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RESUMO 

SOUZA, Laís Feliciano. Anaplasma marginale em Rhipicephalus microplus, 

Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans: Detecção molecular e análise 

epidemiológica no carrapato 2023. 65p. Dissertação (Mestrado em Ciências 

Veterinárias), Instituto de Veterinária, Departamento de Parasitologia Animal, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023. 

 

Anaplasmose bovina é uma enfermidade causada pela bactéria intracelular Anaplasma 

marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) que é amplamente distribuída e pode causar 

grandes prejuízos econômicos para os países onde a pecuária bovina é desenvolvida. 

Bovinos de todas as idades podem ser acometidos por esta enfermidade, podendo haver 

casos assintomáticos ou sintomáticos, levando a diminuição da produção de leite, 

abortos e até a morte. Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos vetores de A. 

marginale no Brasil, mas outras formas de transmissão também são relatadas, incluindo 

a transmissão mecânica por moscas hematófagas e a transmissão iatrogênica. Dos 

fatores que contribuem para a dificuldade do controle da anaplasmose bovina pode-se 

destacar as dúvidas em relação aos possíveis vetores, meios e mecanismos de 

transmissão. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo investigar a presença 

do DNA de Anaplasma marginale no carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e 

em moscas Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans em propriedades de aptidão 

leiteira dos municípios de Seropédica e Paracambi do Estado do Rio de Janeiro. No 

laboratório os espécimes foram dissecados e os órgãos internos usados para extração de 

ácido desoxirribonucleico (DNA), avaliados por PCR em tempo real (qPCR) e nested 

PCR para análise molecular de A. marginale e sequenciadas para validação dos 

resultados. Com isso 73% (n=29/40) de S. calcitrans, 90% (n=26/29) de H. irritans e 

45% (n=43/96) de R. microplus apresentaram resultados positivos. O presente trabalho 

relata a presença do DNA de A. marginale em glândula salivar de fêmeas de R.  

microplus como também em peças bucais de moscas das espécies S. calcitrans e H. 

irritans. Os resultados apresentados nesta pesquisa revelam uma alta frequência do 

DNA de A, marginale nas espécies de artrópodes investigados, ressaltando a 

importância de novos estudos de investigação experimental para comprovar a 

participação desses artrópodes no ciclo de transmissão. Dessa forma, será possível 

implementar medidas de estratégias para a prevenção da anaplasmose bovina, levando 

em consideração as espécies de artrópodes vetores que participam da cadeia 

epidemiológica da doença em bovinos no Brasil e no mundo. 
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ABSTRACT 

SOUZA, Laís 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 A. 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 A. 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

Anaplasmose bovina é uma enfermidade causada pela bactéria intracelular 

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae), e possui ampla distribuição em 

regiões tropicais e subtropicais, causando grandes prejuízos econômicos para pecuária 

(KOCAN et al., 2004; 2010; TURRUELA et al., 2020). 

Bovinos de todas as idades podem ser infectados e permanecem portadores 

permanentes com sinais clínicos variando de assintomáticos para casos mais graves e 

sintomas como a febre, anemia, abortos, perdas de peso, diminuição na produção de 

leite ou morte (RIBEIRO PASSOS, 2002; AUBRY E GEALE, 2011; CANGUSSU et 

al., 2018). O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos vetores de A. 

marginale no Brasil, ocorrendo a transmissão de forma transestadial e 

intraestadialmente, a morbidade da anaplasmose está relacionada principalmente a 

flutuação da população do vetor (UILENBERG 1970; SAMISH et al. 1993; AGUIRRE 

et al. 1994). 

No entanto, outras formas também são relatadas, incluindo a transmissão 

mecânica por meio de moscas hematófagas principalmente através dos gêneros 

Stomoxys e tabanídeos. Partículas infectantes são transferidas através das partes bucais 

dos dípteros, levando de um animal para outro, com diferentes graus de sucesso (FOIl 

et al., 1989; SCOLES et al., 2005; KIKUGAWA et al., 2009; SANTOS et al., 2013).  

Stiling et al. (1993) mencionou em seu estudo a preocupação com Haematobia irritans 

em relação a transmissão de vários patógenos, como Carbúnculo Hemático, Leucose, o 

helminto Stephanofilaria sp e anaplasmose. Em Araújo et al. (2021), relatou a presença 

de Anaplasma marginale em órgãos de Stomoxys calcitrans coletadas no Município de 

Seropédica- RJ.   

Há também a transmissão iatrogênica da bactéria, através do uso de 

instrumentação cirúrgica ou agulhas contaminadas com o patógeno durante uso coletivo 

destes materiais, em procedimentos como descorna, castração e vacinação, auxiliando 

assim na disseminação do agente patogênico 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 imunização dos rebanhos, com vacinas recombinantes 

baseadas em proteínas de superfície de A. marginale, para preservar os bovinos das 

infecções pela bactéria (CROSBY et al., 2015; DERINGER et al., 2018). Um dos 
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obstáculos para a elaboração de uma vacina eficaz contra a enfermidade é a existência 

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 sanitário dos animais e 

disponibilidade de vetores. Estes fatores podem ser determinantes para caracterizar a 

situação enzoótica e para avaliar os riscos aos rebanhos. De acordo com Uilenberg 

(1992) a suscetibilidade dos bovinos em contrair doenças é um fator tão importante 

quanto à presença de vetores 

Portanto, a realização de estudos para que se possa entender melhor o papel das 

moscas como possíveis vetores é de grande importância. Estes estudos podem então 

esclarecer os questionamentos sobre a importância epidemiologia desses artrópodes na 

transmissão de A. marginale, principalmente em locais onde a população desses dípteros 

é abundante em rebanhos de gado de leite. No estado do Rio de Janeiro não há muitos 

estudos sobre a epidemiologia e importância de Anaplasma marginale na dinâmica de 

transmissão por Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans. Com isto, este trabalho teve 

o objetivo de detectar a presença do DNA Anaplasma marginale em peças bucais e 

intestinos de Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans e em glândulas salivares de 

fêmeas de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus utilizando as técnicas de 

qPCR, nPCR e sequenciamento.  
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2. REVISÃO DE LITERTURA 

 

2.1 Dípteros hematófagos  

2.1.1 Stomoxys calcitrans (Linnaeus, 1758) 

O gênero Stomoxys possui 18 espécies, sendo Stomoxys calcitrans (Figura A e B),  

popularmente denominada como “mosca – dos – estábulos” a espécie mais comum, 

apresentando distribuição mundial e com mais relatos em regiões de clima temperado. 

Se trata de um ectoparasita, vetor mecânico com aparelho bucal picador-sugador (Figura 

1) (MUENWORN et al.,2010; BALDACCHINO et al., 2013; SCULLY et al.,2017) e 

são responsáveis por problemas de bem-estar animal e econômicos 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. 

Família: Muscidae LATREILLE, 1802. 

Gênero: Stomoxys GEOFFROY, 1762. 

Espécie: Stomoxys calcitrans LINNAEUS, 1758.  

 

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

Disponível em: DISCOVERLIFE 2023.  



 

4 
 

A fêmea e o macho são hematófagos e constantemente ingerem uma quantidade 

pequena de sangue ao longo do dia (CORTINAS E JONES, 2006;BOWMAN, 2010; 

TAYLOR et al.,2017). 

O ciclo holometábolo (Figura 3) apresenta as fases de ovo, larva de primeiro 

estágio (L1), larva de segundo estágio (L2), larva de terceiro estágio (L3), pupa e adultos 

sendo a temperatura idealpara o andamento e crescimento da mosca de 

aproximadamente 25-27°C. Mediante esta temperatura, após a postura, em torno de dois 

a três dias ocorre a eclosão da larva L1. Esta irá sofrer duas ecdises até se tornar L3,  um 

processo que pode levar de dez a treze dias para seu completo desenvolvimento. A larva 

L3 originará a pupa e após seis dias dará origem a uma mosca adulta. O ciclo se torna 

completo em um período de duas a quatro semanas em locais com a temperatura 

favorável (AGUIARVALGODE; MILWARD-DE-AZEVEDO,1992; TAYLOR et al., 

2017). 

 

Figura 2. Ciclo biológico de Stomoxys calcitrans. As larvas eclodem em 24 horas e se 

desenvolvem, mudam para pupas e após 6 dias  emergem os adultos, estes saem do 

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

A reprodução de Stomoxys está ligada à decomposição da matéria vegetal, suas 

larvas podem crescer em diversos substratos (CORRÊA et al., 2013: COOK et al.,2018). 

Fezes frescas misturadas aos resíduos de ração, urina e outros tipos de materiais 

orgânicos podem fornecer condições 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 situações permitem a manutenção da comunidade 

local de moscas, ocasionando maiores infestações nas propriedades. Estudos foram 
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realizados envolvendo surtos referentes à mosca dos estábulos (BARROS et al., 2010; 

ODA; ARANTES 2010; KASSAB et al., 2012). Estes autores reforçaram que os 

problemas ligados a S. calcitrans ocorrem por conta do fornecimento de ambientes 

propícios ao desenvolvimento de suas fases imaturas.  

