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RESUMO

SOUZA, Lais Feliciano. Anaplasma marginale em Rhipicephalus microplus,
Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans: Detec¢cio molecular e analise
epidemiologica no carrapato 2023. 65p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Anaplasmose bovina ¢ uma enfermidade causada pela bactéria intracelular Anaplasma
marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) que ¢ amplamente distribuida e pode causar
grandes prejuizos econdmicos para os paises onde a pecudria bovina ¢ desenvolvida.
Bovinos de todas as idades podem ser acometidos por esta enfermidade, podendo haver
casos assintomaticos ou sintomaticos, levando a diminui¢do da producao de leite,
abortos e até a morte. Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um dos vetores de A.
marginale no Brasil, mas outras formas de transmissdao também sao relatadas, incluindo
a transmissdo mecdnica por moscas hematofagas e a transmissdo iatrogénica. Dos
fatores que contribuem para a dificuldade do controle da anaplasmose bovina pode-se
destacar as duavidas em relagdo aos possiveis vetores, meios e mecanismos de
transmissao. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo investigar a presenca
do DNA de Anaplasma marginale no carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e
em moscas Stomoxys calcitrans ¢ Haematobia irritans em propriedades de aptidao
leiteira dos municipios de Seropédica e Paracambi do Estado do Rio de Janeiro. No
laboratério os espécimes foram dissecados e os 6rgaos internos usados para extracao de
acido desoxirribonucleico (DNA), avaliados por PCR em tempo real (qQPCR) e nested
PCR para analise molecular de A. marginale e sequenciadas para validagdo dos
resultados. Com isso 73% (n=29/40) de S. calcitrans, 90% (n=26/29) de H. irritans ¢
45% (n=43/96) de R. microplus apresentaram resultados positivos. O presente trabalho
relata a presenca do DNA de A. marginale em glandula salivar de fémeas de R.
microplus como também em pecas bucais de moscas das espécies S. calcitrans e H.
irritans. Os resultados apresentados nesta pesquisa revelam uma alta frequéncia do
DNA de A4, marginale nas espécies de artropodes investigados, ressaltando a
importancia de novos estudos de investigagdo experimental para comprovar a
participagdo desses artropodes no ciclo de transmissdo. Dessa forma, serd possivel
implementar medidas de estratégias para a prevengao da anaplasmose bovina, levando
em consideragdo as espécies de artropodes vetores que participam da cadeia
epidemioldgica da doenga em bovinos no Brasil e no mundo.

Palavras-chave: Anaplasmataceae, insetos hematéfagos e prevengao de doengas.



ABSTRACT

SOUZA, Lais Feliciano. Anaplasma marginale in Rhipicephalus microplus, Stomoxys
calcitrans and Haematobia irritans: Molecular detection and epidemiological
analysis in ticks 2023. 65p. Dissertation (Master's Degree in Veterinary Sciences),
Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Bovine anaplasmosis is a disease caused by the intracellular bacterium Anaplasma
marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) which is widely distributed and can cause
major economic damage to countries where cattle farming is carried out. Cattle of all
ages can be affected by this disease, and there may be asymptomatic or symptomatic
cases, leading to reduced milk production, abortions and even death. Rhipicephalus
(Boophilus) microplus is one of the vectors of 4. marginale in Brazil, but other forms
of transmission have also been reported, including mechanical transmission by
hematophagous flies and iatrogenic transmission. One of the factors contributing to the
difficulty in controlling bovine anaplasmosis is the doubts regarding the possible
vectors, means and mechanisms of transmission. The aim of this study was to investigate
the presence of Anaplasma marginale DNA in the tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus and in flies Stomoxys calcitrans and Haematobia irritans on dairy farms in
the municipalities of Seropédica and Paracambi in the state of Rio de Janeiro. In the
laboratory, the specimens were dissected and the internal organs used for
deoxyribonucleic acid (DNA) extraction, evaluated by real-time PCR (qPCR) and
nested PCR for molecular analysis of 4. marginale and sequenced to validate the results.
As a result, 73% (n=29/40) of S. calcitrans, 90% (n=26/29) of H. irritans and 45%
(n=43/96) of R. microplus were positive. This study reports the presence of A. marginale
DNA in the salivary glands of R. microplus females as well as in the mouthparts of 'S.
calcitrans and H. irritans flies. The results presented in this study reveal a high
frequency of A. marginale DNA in the arthropod species investigated, highlighting the
importance of new experimental research studies to prove the participation of these
arthropods in the transmission cycle. In this way, it will be possible to implement
strategic measures for the prevention of bovine anaplasmosis, taking into account the
species of arthropod vectors that participate in the epidemiological chain of the disease
in cattle in Brazil and around the world.

Keywords: Anaplasmataceae, hematophagous insects and disease prevention.
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1. INTRODUCAO

Anaplasmose bovina ¢ uma enfermidade causada pela bactéria intracelular
Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae), e possui ampla distribui¢ao em
regides tropicais e subtropicais, causando grandes prejuizos econdmicos para pecuaria
(KOCAN et al., 2004; 2010; TURRUELA et al., 2020).

Bovinos de todas as idades podem ser infectados e permanecem portadores
permanentes com sinais clinicos variando de assintomadticos para casos mais graves e
sintomas como a febre, anemia, abortos, perdas de peso, diminui¢do na producao de
leite ou morte (RIBEIRO PASSOS, 2002; AUBRY E GEALE, 2011; CANGUSSU et
al., 2018). O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um dos vetores de A.
marginale no Brasil, ocorrendo a transmissdo de forma transestadial e
intraestadialmente, a morbidade da anaplasmose esta relacionada principalmente a
flutuacao da populacao do vetor (UILENBERG 1970; SAMISH et al. 1993; AGUIRRE
et al. 1994).

No entanto, outras formas também sao relatadas, incluindo a transmissao
mecanica por meio de moscas hematdfagas principalmente através dos géneros
Stomoxys e tabanideos. Particulas infectantes sdo transferidas através das partes bucais
dos dipteros, levando de um animal para outro, com diferentes graus de sucesso (FOII
et al., 1989; SCOLES et al., 2005; KIKUGAWA e¢t al., 2009; SANTOS et al., 2013).
Stiling et al. (1993) mencionou em seu estudo a preocupacao com Haematobia irritans
em relacao a transmissao de varios patdgenos, como Carbunculo Hematico, Leucose, o
helminto Stephanofilaria sp e anaplasmose. Em Araujo et al. (2021), relatou a presenca
de Anaplasma marginale em 6rgaos de Stomoxys calcitrans coletadas no Municipio de
Seropédica- RJ.

H4 também a transmissdo iatrogénica da bactéria, através do wuso de
instrumentagao cirargica ou agulhas contaminadas com o patogeno durante uso coletivo
destes materiais, em procedimentos como descorna, castragdo e vacinagdo, auxiliando
assim na disseminagdo do agente patogénico nas propriedades rurais (SANTOS et al.,
2017; BRITO et al., 2019; FERREIRA et al., 2019; HERRERA et al., 2019; BAHIA et
al., 2020).

Trabalhos apontam a imunizacdo dos rebanhos, com vacinas recombinantes
baseadas em proteinas de superficie de 4. marginale, para preservar os bovinos das

infecgoes pela bactéria (CROSBY et al., 2015; DERINGER et al., 2018). Um dos



obstaculos para a elaboracdo de uma vacina eficaz contra a enfermidade ¢ a existéncia
de muitas variantes de bactéria (DERINGER et al., 2017; CANGUSSU et al., 2018).
Outro empecilho para o controle de A. marginale é o envolvimento de muitos
componentes como a genética do rebanho, clima, manejo sanitidrio dos animais e
disponibilidade de vetores. Estes fatores podem ser determinantes para caracterizar a
situagdo enzoodtica e para avaliar os riscos aos rebanhos. De acordo com Uilenberg
(1992) a suscetibilidade dos bovinos em contrair doengas ¢ um fator tdo importante
quanto a presenca de vetores

Portanto, a realizacdo de estudos para que se possa entender melhor o papel das
moscas como possiveis vetores ¢ de grande importancia. Estes estudos podem entdo
esclarecer os questionamentos sobre a importancia epidemiologia desses artropodes na
transmissdo de A. marginale, principalmente em locais onde a populagdo desses dipteros
¢ abundante em rebanhos de gado de leite. No estado do Rio de Janeiro ndo ha muitos
estudos sobre a epidemiologia e importancia de Anaplasma marginale na dindmica de
transmissao por Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans. Com isto, este trabalho teve
o objetivo de detectar a presenga do DNA Anaplasma marginale em pegas bucais e
intestinos de Stomoxys calcitrans € Haematobia irritans e em glandulas salivares de
fémeas de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus utilizando as técnicas de

gPCR, nPCR e sequenciamento.



2. REVISAO DE LITERTURA

2.1 Dipteros hematofagos
2.1.1 Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758)

O género Stomoxys possui 18 espécies, sendo Stomoxys calcitrans (Figura A e B),
popularmente denominada como “mosca — dos — estdbulos” a espécie mais comum,
apresentando distribuicdo mundial e com mais relatos em regides de clima temperado.
Se trata de um ectoparasita, vetor mecanico com aparelho bucal picador-sugador (Figura
1) (MUENWORN et al.,2010; BALDACCHINO et al., 2013; SCULLY et al.,2017) e
sdo responsaveis por problemas de bem-estar animal e econdmicos ao redor de todo o

mundo (BALDACCHINO et al., 2013).

Reino: Animalia LINNAEUS, 1758.

Sub Reino: Bilateria HATSCHEK, 1888.

Filo: Arthropoda SIEBOLD, 1848.

Classe: Insecta LINNAEUS, 1758.

Ordem: Diptera LINNAEUS, 1758.

Familia: Muscidae LATREILLE, 1802.

Género: Stomoxys GEOFFROY, 1762.

Espécie: Stomoxys calcitrans LINNAEUS, 1758.

7=

Figura 1 (A e B): Imagem dorsal e imagem de aparelho bucal de Stomoxys calcitrans.

Disponivel em: DISCOVERLIFE 2023.



A fémea e o macho sdo hematofagos e constantemente ingerem uma quantidade
pequena de sangue ao longo do dia (CORTINAS E JONES, 2006;BOWMAN, 2010;
TAYLOR et al.,2017).

O ciclo holometabolo (Figura 3) apresenta as fases de ovo, larva de primeiro
estagio (L1), larva de segundo estagio (L2), larva de terceiro estagio (L.3), pupa e adultos
sendo a temperatura idealpara o andamento e crescimento da mosca de
aproximadamente 25-27°C. Mediante esta temperatura, apos a postura, em torno de dois
a trés dias ocorre a eclosdo da larva L1. Esta ira sofrer duas ecdises até se tornar L3, um
processo que pode levar de dez a treze dias para seu completo desenvolvimento. A larva
L3 originara a pupa e ap0s seis dias dard origem a uma mosca adulta. O ciclo se torna
completo em um periodo de duas a quatro semanas em locais com a temperatura
favoravel (AGUIARVALGODE; MILWARD-DE-AZEVEDO,1992; TAYLOR et al.,
2017).

