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RESUMO 

 

A anaplasmose, causada por bactérias do gênero Anaplasma, é importante enfermidade 
transmitida por carrapatos que geram prejuízos às criações de animais de produção em muitos 
países. Os caprinos e ovinos são suscetíveis a infecções por bactérias desse gênero e tem sido 
amplamente relatado em diferentes regiões do mundo. Apesar da importância deste patógeno 
para a sanidade animal, poucas pesquisas tem sido realizadas a fim de detectar a ocorrência 
desse patógeno em pequenos ruminantes, no Brasil. Desse modo, esta pesquisa teve como 
objetivo detectar e determinar a diversidade genética de Anaplasma spp. em pequenos 
ruminantes e carrapatos da região do Baixo Parnaíba Maranhense. Para isso, foram coletadas 
amostras de sangue de 161 animais, sendo 70 ovinos e 91 caprinos, oriundos de 4 municípios 
da região do Baixo Parnaíba, todos clinicamente saudáveis no momento da coleta. Foram 
confeccionados esfregaços sanguíneos, corados com Giemsa, para a observação de inclusões 
de Anaplasma spp. pela microscopia de luz. O soro dos ovinos e caprinos foram submetidos ao 
método de diagnóstico sorológico, por meio do iELISA, utilizando proteína de superfície de 
membrana recombinante (MSP5) e o sangue, ao diagnóstico molecular para a detecção de A. 

marginale por meio da qPCR e cPCR. As amostras positivas foram então sequenciadas e em 
seguida submetidas a análise da diversidade genética pelo programa RepeatAnalyzer. Com isso, 
não foi possível observar inclusões sugestivas de Anaplasma spp. em nenhum dos esfregaços 
sanguíneos analisados. O levantamento sorológico detectou a presença de anticorpos anti-A. 

marginale em 18 animais (11,1%), sendo 2,8% ovinos e 17,5% caprinos.  Foi possível 
identificar o DNA de A. marginale em 2 caprinos (1,24%) por meio da qPCR. Essas amostras 
positivas foram então submetidas a snPCR, baseada no gene msp1α e ambas foram postivas. A 
análise do sequenciamento das amostras demonstrou porcentagens de identidade variando de 
90.97% a 98.79% com A. marginale, e com relação a diversidade genética, foram caracterizadas 
duas estirpes distintas α ȕ e α β Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ, cada uma em um animal diferente, nunca relatadas 
em pequenos ruminantes. Ambas estirpes foram pertencentes ao genótipo H. Foi demonstrado 
alta diversidade genética das estirpes entre si e na região estudada.  Com base no exposto, foi 
possível confirmar a circulação de A. marginale em ovinos e caprinos no Estado do Maranhão, 
utilizando as abordagens sorológica e molecular.  

Palavras-chave: Anaplasmose, caprino, ovinos, nordeste 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Anaplasmosis, caused by bacteria of the genus Anaplasma, is an important disease transmitted 
by ticks that cause damage to livestock farms in many countries. Goats and sheep are 
susceptible to infections by bacteria of this genus and have been widely reported in different 
regions of the world. Despite the importance of this pathogen for animal health, little research 
has been carried out in order to detect the occurrence of this pathogen in small ruminants in 
Brazil. Thus, this research aimed to detect and determine the genetic diversity of Anaplasma 
spp. in small ruminants from the Baixo Parnaíba Maranhense region. For this, blood samples 
were collected from 161 animals, 70 sheep and 91 goats, from 4 municipalities in the Baixo 
Parnaíba region, all clinically healthy at the time of collection. Blood smears, stained with 
Giemsa, were made to observe inclusions of Anaplasma spp. by light microscopy. The serum 
of sheep and goats was subjected to serological diagnostic methods, using iELISA, recombinant 
membrane surface protein (MSP5) and blood, to the molecular diagnosis for the detection of A. 

marginale using qPCR and snPCR. Positive samples were then sequenced and then subjected 
to analysis of genetic diversity by RepeatAnalyzer program. Thus, it was not possible to observe 
inclusions suggestive of Anaplasma spp. in any of the blood smears analyzed. The serological 
survey detected the presence of anti-A. marginale antibodies in 18 animals (11.1%), with 2.8% 
goats and 17.5% sheep. It was possible to identify the DNA of A. marginale in 2 sheep (1.24%) 
using qPCR. These positive samples were then subjected to snPCR, based on the msp1α gene, 
and both were positive. The sequencing analysis of the samples showed identity percentages 
ranging from 90.97% to 98.79% with A. marginale, and with respect to genetic diversity, two 
distinct strains α ȕ and α β Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ, were characterized, each in a different animal, never 
reported in small ruminants, both belonging to the H genotype and with respect to genetic 
diversity, two distinct strains were characterized, each in a different animal, never reported in 
small ruminants. Both strains belonging to the H genotype. High genetic diversity of the strains 
was demonstrated among themselves and in the studied region. Based on the above, it was 
possible to confirm the circulation of A. marginale in sheep and goats in the State of Maranhão, 
using the serological and molecular approaches. 

Keywords: Anaplasmosis; goat; sheeps; northeast 
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1 INTRODUÇÃO 

A anaplasmose é causada por bactérias gram-negativas pertencentes ao gênero 

Anaplasma, que se replicam no interior de células sanguíneas de animais e seres humanos 

(DUMLER et al., 2001). As espécies que são comumente associadas aos pequenos ruminantes 

são Anaplasma ovis e Anaplasma phagocytophilum (HORNOK et al., 2007; YANG et al., 2015; 

BILGIC et al., 2017), sendo que esta última causa uma infecção considerada uma zoonose 

(DUMLER et al., 2007). A infecção por A. ovis geralmente apresenta desenvolvimento 

subclínico, podendo se tornar mais severa em animais em situações de estresse ou debilidade, 

além de predispor a infecções secundárias (KOCAN et al., 2004). A infecção por A. 

phagocytophilum, conhecida como Febre das Pastagens, é severa e gera grandes prejuízos 

econômicos para as criações de ruminantes (STUEN, GRANQUIST e SILAGHI, 2013). 

A abundância e diversidade de espécies de carrapatos no Brasil pode representar 

riscos potenciais para a saúde pública animal e humana, devido a esses artrópodes atuarem na 

transmissão de diversos patógenos. Os carrapatos da família Ixodidae, em especial a espécie 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, são os principais espécimes associados à transmissão de 

anaplasmose ao gado bovino e também são amplamente encontrados parasitando ovinos e 

caprinos (SUASSUNABEZERRA et al., 2010; GARCIA et al., 2014; SOUZA et al., 2018).  

Em diversas regiões endêmicas, a anaplasmose leva a perdas econômicas 

significativas com diminuição da produção de carne e leite devido à alta bacteremia e 

mortalidade (CARACAPPA, 1999; GRØVA et al., 2011). Os animais que se recuperaram da 

infecção aguda ou apresentem infecção subclínica possuem papel epidemiológico importante, 

servindo como reservatórios nos rebanhos por infectar continuamente os vetores (ZAUGG et 

al., 1986) 

O Brasil possui o maior rebanho de ovinos e caprinos do continente americano, 

sendo o maior produtor de carne ovina e o segundo de carne caprina e, quanto ao consumo, é o 

segundo maior consumidor de ambas as carnes (EMBRAPA, 2017). Nesse cenário, a região 

nordeste apresenta destaque, detendo a maior parte do quantitativo de ambas as espécies em 

todo território nacional, e vem contribuindo positivamente para o crescimento do setor. Do 

rebanho da região nordestina, o estado do Maranhão detém 3,71% do efetivo caprino e 1,54% 

do efetivo ovino brasileiro (IBGE, 2019).  

Até o presente momento, pouca informação a respeito de espécies de Anaplasma 

em ovinos e caprinos tem sido publicada no Brasil (ARAÚJO et al. 2008; CABRAL et al., 
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2009; SILVA et al., 2018; BARBOSA et al., 2020). Entretanto, é importante considerar que 

esse patógeno ocorre no país, associado principalmente aos bovinos; que os carrapatos, 

principais vetores desses agentes, estão amplamente distribuídos e atuam ativamente na 

transmissão nos rebanhos, e, ainda, há proximidade das criações de ovinos e caprinos 

juntamente a bovinos ou outros animais susceptíveis, o que pode tornar esse ambiente propício 

para ocorrência desses agentes em diferentes espécies animais. Nesse sentido, o objetivo deste 

trabalho foi verificar a ocorrência de Anaplasma spp. em ovinos e caprinos da microrregião do 

baixo Parnaíba, Maranhão. 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Caracterização da caprino-ovinocultura no Maranhão 

A caprino-ovinocultura é uma atividade pecuária fortemente desenvolvida no Brasil, 

apresentando marcante crescimento produtivo em todas as regiões, com destaque para a região 

Nordeste, que detém cerca de 74,5% dos estabelecimentos agropecuários voltados para essa 

atividade, além de conter os maiores quantitativos de caprinos e ovinos (10.687,777 milhões e 

13.512,739 milhões, respectivamente) registrados no país (IBGE, 2019). Com isso, é evidente 

que há uma concentração de rebanhos desses animais, fato que pode ser associado a esta 

atividade constituir-se como uma importante contribuição para a atividade econômica da 

agricultura familiar, contribuindo para a fixação do homem, além de fonte de renda para 

pequenos produtores (BATISTA et al., 2015). 

