva dos registos da exploracdo no que se refere a inoculacbes de
Ball 3;

Imunizar animais e analisar os resultados da imunizagdo com BALL 3;

Abordar a técnica de infecgéo e tratamento como uma estratégia de imunizagéo eficaz para E.
Ruminantium em Mogambique.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1- Histéria e taxonomia da erliguiose

A erliquiose € uma doenca de ruminantes domésticos e selvagens (Walker e Olwag, 1987; Matos et
al.,, 2019); ela é transmitida por carracas do género Amblyomma (Mireille, 2023) e sua distribui¢éo
coincide com a de suas espécies vectoras, uma area que inclui toda a Africa Subsaariana (World
Organisation for Animal Health [WOAH], 2002).

Esta doencga teve o seu reconhecimento pela primeira vez na Africa do Sul (Bezuidenhout e Provost,
1987) no século XIX, onde foi determinada a sua transmisséo por carracas em 1900, no entanto, o
proprio microorganismo ndo foi demonstrado. Em 1925 o organismo causador da Rickettsia foi
encontrado por Cowdry nos tecidos de animais infectados e em carragas, quando foi inicialmente
denominada Rickettsia ruminantium (Dumler et al., 2001; Allsopp, 2010; 2015). Em 1947, este
organismo responsavel pela doenga foi nomeado Cowdria ruminantium (Babsola et al., 2011; Allsopp,
2015), nome pelo qual ficou conhecido durante uma boa parte do século 20, estudos foram realizados
e varios organismos da ordem foram reclassificados com base em evidéncias moleculares, levando a
renomeacdo do organismo para Ehrlichia ruminantium em 2001 (Babsola et al., 2011; Potential
Worldwide Threats for Livestock [PWTL], 2018).

Com base em comparacdes de DNA ribossomal 16S e genes de operon de choque térmico groESL,
Ehrlichia ruminantium foi classificada como pertencente a ordem Rickettsiales (Marcelino et al., 2021)

e a familia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001; Allsopp, 2015; OIE, 2021).

4.2-Espécies susceptiveis

E. ruminantium afecta bovinos, ovinos, caprinos e bufalos, podendo no entanto, haver variabilidade
entre as espécies (Cambaza, 2007). As espécies silvestres que foram comprovadas como
susceptiveis a infeccdo natural e/ou experimental incluem bonteboque (Damaliscus pygargus), gnus-
de-cauda-branca e preta (Connochaetes gnou e C. taurinus), bufalo-africano (Syncerus caffer),
elande (Taurotragus oryx), girafas (Giraffa camelopardalis), cudo (Tragelaphus strepsiceros), palanca-
negra (Hippotragus niger), cobo-leche (Kobus leche kafuensis), punja (Raphicerus campestris), cabra-
de-leque (Antidorcas marsupialis), sitatunga (Tragelaphus spekii) e o veado—de-cauda-branca
(Odocoileus virginianus) (World Organisation for Animal Health [WOAH], 2002; Pfitzer, 2004; Allsopp,
2010; Spickler, 2015).

4.3- Epidemiologia

A presenga da carraca Amblyoma é um factor determinante para a ocorréncia da erliquiose e a
interaccao da triada (vector, agente causador e hospedeiro) é um factor do qual o estabelecimento da
infeccao depende (WOAH, 2002; Mapham e Vorster, 2017).
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Allsopp (2010) acrescenta que a epidemiologia da erliquiose depende de muitas circunstancias
interactivas, e poucas destas sao inteiramente quantificiveis. Factores importantes como: o nimero e
susceptibilidade dos hospedeiros disponiveis; as populacdes e taxas de infeccdo das carracas;
variacfes sazonais na abundancia e actividade das carracas; disseminacdo de carracas infectadas

e/ou animais portadores; e a caracteristicas de diferentes estirpes do organismo causador.

4.4- Ciclo biolégico da Erliquia ruminantium

Erliquia ruminantium desenvolve-se inicialmente nas células epiteliais do intestino das carragas e os
estagios subsequentes nas células da glandula salivar e nas células reticuloendoteliais, ou células
endoteliais dos vertebrados hospedeiros (Prozesky e Du Plessis, 1987; Marcelino et al., (2012) citado
por Cangi, 2017). Os estagios em que a transmissédo para o hospedeiro final é alcancada parecem
ser coordenados com o ciclo de alimentacdo das carraca e o hospedeiro vertebrado € infectado por

meio das glandulas salivares da mesma (Prozesky e Du Plessis, 1987).

Nas células endoteliais, E. ruminantium apresenta um ciclo de desenvolvimento caracterizado por
duas formas distintas, o corpo elementar (EB) e o corpo reticulado (RB). Os EBs sao pequenos (0,2—
0,5 ym de diametro), sendo as formas infecciosas extra-celulares livres da bactéria (Marcelino et al.,
2021).

Apds a invasao celular, eles residem dentro de inclusdes intracitoplasmaticas (chamadas mérulas),
onde se convertem em corpos reticulados (RBs) intracelulares néo infecciosos, metabolicamente
activos, maiores (0,75-2,5 um). Os RBs se multiplicam por fissao binaria, preenchendo rapidamente a
inclusdo, que se expande de tamanho. RBs condensam novamente em EBs no final do ciclo, sendo
liberados ap6s a lise da célula hospedeira (Marcelino et al., 2021). A ruptura dissemina centenas de
corpos elementares na corrente sanguinea para continuar o ciclo de infeccédo (Prozesky e Du Plessis,
1987).

4.5- Transmisséao

A Erliquia pode ser transmitida por 12 espécies de Amblyomma. A importancia destes vectores
depende bastante da extensao de sua distribuicao, adaptacdo as estirpes domésticas e sua eficacia
como vectores (Bezuidenhout, 1987), assim sendo, das 12 espécies de Amblyomma conhecidas
como capazes de transmitir E.ruminantium, a espécie variegatum é sem duvida, a mais importante
dentre elas, ndo apenas por ser um vector extremamente eficiente, mas também por ser muito mais
amplamente distribuida quando comparada a qualquer uma das outras espécies (Walker,1987;
PWTL, 2018).

Outras espécies vectoras importantes sdo A. hebraeum (no sul da Africa) e A. lepidum (na Africa
Oriental e no Sudé&o) (PWTL, 2018).



Inoculacdo de BALL 3 como método adicional de diagnostico da causa de mortalidade de bovinos em
palmeiras

As carracas sao infectadas enquanto se alimentam de animais reactivos ou de hospedeiros
infectados subclinicamente (Bezuidenhout, 1987) e a picada das fémeas destes vectores é
geralmente responsavel por transmitir a bactéria aos animais (Daniel et al., 2002); Amblyoma é uma
carraca de trés (3) hospedeiros (Kasari et al., 2010; Merck, 2011) podendo ser os hospedeiros de
cada esta pertencentes a mesma espeécie ou nao, e o ciclo de vida da carraca pode levar de 5 meses
ou até 4 anos até que se complete (Barré et al., 1995; Kasari et al., 2010). Por essas carragas serem
infectadas como larvas ou ninfas e transmiti-las como ninfas ou adultos, a infeccdo pode persistir
nelas por pelo menos 15 meses; ndo ha transmissdo transovariana. Pode ainda ser transmitida

verticalmente e através do colostro de maes portadoras (Kasari et al., 2010)

A transmissdo também pode ocorrer experimentalmente por inoculacao intravenosa de sangue
infectado, homogeneizados de carracas ou material de cultura celular contendo E. Ruminantium (OIE,
2021).