{
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Stomoxys calcitrans. As larvas eclodem em 24 horas e se
desenvolvem, mudam para pupas e apos 6 dias emergem os adultos, estes saem do

hospedeiro para fazer postura em matéria organica. Fonte: Rodrigues (2023).

A reproducdo de Stomoxys esta ligada a decomposicdo da matéria vegetal, suas
larvas podem crescer em diversos substratos (CORREA et al., 2013: COOK et al.,2018).
Fezes frescas misturadas aos residuos de ragdo, urina e outros tipos de materiais
organicos podem fornecer condi¢cdes adequadas para o crescimento de moscas
(HOGSETTE et al., 1987; BROCE et al., 2005; COOK et al., 2018; GILLES et al.,
2008; BITTENCOURT, 2012). Essas situacdes permitem a manuten¢do da comunidade

local de moscas, ocasionando maiores infestagdes nas propriedades. Estudos foram



realizados envolvendo surtos referentes a mosca dos estabulos (BARROS et al., 2010;
ODA; ARANTES 2010; KASSAB et al., 2012). Estes autores reforcaram que os
problemas ligados a S. calcitrans ocorrem por conta do fornecimento de ambientes

propicios ao desenvolvimento de suas fases imaturas.

A expansdao da industria sucroalcooleira em dareas de pecudria tem sido
recentemente relacionadas ao aumento da populacdo de S.calcitrans nas propriedades
BARROS et al., 2010). A capacidade de voo da mosca associado a palhada da cana-de-
agucar que fica ao solo ap0s a colheita, bem como o vinhoto da cana-de-agtcar, podem
criar condi¢des favoraveis para o aumento da populagdo destes dipteros (BAILEY et
al.,1973; HOGSETTE; RUFF, 1985), principalmente se mal manejados no uso agricola
(VITTIL; LUZ 2008).

Stomoxys calcitrans dispde muitos hospedeiros, especialmente os mamiferos e
estéa relacionada no mundo todo a animais selvagens e ao gado (KHALIFA et al., 2022).
Os bovinos sao os animais mais acometidos pela picada da mosca dos estabulos, e desta
forma, atuam em um papel direto na epidemiologia de enfermidades que podem ser

transmitidas por elas (SHOWLER et al., 2015; RODRIGUES 2023).

A picada da mosca ¢ dolorosa, causa prurido, incomodo por efeitos toxicos da
saliva e perda de sangue. Infestacdes acarretam perdas significativas na produgao,
resultando em importantes perdas econdmicas para induastria, em torno de US$ 335

milhdes por ano (BALDACCHINO et al., 2013; GRISI et al., 2014).

E importante evidenciar que os prejuizos econdmicos sao pertinentes quando ha
surto, devido a inquietagdo do gado, diminuigdo na alimentacdo, o que choca

diretamente a producao de leite e carne (TAYLOR et al.,2017; RODRIGUES 2023).

No Brasil, a sazonalidade de Stomoxys calcitrans apresenta picos populacionais.
Durante a estacdo de chuvas ocorre um aumento do nimero de moscas no pais, de forma
mais precisa, no inicio da estagao (RODRiGUEZ—BATISTA et al.,, 2005;
DOMINGHETTI et al., 2015). Sendo assim, em condi¢des naturais ha situagdes de
menor ou maior ocorréncia da mosca em funcdo ao clima local, época do ano, fatores
climaticos e regido (BITTENCOURT, MOYA-BORIJA, 2000; RODRIGUEZ-BATISTA
et al., 2005). Entretanto, propriedades que utilizam o manejo agropecuario, manejo de
residuos e de subprodutos, sdo beneficiadas, dado que que essas praticas sao fatores

importantes para o controle da mosca (DOMINGHETTI, 2017).



2.1.2  Stomoxys calcitrans como vetor de patéogenos e importancia

médico veterinaria

A presencga desses organismos no ambiente pode acarretar prejuizos diretos e
indiretos aos animais e estes sao mais dificeis de se calcular. Um exemplo de prejuizo
direto, seria a picada que causa um processo doloroso e pruriginoso, ¢ indireto quando
ocasiona a inoculagdo de algum patdgeno ao hospedeiro por meio da picada do
ectoparasita. Stomoxys calcitrans atua como vetor mecanico de diversos agentes
patogénicos, como por exemplo virus, protozoarios, helmintos e bactérias

(BALDACCHINO, et al., 2013).

Este ectoparasita pode carrear relevantes patdégenos, dentre eles, o virus da febre
do Nilo Ocidental (DOYLE et al., 2011), virus da peste suina africana (MELLOR et
al.,1987), virus da anemia infecciosa equina (HAWKINS et al., 1973; FOIL et al., 1983;
GREEN et al., 1996) Anaplasma marginale (SCOLES et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2011), Trypanosoma vivax (MIHOK et al., 1995; CUGLOVICI et al., 2010),
Habronema microstoma (TRAVERSA et al., 2008) entre outros (BALDACCHINO, et
al., 2013).

Segundo Aratjo et al. (2021) em um trabalho realizado no campus da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro constatou, pela primeira vez no estado do
Rio de Janeiro, exemplares de S. calcitrans que possuiam material genético de
Anaplasma marginale,contribuindo com estudos sobre a dindmica da transmissdo do

patoégeno.

A transmiss@o mecanica ¢ o modo mais simples de transmissdo e ¢ considerado
um dos mais importantes feitos indiretos dos insetos, pois esta forma de transmissao
pode ocorrer por meio da contaminagdo da peca bucal ou da regurgitagdo do conteudo

do sistema digestivo (MORDOMO et al.,1977; BALDACCHINO, et al., 2013).



2.1.3 Haematobia irritans (Linnaeus, 1758)

A mosca dos chifres (Figura 4), Haematobia irritans (Linnaeus, 1758), em 1830
foi reconhecida como um problema na Franca, apés a Guerra Civil norte-americana
foram importados muitos bovinos da Europa e com isso a mosca-dos-chifres foi

conquistando novos territorios, por volta de 1884 ¢ 1886 nos EUA.

Em aproximadamente 12 anos a mosca ja havia ocupado a maior parte dos Estados
Unidos e Havai. Exportacdes no mesmo periodo fizeram com que chegasse ao Canada
e nas ilhas do Caribe. Chegou a América do Sul, sendo reconhecida na Venezuela e
Colombia em 1937, de acordo com a Delegacia Federal de Agricultura de Roraima,
Haematobia irritans, apareceu no territorio entre 1976 e 1977, provavelmente vinda da
Guiana, mas somente em 1980, foi definitivamente identificada (VALERIO e
GUIMARAES 1983). O deslocamento de bovinos por meio do rio Amazonas € a
passagem de veiculos sujos com fezes ao longo do Brasil fez com que a mosca
alcancasse todo o territorio nacional. Apos algumas tentativas de controle como a
importagao do besouro africano e a criagdo de um grupo de peritos nacionais para
estudar o controle e a expansdo da mosca, em margo de 1990 foi langado o programa
nacional de controle da mosca-dos-chifres e passados dez anos depois do primeiro alerta

sobre o perigo, a mosca ja havia invadido boa parte do Brasil.

E conhecida comummente como mosca-dos-chifres e tem como hospedeiro
preferencial os bovinos (CASTIGLIONI; BICUDO, 2005). Porém, em época de grande
infestacdo no campo ou na auséncia deste animal, a mosca ataca outras espécies, como

os ovinos e os equinos (ALMEIDA et al., 2010).

Reino: Animalia LINNAEUS, 1758.

Sub Reino: Bilateria HATSCHEK, 1888.

Filo: Arthropoda SIEBOLD, 1848.

Classe: Insecta LINNAEUS, 1758.

Ordem: Diptera LINNAEUS, 1758.

Familia: Muscidae LATREILLE, 1802.

Género: Haematobia LEPELETIER, E SERVILE, 1828.
Espécie: Haematobia irritans LINNAEUS, 1758.



Figura 3. Imagem dorsal e imagem de aparelho bucal de Haematobia irritans
Disponivel em: Departamento de entomologia da Universidade do Nebrasca. Acesso

em 11/10/2023.

A duragdo do ciclo biologico pode ser de até 16 dias dependendo da temperatura
e das condi¢des ambientais de cada oviposi¢do. Uma fémea pode produzir de 100 a 200
ovos. As moscas saem do hospedeiro vertebrado para fazer postura em fezes frescas de
bovino e, uma vez no esterco, os ovos podem eclodir em um periodo de 20 a 24 horas
em uma temperatura entre 24 °C a 27 °C. Ocorrem trés estagios larvais (L1, L2 e L3)
que se desenvolvem quase que exclusivamente nas fezes, com duracao de 4 a 8 dias para
o estagio de pupa. O processo de pupa acontece dentro ou proximo ao bolo fecal. A
sobrevivéncia dentro do bolo fecal depende das larvas e pupas resistirem a iniimeros
fatores como: variagdo do conteudo nutricional, variagdo de temperatura ¢ umidade,
competicdo com outros insetos, efeito de predadores e parasitéides (TAYLOR et

al.,2017).



2.1.4 Haematobia irritans como vetor de patdgenos e importancia
médico veterinaria
No Brasil, a presenca desta mosca foi registrada pela primeira vez em Roraima
entre os anos de 1977 e 1978. Atualmente encontra-se dispersa em todos os estados do

Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina. O impacto de H. irritans no rebanho bovino

varia em relagdo ao clima e técnicas de manejo (OYARZUN, 2008).

No Brasil, a estimativa do prejuizo econémico causados a pecudria ja chegou em
cerca de U$ 865 milhdes por ano (BIANCHINI et al., 2006). Por possuir uma picada
dolorosa, os animais apresentam maior estresse, ocorre queda na produgao de leite e
diminui¢io no ganho de peso (OLIVEIRA, 2019; KELLDRIN, 2021). E responsavel
por transmitir Stenofilaria stilesi, nematodeo parasita de pele de boi, pode causar
dermatite ulcerativa periobital ou ventral em cavalos, esta lesdo pode ser infestada pelo

nematodeo Habronema spp. além de veicular de ovos de D. hominis.

2.1.5 Rhpicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um carrapato de ciclo bioldgico em um
unico hospedeiro, os bovinos, e se destaca como o vetor mais importante de Anaplasma
marginale. Estao distribuidos em areas tropicais e subtropicais de alta produgdo bovina
(DE LA FOURNIERE et al., 2023). E o carrapato com maior importancia mundial no
quesito transmissdo de doengas parasitarias bovinas, mas ja foi relatada relagdo com

bufalos, cavalos, burros, caes, veados, cabras e ovelhas (DA SILVA et al., 2018).