De modo semelhante, a caprino-ovinocultura no Estado do Maranhão tem apresentado 

crescimento significativo nas últimas duas décadas, totalizando, atualmente, um rebanho 

caprino com 359.757 cabeças e ovino com cerca de 292.217 cabeças, colocando o estado na 7ª 

e 12ª posição, respectivamente, do ranking nacional, sendo a cadeia produtiva voltada para a 

produção de carne (Pesquisa Pecuária Municipal, 2018). 

Mesmo esse segmento demonstrando grande potencial de crescimento e esteja em 

expansão no Estado, com dados numericamente expressivos,  de modo geral, a exploração dessa 

atividade no Maranhão segue o mesmo padrão observado em toda região nordestina, com 

grande parte das criações desenvolvidas sob o sistema de produção extensivo, sendo 

caracterizado pelo uso quase que exclusivo de pastagens nativas, reduzido emprego de técnicas 

de manejo; que incluem os aspectos reprodutivos, sanitários e nutricionais e, por conseguinte, 

com baixos resultados zootécnicos, além de ser voltada sobretudo, para subsistência familiar 

(GONÇALVES et al., 2008; ALVES et al., 2017).  
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Um estudo realizado por Teixeira et al. (2015), avaliando o perfil zoosanitário dos 

rebanhos de caprinos e ovinos nas mesorregiões Leste, Norte e Oeste maranhenses, demonstrou 

que a composição racial do rebanho é predominantemente sem raça definida ou mestiços 

oriundos de cruzamentos das raças Anglo Nubiana, Boer, Saanen, Alpina e Savana, para os 

caprinos e as raças Santa  Inês,  Somalis, Dorper  e  Texel, para os ovinos, que eram usados  

como base  para  os  cruzamento. Outra característica apontada por Silva et al. (2016), é que em 

muitas propriedades, observa-se um sistema de produção associativo, composto pela criação de 

caprinos, ovinos e/ou outra criação e atividade de roça, diversidade muito característica de 

pequenas e médias propriedades rurais, visando melhor exploração de recursos e fonte de renda.  

Com relação à sanidade, esta constitui um dos principais entraves para o 

desenvolvimento da caprino-ovinocultura. De acordo com Oliveira e Albuquerque (2008), as 

principais enfermidades associadas às perdas produtivas estão as ectoparasitoses, causadas por 

ácaros, carrapatos e insetos. Silva et al. (2016), em seu trabalho avaliando condições 

zootécnicas dos rebanhos de caprinos e ovinos em área de assentamento no Estado do 

Maranhão, observaram a ocorrência de diarreia, linfadenite caseosa e miíases e alta infestação 

por carrapatos nos rebanhos. Esses autores apontam ainda que a falta de manejo sanitário é uma 

situação recorrente, e incluem a ausência de práticas elementares como limpeza de instalações, 

queima ou enterro de carcaças, vacinação, vermifugação, etc. 

Notavelmente, situação semelhante ocorre em outras regiões do Estado e a ausência de 

controle sanitário básico pode propiciar um ambiente favorável para a proliferação de 

enfermidades, com destaque àquelas que são transmitidas por carrapatos, visto que esses 

artrópodes ocorrem amplamente no estado, provocando infestações nos rebanhos de ovinos e 

caprinos, que são hospedeiros susceptíveis a diversas enfermidades, dentre as quais destaca-se 

a anaplasmose que apresenta importância médica-veterinária e para a Saúde Pública.  

2.2 Anaplasmose: Agentes etiológicos, Ciclo Biológico e Transmissão 

As bactérias incluídas no gênero Anaplasma, são microrganismos intracelulares 

obrigatórios e gram-negativos, classificadas como pertencentes à classe Alpha-proteobacteria, 

ordem Rickettsiales, família Anaplasmataceae e gênero Anaplasma (DUMLER et al., 2001). 

Após a reorganização da ordem Rickettsiales por Dumler et al. (2001), foram incluídos no 

gênero seis espécies, sendo elas: Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma bovis, 

amplamente associadas a infecções em ruminantes; A. phagocytophilum, que tem sido descrita 

em infecções em seres humanos, causando a Anaplasmose Granulocítica Humana (HGA) 
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(AGUERO-ROSENFELD et al., 2002; LEE et al., 2018; NELDER et al., 2019) e também em  

ruminantes (Hoar et al., 2008; Silagui et al., 2011; Shabana et al., 2018); Anaplasma platys, que 

tem sido associada a infecções em cães e ruminantes (ZOBBA et al., 2014; OKAL et al., 2020; 

SILI et al., 2021); A. ovis, descrita em ovinos, caprinos e ruminantes selvagens (AKTAS e 

ÖZÜBEK, 2018; CABEZAS-CRUZ et al., 2019), e um único relato de uma variante dessa 

espécie em seres humanos (CHOCHLAKIS et al., 2010) e as descritas mais recentemente 

Anaplasma odocoilei, identificados em veados de cauda branca, nos Estados Unidos e 

Anaplasma. capra, um patógeno zoonótico identificado em cabras na China (TATE el al., 2013; 

LI et al. 2015). 

No que diz respeito a morfologia e caracterização desses microrganismos, as 

bactérias desse gênero são cocos pleomórficos com tamanho variando de 0.4 a 1.3 µm, podendo 

chegar a 2 µm. A membrana externa da bactéria é frequentemente enrugada, o que cria um 

espaço periplasmático irregular e não há camada de cápsula. Essas bactérias se replicam em 

vacúolos ligados à membrana (vacúolos parasitóforos), dentro do citoplasma das células 

hospedeiras eucarióticas. Por meio da microscopia pode-se observar esses microrganismos 

agrupados no interior desses vacúolos intracitoplasmáticos em estruturas chamadas mórulas. 

(POPOV et al. 1998; RIKIHISA et al. 2010). 

O ciclo biológico envolve a participação de hospedeiros vertebrados, que atuam 

como reservatórios devido à infecção persistente nesses animais; e invertebrados, que atuam 

como vetores, nos quais a transmissão desses agentes pode ocorrer de modo interestadial, ou 

seja, quando há infecção em um estágio e transmissão para o estágio seguinte ou intraestadial 

quando ocorre no mesmo estágio, não sendo relatada a transmissão transovariana (STICH et 

al., 1989; RIKIHISA, 1991;  KOCAN et al., 2010).  

A infecção ocorre quando o carrapato não infectado efetua o repasto sanguíneo em 

um hospedeiro infectado, ingerindo eritrócitos parasitados pela bactéria. No interior do vetor, a 

bactéria se instala nas células intestinais, onde irá se desenvolver e, em seguida, migrar para 

outros tecidos, como a glândula salivar. Na glândula salivar do carrapato, por sua vez, a bactéria 

forma colônias que podem conter centenas de organismos, que se reproduzem por divisão 

binária. A primeira forma da bactéria dentro destas colônias é chamada de corpúsculos 

reticulados (forma vegetativa). Em seguida a forma reticulada se transforma nos corpúsculos 

densos, que é a forma infectante e pode sobreviver fora das células do hospedeiro por um certo 

período de tempo. Uma vez infectado, o carrapato pode transmitir as bactérias aos mamíferos 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nelder+MP&cauthor_id=31628739
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Aktas+M&cauthor_id=29615245
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%C3%96z%C3%BCbek+S&cauthor_id=29615245
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durante o próximo repasto (KOCAN et al., 2010; PRUNEAU et al., 2014; SILAGHI et al., 

2017).  

Uma vez no sangue do animal, as bactérias penetram no eritrócito, invaginando a 

membrana celular de modo a formar um vacúolo, dividindo-se e formando um corpúsculo de 

inclusão contendo até oito corpúsculos iniciais. Após a infecção, o número de eritrócitos 

infectados aumenta geometricamente. Eritrócitos infectados são posteriormente fagocitados 

pelas células do sistema fagócito mononuclear (SFM), resultando no desenvolvimento de 

anemia leve a grave e icterícia, sem hemoglobinemia ou hemoglobinúria. Os sinais clínicos 

incluem febre, perda de peso, aborto, letargia e, muitas vezes, óbito (RISTIC, 1977). 

Dependendo da espécie de Anaplasma, há tropismo para tipos específicos de células, 

geralmente células de origem hematopoiética; A. marginale, A. centrale e A. ovis infectam 

eritrócitos; A. platys infecta plaquetas e neutrófilos; A. odocoilei infecta plaquetas; A. 

phagocytophilum infecta granulócitos; A. bovis, infecta monócitos e macrófagos (DUMLER, 

2001; RAR e GOLOVLJOVA, 2011).  

2.2.1 Vetores 

A literatura científica aponta que os carrapatos são os principais vetores biológicos 

desses agentes, e pelo menos 20 espécies destes ectopatasitas atuam como vetores em diferentes 

partes do mundo (KOCAN et al., 2010), particularmente os carrapatos dos gêneros Ixodes, 

Dermacentor, Rhipicephalus e Amblyomma. De acordo com Kocan et al. (2010) e Silaghi et al. 