4.6- Periodo De Incubacgéo

O periodo de incubacdo varia de acordo com a espécie afectada, via de infeccdo, estirpe
de E.ruminantium, tipo e quantidade de in6culo (Deem, 2008). Este periodo tem uma variacdo média
de 2 a 3 semanas em infec¢gbes naturais (PWTL, 2018), mas pode variar de 10 dias a 1 més. Em
infecgBes experimentais (inoculacdo intravenosa de sangue) o Periodo de incubacéo é de 7 a 10 dias
em ovinos e caprinos, e 10 & 16 dias em bovinos (WOAH, 2002). Em infec¢des experimentais outro
factor do qual o P.l fortemente dependende, € a dose de infeccdo das formas extracelulares
infecciosas da bactéria que séo inoculados, dai que, nesses casos um estagio febril pode se
desenvolver entre 2 e 10 dias ap6s a transmissao, momento em gue 0s organismos sao localizados
em células plasmaticas, neutréfilos e ocasionalmente em outros granulécitos (Mulinge, 1990; WOAH,
2002; Kasari et al., 2010;).

4.7- Fisiopatologia

A fisiopatologia da Erliquiose é pouco compreendida; sabe-se porém, que a E. ruminantium parasita
células endoteliais vasculares, neutréfilos e macréfagos de hospedeiros mamiferos (Deem, 2008).
Sao varios factores que tém sido descritos como possivelmente envolvidos na patogénese da
erliguiose. Um deles é o aumento da permeabilidade vascular (que leva ao acumulo de liquido em
alguns tecidos e nas cavidades corporais) que tem grande importancia no aparecimento das lesGes
patolégicas macroscoépicas e achados histologicos (Deem, 2008; Mulinge, 1990). No entanto, a causa
do hidropericardio e edema pulmonar é polémica, enquanto alguns atribuem o aparecimento do
edema pulmonar a desregulacdo imunolégica devido resposta do hospedeiro ao patégeno, a outra

hipotese é que o edema pulmonar é principalmente neurogénico (PWTL, 2018).
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Alguns autores tém associado a destruicdo dos capilares, e 0 aumento da permeabilidade a presenca
de toxina na bactéria, no entanto, ndo foi demonstrada ainda a presenca da mesma (Mulinge, 1990).
Substancias vasoactivas (histamina e serotonina) também s&o sugeridas como causadoras de
reaccOes de hipersensibilidade, podendo ser a base para a patogénese da erliquiose (Du Plessis et
al., 1987).

4.8- Sinais clinicos

O espectro da doenga pode variar de subclinica (estado de portador), aguda (fase caracterizada por
febre prolongada, tosse e leve incoordenacéo e recuperacao), a hiperaguda (caracterizada por febre,
lacrimejamento, convulsdes e rapida progressao para morte) (PWTL, 2018; Deem, 2008). Os sinais
clinicos sdo dramaticos nas formas hiperaguda e aguda, no entanto, a forma aguda é a mais comum
(PWTL, 2018; Deem, 2008).

A forma subclinica também denominada como “febre da agua do coragéo”, é observada em bovinos
parcialmente imunes, em vitelos com menos de 4 semanas de idade, ou ainda em ragas ou animais
com alta resisténcia natural a doenga; o Unico sinal clinico observado € a febre transitéria (PWTL,
2018).

A forma aguda caracteriza-se por febre de 40°C ou mais, que geralmente permanece alta e cai
abaixo da temperatura corporal normal pouco antes da morte (Mulinge, 1990). Outros sinais clinicos
gue os animais frequentemente apresentam sdo a anorexia e depressdao, membranas mucosas
congestas e friaveis. A tosse, a dispnéia desenvolve-se junto de sinais nervosos como hiperestesia,
marcha rigida com passos galopantes, nistagmus e ranger de dentes. Na sua fase terminal,
prostracdo com crises de opistotono, movimentos de pedalar, enrijecimento dos membros e
convulsées séao vistas (PWTL, 2018).

Allsopp et al. (2004); PWTL, (2018) referem ainda que alguns bovinos, particularmente os da raca
Jersey e Guernsey, desenvolvem diarreia profusa, muitas vezes hemorragica.

Na forma hiperaguda, os animais podem ser achados mortos poucas horas ap6s desenvolverem
febre, alguns destes animais ndo desenvolvem nenhum outro sinal clinico aparente; outros exibem

dispnéia acentuada e/ou convulsdes paroxisticas (OIE, 2021).

4.9- Achados post-mortem

Hidropericardio (fig.I em anexos), de coloragdo acastanhada a avermelhada é um achado
caracteristico da erliquiose, 0 que leva a doenca a ser conhecida também como “ 4gua do coracao-
heartwater” (Spickler, 2015). Outros achados post-mortem associados ainfeccdo por E.
ruminantium incluem hidrotérax (fig IV em anexos), edema pulmonar (fig.lll em anexos), ascite,
edema cerebral, edema dos géanglios linfaticos e esplenomegalia (Benzuidenhout, 1994; Deem, 2008;
Roger et al., 2011).
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Congestéo e/ou edema no trato gastrointestinal, podem também ser observadas, especialmente na
mucosa abomasal. Petéquias subendocardicas sdo comuns, hemorragias submucosas e subserosas
também podem ser vistas em outros 6rgaos. Esplenomegalia tem sido observada em muitos animais
(Mulinge, 1990). Congestdo e edema nas meninges as vezes sdo encontrados no cérebro; no
entanto, as lesGes sdo geralmente sutis ou ausentes no SNC (Mulinge, 1990; Deem, 2008; Spickler,
2015).

4.10- Prevencdao e controlo
Actualmente, a imunizacéo consiste em infectar os animais com um indculo comercial que contém a
bactéria, moderadamente virulenta, estirpe de E. ruminantium, e tratando os animais com

oxitetraciclina apés um aumento de temperatura (Spickler, 2015; Allsop 2015; PWTL, 2018).

E geralmente aceite que os vitelos até as 3 semanas de idade tém um elevado grau de resisténcia
natural (Uilenberg, 1981; Prozesky, 1987), dai que, se o objectivo fér apenas infectar e dispensar o
tratamento, a outra alternativa é a inoculagdo em vitelos durante o primeiro més de vida. Pela sua
resisténcia a erliquiose estes animais jovens geralmente ndo requerem tratamento no entanto,
animais mais valiosos ainda podem precisar e devem ser monitorados. Por haver varias estirpes
circulantes no campo a duragdo e eficacia da imunidade a estirpes heterdlogas séo altamente
variaveis; porém os animais inoculados e que respondem positivamente ao tratamento, desenvolvem
uma imunidade soélida e por longos periodos a estirpes homélogas (Spickler, 2015; PWTL, 2018),
salienta-se ainda que a "revacinagdo" € arriscada devido a possibilidade de reac¢des anafilaticas
(Spickler, 2015).

Allsop (2015) concorda que a imunizagao € de facto, o método de controle mais amplamente utilizado
na Africa Austral, mas refere que,embora o in6culo seja vendido como uma vacina, na realidade é um
preparacdo criopreservada de sangue de ovelha contendo organismos infecciosos virulentos de E.

ruminantium estirpe Ball 3.

Existem varios problemas com este procedimento. Primeiro as condicbes nas quais o inéculo deve
ser mantido, sendo estas a uma temperatura bem abaixo de zero até imediatamente antes do uso
porque as bactérias rapidamente perdem a infecciosidade uma vez descongelados, este facto pode
se tornar um problema em é&reas rurais. Em seguida, tal como acontece com todas as vacinas vivas,
o procedimento s6 pode ser usado em areas onde a doenca € endémica. Por ultimo, todo o
procedimento requer supervisdo por equipe treinada para administrar a preparacdo por via

intravenosa e realizar monitoramento subsequente (Allsop, 2015).