A expansão da indústria sucroalcooleira em áreas de pecuária tem sido 

recentemente relacionadas ao aumento da população de S.calcitrans nas propriedades 

BARROS et al., 2010). A capacidade de voo da mosca associado à palhada da cana-de-

açúcar que fica ao solo após a colheita, bem como o vinhoto da cana-de-açúcar, podem 

criar condições favoráveis para o aumento da população destes dípteros (BAILEY et 

al.,1973; HOGSETTE; RUFF, 1985), principalmente se mal manejados no uso agrícola 

(VITTI; LUZ 2008).  

Stomoxys calcitrans dispõe muitos hospedeiros, especialmente os mamíferos e 

está relacionada no mundo todo a animais selvagens e ao gado (KHALIFA et al., 2022). 

Os bovinos são os animais mais acometidos pela picada da mosca dos estábulos, 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 é dolorosa, causa prurido, incomodo por efeitos tóxicos da 

saliva e perda de sangue. Infestações acarretam perdas significativas na produção, 

resultando em importantes perdas econômicas para indústria, em torno de US$ 335 

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

É importante evidenciar que os prejuízos econômicos são pertinentes quando há 

surto, devido a inquietação do gado, diminuição na alimentação, o que choca 

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

No Brasil, a sazonalidade de Stomoxys calcitrans apresenta picos populacionais. 

Durante a estação de chuvas ocorre um aumento do número de moscas no país, de forma 

mais precisa, no início da estação (RODRÍGUEZ-BATISTA et al., 2005; 

DOMINGHETTI et al., 2015). Sendo assim, em condições naturais há situações de 

menor ou maior ocorrência da mosca em função ao clima local, época do ano, fatores 

climáticos e região (BITTENCOURT, MOYA-BORJA, 2000; RODRÍGUEZ-BATISTA 

et al., 2005). Entretanto,  propriedades que utilizam o manejo agropecuário, manejo de 

resíduos e de subprodutos, são beneficiadas, dado que que essas práticas são fatores 

importantes para o controle da mosca (DOMINGHETTI, 2017). 
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2.1.2 Stomoxys calcitrans como vetor de patógenos e importância 

médico veterinária  

A presença desses organismos no ambiente pode acarretar prejuízos diretos e 

indiretos aos animais e estes são mais difíceis de se calcular. Um exemplo de prejuízo 

direto, seria a picada que causa um processo doloroso e pruriginoso, e indireto quando 

ocasiona a inoculação de algum patógeno ao hospedeiro por meio da picada do 

ectoparasita. Stomoxys calcitrans atua como vetor mecânico de diversos agentes 

patogênicos, como por exemplo vírus, protozoários, helmintos e bactérias 

(BALDACCHINO, et al., 2013).  

Este ectoparasita pode carrear relevantes patógenos, dentre eles, o vírus da febre 

do Nilo Ocidental (DOYLE et al., 2011), vírus da peste suína africana (MELLOR et 

al.,1987), vírus 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 Araújo 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 possuíam material genético de 

Anaplasma marginale,contribuindo com estudos sobre a dinâmica da transmissão do 

patógeno. 

A transmissão mecânica é o modo mais simples de transmissão e é considerado 

um dos mais importantes feitos indiretos dos insetos, pois esta forma de transmissão 

pode ocorrer por meio da contaminação da peça bucal ou da regurgitação do conteúdo 

do sistema digestivo (MORDOMO et al.,1977; BALDACCHINO, et al., 2013). 
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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 França, após a Guerra Civil norte-americana 

foram importados muitos bovinos da Europa e com isso a mosca-dos-chifres foi 

conquistando novos territórios, por volta de 1884 e 1886 nos EUA. 

Em aproximadamente 12 anos a mosca já havia ocupado a maior parte dos Estados 

Unidos e Havaí. Exportações no mesmo período fizeram com que chegasse ao Canadá 

e nas ilhas do Caribe. Chegou à América do Sul, sendo reconhecida na Venezuela e 

Colômbia em 1937, de acordo com a Delegacia Federal de Agricultura de Roraima, 

Haematobia irritans, apareceu no território entre 1976 e 1977, provavelmente vinda da 

Guiana, mas somente em 1980, foi definitivamente identificada (VALÉRIO e 

GUIMARÃES 1983).  O deslocamento de bovinos por meio do rio Amazonas e a 

passagem de veículos sujos com fezes ao longo do Brasil fez com que a mosca 

alcançasse todo o território nacional. Após algumas tentativas de controle como a 

importação do besouro africano e a criação de um grupo de peritos nacionais para 

estudar o controle e a expansão da mosca, em março de 1990 foi lançado o programa 

nacional de controle da mosca-dos-chifres e passados dez anos depois do primeiro alerta 

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

É conhecida comummente como mosca-dos-chifres e tem como hospedeiro 

preferencial os bovinos (CASTIGLIONI; BICUDO, 2005). Porém, em época de grande 

infestação no campo ou na ausência 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. 

Família: Muscidae LATREILLE, 1802. 

Gênero: Haematobia LEPELETIER, E SERVILE, 1828. 

Espécie: Haematobia irritans LINNAEUS, 1758.  
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Figura 3. Imagem dorsal e imagem de aparelho bucal de Haematobia irritans 

Disponível em: Departamento de entomologia da Universidade do Nebrasca. Acesso 

em 11/10/2023. 

A duração do ciclo biológico pode ser de até 16 dias dependendo da temperatura 

e das condições ambientais de cada oviposição. Uma fêmea 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 período de 20 a 24 horas 

em uma temperatura entre 24 °C a 27 °C. Ocorrem três estágios larvais (L1, L2 e L3) 

que se desenvolvem quase que exclusivamente nas fezes, com duração de 4 a 8 dias para 

o estágio de pupa. O processo de pupa acontece dentro ou próximo ao bolo fecal. A 

sobrevivência dentro do bolo fecal depende das larvas e pupas resistirem a inúmeros 

fatores como: variação do conteúdo nutricional, variação de temperatura e umidade, 

competição com outros insetos, efeito de predadores e parasitóides (TAYLOR et 

al.,2017). 
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2.1.4 Haematobia irritans como vetor de patógenos e importância 

médico veterinária  

No Brasil, a presença 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 relação ao clima e técnicas de manejo (OYARZÚN, 2008).  

No Brasil, a estimativa do prejuízo econômico causados à pecuária já chegou em 

cerca de U$ 865 milhões por ano (BIANCHINI et al., 2006). Por possuir uma picada 

dolorosa, os animais apresentam maior estresse, ocorre queda na produção de leite e 

diminuição no ganho de peso (OLIVEIRA, 2019; KELLDRIN, 2021). É responsável 

por transmitir Stenofilaria stilesi, nematódeo parasita de pele de boi, pode causar 

dermatite ulcerativa periobital ou ventral em cavalos, esta lesão pode ser infestada pelo 

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

 

2.1.5  Rhpicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um carrapato de ciclo biológico em um 

único hospedeiro, os bovinos, e se destaca como o vetor mais importante de Anaplasma 

marginale. Estão distribuídos em áreas tropicais e subtropicais de alta produção bovina 

(DE LA FOURNIÈRE et al., 2023). É o carrapato com maior importância mundial no 

quesito transmissão de doenças parasitárias bovinas, mas já foi relatada relação com 

búfalos, cavalos, burros, cães, veados, cabras e ovelhas (DA SILVA et al., 2018). 

Reino: Animalia LINNAEUS, 1758. 

Subreino: Bilateria HATSCHECK, 1888. 

Filo: Artrópodes SIELBOLD, 1848.  

Classe: Aracnídeos LAMARCK, 1801. 

Ordem: Ixodida LEACH, 1817. 

Família: Ixodidae DUGÈS, 1834. 

Gênero: Rhipicephalus KOCH, 1844. 

Espécie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus CANESTRINI, 1888. 

Em seu ciclo biológico (Figura 5) as larvas infestam o bovino e se alimentam por 

6 a 8 dias até passarem muda para ninfas, as quais chegam ao estágio adulto em 7 a 9 

dias com período 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 não parasitária do ciclo é marcada 

pela postura dos ovos das fêmeas no ambiente, seguida da eclosão das larvas e do acesso 

aos seus hospedeiros (WHARTON, 1974). Apesar de parasitarem preferencialmente 

bovinos, outros animais podem ser hospedeiros e quando a infestação é alta, são capazes 

eventualmente de parasitar humanos durante manipulação do animal (BARROS-

BATTESTI et al., 2006). 

 

 

Figura 4. Ciclo biológico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. As Fêmeas grávidas 

põem ovos no meio ambiente (1). Os ovos eclodem em larvas de três 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 fêmeas caem do hospedeiro para realização da postura 

(4). Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention – CDC (2023). Disponível 

em:  CDC. Acesso em 20/10/2023. 