(2017), em áreas temperadas os carrapatos do gênero Ixodes e Dermacentor são os mais 

associados a transmissão de Anaplasma, enquanto que em regiões tropicais, as espécies do 

gênero Rhipicephalus, são os principais vetores.  

No Brasil, os carrapatos R. (Boophilus) microplus, estão associados a transmissão de 

Anaplasma e têm sido demonstrado parasitando bovinos (Dos SANTOS et al., 2019; 

MARTINS et al., 2020) e pequenos ruminantes (SUASSUNABEZERRA et al., 2010; GARCIA 

et al., 2014; SOUZA et al., 2018). Esses carrapatos possuem ciclo monóxeno e estão presentes 

em todo o Brasil, onde a sua maior ou menor ocorrência está associada diretamente a fatores 

ambientais, como temperatura e precipitação (ESTRADA-PEÑA et al. 2005) 

Nessas espécies monoxênicas, em que os estágios (larvas, ninfas e adultos)  dificilmente 

mudam de hospedeiros, a forma de transmissão intrastadial é muito importante, especialmente 

para os carrapatos machos, que são considerados bio ampliadores eficientes da infecção de 

Anaplasma spp., pois, devido ao seu comportamento intermitente eles se tornam 
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persistentemente infectados com o patógeno e podem transmiti-lo repetidamente quando se 

transferem entre bovinos. Os carrapatos machos, então, servem como hospedeiros reservatórios 

dessas riquetsias, assim como os animais infectado persistentemente (KESSLER 2001; 

SCOLES et al., 2005). 

Com relação à transmissão mecânica de Anaplasma spp., esta pode ser efetuada pela 

picada de moscas hematófagas, principalmente dos gêneros Tabanus e Stomoxys. Embora não 

se saiba a contribuição real desta forma de transmissão do agente no Brasil, estudos realizados 

por Scoles et al. (2005), nos Estados Unidos, forneceram evidências de que certas cepas 

circulantes de Anaplasma são efetivamente transmitidas por moscas hematófagas e sugerem 

que esta pode ser a principal via de disseminação da bactéria em locais onde as populações de 

carrapatos são limitadas. Adicionalmente, são relatados ainda a transmissão por meio de fômites 

contaminados com sangue, incluindo agulhas, serras de descorna, pinças para nariz, 

instrumentos de tatuagem, dispositivos de marcação de orelha e instrumentos de castração 

(LEIBY e GILL 2004; AUBRY e GEALE 2011; RENNEKER et al. 2013) 

2.3 Anaplasmose em pequenos ruminantes  

A anaplasmose em ovinos e caprinos é causada principalmente pelas espécies A. ovis; 

A. phagocytophylum, que causa uma enfermidade conhecida como “febre do carrapato” (TBF 

do inglês tick-bourne-fever), e também há relatos a ocorrência de A. marginale nesses animais 

(WOLDEHIWET, 2010; YOUSEFI et al., 2017; CABEZAS-CRUZ et al., 2019). Os sinais 

clínicos são caracterizados por febre (> 41◦C), fraqueza, anorexia, diminuição da produção de 

leite, aborto, e ocasionalmente pode levar ao óbito (STUEN et al., 2011). Em infecções 

causadas por A. marginale, além dos sintomas supracitados, um quadro anêmico também pode 

ser observado, resultante da destruição de eritrócitos e em infecções agudas causadas por A. 

phagocytophylum, há predisposição dos animais a infecções bacterianas secundárias, 

especialmente em ovinos, devido ao efeito imunossupressor desse agente (WOLDEHIWET, 

2006; STUEN et al., 2013).  

Embora os sinais clínicos em animais na fase aguda da infecção sejam marcantes, é 

necessário destacar que, na maioria dos casos, as infecções em pequenos ruminantes, sobretudo 

em caprinos, comumente têm um curso subclínico ou em alguns casos, os animais que 

conseguem se recuperar, tornam-se uma fonte contínua para a transmissão biológica ou 

mecânica do patógeno (WOLDEHIWET, 2006; 2010).  
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2.3.1 Diagnóstico 

O diagnóstico da anaplasmose pode ser baseado no exame microscópico de esfregaços 

de sangue corados com Giemsa, procedimentos sorológicos e diagnósticos moleculares 

(SHABANA et al., 2018). 

O diagnóstico microscópico consiste na visualização de formas compatíveis com 

espécies de Anaplasma em esfregaços sanguíneos, por meio de microscópio de luz, no qual 

observa-se normalmente as mórulas da bactéria nas células do hospedeiro coradas em azul 

escuro a roxo com ampliação de 400 ou 1000x.  As colorações comumente utilizadas nesta 

técnica consistem em Giemsa, Wright Giemsa ou coloração Diff-Quick, por facilitarem a 

demonstração desses organismos (POTGIETER E STOLTSZ, 1994).  

A pesquisa de Anaplasma em esfregaços sanguíneos, embora seja uma técnica menos 

sensível, especialmente naqueles animais portadores de infecções persistentes (que 

caracteristicamente apresentam ciclos de baixos níveis de riquetsemia), ainda é 

tradicionalmente utilizada (SHABANA et al., 2018). Esfregaços de sangue periférico 

preparados diretamente após punção digital ou punção venosa superficial ou de sangue venoso 

coletado em anticoagulante, obtido durante a fase aguda inicial dos sintomas e antes do início 

da terapia antimicrobiana eficaz, são considerados os melhores para a visualização de bactérias 

em animais e humanos (EDDLESTONE et al. 2007). 

Como as diferentes espécies de Anaplasma podem ter tropismo por grupos celulares 

específicos, Eddlestone et al. (2007) apontam ainda que, para espécies leucocitotrópicas (A. 

bovis e A. phagocytophilum), os esfregaços de camada leucocitária são preferidos a preparações 

regulares de sangue total, pois devido à leucopenia, poucos leucócitos infectados podem estar 

presentes. A camada leucocitária também é considerada útil para a detecção de mórulas de A. 

platys nas plaquetas. É apontada ainda a pesquisa no exame post-mortem que pode ser realizada 

em impressões ou esfregaços de tecido (baço, fígado, rim, coração, pulmão e, em particular, 

vasos sanguíneos) na tentativa de visualizar Anaplasma spp. (KOCAN et al. 2010). 

Diferentes técnicas sorológicas têm sido utilizadas para a detecção de anticorpos 

específicos contra Anaplasma, dentre as quais pode-se citar a Reação de Imunofluorescencia 

Indireta (RIFI), Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) e o teste de Fixação de 

Complemento (FC) (GOFF et al., 1990; BRADWAY et al., 2001; OZLEM et al., 2011; STUEN 

et al., 2011). 
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O teste ELISA tem sido utilizado para o diagnóstico de infecções causadas por 

Anaplasma sp. em ruminantes domésticos como bovinos, ovinos e caprinos e ruminantes 

selvagens (DREHER et al., 2005; SHARMA et al., 2015; WANG et al., 2017; SHABANA,et 

al., 2018). Com o objetivo de melhorar o diagnóstico da anaplasmose, pesquisas pioneiras 

foram desenvolvidas com foco na identificação e caracterização de antígenos de membrana das 

bactérias desse gênero, especialmente A. marginale, devido à sua grande importância para a 

pecuária bovina. Seis proteínas de superfície principais (MSPs) foram inicialmente descritas: 

MSP1α, MSP1ȕ, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5 (PALMER et al. 1986, OBERLE et al. 1988, 

VISSER et al. 1992). Dentre estas, a imunodominante MSP5 com 19 kDa, tem sido a mais 

amplamente utilizada nos testes sorológicos (STRIK et al. 2007; RAMOS et al., 2008; AUBRY 

e GEALE, 2011; RAMOS et al., 2019). 

Com relação às diferentes modalidades do ELISA, o ELISA competitivo (cELISA) 

(VMRD Inc., Pullman, WA, USA), baseada no anticorpo monoclocal ANAF16C1 que 

reconhece a proteína de superfície principal MSP5, apresenta a capacidade de reconhecer 

anticorpos contra A. marginale, A. centrale, A. ovis e A. phagocythophilum (VISSER et al., 

1992; DREHER et al., 2005). De fato, a reação cruzada com diferentes espécies de Anaplasma 

já foi demonstrada utilizando esse teste (MUNODZANA et al., 1998), uma vez que a MSP5 é 

altamente conservada entre cepas e espécies de Anaplasma. Por esse motivo, apesar da grande 

capacidade de diagnóstico desta técnica, podendo a sensibilidade chegar 95% e especifidade de 

98% em áreas não endêmicas o seu emprego em estudos epidemiológicos em áreas em que co-

infecções ocorrem, deve ser cuidadoso devido a possibilidade de ocorrência de infecções mistas 

(DE LA FUENTE et al., 2004; LIN et al., 2004).  

Visando aumentar a especificidade e sensibilidade desta técnica, Morzaria et al. (1999), 

desenvolveram uma técnica de ELISA baseado em uma MSP5 recombinante (rMSP5), para a 

detecção de anticorpos anti- A. marginale. Um estudo realizado por Strik et al. (2007), buscou 

avaliar a ocorrência de reações cruzadas em ensaios de ELISA utilizando a MSP5 e rMSP5 em 

infecções por diferentes espécies de Anaplasma e utilizando as modalidades do cELISA e 

iELISA. Esses autores demonstraram que o cELISA utilizando rMSP5 de A. marginale parece 

distinguir infecções por A. marginale e A. phagocytophilum, indicando que o epítopo 

reconhecido pelo anticorpo monoclonal usado neste ensaio não está presente em A. 

phagocytophilum. 