Outros métodos que sdo empregues no controlo e prevencédo da erliquiose sdo descritos a seguir:
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e 4.10.1-Controle de carracas

O uso de acaricidas para o controle de carracas requer uma boa gestdo para ter sucesso. E
necessario que esta pratica seja empregue de tal forma que seja mantida a estabilidade endémica
dentro das manadas, de tal forma que animais jovens sejam expostos levando ao
desenvolvimento de imunidade por parte dos mesmos e do mesmo modo esta seja mantida nos

membros adultos da manada.

O controle do vector quando feito de forma intensiva, leva a auséncia completa de carracas nos
animais, o que elimina o efeito do refor¢co imunitario, fazendo com que os animais das areas em
que a doenga é controlada, figuem sem imunidade natural a mesma; simultineamente, as falhas
na gestdo levam ao aumento repentino da populagdo de carracas 0 que acarreta perdas de
animais por erliquiose e/ou outras doencas transmitidas por estes vectores (Bezuidenhout et al.,
1987; Allsop, 2015; Spickler 2015). Outro ponto que se deve tomar em consideracdo nesta
pratica, € a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia das carracas aos acaricidas (Allsop,
2015).

4.10.2- Tratamento antibiotico

A oxitetraciclina de accdo prolongada é amplamente utilizada como tratamento profilatico,

consistindo em uma série de injecgfes intramusculares deste antibiético quando os animais sado

introduzidos em uma area endémica, para actuar como protecgdo enquanto permite que 0s

mesmos desenvolvam alguma imunidade natural (Allsop, 2015).

O seu uso consiste em:

i.  Administrar oxitetraciclina (I.M) 3 vezes com intervalo de 7 dias entre as aplicacoes;
Purnell (1987) em seu estudo “Development of a prophylactic regime using terramycin/la to assist in
the introduction of susceptible cattle into heartwater endemic areas of Africa” descreve o uso deste
regime profilatico, para imunizacdo de novilhos transportados de uma exploragéo livre para uma
exploracdo pecuaria experimental onde a erliquiose era endémica. O estudo consistiu em aplicar
20mg/kg de oxitetraciclina (1.M) hum grupo de animais e tendo outro grupo como controle, seguida de
exposicdo dos animais a carracas infectadas por um periodo de 7 dias, ciclo este que se repete até
gue estejam completas as 3 aplicacoes.
No estudo o autor descreve que além dos episodios febris intermitentes que foram observados
nenhum outro sintoma compativel com a erliquiose foi detectado durante todo periodo de observacéo.
Foi descrito no grupo controle o desenvolvimento da doenca alguns dias apds (entre os 14 e 29) a
chegada dos animais nas areas de risco e posterior morte de alguns deles apesar do tratamento

efectuado.
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SituacBes de campo que justificam o uso da oxitetraciclina para a profilaxia
i. Submissdo de animais jovens a infestacbes por Amblyoma ap6s época de chuvas
(Purnell,1984);
ii. Introducdo de animais susceptiveis em areas de risco (Purnell,1984);
Mapham e Vorster (2017) descrevem este método profildtico como pratico e razoalvelmente

seguro para a introducdo de grandes grupos de animais em areas endémicas.

Problematicas associadas ao uso de antibiéticos como método profilatico

i. E imprescindivel a exposicdo dos animais ao agente patogénico nas primeiras quatro
semanas apés a administracao do antibiético, o contrario impossibilita o desenvolvimento de
imunidade, dai que melhores resultados no uso deste método séo adquiridos em areas de
alta endemicidade a erliquiose (Purnell, 1987; Mulinge, 1990);

ii. Diferencas sasonais nas estipes de carragas e/ou de E.ruminantium erliquiose nas diferentes
épocas do ano podem ser observadas, e em consequéncia disso a imunidade dos animais
pode ser igualmente distinta durante as épocas do ano (Purnell, 1987);

ii.  Esta & uma opgdo muito cara, devido ao custo do medicamento em si e o custo logistico em
grandes manadas; além do mais, parece inevitdvel que a resisténcia aos antibibticos
eventualmente se desenvolva. A toxicidade no local da injecdo € um problema que pode
também estar associado ao uso prolongado de antibiéticos nos animais (Peregrine, 1994;

Allsop, 2009; 2015).

4.11- Mortalidade

Erliguiose impde um alto custo econémico para as indUstrias pecuarias, uma vez que induz alta
mortalidade, podendo esta ser de até 80-90% em animais susceptiveis (Spickler, 2015; Biguezoton et
al., 2016).

4.12- Diagnostico

Um dos maiores desafios para a pesquisa e controle da erliquiose tem sido a falta de um teste de
diagnostico ante-mortem confiavel e de facil execucdo (Deem, 2008). Geralmente a presenca de
sinais clinicos consistentes com erliquiose como a febre, distlirbios respiratérios e morte subita
associados a presenca da carraca Amblyomma sao usados como diagnostico de campo; (Roger et
al., 2011; PWTL, 2018).

Devido a predileccdo de E. ruminantium por células endoteliais, estes organismos ndo podem ser
detectados em esfregacos de sangue relacionada a uma parasitemia limitada, portanto, o Unico teste

ante-mortem disponivel até entdo, é a biopsia cerebral, em que posteriormente o organismo é


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/ehrlichia
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/endothelial-cells

Inoculacdo de BALL 3 como método adicional de diagnostico da causa de mortalidade de bovinos em
palmeiras

detectado em esfregacos de cérebro nas celulas endoteliais da camada intima dos vasos (Deem,
2008).

4.13- Diagnostico Definitivo
O diagnéstico definitivo pode ser obtido por esfregacos cerebrais que mostram 0s organismos nas
células endoteliais com coloracdo positiva com corante Giemsa. Além do cérebro, os organismos

podem ser identificados por microscopia de luz no tecido renal, pulmonar e cardiaco (Deem, 2008).

O teste de Anticorpo Fluorescente Indireto (IFA) tem sido extensivamente usado para detec¢do de
anticorpos para Erliquiose, e 0 mais recente ensaio imunoenzimatico competitivo (CELISA) promete
ser uma adicdo util a escassa gama de testes disponiveis para a deteccdo de anticorpos. As
reacgOes cruzadas descritas entre as varias Ehrlichia spp. agora podem ser eliminados com o uso de

antigenos mais especificos e anticorpos monoclonais (PWTL, 2018).

4.13.1- Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apesar do diagnostico definitivo da erliquiose ser obtido pelo exame de capilares em esfregagos
cerebrais, Anifowose et al. (2020) descreve esse como nao sendo um método adequado para
estudos epidemiologicos em larga escala, descrevendo o método de ensaio baseado em PCR como
mais sensivel para detec¢cdo de E.ruminantium; os protocolos de PCR usados actualmente para
detectar E.ruminantium levam tempo até que sejam concluidos, dai que o PCR em tempo real € uma
alternativa para contornar este obstaculo (Steyn et al., 2008; Cangi et al., 2017). Este ensaio detecta
0 microorganismo em amostras de sangue bem como em carracas (Steyn et al., 2008; OIE, 2018), o
mesmo € baseado na regido conservada do gene pCS20 de E. ruminantium que contém dois genes
sobrepostos, rnc e ctaG. No seu estudo “A quantitative real-time PCR assay for Ehrlichia ruminantium
using pCS20” refere que tanto o PCR quanto o PCR em tempo real detectam a E.ruminantium
apenas em sangue colhido durante o periodo febril (Steyn et al., 2008). Este é um teste eficaz para

vigilancia epidemioldgica e monitoramento de animais infectados (Steyn et al., 2008).