Reino: Animalia LINNAEUS, 1758.

Subreino: Bilateria HATSCHECK, 1888.

Filo: Artrépodes SIELBOLD, 1848.

Classe: Aracnideos LAMARCK, 1801.

Ordem: Ixodida LEACH, 1817.

Familia: Ixodidae DUGES, 1834.

Género: Rhipicephalus KOCH, 1844.

Espécie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus CANESTRINI, 1888.

Em seu ciclo bioldgico (Figura 5) as larvas infestam o bovino e se alimentam por
6 a 8 dias até passarem muda para ninfas, as quais chegam ao estagio adulto em 7 a 9
dias com periodo total de parasitismo variando de 18 a 22 dias, podendo se ampliar até
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30 dias (BARROS-BATTESTI et al., 2006). A fase ndo parasitaria do ciclo ¢ marcada
pela postura dos ovos das fémeas no ambiente, seguida da eclosdo das larvas e do acesso
aos seus hospedeiros (WHARTON, 1974). Apesar de parasitarem preferencialmente
bovinos, outros animais podem ser hospedeiros e quando a infestacao ¢ alta, sdo capazes
eventualmente de parasitar humanos durante manipulagdo do animal (BARROS-
BATTESTI et al., 2006).

A A
\{ﬁ larvas permanecem no hospedeiro
e e se tornam adultos apés duas mudas
ovos eclodem em o
larvas de seis patas o

Fémeas caem
do hospedeiro
para realizar
postura

fémeas gravidas péem
ovos no ambiente

Figura 4. Ciclo bioldgico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. As Fémeas gravidas
pdem ovos no meio ambiente (1). Os ovos eclodem em larvas de trés pares de patas (2).
As larvas se fixam ao hospedeiro e depois de duas mudas (larva-ninfa e ninfa-adulto),
se desenvolvem em adultos. As fémeas caem do hospedeiro para realizagdo da postura
(4). Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention — CDC (2023). Disponivel
em: CDC. Acesso em 20/10/2023.

Denominado carrapato-do-boi, R. microplus, esta presente em todo o Brasil. A
disseminagdo e adaptacao desse ectoparasito ¢ favorecida devido aos fatores ambientais
e climaticos do pais (Figura 6) e pela disponibilidade de animais de racas mais sensiveis

(GRISI et al., 2014; MARQUES et al., 2020).

Esta espécie de carrapato ainda demanda grande atencdo no cenario da producao
bovina no Brasil (GARCIA et al., 2019). Sdo descritas perdas na producao de leite, carne
e couro em todo mundo e paises em desenvolvimento sdo os que mais sofrem as
consequéncias da presenca deste carrapato em seus rebanhos, necessitando de
mecanismos mais eficazes para o controle do carrapato (MARQUES et al.,2020). O

Brasil € responsavel pela exportagdo de aproximadamente 43 bilhdes de toneladas de
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leite e carne, desta maneira o comprometimento do rebanho nacional interfere muito na

economia (RODRIGUES et al., 2013; GRISI et al., 2014).

Current

Suitability
pw High

. Low

Figura 5. Imagem da adaptagdo atual do Rhipicephalus (Boophilus) microplus de
acordo com o modelo de nicho ecologico, sob condigdes ambientais. Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7298856/#CR4. Acesso em
20/10/2023.

2.1.6  Rhipicephalus (Boophilus) microplus como Vetor de Agentes

Patogénicos

Muitos patdégenos estdo relacionados a transmissdo por carrapatos, incluindo
virus, protozodrios, bactérias e rickétsias (CHOMEL, 2011). Devido ao seu habito
hematofago, estdo no primeiro grupo como fonte de patdgenos transmitidos para
animais e em segundo para os humanos, ficando atras somente dos mosquitos (SHAW

et al.,2001; CHOMEL, 2011).

No Brasil, R. microplus transmite microrganismos de importancia médica aos
bovinos. Patéogenos como Babesia bovis (BABES,1888), Babesia bigemina (SMITH,
KILBORNE, 1893) e Anaplasma marginale (THEILER, 1910), sdo os agentes
responsaveis por doengas de grande impacto econdomico, epidemiologico e social.
Historicamente esses patogenos estdo ligados a Tristeza Parasitdria Bovina e
compartilham caracteristicas importantes: infectam exclusivamente eritrocitos nos
hospedeiros vertebrados, geralmente coocorrem em areas endémicas e sdo transmitidas

pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SUAREZ; NOH, 2011; SILVA, 2012).
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2.2 Anaplasma marginale (Theiler, 1910)

Anaplasma marginale ¢ uma alfa-proteobacéria gram-negativa da ordem
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae. E uma bactéria intracelular obrigatoria, se
replica dentro de vactolos citoplasmaticos da célula hospedeira como os eritrocitos
(THEILER, 1910; DUMLER et al., 2001) e afeta principalmente ruminantes como os
bovinos, bisdes, veados ¢ bufalos (AUBRY; GEALE, 2011; SILVEIRA et al.,2012;
SHRAF et al.,2013; SUDAN Et al., 2014; EYGELAAR et al.,2015). Além disso foi
relatado infectando espécies nao ruminantes, como o tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) (GUILLEMI et al.,2016), equinos (ASIF et al.,2020) e caes
(HORNOK et al.,2018).

A anaplasmose ¢ endémica em areas tropicais e € responsavel por inimeras perdas
econdmicas para a industria de carne e de leite em todo o mundo devido a problemas
como a perda de peso, queda na producdo de leite, abortos, tratamentos com o custo
elevado e possuir uma alta mortalidade dos animais infectados (KOCAN et al.,2003; De

LA FOURNIERE et al., 2023).

Os sintomas clinicos incluem, febre, anorexia, perda de peso, letargia, letargia,
supressdao da ruminagdo, anemia grave, mucosas palidas, ictérica sem hemoglobinemia
e hemoglobindria, aborto e muitas vezes 6bito (RISTIC, 1977; KOCAN et. al., 2004,
2015). Os bovinos que sobrevivem a infeccdo aguda desenvolvem infecgdes
persistentes, caracterizadas por riquetsemia ciclica de baixo nivel (KOCAN et al.,2003;
KOCAN et al., 2012). Os animais persistentemente infectados, denominados
"portadores", adquirem imunidade vitalicia e, ap6s a exposi¢do ao patdogeno, mostram-
se resistentes a doenca clinica. As perdas associadas a anaplasmose sdo quantificadas
por diversos parametros, incluindo a redugao no ganho de peso, diminui¢ao na produgao
de leite, incidéncia de abortos, custos associados ao tratamento da anaplasmose e taxas

de mortalidade (KOCAN et al.,2015).

Reino: Bacteria CAVALIER-SMITH, 2002
Sub Reino: Negibacteria CAVALIER-SMITH, 2002
Filo: Proteobacteria GARRITY et al., 2005
Classe: Alphaproteobacteria GARRITY et al., 2006
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Ordem: Rickettsiales GIESZCZYKIEWICZ, 1939
Familia: Anaplasmataceae PHILIP, 1957

Género: Anaplasma THEILER, 1910.

Espécie: Anaplasma marginale THEILER, 1910.

Sua transmissdo para bovinos no Brasil ocorre biologicamente por carrapatos,
mecanicamente por transfusao de sangue infectado em fomites ou aparelho bucal de
insetos sugadores, como também pelo contagio por via transplacentaria aos bezerros
(PASSOS; LIMA, 1984; KOCAN et al., 2010; AUBRY; GEALE, 2011; LOPES et al.,
2016).

Existem cerca de 20 espécies de carrapatos incriminados como vetores no mundo,
incluindo Rhipicephalus spp., Dermacentor spp. e Ixodes ricinus (KOCAN et al., 2004).
O carrapato macho exerce um papel muito importante na transmissao intraestadial por
se tornarem permanentemente infectados, transmitindo 4. marginale quando se
alimentam em um novo hospedeiro (Kocan et al., 1992). Entretanto, foi detectado a
presenca de DNA de A. marginale em glandulas salivares de duas fémeas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, propondo o envolvimento deste carrapato na
transmissdo de A. marginale (ALAMZAN et al., 2008). Ribeiro ¢ Lima (1996)
verificaram a presenca de colonias de 4. marginale em células epiteliais do intestino de

fémeas ingurgitadas de R. microplus utilizando a microscopia Optica e eletronica.

Pelo menos doze espécies de artrépodes ja se mostraram capazes de transmitir
mecanicamente 4. marginale, incluindo S. calcitrans, oito espécies de Tabanidae e trés
espécies de Culicidae (SCOLES et al.., 2005). BAUTISTA Et al., (2018) realizou um
estudo onde foi sugerido que S. calcitrans transmitia mecanicamente A. marginale
(KIKUGAWA et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

O ciclo biolégico de Anaplasma marginale (Figura 7) é conduzido pelo ciclo de
alimentac¢do do carrapato (KOCAN et al.,1992). No decorrer do repasto sanguineo sobre
os bovinos, eritrocitos infectados sdo ingeridos € promovem a infec¢do das células
intestinais do carrapato. Em seguida, com o desenvolvimento de A. marginale nas
células do intestino médio do carrapato, outros tecidos sdo contaminados, incluindo a
glandula salivar, onde as riquétsias podem ser transmitidas para os vertebrados durante
a alimentacao (KOCAN et al., 1992; GE et al., 1996). Em cada local de infec¢ao do

carrapato, 4. marginale se desenvolve dentro de vactuolos ou coldnias delimitadas por
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membrana. Dentro das coldnias a primeira forma ¢ a vegetativa ou reticulada, a qual se
multiplica por fissdo bindria, formando grandes colonias e podem conter muitos
organismos. Em seguida, mudam para forma infectante denominado corpusculo denso,
podendo sobreviver fora do hospedeiro e o que permitiria a ocorréncia de transmissao
mecanica (KOCAN et al., 2010). Os bovinos se tornam infectados quando a forma densa

¢ transmitida durante a alimentacdo do carrapato via glandula salivar (KOCAN et al.,
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Figura 6. Ciclo do desenvolvimento de Anaplasma marginale em bovinos e
carrapatos. Adaptado de Kocan et al., (2003). Disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMC207124/>. Acesso em 15/09/23.

