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RESUMO 

 

NUNES, Carolina Melo de Souza. 2025. Caracterização molecular de Anaplasma marginale 

e variáveis associadas a infecção em bovinos naturalmente infectados do Estado do Rio de 

Janeiro. 43p. Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias), Instituto de Veterinária, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

 

A anaplasmose bovina, causada por Anaplasma marginale, é uma hemoparasitose de grande 

importância econômica e sanitária na pecuária mundial, transmitida principalmente pelo 

carrapato Rhipicephalus microplus. A doença apresenta grande diversidade genética, refletida 

principalmente nas proteínas de superfície MSP1a e MSP4, que influenciam tanto a 

variabilidade antigênica quanto a capacidade de evasão imunológica do patógeno. Este estudo 

objetivou avaliar a prevalência e a diversidade genética de A. marginale em bovinos de 

propriedades de criação convencionais e orgânicas no estado do Rio de Janeiro. A análise das 

propriedades buscou analisar se manejo sanitário inadequado e/ou alta densidade de vetores 

contribuem para a manutenção e disseminação do agente etiológico. Foram coletadas 388 

amostras de sangue de bovinos em sete municípios, com posterior extração de DNA, 

amplificação molecular dos genes GAPDH, msp4 e msp1α, e análise das repetições em tandem 

de msp1α. Os resultados mostraram uma prevalência de 66,8% de Anaplasma spp. nas amostras 

analisadas, com identificação de oito cepas circulantes. Observou-se predominância do 

genótipo E, com uma variação E1, evidenciando a diversidade genética do patógeno na região. 

Os resultados destacam a necessidade de adotar estratégias integradas de manejo e controle, 

envolvendo vigilância epidemiológica contínua e ações eficientes de controle de vetores, para 

reduzir a prevalência da anaplasmose e minimizar seus impactos nos rebanhos bovinos. 

 

Palavras-chave: Anaplasmose; diversidade genética; produção bovina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

NUNES, Carolina Melo de Souza. 2025. Molecular characterization of Anaplasma 

marginale and variables associated with infection in naturally infected cattle from the 

State of Rio de Janeiro. 43 p. Dissertation (Master’s Degree in Veterinary Sciences), Institute 

of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

 

Bovine anaplasmosis, caused by Anaplasma marginale, is a hemoparasitic disease of major 

economic and sanitary importance in livestock production worldwide, transmitted mainly by 

the tick Rhipicephalus microplus. The disease exhibits high genetic diversity, primarily 

reflected in the surface proteins MSP1a and MSP4, which influence both antigenic variability 

and the pathogen’s ability to evade the host immune response. This study aimed to evaluate the 

prevalence and genetic diversity of A. marginale in cattle from conventional and organic 

farming systems in the state of Rio de Janeiro. The analysis of farms sought to determine 

whether inadequate sanitary management and/or high vector density contribute to the 

maintenance and dissemination of the etiological agent. A total of 388 bovine blood samples 

were collected from seven municipalities, followed by DNA extraction, molecular 

amplification of the GAPDH, msp4, and msp1α genes, and analysis of tandem repeats in msp1α. 

The results showed a prevalence of 66.8% of Anaplasma spp. in the analyzed samples, with the 

identification of eight circulating strains. A predominance of genotype E was observed, with an 

E1 variation, highlighting the genetic diversity of the pathogen in the region. These findings 

emphasize the need to adopt integrated management and control strategies, including 

continuous epidemiological surveillance and effective vector control measures, to reduce the 

prevalence of anaplasmosis and minimize its impact on cattle herds. 

 

Keywords: Anaplasmosis; genetic diversity; cattle production. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A bovinocultura é um dos pilares do setor agropecuário brasileiro, destacando-se tanto 

na produção de carne quanto de leite, com relevância econômica expressiva para o país (IBGE, 

2023; 2025). Apesar do crescimento e da diversificação dos sistemas de produção, que vão 

desde o extensivo, predominante em grandes áreas de pastagem, até modelos semi-intensivos e 

intensivos, a atividade ainda enfrenta desafios relacionados à saúde animal e à sustentabilidade 

produtiva (Gomes et al., 2025; Bizi, 2018; Khalil, 2020). Entre as principais limitações, as 

hemoparasitoses se destacam por impactarem a produtividade, o bem-estar e a rentabilidade 

dos rebanhos. 

A anaplasmose bovina, causada por Anaplasma marginale, é uma doença de grande 

relevância sanitária e econômica na pecuária brasileira, integrando o complexo da Tristeza 

Parasitária Bovina (TPB) juntamente com Babesia bovis e B. bigemina. Caracteriza-se por 

anemia, febre, perda de peso e mortalidade em casos agudos (Kuttler, 1984; Puentes; Riete-

Correa, 2023). Transmitida principalmente pelo carrapato Rhipicephalus microplus, a 

enfermidade ocorre em diferentes padrões endêmicos, representando risco e perdas econômicas 

constantes para rebanhos em todo o país (Araújo et al., 2003). O controle da doença é 

dificultado pela ampla distribuição geográfica do agente, pelas diferentes formas de 

transmissão, pela alta diversidade genética das cepas e pela ocorrência frequente de infecções 

subclínicas, que contribuem para a manutenção silenciosa do patógeno nos rebanhos (Kocan et 

al., 2010; Silva et al., 2015). 

O manejo adotado nas propriedades, também é um fator determinante para a circulação 

de hemoparasitos. Práticas sanitárias inadequadas, alta densidade de vetores e ausência de 

acompanhamento veterinário contribuem para a propagação de A. marginale, enquanto 

propriedades com manejo satisfatório, nutrição adequada e controle de vetores tendem a 

apresentar menor prevalência da doença (NCAT, 2015; Andrade Junior, 2021; Mor et al., 

2024). Além disso, sistemas orgânicos, apesar de seguirem normas de produção sustentável e 

bem-estar animal, ainda carecem de informações robustas sobre a ocorrência de 

hemoparasitoses, evidenciando uma lacuna na literatura nacional e internacional (Pajoro et al., 

2024; Weber; Silva, 2021). 

A diversidade genética de A. marginale, especialmente em genes de superfície como 

msp1α e msp4, desempenha papel crucial tanto na adaptação do patógeno quanto na evasão do 

sistema imunológico do hospedeiro. Enquanto o gene msp4 é altamente conservado e confiável 

para detecção diagnóstica, o msp1α apresenta regiões hipervariáveis compostas por repetições 

em tandem, sendo um marcador importante para estudos de variabilidade genética e 

diferenciação de isolados (Allred et al., 1990; Silva et al., 2015). Essa variabilidade influencia 

diretamente a epidemiologia da doença, incluindo padrões de transmissão transplacentária, 

susceptibilidade por idade e raça, bem como a resposta a estratégias de controle. 

Diante desse cenário, estudos que integrem diagnóstico molecular, análise de 

diversidade genética e avaliação do manejo das propriedades são fundamentais para 

compreender a dinâmica da infecção por A. marginale e subsidiar estratégias de controle mais 

eficazes. O presente estudo teve como objetivo investigar a ocorrência e a diversidade genética 

de Anaplasma marginale em bovinos naturalmente infectados do estado do Rio de Janeiro, além 

de verificar a possibilidade de propriedades com manejo precário e alta densidade de vetores 

apresentarem maior prevalência e diversidade genética de A. marginale. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Criação de Gado no Brasil 
O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de 238 

milhões de cabeças em 2023, distribuídas em aproximadamente 2,5 milhões de propriedades 

(IBGE, 2023). Em 2024, foram abatidos cerca de 39,3 milhões de bovinos, e exportadas cerca 

de 2,55 milhões de toneladas de carne, gerando receitas anuais superiores a US $ 8 bilhões 

(IBGE, 2025). Ainda neste ano, foi registrado o segundo recorde na produção de leite no Brasil, 

25,38 bilhões de litros, ficando atrás apenas do ano de 2020 onde foram registrados 25,64 

bilhões de litros de leite (IBGE, 2025). Esses dados reforçam a importância da criação de gado 

na economia do país.  

A introdução do gado no território brasileiro ocorreu ainda nos primeiros momentos da 

colonização portuguesa, como parte das estratégias de ocupação e exploração econômica da 

colônia. Em função da ampla extensão territorial e da baixa densidade populacional, a pecuária 

desenvolveu-se majoritariamente sob o sistema extensivo. Embora inicialmente voltada ao 

abastecimento das necessidades alimentares e logísticas do mercado interno, a atividade 

pecuária rapidamente passou a integrar o circuito exportador colonial. Produtos como carne 

seca e couro figuraram entre os primeiros itens derivados da pecuária a serem comercializados 

com o exterior, desempenhando papel relevante na economia colonial e contribuindo para a 

consolidação da pecuária como um dos pilares do setor agropecuário brasileiro (Luna; Klein, 

2023).  

O sistema extensivo de criação de bovinos, predominante no Brasil, caracteriza-se pelo 

uso de grandes áreas de pastagens naturais ou cultivadas, com mínima intervenção humana e 

baixo investimento em infraestrutura. Representando cerca de 80% da produção de gado de 

corte no país, esse modelo é favorecido pelo menor custo de produção, principalmente devido 

à alimentação baseada em pasto. Entre suas vantagens estão o baixo custo operacional e a 

possibilidade de criação em larga escala sem necessidade de mão de obra especializada. 