4.14- Diagnostico Diferencial

Nos animais infectados, a Erliquiose pode resultar em diversos sinais clinicos, dai que os
diagnosticos diferenciais para esta doenca sdo numerosos; € necessario também incluir qualquer
doenca que cause sinais gastrointestinais e neurol6gicos ou morte aguda em ruminantes (Deem,
2008; Roger et al., 2011).

A forma hiperaguda da doenca pode ser confundida com anthrax; A forma aguda pode assemelhar-se
a raiva, tétano, meningite bacteriana ou encefalite, enterotoxemia (C. perfringens) babesiose,
anaplasmose, tripanossomiase cerebral ou teileriose. E importante que se inclua no diagnéstico, o

envenenamento com estricnina, chumbo, ionéforos e outras toxinas miocardicas, organofosforados,
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arsénico, hidrocarbonetos clorados ou algumas plantas venenosas. Acumulos de fluidos semelhantes
aos observados a agua do coracao (erliquiose) podem também ser vistos em infestacBes graves de

helmintos como a hemoncose (Benzuidenhout et al., 1994; Roger et al., 2011; OIE, 2021).

4.15-Tratamento

As tetraciclinas a 10 mg/kg de peso corporal sdo eficazes no estagio inicial da doenga. Em ovinos,
caprinos e nas racgas susceptiveis de bovinos ou em circunstancias em que o tratamento ndo é
realizado logo no inicio da reaccéo febril, pode-se exigir um nivel mais alto de tratamento (10 a 20
mg/kg). Nesses casos, o0 primeiro tratamento deve ser preferencialmente administrado lentamente por
via IV. Por um periodo minimo de trés dias deve ser administrado independentemente da
temperatura; se a febre persistir, o tratamento com oxitetraciclina deve continuar por um quarto e
guinto dia. Se a febre ainda n&o diminuir, uma sulfonamida potencializada a 15 mg/kg/dia, IM, foi
bem-sucedida em alguns estudos (Spickler, 2015). Spickler (2015) afirma ainda que apesar de as
sulfonamidas terem actividade contra E. ruminantium sdo menos eficazes e que o tratamento de

suporte (fluidos e suporte nutricional) pode ser necessario.

Em casos de ocorréncia de edema cerebral, o tratamento € necessario, para este efeito os
corticosteroides tém sido usados como terapia de suporte (prednisolona 1 mg/kg, IM), embora haja
debate quanto a eficacia e justificativa para seu uso. Bezuidenhout (1982) citado por Van Amstel e
Oberem (1997) faz referéncia a outros agentes que podem ser empregados a este respeito, incluindo
diuréticos, e outros agentes anti-inflamatoérios por exemplo anti-inflamatérios ndo esterdides e dimetil
sulféxido (DMSO).

Os diuréticos ndo osméticos em particular a furosemida e os diuréticos osmoéticos (manitol), sdo
geralmente recomendados como tratamento de suporte nos estagios avangados. No entanto, devido
aos efeitos que podem advir do uso dessas drogas, como o caso da inibicdo do cloreto e reabsorgéo
de sodio no ramo ascendente do alca de Henle (Mudge, 1980 citado por Van Amstel e Oberem, 1997)
resultando em excrecdo de um volume acompanhante de agua causada pela furosemida deve se

tomar especial atencéo (Shakespeare et al., 1998).

z

Estase ruminal € um sinal pouco relatado mas que muitas vezes € observado em animais com
erliquiose. Os animais sofrem de indigestdo e acidose ruminal, na qual a acidez ruminal cai para
menos de 5, e leva a morte dos protozoarios ruminais, uma queda acentuada na produtividade
animal, na ruminagdo, na alimentacdo e impactacdo com acidez do sangue, expondo o animal a
morte ainda que realizados os tratamentos anteriores e isto acarreta grandes perdas; optar pela
transfaunagéo apés o tratamento principal da erliquiose leva a uma recuperagdo mais rapida, melhor

digestao e producao normal (Galbat e Keshta, 2020).
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Rumix® visa restaurar a funcdo ruminal normal. Ao restaurar a funcdo normal, os movimentos
ruminais séo reestabelecidos, a digestdo € regulada, o apetite melhorado e a conversao alimentar

promovida.

A transfaunacao, que é a transferéncia de um certo volume de conteddo ruminal de um animal sadio
para um receptor enfermo, € um procedimento utilizado de forma corriqueira para o tratamento dos
ruminantes (Priscilla et al., 2018); Acredita-se que esta técnica estimule a funcdo ruminal dai o seu
uso como tratamento de suporte para cetose, anorexia e varias causas de indigestdo (Steiner et al.,
2019).

E aconselhavel administrar um complexo vitaminico B para promover a recuperacdo do sistema

nervoso e estimular o apetite (Rensburg, 2017).

4.16- Imunidade

Animais recuperados de uma infec¢do natural ou artificial da erliquiose tornam-se solidamente imunes
por um periodo variavel de 6 a 18 meses na auséncia de reinfec¢do, outrossim, a reinfeccdo durante
este periodo de resisténcia confere um refor¢co na imunidade e estes assim permanecem enquanto

forem periodicamente reinfectados (Du Plessis e Bezuidenhout, 1979; PWTL, 2018).

! Composicao: propionato de Sédio 15% m/m; Produtos de Melago 47,5% m/m
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5. MATERIAL E METODOS

5.1- Local do Estudo

O presente estudo foi realizado na exploragdo pecuaria Inacio de Sousa Lda, na localidade de
Palmeira, distrito da Manhica (figura I).

O distrito de Manhica tem uma superficie de 2 380 km? esta situado na parte norte da provincia
de Maputo, em Mocambique. Tem limites geograficos, a norte e nordeste com o distrito de Bilene-
Macia da provincia de Gaza, a leste com o Oceano indico, a sul com o distrito de Marracuene, a
oeste com o distrito de Moamba e a oeste e nordeste com o distrito de Magude. Palmeira, cujo nome
formal é Nwamantbjana, € uma povoacdo mocambicana do distrito da Manhi¢a, provincia

de Maputo, situada na estrada nacional N1, 100 km a norte de Maputo.

A exploragdo pecuéria caracteriza-se pela criagdo de bovinos da raga Jersey com proposito de leite

no sistema semi-intensivo, com um efectivo de 800 na altura da realiza¢éo do estudo.

N

¥

Figura I. Local de estudo: Inacio de Sousa Lda (Google Maps, 2023).

5.2- Histodria de erlichiose na exploragdo e Metodologia do estudo

Nos pretéritos anos 2018, 2019 e 2022 bovinos da exploracao I.S foram inoculados com Ball 3 para
conferir imunidade contra a erlichiose, com intuito de reduzir as mortalidades que se tornavam
crescentes principalmente ap6s periodos de chuvas; A necropsia, 0s animais apresentavam sinais
compativeis com a erliquiose (hidropericardio, hidrotérax e congestdo de 6rgaos como pulméao e
figado), e os resultados laboratoriais (ano 2022 documento em anexos), de esfregacos das amostras

de cérebro e linfonodos demonstravam a presenca de Erlichia ruminantium.

Apb6s o periodo de chuvas (Jan-Fev) que se atravessou no ano corrente, mortes massivas, de
bovinos e alguns pequenos ruminantes (ovinos) ocorreram na exploracdo, igualmente aos anos
posteriores, a necropsia estes animais apresentavam sinais como: congestao pulmonar, hidrotérax,
hidropericardio (figuras em anexos). Destes animais, 7 cérebros ( pag. 57 em anexos) devidamente

acondicionados, foram transportados para o Laboratorio Central de Veterinaria onde 3 deles foram
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positivos a Ehrlichia ruminantium ao exame de esfregaco de cérebro, nos restantes ndo foi possivel a

deteccédo do agente causador da morte pois encontravam-se em estado avangado de autdlise.