As ferramentas de diagnóstico molecular são cada vez mais utilizadas por apresentarem 

sensibilidade e especificidade elevadas, além de especificarem as espécies de Anaplasma que 
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podem estar ocorrendo nos animais (SHABANA et al., 2018; HAMZAH et al., 2019). Dentre 

estas ferramentas, a Reação em Cadeia da Polimerase  (PCR) e suas modalidades têm auxiliado 

no esclarecimento da epidemiologia molecular de diferentes hemoparasitas, como as bactérias 

do gênero Anaplasma, e também permitiram, nas últimas décadas, a organização da família 

Anaplasmataceae (DUMLER, 2001), e a descoberta da grande diversidade genética dessas 

riquetsias (DE LA FUENTE et al., 2002; 2003; HUHN et al., 2014; QIU et al., 2016; 

IWERIEBOR et al., 2017; PENG et al., 2018; BARBOSA et al., 2020).  

Entre os genes direcionados para o diagnóstico de Anaplasma spp. tem-se utilizado  o 

16S rRNA (rrs) da bactéria, a proteína de choque térmico (groEL), citrato sintase (gltA) e as 

proteínas de superfície principais : msp1, msp2, msp4 e msp5 (de LA FUENTE et al., 2007; 

TORINA et al., 2012; ATIF, 2015). Dentre estas, destacam-se as MSPs, que são amplamente 

utilizadas nos ensaios de PCR. Seis MSPs foram descritas em A. marginale infectando 

eritrócitos de bovinos e cultura de células (KOCAN et al., 2000). Três delas, a msp1α, msp4 e 

msp5, são codificados por um único gene e não variam sua expressão durante a multiplicação 

da bactéria, enquanto outras três; msp1β, msp2 e msp3, são de famílias multigênicas e podem 

variar antigenicamente devido à combinação de genes que é expressa (KOCAN et al., 2003) 

Vários métodos de diagnóstico molecular com altos níveis de sensibilidade e 

especificidade foram desenvolvidos, como blotting de linha reversa, a PCR convencional 

(cPCR), semi-nested e nested PCR e PCR em tempo real (qPCR). Esta última técnica apresenta 

algumas vantagens, como rapidez na obtenção dos resultados, quantificação do nível de 

infecção e menor probabilidade de contaminação (FRENCH et al., 1998; MOLAD et al., 2006; 

DECARO et al., 2008) 

Outra vantagem da PCR em relação ao diagnóstico da anaplasmose é a possibilidade de 

utilizar diferentes materiais biológicos para a detecção, tais como amostras de sangue, baço 

(especialmente em animais portadores de infecções persistentes, sendo este órgão um local 

secundário de replicação do microrganismo), e outros órgãos como fígado, pulmão, linfonodos, 

medula óssea e biópsias de pele (EDDLESTONE et al. 2007, GAUNT et al. 2010). 

2.3.2 Prevenção, controle e tratamento 

De maneira geral, as medidas de prevenção, controle e tratamento empregadas para a 

anaplasmose bovinas, podem também serem utilizados em caprinos e ovinos. Essas medidas 

podem variar de acordo com a localização geográfica e do status epidemiológico da doença 

(KOCAN et al., 2000).  
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As medidas de controle e prevenção incluem a manutenção de rebanhos livres de 

Anaplasma por meio de importação e controle de movimentação, teste e eliminação de gado 

transportador; pelo controle de vetores, que deve ser realizado de forma cautelosa, 

principalmente ao risco de populações de carrapatos resistentes e a presença de resíduos 

acaricidas na carne e no leite; prevenção da transmissão iatrogênica; administração de 

antibióticos; e pré-imunização com vacinas vivas atenuadas e imunização com vacinas mortas 

(AUBRY e GAELE, 2010). 

2.4 Epidemiologia da anaplasmose em pequenos ruminantes ao redor do mundo 

A infecção por bactérias do gênero Anaplasma em pequenos ruminantes é 

amplamente registrada em diversos continentes, sendo considerada endêmica em zonas 

tropicais e subtropicais (KHAN et al., 2019).  

Em países alguns da Europa, foram descritos trabalhos recentes nos quais observou-

se um percentual significativo de infecção, principalmente em ovinos, como descrito por 

Dahman et al. (2017), na França, onde esses autores observaram cerca de 59,05% de ovinos 

positivos para A. ovis em seu estudo, assim como Lacasta et al., (2020), que descreveram um 

surto em cordeiros, na Espanha, associado à ocorrência de A. ovis, com 86,04% de animais 

positivos utilizando a qPCR. No continente asiático pesquisas têm demonstrado que os 

pequenos ruminantes domésticos são comumente infectados por A. ovis e A. phagocitophylum 

(YANG et al., 2016; SHABANA et al., 2018; HAMZAH et al., 2019). Assim como pesquisas 

na América do Norte tem demonstrado infecções por ambas as espécies em ovinos e caprinos 

(MASSUNG et al., 2006; SCOLES et al., 2008; THOMAS et al., 2012). 

Na América do Sul, incluindo o Brasil, as pesquisas acerca da ocorrência de 

Anaplasma spp. em pequenos ruminantes são pouco relatadas, mesmo a anaplasmose bovina 

sendo endêmica no País. Até o presente momento, de acordo com o encontrado na literatura 

científica, já existem evidências sorológicas e moleculares da ocorrência desses 

microrganismos na região Nordeste, como reportado por Cabral et al. (2009), que realizaram 

um levantamento sorológico em ovinos no Estado do Alagoas e encontraram cerca de 8,9% de 

animais soropositivos para anticorpos anti-Anaplasma spp, utilizando a proteína recombinante 

MSP5 (rMSP5) de A. marginale. De modo semelhante, Ramos et al. (2008), relataram a 

presença de anticorpos anti-A. marginale em 11,93% e 16,17% dos caprinos e ovinos em seu 

estudo, respetivamente, no Estado do Pernambuco.  
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Com relação aos estudos moleculares, apenas duas pesquisas são reportadas em 

todo país. Silva et al. (2018) detectaram a infecção por A. marginale em 2,73% dos caprinos 

incluídos em seu estudo, realizado na Paraíba. Recentemente, Barbosa et al. (2020), 

pesquisando o agente em caprinos e ovinos na mesma localidade, reportaram 1,7% de caprinos 

positivos para A. marginale. 

2.5 Diversidade Genética de Anaplasma spp. 

Os ensaios buscando avaliar a diversidade genética de bactérias do gênero Anaplasma 

são mais amplamente realizados nas espécies A. marginale, que causam inúmeros prejuízos à 

pecuária e A. phagocytophilum, cuja infecção representa uma importante zoonose. Para tal, a 

caracterização das cepas que ocorrem inclui a morfologia, sequência de proteínas, 

antigenicidade e sua capacidade de serem transmitidas por carrapatos ((AUBRY e GEALE, 

2011).  

A diversidade genética de A. marginale é classificada pela análise de proteínas de 

superfície principais, como MSP1Α, MSP4 e MSP5, que são codificadas por genes únicos. 

Destas proteínas, enquanto msp4 e msp5 são expressas por genes individuais, e não variam 

antigenicamente dentre os isolados, msp1α, msp1β, msp2 e msp3 são expressas por famílias 

multigênicas e podem variar antigenicamente (KOCAN et al., 2003). Esses genes têm sido 

amplamente utilizados para caracterização molecular de A. marginale (AUBRY e GEALE, 

2011).  

Pesquisas realizadas em diferentes regiões do mundo, baseadas na análise do gene 

msp1α, como as de Jimenez-Ocampo et al. (2012) e Mutshembele et al. (2014), demonstraram 

a elevada heterogeneiidade genética dessa riquetsia. De La Fuente et al. (2007), usando msp1α 

encontraram 79 sequências de repetição diferentes em 131 cepas, corroborando a conhecida 

heterogeneidade genética de A. marginale. Usando os marcadores moleculares msp1α e groEL, 

Ybanez et al. (2014) demonstraram alta diversidade genética em bovinos nas filipinas. Esses 

autores identificaram 20 sequências novas e exclusivas organizadas em 44 genótipos, 

curiosamente as repetições mostraram uma identidade de 90-96% para aquelas encontradas no 

México, Brasil, Argentina, África do Sul, Venezuela, Japão, Israel, China, Estados Unidos e 

Itália. Em algumas amostras, foram observadas infecções múltiplas de até três e quatro 

genótipos diferentes de A. marginale, sendo as infecções duplas os casos mais comuns.  