Entretanto, o sistema apresenta certos desafios, como a limitada eficiência produtiva por 

unidade de área e a elevada vulnerabilidade às variações climáticas, fatores que influenciam de 

forma significativa tanto a disponibilidade quanto a qualidade das forragens ao longo das 

diferentes estações do ano (Gomes et al., 2025). 

O sistema semi-intensivo é uma alternativa entre os modelos extensivo e intensivo, 

combinando manejo em pasto com práticas mais tecnificadas, como a divisão em piquetes e o 

uso do pastejo rotacionado, o que melhora o aproveitamento da forragem e a recuperação das 

pastagens. Também é comum a suplementação mineral e, em alguns casos, proteica e 

energética, especialmente na seca. Esse modelo proporciona maior ganho de peso, aumento da 

produtividade por área e maior rentabilidade, embora exija investimentos em infraestrutura e 

mão de obra mais qualificada (Bizi, 2018). 

O sistema intensivo, ou confinamento, consiste na criação de bovinos em espaços 

limitados, onde recebem uma dieta equilibrada composta por forragens armazenadas, 

concentrados e suplementos, com o objetivo de acelerar o ganho de peso em um curto período. 

Para que esse sistema funcione bem, é necessário contar com instalações adequadas e um 

manejo que garanta o conforto e a saúde dos animais, além de utilizar tecnologias que ajudem 

a melhorar a eficiência da produção. Entre as vantagens desse método estão a alta 

produtividade, a redução do tempo de produção e a obtenção de carne com padrão uniforme. 

Por outro lado, esse modelo apresenta custos significativos e requer cuidados contínuos para 

prevenir situações de estresse e enfermidades relacionadas ao ambiente de confinamento 

(Khalil. 2020; Gomes et al., 2025). 
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2.1.1. Pecuária orgânica 

A pecuária orgânica no Brasil faz parte de um modelo de agricultura mais sustentável, 

pautado pelo respeito ao bem-estar animal, à conservação ambiental e à produção de alimentos 

sem o uso de insumos sintéticos. Essa modalidade tem avançado no país, embora ainda enfrente 

limitações estruturais, como a baixa assistência técnica e a insuficiência de políticas públicas 

integradas (Weber; Silva, 2021). Dados do Censo Agropecuário de 2017 revelam que a 

participação da pecuária orgânica na produção nacional ainda é pequena, concentrando-se em 

propriedades de pequeno e médio porte, que enfrentam desafios relacionados à certificação e à 

inserção em mercados consumidores (Ramos, 2022). 

Do ponto de vista técnico, a adoção de práticas diferenciadas é fundamental para o 

funcionamento da pecuária orgânica, especialmente no que diz respeito ao manejo animal e ao 

controle sanitário. Estratégias como o uso de plantas medicinais, o controle biológico e outras 

práticas agroecológicas têm se mostrado eficazes no controle de parasitas como os carrapatos, 

oferecendo alternativas viáveis aos produtos convencionais (Lima et al., 2024). Para orientar 

essas práticas, a Portaria MAPA nº 52/2021 estabelece normas específicas para a produção 

orgânica de ruminantes, com foco no bem-estar animal, no uso sustentável dos recursos naturais 

e na rastreabilidade dos processos produtivos (Escosteguy; Jantzen, 2024). 

Apesar dos avanços normativos, a implementação de políticas públicas voltadas ao 

incentivo da pecuária orgânica ainda é marcada por descontinuidade e falta de articulação entre 

os entes federativos, o que limita o crescimento do setor (Hybner; Alves, 2024). A construção 

de sistemas mais sustentáveis, portanto, exige ações integradas entre produtores, técnicos, 

pesquisadores e instituições, fortalecendo o modelo orgânico como um processo coletivo e 

contínuo (Mouro; Diniz; Paiva, 2021). Assim, embora a pecuária orgânica no Brasil apresente 

grande potencial, sua consolidação como alternativa viável e sustentável à pecuária 

convencional depende de avanços institucionais e estruturais consistentes. 

 

2.2. Família Anaplasmataceae 

A família Anaplasmataceae é considerada o maior grupo de bactérias intracelulares 

obrigatórias transmitida por vetores como artrópodes, principalmente carrapatos, mas já foram 

identificadas em mosquitos, pulgas, piolhos e ácaros (Huang et al., 2025). Os gêneros 

pertencentes a essa família infectam mamíferos e aves, com exceção do gênero Wolbachia que 

ocorrem em insetos, ácaros, aranhas, nematóides e em tipos diferentes de artrópodes (Hoffmann 

et al., 2020). Essas bactérias se desenvolvem dentro de vacúolos no citoplasma da célula 

hospedeira e infectam variados e específicos tipos de células como plaquetas, monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, eritrócitos e células endoteliais (Pruneau et al., 2014). 

A primeira descrição da espécie Anaplasmataceae foi feita em 1910 na África do Sul, 

onde Anaplasma marginale foi identificado como um agente causador de doença em bovinos 

transmitida por carrapatos e pela inoculação no sangue (Theiler, 1910).  

O estudo de Dumler et al. (2001) foi fundamental, ao propor uma nova classificação da 

família Anaplasmataceae baseada em características genéticas, especialmente diferenças em 

genes como o do RNA ribossomal 16S, genes codificadores de proteínas estruturais e funcionais 

e operons como o groESL. Também foram considerados dados como patogenicidade, 

especificidade pelo hospedeiro, modo de transmissão, local de parasitismo e períodos pré-

patente e patente. Com base nesses critérios, os autores reorganizaram diversos gêneros e 

espécies, levando à inclusão de Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia na família 

Anaplasmataceae, além de manter os gêneros Anaplasma e Aegyptianella. 

 

2.2.1.  Anaplasma marginale  

2.2.1.1 Taxonomia e morfologia 

Quanto à classificação taxonômica mais recente de Anaplasma marginale tem-se como 
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Reino: Bacteria (Cavalier-Smith, 2002), Sub Reino: Negibacteria (Cavalier-Smith, 2002), Filo: 

Proteobacteria (Garrity et al., 2005), Classe: Alphaproteobacteria (Garrity; Bell; Timothy, 

2005), Ordem: Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939), Família: Anaplasmataceae (Philip, 

1957), Gênero: Anaplasma (Theiler, 1910) e Espécie: Anaplasma marginale (Theiler, 1910).  

Em 1896, Salmon e Smith relataram, pela primeira vez, a presença de estruturas muito 

pequenas, de coloração azulada, localizadas na periferia dos eritrócitos em esfregaços de sangue 

bovino. Posteriormente, em 1910, Arnold Theiler também descreveu a ocorrência de estruturas 

periféricas nos eritrócitos de bovinos na África do Sul, associando-as a uma enfermidade que 

denominou como "mal da bile".  

Anaplasma marginale são bactérias intracelulares obrigatórias, gram-negativas, de 

tamanho pequeno e morfologia pleomórfica, que variam de cocóides a elipsoidais. Sua 

replicação ocorre dentro de vacúolos citoplasmáticos, geralmente nos eritrócitos dos 

hospedeiros. No interior das células podem estar isolados ou organizados em estruturas 

compactas denominadas mórulas (Dumler et al., 2001).  

 

2.2.1.2 Ciclo Biológico 

O ciclo de vida de A. marginale é estreitamente associado ao ciclo alimentar de seus 

vetores biológicos, os carrapatos. Logo após a ingestão de hemácias infectadas, as bactérias 

invadem as células intestinais do carrapato, onde iniciam seu desenvolvimento. Essa replicação 

deve ocorrer sem que o vetor seja prejudicado. A partir daí, migram para outros tecidos, 

especialmente para as glândulas salivares. Nessas glândulas, A. marginale forma colônias que 

se multiplicam por divisão binária, originando grandes aglomerados com centenas de 

organismos. Inicialmente, as bactérias presentes nas colônias assumem a forma de corpúsculos 

reticulados, considerados a fase vegetativa e replicativa. Posteriormente, essas estruturas se 

transformam em corpúsculos densos, a forma infectante da bactéria, capaz de sobreviver 

temporariamente fora das células do hospedeiro. A transmissão para os bovinos ocorre quando 

os corpúsculos densos são inoculados durante a alimentação do carrapato, por meio da secreção 

das glândulas salivares (Magunda et al., 2016; Kocan et al., 2010; Kocan et al., 2002) (Fig.1). 