Denominado carrapato-do-boi, R. microplus, está presente em todo o Brasil. A 

disseminação e adaptação desse ectoparasito é favorecida devido aos fatores ambientais 

e climáticos do país (Figura 6) e pela disponibilidade de animais de raças mais sensíveis 

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

Esta espécie de carrapato ainda demanda grande atenção no cenário da produção 

bovina no Brasil (GARCIA et al., 2019). São descritas perdas na produção de leite, carne 

e couro em todo mundo e países em desenvolvimento são os que mais sofrem as 

consequências da presença deste carrapato em seus rebanhos, necessitando de 

mecanismos mais eficazes para o controle do carrapato (MARQUES et al.,2020). O 

Brasil é responsável pela exportação de aproximadamente 43 bilhões 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).  

 

 

Figura 5.  Imagem da adaptação atual do Rhipicephalus (Boophilus) microplus de 

acordo com o modelo de nicho ecológico, sob condições ambientais. Disponível 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 

Patogênicos 

Muitos patógenos estão relacionados a transmissão por carrapatos, incluindo 

vírus, protozoários, bactérias e rickétsias (CHOMEL, 2011). Devido ao seu hábito 

hematófago, estão no primeiro grupo como fonte de patógenos transmitidos para 

animais e em segundo para os humanos, ficando atrás somente dos mosquitos (SHAW 

et al.,2001; CHOMEL, 2011).  

No Brasil, R. microplus transmite microrganismos de importância médica aos 

bovinos. Patógenos como Babesia bovis (BABES,1888), Babesia bigemina (SMITH; 

KILBORNE, 1893) e Anaplasma marginale (THEILER, 1910), são os agentes 

responsáveis por doenças de grande impacto econômico, epidemiológico e social. 

Historicamente esses patógenos estão ligados a Tristeza Parasitária Bovina e 

compartilham características importantes: infectam exclusivamente eritrócitos nos 

hospedeiros vertebrados, geralmente coocorrem em áreas endêmicas e são transmitidas 

pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus (SUAREZ; NOH, 2011; SILVA, 2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7298856/#CR4
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2.2 Anaplasma marginale (Theiler, 1910) 

Anaplasma marginale é uma alfa-proteobacéria gram-negativa da ordem 

Rickettsiales, família Anaplasmataceae. É uma bactéria intracelular obrigatória, se 

replica dentro de vacúolos citoplasmáticos da célula hospedeira como os eritrócitos 

(THEILER, 1910; DUMLER et al., 2001) e afeta principalmente ruminantes como os 

bovinos, bisões, veados e búfalos (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 não ruminantes, como o tamanduá-bandeira 

(Myrmecophaga tridactyla) (GUILLEMI et al.,2016), equinos (ASIF et al.,2020) e cães 

(HORNOK et al.,2018). 

A anaplasmose é endêmica em áreas tropicais e é responsável por inúmeras perdas 

econômicas para a indústria de carne e de leite em todo o mundo devido a problemas 

como a perda de peso, queda na produção de leite, abortos, tratamentos com o custo 

elevado e possuir uma alta mortalidade dos animais infectados (KOCAN et al.,2003; De 

LA FOURNIÈRE et al., 2023). 

Os sintomas clínicos incluem, febre, anorexia, perda de peso, letargia, letargia, 

supressão da ruminação, anemia grave, mucosas pálidas, ictérica sem hemoglobinemia 

e hemoglobinúria, aborto e muitas vezes óbito (RISTIC, 1977; KOCAN et. al., 2004, 

2015). Os bovinos que sobrevivem à infecção aguda desenvolvem infecções 

persistentes, caracterizadas por riquetsemia cíclica de baixo nível (KOCAN et al.,2003; 

KOCAN et al., 2012). Os animais persistentemente infectados, denominados 

"portadores", adquirem imunidade vitalícia e, após a exposição ao patógeno, mostram-

se resistentes à doença clínica. As perdas associadas à anaplasmose são quantificadas 

por diversos parâmetros, incluindo a redução no ganho de peso, diminuição na produção 

de leite, incidência 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   

Família: Anaplasmataceae PHILIP, 1957    

Gênero: Anaplasma THEILER, 1910.   

Espécie: Anaplasma marginale THEILER, 1910. 

Sua transmissão para bovinos no Brasil ocorre biologicamente por carrapatos, 

mecanicamente por transfusão de sangue infectado em fômites ou aparelho bucal de 

insetos sugadores, como também pelo contágio por via transplacentária 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 transmissão intraestadial por 

se tornarem permanentemente infectados, transmitindo  A. marginale quando se 

alimentam em um novo hospedeiro (Kocan et al., 1992). Entretanto, foi detectado a 

presença de DNA de A. marginale em glândulas salivares de duas fêmeas de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, propondo o envolvimento deste carrapato na 

transmissão de A. marginale (ALAMZÁN et al., 2008). Ribeiro e Lima (1996) 

verificaram a presença de colônias de A. marginale em células epiteliais do intestino de 

fêmeas ingurgitadas de R. microplus utilizando a microscopia óptica e eletrônica. 

Pelo menos doze espécies de artrópodes já se mostraram capazes de transmitir 

mecanicamente A. marginale, incluindo S. calcitrans, oito espécies de Tabanidae e três 

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 biológico de Anaplasma marginale (Figura 7) é conduzido pelo ciclo de 

alimentação do carrapato (KOCAN et al.,1992). No decorrer do repasto sanguíneo sobre 

os bovinos, eritrócitos infectados são ingeridos e promovem a infecção das células 

intestinais do carrapato. Em seguida, com o desenvolvimento de A. marginale nas 

células do intestino médio do carrapato, outros tecidos são contaminados, incluindo a 

glândula salivar, onde as riquétsias podem ser transmitidas para os vertebrados durante 

a alimentação (KOCAN et al., 1992; GE et al., 1996). Em cada local de infecção do 

carrapato, A. marginale se desenvolve dentro de vacúolos ou colônias delimitadas por 
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membrana. Dentro das colônias a primeira forma é a vegetativa ou reticulada, a qual se 

multiplica por fissão binária, formando grandes colônias e podem conter muitos 

organismos. Em seguida, mudam para forma infectante denominado corpúsculo denso, 

podendo sobreviver fora do hospedeiro e o que permitiria a ocorrência de transmissão 

mecânica (KOCAN et al., 2010). Os bovinos se tornam infectados quando a forma densa 

é transmitida durante a alimentação do carrapato via glândula salivar (KOCAN et al., 

2003).  

 

Figura 6. Ciclo do desenvolvimento de Anaplasma marginale em bovinos e 

carrapatos. Adaptado de Kocan et al., (2003). Disponível em: 

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC207124/>. Acesso em 15/09/23. 

Anaplasma marginale é uma das bactérias transmitidas por carrapatos mais 

prevalente em todo mundo, tornando se responsável por morbidade e por mortalidade 

de bovinos em regiões subtropicais, tropicais e temperadas, incluindo América do Sul, 

Central e Norte, Austrália, Ásia e Europa (KOCAN et al., 2010; AUBRY; GEALE, 

2011). Porém, devido ao aquecimento global, a distribuição da anaplasmose pode ser 

modificada, e desta maneira influenciar o movimento dos vetores ao longo dos anos 

(JONSSON; REID, 2000). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC207124/
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Nos EUA, a anaplasmose tem sido relatada em muitos estados podendo estar 

relacionada ao transporte de gado, transmissão mecânica ou biológica ao gado (KOCAN 

et al., 2010). Na Europa, os ruminantes silvestres, como veados e alces, podem 

influenciar na epidemiologia da doença (ZAUGG et al., 1669; DE LA FUENTE et al., 

2004). Em regiões que os animais silvestres e bovinos compartilham da mesma 

pastagem a preocupação cresce, em função do aumento da transmissão de agentes 

infeciosos entre estes animais (CHOMEL et al., 1994). Nos países como Itália (CECI; 

CARELLI,1999; CRINGOLI.,2002) e Espanha (DE LA FUENTE et al., 2004) bovinos 

infectados já foram identificados. Na argentina essa doença ainda não se destaca como 

a babesiose, porém vem ganhando bastante visibilidade devido ao número de 

contaminações 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 áreas de instabilidade 

endêmica, ocorrendo elevadas taxas de mortalidade, quanto que nas áreas mais estáveis, 

por mais que não ocorra surtos, pode apresentar risco aos animais introduzidos sem um 

período de quarentena, ou provenientes de áreas com controle intensivo de carrapatos 

(ARAUJO et al.,2003). 
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2.3 Diagnóstico molecular  

Para o diagnóstico laboratorial da anaplasmose são utilizadas técnicas diretas e 

indiretas (VIDOTTO & MARANA, 2001). Dentre os métodos de diagnóstico mais 

utilizadas estão o esfregaço sanguíneo, imunofluorescência indireta (IFI), teste indireto 

de imunoabsorção enzimática (ELISA indireto) e teste de aglutinação rápida (SILVA et 

al.,2022).  