No Brasil, as análises de diversidade de espécies de A. marginale são mais amplamente 

realizadas em bovinos. Machado et al. (2015), relataram surtos de anaplasmose em dois 
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municípios do Brasil, Lins e Mambaí. De acordo com a análise das estruturas de repetição em 

tandem de msp1α, nove cepas diferentes foram encontradas em Lins e duas em Mambaí. Os 

autores também descreveram três novas repetições de msp1α (191, 192 e 193) e associaram as 

cepas �-10-15 e 3ߚ-ߙ -Γ à ocorrência de anaplasmose clínica e mortalidade em bezerros, 

novilhas e vacas em lactação. Já Baeta et al. (2015), relataram duas cepas de A. marginale, 

AmRio1 e AmRio2, que foram isoladas e propagadas em células IDE8 do sangue de dois 

bovinos. Adicionalmente, esses autores demonstraram que novas combinações de repetições 

em tandem podem dar a essas cepas vantagens adaptativas sobre os fatores de pressão seletiva. 

Eles observaram que a população de A. marginale oriundas do Brasil e Argentina formam dois 

grandes aglomerados: ߙ e �; e o cluster � tem maior variabilidade genética do que o cluster ߙ, 

sugerindo que as linhagens pertencentes a esses dois clusters podem estar sob diferentes fontes 

de pressão seletiva, especificamente a imunidade do hospedeiro e transmissão de carrapatos. 

Com relação aos pequenos ruminantes, Silva et al. (2018) relataram a ocorrência de 

cepas de A. marginale com base no gene msp1α que exibiam a repetição F. Barbosa et al. 

(2020), avaliando a diversidade de A. marginale na mesma localidade, utilizando a análise de 

sequenciamento de microssatélites msp1α, reportou a ocorrência da mesma repetição F, e 

classificou as estirpes encontradas como pertencentes ao genótipo B com uma distância SD-

ATG de 23 nucleotídeos. De acordo com esses autores,  esse genótipo foi anteriormente 

associado a gado do sul (ESTRADA-PENA et al., 2009) e sudeste do Brasil (POHL et al., 

2013), cuja disseminação pode ter sido facilitada pelo transporte de gado de corte (QUIROZ-

CASTAÑEDA, et al., 2016).  A estirpe F/91 de A. marginale caracterizada nos estudos de Silva 

et al. (2018) e Barbosa et al. (2020) até o presente momento foram detectados apenas em 

caprinos. Esses autores hipotetizaram que, possivelmente, no Brasil, dessa estirpe seja 

relacionada a caprinos. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

• Detectar e determinar a diversidade genética de Anaplasma spp. em pequenos 

ruminantes da região do Baixo Parnaíba, Maranhão.  

3.2 Objetivos específicos  

• Pesquisar a presença de Anaplasma spp. em esfregaços sanguíneos de caprinos e 

ovinos por meio de microscopia direta; 

• Detectar, por meio de Ensaio de Imunoabsorção Enzimática Indireto (iELISA), a 

presença de anticorpos anti-Anaplasma spp. em amostras de soro de caprinos e 

ovinos; 

• Quantificar o DNA de Anaplasma marginale em amostras de sangue por meio de 

Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR);  

• Caracterizar a diversidade genética de Anaplasma spp. com base no gene msp1α em 

pequenos ruminantes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Considerações éticas 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética e Experimentação Animal da 

Universidade Estadual do Maranhão (CEEA-UEMA) e aprovada com protocolo de número 

019/2019. 

4.2 Local de Estudo 

As coletas de amostras de pequenos ruminantes foram realizadas na região do Baixo 

Parnaíba, na Mesorregião Leste https://www.diretorioderuas.com/BR/Maranhao/Mesorregiao-

Leste-Maranhense/do Maranhão, situada entre as coordenadas geográficas 0βº18’ e 04º00’ de 

latitude Sul e 41ºγ7’ e 4γºγ0’ de longitude Oeste. A região é composta por onze municípios, a 

saber: Afonso Cunha, Anapurus, Belágua, Brejo, Buriti, Chapadinha, Mata Roma, Milagre do 

Maranhão, Santa Quitéria do Maranhão, São Benedito do Rio Preto e Urbano Santos. A 

microrregião possui uma área total de 12.600,342 km², apresenta clima úmido seco, com índices 

pluviométricos anuais variando entre 1.600 a 2.000 mm, com clima predominantemente seco e 

chuvas irregulares ao logo do ano (IMESC, 2018; IBGE, 2020).  

Destaque para os municípios de Brejo, Anapurus, Mata Roma e Chapadinha onde foram 
realizadas as coletas. Fonte: Do autor.  

 

Figura 1. Mapa da microrregião do Baixo Parnaíba, Maranhão. 

https://www.diretorioderuas.com/BR/Maranhao/Mesorregiao-Leste-Maranhense/
https://www.diretorioderuas.com/BR/Maranhao/Mesorregiao-Leste-Maranhense/
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4.3 Animais e Coleta de amostras 

Neste estudo, foram utilizados 161 animais, sendo 91 caprinos e 70 ovinos mestiços 

ou sem raça definida, oriundos de propriedades aleatoriamente selecionadas, localizadas em 4 

municípios da microrregião do Baixo Parnaíba, sendo quatro (4) propriedades em Chapadinha, 

(1) em Anapurus, (1) em Brejo e (1) Mata Roma (Figura 1). As coletas foram realizadas no 

período de novembro a dezembro e todos os animais e todos os animais encontravam-se 

aparentemente saudáveis. 

Foram coletados 8 mL de sangue da veia jugular de cada animal, utilizando-se 

seringas e agulhas descartáveis, os quais foram acondicionados em tubos esterilizados contendo 

anticoagulante universal EDTA e tubos sem anticoagulante e devidamente identificados e 

armazenados para posteriores análises laboratoriais. Para obtenção de soro sanguíneo, as 

amostras de sangue total foram centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 minutos, aliquotadas em 

microtubos estéreis de 1,5mL e armazenadas a –20 ° C até a realização dos testes sorológicos. 

Concomitante ao procedimento de obtenção de amostras, foram colhidas 

informações relacionadas aos animais e ao seu sistema de criação, finalidade, criações de 

múltiplas espécies e controle de ectoparasitas. 

4.4 Esfregaços sanguíneos 

O exame direto, para detecção e identificação de Anaplasma spp. em amostras de 

sangue de caprinos e ovinos, foi realizado por meio da utilização de sangue venoso, com o qual 

foram confeccionados esfregaços sanguíneos finos, de acordo com o protocolo padrão descrito 

por Benjamin (2005). Sucintamente, as lâminas foram deixadas para secar em temperatura 

ambiente antes de serem fixadas com metanol absoluto. Em seguida, os esfregaços fixos foram 

corados com solução de Giemsa e examinados em microscópio óptico, com uso de óleo de 

imersão (KESSLER e SCHENK, 1998) e as inclusões de Anaplasma spp. foram pesquisadas 

com base em sua morfologia (BOWMANN, 2009). 

4.5 Pesquisa de anticorpos anti-Anaplasma marginale por meio do ELISA indireto 

(iELISA) 

Todas as amostras de soro de ovinos e caprinos foram testadas para anticorpos anti-

A. marginale utilizando-se antígenos da proteína de superfície recombinante 5 (MSP5) 
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(Imunodot Diagnósticos, Jaboticabal, BR), de acordo com a metodologia previamente 

padronizada por Barbosa et al. (2020). 

Foram adicionadas alíquotas de 100 µL de antígenos solúveis de A. marginale, 

diluído na concentração de 2 µg/mL em tampão carbonato-bicarbonato de sódio 0,05 M, pH 

9,6, em cada cavidade da microplaca (Maxisorp Nunckon TM Surface, Nunc. Danamark). Após 

a incubação por 8 a 10 horas em câmara úmida a 4 ºC, o excesso de antígeno foi removido por 

três lavagens consecutivas com tampão PBS  0,01 M, pH 7,4, contento 0,05% de Tween 20 

(PBS-Tween 20). Em seguida as placas foram bloqueadas com PBS-Tween 20, acrescido de 

6% de leite em pó, em câmara úmida a 37 ºC, por 90 minutos. Após nova lavagem e retirada 

do bloqueador, foram adicionados em duplicata 100 µL dos soros testes e dos soros de 

referência positivos e negativos diluídos a 1:100 em PBS-Tween 20. Então as microplacas 

foram novamente incubadas a 37 ºC, por 60 minutos e submetidas a lavagem. Em seguida, 100 

µL do conjugado caprino ligado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti IgG de caprino, Sigma 

Aldrich, St. Louis, USA), diluído a 1:60.000 em PBS-Twenn 20, foram adicionados a cada 

cavidade da placa, seguindo-se de uma nova incubação e lavagem, como as realizadas 

anteriormente. O substrato da enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluído a 1 

mg/mL em tampão dietanolamina pH 9,8, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) foi adicionado e em 

seguida incubou-se a reação por 30 minutos à temperatura ambiente. Decorrido esse período, a 

leitura foi realizada em um leitor de microplacas de ELISA (iMark, Bio-Rad), a um 

comprimento de onda de 405 nm. O valor de absorbância discriminante (cut-off) foi 

determinado como 2,5 vezes o valor médio de absorbância do negativo. 

4.6 Extração de DNA  

Para a extração de DNA a partir de amostras de sangue total, foi utilizado o kit 

comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®), seguindo as instruções do 

fabricante. A concentração e qualidade do DNA extraído foi avaliada e determinada através de 

leitura em espectrofotômetro. 