Os animais que morreram nos meses anteriormente mencionados foram submetidos ao tratamento
para erliquiose e aparentemente recuperavam, no entanto, poucos dias depois caiam mortos. A
necrépsia, 0 ramem apresentava-se impactado (denotando auséncia de actividade ruminal), e
embora ndo mais apresentassem os sinais que levaram ao tratamento, os animais morriam por atonia
ruminal.

Casos clinicos semelhantes aos observados na exploracdo de estudo foram verificados em outras
exploracdes em Xinavane; em conversas informais com alguns profissionais veterinarios relataram a
ocorréncia de Ehrlichia (laboratorialmente testado) em algumas explorac¢des do distrito da Manhiga no

mesmo periodo.

5.3- Recolha de dados

O estudo foi dividido em duas partes, sendo elas estudo passivo e activo. O estudo passivo consistiu
na recolha dos dados da temperatura das inoculagdes feitas entre os anos (2018-2021), associados a
aplicacdo de questionarios semi-estruturados, com posterior informatizagdo em excel para permitir a

analise dos mesmos. O estudo activo consistiu na inoculagédo de BALL 3 em vitelos no ano 2023.
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6- INOCULACAO

6.1-Selec¢ao dos animais

Para a seleccdo da amostra foi usado o critério de amostragem por conveniéncia. Onde todos
animais (vitelos) disponiveis na altura do estudo e néo inoculados anteriormente foram submetidos a
inoculagdo. Com efeito foram incorporados para o estudo 6 vitelos devidamente identificados nos

quais, foi feita a inoculacdo endovenosa de sangue de ovino infectado por Ehrliquia ruminantium,
estirpe BALL 3.

Identificagdo dos animais
Raca: Jersey

Idade: 2 4 meses

NUmeros: 53; 51; 50; 49; 47; 46.

A inoculacéo foi feita no dia 26 de Abril de 2023 (dia zero do experimento) usando o protocolo de

descongelamento rapido.

Figura Il. BALL 3 conservado e transportado em nitrogénio liquido. (fonte: autora)
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Procedeu-se a regulacdo da temperatura da agua de modo que a mesma estivesse a 38 °C;

garantida a contec¢do dos animais procedeu-se ao descongelamento de um frasco por vez (contendo

3 doses) de BALL 3, no qual agitacdo suave do mesmo reduziu o tempo de descongelamento para 4-

6 minutos.

Figura lll. A. Regulagdo da temperatura da agua até os 38 °C. B. Descongelamento do in6culo a 38 °

C (fonte: autora).
Descongelada totalmente a preparacédo, procedeu-se a inoculagdo de 3 ml da mesma em cada vitelo,

pela via endovenosa-lenta (veia jugular).

Figura IV. Inoculagéo endovenosa de BALL 3. (fonte: autora)
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6.2- Metodologia de inoculagao e tratamento
O diagrama que se apresenta, faz referéncia aos experimentos e etapas da inoculacédo da Erlichia na
exploracao;

2018 2023 Dia 0 Dia 1-30

Selecgdo de Inoculagdo de 3 ml Termometria &
animais pela veia jugular em medicacao
sadios cada vitelo (Oxit,AlLVit) imediata

O Dia 0 correspondente a 26 de Abril de 2023; Oxit-oxitetraciclina, Al-antiinflamatdério, e Vit-vitamina.
Em todos animais submetidos a inoculagéo procedeu-se a:

a) Afericdo das temperaturas rectais dos animais desde o dia 1° pés inoculagdo até o 30°
dia que foi o ultimo dia de observagéo.

b) Tratamento dos animais com oxitetraciclina na dose de 10 mg/kg (I.V) imediatamente
apos a elevacédo da temperatura (= 39,6 ° C), associado a diclofenac na dose de 2,5

mg/kg (1.M) e vitamina complexo B? 5 ml/100kg (I.M).

6.3- Processamento e analise de dados

Tanto os dados passivos assim como 0s activos, colectados e introduzidos no excel foram analisados
através do método estatistico descritivo, para organizar, resumir e descrever 0s aspectos como: a
percentagem de reaccdo a inoculacéo e periodo de tempo em que 0s animais permaneceram febris,
estas caracteristicas foram observadas e comparadas entre 0s grupos inoculados em todos anos do

experimento.

2 Cada ml contém: Vit B1-20 mg; Vit B2-5 mg; Vit B6-5 mg; Vit B12-5 pg; Nicotinamida-25 mg; Dexpantheno-6mg
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7. RESULTADOS

7.1-Estudo passivo

Foram imunizados um total de 86 vitelos no ano de 2018, tendo sido 70 no primeiro semestre e 16 no
segundo semestre. No primeiro semstre houve uma reacc¢dao febril de 39 animais o equivalente a 56%
e no segundo semestre uma reacc¢do de 15 animais totalizando 93,7%. Nao foram observadas mortes
durante o periodo experimental e em todos animais inoculados nenhuma doenca e/ou sinais clinicos

compativeis com erlichia foram registados em em 12 meses subsequentes a inoculagao.

A tabela 1 mostra a relagdo entre os dias de inoculagcédo e a quantidade de animais que reagiram
(cumulativamente) até o ultimo dia do experimento; esta relacdo foi posteriormente usada para

comparar as percentagens obtidas em cada uma das fases de inoculagéo dentro da exploracao.

Tabela I. Percentagem das reaccdes resultantes da inoculacdo-2018

Ano de Animais Animais que Percentagem de
inoculacéo inoculados reagiram a reaccao
inoculacéo
1° Semestre 2018 70 39 56%
2° Semestre 2018 16 15 93,7%
Total 86

Dos animais mortos em 2022, 4 amostras de cérebro e géanglios linfaticos foram enviadas para o
Laboratério Central, onde todos cérebros foram positivos a E. Ruminantium, para os géanglios
linfaticos foi demonstrada a presenca de Theileria parva em 3 deles. A morte destes animais foi
associada a Theileriose em concomitancia com E. ruminantium. (resultado em anexos). Importa
referir que estes animais ndo foram encontrados nos registros dos animais submetidos as

inoculagdes realizadas nos anos 2018 e 2019.

7.2- Inoculacdo — 2023
Os dados das temperaturas rectais de todos animais inoculados, eram registrados, informatizados,

convertidos gréaficamente e posteriormente submetidos a analise.

O grafico 3 faz relacao entre os dias de inoculacéo e a quantidade de animais que reagiram durante
todo periodo; esta relacdo foi posteriormente usada para avaliar as reaccdes obtida do experimento.

O gréfico 4 demonstra os resultados percentuais obtidos e compara-os aos resultados do ano 2018.

21



Inoculacdo de BALL 3 como método adicional de diagndstico da causa de mortalidade de bovinos em
palmeiras

Grafico I. Distribuigdo cumulativa das reacgfes ao longo do experimento-2023.

Distribuicédo das reac¢6es ao longo do experimento

NuUmero de animais que
reagiram a inoc.

D2 D4 D6 D8 D10 D12 D14 D16 D18 D20 D22 D24 D26 D28 D30

Dias apds inoculacio

O periodo de incubacéo variou de 2 al0 dias pos-inoculagdo, quando a piréxia foi registrada pela
primeira vez; e as temperaturas apresentadas pelos animais variaram de 39,6°C e 40,6°C. As
reaccOes de temperatura foram de 83,3%; O tratamento instituido em todos animais foi de,
oxitetraciclina IV (10%) na dose de 10mg/kg ; diclofenac IM na dose de 2,5mg/kg e vitaminas do
complexo B IM 5ml/por animal; este tratamento era realizado por um periodo de 3 dias seguidos e 0s

resultados obtidos foram satisfatorios.
Na&o foi registada morte entre os animais durante todo periodo de observacao.