A análise de sangue periférico por meio de esfregaço sanguíneo é a técnica mais 

antiga para o diagnóstico de hemoparasitoses, e é uma das principais ferramentas para 

a confirmação do diagnóstico (SILVA et al., 2022). Permite a visualização direta dos 

agentes nos eritrócitos infectados, principalmente na fase aguda da anaplasmose, onde 

a parasitemia é mais alta. Em contrapartida, quando a infecção diminui a análise 

molecular é o método que entrega mais sensibilidade e especificidade para o diagnóstico 

(AMORIM et al.,2014).  

Com o uso da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), é possível ter 

um diagnóstico sensível e específico (RAMOS et al., 2010), carecendo de mínimas 

quantidades de DNA para obter cópias suficientes para a detecção de uma matriz inerte 

(GARINAYAN; AVASHA, 2013). A PCR em tempo real possui vantagens em relação a 

PCR convencional, como a quantificação do material amplificado simultâneo a 

amplificação do material genético testado e isso diminui o tempo de realização.  A nested 

PCR é oriundo da PCR, sendo mais sensível e específica, devido a amplificação do DNA 

alvo mesmo em baixa concentração (FERREIRA, 2019). A sensibilidade e 

especificidade da PCR tem permitido o avanço nos estudos da anaplasmose em todo o 

mundo, principalmente por meio da técnica de qPCR e nested PCR (HIGUCHI et al., 

1992; Brito et al., 2013).  

Este meio de diagnostico vem sendo utilizado para detecção de doenças como as 

arboviroses (LICÍNIO; AYRES, 2021), SARS-COV-2 (MAGATON et al., 2022), 

leishmaniose (SOUZA, 2023) entre outras.  Segundo Aubry e Geale (2010) com a reação 

de nestedPCR é possível se chegar ao diagnóstico mesmo em amostras com baixa 

parasitemia, sendo uma técnica muito utilizada para o diagnóstico de hemoparasitose. É 

amplamente empregada nas pesquisas em animais e em artrópodes vetores (VIDOTTO 

& MARANA, 2001). 
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Devido a diversidade genética Anaplasma marginale a detecção deste 

microrganismo pode ser realizada utilizando diferentes genes. Essa heterogeneidade é 

relatada em regiões ao redor de todo o mundo. Os genes podem se diferenciar em 

aspectos como morfologia, sequência de proteína e características antigênicas (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 Proteínas de Superfície Principais (MSPs) possuem um importante papel na 

interação de A. marginale em células do hospedeiro e, com isso, tem relação com a 

capacidade para causar uma infecção. São descritas seis MSPs infectando eritrócitos de 

bovinos com Anaplasma marginale (Palmer et al., 1999; Aubry; Geale, 2010). Dentre 

estas, três MSPs, nomeadas MSP1α, MSP4 e MSP5, são codificadas por genes 

individuais e não se alteram antigenicamente em cada cepa. Em contrapartida as outras 

três, MSP1b, MSP2 e MSP3, são codificadas por famílias multigênicas e estas podem 

variar antigenicamente, especialmente em bovinos persistentemente infectados (Kocan; 

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

Em 2013, Ybañez et al. realizaram o primeiro estudo de detecção e caracterização 

molecular de A. marginale em bovinos e em Rhipicephalus (Boophilus) microplus em 

Cebu, Filipinas e utilizaram cinco marcadores para a análise filogenética (gltA, groEL, 

rRNA 16S, msp5 e msp1α). Métodos moleculares utilizando groEL, são frequentemente 

usados na detecção de bactérias do gênero Anaplasma. A groEl é uma chaperonina e 

pode ser encontrada em diferentes bactérias (ZEILSTRA-RYALLS; FAYET; 

GEORGOPOULOS, 1991), e com isso apresenta vantagem de possuir mais variações 

entre espécies em relação aos genes de 16S sRNA (INOKUMA et al., 2002; YBAÑEZ, 

et al., 2013). Em Garrity (2001) a reconstrução de genealogias entre bactérias 

procariontes se baseia na análise comparativa das sequencias de 16S sRNA, e a 

identificação e taxonomia microbiana tem se beneficiado destes desenvolvimentos.  

Genes como gltA, 16S RNAr, groEL, msp5, entre outros, são muito conservados 

entre as cepas e podem ser utilizados para a identificação molecular de Anaplasma 

marginale, porém não fornecem informações filogenéticas. Para estudos filogenéticos a 

msp1 e msp4 apresentam-se úteis (DE LA FUENTE et al., 2002). O gene msp5 tem sido 

muito empregado em vários estudos de detecção, devido ao seu alto valor de 

conservação na espécie de A. marginale (ECHAIDE et al.,1998). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.   Locais de coleta  

As coletas foram realizadas em propriedades de gado de leite do Estado do Rio de 

Janeiro nos municípios de Seropédica e Paracambi, em animais clinicamente saudáveis. 

Em todos os locais, as coletas foram autorizadas por meio de um Termo de 

Consentimento Livre Esclarecido, assinado pelos responsáveis. A coleta foi realizada 

em animais adultos e bezerros de ambos os sexos. As amostras foram levadas para o 

Laboratório de Sanidade Avícola (LASAVE/DESP/IV) no Departamento de 

Epidemiologia e Saúde Pública, localizado no Instituto de Veterinária (IV) da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), no campus Seropédica. 

Figura 7. Mapa do Estado do Rio de Janeiro e os Municípios de Seropédica e Paracambi 

onde foram realizadas a captura de Stomoxys calcitrans, Haematobia irritans e 

Rhipicephalus microplus. Fonte: IBGE (2020), Datum: SIRGAS 2000, Elaboração: 

Software QGIS. Data: 20/10/2023. 
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3.2. Questionários  

Em cada propriedade, foram aplicados dois questionários (Anexo 1) 

desenvolvidos com o intuito de coletar informações sobre as variáveis ambientais para 

se  entender o sistema de criação dos animais, o manejo da propriedade, dados como: 

Município (Paracambi e Seropédica), área total da propriedade (1600m2 a 273000m2 e 

100 mil m2 a 653mil m2), relevo (montanhoso e planície), se os animais possuíam ou 

não acesso a mata fechada dentro da propriedade, presença ou ausência de animais como 

cães (ausência ou presença), gatos (ausência ou presença), equinos (ausência ou 

presença), silvestres (ausência ou presença), quantidade de bovinos na propriedade (12 

a 30 ou 40 a 120), número de ordenhas (uma ou mais de uma), tipo de ordenhas 

(mecânica e manual), local de ordenha mecânica (sala ou no pasto), local de manejo 

(pasto ou curral), se os animais saem da propriedade (acesso ou não a áreas externas da 

propriedade), se compartilham ou não pastagem com outros animais, destinação de fezes 

(capineira ou  permanência no local), condições de higiene (satisfatórias ou 

insatisfatórias), tipo de reprodução (monta ou inseminação), tipo de piso do local  

permanência dos bezerros (concreto e cimento ou areia e terra), período de maior 

incidência de carrapatos (Janeiro a Março / Setembro a Dezembro ou Abril a Agosto), 

quais critérios utilizados  para escolha do carrapaticida (Indicação Médico Veterinário 

ou Indicação loja agropecuária), forma de aplicação do carrapaticida (pour on ou 

pulverização), intervalo de aplicação do carrapaticida (frequente ou sem frequência), 

presença de moscas na propriedade (presença ou ausência), assistência médico 

veterinário (com assistência ou sem assistência), quarentena na aquisição de novos 

animais (sim ou não) e acesso de cães nas áreas de pastagem (sim ou não).  

Um segundo questionário foi aplicado para coletar informações sobre os 

indivíduos com variáveis como: identificação do animal, sexo (macho ou fêmea), idade 

(12 a 24 meses e >36 meses), escore corporal (3 a 3,5 ou 4 a 5), a procedência do animal 

(comprado ou nascido na propriedade), histórico de doença (sim ou não), nível de 

infestação de carrapatos (infestação baixa ou infestação média). 
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3.3. Coleta, identificação de dissecção de moscas 

Adultos de Stomoxys calcitrans e de Haematobia irritans foram capturadas com 

o auxílio de um puçá e transferidas para uma gaiola para o transporte até o laboratório, 

onde foram identificadas morfologicamente utilizando chave taxonômica descrita por 

Carvalho, Moura e Ribeiro (2002). Após identificação, no laboratório as moscas foram 

anestesiadas a - 20ºC em freezers e posteriormente foram dissecadas segundo Araújo et 

al., (2021). Foram anestesiados em freezer a -20°C por cerca de 5 minutos, identificadas 

e separadas por espécie e por meio do auxílio de Estereomicroscópio Binocular, com o 

auxílio de pinças oftalmológicas e estiletes, os espécimes foram dissecados. Separou-se 

intestino, peças bucais e carcaça contendo corpo gorduroso armazenados separadamente 

em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, contendo: 50µL de RNAlater® (Invitrogen, 

CA, USA). Após estes procedimentos, os órgãos foram mantidos em freezer a -20ºC até 

o momento da extração de ácidos nucléicos (DNA). 