Anaplasma marginale ¢ uma das bactérias transmitidas por carrapatos mais
prevalente em todo mundo, tornando se responsavel por morbidade e por mortalidade
de bovinos em regides subtropicais, tropicais e temperadas, incluindo América do Sul,
Central e Norte, Australia, Asia e Europa (KOCAN et al., 2010; AUBRY; GEALE,
2011). Porém, devido ao aquecimento global, a distribuicdo da anaplasmose pode ser
modificada, e desta maneira influenciar o movimento dos vetores ao longo dos anos

(JONSSON; REID, 2000).
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Nos EUA, a anaplasmose tem sido relatada em muitos estados podendo estar
relacionada ao transporte de gado, transmissao mecanica ou bioldgica ao gado (KOCAN
et al., 2010). Na Europa, os ruminantes silvestres, como veados ¢ alces, podem
influenciar na epidemiologia da doenca (ZAUGG et al., 1669; DE LA FUENTE et al.,
2004). Em regides que os animais silvestres e bovinos compartilham da mesma
pastagem a preocupacdo cresce, em funcdo do aumento da transmissdao de agentes
infeciosos entre estes animais (CHOMEL et al., 1994). Nos paises como Italia (CECI;
CARELLI,1999; CRINGOLI.,2002) e Espanha (DE LA FUENTE et al., 2004) bovinos
infectados ja foram identificados. Na argentina essa doenc¢a ainda ndo se destaca como
a babesiose, porém vem ganhando bastante visibilidade devido ao numero de
contaminagdes e diversidade genética (DE LA FUENTE et al., 2004; VIDOTTO et al.,
2006; POHL et al., 2013; MACHADO et al., 2015).

No Brasil, a A. marginale possui grande impacto em dareas de instabilidade
endémica, ocorrendo elevadas taxas de mortalidade, quanto que nas areas mais estaveis,
por mais que ndo ocorra surtos, pode apresentar risco aos animais introduzidos sem um

periodo de quarentena, ou provenientes de areas com controle intensivo de carrapatos

(ARAUIJO et al.,2003).
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2.3 Diagnostico molecular

Para o diagnodstico laboratorial da anaplasmose sdo utilizadas técnicas diretas e
indiretas (VIDOTTO & MARANA, 2001). Dentre os métodos de diagnostico mais
utilizadas estdo o esfregago sanguineo, imunofluorescéncia indireta (IFI), teste indireto
de imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA indireto) e teste de aglutinagao rapida (SILVA et

al.,2022).

A anélise de sangue periférico por meio de esfregago sanguineo ¢ a técnica mais
antiga para o diagndstico de hemoparasitoses, € ¢ uma das principais ferramentas para
a confirmacao do diagnoéstico (SILVA et al., 2022). Permite a visualizagao direta dos
agentes nos eritrocitos infectados, principalmente na fase aguda da anaplasmose, onde
a parasitemia ¢ mais alta. Em contrapartida, quando a infeccdo diminui a andlise
molecular ¢ 0 método que entrega mais sensibilidade e especificidade para o diagndstico

(AMORIM et al.,2014).

Com o uso da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), ¢ possivel ter
um diagnoéstico sensivel e especifico (RAMOS et al., 2010), carecendo de minimas
quantidades de DNA para obter copias suficientes para a detecgdo de uma matriz inerte
(GARINAYAN; AVASHA, 2013). A PCR em tempo real possui vantagens em relagdo a
PCR convencional, como a quantificagdo do material amplificado simultaneo a
amplificacdo do material genético testado e isso diminui o tempo de realizacdo. A nested
PCR ¢ oriundo da PCR, sendo mais sensivel e especifica, devido a amplificagdo do DNA
alvo mesmo em baixa concentragio (FERREIRA, 2019). A sensibilidade e
especificidade da PCR tem permitido o avanco nos estudos da anaplasmose em todo o
mundo, principalmente por meio da técnica de gPCR e nested PCR (HIGUCHI et al.,
1992; Brito et al., 2013).

Este meio de diagnostico vem sendo utilizado para detec¢do de doengas como as
arboviroses (LICINIO; AYRES, 2021), SARS-COV-2 (MAGATON et al., 2022),
leishmaniose (SOUZA, 2023) entre outras. Segundo Aubry e Geale (2010) com a reacdo
de nestedPCR ¢ possivel se chegar ao diagndstico mesmo em amostras com baixa
parasitemia, sendo uma técnica muito utilizada para o diagnostico de hemoparasitose. E
amplamente empregada nas pesquisas em animais ¢ em artropodes vetores (VIDOTTO

& MARANA, 2001).
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Devido a diversidade genética Anaplasma marginale a deteccdo deste
microrganismo pode ser realizada utilizando diferentes genes. Essa heterogeneidade ¢
relatada em regides ao redor de todo o mundo. Os genes podem se diferenciar em
aspectos como morfologia, sequéncia de proteina e caracteristicas antigénicas (DE LA
FUENTE et al., 2004; DE LA FUENTE et al., 2005a; DE LA FUENTE et al., 2005b;
DE LA FUENTE et al., 2007; CABEZAS-CRUZ et al., 2013; POHL et al., 2013).

As Proteinas de Superficie Principais (MSPs) possuem um importante papel na
interacao de A. marginale em células do hospedeiro e, com isso, tem relacdo com a
capacidade para causar uma infec¢do. Sao descritas seis MSPs infectando eritrocitos de
bovinos com Anaplasma marginale (Palmer et al., 1999; Aubry; Geale, 2010). Dentre
estas, trés MSPs, nomeadas MSPla, MSP4 e MSP5, sdo codificadas por genes
individuais e ndo se alteram antigenicamente em cada cepa. Em contrapartida as outras
trés, MSP1b, MSP2 e MSP3, sdo codificadas por familias multigénicas e estas podem
variar antigenicamente, especialmente em bovinos persistentemente infectados (Kocan;

De La Fuente, 2003; Aubry; Geale, 2010).

Em 2013, Ybafiez et al. realizaram o primeiro estudo de deteccao e caracterizagao
molecular de A. marginale em bovinos e em Rhipicephalus (Boophilus) microplus em
Cebu, Filipinas e utilizaram cinco marcadores para a analise filogenética (g/tA4, groEL,
rRNA 168, msp5 e mspla). Métodos moleculares utilizando groEL, sao frequentemente
usados na deteccdo de bactérias do género Anaplasma. A groEl ¢ uma chaperonina e
pode ser encontrada em diferentes bactérias (ZEILSTRA-RYALLS; FAYET;
GEORGOPOULOS, 1991), e com isso apresenta vantagem de possuir mais variagcdes
entre espécies em relacio aos genes de /6S sRNA (INOKUMA et al., 2002; YBANEZ,
et al.,, 2013). Em Garrity (2001) a reconstru¢do de genealogias entre bactérias
procariontes se baseia na analise comparativa das sequencias de /6S sRNA, e a

identificacao e taxonomia microbiana tem se beneficiado destes desenvolvimentos.

Genes como gltA, 16S RNAr, groEL, msp5, entre outros, sdo muito conservados
entre as cepas € podem ser utilizados para a identificagcdo molecular de Anaplasma
marginale, porém nao fornecem informagoes filogenéticas. Para estudos filogenéticos a
mspl e msp4 apresentam-se uteis (DE LA FUENTE et al., 2002). O gene mspJ3 tem sido
muito empregado em varios estudos de detec¢do, devido ao seu alto valor de

conservagao na espécie de 4. marginale (ECHAIDE et al.,1998).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Locais de coleta

As coletas foram realizadas em propriedades de gado de leite do Estado do Rio de
Janeiro nos municipios de Seropédica e Paracambi, em animais clinicamente saudaveis.
Em todos os locais, as coletas foram autorizadas por meio de um Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, assinado pelos responsaveis. A coleta foi realizada
em animais adultos e bezerros de ambos os sexos. As amostras foram levadas para o
Laboratorio de Sanidade Avicola (LASAVE/DESP/IV) no Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, localizado no Instituto de Veterinaria (IV) da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), no campus Seropédica.
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Figura 7. Mapa do Estado do Rio de Janeiro e os Municipios de Seropédica e Paracambi
onde foram realizadas a captura de Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans e
Rhipicephalus microplus. Fonte: IBGE (2020), Datum: SIRGAS 2000, Elaboragao:
Software QGIS. Data: 20/10/2023.
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3.2. Questionarios

Em cada propriedade, foram aplicados dois questionarios (Anexo 1)
desenvolvidos com o intuito de coletar informagdes sobre as varidveis ambientais para
se entender o sistema de criagdo dos animais, o manejo da propriedade, dados como:
Municipio (Paracambi e Seropédica), 4rea total da propriedade (1600m? a 273000m? e
100 mil m? a 653mil m?), relevo (montanhoso e planicie), se os animais possuiam ou
nao acesso a mata fechada dentro da propriedade, presenca ou auséncia de animais como
cdes (auséncia ou presenga), gatos (auséncia ou presenca), equinos (auséncia ou
presenga), silvestres (auséncia ou presenca), quantidade de bovinos na propriedade (12
a 30 ou 40 a 120), nimero de ordenhas (uma ou mais de uma), tipo de ordenhas
(mecanica e manual), local de ordenha mecanica (sala ou no pasto), local de manejo
(pasto ou curral), se os animais saem da propriedade (acesso ou nao a areas externas da
propriedade), se compartilham ou ndo pastagem com outros animais, destinacdo de fezes
(capineira ou permanéncia no local), condi¢cdes de higiene (satisfatorias ou
insatisfatorias), tipo de reproducdo (monta ou inseminacdo), tipo de piso do local
permanéncia dos bezerros (concreto e cimento ou areia e terra), periodo de maior
incidéncia de carrapatos (Janeiro a Margo / Setembro a Dezembro ou Abril a Agosto),
quais critérios utilizados para escolha do carrapaticida (Indicagdo Médico Veterinario
ou Indicagdo loja agropecudria), forma de aplicacdo do carrapaticida (pour on ou
pulverizagdo), intervalo de aplicagao do carrapaticida (frequente ou sem frequéncia),
presenca de moscas na propriedade (presenca ou auséncia), assisténcia médico
veterindrio (com assisténcia ou sem assisténcia), quarentena na aquisicdo de novos

animais (sim ou ndo) e acesso de caes nas areas de pastagem (sim ou nao).