O gréfico abaixo mostra as percentagens de reacgéo obtidas nas 3 fases; tendo sido, 56,2%, 93,7% e

83,3% para o primeiro e segundo semestre de 2018 e para 0 ano 2023 respectivamente.
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Gréfico Il. Representacao grafica do percentual das inoculacdes (2018 e 2023).

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

1.sem 2018

2.s5em 2018

1sem. 2023

Importa ressaltar que o grafico apenas faz alusdo da reaccdo de temperatura dos animais, nele néo

sdo levados em consideracdo outros tipos de reaccdes, excluindo qualquer animal que néo tenha

apresentado uma reaccao febril.

No ano 2023, o animal V.46 ndo apresentou elevacdo da temperatura ( 2 39,6 ° C), no entanto, o

mesmo apresentou outros sinais como tosse, dispnéia, inapeténcia e foi submetido ao mesmo

tratamento e houve sucesso.

Tabela Il. Resumo dos sinais clinicos apresentados pelos animais.

N°do Forma da | Sinais Clinicos | Periodo de T®*méx (°C) | Duragdo do
animal doenca incubacédo periodo febril | Observacdes
(dias) (dias)
53/23 A Febre, Recuperado
Inapeténcia, 4 40.2 1
apatia.
51/23 A Febre, Recuperado
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Inapeténcia, 7 40.2
apatia.

50/23 Febre, Diarréia, Recuperado
apatia, 4 40.6
Inapeténcia

49/23 Febre, Recuperado
Inapeténcia 7 40

47/23 Febre, Recuperado
Inapeténcia 2 40.1
Tosse,

46/23 Dispnéia, 10 39.5 Recuperado
Inapeténcia

A — Aguda; S — Subagudo; T* max (° C) - Temperatura maxima em graus celsius.
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8. DISCUSSAO

Feita a recolha dos dados passivos, e inoculacdo de Ball 3 em vitelos, importa discutir os dados da
pesquisa que dizem respeito ao uso do in6culo como uma alternativa de diagnéstico da causa de
mortalidade na exploracdo alvo, assim como verificar indirectamente a capacidade do mesmo de

conferir imunidade nos bovinos.

No que diz respeito aos dados passivos da inoculacdo, as percentagens de reaccdo de temperaura
no grupo inoculado em 2018 (primeiro e segundo semestre) foram de 56% e 93,7% respectivamente.
No segundo semestre, grande parte dos animais expostos desenvolveu sinais comparativamente aos
do primeiro semestre, no entanto, existe uma diferenga enorme na quantidade de animais expostos
em cada grupo, visto que o0 nimero exposto no primeiro semestre foi 4 vezes maior que 0 exposto no
segundo semestre. Por outro lado, isso pode demonstrar fraqueza no monitoramento desses grupos
apos a inoculacdo, como a falha no resgisto das termometrias diarias, ndo significando que ndo
houve nenhum sinal clinico decorrente da inoculagdo, mas sim, falhas no registo contribuindo para a
exclusao de alguns animais do grupo dos reactores no primeiro semestre. Para além de que durante
conversas informais com o técnico responsavel, foi mencionado que todos animais expostos na altura
foram submetidos ao tratamento individual, significando desta forma que houve algum tipo de reaccdo
e em consequéncia uma percentagem maior, este facto serviu para a redobrada atencdo neste

estudo.

A baixa percentagem de reaccdo observada no primeiro semestre pode ser explicada pela
guantidade menor de animais inoculados (comparativamente ao primeiro semestre), no entanto, é

notoria a reac¢éo de mais da metade do grupo.

A histéria da exploragdo demonstrou a ocorréncia da erliquiose confirmada clinica e
laboratorialmente; Foi observado alguns tratamentos realizados sem sucesso (auséncia de febre,
apetite, mobilidade normal) os animais morriam no final da primeira semana. A necropsia de campo
apontou para impactagdo do rumem, pré-estbmagos preenchidos por conteddo muito ressecado,
mucosas intestinais congestas e quase todos 6rgaos da cavidade apresentavam aspecto de “orgaos
em processo de autdlise”, tais factos demonstram a necessidade de focar ndo apenas no tratamento
dos sintomas corriqueiros da erliquiose, mas também, nestes sinais digestivos-atonia ruminal (que
podem ser decorrentes do curso clinico da doenca) que sem duavida sdo de grande impacto na
restauracdo da saude animal. Para tal, € recomendado a transferéncia de contetddo ruminal de um

animal saudavel para o animal em tratamento com intuito de estimular a funcdo ruminal

A avaliacéo clinica completa dos animais a serem submetidos no experimento é essencial (Pascucci,

2014), pois permitira a exclusdo de animais com indicios de doenca ou mesmo com uma temperatura
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acima dos parametros aceitveis para a espécie (febre), prevenindo deste modo, a inoculacdo do
agente patogénico acentuando o mau estar animal. Nenhum dos animais submetidos no estudo
apresentava sinais clinicos que remetessem a doenca e que condicionassem a inoculacdo. As

temperaturas retais eram aferidas diariamente até o fim do periodo de observacéo (Lente, 1979).

Mapham e Vorster (2017) em seu estudo sobre a erliquiose em ruminantes descrevem que o periodo
de incubacado apds a inoculagdo intravenosa de sangue é de 7 a 10 dias em ovinos e caprinos e de
10 & 16 dias em bovinos. No estudo (ano 2023) o periodo de incubacao teve uma variacdo 2 a 10
dias; considerando que intera¢8es individuais com o sistema imunoldgico, a viruléncia do isolado, e a
guantidade de material infectante administrado, podem ter influéncia no curso da doenca, a
variabilidade do periodo de incubagéo observada no estudo, é bem explicada (Van Seventer e
Hochberg, 2017). Outro facto que pode estar associado ao curto periodo de incubacgdo observado no
estudo, pode ser a falha na afericdo da temperatura pré-inoculagéo, isto é, existe a probabilidade de
gue o animal que reagiu no dia 2 apos a inoculagéo ja apresentasse febres antes da mesma.

Todos animais (excepto o V.46) experimentados em 2023 apresentaram uma elevacdo de
temperatura a inoculagéo de Ball 3. Tendo em conta que a Unica medida disponivel para definicdo do
sucesso a inoculagdo € o surgimento das reac¢fes de temperatura apos a mesma (Arnold e
Asselbergs, 1979), considera-se 0 experimento como tendo sido de sucesso. A idade dos animais,
como apontado por Prozesky (1987) pode ter sido um factor contribuinte para o sucesso do
experimento, visto que, segundo este autor vitelos de até 3 semanas de idade (idade menor aos
animais inclusos no estudo) tém um elevado grau de resisténcia natural que ndo esta relacionado

com o estado imunitario da mée, podendo a maioria destes resistir a infecgdo por BALL 3.