 

Figura 8. Imagem de Stomoxys calcitrans em ato de repasto (alimentação), 

perfurando a pele de hospedeiro bovino em momento de coleta realizada a campo.Fonte: 

acervo pessoal. 
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Figura 9. Imagem de órgãos de Haematobia irritans após dissecção. A: Carcaça 

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

 

3.4. Coleta, identificação e dissecção de carrapatos 

Os carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus foram coletados e 

armazenados em recipientes fechados com a identificação do animal e transportados ao 

laboratório, onde passaram por identificação morfológica utilizando a chave taxonômica 

descritas por Aragão e 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 Estereomicroscópio Binocular, os espécimes foram identificados 

e separados por sexo e então seguiram para o procedimento de dissecção descrita por 

Edwards et al., (2009) adaptada. O procedimento é realizado com o espécime submerso 

em PBS 1x, previamente limpo com solução de hipoclorito à 0,2% e depois em solução 

de PBS 1x, com o uso de tesoura Castroviejo oftalmológica e pinças oftalmológicas. 

Durante a dissecção separou-se intestino, ovário e glândulas salivares, que foram 

posteriormente armazenados separadamente em microtubos de polipropileno de 1,5 mL 

contendo 50 µL de RNAlater® (Invitrogen, CA, USA). Após estes procedimentos, 

foram mantidos em freezer a -20ºC até o momento da extração de ácidos nucléicos 

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

O DNA foi extraído utilizando o protocolo adaptado de Fenolclorofórmio descrito 

por Sambrook (1989). Antes de iniciar as extrações, as amostras que permaneciam 

mantidas em RNAlater® a -20° foram descongeladas e lavadas com 200 µL de PBS (pH 

7,2) estéril, centrifugadas por 5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido 

três vezes, a fim de retirar todo o excesso de RNAlater®. Após a extração do DNA total, 

as amostras foram quantificadas por espectrofotometria Nanodrop® ND-2000 

(Nanodrop Technologies, DE, USA). 

3.5.1. Protocolo modificado para extração de DNA a partir da glândula 

salivar de Rhipicephalus microplus 

As amostras foram lavadas com 200µL de PBS (pH 7,2) estéril, centrifugadas por 

5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido três vezes, a fim de retirar 

todo o excesso de RNAlater®. Em cada amostra foi adicionado 500 μL do tampão de 

extração (20mM Tris-HCl pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1% Dodecil 

Sulfato de Sódio) e com isso os espécimes foram macerados com ponteira (ponta 

queimada) e acrescentado 20 µL de proteinase K no tubo de 2 mL junto ao espécime 

macerado. O conteúdo nos tubos foram homogeneizados em vortex e incubados a 56º C 

por uma hora sob agitação a 650 rpm. Em seguida, foi adicionado o mesmo volume (600 

μL) de fenol pH 8.0, misturados em vortex levemente e centrifugados por 10 minutos a 

16.000 x g em microcentrífuga. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo 

contendo 500 μL de clorofórmio, 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 μL de acetato de sódio a 3M e pH 5.2, adicionado 500 μL de etanol 100%, 

vortexar e levados ao freezer -20 °C durante 1 hora e 30minutos. Para recuperar o DNA, 

retornou para centrífuga por 10 min na velocidade de 16.000 x g e descartando o 

sobrenadante. Na etapa seguinte, foi acrescentado 500 μL 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 μL de Tris EDTA. 
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3.5.2. Protocolo modificado para extração de DNA de Stomoxys calcitrans e 

Haematobia irritans 

As amostras foram lavadas com 200µL de PBS (pH 7,2) estéril, centrifugadas por 

5 minutos a (10000 x rpm), esse procedimento foi repetido três 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 cálcio (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). Após isso, adicionado 200μL do tampão de lise (20mM Tris-

HCl pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1% Dodecil Sulfato de Sódio) e 20μL 

proteinase K a 100 mg/uL. Posteriormente, as amostras passaram por incubação de 12 

horas a 56°C em bloco seco. Após o período de incubação, 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 três vezes formando uma emulsão e centrifugados 

por 10 minutos (16000 x g). O sobrenadante foi retirado e colocado em novos tubos de 

1,5 mL, acrescentado 550 μL de Fenolclorofórmio, que foram previamente misturados 

de forma manual com o intuito de formar uma emulsão 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 líquido, deixando o pellet de DNA no fundo 

do tubo e com isso as amostras foram lavadas com 1000μL 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 álcool, os tubos foram 

colocados de forma invertida em papel absorvente durante 30 minutos e incubados por 

5 minutos a 56°C para o álcool evaporar por completo. Na etapa seguinte o DNA foi 

ressuspendido em 230 μL do tampão de eluição AE (DNeasy Blood & Tissue Kits, 

Qiagen), através de incubação a 4°C durante 12 horas e em seguida aquecido à 56°C 

por dez minutos.  
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3.6. PCR em tempo real para detecção de Anaplasma marginale em extratos de 

DNA de Rhipicephalus microplus, Stomoxys calcitrans e Haematobia irritans 

As amostras de DNA s provenientes dos artrópodes foram analisados em PCR em 

tempo real (qPCR), para a confirmação da presença de a. marginale. Nas amostras de 

glândula salivar dos carrapatos e peças bucais e intestino das moscas. Foi realizado 

qPCR para o gene da proteína de superfície 1β (msp1β) de Anaplasma marginale que 

amplifica um produto de 95 pb (Tabela 1) (CARELLI et al.,2007). 

Tabela 1. Primers e sonda da reação de qPCR para Anaplasma marginale (CARELLI 

et al.,2007) 

PCR Primers Sequência de oligonucleotídeo 

qPCR para A. marginale 

(gene msp1β) 

AM-For 

AM-Ver 

 

AM-Pb 

5´ TTGGCAAGGCAGCAGCTT 3´ 

5´ TTCCGCGAGCATGTGCAT 3´ 

 

6FAM – TCGGTCTAACATCTCCAGGCTTTCAT – 

QSY 

 

As reações de qPCR foram realizadas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems™), utilizando um volume final 12µl, contendo os 

seguintes reagentes: 6 µL de TaqMan Universal PCR MasterMix (Applied Biosystems), 

0,5 µM de cada primer, 0,25 µM da sonda e 3 µl de DNA total à 30ng/ µl. Água livre 

de nuclease foi utilizada como controle negativo. Para controle positivo foi utilizado 

amostra de DNA extraído a partir de sangue total de bovino naturalmente infectado com 

Anaplasma marginale.  A infecção foi confirmada através da análise de esfregaço 

sanguíneo, onde foi visualizado inclusões intraeritrocitária sugestiva de A. marginale e 

também por nPCR e sequenciamento do gene msp5 (ECHAIDE et al., 1998). As 

condições 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 extensão final a 72°C 

por 30 segundos. As amostras foram consideradas positivas quando o valor do ciclo de 

quantificação (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 

presença de A. marginale (ECHAIDE et al., 1998).  
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3.7. Nested PCR para detecção 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 proteína de superfície 5 (msp5). A 

primeira reação amplifica um produto de 458 pb e na segunda reação 345pb. Na primeira 

reação da nPCR foram utilizados os oligoiniciadores msp5EF 

(5’GCATAGCCTCCGCGTCTTTC3’) e msp5ER 

(5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3’) e na segunda reação msp5intEF 

(5’TACACGTGCCCTACCGACTTA) e msp5ER 

(5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3’) (DE ECHAIDE et al.,1998).  As reações foram 

realizadas com volume final de 25μL, contendo: 1x PCR buffer, 3mM de MgCl2, 

0,4mM de cada deoxinucleotídeo trifosfato, 0,4µM de cada oligoiniciador, 1U Taq 

Platinum e 3 µL de DNA a 30ng/µL. Água livre de nuclease utilizada como controle 

negativo. Para controle positivo foi utilizado a mesma amostra de DNA descrita no item 

anterior. As condições de termociclagem foram de 95ºC por 3 minutos para temperatura 

inicial de desnaturação, 95ºC por 30 segundos, 35 ciclos a 65ºC por 58 segundos e 72ºC 

por 30 segundos e extensão final a 72ºC por 10 minutos. Essas condições de 

termociclagem foram utilizadas para as duas reações da nPCR. O volume de DNA 

utilizado na segunda reação foi de 1 μL. Os produtos amplificados foram submetidos à 

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 etídio 

(50mg/mL) e visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador L-PIX Touch 

(Loccus Biotecnologia). 