 

 

 

 
Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de A. marginale em bovinos, carrapatos e outras fontes de 

infecção. Fonte: https://faculdadegalileu.com.br/Artigo-Anaplasmose-Bovina.pdf  

https://faculdadegalileu.com.br/Artigo-Anaplasmose-Bovina.pdf
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Até o momento, aproximadamente 20 espécies de carrapatos já foram identificadas 

como vetores na transmissão da anaplasmose em diferentes regiões do mundo (Kocan et al., 

2010). Entre esses, destaca-se o Rhipicephalus microplus, amplamente reconhecido como um 

dos principais vetores biológicos da anaplasmose bovina (Martins et al., 2020; Mazzucco et al., 

2023; Connell & Hall, 1972). A transmissão pode ter ocorrência transestadial, entre diferentes 

fases de desenvolvimento do carrapato, ou intraestadial, ou seja, dentro da mesma fase de 

desenvolvimento do vetor (Connell, 1974; Ravindran et al., 2023). Com relação a transmissão 

transovariana, a maioria dos trabalhos encontrados relata que não ocorre (Leatch, 1973; Esteves 

et al., 2015; Panizza et al., 2022), porém um estudo recente demonstrou transmissão 

transovariana de A. marginale em R. microplus em condições naturais e que larvas infectadas 

são capazes de transmitir a bactéria a bovinos suscetíveis em ensaios experimentais (De La 

Fourniere et al., 2023), sugerindo a necessidade de mais pesquisas para uma melhor 

compreensão sobre os aspectos dessa transmissão. 

A transmissão de A. marginale pode ocorrer por vias não convencionais, como a 

transmissão mecânica e transplacentária, sendo ambos relevantes em sistemas de criação bovina 

onde o controle de vetores biológicos é menos eficiente ou ausente, o que favorece a maior 

circulação desse patógeno no rebanho. A transmissão mecânica ocorre principalmente por 

instrumentos contaminados, como agulhas reutilizadas, castradores, marcadores e outros 

materiais que entram em contato com sangue infectado, bem como por moscas hematófagas do 

gênero Tabanus e Stomoxys (Kocan et al., 2010; Zabel; Agusto, 2018). Em um rebanho livre 

de carrapatos no México, Bautista et al. (2018) detectaram a presença do patógeno em moscas 

coletadas próximas aos animais, indicando que S. calcitrans pode atuar como vetor alternativo 

em áreas sem infestação por carrapatos. Araújo et al. (2021) relataram pela primeira vez no 

Brasil a presença de A. marginale em diferentes tecidos de moscas de campo e de colônia F1, 

sugerindo que o inseto é capaz de portar o patógeno e potencialmente contribuir para a sua 

circulação no rebanho, embora a transmissão efetiva ao gado ainda não tenha sido comprovada. 

Entretanto, um estudo recente investigou a transmissão mecânica de A. marginale por Stomoxys 

calcitrans concluiu que esse vetor não foi capaz de realizar a transmissão da bactéria ao gado 

mesmo tendo sido constatada a sua presença no abdômen da mosca e mesmo sob condições 

extremamente favoráveis, melhores que as condições normalmente encontradas à campo 

(Heller et al., 2025). 

Já a transmissão transplacentária, embora considerada rara, tem sido confirmada em 

diversos estudos experimentais e de campo, com taxas variando entre 5 % e 15 %, sendo capaz 

de gerar bezerros infectados assintomáticos que atuam como fontes silenciosas de infecção no 

rebanho (Grau et al., 2013; Costa et al., 2016). Esses mecanismos contribuem para a 

persistência da anaplasmose em áreas livres de carrapatos ou sob controle rigoroso, ressaltando 

a necessidade de boas práticas de manejo e controle sanitário. 

 

2.2.1.3. Anaplasmose bovina 

Anaplasma marginale, agente etiológico da anaplasmose bovina, integra o complexo de 

doenças conhecido como tristeza parasitária bovina (TPB), juntamente com os protozoários 

Babesia bovis e Babesia bigemina. Essa enfermidade é caracterizada por anemia, perda de peso, 

febre, aborto e morte em casos agudos, representando uma das maiores causas de prejuízos 

sanitários e econômicos na bovinocultura brasileira (Kuttler, 1984; Puentes; Riete-Correa, 

2023).  

Transmitida principalmente pelo carrapato R. microplus, a anaplasmose ocorre tanto em 

áreas de instabilidade endêmica, nas quais são observadas altas taxas de mortalidade, quanto 

em áreas de estabilidade endêmica, onde, apesar da ausência de surtos, há risco de infecção em 
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animais introduzidos provenientes de regiões livres de carrapato ou sob controle intensivo desse 

vetor (Araújo et al., 2003).  

No contexto nacional, estima-se que as parasitoses bovinas gerem perdas superiores a 

US$ 13 bilhões por ano, sendo o carrapato, vetor essencial da TPB, responsável por 

aproximadamente US$ 3,24 bilhões em prejuízos anuais, somando danos diretos e indiretos à 

produção (GRISI et al., 2014). 

 

2.2.1.4. Epidemiologia 

Anaplasma marginale é considerado o agente transmitido por carrapatos de maior 

ocorrência global, estando presente em todos os seis continentes, onde causa elevados índices 

de morbidade e mortalidade em bovinos nas regiões de clima temperado, subtropical e tropical 

(Kocan et al., 2010). Sua ampla distribuição reflete sua capacidade de adaptação a diferentes 

ambientes, abrangendo continentes como América, Europa, África, Ásia e Austrália. Nos 

Estados Unidos, a doença apresenta caráter enzoótico em diversas regiões, destacando-se os 

estados do Atlântico Sul, da Costa do Golfo e parte do meio-oeste e oeste, evidenciando a 

relevância epidemiológica do patógeno em distintos contextos geográficos (Guglielmone, 

1995). 

Em regiões tropicais, onde a prevalência de A. marginale é elevada, observa-se maior 

ocorrência de superinfecções quando comparadas a áreas temperadas. Esse padrão está 

relacionado à diversidade genética do patógeno e pode ser influenciado pela diferença nos 

vetores predominantes, como R. microplus nos trópicos e Dermacentor andersoni em zonas 

temperadas. Nessas condições, animais infectados podem abrigar múltiplas cepas 

geneticamente distintas, evidenciando a complexidade epidemiológica da anaplasmose bovina 

(Castaneda-Ortiz et al., 2015). 

A dinâmica epidemiológica da anaplasmose bovina está diretamente relacionada à 

presença do carrapato R. microplus e às condições climáticas que influenciam seu ciclo. Em 

áreas livres, o vetor não consegue se estabelecer, enquanto nas regiões de instabilidade 

enzoótica há períodos em que seu desenvolvimento é interrompido, retardando o contato dos 

animais jovens com o agente e favorecendo manifestações graves na fase adulta. Por outro lado, 

em áreas de estabilidade, mais de 75% dos bovinos são expostos até os nove meses de idade, o 

que garante imunidade precoce e reduz a ocorrência de surtos. Um fator agravante ocorre 

quando bovinos do semiárido, onde o carrapato não sobrevive, são comercializados durante a 

estiagem para regiões úmidas e favoráveis à multiplicação do vetor, propiciando a introdução e 

disseminação da anaplasmose em novos rebanhos (Santos et al., 2017; Sott et al., 2016; 

Gonçalves, 2000). 

A susceptibilidade dos bovinos à anaplasmose varia de acordo com a idade e a raça. 

Embora todas as raças sejam vulneráveis à infecção por A. marginale, observa-se que animais 

Bos indicus tendem a manifestar sintomas mais brandos em comparação aos Bos taurus. Além 

disso, os bezerros apresentam maior resistência ao desenvolvimento da forma clínica da doença, 

enquanto bovinos com idade superior a dois anos estão mais propensos a apresentar quadros 

leves ou graves, que incluem febre persistente, letargia, icterícia, perda de peso, aborto, queda 

na produção de leite e, em casos sem tratamento, elevada taxa de mortalidade (Muñoz-Guarniz 

et al., 2017). Estudos experimentais realizados em bezerros esplenectomizados comprovam que 

quando há ausência do baço, os bezerros tornam-se altamente vulneráveis à infecção por A. 

marginale, resultando em quadros clínicos mais intensos do que aqueles geralmente observados 

em animais adultos (Kocan et al., 2003; Lima et al., 2019; Kuttler, 1967), porém, essa dinâmica 

permanece pouco compreendida (Ierardi, 2025). 

 

2.2.1.5. Diagnóstico 

Dentre os métodos diagnósticos utilizados, destacam-se as técnicas parasitológicas e 
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sorológicas. Os métodos sorológicos, como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), 

têm sido amplamente aplicados pela sua praticidade e pela possibilidade de aplicação em 

estudos epidemiológicos, embora apresentem limitações quanto à sensibilidade e especificidade 

em estágios iniciais da infecção. A escolha do antígeno utilizado no ELISA influencia 

diretamente na sensibilidade do teste, sendo os antígenos recombinantes uma boa alternativa 

(Ramos et al., 2010). 

A técnica de ELISA indireto (ELISAi) também foi utilizada por Medina-Naranjo et al. 

(2017) em um estudo conduzido em três fazendas da província de Pastaza, Equador, onde 

demonstrou utilidade para triagem de infecções por A. marginale em bovinos, juntamente com 

outros hemoparasitos como Trypanosoma spp. e Babesia spp. O estudo demonstrou a 

ocorrência simultânea de múltiplos agentes, ressaltando a importância do diagnóstico 

diferencial. 

Já as técnicas parasitológicas, destacam-se a busca direta do agente etiológico nas 

hemácias dos animais parasitados a partir de esfregaços sanguíneos e as técnicas moleculares. 