Por néo ter havido uma reaccéo febril no animal V.46 o gréafico 2023 indica uma reacc¢éo de apenas 5
animais (83,3%), porém, apesar de ndo ter apresentado uma reaccgao febril (ou pelo menos néo foi
detectada durante todo periodo de observacgdo) este animal, apresentou outros sinais como: tosse,
inapeténcia e tendo sido realizado o mesmo tratamento efectuado nos outros 5 animais apresentou
resultados satisfatorios. A auséncia da reaccdo de temperatura neste vitelo pode ser justificada pelo
facto de que infec¢des leves ou subclinicas também serem possiveis e com maior probabilidade de
afectar animais jovens e/ou animais parcialmente imunes, e nesses casos 0 Unico sinal de doenca
pode ser uma febre transitéria (Spickler, 2015), além disso segundo Lente (1979) cerca de 3% dos
animais infectados experimentalmente, desenvolvem outros sinais clinicos visiveis antes de mostrar
uma reaccao de temperatura, e dentre o0s sinais apresentados pelo V.46 os sinais respiratérios
enquadram-se entre 0S mais comuns nessa categoria.

Embora tenha apresentado outros sinais clinicos decorrentes da infec¢ao por E. ruminantium, por ndo

ter demonstrado uma reaccao febril que é o critério usado para determinar o sucesso da imunidade
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por inoculacdo de BALL 3, seria hecessario quantificar os anticorpos neste animal em particular e nos

outros também para confirmar se o inéculo teve o efeito desejado ou néo.

Embora nédo faga mencédo de alguma resisténcia nos animais com uma idade de 3 semanas, Lente
(1979afirma que ainda que todos desenvolvam uma boa imunidade, se forem inoculados neste
periodo, apenas cerca de 20% apresentardo febre, dificultando deste modo a avaliacdo do sucesso
do experimento através desta variavel (temperatura), deste modo a idade dos animais do estudo

facilitou a avaliacdo pois dos mesmos, 83% manifestaram uma elevacao na temperatura.

Lawrencel et al. (1995) em seu estudo para descrever que a resposta sorologica a imunizacdo com
Ball 3 em bovinos é um indicador de imunidade protetora, descreve gue animais sem imunidade
reagem a inoculacdo apresentando sinais clinicos tais quais os apresentados pelos animais inseridos
no estudo, dai que verificada principalmente a reac¢édo de temperatura nestes animais, indicou sem
davida a auséncia de imunidade contra erliquia por parte dos mesmos, ressaltando o facto de que
realmente os animais eram levados a morte por esta enfermidade, sublinhando a necessidade de
proteccéo destes animais contra o desafio de campo ao qual estdo constantemente submetidos.

Em relacdo ao tratamento, alguns autores divergem no protocolo a ser seguido; uma vertente tem
aconselhado o tratamento dos animais infectados imediatamente ap0s a reaccdo de temperatura,
enquanto, outra aconselha que o tratamento seja apenas realizado de 2 a 3 dias ap0s o inicio da
reaccdo febril. RAPID (2001) relata que o tratamento imediato ou simultdneo (uso de implantes
antibiéticos em animais infectados artificialmente) em nada interfere no desenvolvimento da
imunidade. Um estudo realizado por Escrivao et al., (2014) indica que eram submetidos ao tratamento
todos animais tdo logo que estes apresentassem temperaturas iguais ou superiores a 39,6 °C, e o
mesmo consistia em usar oxitetraciclina 10%, na dose de 10mg/kg de peso vivo, via intravenosa por
dois a trés dias, conforme baixamento ou ndo de temperatura e aplicado oxitetraciclina 20% na dose
de 20mg/kg de peso vivo, via intramuscular, no ultimo dia de tratamento. No entanto, Du Plessis e
Malan (1987) citados por Lente (1987) e Lawrence et al., (1995) referem que os animais tratados
precocemente podem ndo adquirir uma imunidade adequada, nesta vertente aconselha o tratamento
dos animais apenas no segundo ou terceiro dia ap0s a reac¢ao febril, este tratamento € repetido 24h
depois a menos que a temperatura tenha voltado ao normal apés o primeiro tratamento. Alguns
tratadores optam por repetir o tratamento no dia seguinte independentemente da temperatura estar

baixa ou nao.

Neste experimento, o tratamento dos animais era realizado imediatamente ap6s a deteccdo da
reaccao febril, e a principio os resultados foram positivos, apesar destes resultados e dos resultados

que foram possiveis verificar nos animais inoculados nos anos anteriores (visto que nenhum deles
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teve uma morte causada pela doenca em causa até entdo), a quantificacdo dos titulos de anticorpos
seria necessaria, assim como a monitorizacdo dos animais por um periodo maior de tempo, de modo
a avaliar a duracao da imunidade nos animais e conferir se a instituicdo imediata ou tardia (2 a 3 dias)
do tratamento interfere no desenvolvimento e na durabilidade da mesma (Semu et al., 1992;
Asselbergs et al., 1993).

Oxitetraciclina na dose de 10 mg/kg (1.V) foi instituida para tratamento inicial; este farmaco foi usado
devido ao seu mecanismo bacteriostatico, que actua pela inibicdo da sintese proteica da
E.ruminantium.

Como tratamento de suporte, diclofenac na dose de 2,5 mg/kg; Este farmaco contém o sal potassico
de diclofenac, um composto néo esteréide com propriedades analgésicas, anti-inflamatérias e
antipiréticas pronunciadas. Diclofenac possui um inicio de acg¢ao rapido, o que o torna particularmente
indicado no tratamento da dor aguda e de estados inflamatérios. Vitaminas do complexo B5ml/por
animal foram também administradas com o objectivo de estimular a ingestdo dos alimentos pelos

animais, pois um dos sinais clinicos por eles apresentados era a inapeténcia;

Todos farmacos eram administrados por um periodo de 3 dias seguidos, conforme recomendado pela
entidade fabricante.

O método de tratamento usado no estudo é referido por Uilenberg (1983, 1984) citados por Lente
(1987) como "infec¢do e tratamento”, implica 0 monitoramento rigoroso dos animais inoculados e a
aplicacdo do tratamento assim que a reacdo febril comecar, exactamente como procedido no
experimento e 0 mesmo é perfeitamente aplicavel para grupos menores como € 0 caso no estudo

corrente.

Pela impraticidade de monitorar individualmente os animais em grandes manadas, existe uma
modificagdo do metodo de “infeccao e tratamento”. Neitz & Alexander (1945); Fick & Schuss (1952);
Poole (1962) citados por Lente (1987) mencionam que esta modificagdo denomina-se "método de
bloco" e consiste em tratar os animais bem antes do inicio da reagéo febril.

Em seu estudo Arnold e Asselbergs (1979) optaram pelo “método de bloco” devido aos grandes
requisitos de mao-de-obra previstos para lidar com muitas reaccbes em simultaneo, no qual o
protocolo de tratamento consistia de uma dose Unica de oxitetraciclina no 12° dia apés a inoculacdo
ou quando pelo menos 25% dos animais do grupo reagiam. No entanto, esse tratamento em bloco
dificulta a avaliacdo da imunidade alcangada, pois posteriormente se tornou impossivel decidir se os

individuos haviam de facto reagido a inoculacdo e qual era o estado imunol6gico desses animais.
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Como referido anteriormente, para a Erliquiose, as Unicas medidas disponiveis de provavel sucesso
antes que 0s animais sejam expostos ao desafio de campo sdo a avaliacdo das reaccbes de
temperatura a inoculacéo e a resposta a infec¢do (Arnold e Asselbergs, 1979). Neste caso, apesar da
praticidade no caso de populacbes extensas o método de bloco pode ser visto como uma
desvantagem por ndo permitir avaliar de forma individual a reactividade dos animais a infecgéo, e
como se pode imaginar, dificultando a decisdo sobre a aquisicdo de imunidade por parte destes

individuos.