 

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

sequências   

Vinte e três produtos da segunda reação da nested PCR foram purificadas com o 

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems) de acordo com as 

recomendações do fabricante. A purificação foi realizada aplicando 2μL do ExoSAP- 

IT™ junto a 5μL do produto obtido pela reação de PCR. Os tubos foram incubados em 

termociclador PROFlex PCR (Applied Biosystems) a 37°C por 15 minutos para 

degradação de primers e nucleotídeos remanescentes seguidos de mais 15 minutos de 
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incubação a 80°C para inativação do reagente ExoSAP- IT™. Após o processo de 

purificação, os produtos foram enviados para sequenciamento. 

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger (Sanger et al. 1970) 

utilizando os primers da segunda reação da nPCR. Os produtos de PCR purificados 

foram enviados para o serviço de sequenciamento da Plataforma Tecnológica 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 análise de alinhamento local BLAST disponível no endereço 

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

 

3.9. Análise estatística  

Os dados obtidos através do questionário foram organizados em planilha do 

Microsoft Excel e posteriormente importados para o software R versão 3.6.1. A análise 

estatística tem por objetivo investigar a possível relação entre os fatores preditores e a 

positividade para Anaplasma marginale na análise de nestedPCR.  

No primeiro momento as variáveis foram submetidas a análise bivariada realizada 

por meio do teste Qui-quadrado (χ2), onde cada variável foi analisada em função da 

positividade de Anaplasma marginale admitindo um nível de significância de 95% (p-

valor > 0,05).  

Posteriormente as variáveis foram examinadas para verificar os níveis de 

correlação aplicando o teste de coeficiente Phi (φ). Os critérios seletivos para a entrada 

na análise multivariada foram variáveis que apresentaram valores de φ < 0,6 e valor de 

p < 0,12 no teste χ2. Uma análise combinatória entre as variáveis selecionadas foi 

realizada para encontrar o melhor modelo preditivo. Os modelos foram submetidos à 

regressão logística empregando o pacote “rms” (HARRELL, 2020). O fator de inflação 

de variância foi aplicado para confirmar a ausência 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 são próximos de 1.  

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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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 probóscidas das moscas e glândula salivar dos carrapatos para 

detecção molecular por PCR em tempo real (qPCR) e posteriormente em nested PCR 

(Tabela 2). 

A qPCR apresentou positividade de 28% (n=11/40) em probóscidas de S. 

calcitrans, 24% (n=7/29) em probóscidas de H. irritans e 56% (n=54/96) nas glândulas 

salivares de R. microplus (Tabela 2). 

A nested PCR apresentou positividade de 73% (n=29/40) em probóscidas de S. 

calcitrans, 90% (n=26/29) em probóscidas de H. irritans e 45% (n=43/96) nas glândulas 

salivares de R. microplus (Tabela 2). 

Tabela 2.  Amostras positivas para Anaplasma marginale detectadas por nPCR em 

glândulas salivares de Rhipicephalus microplus, probóscidas de Stomoxys calcitrans e 

probóscidas de Haematobia irritans capturados em propriedade de gado de leite nos 

municípios de Seropédica e Paracambi-RJ. 

MUNICÍPIOS FREQUÊNCIA DE POSITIVIDADE DOS ARTRÓPODES 

Artrópodes  Rhipicephalus 

(Boophilus) 

microplus 

Stomoxys calcitrans Haematobia irritans 

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 município de Paracambi – RJ não 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 confirmação da detecção 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 comparação par-a-par do 

percentual de identidade e apresentou 0,84% de divergência entre todas as sequencias.  

O cálculo da distância evolutiva média foi realizado a partir das sequências obtidas 
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dentro de cada espécie de artrópodes. Para H. irritans a distância 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 distância evolutiva média foi também comparada entre as espécies 

de artrópodes estudados.  Uma distância 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 

possível observar que o percentual de identidade e distância evolutiva de fragmentos de 

aproximadamente 345 pb do gene msp5 entre as sequencias estudadas não apresentou 

divergência significativa dentro dos grupos e entre os grupos observados na figura 12. 
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Figura 10: Comparação par-a-par do Percentual de Identidade (diagonal inferior) e distância evolutiva (diagonal superior) de fragmentos de 

aproximadamente 345 pb do gene msp5 entre as sequencias de Haematobia irritans, Stomoys calcitrans e Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 

As análises foram realizadas no software CLC Main Workbeanch v.7.9. A sequência H74 foi utilizada como referência. 
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Devido ao número amostral de moscas ser muito baixo, não foi possível realizar 

a análise estatística com este artrópode, sendo assim efetuou-se a análise bivariada e 

multivariada da infecção por A. marginale em carrapatos.  

As variáveis presença de animais silvestres, acesso a áreas externas da 

propriedade, compartilhamento de pastagem com outros animais, intervalo de aplicação 

do carrapaticida, presença de moscas e assistência médico veterinária, apresentaram 

respostas significativas na análise bivariada (Tabela 3). As demais variáveis não 

apresentaram associação significativa conforme observado na tabela 3. 

Tabela 3. Análise bivariada das variáveis epidemiológicas ambientais na presença de 

DNA de Anaplasma marginale em glândulas salivares de Rhipicephalus microplus 

coletados em fazendas de gado de leite no estado do Rio de Janeiro.  

    

VARIÁVEIS 

ESTUDADAS 

 

n % p-valor X2 Razão de 

chance 
IC 95% 

Cidade 
Paracambi  
Seropédica 

 
39 
57 

 
33% 
53% 

0,06 3,48 2,20 0,88-5,68 

Sexo 
Fêmea  
Macho 

 
74 
22 

 
43% 
50% 

0,57 0,31 0,76 0,26-2,71 

Idade 
12 a 24 meses  
Mais 36 meses 

 
36 
60 

 
67% 
32% 

0,22 1,49 0,59 0,23-1,49 

ECC 
3 e 3,5 
4 a 5 

 
22 
74 

 
36% 
47% 

0,36 0,89 1,56 0,53-4,85 

Procedência 
Nascido na propriedade 

Comprado 

 
54 
42 

 
39% 
52% 

0,18 1,73 1,71 0,70-4,23 

Histórico de doenças 
Sim 
 Não 

 
43 
53 

 
49% 
42% 

0,47 0,51 1,34 0,55-3,26 

Infestação de carrapatos 
Infestação baixa 
Infestação média 

 

 
 

83 
12 

 
 

46% 
38% 

0,45 0,54 1,54 0,42-6,40 

Tamanho da 

propriedade 
1600m2 a 273000m2 

100 mil m2 a 653 mil m2 

 
 

46 
50 

 
 

48% 
42% 

0,68 0,32 0,79 0,32-1,90 

Relevo 
 Montanhoso  

Planície 

 
40 
56 

 
35% 
52% 

0,10 2,65 0,50 0,19-1,24 
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Quantidade de bovinos 
12 a 30 

40 a 120 

40 
56 

 
45% 
45% 

0,14 2,65 0,50 0,19-1,24 

Quantidade de ordenhas 
Uma 

Mais de uma 

 
 

71 
25 

 
 

54% 
20% 

0,003 8,40 0,22 0,58-0,69 

Presença de Cães 
Ausência 
Presença 

 
5 
91 

 
40% 
45% 

0,82 0,04 1,22 0,13-15,34 

Presença de Gatos 
Ausência 
Presença 

 
31 
65 

 
42% 
46% 

0,69 0,15 1,18 0,40-3,10 

Presença de Equinos 
Ausência 
Presença 

 
10 
86 

 
50% 
44% 

0,74 0,12 0,79 0,16-3,72 

Presença de Silvestres 
Ausência 
Presença 

 
65 
31 

 
35% 
65% 

0,007 7,20 3,27 1,24-9,02 

Sistema de Criação 
Extensivo 

Semi-intensivo 

 
20 
76 

 
45% 
45% 

0,83 0,04 1,11 0,33-3,64 

Acesso a Mata dentro 

da propriedade 
Sem acesso 
Com acesso 

 
 

42 
54 

 
 

33% 
54% 

0,04 3,96 2,29 0,93-5,85 

Local de Manejo 
Pasto 
Curral 

 
40 
56 

 
58% 
36% 

0,92 0,008 1,05 0,31-3,67 

Acesso a áreas externas da 

propriedade 
Sim 
Não 

 
 

43 
53 

 
 

58% 
34% 

0,001 5,61 2,67 1,08-6,74 

Compartilhamento de 

pastagem com outros 

animais 
Sim 
Não 

 
 
 

28 
68 

 
 
 

75% 
32% 

0,0002 14,58 0,16 0,050-0,47 

Compra de Animais 
Sim 
Não 

 
36 
60 

 
42% 
47% 

0,63 0,22 1,22 0,49-3,08 

Destinação das Fezes 
Capineira 

Permanece no local 

 
78 
18 

 
46% 
39% 

0,57 0,31 0,74 0,22-2,34 

Condições de higiene 
Satisfatórias 

Insatisfatórias 

 
70 
26 

 
46% 
44% 

0,87 0,26 0,92 0,34-2,54 

Tipo de reprodução 
Monta 

Inseminação 

 
68 
28 

 
51% 
29% 

0,40 4,20 0,38 0,12-1,05 

Tipo de piso- local de 

permanência dos 

bezerros 
Concreto e cimento 

Areia e terra 

 
 