Um segundo questionario foi aplicado para coletar informagdes sobre os
individuos com variaveis como: identificacdo do animal, sexo (macho ou fémea), idade
(12 a 24 meses e >36 meses), escore corporal (3 a 3,5 ou4 a5), a procedéncia do animal
(comprado ou nascido na propriedade), histoérico de doenga (sim ou nao), nivel de

infestacao de carrapatos (infestacao baixa ou infestagdo média).
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3.3. Coleta, identificagdo de dissec¢do de moscas

Adultos de Stomoxys calcitrans e de Haematobia irritans foram capturadas com
o auxilio de um puca e transferidas para uma gaiola para o transporte até o laboratorio,
onde foram identificadas morfologicamente utilizando chave taxondmica descrita por
Carvalho, Moura e Ribeiro (2002). Ap6s identificagdo, no laboratorio as moscas foram
anestesiadas a - 20°C em freezers e posteriormente foram dissecadas segundo Araujo et
al., (2021). Foram anestesiados em freezer a -20°C por cerca de 5 minutos, identificadas
e separadas por espécie e por meio do auxilio de Estereomicroscopio Binocular, com o
auxilio de pingas oftalmologicas e estiletes, os espécimes foram dissecados. Separou-se
intestino, pecas bucais e carcaga contendo corpo gorduroso armazenados separadamente
em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, contendo: 50uL de RNAlater® (Invitrogen,
CA, USA). Apos estes procedimentos, os 0rgaos foram mantidos em freezer a -20°C até

o momento da extra¢do de acidos nucléicos (DNA).

Figura 8. Imagem de Stomoxys calcitrans em ato de repasto (alimentagdo),
perfurando a pele de hospedeiro bovino em momento de coleta realizada a campo.Fonte:

acervo pessoal.
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Figura 9. Imagem de 6rgdos de Haematobia irritans apds dissec¢do. A: Carcaga

contendo corpo gorduroso. B: Probdscida. C: Intestino. Fonte: Acervo pessoal.

3.4. Coleta, identificacdo e dissec¢io de carrapatos

Os carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram coletados e
armazenados em recipientes fechados com a identificagdo do animal e transportados ao
laboratorio, onde passaram por identificacdo morfoldgica utilizando a chave taxondmica
descritas por Aragdo ¢ Fonseca et al., (1961), Barros-Battesti et al., (2006) e Barros
Battesti et al., (2009). Os carrapatos foram anestesiados em freezer a -20°C por cerca de
5 minutos, utilizando Estereomicroscopio Binocular, os espécimes foram identificados
e separados por sexo e entdo seguiram para o procedimento de disseccdo descrita por
Edwards et al., (2009) adaptada. O procedimento ¢ realizado com o espécime submerso
em PBS 1x, previamente limpo com solugao de hipoclorito a 0,2% e depois em solugao
de PBS 1x, com o uso de tesoura Castroviejo oftalmologica e pingas oftalmoldgicas.
Durante a dissec¢do separou-se intestino, ovario e glandulas salivares, que foram
posteriormente armazenados separadamente em microtubos de polipropileno de 1,5 mL
contendo 50 puL de RNAlater® (Invitrogen, CA, USA). Apos estes procedimentos,
foram mantidos em freezer a -20°C até o momento da extragdo de acidos nucléicos

(DNA).
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3.5. Extracao de DNA carrapatos e moscas

O DNA foi extraido utilizando o protocolo adaptado de Fenolcloroférmio descrito
por Sambrook (1989). Antes de iniciar as extracdes, as amostras que permaneciam
mantidas em RNAlater® a -20° foram descongeladas e lavadas com 200 puL de PBS (pH
7,2) estéril, centrifugadas por 5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido
trés vezes, a fim de retirar todo o excesso de RNAlater®. Apos a extragao do DNA total,
as amostras foram quantificadas por espectrofotometria Nanodrop® ND-2000

(Nanodrop Technologies, DE, USA).

3.5.1. Protocolo modificado para extracdo de DNA a partir da glandula

salivar de Rhipicephalus microplus

As amostras foram lavadas com 200uL de PBS (pH 7,2) estéril, centrifugadas por
5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido trés vezes, a fim de retirar
todo o excesso de RNAlater®. Em cada amostra foi adicionado 500 pL. do tampao de
extracdo (20mM Tris-HCI pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1% Dodecil
Sulfato de Sodio) e com isso os espécimes foram macerados com ponteira (ponta
queimada) e acrescentado 20 pL de proteinase K no tubo de 2 mL junto ao espécime
macerado. O contetido nos tubos foram homogeneizados em vortex e incubados a 56° C
por uma hora sob agitagdo a 650 rpm. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume (600
pL) de fenol pH 8.0, misturados em vortex levemente e centrifugados por 10 minutos a
16.000 x g em microcentrifuga. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
contendo 500 pL de cloroférmio, novamente misturado em vortex e centrifugado por 10
min na velocidade de 16.000 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo
contendo 50 pL de acetato de s6dio a 3M e pH 5.2, adicionado 500 pL de etanol 100%,
vortexar e levados ao freezer -20 °C durante 1 hora e 30minutos. Para recuperar o DNA,
retornou para centrifuga por 10 min na velocidade de 16.000 x g e descartando o
sobrenadante. Na etapa seguinte, foi acrescentado 500 pL de etanol 70% e o microtubo
foi centrifugado por 10 minutos na velocidade de 16.000 x g. Para secar por completo
os tubos foram dispostos invertidos em papel absorvente por aproximadamente 30

minutos para a secagem do pellet de DNA. O DNA foi eluido em 30 pL de Tris EDTA.
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3.5.2. Protocolo modificado para extracdo de DNA de Stomoxys calcitrans e

Haematobia irritans

As amostras foram lavadas com 200uL de PBS (pH 7,2) estéril, centrifugadas por
5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido trés vezes, a fim de retirar
todo o excesso de RNAlater®. Em cada amostra foi acrescentado 200 uL de PBS (pH
7,2) estéril, 21 uL de cloreto de calcio (50mM) e 50mg de beads de metal, em tubos com
tampa de rosca de 0,5mL e agitadas por 60s no disruptor de células e tecidos (L-Beader
6, Loccus Biotecnologies). Apds isso, adicionado 200uL do tampao de lise (20mM Tris-
HCI pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NacCl, 1% Dodecil Sulfato de So6dio) e 20uL
proteinase K a 100 mg/uL. Posteriormente, as amostras passaram por incubacdo de 12
horas a 56°C em bloco seco. Apos o periodo de incubacgio, os tubos foram centrifugados
por 1 minuto (16000 x g), retirado 350ul de cada lisado e colocados em novos tubos
com tampa de rosca de 1,5 ML, contendo: 250 uL de PBS (pH 7,2) estéril. Em seguida
foi adicionado 600 ul de fenol tamponado (pH7.4 — 7.8), e os tubos foram
homogeneizados manualmente por trés vezes formando uma emulsdo e centrifugados
por 10 minutos (16000 x g). O sobrenadante foi retirado e colocado em novos tubos de
1,5 mL, acrescentado 550 pL de Fenolcloroféormio, que foram previamente misturados
de forma manual com o intuito de formar uma emulsao e centrifugados por 10 minutos
(16000 x g). O sobrenadante foi retirado e transferido para novos tubos e
proporcionalmente a quantidade retirada de sobrenadante, foi adicionado o mesmo
volume de isopropanol 100%. Os tubos foram incubados durante 30 minutos em
temperatura ambiente 24°C, e centrifugados por 10 minutos (16000 x g). Os tubos foram
invertidos a fim de descartar o excesso de liquido, deixando o pellet de DNA no fundo
do tubo e com isso as amostras foram lavadas com 1000uL de etanol 70% a fim de
remover o excesso de sal. Os tubos foram novamente centrifugados por 1 minuto (16000
x g), essa lavagem foi repetida duas vezes. Para remover o 4lcool, os tubos foram
colocados de forma invertida em papel absorvente durante 30 minutos e incubados por
5 minutos a 56°C para o alcool evaporar por completo. Na etapa seguinte o DNA foi
ressuspendido em 230 pL do tampao de eluicdo AE (DNeasy Blood & Tissue Kits,
Qiagen), através de incubagdo a 4°C durante 12 horas e em seguida aquecido a 56°C

por dez minutos.
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3.6. PCR em tempo real para detec¢cdo de Anaplasma marginale em extratos de

DNA de Rhipicephalus microplus, Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans

As amostras de DNA s provenientes dos artropodes foram analisados em PCR em
tempo real (QPCR), para a confirmacdo da presenga de a. marginale. Nas amostras de
glandula salivar dos carrapatos e pegas bucais e intestino das moscas. Foi realizado
qPCR para o gene da proteina de superficie 1B (msplp) de Anaplasma marginale que
amplifica um produto de 95 pb (Tabela 1) (CARELLI et al.,2007).

Tabela 1. Primers e sonda da reacdo de qPCR para Anaplasma marginale (CARELLI
et al.,2007)

PCR Primers Sequéncia de oligonucleotideo
qPCR para 4. marginale AM-For 5" TTGGCAAGGCAGCAGCTT 3’
(gene msplp) AM-Ver 5" TTCCGCGAGCATGTGCAT 3
AM-Pb 6FAM — TCGGTCTAACATCTCCAGGCTTTCAT —
osY

As reacdes de qPCR foram realizadas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™), utilizando um volume final 12ul, contendo os
seguintes reagentes: 6 pL. de TagqMan Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems),
0,5 uM de cada primer, 0,25 uM da sonda e 3 pul de DNA total a 30ng/ pl. Agua livre
de nuclease foi utilizada como controle negativo. Para controle positivo foi utilizado
amostra de DNA extraido a partir de sangue total de bovino naturalmente infectado com
Anaplasma marginale. A infeccdo foi confirmada através da analise de esfregaco
sanguineo, onde foi visualizado inclusdes intraeritrocitaria sugestiva de 4. marginale €
também por nPCR e sequenciamento do gene msp5 (ECHAIDE et al., 1998). As
condicdes de termociclagem foram as seguintes: 50 °C por 2 minutos; 40 ciclos de 95°C
por 10 minutos; 95° por 30 segundos; 56°C por 30 segundos e a extensao final a 72°C
por 30 segundos. As amostras foram consideradas positivas quando o valor do ciclo de
quantifica¢do (Cq) foi inferior a 40 ciclos. As amostras testadas pela qPCR foram
submetidas a um novo PCR com base no gene msp5 com o intuito de confirmar a

presenca de 4. marginale (ECHAIDE et al., 1998).
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3.7. Nested PCR para deteccdo de Anaplasma marginale em extratos de DNA

de Rhipicephalus microplus, Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans

As mesmas amostras testadas pelo ensaio de PCR em tempo real também foram
submetidas ao nestedPCR com alvo no gene da proteina de superficie 5 (msp5). A
primeira reagdo amplifica um produto de 458 pb e na segunda reag¢ao 345pb. Na primeira

reagdo da  »nPCR  foram  utilizados os  oligoiniciadores  mspSEF

(5°GCATAGCCTCCGCGTCTTTC3’) e mspSER
(5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3’) e na segunda reacdo  mspSintEF
(5’TACACGTGCCCTACCGACTTA) e mspSER

(5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3Z’) (DE ECHAIDE et al.,1998). As reacdes foram
realizadas com volume final de 25uL, contendo: 1x PCR buffer, 3mM de MgCl2,
0,4mM de cada deoxinucleotideo trifosfato, 0,4uM de cada oligoiniciador, 1U Taq
Platinum e 3 pL de DNA a 30ng/uL. Agua livre de nuclease utilizada como controle
negativo. Para controle positivo foi utilizado a mesma amostra de DNA descrita no item
anterior. As condi¢gdes de termociclagem foram de 95°C por 3 minutos para temperatura
inicial de desnaturagao, 95°C por 30 segundos, 35 ciclos a 65°C por 58 segundos e 72°C
por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Essas condicdes de
termociclagem foram utilizadas para as duas reagdes da nPCR. O volume de DNA
utilizado na segunda reagdo foi de 1 uL. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%. A corrida da eletroforese foi realizada a 75 volts
(5V/cm) por 35 minutos. Em seguida, os géis foram corados em brometo de etidio
(50mg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador L-PIX Touch

(Loccus Biotecnologia).