No que diz respeito à identificação direta do agente por meio da visualização de corpúsculos 

marginais nos eritrócitos em esfregaços sanguíneos corados permanece como método de 

referência em muitas regiões, embora sua sensibilidade seja limitada, especialmente em 

infecções crônicas ou com baixa parasitemia (Vidotto; Marana, 2001). Esse método também 

foi adotado em estudos retrospectivos como o de Silva et al. (2022), que analisaram dados da 

TPB na Bahia entre 2017 e 2021, destacando sua aplicação em contextos de vigilância 

epidemiológica. 

As técnicas moleculares, por sua vez, têm se destacado pela elevada sensibilidade e 

especificidade, permitindo a detecção direta do DNA do patógeno, mesmo em portadores 

assintomáticos ou em fases iniciais da infecção. A reação em cadeia da polimerase (PCR) é 

amplamente utilizada para esse fim, sendo recomendada tanto para diagnóstico clínico quanto 

para estudos epidemiológicos (Silaghi et al., 2017). A PCR demonstrou alta eficiência na 

detecção de A. marginale em bovinos e búfalos naturalmente infectados no estado do Amapá, 

demonstrando seu potencial de aplicação prática em condições reais de criação animal, fora do 

ambiente controlado de pesquisa (Moura, 2023). 

Recentemente, a técnica de amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP – Loop-

mediated Isothermal Amplification) tem sido considerada uma alternativa promissora à PCR 

convencional, principalmente por sua simplicidade operacional e menor necessidade de 

infraestrutura laboratorial. Essa técnica tem se mostrado viável para o diagnóstico molecular da 

infecção natural por A. marginale, podendo representar uma opção acessível para regiões com 

menor suporte técnico (Moura et al., 2025).  

 

2.2.1.6. Diversidade genética de Anaplasma marginale  

A complexidade no controle de A. marginale em bovinos é amplamente atribuída à 

notável diversidade antigênica e genética do patógeno, que se manifesta em cepas variadas entre 

regiões geográficas, dentro de um mesmo rebanho e até mesmo em um único animal infectado 

(Vega et al., 2007). Compreender a extensão e os mecanismos dessa variabilidade genética é 

fundamental para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes, incluindo o 

aprimoramento de métodos diagnósticos e o desenvolvimento de vacinas mais abrangentes 

(Quiroz-Castañeda; Amaro-Estrada; Rodríguez-Camarillo, 2016). 

As Proteínas de Superfície Principais (MSPs) de A. marginale desempenham um papel 

crucial na interação do patógeno com o hospedeiro bovino e os vetores carrapatos, sendo 

também os principais alvos da resposta imune. Seis MSPs foram identificadas em A. marginale 

derivadas de eritrócitos bovinos, e sua conservação em organismos derivados de carrapatos e 

culturas de células sugere sua importância funcional. Proteínas de superfície de A. marginale, 

como MSP1b, MSP2 e MSP3, pertencem a famílias multigênicas e apresentam variação 
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antigênica, característica observada principalmente em bovinos cronicamente infectados. Em 

contraste, MSP1a, MSP4 e MSP5 são codificadas por genes únicos e mantêm-se estáveis entre 

diferentes isolados (Tebele; McGuire; Palmer, 1991; Cabezas-Cruz et al., 2013). 

A porção N-terminal da MSP1 apresenta elevada variabilidade estrutural, caracterizada 

por repetições (“repeats”) formadas por peptídeos de 23 a 31 aminoácidos com alta similaridade 

entre si (De la Fuente et al., 2005). Em contrapartida, sua região C-terminal é bastante 

conservada. Essa proteína constitui um heterodímero formado por dois polipeptídeos distintos, 

MSP1a e MSP1b, sendo que a subunidade MSP1a é codificada por uma única cópia do gene 

msp1α (Allred et al., 1990). 

O estudo das repetições em tandem do gene msp1a constitui uma abordagem relevante 

para ampliar o conhecimento sobre a diversidade genética global de A. marginale. Em locais 

não endêmicos, tais repetições apresentam baixa variação. Por outro lado, em regiões 

endêmicas, verifica-se maior heterogeneidade nas sequências de msp1a, e alguns animais 

podem abrigar simultaneamente diferentes variantes dessas repetições (Silva et al., 2015). 

Estudos filogenéticos demonstram, entretanto, que o msp1a evolui rapidamente, o que limita 

seu uso para definir linhagens geográficas, mas ressalta sua relevância na compreensão da 

variabilidade genética de A. marginale em diferentes regiões endêmicas (De la Fuente et al., 

2005). 

Diversas cepas de A. marginale descritas em diferentes países têm sido associadas a 

surtos de anaplasmose, incluindo as variantes α-β³-Γ e τ-10 15 observadas no México e na 

Argentina, e a cepa α-β³-Γ vinculada a quadros agudos com mortalidade em bovinos leiteiros 

no Brasil (Ruybal et al., 2009; Silva et al., 2015). 

Uma pesquisa realizada na Rússia relatou pela primeira vez a diversidade genética de 

A. marginale em bovinos, revelando alta variabilidade no gene msp1α. Foram identificados 16 

novos genótipos, incluindo repetições em tandem inéditas e diferentes microssatélites, com 

parte dos animais apresentando coinfecção por múltiplos genótipos. A análise filogenética 

mostrou que os isolados se distribuíram em clados distintos, evidenciando a ampla diversidade 

do patógeno no país (Fedorina et al., 2019). 

Estudos realizados em bezerros de propriedades leiteiras do noroeste de Minas Gerais 

revelaram elevada diversidade genética de A. marginale, incluindo a descrição de dez novas 

cepas, com predomínio do genótipo E. Entre as variantes identificadas, a cepa α-β-F-F-F esteve 

associada a casos clínicos agudos, sugerindo maior potencial patogênico dessa linhagem em 

bezerros da região (Bahia et al., 2021).Estudos realizados com culturas de células IDE8 de 

Ixodes scapularis permitiram o isolamento de dois novos isolados, AmRio1 e AmRio2, ambos 

classificados no genótipo E, mas geneticamente distintos. Uma das cepas apresentou repetição 

em tandem inédita, denominada 162. Tais resultados reforçam o papel do gene msp1a como 

marcador genético estável, ao mesmo tempo em que evidenciam seu potencial para subsidiar 

estratégias de controle da anaplasmose, seja no desenvolvimento de vacinas e diagnósticos, seja 

na compreensão da transmissibilidade por carrapatos (Baêta et al., 2015). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Aspectos éticos e legais da pesquisa científica 

As amostras coletadas e utilizadas nesse trabalho foram aprovadas pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o 

número de protocolo 1051220524 (Anexo1). 

 

3.2 Coleta das amostras 

Foram coletadas amostras de sangue de bovinos distribuídas nos municípios de 

Guapimirim, Miguel Pereira, Piraí, Seropédica, Teresópolis, Vassouras e Volta Redonda, 

estado do Rio de Janeiro (Fig2). As propriedades foram selecionadas com base no interesse dos 

produtores em participar do projeto (amostragem por conveniência). 

O cálculo do tamanho mínimo da amostra foi realizado de acordo com a prevalência 

esperada (Medronho, 2009), sendo obtido através da fórmula de amostragem simples, em que 

uma prevalência esperada de 50% é considerada da seguinte forma: 

 

 

Onde: n é o número amostral; z(α/2) é o valor z de nível α (para intervalo de confiança 

de 95%: 1,96); π é a prevalência esperada (0,50); e ε é o erro esperado (0,05). 

 

Os animais foram contidos individualmente em troncos de contenção para realização 

dos procedimentos. Antes da coleta, foi realizada a antissepsia da região com algodão embebido 

em álcool 70% e coletado da veia coccígea através do sistema vacutainer, 3 mL de sangue, 

sendo acondicionado em tubo contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os 

materiais foram refrigerados imediatamente em caixas isotérmicas até a chegada ao Laboratório 

de Estudo da Interação Parasito-Hospedeiro (LEIPH) da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (UFRRJ). No laboratório, as amostras foram armazenadas em freezer com temperatura 

de -20 graus celsius. 

 

 
Figura 2. Mapa do estado do Rio de Janeiro, destacando os municípios onde foram realizadas 

coletas de sangue bovino no presente estudo. Fonte: Adaptado de 

www.mapasparacolorir.com.br  

 

http://www.mapasparacolorir.com.br/


10 
 

3.3 Avaliação das propriedades 

Foi realizada uma avaliação baseada na observação de características das propriedades 

onde foram realizadas as coletas. Para definir se o manejo da propriedade seria considerado 

satisfatório, regular ou precário utilizou-se como critério o manejo sanitário levando em 

consideração a presença ou ausência de dejetos e a limpeza das instalações dos animais, 

equipamentos de proteção dos tratadores, utilização de luvas no manejo, assepsia das mãos, 

botas e objetos e a observação do estado nutricional e de cuidado dos animais. Como critério 

para densidade de vetores a classificação em cruzes foi feita de acordo com presença alta, baixa 

ou ausente. A propriedade foi considerada de manejo satisfatório quando cumpriu todas as 

exigências dessa avaliação e foi considerada padrão, o que significa que todos os critérios de 

manejo sanitário, nutrição e cuidado dos animais estavam corretos. Foram classificadas como 

propriedades de manejo precário aquelas que apresentavam todas as características de falta de 

higiene e animais mal nutridos e mal cuidados. Propriedades de manejo regular apresentavam 

como características falta de higiene ou animais mal nutridos e/ou mal cuidados, sendo 

necessário um aspecto estar de acordo com o considerado satisfatório.  