4.7 Análises moleculares do DNA extraído a partir de amostras de sangue  

4.7.1 Detecção do gene endógeno Citocromo b (Cyt b) 

Com o intuito de verificar a qualidade da extração, a integridade do DNA obtido e/ou a 

presença de inibidores da reação, todas as amostras foram submetidas à PCR para confirmação 

da presença do gene conservado Citocromo  b (Cyt b) do DNA mitocondrial de vertebrados 
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(mtDNA), previamente descritos por Steuber, Abdel-Rady e Clause (2005), que produz um 

fragmento de 359 pares de base (Tabela 1). Cada reação teve um volume total de 1β,5 μL, 

sendo: 6,β5μL de PCR Master mix Promega® (Taqpolymerase, dNTPs, MgCl2, buffer); 0,5 μL 

de cada primer (10pmol); 4,25 μL de água DNAse e RNAse free; e 1 μL de amostra de DNA 

extraído (100ng/reação). Foram utilizados controles positivos e negativos em cada reação. O 

protocolo de amplificação foi o seguinte: uma etapa de desnaturação inicial de 95°C por 5 

minutos, seguida de 40 ciclos de amplificação (94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto e 

72°C por 1 minuto) e extensão final a 72°C por 5 minutos. 

 

Tabela 1. Lista de iniciadores utilizados para a PCR convencional e em tempo real utilizados 
nesta pesquisa.  

Gene Agentes/alvo Sequência de Oligonucleotídeos (5'-3') Referência 

(mtDNA): 359 
pb 

Cyt b 
Cytb F: CCAAAGTTGTCATGGATGACC     
Cytb R: CCAAAGTTGTCATGGATGACC 

Steuber, 
Abdel-Rady e 

Clause 
(2005) 

Proteína de 
Superfície de 
Membrana 1β 

Msp1β 
Msp1ȕ F: TTGGCAAGGCAGCAGCTT 
Msp1ȕ R5-TTCCGCGAGCATGTGCAT 

Carelli et al. 
(2007) 

Proteína de 
Superfície de 
Membrana 1α 

Msp1α 

Msp1α R: 
GTGCTTATGGCAGACATTTCC 
Msp1α FCTCAACACTCGCAACCTTGG 

Castañeda-
Ortiz et al. 

(2015) 
  

4.7.2 qPCR para Anaplasma marginale baseada no gene msp1β 

As amostras positivas na PCR convencional baseada no gene Cyt b foram submetidas a 

ensaio de PCR quantitativa em tempo real (qPCR) para A. marginale baseada no gene MSP1ȕ, 

seguindo protocolo previamente descrito por Carelli (2007). As reações de amplificação foram 

conduzidas em aparelho termociclador CFX96 Thermal Cycler® (BioRad, Hercules, CA, 

Estados Unidos). Todas as amostras foram testadas em duplicatas. A quantificação do número 

de cópias de DNA/µL foi realizada com a utilização do gBlocks (Integrated DNA Technologies, 

Coralville, lowa, USA) contendo a sequência alvo para amplificação do DNA de A. marginale. 

Diluições seriadas foram feitas a fim de construir padrões com diferentes concentrações de 

DNA contendo a sequência-alvo (2,0 x 107 cópias/µL a 2,0 x 100 cópias/µL). Água estéril 

ultrapura (Qiagen®, Madison, Estados Unidos) foi utilizada como controle-negativos da 
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reação. Alíquota de DNA da amostra Jaboticabal de A. marginale foi utilizada como controle 

positivo da reação. 

4.7.3 snPCR para detecção de A. marginale baseada no gene msp1α 

As amostras positivas na qPCR para A. marginale baseada no gene msp1β foram 

submetidas à snPCR para o referido agente baseada no gene msp1α, utilizando protocolo 

previamente descrito por Castañeda-Ortiz (2015). Água ultrapura (Invitrogen, Carlsbad, 

Califórnia, EUA) foi utilizada como controle negativo em todos os ensaios de PCR. Alíquota 

de DNA da amostra Jaboticabal de A. marginale foi utilizada como controle positivo das 

reações. Todos os produtos dos ensaios de PCR foram submetidos à eletroforese horizontal em 

gel de agarose a 1,0% corado com Brometo de Etídeo (0,625 µL/mL) em tampão de corrida 

TBE pH 8,0 para visibilização dos resultados. A eletroforese foi realizada a 90 V/ 150 mA 

durante 50 minutos. Para a determinação dos produtos amplificados, utilizou-se um marcador 

de peso molecular de 100 pares de base (Life Technologies, Carlsbad, Califórnia, EUA). Os 

resultados foram visibilizados e analisados por um transiluminador de luz ultravioleta acoplado 

a um programa computacional de análise de imagens (Chemi-Doc MP Imaging System, Bio-

Rad®) 

4.7.4 Purificação e sequenciamentos dos produtos amplificados 

Os produtos amplificados foram purificados utilizando-se o kit comercial Wizard® SV 

Gel and PCR Clean-Up System (Promega®), de acordo com as recomendações dos fabricantes. 

A quantificação do DNA purificado foi realizada por meio de leitura em espectrofotômetro 

NanoDrop β000 (Thermo Scientific, San Jose CA, USA). 

O sequenciamento foi realizado de acordo com o método de terminação de cadeia de 

dideoxinucleotídeo (SANGER et al., 1977) no sequenciador ABI PRISM γ700 Analyzer 

(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). O sequenciamento foi feito no Centro de Recursos 

Biológicos e Biologia Genômica da Universidade Estadual de São Paulo 

(CREBIO/FCAV/UNESP). 

 

4.7.5 Análise das sequências consenso baseadas no gene msp1α 

As sequências de nucleotídeos obtidas foram inseridas no programa Phred Phrap 

(Compact ALignment Format) para triagem e avaliação da qualidade dos eletroferogramas. 

Bases com qualidade acima de 20 foram consideradas confiáveis. O programa BLASTn foi 

http://www.phrap.org/phredphrap/calf.pdf
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usado para comparar as identidades dos nucleotídeos obtidos com sequências depositadas no 

GenBank. 

4.7.6 Classificação de genótipos de A. marginale e identificação da diversidade genética 

Para identificação o genótipo foi feito a classificação proposta por Estrada-Peña et al. 

(2009) seguindo os seguintes passos: encontrou-se a região chamada de Shine-Dalgarno 

(GTAGG) e logo em seguida o próximo códon 26 de iniciação da tradução (ATG). Dentro deste 

intervalo (GTAGG-ATG) foram contabilizados os GTT, chamando-os de “m” e os GT, 

chamando-os de “n”. A análise de sequências repetidas foi realizada conforme a nomeclatura 

proposta por De la Fuente et al. (2007). A distância SD-ATG foi calculada segundo a fórmula 

(4 x m) + (2 x n) + 1 descrita por Estrada-Peña et al. (2009). Por esta fórmula foi possível obter 

o número de nucleotídeos e posteriormente classificar as amostras em genótipos, segundo 

critérios descritos por de la Fuente et al. (2002). 

A diversidade genética foi calculada pelo software RepeatAnalyzer e dividida em duas 

categorias: a primeira categoria de métricas (GDM1) foi centralizada na quantidade e mensura 

a porcentagem de repetições únicas em uma região, enquanto a segunda (GDM2) foi 

centralizada na distribuição e mensura a regularidade com a qual as repetições são distribuídas. 

GDM1 e o GDM2 foram apresentados em duas variantes, local e global, dependendo se o 

cálculo métrico é uma média dos valores de cada genótipo ou de sua região, respectivamente 

(CATANESE, BRAYTON e GEBREMEDHIN, 2016) 

4.8 Análise Estatística 

Os dados foram submetidos à análise descritiva, em que foram calculados os percentuais 

de positividades obtidos por cada método de diagnóstico. Associação entre a presença (amostras 

de soro positivas e negativas) de Anaplasma e parâmetros como a espécie e sexo dos animais, 

foram avaliados com base no teste qui-quadrado de Pearson (χβ) e o teste Exato de Fisher, 

utilizando o programa GraphPad Prism (OSB Software©). Um valor p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Análise dos esfregaços sanguíneos 

No exame microscópico para detecção direta em esfregaço sanguíneo, não foram 

observadas inclusões intra-eritrocitários sugestivas de Anaplasma spp. 

5.2 Anticorpos IgG contra A. marginale (rMSP5) 

O teste sorológico iELISA, utilizando proteína recombinante rMSP5 de A. marginale 

revelou a presença de anticorpos IgG anti-A. marginale em 11,18% (18/161) das amostras de 

soros dos animais testados. Destes, 2 animais eram de espécie ovina e dezesseis animais 

pertencentes à espécie caprina. Houve maior frequência de positividade em caprinos do que em 

ovinos, com diferença estatística significativa, e, com relação ao gênero, a taxa de positividade 

foi maior entre as fêmeas do que em machos. Os dados estão sumarizados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Frequência de infecção por A. marginale de acordo com a espécie e gênero, por meio 
do iELISA (rMSP5). 

pos/neg= amostras positivas/negativas 
*Estatisticamente significante (p< 0,05) 
 

Observou-se ainda, que os títulos de anticorpos contra A. marginale foram próximos ao 

ponto de corte (0,235) em muitos dos animais amostrados, com apenas dois animais (2/18) 

apesentando títulos elevados (Tabela 3). 