3.8. Purificagdo dos produtos de PCR, sequenciamento e alinhamento das

sequéncias

Vinte e trés produtos da segunda reagdo da nested PCR foram purificadas com o
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A purificacdo foi realizada aplicando 2puL. do ExoSAP-
IT™ junto a SuL do produto obtido pela reacao de PCR. Os tubos foram incubados em
termociclador PROFlex PCR (Applied Biosystems) a 37°C por 15 minutos para

degradagdo de primers e nucleotideos remanescentes seguidos de mais 15 minutos de
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incubagdo a 80°C para inativacdo do reagente ExoSAP- IT™. Apds o processo de

purificacao, os produtos foram enviados para sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger (Sanger et al. 1970)
utilizando os primers da segunda reagdao da nPCR. Os produtos de PCR purificados
foram enviados para o servico de sequenciamento da Plataforma Tecnoldgica do
Instituto Oswaldo Cruz —RJ. O sequenciado foi realizado no equipamento ABI 3730xL
— Applied Biosystems/Perkin Elmer, CA, USA. A similaridade das sequencias obtidas
foram pesquisadas pela andlise de alinhamento local BLAST disponivel no endereco

eletronico BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (nih.gov).

3.9. Analise estatistica

Os dados obtidos através do questionario foram organizados em planilha do
Microsoft Excel e posteriormente importados para o software R versao 3.6.1. A andlise
estatistica tem por objetivo investigar a possivel relagdo entre os fatores preditores e a
positividade para Anaplasma marginale na andlise de nestedPCR.

No primeiro momento as variaveis foram submetidas a analise bivariada realizada
por meio do teste Qui-quadrado (2), onde cada varidvel foi analisada em funcao da
positividade de Anaplasma marginale admitindo um nivel de significancia de 95% (p-
valor > 0,05).

Posteriormente as variaveis foram examinadas para verificar os niveis de
correlagdo aplicando o teste de coeficiente Phi (¢). Os critérios seletivos para a entrada
na analise multivariada foram variaveis que apresentaram valores de ¢ < 0,6 e valor de
p < 0,12 no teste y2. Uma andlise combinatoria entre as variaveis selecionadas foi
realizada para encontrar o melhor modelo preditivo. Os modelos foram submetidos a
regressao logistica empregando o pacote “rms” (HARRELL, 2020). O fator de inflagao
de variancia foi aplicado para confirmar a auséncia de multicolinearidade em cada
modelo preditivo. Os modelos foram validados aplicando o método de reamostragem
bootstrapping realizado com 1000 pseudoréplicas.

O teste de Hosmer e Lemeshow também foi realizado para avaliar o ajuste geral,

considerando o modelo ajustado quando os valores sdo proximos de 1.
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4. RESULTADOS

Foram analisadas neste trabalho 29 moscas da espécie Haematobia irritans, 40
moscas Stomoxys calcitrans e 96 carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
sendo utilizada as proboscidas das moscas e glandula salivar dos carrapatos para
detec¢dao molecular por PCR em tempo real (QPCR) e posteriormente em nested PCR

(Tabela 2).

A gPCR apresentou positividade de 28% (n=11/40) em probdscidas de S.
calcitrans, 24% (n=7/29) em proboscidas de H. irritans e 56% (n=54/96) nas glandulas

salivares de R. microplus (Tabela 2).

A nested PCR apresentou positividade de 73% (n=29/40) em proboscidas de S.
calcitrans, 90% (n=26/29) em proboscidas de H. irritans e 45% (n=43/96) nas glandulas

salivares de R. microplus (Tabela 2).

Tabela 2. Amostras positivas para Anaplasma marginale detectadas por nPCR em
glandulas salivares de Rhipicephalus microplus, proboscidas de Stomoxys calcitrans e
proboscidas de Haematobia irritans capturados em propriedade de gado de leite nos
municipios de Seropédica e Paracambi-RJ.

MUNICIPIOS FREQUENCIA DE POSITIVIDADE DOS ARTROPODES

Artropodes Rhipicephalus Stomoxys calcitrans Haematobia irritans

(Boophilus)

microplus
Seropédica- RJ 31% (n=30/96) 73% (n=29/40) 45%(n=13/29)
Paracambi- RJ 14% (n=13/96) 0 45%(n=13/29)

*No municipio de Paracambi — RJ ndo foi coletado nenhuma amostra de Stomoxys calcitrans.

Os amplicons obtidos na nested PCR, 10 amostras de H. irritans, 6 de S. calcitrans
e 7 de R. microplus foram purificadas e enviadas para o sequenciamento tipo sanger

para confirmacao da deteccao molecular de A. marginale.

De acordo com os resultados do sequenciamento, as amostras obtiveram 99%
(98,11% a 100%) de similaridade com sequencias previamente depositadas no GenBank

identificadas como A. marginale.

Uma média entre os valores foi realizada entre a comparagdo par-a-par do
percentual de identidade e apresentou 0,84% de divergéncia entre todas as sequencias.

O célculo da distancia evolutiva média foi realizado a partir das sequéncias obtidas
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dentro de cada espécie de artropodes. Para H. irritans a distancia evolutiva média foi de
0,00966 £ 0,00271, em R. microplus foi de 0,0784+0,00323 e para S. calcitrans foi de
0,00695 £ 0,0028. A distancia evolutiva média foi também comparada entre as espécies
de artropodes estudados. Uma distancia evolutiva de 0,009144 + 0,002985 foi
observada entre R. microplus e H. irritans, 0,0079114 + 0,002241 entre H. irritans e S.
calcitrans e 0,007458 + 0,002852 entre R. microplus e S. calcitrans. Neste estudo foi
possivel observar que o percentual de identidade e distancia evolutiva de fragmentos de
aproximadamente 345 pb do gene mspJ5 entre as sequencias estudadas ndo apresentou

divergéncia significativa dentro dos grupos e entre os grupos observados na figura 12.
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Figura 10: Comparagio par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e distancia evolutiva (diagonal superior) de fragmentos de
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9 o875| 9875 9875 0843 0006) 0006] 9843 9375 - 001 o001l o000l o000 o000 o001 o01f omf ootf ootf oot 002l o0t
10 | o9s75| os75| o875| 9843| 9906] 9906) 9843 9375 100,00 001 o001l o000l oo0] o000 o001 o001 omf omf oot| oot 002l o0t
11 9312| 9812| 9812 9843 9843 9312| 9937 9937 001 omf omf oo oo| o2l o2l oozl o002l o02) 002 002
12 | os12| 9812 9812 9843 9843 9312| 9937 9937 09875 001 oof om| oo o2l o2l oozl o002 o002] 002 002
13 | 9843| o9843| os43| 9812) 9875| 9875| 9812 gs43| oog0| o9Ee| 9908 99,0 001 001 o001 o001 o001 o001 002 om| o02[ oot
14 | 9906 9906 9906] 9875 9937| 9937| 9875| 990s| gage| 99Ee| 9908 99,08 9937 - o000 001 001 o001 001 00 om| oot
15 | 99,06 9906| 9906 9875 9937| 9937| 9875| 9905 gage| oase| 9908 99,08 99.37) 100,00 o000 001 o001 o001 o001 00 om| oot
16 | 9937 9937 9937| o006| 9969| 9969 9908 9937 9937| 9937 o9a7s| 9875|9906 9969 9969 0,00

17 | o969| 9959| o9969) 9937| 10000] 10000( 9937 9989 9908 o908 o9a43| 9a43| 9875 9937 9937 9969

18 | o0969| 9950| 9969] 9937| 10000] 10000( 9937 9969 9906 co0s| o9a43| o9a43| 9975 9937 99.37| 99.69] 100,00

19 | o0969| 9950| 9969| 9937| 10000] 10000] 9937) 9969 9906 oco0s| oa43| o943 o9a7s| 9937 9937 99,69| 100,00/ 100,00

20 | o937 o937 9937 o005 o9989| 999) 0005 9937 o875| os7s| osda| 9e8d2[ 9s43[ 9oo6| 9906 9937] oosel o950l 9940

2 9969| 9969| 9969 9937 10000f 10000[ 9937 gage| oo0s| 9908 9843 9843| 9875 9937 9937 9969 10000 10000 10000[ 99,69 0,01

22 | oo06| oo08| o008 9875 9937 9937| o9s7s| o00s| 9843 o843 9312 9375 9875 99.06] 0937] 9937] 0937) 9906[ 9937

23 | oogol oosol o980 9937 1o0000| 10000) 9937 9963| 9006| oo0s| os43[ os4a[ os7s[ o937 o937 oo69| 10000 100,00 100,00 9969| 10000| 9937

aproximadamente 345 pb do gene mspJ5 entre as sequencias de Haematobia irritans, Stomoys calcitrans € Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
As andlises foram realizadas no software CLC Main Workbeanch v.7.9. A sequéncia H74 foi utilizada como referéncia.
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Devido ao niimero amostral de moscas ser muito baixo, ndo foi possivel realizar
a analise estatistica com este artropode, sendo assim efetuou-se a analise bivariada e

multivariada da infec¢do por A. marginale em carrapatos.

As variaveis presenca de animais silvestres, acesso a dareas externas da
propriedade, compartilhamento de pastagem com outros animais, intervalo de aplicacdo
do carrapaticida, presenca de moscas e assisténcia médico veterindria, apresentaram
respostas significativas na andlise bivariada (Tabela 3). As demais varidveis nao

apresentaram associacgao significativa conforme observado na tabela 3.

Tabela 3. Andlise bivariada das varidveis epidemioldgicas ambientais na presenga de
DNA de Anaplasma marginale em glandulas salivares de Rhipicephalus microplus
coletados em fazendas de gado de leite no estado do Rio de Janeiro.

