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RESUMO

ARAUJO, Thamires Rezende. Investigacdo de Trypanosoma vivax e Anaplasma marginale em
Stomoxys calcitrans, no campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ. 2019. 53p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Moscas do género Stomoxys tém sido caracterizadas como vetores mecanicos e
bioldgicos de diversos patdgenos. Stomoxys calcitrans, mosca cosmopolita de habito
alimentar hematofagico, onde tanto macho quanto fémea se alimentam de sangue,
apresentam comportamento agressivo e persistente, o que leva a alimentacdo em
diferentes hospedeiros, sendo um fator importante na sua incriminacdo como vetor
mecanico de patogenos. Este estudo teve como objetivo detectar a presenca de
Trypanosoma vivax e Anaplasma marginale em moscas da espécie Stomoxys calcitrans
coletadas em trés pontos dentro do campus da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro. As moscas coletadas foram dissecadas, separadas
em 6rgdos e armazenadas para extracdo de acido desoxirribonucleico (DNA) e anélise
molecular por PCR convencional (cPCR) e semi nestedPCR para Trypanosoma vivax e
Anaplasma marginale, agentes de importantes doengas em bovinos. Em cPCR todas as
55 amostras testadas foram negativas para a presenca de T. vivax. Em semi nested PCR,
19 amostras foram positivas para a presenca de A. marginale e as demais foram
negativas. Este trabalho foi o primeiro relato da presenca de A. marginale em S.
calcitrans mostrado no estado do Rio de Janeiro e também em nosso pais, indicando
que a importancia epidemioldgica na transmissdo de doencas com importante impacto
econdmico desse vetor ndo pode ser ignorada. Apesar de moscas coletadas no campus
de Seropédica da UFRRJ terem sido negativas para T. vivax, a coleta em outras regifes
do estado devem ser consideradas, uma vez que casos de bovinos infectados no estado
do Rio de Janeiro foram relatados recentemente.

Palavras-chave: Stomoxys calcitrans, Trypanosoma vivax, Anaplasma marginale,
doencas transmitidas por vetores, diagnostico molecular



ABSTRACT

ARAUJO, Thamires Rezende. Investigation of Trypanosoma vivax and Anaplasma marginale
in Stomoxys calcitrans, at the campus of Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Seropédica - RJ. 2019. 53p. Dissertation (Master in Veterinary Sciences). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Flies of the Stomoxys genus have been characterized as mechanical and biological
vectors of several pathogens. Stomoxys calcitrans, a cosmopolitan fly with males and
females that presents hematophagy as feeding habits, present aggressive and persistent
behaviour which leads to feeding in different hosts and being an important factor for
their incrimination as mechanical vector of pathogens. The objective of this study was
to detect the presence of Trypanosoma vivax and Anaplasma marginale in Stomoxys
calcitrans flies collected at three points inside the campus of the Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro. The flies collected were dissected,
theirs orgnas were separated and stored for extraction of deoxyribonucleic acid (DNA)
and molecular analysis by conventional PCR (cPCR) and semi nestedPCR for
Trypanosoma vivax and Anaplasma marginale. In cPCR all the 55 samples tested were
negative for the presence of T. vivax. In semi neste PCR, 19 samples were positive for
the presence of A. marginale and the others were negative. This work is the first report
of the presence of A. marginale in S. calcitrans at Rio de Janeiro state and also in our
country, pointing the epidemiological importance of this vector in the transmission of
diseases with great economic impact must not be ignored. Although the flies collected
at Seropédica campus of UFRRJ have been negative for the presence of T. vivax, the
collection of fly sample at other different regions of the state must considered, once
infected cattle have been recently reported at Rio de Janeiro state.

Keywords: Stomoxys calcitrans, Trypanosoma vivax, Anaplasma marginale, vector-
borne diseases, molecular diagnosis
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1. INTRODUCAO

Vetores mecanicos sdo caracterizados como transportadores de formas infectantes dos
agentes infecciosos de um hospedeiro para outro, ndo ocorrendo nenhuma mudanga do agente
infeccioso quando albergado pelo vetor. Este transporte de patdgenos pode ocorrer pelas patas
ou partes do corpo incluindo as pecas bucais do vetor.