Tabela 3. Distribuição dos animais soropositivos na pesquisa de anticorpos IgG anti-A. 

marginale usando antígeno total e a rMSP5 e a dados da quantificação da Densidade Ótica das 
amostras. 

Identificação DO (ponto de corte 0,235) Local 

 rMSP5 iELISA 

 Pos/neg Frequência (%) Valor de p 

Espécie    

Ovinos 2/70 2,85 
0,043* 

Caprinos 16/91 17,58 

Gênero 

Machos 4/44 8,33 
0,5891 

Fêmeas 14/99 12,39 
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OVI03 0,303 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

OVI09 0,319 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP31 0,797 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP33 0,292 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP37 0,257 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP39 0,470 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP44 0,490 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP48 0,370 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP51 0,355 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP53 0,237 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP65 0,308 Chapadinha, Maranhão, 
Brasil 

CAP67 0,410 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP86 0,272 
Chapadinha, Maranhão, 

Brasil 

CAP89 0,239 Anapurus, Maranhão, Brasil 

CAP90 0,869 Anapurus, Maranhão, Brasil 

CAP96 0,270 Anapurus, Maranhão, Brasil 

CAP101 0,320 Anapurus, Maranhão, Brasil 

CAP109 0,426 Anapurus, Maranhão, Brasil 

DO= Densidade ótica. 

 

5.3 Ensaios de qPCR para A. marginale baseados no gene msp1β e semi-nested PCR 

baseadas no gene msp1α em ovinos e caprinos 

Todas as amostras testadas amplificaram com sucesso o gene endógeno Cyt b. Dos 161 

animais amostrados, 2 (1,24%) foram positivos para A. marginale, pela qPCR do gene msp1β, 

sendo ambas as amostras pertencentes à espécie caprina (Tabela 4). Nenhum desses animais 

foram positivos na sorologia. A quantificação foi de 1,43 x 10³ e 2,49 x 10³ cópias de um 

fragmento do gene msp1ȕ/μL. Os parâmetros dos ensaios foram 104% de eficiência (E), 0,999 

de coeficiente de determinação (R²), -3,10 para inclinação (slope) e 38,22 no intercepto do eixo 
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y (y-int). As amostras positivas na qPCR foram submetidas a snPCR com base no gene MSP1α 

e todas foram positivas (Tabela 4). Ambas as amostras positivas foram sequenciadas e foi 

possível obter sequências com qualidade referente ao gene msp1α, por meio da análise realizada 

pelo programa Phred Phrap. As sequências obtidas, quando submetidas ao BLASTn, revelaram 

porcentagens de identidade variando de 90.97% a 98.79% com sequências de A. marginale 

previamente depositadas no GenBank e cobertura entre 97% a 99%. 

 

Tabela 4. Frequência de positividade para Anaplasma sp. na qPCR msp1β e nested PCR msp1α 
de amostras de ovinos e caprinos.  

Espécie Gene Alvo 

 qPCR msp1β e nested PCR msp1α 

 Nº Positivo Nº Negativo (%) 

Ovinos 0 70 - 
Caprinos  2 91 2,2 

Total  2 161 1,24 

  

5.4 Análise de diversidade genética de A. marginale baseada no gene msp1a 

Utilizando o software RepeatAnalyzer para a classificação genotípica alfanumérica e 

identificação de estirpes, foram encontradas 2 estirpes, cada uma pertencente a uma amostra 

positiva para A. marginale dos caprinos, ambas as amostras apresentaram genótipo H, com com 

a distância SD-ATG de 23 nucleotídeos cada, de acordo com a classificação de Estrada-Paña et 

al. (2009) (Tabela 5). 

Os índices métricos de diversidade genética de A. marginale, GDM1-Local (0.86) e 

GDM1-Global (0.25) obtidos em ovinos amostrados, revelaram alto valor, sendo os índices 

medidos de 0 a 1. Isto indica que as repetições de sequências curtas (SSRs) foram bastante 

diversas entre si e na região estudada. Com relação aos índices GDM2-Local (0.056) e GDM2-

Global (0.036), estes mostraram-se baixos, indicando que as SSRs se apresentam em 

quantidades iguais entre si, ou seja, ocorreram aproximadamente o mesmo número de vezes e 

que a distribuição entre estes animais foi uniforme. Estes baixos valores de GDM2 indicam que 

as SSRs são pouco dispersas. 
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Tabela 5. Caracterização dos genótipos e estirpes das amostras positivas para o gene msp1α de 
A. marginale, com número do animal, estimativa da riquetsemia por qPCR absoluta e 
localização. 

Identificação Estirpe SD-ATG 

Genótipo 
(Estrada-

Peña et al., 
2009) 

Riquetsemia 
absoluta 
qPCR 

(msp1β/μL) 

Local 

CAP127 α β 23 H 1,43 x 10³ 

Brejo – 

Maranhão, 

Brasil 

CAP155 α β Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ;Γ;γ 23 H 2,49 x 10³ 

Brejo – 

Maranhão, 

Brasil 

 

6 DISCUSSÃO 

No presente estudo, durante a análise dos esfregaços sanguíneos não foi possível 

identificar inclusões intra-citoplasmáticas sugestivas de Anaplasma sp, diferentemente do 

reportado por Shabana et al. (2018), que em seu estudo comparativo sobre técnicas de 

diagnóstico da anaplasmose ovina e caprina, reportaram a identificação de espécies de 

Anaplasma em 43,6% das lâminas analisadas, utilizando a mesma técnica. 

 A ausência de detecção da bactéria nos esfregaços sanguíneos não é um resultado 

particularmente inesperado, tendo em vista que esta técnica apresenta sensibilidade muito 

variada. Dentre os fatores que podem interferir na detecção desses microrganismos, a fase de 

infecção é a mais amplamente discutida. A análise de esfregaços é mais eficiente em infecções 

agudas, em que se observa elevada bacteremia, o que aumenta as chances de encontrar inclusões 

bacterianas nas células analisadas (RENNEKE et al., 2012; SILAGHI et al., 2016; SHABANA 

et al., 2018). Esta situação também foi demonstrada por Yasini et al. (2012), que realizaram 

infecção experimental em ovinos e acompanharam as alterações parasitológicas em esfregaços 

sanguíneos. Esses autores observaram que a porcentagem de corpos de inclusão de Anaplasma 

aumentou significativamente com o progresso da infecção e atingiu um pico 12 dias após a 

infecção e desse ponto até o dia 38, houve um declínio gradual na porcentagem de parasitemia. 

Adicionalmente, Woldehiwet (2010), também relatou que em animais infectados em 

condições de campo, similar aos do presente estudo, a detecção do organismo no sangue 

periférico parece ser afetada pelo número e frequência de infestação por carrapatos. Esfregaços 
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de sangue de animais persistentemente infectados demonstraram resultados negativos devido 

ao baixo número de células infectadas por Anaplasma em circulação (STUEN et al. 2007, 2008; 

Kocan et al. 2010). A doença em pequenos ruminantes tende a ter um curso subclínico 

(WOLDEHIWET, 2010; ATIF et al., 2015) e, especificamente neste estudo, no momento das 

coletas das amostras nenhum dos animais apresentavam sinais clínicos compatíveis com a 

anaplasmose ou infestações intensas por carrapatos.  

Embora essas situações possam interferir na sensibilidade dessa técnica, o exame 

microscópico apresenta as vantagens de ser considerado uma técnica de baixo custo e de rápida 

realização, e sua eficiência na fase aguda da infecção é útil, pois nesta etapa os testes 

sorológicos têm valor limitado, devido à ausência de anticorpos detectáveis (THOMAS, 

DUMLER e CARLYON, 2009). 

Comparando os percentuais encontrados no presente estudo, onde encontrou-se 11,1% 

de animais soropositivos, sendo 17,5% deles caprinos e 2,2% ovinos observa-se que as taxas 

aqui registradas não diferem muito das encontradas em outras localidades do Brasil, como em 

estudos sorológicos anteriores que evidenciaram a exposição de Anaplasma sp em pequenos 

ruminantes, como a pesquisa realizada por Ramos et al. (2008), no Estado do Pernambuco, que 

detectaram soropositividade em 11,9% dos caprinos e 16,17% em ovinos, no teste ELISA 

utilizando a proteína recombinante rMSP5 de A. marginale. Utilizando metodologia 

semelhante, Cabral et al. (2009), detectaram anticorpos anti-A. marginale em 8,9% dos ovinos 

amostrados. Um estudo mais recente publicado por Barbosa et al. (2020), no estado da Paraíba, 

obteve 39.5 % de soropositividade em caprinos e 3% em ovinos em rMSP5-ELISA de A. 

marginale.  

No presente estudo observou-se diferença estatística significante (p<0,043) nos 

percentuais de positividade entre ovinos e caprinos. Excetuando-se a pesquisa de Barbosa et al. 

(2020), as pesquisas sorológicas realizadas no Brasil demonstram uma maior taxa de 

positividade em ovinos em relação a caprinos, assim como Shabana et al. (2017), que também 

reportaram maior taxa de positividade em ovinos em seu estudo realizado na Arábia Saudita, 

onde foram utilizados ambos os testes cELISA e IFA.  