 

3.4. Extração de DNA do sangue 

A realização de extração de DNA das amostras foi realizada através da metodologia 

descrita por Sambrook (1989) utilizando Fenol-clorofórmio. Após finalizadas as extrações, 

todas as amostras foram armazenadas em tubos de polipropileno de 1,5 mL em freezer a -20°C 

para as análises moleculares. 

 

3.5. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

3.5.1 Análise molecular para avaliar viabilidade das amostras extraídas 

Realizou-se uma PCR convencional com objetivo de amplificar um fragmento de 400 

pares de base (pb) do gene endógeno de mamíferos GAPDH, gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase, para avaliar a viabilidade das amostras extraídas. A PCR foi conduzida em 

microtubos de 200 μl com um produto de 25 μl de volume final, sendo composto por 2 μl do 

DNA extraído de cada amostra e 23 μl do master mix. Para o preparo do mix foram utilizados: 

Taq polimerase a 1U (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 0,8 μM de cada um dos 

oligoiniciadores GAPDH-F (5’CCTTCATTGACCTCAACTACAT 3’) e GAPDH-R 

(5’CCAAAGTTGTCATGGATGACC3’) (Birkenheuer; Levy; Breitschwerdt, 2003), 0,2 mM 

de dNTPa, 1,5mM de MgCl2 (Promega® MgCl2 Solution), tampão 1X (Colorless GoTaq®, 

Promega®). 

Para realizar a amplificação utilizou-se termociclador T100 (Bio-Rad Laboratórios do 

Brasil) onde foi inserido o protocolo de termociclagem a seguir: desnaturação inicial a 95º por 

2:30 minutos , 35 ciclos de 95º por 30 segundos, 55º por 30 segundos, 72º por 25 segundos e 

extensão final a 72º por 5 minutos.  

 

3.5.2. Análise molecular para o gene msp4 de Anaplasma spp. 

Realizou-se PCR convencional para detecção de agentes do gênero Anaplasma spp. com 

objetivo de amplificar um fragmento de 831 pares de base utilizando os primers EF (5'-

TTGTTTACAGGGGGCCTGTC- 3') e ER (5'-GAACAGGAATCTTGCTCCAAG-3') como 

demonstrado por Mahmmod e colaboradores (2021). A PCR convencional foi conduzida em 

microtubos de 200 μl com um produto de 25 μl de volume final, sendo composto por 3 μl de 

DNA extraído de cada amostra de sangue dos bovinos e 22 μl do mix. Para o preparo do 

mastermix foram utilizados: Taq polimerase a 1U (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 

0,4μM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP, 1,5mM de MgCl2 (Promega® MgCl2 Solution), 

tampão 1X (Colorless GoTaq®, Promega®).  
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O protocolo instituído no termociclador foi: 95º por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 

95º por 30 segundos, 55º por 30 segundos, 72º por 45 segundos e uma extensão final de 72º por 

5 minutos. Como controles positivos foram utilizadas amostras previamente analisadas e 

sequenciadas para A. marginale. Como controles negativos utilizaram-se água ultrapura livre 

de DNases dentro e fora do fluxo. 

 

3.5.3. Análise molecular para variabilidade genética de Anaplasma marginale com o gene 

msp1α 

Foram selecionadas ao menos uma amostra positiva na PCR de msp4 de cada 

propriedade, aleatoriamente, para serem analisadas quanto a variabilidade genética com o gene 

msp1α. Realizou-se uma adaptação da PCR semi-nested instituída por Lew et al. (2002) para 

uma PCR convencional utilizando apenas o segundo ciclo de amplificação. Os primers 

utilizados foram o 1733F (5’ TGTGCTTATGGCAGACATTTCC 3’) e o 2957R (5’ 

AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC 3’). A reação foi conduzida em microtubos de 200 μl 

com um produto de 25 μl de volume final, sendo 2,5 μl de DNA e 22,5 μl do mix. Para o preparo 

do mix foram utilizados: Taq polimerase a 1U (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 0,4μM 

de cada primer, 0.2 mM de dNTP, 2 mM de MgCl2 (Promega® MgCl2 Solution), tampão 1X 

(Colorless GoTaq®, Promega®). 

O protocolo instituído no termociclador foi: 95° por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de 

94° a 30 segundos, 60° por 1 minuto, 72° por 1:30 minutos e uma extensão final de 72° por 7 

minutos. 

 

3.6. Eletroforese 

Após realizar as análises moleculares, foram separados 10 μl de cada produto e 

aplicados em gel de agarose em uma concentração de 1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, 

Invitrogen®). A separação foi realizada por eletroforese a 75V (5V/cm). O gel foi corado com 

brometo de etídio (0,5µ/mL). A visualização foi feita em transiluminador de luz ultravioleta (L-

PIX Sti, Loccus). Para determinação aproximada do tamanho dos fragmentos amplificados, foi 

utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (100bp Ladder Plus, Ready To Use - 

Sinapse Inc - M1071) como referência. 

 

3.7. Análise Filogenética 

A análise filogenética foi realizada utilizando sequências do gene msp1a de A. 

marginale obtidas no presente estudo, juntamente com sequências adicionais recuperadas do 

banco de dados GenBank do NCBI (25.09.2025). Inicialmente, todas as sequências disponíveis 

reportadas do Brasil e de outros países das Américas foram baixadas. Para garantir a 

comparabilidade, apenas sequências com comprimento entre 400 e 800 nucleotídeos foram 

mantidas. Esse critério de comprimento foi aplicado porque sequências de tamanhos muito 

diferentes podem reduzir o número de posições homólogas no alinhamento, distorcer as 

estimativas de distância par-a-par e, consequentemente, comprometer a inferência filogenética. 

Sequências redundantes foram identificadas e excluídas utilizando a ferramenta online de 

alinhamento MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/). Posteriormente, o banco de dados NCBI também 

foi examinado em busca de sequências reportadas de outros continentes. Os mesmos critérios 

de seleção quanto ao comprimento dos nucleotídeos foram aplicados, e as entradas redundantes 

foram removidas conforme descrito acima. O conjunto final de dados foi alinhado utilizando o 

algoritmo MUSCLE implementado no MEGA 11. As relações filogenéticas foram 

reconstruídas pelo método de Máxima Verossimilhança (ML) com o modelo de substituição 

Kimura de 2 parâmetros (K2P). A robustez da topologia da árvore foi avaliada por meio de 

análise de bootstrap com 1000 repetições. 

 

https://mafft.cbrc.jp/
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3.8. Identificação e caracterização das repetições em tandem do gene msp1a 

A região de repetições em tandem (TR) do gene msp1a de A. marginale foi caracterizada 

para todas as sequências obtidas no presente estudo, bem como para as sequências de referência 

incluídas na análise filogenética. As sequências de nucleotídeos foram inicialmente traduzidas 

em aminoácidos utilizando a ferramenta online Expasy (https://web.expasy.org/translate/) e a 

região N-terminal de msp1a foi inspecionada quanto à presença de repetições em tandem de 

aproximadamente 28–29 aminoácidos de comprimento, utilizando a ferramenta online 

disponibilizada pelo Instituto Europeu de Bioinformática da EMBL 

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/). Cada unidade repetitiva foi identificada por comparação 

com uma biblioteca de motivos de referência previamente descritos para isolados brasileiros e 

internacionais, incluindo, por exemplo, as repetições α, β, γ, τ e repetições numéricas (e.g., 22, 

27, 14)  (de la Fuente et al. 2001; de la Fuente et al. 2004; de la Fuente et al. 2007; Pereira et 

al. 2021;  Arnuphapprasert et al. 2023). 
Para cada isolado, a estrutura completa de TR foi reconstruída por concatenação de todas 

as unidades repetitivas em sua ordem original. O número de repetições por sequência e o seu 

arranjo específico foram registrados. Além disso, a sequência Shine–Dalgarno (SD) e o códon 

de iniciação (ATG) foram identificados, e a distância entre eles (SD–ATG) foi calculada 

utilizando a fórmula SD–ATG = 4m + 2n + 1, onde m e n representam o número de nucleotídeos 

entre o resíduo C conservado e os sítios SD ou ATG, respectivamente. Essas informações foram 

utilizadas para classificar os isolados em genótipos previamente definidos, seguindo os critérios 

estabelecidos em estudos anteriores mencionados acima. O número e o arranjo das repetições 

foram registrados para cada isolado, e as distâncias SD–ATG foram calculadas para a atribuição 

dos genótipos conforme os critérios estabelecidos. 