Neste contexto, moscas do género Stomoxys podem se apresentar como vetores
mecanicos de diversos patdgenos, sejam eles virus, protozodrios, bactérias e helmintos. Séo
moscas hematdfagas, onde tanto macho quanto fémea se alimentam de sangue, sendo
caracterizados como dipteros agressivos e persistentes. Sdo frequentemente encontradas em
ambientes onde ha criacdo de animais, mas também podem estar presentes em areas
residenciais proximas a producdes agricolas. (BALDACCHINO et al., 2013).

Muito se debate sobre integrar saide humana e animal, mas foi no século XX que o
epidemiologista C. W. Schwabe comegou a aplicar o conceito de Medicina Unica comumente
chamado de Saude Unica, propondo entdo uma unificacdo da medicina humana e veterinaria e
meio ambiente, em combate as doencas zoondticas e seguranca alimentar (ZINSSTAG et al.,
2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, Sadde Unica é uma estratégia para de
desenvolver e implementar programas, politicas, legislagdes e pesquisa onde multiplos setores
se comunicam e trabalham juntos para alcancar melhores resultados em salde publica (OMS,
2017).

Doencas transmitidas por vetores, como por exemplo, malaria e leishmaniose, podem
ser dificeis de controlar, devido a sua complexa epidemiologia, que podem envolver diversos
vetores e hospedeiros. Por isto, uma abordagem integrada, principalmente para os casos de
ocorréncia de zoonoses, poderia auxiliar nas decisdes de tratamento e implementacdo de
medidas preventivas por parte de médicos e médicos veterinarios (DANTAS-TORRES et al.,
2012). Fatores ambientais em especial relacionados a mudancas geograficas como
aquecimento global, desmatamentos e globalizacdo tém impactado a dindmica de na dinamica
populacional vetores e disseminacdo de doencas.

Stomoxys calcitrans, mosca cosmopolita, causa impactos na sadde animal, uma vez
que pode ser vetor mecanico de patdgenos, além de causar estresse nos animais por
decorréncia de sua picada dolorosa. Este parasitismo afeta até mesmo os seres humanos, pois
¢ capaz de impactar nas producdes de leite e carne nas criagdes de bovinos, afetando
principalmente a economia.

Portanto, a realizacdo de estudos para que se possa entender melhor a dinamica da
mosca como vetor é de grande importancia. Estes estudos podem entdo elucidar os
guestionamentos a respeito da epidemiologia de doencgas em determinadas localidades.

No estado do Rio de Janeiro ndo ha muitos estudos sobre a epidemiologia e
importancia de Trypanosoma vivax e Anaplasma marginale, na dindmica de transmissdo por
Stomoxys calcitrans.

Com isto, este trabalho teve como objetivos detectar a presenca de Trypanosoma vivax
e Anaplasma marginale nos intestinos, pecas bucais e carcaga contendo corpo gorduroso de
Stomoxys calcitrans.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Stomoxys calcitrans

Stomoxys calcitrans (Figura 1), artropode popularmente conhecido como mosca dos
estabulos, podendo ser vetor mecanico de agentes patogénicos presentes no sangue € na pele
de seus hospedeiros (BALDACCHINO et al., 2013). Suas formas larvais desenvolvem-se
comumente em matéria organica em fermentacdo, principalmente contendo estrume e urina
bovinos, substratos industriais como fardos de feno, silagem, biossélidos desidratados, entre
outros (CORREAE. C. et. al., 2013).

Figura 1. Stomoxys calcitrans.

Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Stomoxys_calcitrans_01.jpg. Acesso em: 03 dezembro 2018.

Sdo cosmopolitas e apresentam alimentacdo sanguinea. Podem atingir densidades
populacionais muito altas em locais de manejo de gado, como por exemplo, em fazendas
leiteiras. Por apresentarem uma picada dolorosa, muitas vezes ocorrem interrup¢fes durante a
alimentacdo da mosca, devido ao comportamento defensivo do hospedeiro. O nimero elevado
de interrup¢6es durante a alimentacdo proporciona uma oportunidade ideal para transmissao
mecanica de diversos patdgenos de hospedeiros infectados para ndo infectados (SCOLES,
2005).