VARIAVEIS n % p-valor X2 Raziode  IC 95%
ESTUDADAS chance
Cidade 0,06 3,48 2,20 0,88-5,68
Paracambi 39 339%
Seropédica 57 53%
Sexo 0,57 0,31 0,76 0,26-2,71
Fémea 74 43%
Macho 22 50%
Idade 0,22 1,49 0,59 0,23-1,49
12 a 24 meses 36 67%
Mais 36 meses 60 329%
ECC 0,36 0,89 1,56 0,53-4,85
3e35 22 36%
4as 74 47%
Procedéncia 0,18 1,73 1,71 0,70-4,23
Nascido na propriedade 34 399,
Comprado 42 5204
Historico de doencas 0,47 0,51 1,34 0,55-3,26
Sim 43 49%
Nao 53 42%
Infestaciio de carrapatos 0,45 0,54 1,54 0,42-6,40
Infestac@o baixa
Infestagdo média 83 46%
12 38%
Tamanho da 0,68 0,32 0,79 0,32-1,90
propriedade
16001’1’1223. 2730001112 , 46 48%
100 mil m* a 653 mil m 50 42%
Relevo 0,10 2,65 0,50 0,19-1,24
Montanhoso 40 35%
Planicie 56 529
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Quantidade de bovinos 40 0,14 2,65 0,50 0,19-1,24
12 230 56 45%
40 a 120 45%,
Quantidade de ordenhas 0,003 8,40 0,22 0,58-0,69
Uma
Mais de uma 71 54%,
25 20%
Presenca de Caes 0,82 0,04 1,22 0,13-15,34
Auséncia 5 40%
Presenca 91 45%
Presenca de Gatos 0,69 0,15 1,18 0,40-3,10
Auséncia 31 42%,
Presenca 65 46%
Presenca de Equinos 0,74 0,12 0,79 0,16-3,72
Auséncia 10 50%
Presenca 86 44%,
Presenca de Silvestres 0,007 7,20 3,27 1,24-9,02
Auséncia 65 35%
Presenca 31 65%
Sistema de Criacao 0,83 0,04 1,11 0,33-3,64
Extensivo 20 45%
Semi-intensivo 76 45%
Acesso a Mata dentro 0,04 3,96 2,29 0,93-5,85
da propriedade
Sem acesso 42 33%
Com acesso 54 549
Local de Manejo 0,92 0,008 1,05 0,31-3,67
Pasto 40 58%
Curral 56 36%
Acesso a dreas externas da 0,001 5,61 2,67 1,08-6,74
propriedade
;‘;‘; 43 58%
53 34%
Compartilhamento de 0,0002 14,58 0,16 0,050-0,47
pastagem com outros
animais
1511:; 28 75%
68 32%
Compra de Animais 0,63 0,22 1,22 0,49-3,08
Sim 36 42%
Nio 60 47%
Destinacao das Fezes 0,57 0,31 0,74 0,22-2,34
Capineira 78 46%
Permanece no local 18 399,
Condicoes de higiene 0,87 0,26 0,92 0,34-2,54
Satisfatorias 70 46%
Insatisfatorias 26 44%,
Tipo de reproducio 0,40 4,20 0,38 0,12-1,05
Monta 68 51%
Inseminacao 28 299%,
Tipo de piso- local de 0,07 3,09 2,07 0,84-5,21
permanéncia dos
bezerros
Concreto e cimento 3 359

Areia e terra
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53 40%
Condigoes de higiene 0,79 0,06 1,14 0,37-3,67
dos bezerros
Sati§fat6rigs 77 45%
Insatisfatorias 19 42%
Periodo de maior 0,67 0,17 0,81 0,27-2,36
incidéncia de
carrapatos
Janeiro a margo - 22 41%
setembro a dezembro 74 48%
Abril a agosto
Critério de escolha 0,83 0,04 0,89 0,27-2,97
para o carrapaticida
Indicagdo Médico 21 43%,
Veterinario 75 45%,
Indicagao loja
agropecuaria
Aplicacio do 0,84 0,04 0,90 0,29-2,66
carrapaticida
Pour on 88 449
Pulverizagao 8 50%
Intervalo de aplicacao 0,007 7,44 0,31 0,12-0,79
Frequente 39 62%
Sem frequéncia 57 33%

Presenca de moscas 0,003 9,13 4,19 1,48-
Auséncia 31 23% 13,22
Presenca 65 55%

Responsavel conhece 0,57 0,31 1,29 0,47-3,70
a TPB e anaplasmose
Ja ouviu falar 71 46%
Conhece 21 40%
Assisténcia 0,001 9,75 0,25 0,95-0,66
Veterinaria
Com assisténcia 35 66%
Sem assisténcia 61 339%,
Realizacao de 0,90 0,01 1,05 0,43-2,54
quarentena com a
chegada de novos
animais
Sim 44 44%
Nao 52 45%
Acesso de cies nas 0,09 2,83 2,23 0,79-6,75
areas de pastagem
Sim 70 50%
Naéo 26 31%

As variaveis Cidade, Procedéncia, Quantidade de bovinos, Silvestres, Acesso a
areas externas, escore corporal, raga, historico de doencas, relevo, compartilhamento de

pastagem, intervalo de aplicagc@o dos ectoparasiticidas, assisténcia veterinaria, acesso a
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mata, presenga de moscas foram selecionadas para andlise multivariada por terem p-

valor menor que 0,2 no teste de Qui-quadrado.

Apos a aplicacdo do teste Phi () as variaveis: Cidade, Procedéncia, Quantidade
de bovinos, Silvestres, Acesso a areas externas e presenca de moscas nao apresentaram

colinearidade e foram submetidas a analise multivariada.

O modelo mais parcimonioso (apresenta menor valor de AIC) contém as variaveis
cidade (p-valor=0,12; OR: 2,00; IC:0,82-4,87), acesso a areas externas (p-valor=1,96;
OR: 1,96; 1C:0,79-4,83) e presen¢a de moscas (p-valor= 3,26; OR:3,26; IC:1,17-9,08)
(Tabela 4). O modelo apresenta performance de 0.71 e de ajuste 0,82. O teste de

calibracao por bootstrap revelou que o erro médio ¢ de 0,08.

As variaveis Cidade, Areas externas, e Presenca de moscas, foram variaveis que
apresentaram respostas significativas quando associados a presenga de DNA de 4.

marginale em glandula salivar de R. microplus como mostrados na tabela 4.

Tabela 4. Modelo epidemiologico de predigdo da infeccdo por Anaplasma marginale
em Rhipicephalus microplus coletado em fazendas de gado de leite, obtido através da
analise de regressdo logistica multipla.

Cp E.P. Wald p-valor OR IC
y/
0,69 0.45 1,53 0,12 2,00 0,82-4,87
CIDADE
0.67 0,46 1,46 0,14 1,96 0,79-4,83
AREAS
EXTERNAS

MOSCAS 1,18 0.52 2,27 0.02 3,26 1,17-9,08

Coe B; E.P.: Erro Padrao; Wald Z: Teste Wald; OR: Razao de chance; IC: Intervalo
de confianga.

Em relagdao a analise multivariada, foi observado uma correlagdo significativa
entre a cidade de Seropédica e a positividade de amostras avaliadas no estudo (p-valor=
0,12; OR: 2,00; 1C:0,82-4,87) demonstrando que as propriedades do municipio de
seropédica, apresentam mais chances de terem artropodes infectados.

O acesso a areas externas apresentou correlacdo significativa neste estudo (p-
valor=1,96; OR: 1,96; 1C:0,79-4,83), demonstrando que, os carrapatos coletados de
animais que tinham acesso a areas externas apresentaram mais chances de se infectarem.

A variavel presenca de moscas (p-valor= 3,26; OR:3,26; 1C:1,17-9,08) também
apresentou uma correlagdo significativa junto a frequéncia de amostras positivas para
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Anaplasma marginale, o que demonstra que as propriedades com a presenca destes
ectoparasitos apresentam 3 vezes mais chances de se infectarem.

34



5. DISCUSSAO

A disseminacdo de Anaplasma marginale estd associada com o carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ também pode estar relacionada com Stomoxys

calcitrans e Haematobia irritans, segundo os resultados de deteccao deste estudo.

Anteriores estudos de investigagdo molecular em carrapatos, relataram
frequéncias semelhantes as detec¢des realizadas no presente trabalho. Da Silva et al.
(2015) apresentaram um estudo de campo nos estados do Para e no estado do Rio de
Janeiro, para determinar a presenca de 4. marginale com alvo nos genes mspS e mspla
em carrapatos que parasitavam bufalos, carrapatos como R. microplus, Amblyomma
sculptum, Amblyomma maculatum e Dermacentor nitens, encontrando positividade de
22,2% R. microplus, 16% em A. maculatum, 13,8% em A. sculptum ¢ de 10% em D.
nitens. Neste estudo foi realizado a deteccdo somente em R. microplus devido aos

bovinos serem os seus hospedeiros principais (TAYLOR et al., 2017).

Ao contrario de Kumar et al. (2019), que conduziram sua detec¢do em tecidos
diferentes, a presente pesquisa, assim como o estudo de De la Fourniere et al. (2023),
focou na detec¢ao de A. marginale em glandulas salivares de carrapatos. O estudo de
De la Fourniere et al. realizou uma investigacao experimental para avaliar a competéncia
vetorial de larvas e a presencga de 4. marginale em fémeas ingurgitadas que parasitavam
bovinos. Neste contexto, a deteccdo foi conduzida utilizando os genes alvo msp5 e
msplb. Os resultados do presente estudo mostraram amostras positivas para ambos 0s
genes, corroborando a eficacia desses marcadores genéticos para a deteccdo de 4.

marginale, de maneira consistente com os achados de De la Fourniere et al. (2023).

Em comparagdo com as frequéncias de detec¢do em moscas hematofagas, estudos
anteriores apresentaram metodologias e frequéncias semelhantes ao do presente estudo.
Em 2018, Bautista et al. realizaram um teste no México utilizando #»PCR com alvo no
gene mspJ para detectar a presenca de A. marginale em S. calcitrans por meio de analise
molecular. As moscas coletadas apresentavam evidéncias visuais de terem se alimentado
de animais livres de carrapatos por alguns anos e ndo houve a presenca de outro diptero
no estudo. Utilizaram pools de moscas inteiras para analise e obtiveram uma taxa de

positividade de 29,16% para A. marginale.

No presente estudo, as coletas foram realizadas em propriedades com a presenca

de carrapatos. Além disso, houve a visualizacdo, coleta e deteccao em H. irritans,
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optando-se pela detec¢do individual em proboscidas. Estes resultados estio em
concordancia com os relatados por Foil et al. (1989), Scoles et al. (2005), Kikugawa et
al. (2009), Santos et al. (2013) e Baldacchino et al. (2013), que indicaram que dipteros
podem transportar particulas infecciosas com diferentes graus de sucesso através de suas

partes bucais.