 

3.9. Variabilidade genética e diferenciação interpopulacional de sequências do gene msp1a 

de Anaplasma marginale 

A diversidade genética dentro e entre grupos de sequências de A. marginale msp1a foi 

avaliada utilizando o software DnaSP v.6. Para cada grupo pré-definido (isolados do presente 

estudo, outras regiões do Brasil, Américas e conjunto global de dados), foram calculados 

índices padrão de diversidade, incluindo o número de haplótipos (H), a diversidade haplotípica 

(Hd ± DP) e o número médio de diferenças nucleotídicas (k). Esses índices fornecem 

informações sobre o nível geral de variabilidade genética e a distribuição de polimorfismos de 

sequência dentro das populações. 

Para avaliar se os padrões de polimorfismo observados se desviam das expectativas de 

neutralidade, foram realizados três testes de neutralidade: D de Tajima, D de Fu e Li e F de Fu 

e Li. Esses testes são amplamente utilizados para detectar sinais de eventos demográficos, como 

expansão populacional ou gargalos populacionais, bem como pressões seletivas atuando sobre 

o gene. Valores positivos ou negativos, quando significativos, podem indicar desvios da 

neutralidade devido à seleção ou à história demográfica, enquanto valores não significativos 

são consistentes com evolução neutra (Rozas et al., 2017). 

A diferenciação genética entre grupos de sequências foi analisada no DnaSP v.6 por 

meio de comparações pareadas. A distribuição dos polimorfismos de nucleotídeos foi 

contrastada entre grupos, e a significância da diferenciação foi avaliada com o teste do qui-

quadrado. Duas medidas adicionais de diferenciação populacional foram calculadas: Fst, que 

quantifica a proporção da variância genética explicada pelas diferenças entre grupos, e Dxy, 

que representa o número médio de substituições nucleotídicas por sítio entre grupos. Em 

conjunto, esses índices forneceram medidas relativas e absolutas de divergência de sequências, 

permitindo identificar a estrutura genética entre grupos geográficos. 

 

https://web.expasy.org/translate/
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
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3.10 Análise estatística do manejo sanitário 

 Na comparação do percentual de positividade nos sistemas de criação e no manejo 

sanitário de cada propriedade foi realizado o teste qui-quadrado (χ²) de independência para 

avaliar a existência de associação estatisticamente significativa entre variáveis 

qualitativas. Para cada comparação, os dados foram organizados em tabelas de contingência, 

apresentando as frequências observadas. A significância estatística foi avaliada com um nível 

de 5%. 
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4. RESULTADOS 

 

Foram obtidas no total 388 amostras de sangue bovino no período de 2024 a 2025, 

distribuídas em oito fazendas em cidades do estado do Rio de Janeiro, sendo elas: Vassouras, 

Miguel Pereira, Seropédica, Teresópolis, Guapimirim, Volta Redonda e Piraí. Essas 

propriedades foram classificadas quanto ao manejo e condições sanitárias: satisfatório, regular 

ou precário utilizando-se como critério o manejo sanitário levando em consideração a presença 

ou ausência de dejetos e a limpeza das instalações dos animais, equipamentos de proteção dos 

tratadores, utilização de luvas no manejo, assepsia das mãos, botas e objetos e a observação do 

estado nutricional e de cuidado dos animais. Para avaliar a presença de vetores foi utilizado o 

sistema de cruzes onde: +++ alto, + raros e ausente para quando nenhum vetor foi observado 

(Tab. 1). 

 

Tabela 1. Representação da avaliação do manejo, densidade de vetores e tipo de produção de 

cada propriedade de criação bovina do estado do Rio de Janeiro, utilizada no presente estudo. 

Município Manejo 

sanitário 

Presença de 

carrapatos 

Presença de 

moscas 

Tipo de 

produção 

Vassouras Satisfatório Ausência Ausência Corte 

Piraí Precário +++ +++ Leite 

Miguel Pereira Precário +++ +++ Leite 

Seropédica 

(Fazenda 1) 

Precário +++ +++ Leite 

Seropédica 

(Fazenda 2) 

Satisfatório + Ausência Leite 

Teresópolis Precário + Ausência Leite 

Volta Redonda Regular +++ +++ Leite 

Guapimirim Regular Ausência + Leite 

Nota: N (número de amostras sanguíneas); Presença baixa de carrapatos e moscas indicada por '+', 

presença alta indicada por '+++', ausência de vetores indicada por 'Ausência'. 

 

 A amplificação do gene endógeno GAPDH para confirmar se a extração de DNA das 

amostras sanguíneas demonstrou presença de DNA em todas as amostras. 
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Figura 3. Representação dos produtos de uma parte das amostras da PCR para o gene GAPDH 

(200pb - seta branca), aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, 

Invitrogen®). O gel foi corado com brometo de etídio (0,5µ/mL) e separados por eletroforese 

(5V/cm), visualizados em transiluminador UV. Poço 1-24: amostras positivas. Poço 25-28: 

controles negativos. Poço 29: ladder. 

 

Como controle positivo e para confirmar que o gene msp4 é capaz de amplificar outras 

espécies de Anaplasma foi utilizado DNA de Anaplasma platys-like oriundo de cultivo celular 

(De Matos et al., 2025). 

 

 
 

Figura 4. Representação dos produtos de PCR para o gene msp4 (831 pb) de uma parte das 

amostras, aplicados em gel de agarose a 2% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®) corado 

com DSview nucleic stain 20.000X (Sinapse Inc®) e separados por eletroforese (5V/cm), 

visualizados em transiluminador UV. Poço 1: ladder; Poço 2-27: amostras positivas (poços 25 

e 27 - controles positivos de Anaplasma platys-like). Poço 28-29: controles negativos; Poço 30: 

controle positivo para Anaplasma marginale. 
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No gene msp4 para Anaplasma spp. obteve-se 259 amostras positivas de 388 

amostradas, com um percentual de 66,8% (Tabela 2). O percentual de animais positivos nas 

propriedades estudadas variou de 0,0 a 85,4%, no entanto, quando os sistemas de criação foram 

comparados, 69,73% (205/294) dos animais criados em sistemas convencionais e 57,45% 

(54/94) dos criados em sistemas orgânicos foram considerados positivos para Anaplasma spp., 

diferindo estatisticamente (p=0,0278).  Quanto ao manejo sanitário de cada propriedade, o 

percentual de positividade não diferiu estatisticamente (p=0,9407), com 67,04% (59/88) dos 

animais oriundos de propriedades com manejo sanitário considerado satisfatório, 65,38% 

(68/104) dos animais oriundos de propriedades com manejo sanitário considerado regular e 

67,35% (132/196) dos animais oriundos de propriedades com manejo sanitário considerado 

precário, considerados positivos para Anaplasma spp. 

 

Tabela 2. Distribuição de amostras por município, número de positivos e percentual para 

Anaplasma spp. e sistemas de produção no estado do Rio de Janeiro. 
Município Total de 

Amostras 
Amostras 

Positivas 
% Positivas Sistema de 

Produção 
Vassouras 68 48 70.6 Convencional 
Piraí 91 69 75.8 Convencional 
Miguel Pereira 41 35 85.4 Orgânica 
Seropédica 
(Fazenda 1) 

31 20 64.5 Convencional 

Seropédica 

(Fazenda 2) 
20 11 55.0 Orgânica 

Teresópolis 33 8 24.2 Orgânica 
Volta Redonda 92 68 73.9 Convencional 
Guapimirim 12 0 0.0 Convencional 
Total 388 259 66.8 - 

 

Foi enviada para sequenciamento pelo menos uma amostra de cada propriedade. Após 

sequenciamento do gene msp1a e a análise dos dados do programa BLASTn, foi possível 

localizar cepas com alto percentual de similaridade em relação às encontradas neste estudo. As 

sequências de Vassouras apresentaram 99,87% de similaridade com uma sequência da 

Tailândia (amostra 1) e 100% com sequências da Argentina e de Minas Gerais, Brasil (amostra 

6). As sequências de Seropédica mostraram 100% de similaridade com sequências do Rio de 

Janeiro (amostra 53) e da Tailândia (amostra 61). Em relação à propriedade de Piraí, a amostra 

55 apresentou 99,36% e a amostra 105, 98,53% de similaridade genética com sequências 

também oriundas do Rio de Janeiro. A amostra 70, da propriedade de Teresópolis, apresentou 

100% de similaridade com uma sequência descrita em Cuba, enquanto a amostra 204, de Volta 

Redonda, obteve 99,1% de similaridade com uma sequência do Sul da África. 