Tem como hospedeiro preferencial os bovinos e neles, as partes do corpo de maior
preferéncia s@o orelhas e boletos e quando ndo perturbada cada mosca leva de trés a cinco
minutos se alimentando (BRITTO et al., 2008). Por ser um fator de incbmodo para o animal, a
picada da mosca pode resultar em perdas na producdo de leite e reducdo do ganho de peso
para gados de corte, o que pode vir a afetar diretamente a economia (MULLENS, et al.,2006).
Estudos realizados por Campbell et al., (1987), demonstraram reduc¢des no ganho de peso, que
variam de 13,2 a 20% em animais infestados por estas moscas, bem como a reducgdo de até
0,7% na producdo de leite. Estas perdas podem gerar um déficit anual de mais de US$ 100
milhes no Brasil (CORREA et al., 2013), sem contar as perdas causadas pelas doengas por
ela transmitidas que ndo entram nos calculos e que podem ser muitas vezes subestimadas.

Fatores como umidade, temperatura, pH e competicdo interespecifica estdo
diretamente ligados com o aumento da populagdo de S. calcitrans no ambiente (CORREA et
al., 2013). Surtos eventuais da mosca tém sido notificados ha alguns anos, ocorrendo
proximos a areas canavieiras e em confinamentos de bovinos, tendo ou ndo associagdo com
usinas alcooleiras ou sucroalcooleiras (KOLLER et al., 2009).



Sabe-se que alguns substratos séo propicios para o desenvolvimento de todo o ciclo de
vida do inseto, como por exemplo, residuos de produtos horticolas (KING AND LENERT,
1936; SIMMONS, 1944; HERRERO et al., 1989), residuos de cana de acucar, alcool, torta de
filtro de cana e vinhaga (GILLES et al., 2008; BITTENCOURT, 2012).

O ciclo biologico (Figura 2) compreende as fases de ovo, larva de 1° instar (L1), larva
de 2° instar (L2), larva de 3° instar (L3), pupa e adultos. A temperatura ideal para o
desenvolvimento e maior sobrevivéncia da mosca estd ao redor de 25°C. De acordo com
estudos realizados, sob esta temperatura, ap6s a postura, por volta de dois a trés dias ocorre a
ecloséo da larva L1 que iré sofrer duas ecdises até atingir a fase L3, levando entdo de dez a
treze dias para completar esta fase do desenvolvimento. A larva L3 dara origem a pupa que,
apos seis dias dara origem a mosca adulta. O ciclo evolutivo de S. calcitrans se completa em
aproximadamente duas a trés semanas em localidades de clima quente (AGUIAR-
VALGODE; MILWARD-DE-AZEVEDO,1992).

Pode-se destacar que ambos 0s sexos se alimentam de sangue, uma ou duas vezes ao
dia, dependendo da temperatura ambiente, vindo a interromper completamente essa atividade
nas épocas frias (BOWMAN, 2010).
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Figura 2. Ciclo de vida de Stomoxys calcitrans.

Fonte: http://ruralpecuaria.com.br/tecnologia-e-manejo/pragas/resistencia-da-mosca-dos-estabulos-stomoxys-
calcitrans-a-cipermetrina.html. Acesso em 03 dezembro 2018.

2.2 Stomoxys calcitrans como vetor de patdgenos.

O género Stomoxys apresenta 18 espécies descritas. S&o insetos obrigatoriamente
hematofagos, sendo algumas espécies consideradas pragas econémicas em diversas partes do
mundo (ZUMPT, 1973). Sdo moscas consideradas persistentes e agressivas. Na auséncia de
seus hospedeiros preferenciais, podem até se alimentar de sangue humano. Apesar de serem
consideradas hematdfagas estudos demonstraram que as moscas S. calcitrans e Stomoxys.
niger também podem se alimentar de agUcares de flores ou frutos maduros (MULLER et al.,
2012).

A transmissdo de patogenos de forma mecanica € considerada uma das mais
importantes conquistas indiretas dos insetos hematdfagos, e esta transmissdo pode ocorrer por
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contaminacdo das pecas bucais ou regurgitacdo do contetdo do trato digestorio. Evidéncias
experimentais mostram que S. calcitrans podem regurgitar parte de uma primeira alimentagéo
antes de comecar uma nova alimentacdo (BUTLER et al.,1977). A regurgitacdo de uma
quantidade relativa do sangue que foi ingerido previamente poderia ser uma importante forma
de se transmitir agentes patogénicos. Porém este fenbmeno pode acabar se limitando apenas a
determinados patdgenos, pois alguns apresentam uma curta sobrevivéncia, podendo entdo ser
inibidos pela secrecdo digestiva (FRENC et al.,1988).