 

43 

 
 
 

35% 

0,07 3,09 2,07 0,84-5,21 
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53 40% 

Condições de higiene 

dos bezerros 
Satisfatórias 

Insatisfatórias 

 
 

77 
19 

 
 

45% 
42% 

0,79 0,06 1,14 0,37-3,67 

Período de maior 

incidência de 

carrapatos 
Janeiro a março - 

setembro a dezembro 
Abril a agosto 

 
 
 

22 
74 

 
 
 

41% 
48% 

0,67 0,17 0,81 0,27-2,36 

Critério de escolha 

para o carrapaticida 
Indicação Médico 

Veterinário 
Indicação loja 

agropecuária 

 
 

21 
75 

 
 

43% 
45% 

0,83 0,04 0,89 0,27-2,97 

Aplicação do 

carrapaticida 
Pour on 

Pulverização 

 
 

88 
8 

 
 

44% 
50% 

0,84 0,04 0,90 0,29-2,66 

Intervalo de aplicação 
Frequente 

Sem frequência 

 
39 
57 

 
62% 
33% 

0,007 7,44 0,31 0,12-0,79 

Presença de moscas 
Ausência 
Presença 

 
31 
65 

 
23% 
55% 

0,003 9,13 4,19 1,48-

13,22 

Responsável conhece 

a TPB e anaplasmose 
Já ouviu falar 

Conhece 

 
 

71 
21 

 
 

46% 
40% 

0,57 0,31 1,29 0,47-3,70 

Assistência 

Veterinária 
Com assistência 
Sem assistência 

 
 

35 
61 

 
 

66% 
33% 

0,001 9,75 0,25 0,95-0,66 

Realização de 

quarentena com a 

chegada de novos 

animais 
Sim 
Não 

 
 
 
 

44 
52 

 
 
 
 

44% 
45% 

0,90 0,01 1,05 0,43-2,54 

Acesso de cães nas 

áreas de pastagem 
Sim 
Não 

 
 

70 
26 

 
 

50% 
31% 

0,09 2,83 2,23 0,79-6,75 

 

 

As variáveis Cidade, Procedência, Quantidade de bovinos, Silvestres, Acesso a 

áreas externas, escore corporal, raça, histórico de doenças, relevo, compartilhamento de 

pastagem, intervalo de aplicação dos ectoparasiticidas, assistência veterinária, acesso a 
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mata, presença de moscas foram selecionadas para análise multivariada por terem p-

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

Após a aplicação do teste Phi (φ) as variáveis: Cidade, Procedência, Quantidade 

de bovinos, Silvestres, Acesso a áreas externas e presença de moscas não apresentaram 

colinearidade e foram submetidas a análise multivariada.   

O modelo mais parcimonioso (apresenta menor valor de AIC) contém as variáveis 

cidade (p-valor= 0,12; OR: 2,00; IC:0,82-4,87), acesso a áreas externas (p-valor= 1,96; 

OR: 1,96; IC:0,79-4,83) e presença 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 

calibração por bootstrap revelou que o erro médio é de 0,08. 

As variáveis Cidade, Áreas externas, e Presença de moscas, foram variáveis   que 

apresentaram respostas significativas quando associados à presença de DNA de A. 

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

Tabela 4. Modelo epidemiológico de predição da infecção por Anaplasma marginale 

em Rhipicephalus microplus coletado em fazendas de gado de leite, obtido através da 

análise de regressão logística múltipla.  

 C β 
  

E.P. Wald 

Z 
p-valor OR IC 

 
CIDADE 

0,69 0.45 1,53 0,12 2,00 0,82-4,87 

  
ÁREAS 

EXTERNAS 
  

0.67 0,46 1,46 0,14 1,96 0,79-4,83 

MOSCAS 
  

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

Coe β; E.P.: Erro Padrão; Wald Z: Teste Wald; OR: Razão de chance; IC: Intervalo 

de confiança. 

 

Em relação à análise multivariada, foi observado uma correlação significativa 

entre a cidade de Seropédica e a positividade de amostras avaliadas no estudo (p-valor= 

0,12; OR: 2,00; IC:0,82-4,87) demonstrando que as propriedades do município de 

seropédica, apresentam mais chances de terem artrópodes infectados.  

O acesso a áreas externas apresentou correlação significativa neste estudo (p-

valor= 1,96; OR: 1,96; IC:0,79-4,83), demonstrando que, os carrapatos coletados de 

animais que tinham acesso a áreas externas apresentaram mais chances de se infectarem.  

A variável presença de moscas (p-valor= 3,26; OR:3,26; IC:1,17-9,08) também 

apresentou uma correlação significativa junto a frequência de amostras positivas para 
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Anaplasma marginale, o que demonstra que as propriedades com a presença destes 

ectoparasitos apresentam 3 vezes mais chances de se infectarem. 
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5. DISCUSSÃO  

A disseminação de Anaplasma marginale está associada com o carrapato 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus e também pode estar relacionada com Stomoxys 

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

Anteriores estudos de investigação molecular em carrapatos, relataram 

frequências semelhantes às detecções realizadas no presente trabalho. Da Silva et al. 

(2015) apresentaram um estudo de campo nos estados do Pará e no estado do Rio de 

Janeiro, para determinar a presença de A. marginale com alvo nos genes msp5 e msp1a 

em carrapatos que parasitavam búfalos, 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 e de 10% em D. 

nitens. Neste estudo foi realizado a detecção somente em R. microplus devido aos 

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

Ao contrário de Kumar et al. (2019), que conduziram sua detecção em tecidos 

diferentes, a presente pesquisa, assim como o estudo de De la Fourniere et al. (2023), 

focou na detecção de A. marginale em glândulas salivares de carrapatos. O estudo de 

De la Fourniere et al. realizou uma investigação experimental para avaliar a competência 

vetorial de larvas e a presença de A. marginale em fêmeas ingurgitadas que parasitavam 

bovinos. Neste contexto, a detecção foi conduzida utilizando os genes alvo msp5 e 

msp1b. Os resultados do presente estudo mostraram amostras positivas para ambos os 

genes, corroborando a eficácia desses marcadores genéticos para a detecção de A. 

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

Em comparação com as frequências de detecção em moscas hematófagas, estudos 

anteriores apresentaram metodologias e frequências semelhantes ao do presente estudo. 

Em 2018, Bautista et al. realizaram um teste no México utilizando nPCR com alvo no 

gene msp5 para detectar a presença de A. marginale em S. calcitrans por meio de análise 

molecular. As moscas coletadas apresentavam evidências visuais de terem se alimentado 

de animais livres de carrapatos por alguns anos e não houve a presença de outro díptero 

no estudo. Utilizaram pools de moscas inteiras para análise e obtiveram uma taxa de 

positividade de 29,16% para A. marginale.  

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

de carrapatos. Além disso, houve a visualização, coleta e detecção em H. irritans, 
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optando-se pela detecção individual em probóscidas. Estes resultados estão em 

concordância 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 dípteros 

podem transportar partículas infecciosas com diferentes graus de sucesso através de suas 

partes bucais. 

Em 2021, Araújo et al. relataram a presença 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 probóscida 

positiva, 2 com carcaça contendo corpo gorduroso positivo, 2 com peça bucal e carcaça 

contendo corpo gorduroso positivo e 1 com intestino e carcaça contendo corpo 

gorduroso positivo. Em um trabalho de diagnóstico molecular de A. marginale e Babesia 

bovis em bovídeos e artrópodes na Amazônia (FERREIRA et al., 2019), foi encontrada 

uma taxa de infecção 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 dípteros da família Muscidae, há um relato 

recente de detecção em tabanídeos utilizando PCR para o gene msp5, que indicou a 

presença de A. marginale em 26 (26,8%) dos 98 espécimes de tabanídeos estudados 

(RODRIGUES et al., 2022). 

Além dos estudos realizados com biologia molecular, Saturnino (2023) observou, 

por meio de esfregaço sanguíneo, a positividade de A. marginale correlacionada à alta 

frequência de H. irritans e ao uso inadequado de medicamentos, assim como no presente 

estudo. A dinâmica de transmissão de A. marginale é complexa devido à possibilidade 

de transmissão mecânica através de diversos meios de transferência de eritrócitos 

infectados. Isso inclui peças bucais contaminadas com sangue de moscas picadoras, bem 

como instrumentos comumente utilizados na prática veterinária, como agulhas, 

aplicadores de brincos e equipamentos para castração e descorna (KOCAN et al., 2003; 

KOCAN et al., 2010). 