A análise das repetições em tandem confirmou um alto nível de variabilidade estrutural 

entre os isolados. Foram identificados oito perfis distintos de TR, com a maioria dos isolados 

atribuída ao genótipo E (SD–ATG = 23 nt), enquanto um isolado de Seropédica (61) foi 

classificado como genótipo E1 (SD–ATG = 25 nt) (Tab. 3).  
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Tabela 3. Estrutura de repetições em tandem de msp1α, genótipo, m, n e distância SD-ATG  

dos isolados de Anaplasma marginale no estado do Rio de Janeiro. 
Cepa Origem Estrutura de 

repetições em 

tandem de msp1α 

Genótipo m* n** Distância SD-ATG 

Amostra 1 Vassouras 72 62 62 61 E 2 7 23 
Amostra 6 Vassouras α β β γ E 2 7 23 
Amostra 53 Seropédica 

(Fazenda 1) 
τ 10 10 15 E 2 7 23 

Amostra 61 Seropédica 
(Fazenda 1) 

τ 27 14 E1 2 8 25 

Amostra 55 Piraí τ 10 10 15 E 2 7 23 
Amostra 105 Piraí τ 22 4 22 E 2 7 23 
Amostra 204 Volta 

Redonda 
22 4 37 E 2 7 23 

Amostra 70 Teresópolis α β β γ E 2 7 23 

m* número de repetições da sequência do nucleotídeo G/ATTT 

n** número de repetições da sequência do nucleotídeo G 

 

A análise filogenética do gene msp1a de A. marginale revelou que as cepas obtidas no 

presente estudo se agruparam em duas principais linhagens. As amostras 1, 6 e 70 agruparam-

se dentro do clado H1, juntamente com sequências de referência do Brasil, México e Japão. Em 

contraste, as amostras 53, 55, 61, 105 e 204 foram posicionadas no clado dominado pelo 

haplótipo H2, misturadas com isolados previamente reportados do Brasil, Argentina, Cuba, 

Tailândia e Egito (Fig. 5). Esses achados demonstram a cocirculação de pelo menos duas 

linhagens distintas de msp1a em bovinos do Rio de Janeiro, refletindo tanto a diversidade local 

quanto conexões evolutivas com cepas descritas nas Américas e em outros continentes. 
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Figura 5. Árvore filogenética baseada em sequências nucleotídicas do gene msp1a de 

Anaplasma marginale obtidas no presente estudo (destacadas) e sequências de referência 

recuperadas do GenBank. As sequências foram alinhadas utilizando o MUSCLE no MEGA 11, 

e a árvore foi reconstruída pelo método de Máxima Verossimilhança sob o modelo de 

substituição de Kimura de 2 parâmetros. Os valores de bootstrap foram calculados com 1000 

replicações, e apenas valores acima de 60% são mostrados nos nós. Para cada sequência, o perfil 

correspondente de repetições em tandem é indicado, sendo que os padrões identificados no 

presente estudo correspondem aos resumidos na Tabela 3. 

 
 

Os índices de diversidade genética também sustentaram a presença de variação 

substancial dentro e entre grupos. Os valores de diversidade haplotípica foram uniformemente 

altos no presente estudo, no Brasil, nas Américas e em conjuntos globais de dados (Hd ≈ 0,96–

0,99), enquanto o número médio de diferenças nucleotídicas (k) variou entre os grupos (Tabela 

4). Os testes de neutralidade apresentaram valores não significativos (p > 0,05) em todas as 

comparações, indicando que os padrões de polimorfismo observados são consistentes com 

evolução neutra e não fornecem evidências de fortes pressões seletivas atuando sobre gene 

msp1a de A. marginale nas populações estudadas (Tab. 4). 
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Tabela 4. Índices de diversidade genética e estatísticas dos testes de neutralidade do gene 

msp1a de Anaplasma marginale: comparação entre isolados do presente estudo, de outras 

regiões do Brasil, das Américas e em nível global. 

Região 

amostrada 

índice de diversidade Teste de neutralidade 

Número de 

haplótipos 
Hd ± SD K Tajima’s D Fu and Li D Fu and Li F 

Presente 

estudo 
2 

0.964 ± 

0.077 
21.821 

0.589; 

p > 0.05 

0.547; 

p > 0.05 

0.621; 

p > 0.05 

Brasil 19 
0.966 ± 

0.019 
18.388 

- 0.529; 

p > 0.05 

0.770; 

p > 0.05 

0.407; 

p > 0.05 

Américas 21 
0.968 ± 

0.020 
24.146 

0.099; 

p > 0.05 

1.128; 

p > 0.05 

0.927; 

p > 0.05 

Global 17 
0.988 ± 

0.021 
13.754 

- 1.329; 

p > 0.05 

- 0.695; 

p > 0.05 

- 1.028’ 

p > 0.05 

 
 

Além disso, comparações pareadas entre grupos de sequências demonstraram uma 

diferenciação genética moderada, mas detectável. Embora os valores de Fst entre as cepas do 

presente estudo e outras sequências brasileiras tenham sido baixos (0,043), valores mais altos 

foram observados em comparações com sequências de conjuntos globais (0,078), 

acompanhados por valores elevados de Dxy (Tabela 5). Esses resultados sugerem que, embora 

as cepas do Rio de Janeiro (presente estudo) permaneçam estreitamente relacionados àquelas 

que circulam no Brasil, elas também contribuem para a heterogeneidade genética mais ampla 

de A. marginale observada entre continentes. 
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Tabela 5. Diferenciação genética pareada (teste de significância χ², Fst e Dxy) entre grupos de 

sequências msp1a de Anaplasma marginale: comparação dos isolados do presente estudo com 

aqueles do Brasil, das Américas e de conjuntos globais de dados. 

Índices de diferenciação genética e 

origem das amostras 

Presente 

estudo 

Brasil Global 

Distribuição dos 

polimorfismos de 

nucleotídeos (χ²) 

Presente 

estudo 

   

Brasil 26.357; 

df = 19  

p = 0.236 

  

Américas 31.640; 

df = 19 

 p = 0.136 

46.902; 

df = 25 

p = 0.025* 

 

Global 17.408; 

df = 18 

p = 0.492 

32.418; 

df = 23 

p = 0.179 

24.639; 

df = 14 

p = 0.135 

Fst Presente 

estudo 

   

Brasil 0.043   

Américas 0.166 0.112  

Global - 0.007 0.032 0.078 

Dxy Presente 

estudo 

   

Brasil 0.069   

Américas 0.1718 0.192  

Global 0.084 0.117 0.206 

*estatisticamente significativo. 
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4. DISCUSSÃO 

 

A escolha dos genes msp4 e msp1a para as análises realizadas neste estudo baseia-se em 

suas características complementares na investigação de A. marginale. O gene msp4 apresenta 

baixa variabilidade entre isolados, sendo altamente conservado, o que o torna um marcador 

confiável para triagem e detecção da bactéria, permitindo identificar a presença do agente com 

elevada especificidade (Oberle; Palmer; Barbet, 1993). Em contrapartida, o gene msp1a contém 

regiões hipervariáveis compostas por repetições em tandem, indicando como a bactéria se 

adapta a diferentes hospedeiros e condições ambientais. Essa característica confere ao msp1a 

grande potencial para estudos de variabilidade genética, possibilitando a diferenciação entre 

isolados e compreensão de possíveis mecanismos de evasão imunológica (Allred et al., 1990). 

Dessa forma, a utilização conjunta desses dois genes permite não apenas assegurar a detecção 

de Anaplasma spp., mas também explorar a diversidade genética das linhagens circulantes, 

ampliando a compreensão da dinâmica epidemiológica do agente.  

Estudos presentes na literatura relatam a prevalência de A. marginale, através da técnica 

de PCR, em diferentes regiões brasileiras. Na região Norte foram relatados 92,87% no Acre e 

98,6% em Rondônia (Brito et al., 2010). Na região Nordeste: 17,1% no Semiárido Paraibano 

(Costa et al., 2018), 67,4% no Maranhão (Pereira et al., 2021), 61,46% no Pará (Monteiro et 

al., 2024) e 76,2% na bacia leiteira do Piauí (Souza et al., 2013). Na região Sudeste: 55,6% no 

Noroeste de Minas Gerais (Bahia et al., 2020) e 66,8% na região do Rio de Janeiro, no presente 

trabalho. A variação observada entre os estados demonstra dinâmicas de transmissão 

heterogêneas, provavelmente influenciadas por diferenças microclimáticas, topográficas e de 

manejo sanitário. 

Locais com temperaturas mais elevadas tendem a apresentar maior propensão ao 

desenvolvimento de carrapatos, uma vez que o aumento da temperatura favorece tanto a 

reprodução quanto o ciclo de vida desses artrópodes. Este fenômeno pode ser observado no 

percentual reduzido de Anaplasma spp. registrados na região de Teresópolis durante o presente 

estudo, embora a propriedade analisada apresente manejo inadequado. O resultado pode ser 

associado ao período de coleta realizado no mês de inverno (julho), bem como às características 

geográficas da região serrana, reconhecida por apresentar médias baixas de temperatura durante 

o inverno, fator que pode limitar o crescimento populacional dos carrapatos (Castañeda Arriola 

et al., 2021; Oshiro et al., 2021). 

 De acordo com os conceitos sobre instabilidade e estabilidade enzoótica de Mahoney 

& Ross (1972), a região Norte do Brasil se classifica como área de estabilidade, enquanto 

Nordeste e Sudeste são áreas de instabilidade, incluindo as propriedades desse trabalho. Na 

maioria dos casos, regiões de instabilidade enzoótica são regiões de criação extensiva com 

baixo nível de infestação por carrapatos ou onde animais jovens não entram em contato com a 

bactéria. Nesses locais, introduções de animais infectados podem causar surtos severos.  