O potencial de capacidade vetorial para transmissdo mecénica de patégenos esta
ligado ao volume de sangue que fica no aparelho bucal apds a alimentacdo, que vai ser
diretamente proporcional ao tamanho da parte bucal do inseto, a densidade de insetos que
estdo presentes ao redor dos animais, a parasitemia do hospedeiro vertebrado, entre outros
fatores. De forma mais especifica, pode variar em relacdo a dose infecciosa minima do
patdgeno, a sobrevivéncia no inseto e em relacéo aos periodos entre uma alimentacao e outra
(FOIL & GORHAM, 2000; SCHOFIELD, 2002).

Sabe-se que moscas pertencentes ao género Stomoxys podem ser vetores de diversos
patdgenos, incluindo virus, bactérias, protozoarios e helmintos (BALDACCHINO et al.,
2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Agentes de doencas associados & Stomoxys spp.

Agente Patogénico Ocorréncia Geografica Transmissao
Virus
Anemia Infecciosa No mundo todo Mecanica
Equina
Virus da Peste Suina Africa e Italia Mecénica
Virus da Febre do Nilo No mundo todo Mecénica
Ocidental
Virus da Febre do Vale Africa e Oriente Médio Mecanica
do Rift
Virus da Doenca de Pele Africa e Oriente Médio Mecénica
Irregular
Virus da Herpes Bovina No mundo todo Mecénica
Virus da Leucose No mundo todo Mecénica
Bovina
Virus da Estomatite América Mecénica
Vesicular
Bactéria
Bacillus anthracis No mundo todo Mecénica
Pasteurella multocida No mundo todo Mecénica
Erysipelothrix No mundo todo Mecénica
rhusiopathiae
Francisella tularensis América do Norte, Europa, Mecanica
norte da Africa, Oriente
Médio e Asia
Enterobacter sakazakii No mundo todo Bioldgica e Mecéanica
Dermatophilus No mundo todo Mecénica
congolensis
Rickettsia




Anaplasma marginale No mundo todo (trdpico e Mecénica
subtrépico)

Protozoa

Trypanosoma evansi Ameérica do Sul, norte da Mecanica
Africa, Asia e Europa

Trypanosoma vivax Ameérica do Sul e Africa Mecénica
Trypanosoma brucei Africa Mecénica
Trypanosoma Africa Mecanica

congolense
Besnoitia besnoiti ~ America do Sul, Europa, Mecénica

Africa, Oriente Médio e Asia
Leishmania tropica Norte da Africa}, Oriente Mecénica
Médio e Asia

Helminto

Habronema microstoma No mundo todo Bioldgica

Fonte: Adaptado de BALDACCHINO et al., 2013.

De acordo com Marcondes (2011), a mosca dos estdbulos pode transmitir
mecanicamente alguns tripanossomas de animais domésticos, como Trypanosoma evansi,
causadora do mal das cadeiras ou gquebra-bunda, importante especialmente nos estados do
Pard e Mato Grosso, além de agentes causadores de outras doencas, como anemia infecciosa
em equinos. Também atua como vetor biolégico de Habronema microstoma, nematodeo
parasito do estbmago do equino (BOWMAN, 2010).

Em estudo realizado por Batista et al. (2008) na Paraiba, proprietérios relataram que 0s
periodos de surto da tripanosomiase bovina, foram correlacionados com um aumento na
populacdo de mutucas (Tabanus spp.) e moscas dos estabulos (S. calcitrans).

2.3 Trypanosoma vivax

Trypanosoma vivax, agente etiolégico da tripanossomiase bovina apresenta amplo
espectro de hospedeiros, infectando um grande nimero de espécies domésticas e selvagens.
Na Africa, a mosca tsé-tsé é a principal vetora (CUGLOVICI et al., 2010).