Em 2021, Aratjo et al. relataram a presenga de A. marginale em 19 (19/55)
amostras de S. calcitrans em um estudo realizado no campus da Universidade Federal
do Rio de Janeiro. Destas, 6 amostras foram de intestino positivo, 5 de proboscida
positiva, 2 com carcaga contendo corpo gorduroso positivo, 2 com pega bucal e carcaga
contendo corpo gorduroso positivo € 1 com intestino e carcaga contendo corpo
gorduroso positivo. Em um trabalho de diagndstico molecular de A. marginale e Babesia
bovis em bovideos e artropodes na Amazonia (FERREIRA et al., 2019), foi encontrada
uma taxa de infec¢do em carrapatos de 44,4% (200/450), em Haematobia irritans de
11,4% (27/236) e em Stomoxys calcitrans coletados em bubalinos de 1,5% (1/65), todos
para A. marginale. Além de estudos em dipteros da familia Muscidae, ha um relato
recente de deteccao em tabanideos utilizando PCR para o gene mspJ5, que indicou a
presenca de A. marginale em 26 (26,8%) dos 98 espécimes de tabanideos estudados

(RODRIGUES et al., 2022).

Além dos estudos realizados com biologia molecular, Saturnino (2023) observou,
por meio de esfregaco sanguineo, a positividade de A. marginale correlacionada a alta
frequéncia de H. irritans e ao uso inadequado de medicamentos, assim como no presente
estudo. A dindmica de transmissao de A. marginale ¢ complexa devido a possibilidade
de transmissdo mecanica através de diversos meios de transferéncia de eritrocitos
infectados. Isso inclui pegas bucais contaminadas com sangue de moscas picadoras, bem
como instrumentos comumente utilizados na pratica veterinaria, como agulhas,
aplicadores de brincos e equipamentos para castragao ¢ descorna (KOCAN et al., 2003;

KOCAN et al., 2010).

Em areas geograficas onde os vetores de carrapatos estdo ausentes ou sao
incapazes de transmitir cepas locais de 4. marginale, como observado na Flérida, onde
os isolados de A. marginale at¢ o momento se mostraram nao infecciosos para
carrapatos, a transmissdo mecanica pode representar a principal via de disseminagdo

deste patégeno. De modo geral, a importdncia da transmissdo mecanica tem sido
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subestimada como meio de propagagdo da anaplasmose bovina. Bovinos
persistentemente infectados sdo os principais hospedeiros reservatorios desse patogeno,
desempenhando um papel crucial como fonte de infec¢do tanto para a transmissdo

mecanica quanto para a transmissao bioldgica por carrapatos (KOCAN et al., 2015).

O intuito do presente estudo ndo foi de realizar uma comparagao entre as técnicas
de deteccdo, até mesmo porque foi utilizado genes diferentes e técnicas diferentes e
ambos entregam sensibilidade. Todas as amostras do estudo foram testadas para as duas
técnicas e embora seja uma técnica que possui riscos de contaminacao, mais demorada
e trabalhosa em comparagdo a qPCR, surpreendentemente a nested PCR foi mais
sensivel. Além disso a proteina MSP1b utilizada para qPCR, ¢ codificada por pelo
menos dois genes, msplbl e msplb2(BOWIE et al.,2002 apud BAETA 2015; KOCAN
et al., 2003) ja a proteina MSP5 ¢ codificada por um tnico gene (DE LA FUENTE et
al., 2005). Apesar da diferenga no nimero de copias dos genes utilizados para cada
técnica, a nested PCR, que utiliza um gene com apenas uma cdpia, mostrou-se mais

sensivel.

A frequéncia observada neste estudo foi significativa e as cidades onde realizamos
coletas possuem algumas caracteristicas que favorecem a disseminag¢do da doenca.
Essas cidades fazem divisa com varios municipios do estado do Rio de Janeiro, além de
terem por perto rodovias importantes onde sdo realizados o transporte de animais com
frequéncia, sdo cidades com extensas areas rurais, florestas e regides periurbanas, como
também possuem altas temperaturas climdticas. Além disso, varios moradores das
cidades permitem que seus animais circulem livremente pelos arredores das
propriedades. Todos esses fatores facilitam a disseminacao dos ectoparasitas e com eles

os hemoparasitos.

Neste estudo, a presenca de moscas ao redor dos animais e nos locais de manejo
também demonstrou ser significativa, uma vez que nas propriedades onde esses
ectoparasitas estavam presentes, a frequéncia de amostras positivas foi maior (Tabela
3). Esses achados corroboram com o estudo epidemiolédgico realizado por Tavares
(2023), que avaliou a presenca de H. irritans e S. calcitrans como fatores de risco para
a transmissdo de patogenos bovinos. No estudo de Tavares, H. irritans foi encontrada
em 53% (16/30) dos animais e S. calcitrans estava presente em 83% (5/6) das fazendas

analisadas.
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Nos ultimos anos, a presenga de A. marginale foi detectada em cervos-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) em Sao Paulo (MACHADO et al., 2006; SACCHI et al.,
2012), em veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) em Minas Gerais (SILVEIRA et
al., 2012) e em um tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) na Argentina
(GUILLEMI et al., 2016). No presente estudo, em algumas propriedades foi relatada a
presenca de animais silvestres, e a analise dos resultados estatisticos demonstrou que
estas propriedades apresentaram uma frequéncia maior de amostras positivas em

comparagdo a locais sem a presenca desses animais (Tabela 3).

Esse fator tem sido motivo de preocupac¢do hd muitos anos. De Chomel et al.
(1994) relataram o aumento da transmissdo de agentes patogénicos entre grupos de
animais domésticos e silvestres. Nos municipios onde foram realizadas as coletas, além
de possuirem extensas areas rurais, existem areas de conservagdo de fauna e flora nas
proximidades, como o Parque Municipal Natural do Curié em Paracambi e a Floresta
Nacional Mério Xavier em Seropédica. Essas areas de conservacdo podem facilitar a
passagem de animais silvestres proximos as propriedades, contribuindo para a

disseminagdo de patogenos.

Pesquisas que busquem identificar a presenca de patdgenos em potenciais vetores
mecanicos sao de grande importancia e este trabalho ressalta a necessidade de novos
estudos de investigacdo experimental. Muitos trabalhos apontam as moscas como
possiveis causadoras de certas doengas, mas na maioria das vezes, ndo passam de
especulagdes e ou reflexdes devido aos achados epidemioldgicos em determinados
locais. E preciso conhecer melhor a capacidade vetorial das moscas e a participagio
delas na possivel dinamica de transmissao e isto pode ser imprescindivel para se

entender a epidemiologia das doengas, como também contribuir em prevengao de surtos.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o DNA de Anaplasma marginale pode ser detectado com alta
frequéncia nas probodscides de Haematobia irritans e nas glandulas salivares de
Rhipicephalus microplus em Seropédica-RJ e Paracambi-RJ, e nas proboscides de
Stomoxys calcitrans em Seropédica-RJ. Por meio do modelo epidemioldgico conclui-se
que fatores como a presenca de moscas, fauna silvestre e acesso dos bovinos a areas de
mata promovem a infeccdo de R. microplus por A. marginale. Esses achados sdo cruciais
para desenvolver estratégias de prevencdo da anaplasmose bovina, considerando 0s

vetores artropodes na epidemiologia da doenca.
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ANEXO 1

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO GERAL

Propriedade:
__Responsavel: Telefone:
Nome da
Propriedade: Bairro:
Municipio: Coordenadas geograficas:
1. INFORMACOES SOBRE A PROPRIEDADE:
Area total da
fazenda
Altitude:
Relevo: ( )Planicie ( )Montanhoso
Distiancia entre a propriedade e mata:
Distancia entre
propriedade:
Numero total de
bovinos:
Tipo de exploracao: ( )Corte ( )Leite ( )Mista
Numero de ordenhas: ( )Uma ( ) Mais de uma
Tipo de ordenha: ( )Manual ( ) Mécanica
Em caso de ordenha mecanica: ( ) Pasto ( ) Sala
Média de producio de leite (litro/vaca/dia):
Presenca de outros animais na propriedade:
Caes ( )Nao () Sim. Quantos?
Gatos ( )Nao () Sim. Quantos?
Equinos ( )Nao () Sim. Quantos?
Galinhas ( )Nao () Sim. Quantos?
Animais silvestres ( ) Nao () Sim. Quantos?
Outros:
2. Informacdes sobre o rebanho:
Grau de sangue do
gado:

52



Sistema de criacao: ( ) Intensivo ( ) Semi- intensivo

Tipo de Pastagem:

Acesso a mata: ( )Nao ( ) Sim

Local de manejo: ( ) Na propriedade ( ) Outro local:

Acesso a areas externas a propriedade: ( ) Nao ( ) Sim

Compartilhamento de pastagem com outros animais: ( ) Nao () Sim.
Quais?

Compra de animais: ( )Nao ( ) Sim

Destinacio de fezes, capineira ou permanéncia no local?

Condicoes de higiene: ( ) Satisfatorios ( ) Insatisfatorias

Tipo de reproducio: ( ) Monta ( ) Inseminagdo

Tipo de piso do local de permanéncia dos bezerros: ( ) Concreto/ cimento ( ) Areia/
terra

Periodo de maior incidéncia de carrapatos: ( ) Janeiro a Margo - ( ) Abril a Agosto
- () Setembro a Dezembro.

Quais critérios utilizados para escolha do carrapaticida: ( ) Indicagdo Médico
Veterinario ( ) Indicag@o loja agropecuaria

Forma de aplicacdo do carrapaticida: ( ) Pour on ( ) Pulverizacgdo

Intervalo de aplicacio do carrapaticida: ( ) Frequente ( ) Sem frequéncia
Presenca de moscas na propriedade: ( ) Presenca ( ) Auséncia

Assisténcia Médico Veterinario: ( ) Sem assisténcia ( ) Com assisténcia
Quarentena na aquisi¢ao de novos animais: ( ) Sim ( ) Nao

Acesso de Caes nas areas de pastagem: ( ) Sim ( ) Nao

QUESTIONARIO EPIEMIOLOGICO INDIVIDUAL

Identificacio do  animal: Sexo do

animal:

Idade:12 a 24 meses ( ) > 36 meses ( ) Escore Corporal: 3a3,5( )4a5(
).
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Procedéncia do animal: ( ) Comprado ( ) Nascido na propriedade

Historico de doenga: ( ) Sim ( ) Nao

Nivel de infestacio de carrapatos: ( ) Infestacdo Baixa ( ) Infestacdo Média.

Animal ja adoeceu alguma vez:

Quais doencas?

Como foi feito 0 diagnostico e 0 tratamento?

Assisténcia Médico Veterinario:
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