Em áreas geográficas onde os vetores de carrapatos estão ausentes ou são 

incapazes de transmitir cepas locais de A. marginale, como observado na Flórida, onde 

os isolados de A. marginale até o momento se mostraram não infecciosos para 

carrapatos, a transmissão mecânica pode representar a principal via de disseminação 

deste patógeno. De modo geral, a importância da transmissão mecânica tem sido 
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subestimada como meio de propagação da anaplasmose bovina. Bovinos 

persistentemente infectados são os principais hospedeiros reservatórios desse patógeno, 

desempenhando um papel crucial como fonte de infecção tanto para a transmissão 

mecânica quanto para a transmissão biológica por carrapatos (KOCAN et al., 2015). 

O intuito do presente estudo não foi de realizar uma comparação entre as técnicas 

de detecção, 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 contaminação, mais demorada 

e trabalhosa em comparação a qPCR, surpreendentemente a nested PCR foi mais 

sensível. Além disso a proteína MSP1b utilizada para qPCR, é codificada por pelo 

menos dois genes, msp1b1 e msp1b2(BOWIE et al.,2002 apud BAETA 2015; KOCAN 

et al., 2003) já a proteína MSP5 é codificada por um único gene (DE LA FUENTE et 

al., 2005). Apesar da diferença no número de cópias dos genes utilizados para cada 

técnica, a nested PCR, que utiliza um gene com apenas uma cópia, mostrou-se mais 

sensível. 

A frequência observada neste estudo foi significativa e as cidades onde realizamos 

coletas possuem algumas características que favorecem a disseminação da doença. 

Essas cidades fazem divisa com vários municípios do estado do Rio de Janeiro, além de 

terem por perto rodovias importantes onde são realizados o transporte de animais com 

frequência, são cidades com extensas áreas rurais, florestas e regiões periurbanas, como 

também possuem altas temperaturas climáticas. Além disso, vários moradores das 

cidades permitem que seus animais circulem livremente pelos arredores das 

propriedades. Todos esses fatores facilitam a disseminação dos ectoparasitas e com eles 

os hemoparasitos.  

Neste estudo, a presença 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 frequência de amostras positivas foi maior (Tabela 

3). Esses achados corroboram com o estudo epidemiológico realizado por Tavares 

(2023), que avaliou a presença de H. irritans e S. calcitrans como fatores de risco para 

a transmissão de patógenos 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 últimos anos, a presença de A. marginale foi detectada em cervos-do-pantanal 

(Blastocerus dichotomus) em São Paulo (MACHADO et al., 2006; SACCHI et al., 

2012), em veados-catingueiros (Mazama gouazoubira) em Minas Gerais (SILVEIRA et 

al., 2012) e em um tamanduá-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) na Argentina 

(GUILLEMI et al., 2016). No presente estudo, em algumas propriedades foi relatada a 

presença de animais silvestres, e a análise dos resultados estatísticos demonstrou que 

estas propriedades apresentaram uma frequência maior de amostras positivas em 

comparação a locais sem a presença desses animais (Tabela 3). 

Esse fator tem sido motivo de preocupação há muitos anos. De Chomel et al. 

(1994) relataram o aumento da transmissão de agentes patogênicos entre grupos de 

animais domésticos e silvestres. Nos municípios onde foram realizadas as coletas, além 

de possuírem extensas áreas rurais, existem áreas de conservação de fauna e flora nas 

proximidades, como o Parque Municipal Natural do Curió em Paracambi e a Floresta 

Nacional Mário Xavier em Seropédica. Essas áreas de conservação podem facilitar a 

passagem de animais silvestres próximos às propriedades, contribuindo para a 

disseminação de patógenos. 

Pesquisas que busquem identificar a presença de patógenos em potenciais vetores 

mecânicos são de grande importância e este trabalho ressalta a necessidade de novos 

estudos de investigação experimental. Muitos trabalhos apontam as moscas como 

possíveis causadoras de certas doenças, mas na maioria das vezes, não passam de 

especulações e ou reflexões devido aos achados epidemiológicos em determinados 

locais.  É preciso conhecer melhor a capacidade vetorial das moscas e a participação 

delas na possível dinâmica de transmissão e isto pode ser imprescindível para se 

entender a epidemiologia das doenças, como também contribuir em prevenção de surtos. 
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6. CONCLUSÃO 

Conclui-se que o DNA de Anaplasma marginale pode ser detectado com alta 

frequência nas probóscides de Haematobia irritans e nas glândulas salivares de 

Rhipicephalus microplus em Seropédica-RJ e Paracambi-RJ, e nas probóscides de 

Stomoxys calcitrans em Seropédica-RJ. Por meio do modelo epidemiológico conclui-se 

que fatores como a presença de moscas, fauna silvestre e acesso dos bovinos a áreas de 

mata promovem a infecção de R. microplus por A. marginale. Esses achados são cruciais 

para desenvolver estratégias de prevenção da anaplasmose bovina, considerando os 

vetores artrópodes na epidemiologia da doença. 
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ANEXO 1 

QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO GERAL 

Propriedade:________________________________________________________________

__Responsável:__________________________________Telefone:____________________

____Nome da 

Propriedade:__________________________Bairro:_________________________ 

Município:_______________________________Coordenadas geográficas: 

______________ 

1. INFORMAÇÕES SOBRE A PROPRIEDADE:  

Área total da 

fazenda____________________________________________________ 

Altitude:_____________________________________________________________

__ 

Relevo:  (   )Planície  (  )Montanhoso  

Distância entre a propriedade e mata: 

______________________________________ 

Distância entre 

propriedade:______________________________________________ 

Número total de 

bovinos:_________________________________________________ 

Tipo de exploração:   (   )Corte   (   ) Leite   (   )Mista 

Número de ordenhas:  (   )Uma  (    ) Mais de uma  

Tipo de ordenha:  (   )Manual   (   ) Mêcanica  

Em caso de ordenha mecânica:  (  ) Pasto  (  ) Sala  

Média de produção de leite (litro/vaca/dia):_________________________________ 

 

Presença de outros animais na propriedade:  

Cães               (  ) Não     (  ) Sim.  Quantos?____________ 

Gatos             (  ) Não     (  ) Sim.  Quantos?____________ 

Equinos         (  ) Não     (  ) Sim.  Quantos?____________ 

Galinhas        (  ) Não     (  ) Sim.  Quantos?____________ 

Animais silvestres (  ) Não     (  ) Sim.  Quantos?____________ 

 

Outros:______________________________________________________________

_____________________________________________________________________

___ 

 

2. Informações sobre o rebanho:  

Grau de sangue do 

gado:_________________________________________________ 
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Sistema de criação: (   )  Intensivo   (   ) Semi- intensivo  

Tipo de Pastagem: 

______________________________________________________ 

Acesso à mata:  (   )Não   (   ) Sim  

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

Acesso a áreas externas à propriedade:  (  ) Não    (  ) Sim  

Compartilhamento de pastagem com outros animais: ( ) Não   ( ) Sim. 

Quais?_______ 

Compra de animais:  (   ) Não   (   ) Sim  

Destinação de fezes, capineira ou permanência no local? 

_____________________________________________________________________

_ 

Condições de higiene: (   ) Satisfatórios  (  ) Insatisfatórias  

Tipo de reprodução: (   ) Monta  (  ) Inseminação  

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

terra  

Período de maior incidência de carrapatos: (    ) Janeiro a Março - (  ) Abril a Agosto 

- (  ) Setembro a Dezembro.  

Quais critérios utilizados para escolha do carrapaticida: (  ) Indicação Médico 

Veterinário  (   ) Indicação loja agropecuária  

Forma de aplicação do carrapaticida: (   ) Pour on  (   ) Pulverização  

Intervalo de aplicação do carrapaticida: (    ) Frequente  (   ) Sem frequência 

Presença de moscas na propriedade: (   ) Presença   (   ) Ausência  

Assistência Médico Veterinário: (   ) Sem assistência   (   ) Com assistência  

Quarentena na aquisição de novos animais: (   ) Sim  (   ) Não  

Acesso de Cães nas áreas de pastagem:  (   ) Sim  (  ) Não  

 

 

QUESTIONÁRIO EPIEMIOLÓGICO INDIVIDUAL 

 

Identificação do animal: ______________________ Sexo do 

animal:_______ 

 

Idade:12 a 24 meses (   )  > 36 meses (  )  Escore Corporal: 3 a 3,5 (  ) 4 a 5 ( 

).  
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Procedência do animal:  (   ) Comprado  (  ) Nascido na propriedade 

 

Histórico de doença:  (  ) Sim  (  ) Não  

 

Nível de infestação de carrapatos:  (  ) Infestação Baixa  (  ) Infestação Média.  

Animal já adoeceu alguma vez: __________________ 

Quais doenças? ______________________________ 

Como foi feito o diagnóstico e o tratamento? 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________ 

Assistência  Médico Veterinário: 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________ 

 