T. vivax africano é transmitido ciclicamente pelas moscas tse-tsé (Figura 3). As formas
sanguineas de tripanosomas do hospedeiro infectado sdo ingeridas pela mosca e localizam-se
no eséfago e faringe, onde se transformam em formas epimastigotas. Apds 24 horas, 0s
epimastigotas migram em direcdo ao canal alimentar onde se multiplicam e permanecem
entdo proximas a parede do labro. As formas epimastigotas migram do labro para a
hipofaringe, onde se transformam em formas tripomastigotas, e depois em formas infectantes
gue podem ser chamadas de metatripanosomas. Nos mamiferos, o desenvolvimento é
considerado simples. E iniciado pela inoculagdo dos metatripanosomas pelo inseto através de
picada ou passivamente, pela contaminag¢do de membranas mucosas do mamifero ou pele. Os
T. vivax encontrados na América do Sul s@o apenas transmitidos mecanicamente por espécies
hemato6fagas, ndo apresentando entdo um ciclo de desenvolvimento no inseto vetor (SILVA,
2002).
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Figura 3. Principais fases do ciclo de vida do T. vivax — hospedeiro invertebrado e hospedeiro vertebrado.

Fonte: Adaptado de DAGNACHEW et al., 2015.

Na América do Sul, foi provavelmente introduzida por volta de 1830 através de gado
infectado trazido da Africa. A transmissdo mecanica por aqui ocorre por meio de tabanideos e
provavelmente outras moscas como S. calcitrans (CADIOLI et al., 2012). Levando-se em
consideracdo a diversidade ecoldgica existente no novo mundo, T. vivax conseguiu manter-se
na auséncia de seu vetor bioldgico, adaptando-se entdo a transmissao mecanica por insetos
hemat6fagos do grupo dos tabanideos, subordem Brachycera, familia Tabanidae e por S.
calcitrans. (PAIVA et al., 2000).

E uma espécie de importancia consideravel para as criacdes na Africa Ocidental. Nos
bovinos, a infeccdo pode ser assintomatica, podendo provocar doenca aguda ou crénica.
Quando crdnica, 0s bovinos se tornam anémicos e magros, com sinais de debilidade grave. Ja
nos casos agudos pode ocorrer parasitemia alta associada a extensas hemorragias nas
superficies mucosas e serosas do corpo (BOWMAN, 2010).

Apresenta como caracteristicas morfoldgicas um formato de foice, achatado, nucleo
grande e central, cinetoplasto grande e uma extremidade posterior mais arredondada
(MONTEIRO, 2011) (Figura 4).
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Figura 4. Trypanosoma vivax-forma tripomastigota em esfregago sanguineb.

Fonte: MONTEIRO, Silvia Gonzalez, 2011.

2.4 Anaplasma marginale

Anaplasma marginale é uma bactéria gram-negativa parasita intracelular obrigatério
encontrado exclusivamente em vactolos no citoplasma das células de hospedeiros
vertebrados. Sua transmissdo para bovinos no Brasil ocorre principalmente por meio de
vetores mecanicos (moscas hematofagas) e bioldgicos (sendo a espécie de carrapato
Rhipicephalus (Boophilus.) microplus, muito importante nessa dindmica) (LOPES et al.,
2016).

A transmissdo bioldgica de A. marginale por varias espécies de ixodideos tem sido
demonstrada experimentalmente (STILLER; COAN 1995). O desenvolvimento de coldnias
de A. marginale no intestino de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (B.) microplus foi
comprovado pro Ribeiro & Lima em 1996. Porém a transmissdo transovariana nao ocorre
nesta espécies (RIBEIRO et al., 1996).

Apesar de R.(B) microplus realizar a ecdise sobre o hospedeiro, foi comprovado que,
frequentemente, mudam de hospedeiro, ao deslocar-se do local de fixagdo do instar anterior
para fixar-se e reiniciar a alimentacdo do novo instar. Isso se explica devido a mobilidade dos
novos instares e dos machos. O hébito dos bovinos, de estar em grande maioria agregados,
tendo contatos fisicos frequentes, facilita a passagem de um bovino para o outro (KESSLER,
2001).

A infeccdo do carrapato e a transmissdo interestadial ou transestadial (que ocorre
quando ha a infeccdo em um estadio e a transmissdo no estadio seguinte) por R. microplus
(Aguirre et al., 1994) e por Dermacentor variabilis (KOCAN et al., 1980), e intraestadial (que
ocorre quando o macho adulto em um bovino portador e transmite, posteriormente, para outro
bovino sensivel) por Dermacentor andersoni (GE et al., 1996) e por R. microplus (SAMISH
et al., 1993), foram cientificamente provadas. A importancia epidemiolégica dos machos,
devido a sua capacidade maior de mobilidade e longevidade pode ser destacada. Além disto,
Eriks et al. 1993, destacou que D. andersoni € capaz de adquirir a infeccdo por A. marginale
mesmo quando o bovino portador apresenta parasitemia extremamente baixa, podendo entéo
transmitir para bovinos sensiveis, mesmo com uma baixa quantidade de machos,
demonstrando assim uma efetiva transmissao.