Observou-se ainda, que os títulos de anticorpos contra A. marginale foram próximos ao 

ponto de corte em muitos dos animais amostrados (ponto de corte 0,235), o que pode indicar 

uma baixa resposta sorológica nesses animais. Este quadro é semelhante ao que tem sido 

reportado em infecções por A. marginale em bovinos (ZHUANG et al., 2007; BROWN et al., 
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2012), onde observa-se que a resposta na produção de anticorpos diminui nos animais à medida 

que a infecção se torna persistente. Essa resposta já foi observada também em infecções por 

outras espécies de Anaplasma, como em infecção por A. ovis, em caprinos, demonstrado por 

Ndung’u et al. (1995), que observaram um decréscimo progressivo na resposta sorológica após 

a infecção, sugerindo que as cabras permanecem persistentemente infectadas, semelhante ao 

que ocorre em bovinos em infecções por A. marginale, nas quais os níveis de anticorpos 

diminuem mas permanecem constantes e detectáveis nos testes sorológicos (FRENCH et al., 

1998). Com isso podemos supor que a resposta sorológica contra A. marginale em ovinos e 

caprinos observada nesta pesquisa possa seguir o mesmo padrão observado na literatura.  

Este é o primeiro levantamento sorológico, até onde sabemos, realizado no Estado do 

Maranhão, a fim de determinar a presença de anticorpos contra A. marginale em rebanhos de 

pequenos ruminantes. Buscando dados na literatura científica brasileira observou-se que além 

deste, apenas outros três estudos foram conduzidos em todo país com o mesmo objetivo 

(RAMOS et al., 2008, CABRAL et al., 2009; BARBOSA et al., 2020), todos realizados em 

rebanhos oriundo da região Nordeste.  Esta situação demonstra que esses estudos ainda são 

escassos e concentrados em uma única região do país, e evidenciam a exposição dos pequenos 

ruminantes com esses agentes infecciosos. Diante disso, pode-se supor que a ocorrência da 

infecção por Anaplasma spp. em ovinos e caprinos seja muito maior do que se tem estimado.  

A detecção de DNA de A. marginale por meio da qPCR baseada no gene msp1β foi 

baixa no presente estudo (1,24%). No entanto, o percentual encontrado foi próximo ao relatado 

por Silva et al. (2018), que detectaram o DNA de A. marginale em 2,73% caprinos, no Estado 

da Paraíba; e também foi similar ao encontrado por Barbosa et al. (2020), na mesma localidade, 

que detectaram o DNA de A. marginale em 1,7 % dos caprinos incluídos no pesquisa.  

Comparando-se com pesquisas realizadas em diferentes partes do mundo, observa-se 

que a ocorrência de A. marginale em pequenos ruminantes só foi reportada uma única vez por 

Yousefi et al. (2017), no Irã, em ovinos. Por outro lado, nota-se que a espécie mais associada a 

esses animais é A. ovis, como relatado na Europa (DAHMANI et al., 2017; LACASTA et al., 

2020), na China (PENG et al., 2018) e na África (RINGO et al., 2019), o que difere do que tem 

sido reportado em estudos moleculares no Brasil, os quais, até o presente momento, 

identificaram somente infecções por A. marginale (SILVA et al., 2018; BARBOSA et al., 

2020).  
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Analisando as duas sequências positivas para A. marginale, baseada no gene msp1a, 

obtidas neste estudo, ambas foram classificadas como pertencentes ao genótipo H, de acordo 

com a classificação proposta por Estrada-Peña et al. (2009). Diferentemente do que foi 

reportado em uma pesquisa anterior realizada em pequenos ruminantes (utilizando o mesmo 

critério de classificação), por Barbosa et al. (2020), no estado da Paraíba, na qual os autores 

demonstraram a ocorrência do genótipo B. Extrapolando a comparação para outros estudos 

realizados em bovinos no Brasil, observa-se que o genótipo H  (pela classificação de Estrada-

Peña et al., 2009) foi previamente demonstrado na cidade de Lins (MACHADO et al., 2015) e 

também na cidade de Itú (GARCIA et al., 2020) (ainda não publicado) ambas localizadas no 

Estado de São Paulo.  

Um estudo ainda não publicado, realizado em bovinos na região do Médio Mearin, no 

estado do Maranhão (GOMES et al., 2020), verificou a alta diversidade genética de A. 

marginale em bovinos, onde o genótipo H foi o mais frequente. Essa situação, aliada aos dados 

do presente estudo demonstra a ocorrência de genótipos em ovinos no estado do Maranhão que 

até então eram associados somente a bovinos. É importante considerar que a propriedade em 

que esses animais estavam alocados era voltada principalmente para a criação de gado de corte, 

sendo a criação de pequenos ruminantes realizada de forma secundária. Observou-se ainda, que 

as instalações destinadas ao confinamento de bovinos, caprinos e ovinos eram próximas umas 

das outras (dados não mostrados). Embora não se tenha testado os bovinos nessas propriedades, 

tem sido descrito que cenários semelhantes a este podem facilitar a transmissão interespécies 

de patógenos, como foi descrito por Silva et al. (2015), que detectou uma única cepa de A. 

marginale infectando bovinos, búfalos e carrapatos R.(Boophilus) microplus no Estado do Rio 

de Janeiro.  

Além disso, nessa propriedade também foi detectada a presença de carrapatos R. 

(Boophilus) microplus, considerados principais vetores da anaplasmose no Brasil, parasitando 

os animais. Com isso, ainda que não tenham sido realizadas análises específicas para esta 

finalidade, não se pode desconsiderar a possibilidade de carrapatos estarem realizando a 

passagem dessas estirpes entre os bovinos e os pequenos ruminantes. 

Com relação à análise das repetições em tandem pelo programa RepeatAnalyzer, 

demonstrou-se a ocorrência de duas estirpes diferentes, compostas pelas repetições α ȕ e α ȕ 

Γ;Ȗ;Γ;Ȗ;Γ;Ȗ;Γ;Ȗ, não relatadas anteriormente em pequenos ruminantes. Essas estirpes foram 

diferentes das anteriormente relatadas em estudos de diversidade genética de A. marginale em 

ovinos e caprinos, no estado da Paraíba, em que os autores descreveram a ocorrência da estirpe 



40 

 

F/91 em todos os animais (SILVA et al., 2018; BARBOSA et al., 2019). Esses autores 

sugeriram ainda que a ocorrência desta estirpe pode estar associada apenas a caprinos no Brasil, 

considerando que até o presente momento ela foi descrita apenas nesta espécie.  

Analisando os índices de diversidade genética GDM1 pelo RepeatAnalyzer, o elevado 

valor  desse índice encontrado nesta pesquisa demonstrou que as estirpes apresentaram-se 

diversas entre si e na região do presente estudo. Os baixos valores dos índices GDM2 revelaram 

uma baixa taxa de dispersão dessas novas cepas. Essa situação também foi observada em estudo 

semelhante realizado em bovinos no estado de São Paulo, realizado por Ramos et al. (2019), 

onde também foi observado um alto grau de diversidade genética e baixa dispersão de estirpes.  

É relatado na literatura alguns fatores que podem levar à diversidade genética de A. 

Marginale, como a introdução de cepas geneticamente diversas pela movimentação do gado 

em diferentes regiões geográficas (Battilani et al., 2017). Além disso, em um estudo realizado 

na África do Sul, Zamantungwa et al. (2016), constataram que o aumento no número de novos 

genótipos/linhagens circulantes indicaria uma maior circulação destes na natureza pela ação da 

pressão de seleção e consequente mutação. Os animais positivos amostrados neste estudo eram 

nativos desta região do Baixo Parnaíba, porém criados em associação a bovinos, com isso, 

hipotetiza-se que mais de um dos fatores citados acima possam ter contribuído para a 

diversidade observada neste estudo. 

Nenhum dos animais positivos por meio do ELISA foi positivo na qPCR. Este resultado 

não é surpreendente, tendo em vista as diferenças intrínsecas de cada técnica e se os animais se 

encontram em fase de infecção aguda ou crônica. Estudos já vem demonstrando que os 

anticorpos contra Anaplasma podem ser detectados no soro por longos períodos após a 

exposição do animal ao agente (WAAL, 2012), por isso a importância da realização de 

levantamentos sorológicos aliados a ferramentas moleculares, especialmente nos casos de 

rebanhos persistentemente infectados. Com relação a qPCR, autores demonstram a sua elevada 

sensibilidade e além desta técnica permitir a quantificação das bactérias, especialmente na fase 

de bacteremia (CARELLI et al., 2007; SHABAN et al., 2018). Adicionalmente Silaghi (2017), 

apontam que a própria sensibilidade da detecção molecular depende de fatores como a natureza 

e qualidade das amostras e número de cópias genômicas dos genes-alvo, que pode ser baixo 

nos animais portadores de infecções persistentes.  
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7 CONCLUSÃO 

Foi possível detectar a exposição de caprinos a A. marginale, por meio do iELISA 

baseado em proteína recombinante msp5; confirmar a infecção utilizando-se a qPCR, snPCPR 

em dois caprinos, na região do Baixo Parnaíba Maranhense. Conclui-se ainda, que há 

diversidade genética de A. marginale, com a caracterização de duas estirpes distintas, não 

descritas previamente em ovinos, pertencentes ao mesmo genótipo. 
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