Estudos com objectivo de avaliar a técnica de infec¢do e tratamento como uma estratégia de
imunizagéo eficaz para E. Ruminantium em Mogambique devem ser realizados. A presenga do vector
e do agente responsavel por causar a doenca, bem como de hospedeiros susceptiveis, torna o Pais
elegivel para o uso desta técnica; ademais, as dificuldades que se tem enfrentado na profilaxia e
tratamento da erliquiose e, as constantes mortes que se tem observado em bovinos e em pequenos
ruminantes principalmente apds épocas chuvosas, deve levar a avaliagdo deste método como
alternativa para proteger as manadas destes desafios. E ainda necessario que se avalie a eficacia
dos in6culos comerciais em conferir imunidade aos animais locais, visto que estes ndo sado
produzidos com base nas estirpes encontradas em Mogambique. E evidente que estas preparacoes
tém sido bastante Uteis e tem conferido imunidade aos animais até certo ponto (0 estudo em causa
prova este facto), € porém necessario testar e comparar a solidez e a durabilidade desta imunidade
guando usadas preparacdes produzidas com base em estirpes locais em detrimento das néo locais,

de modo que se verifique a existéncia ou ndo de diferencas expressivas nos resultados obtidos.

O estudo permitiu visualizar em certa escala a capacidade de BALL 3 de induzir a uma imunidade
nos animais; foi possivel notar através dos registos que em todos animais inoculados nos anos
anteriores nenhum deles teve uma morte causada pela erliquiose, apesar dos surtos que foram
observados anos depois da sua “imunizagdo”, era observado que apesar desses animais
apresentarem febre alguns recuperavam expontaneamente e 0s que necessitavam de tratamento
respondiam positivamente ao mesmo,o que solidifica a teoria de uso de BALL 3 como método eficaz
para imunizac&o de bovinos, em contrapartida parte dos animais que adoeceram posteriormente que
ndo tenham sido submetidos & inoculacdo morriam apesar do tratamento realizado, este ponto,
reforca mais ainda a auséncia de imunidade por parte de todos animais que n&o foram infectados

experimentalmente naquela exploracao.

Em suma embora os graficos ndo cheguem a uma percentagem de 100% no experimento-2023, 0s

resultados obtidos sao bastantes satisfatorios.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar de que através dos dados possiveis de colher neste estudo fosse possivel estabelecer
a capacidade de BALL 3 em responder ao principal objectivo da pesquisa, o facto de uma
consideravel quantidade de fichas de registo das termometrias dos anos entre 2018 a 2022
ndo estarem preenchidas de forma completa, constituiram limitacdes solenes deste estudo.

A tempo e recursos disponiveis para a realizacdo deste estudo constituiram um entrave, visto
gue impossibilitaram a realizacdo da quantificacdo de anticorpos anti-erliquia, dificultando a
determinacdo exata dos titulos produzidos por esse tipo de método assim como a duracdo de

imunidade induzida pelo mesmo.
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10. CONCLUSAO

Ha ocorréncia de Erliqguiose na exploracdo pecuaria Inicio de Sousa. Através deste estudo foi
possivel provar clinicamente e laboratorialmente que as mortes dos animais eram causadas por E.
ruminantium e associado a isso, as reac¢des dos animais ao indculo sdo um indicativo de auséncia
de proteccdo nos mesmos, o que explica as mortes de animais na exploracdo. Pelos sinais
observados apds a inoculacdo foi ainda possivel demonstrar que BALL 3 é capaz de induzir a
imunidade tornando este método como uma alternativa para garantir a imunizacdo de bovinos e
proteger esses animais contra os desafios de campo, podendo deste modo ser um caminho para a

reducdo de mortes nos periodos de maior surto.
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11. RECOMENDACOES

E notavel que o Pais, particularmente a regifio sul enfrenta mortes massivas de gado bovino e a
principal causa disso sédo as doencas transmitidas por carragas, facto este que se demonstra através
de muitos estudos ser um entrave ndo recente, no entanto, ano apés ano o numero de animais que
morrem apos periodos de chuva é elevado, 0 que torna essa situagdo cada vez mais preocupante
ndo sbé para os profissionais veterinarios, mas também aos produtores de gado bovino, visto que
antes de afectar a economia do Pais este mal afecta-os grandemente. Existe a necessidade de se
abordar medidas que visam conter as mortes, tornando-se possivel enfrentar as épocas de maior

surto com um certo preparo e sem levar a perdas alarmantes a cada ano.

Embora os resultados deste estudo ndo possam ser generalizados para representar a prevaléncia de
Ehrlichia ruminantium em bovinos de toda regido, cré-se que o mesmo serve de espelho do que
ocorre em toda regido. O sucesso do uso do in6culo na exploracdo devera ser considerado como

uma motivacao para a sua expansao.

Em decorréncia disso recomenda-se:
Aos futuros trabalhos académicos
e Dos inimeros estudos que se podem realizar como continuidade do trabalho em causa,
recomenda-se o desenvolvimento de pesquisas que visam n&o apenas a inoculagdo mas
também a quantificacdo de anticorpos resultantes da inoculacao por BALL 3.
e E ainda importante a realizacdo de estudos que visam testar e comparar a eficacia das
diversas estirpes de in6culos disponiveis comercialmente.
e A observacdo dos animais inoculados por um periodo maior de tempo de modo a definir-se
com exactidéo a durabilidade da imunidade conferida por BALL 3

¢ Recomenda-se estudos que visam a produc¢édo de in6culos com base nas estirpes locais.

A exploracéo Inécio de Sousa
e Que os registos das inoculacbes sejam completamente preenchidos e informatizados de modo

gue seja possivel realizar uma adequada avaliagdo em todos anos.
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13. ANEXOS

Anexo |: Protocolo de inoculacdo de BALL 3 (descongelamento rapido)

Identifique todos animais a serem usados no estudo;
Transporte o inécuo em nitrogénio liquido ou em gelo seco até a area de trabalho;
Descongele em agua morna a 38 °C (aproximadamente a temperatura corporal) apenas a
guantidade suficiente para administrar imediatamente;

4. Contenha o animal causando o minimo estresse possivel, e aferir a temperatura pré-
inoculacgéo;
Identifique a veia jugular e administre lentamente 3ml da preparagéo na veia jugular;
Monitore a temperatura dos animais a partir do dia 1 pds-inoculacao.
Administre antibidtico (oxitetraciclina curta ac¢do) tdo logo que os animais apresentarem
reaccdo de temperatura.

Anexo lI: fotografias

Figura V. Animal morto; Hidropericardio numa vaca (fonte: autora).
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Figura VI. Sinais respiratorios (fonte: autora). Figura VII. Hidrotorax e pulmoes
congestionados (edema-pulmomonar num
ovino) (fonte: autora).

Figura VIII. Resultados laboratoriais referentes as amostras provenientes de alguns animais mortos.
Ano 2022
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Exame Parasitologico:

Cérebro
 Positivo a Ehrlichia ruminantium nos n°: 1,2 e 107
Negativo a pesquisa de hemoparasitas no n°:13036.
Em estado avangado de autdlise nos n’s: 3,4 3.

I Giinglios linfiticos
Positivo a Theileria parva nos n’: 4 e 1336

Negativo a pesquisa de hemoparasitas nos n’s: 1,2, 3,5 ¢ 1'07.
l Os restantes érgdos: Figado, Bago, Pulmdo e Rim em autdlise.

‘ Data: 31/03/2023
A Chefe do Laboratério

I
-
h g Tolanda Monjmeg ;

(Investigador Auxiliar)

Interessado: Rafael Escrivdo

Localidade: Palmeira
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Figura X. Registo das temperaturas de inoculagdo- 2023.

Inoculacéo de BALL 3 como método adicional de diagndstico da causa de mortalidade de bovinos em

Figura IX. Resultados laboratoriais das amostras de 7 cérebros de animais tratados sem sucesso.
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