Anaplasma marginale pode ser considerado o patdogeno mais prevalente transmitido
por carrapatos no mundo, pois esta presente nos seis continentes e é o responsavel por um alto
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indice de morbidade e mortalidade de bovinos em regifes temperadas, subtropicais e
tropicais, incluindo o Brasil (KOCAN et al., 2010).

O sitio de infeccdo conhecido de A. marginale em bovinos séo os eritrocitos (Figura
5). Alguns trabalhos relatam a propagacdo da bactéria em linhagens de células endoteliais
bovinas, mas a infeccdo dessas células in vivo ndo foi demonstrada (MUNDERLOH et al.,
2004). Nos eritrocitos formam-se inclusdes ligadas & membrana, que contém de 4 a 8
riquétsias, podendo até 70% dos eritrocitos serem parasitados em casos de infeccdo aguda
(RICHEY, 1981).

Sabe-se que além de serem parasitos das células hematopoiéticas dos hospedeiros
mamiferos, A. marginale pode invadir e se replicar em células do intestino médio e da
glandula salivar de artropodes vetores (RAMABU et al., 2011).

Figura 5. Eritrocito bovino infectado com Anaplasma marginale.
Fonte: KOCAN, K. M. et al.,2004.

O tempo de infeccdo pode variar de 7 a 60 dias, tendo uma média de 28 dias. Esta
variacdo se da pela carga parasitaria do animal. Depois de detectada a infec¢do, 0 nimero de
eritrocitos parasitados aumenta geometricamente. Estes eritrocitos sdo posteriormente
fagocitados pelas células reticuloendoteliais bovinas, levando os animais a desenvolverem
anemias de leve a grave e ictericia. Os sinais clinicos da doenca podem ser febre, perda de
peso, letargia, aborto e em animais com mais de dois anos, pode levar a morte (RISTIC,
1977).

A infeccdo de bovinos com A. marginale causa anaplasmose bovina, podendo resultar
em perdas econdmicas consideraveis para as industrias de laticinios e corte (KOCAN et al.,
2010).

Endémica no México, América Central e do Sul e nas llhas do Caribe, € enzodtica em
todos os paises da América Latina, exceto em é&reas desérticas e algumas cadeiras de
montanhas, como a Cordilheira dos Andes (GUGLIELMONE, 1995). Na Europa é
encontrada principalmente nos paises do Mediterraneo, em bovinos e alguns animais
selvagens. Também é endémica em regides da Asia e da Africa (DE LA FUENTE et al.,
2005).

Pelo menos doze espécies ja se mostraram capazes de transmitir mecanicamente A.
marginale, incluindo Stomoxys calcitrans, oito espécies de Tabanidae e trés espécies de
Culicidae (SCOLES, 2005).

Em um estudo realizado por Bautista et al. (2018) foi sugerido que S. calcitrans
transmitia mecanicamente A. marginale pois 0s bovinos estudados eram livres de carrapatos e
as moscas capturadas na area se apresentaram positivas para a bactéria. Também neste estudo
levanta-se a hipotese de uma ampliacdo na epidemiologia da anaplasmose, pois a bactéria tem
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sido encontrada em hospedeiros diferentes do gado, como o Myrmecophaga tridactyla
(tamandué-bandeira) fazendo entdo uma correlacdo com o fato de S. calcitrans se alimentar
de diversos mamiferos contribuindo para a transmissdo mecanica.

2.5 Economia x Doencas Parasitarias

O setor de leite e derivados encontra-se em todo o territério nacional e é um
importante gerador de empregos, renda e tributos, podendo ser considerado um dos principais
sistemas agroindustriais brasileiros (MARTINS & GUILHOTO, 2001). O Brasil é um dos
maiores produtores de leite do mundo, onde a producdo nacional é praticamente o dobro da
Nova Zelandia e mais que o dobro da producdo na Argentina, que sdo paises considerados
referéncia na produgdo mundial (Tabela 2) (GOMES, 1999).

Tabela 2. Maiores produtores de leite no mundo em 1998.