São escassos os trabalhos que utilizam biologia molecular para a detecção de A. 

marginale no estado do Rio de Janeiro. Uma pesquisa realizada na Baixada Fluminense testou 

21 bezerros com 13 dias de vida e obteve 100% de positividade por meio da amplificação do 

gene msp5 (Silva, 2012). Silva et al. (2015) relataram uma variação de 15% em recém-nascidos 

e 100% em animais com 90 dias de idade, através da qPCR, na cidade de Seropédica, também 

localizada na Baixada Fluminense. Chagas et al. (2025) encontraram 73,5% de prevalência em 

Vassouras, município do Rio de Janeiro, pela técnica de PCR (dados em fase de publicação). 

Por outro lado, a literatura apresenta estudos de soroprevalência por meio do ensaio 

imunoenzimático (ELISA) indireto. Souza et al. (2000) relataram 91,16% de positividade para 

o agente em nove municípios da mesorregião Norte Fluminense, enquanto Souza et al. (2001) 

observaram 98,21% na mesorregião do Médio Paraíba (RJ). Entretanto, é importante destacar 

que os métodos diagnósticos apresentam princípios distintos: enquanto o ELISA indica 
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exposição prévia ao agente pela detecção de anticorpos, a PCR (incluindo qPCR) permite a 

identificação direta do DNA do patógeno, evidenciando infecção ativa. Assim, os parâmetros 

de avaliação diferem significativamente, o que dificulta a comparação direta entre os resultados 

obtidos por cada técnica (Marana et al., 2006; Valones et al., 2009). 

Em relação aos sistemas de criação, deve-se destacar que não é possível comparar os 

percentuais de positividade e nem correlacionar de forma confiável, devido à variabilidade no 

tamanho dos rebanhos amostrados (Pajoro et al., 2024). Estudos que realizem comparações de 

hemoparasitoses em rebanhos orgânicos e convencionais são praticamente inexistentes na 

literatura. Foram identificadas apenas algumas referências, incluindo três estudos realizados na 

Europa (Chincarini et al., 2022; Takeuchi-Storm et al., 2019; Nosal et al., 2025), entretanto, 

estes foram relacionados principalmente a parasitos gastrointestinais. Uma revisão sistemática 

realizada em bovinos leiteiros, que investigou o impacto da abordagem orgânica, convencional 

e intensiva na circulação de agentes infecciosos, sugeriu que o tipo de sistema de criação não 

influencia de forma significativa a circulação desses agentes (Pajoro et al., 2024). Dessa forma, 

é fundamental que novas pesquisas sobre hemoparasitoses em criações orgânicas sejam 

publicadas, a fim de suprir a atual lacuna de informações existentes na literatura sobre o tema. 

Apesar de não ter sido observada diferença estatística entre os diferentes manejos 

sanitários no presente estudo, um manejo adequado na bovinocultura está diretamente associado 

à redução do estresse e à manutenção de boas condições nutricionais, fatores essenciais para o 

fortalecimento da imunidade dos animais. Nesse contexto, destaca-se que parasitos externos 

representam uma importante fonte de estresse, comprometendo o bem-estar, a resposta 

imunológica e, consequentemente, a produtividade do rebanho (NCAT, 2015). Foram 

encontrados outros estudos que associam o manejo sanitário inadequado à ocorrência de 

hemoparasitoses (Brito et al., 2007; Ono et al., 2017; Kemer et al., 2020). As práticas 

inadequadas de higiene nas propriedades também foram relacionadas à ocorrência de vetores, 

já que muitas vezes o acúmulo de matéria orgânica serve de substrato para o desenvolvimento 

dos mesmos e o sucesso do estabelecimento desses parasitas é um fator determinante para a 

manutenção do ciclo de hemoparasitoses nos rebanhos (Andrade Junior, 2021; Mor et al., 

2024).  

Na análise de similaridade do gene msp1a, os dados observados podem ser explicados 

pelo elucidado por Vidotto et al. (2006), de que a aquisição de animais provenientes de diversos 

rebanhos constitui uma das principais formas de introdução de diferentes cepas de A. marginale, 

tanto de outras regiões do Brasil quanto de outros países. A caracterização molecular baseada 

no gene msp1α revelou a presença de duas principais linhagens filogenéticas (H1 e H2), 

evidenciando a coexistência de múltiplos haplótipos de A. marginale dentro dos rebanhos no 

estado. Essa diversidade sugere fluxo gênico entre populações regionais e apoia a hipótese de 

que a movimentação de animais entre fazendas desempenha um papel fundamental na 

introdução e manutenção de variantes (Estrada-Peña et al., 2009). 

As repetições em tandem revelaram uma diversidade de cepas, no entanto, a cepa τ-10-

10-15, identificada em Seropédica e Piraí, foi associada à transmissão transplacentária em 

estudo conduzido por Silva et al. (2015) com bezerros de até um ano no Rio de Janeiro. Já a 

cepa α-β-β-γ, encontrada em Vassouras e Teresópolis, havia sido previamente descrita em 

Minas Gerais por Pohl et al. (2013) e também demonstrou relação com a transmissão 

transplacentária, uma vez que foi detectada em bezerros recém-nascidos, com apenas um dia de 

vida. A recorrência desses achados no Rio de Janeiro sugere a continuidade de genótipos 

circulantes semelhantes aos previamente reportados na América do Sul. A persistência desses 

genótipos em diferentes municípios sugere uma adaptação bem-sucedida do agente a múltiplas 

vias de infecção, potencialmente contribuindo para a sua manutenção em áreas endêmicas, 

independentemente da sazonalidade do vetor. 
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O estudo realizado por Estrada-Peña et al. (2009) descreveu uma correlação entre o 

comprimento da região SD–ATG (variando de 19 a 29 nucleotídeos) do microssatélite MSP1a 

e o nível de expressão gênica, que influencia diretamente a infectividade e a capacidade de 

transmissão de A. marginale. Cepas com uma distância SD–ATG de 19 nucleotídeos exibiram 

menor expressão de MSP1a, enquanto aquelas com 23 ou 29 nucleotídeos mostraram níveis de 

expressão mais altos. Consistentemente, Parodi et al. (2022) relataram que 88% (53/60) das 

cepas analisadas correspondiam a genótipos com uma distância SD–ATG de 23 nucleotídeos, 

sugerindo um maior potencial infectivo para essas variantes. Esses achados corroboram os 

resultados do presente estudo, no qual sete sequências exibiram uma distância de 23 

nucleotídeos e uma mostrou uma distância de 25 nucleotídeos. 

A predominância do genótipo E, identificado na maioria das amostras, é consistente com 

achados anteriores no Brasil e em outros países da América do Sul (Estrada-Peña et al., 2009; 

Pohl et al., 2013; Machado et al., 2015; De Souza Ramos et al., 2019; Parodi et al. 2022), onde 

este genótipo tem sido descrito como o mais amplamente distribuído. A detecção de uma 

variante relacionada (E1) em Seropédica representa um achado relevante, possivelmente 

indicando a ocorrência de mutações pontuais ou a introdução de uma linhagem exógena. 

 Os altos índices de diversidade de haplótipos (Hd > 0,96) e os testes de neutralidade 

não significativos (D de Tajima, D e F de Fu e Li; p > 0,05) indicam que a variabilidade 

observada é consistente com um padrão evolutivo neutro, sem forte pressão seletiva atuando 

sobre o gene msp1α. Esse padrão pode refletir uma história demográfica de populações estáveis, 

mantida por deriva genética e sucessivas introduções de cepas intimamente relacionadas. A leve 

diferenciação genética entre os isolados deste estudo e os de outras regiões brasileiras (Fst

=0,043), juntamente com valores de comparação global mais altos (Fst=0,078) e Dxy elevado, 

sugere uma conectividade genômica predominante em nível nacional, com contribuições 

externas aumentando a heterogeneidade genética geral do agente.
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CONCLUSÕES 
 

O presente estudo demonstrou uma grande diversidade genética de Anaplasma 

marginale nas fazendas do Estado do Rio de Janeiro, além da alta prevalência do agente.  

As análises filogenéticas demonstraram a cocirculação de pelo menos duas linhagens 

distintas (H1 e H2), geneticamente relacionadas a isolados de outros estados brasileiros e de 

diferentes continentes. A predominância do genótipo E e a detecção pontual da variante E1 

indicam a coexistência de linhagens locais e de possíveis introduções de cepas exógenas.  

A ausência de associação estatística entre o manejo sanitário e a infecção observada 

neste estudo pode refletir a alta endemicidade da região e limitações do método de 

classificação, não permitindo conclusões definitivas sobre o impacto do manejo na ocorrência 

do agente.  

Esses achados reforçam a necessidade de estratégias integradas de controle que 

considerem o monitoramento molecular contínuo, o manejo racional de vetores e a 

rastreabilidade de animais entre propriedades. 

Dessa forma, o objetivo de caracterizar a diversidade genética de A. marginale em 

rebanhos bovinos do RJ foi alcançado, fornecendo dados inéditos para o estado e 

complementando o cenário epidemiológico nacional. 
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