Pais BILHOES DE LITROS/ANO
10 ESTADOS UNIDOS 70,5
20 INDIA 345
3°RUSSIA 32,5
40 ALEMANHA 28,6
50 FRANGCA 25,0
6° BRASIL 21,0
7° UCRANIA 16,5
8° REINO UNIDO 14,5
9° POLONIA 11,8
10° NovA ZELANDIA 11,5

Fonte: Adaptado de GOMES, Sebastido Teixeira.

Além de o Brasil ser um grande importador de lacteos, abriga um dos maiores
rebanhos produtivos do mundo, com mais ou menos 23 milhdes de cabecas. No periodo de
2000 a 2015 a producdo teve um crescente de 72,3%, um aumento de 28,7% no rebanho,
gerando um aumento de 33,8% na produtividade (Tabela 3) (REVISTA BALDE BRANCO,
ABRIL 2017).



Tabela 3. Producdo de Leite, vacas ordenhadas e produtividade animal em dez paises, 2000/2015.

PRoDUCAO DE LEITE, VACAS ORDENHADAS E PRODUTIVIDADE ANIMAL EM DEZ paises, 2000/2015

Pais Producdo-milt  Vacas ordenhadas- mil cab. Produtividade mil Livaca
2000 2015 2000 2015 2000 2015
Reino Unido 14.488 15.050 2354 1.851 6.155 8.131
Turquia 8.732 16.999 5280 5.609 1.654 3.031
Nova Zelandia 12235 21317 3337 5176 3.666 4119
Franca 24998 25333 4203 3.698 5.948 6.849
Russia 31.959 30.511 1271 7.573 2.502 4.029
Alemanha 28.331 32395 4628 4296 6.122 7.541
Brasil 20.380 35.124 17.885 23.028 1.140 1.525
China 8632 37610 4.866 12.561 1.774 2.99%
india 32.967 66.423 32.883 45.949 1.003 1446
Estados Unidos 76.023 93.461 9210 9.208 8.254 10.150
Total - 10 258.745  374.223 97.417 118.949 3.822 4.982
Mundo 489.981  655.958 219.963  274.002 2.228 2.39%4

Fonte: FAOSTAT, 2017
]

Fonte: Revista Balde Branco, Abril/2017.

A agropecuaria foi um dos maiores motores para a economia do pais em 2017 e o
mercado financeiro aposta que pode ter sido o setor com 0 maior crescimento no ano,
esperando-se que com isso o Produto Interno Bruto (PIB) agricola e agropecuario tenha
crescido 3,61% (PORTAL BRASIL, 2017). Em registros de 2015 a atividade agropecuaria
respondeu por 21% do PIB, 27% dos empregos e 43% das exportacdes (CONFEDERACAO
DA AGRICULTURA E PECUARIA NO BRASIL, 2015).

Fazendas produtoras de leite desempenham um relevante papel social na geragédo de
empregos, tendo no Brasil mais ou menos 1 milhdo e 100 mil propriedades que desempenham
esta funcéo de producéo, gerando cerca de 3,5 milhdes de empregos. Para se avaliar o impacto
deste setor na economia pode-se dizer que o valor alcan¢ado anualmente supera os setores que
sdo colocados tradicionalmente como mais importantes, como automobilismo, construcao
civil, siderurgia e téxtil (VILELA, 2001).

O impacto econémico de parasitas externos no gado estd associado principalmente a
infestacdo pelo carrapato R. (B) microplus, mosca-do-chifre (Haematobia irritans),
Dermatobia hominis e Cochliomyia hominivorax. Além disso, a importancia da mosca dos
estabulos (S. calcitrans) aumentou por seu surto estar associado a residuos pos-colheita da
cana-de-acucar (BARROS et al., 2010). Em 2002, Grisi et al. estimaram que as perdas
econdmicas totais para ectoparasitas em bovinos no Brasil teriam sido de U$ 2,650 milhdes.

As perdas econdmicas causadas por infestacdo de mosca dos estabulos nos Estados
Unidos em bovinos de confinamento s&o estimadas em cerca de 100g por boi por dia e uma
reducdo de 27 kg na producdo de leite por vaca por ano, em situacdes onde a presenca da
mosca era confirmada por pelo menos 6 meses (KUNZ et al., 1991). Considerando que no
Brasil existem 4,08 milhdes de bovinos em confinamento as perdas relacionadas a mosca
podem ser estimadas em U$ 59,49 milhdes, e em relacdo a producdo de leite as perdas foram
estimadas em U$ 275,97 milhdes. As perdas associadas a S. calcitrans é provavelmente uma
subestimativa, ja que o impacto da mosca em gados de pasto e o tamanho da populacéo
afetada, principalmente surtos severos, ainda é desconhecido, mas sabe-se que a frequéncia e
a gravidade desses surtos no Brasil estdo aumentando devido a expansdo da producdo de
etanol a partir da cana-de-acucar (GRISI et al., 2014).
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2.6 Diagnosticos moleculares

Para que se possa constatar a presenca de um agente infeccioso conta-se com alguns
métodos que podem ser de diagnosticos diretos, com a visualizacéo direta do patdgeno como:
esfregagos corados preparados com parte da amostra clinica, técnicas de cultura ou indiretos
como métodos moleculares/imunolégicos que detectam anticorpos do hospedeiro contra os
patégenos ou amplificacdo de genes dos mesmos. Algumas vezes combinagdes de mais de um
destes métodos podem ser utilizadas. Em exames diretos como a técnica de esfregaco
sanguineo a informac&o obtida pode ser valiosa por ser a primeira indicagdo e algumas vezes
Unica, da presenca de um microrganismo infeccioso. Com esta técnica podem-se observar
caracteristicas morfologicas e de coloracdo que irdo auxiliar na identificacdo e escolha do
tratamento antes que os resultados de cultura estejam disponiveis. Nas técnicas de cultura,
meios sdo inoculados com parte da amostra. A determinacdo do numero relativo de
microrganismos na amostra auxilia muito na interpretacdo do grau de relevancia de uma
infeccdo. Os métodos moleculares/imunolégicos sdo importantes para detectar a presenga ou
auséncia de um microrganismo em particular (KENNEDY et al. Microbiologia Veterinaria —
3% Edicdo, 2016. Guanabara Koogan).

A procura de solugdes para diminuir o impacto das doencas e a necessidade de se
provar a eficacia de métodos propedéuticos e de procedimentos terapéuticos abriu as portas
para 0 que hoje se denomina medicina baseada em evidéncias. Ndo se deve esquecer que
todos os exames, desde os mais simples aos mais complexos estdo limitados pela
sensibilidade e especificidade (KAWAMURA, 2002).

Mediante os surtos epidémicos de doengas notou-se a necessidade de se desenvolver
métodos de controle e prevencdo e para que medidas eficazes sejam tomadas se fazendo
necessario o uso de métodos de diagndsticos acurados. Métodos decorrentes do
aprimoramento da biologia molecular e celular tém propiciado a utilizacdo de técnicas
diagndsticas que produzem resultados confiaveis em poucos minutos ou horas
(CAVALCANTI et al.,2008).

Nos Ultimos vinte anos o desenvolvimento de métodos mais rapidos de diagnostico
proporcionou um avango importante. A maior parte desses métodos baseia-se na detec¢do do
complexo antigeno-anticorpo. (PERUSKI & PERUSKI, 2003; ROURA et al., 1999).

A citometria de fluxo é um método utilizado para avaliar as propriedades dpticas de
particulas e/ou células que fluem em suspensdo liquida. Células variadas podem ser
identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, que por sua
vez se ligam a antigenos da superficie celular ou intracitoplasmaticos. O tamanho e a
complexidade celular (aspectos morfoldgicos) sdo avaliados mediante a dispersdo luminosa
frontal e lateral. Os sinais fluorescentes sdo decorrentes da positividade dos antigenos de
membrana nas células que sdo captados, analisados e quantificados por um programa de
computador (TRAGANOS, 1994).

As técnicas relacionadas a biologia molecular tém sido amplamente aplicadas no
diagndstico de doengas infecciosas e parasitarias (YANG & ROTHMAN, 2004). A reacdo da
cadeia da polimerase (PCR) reproduz in vitro a replicacdo de regides da molécula de DNA em
grande escala e, de todas as técnicas moleculares € considerada a mais sensivel (WENG et al.,
2006). Os metodos moleculares se diferem dos imunologicos, pois evidenciam moléculas do
DNA na amostra (MENDONCGCA et al., 2004). Esta metodologia requer primeiramente o
conhecimento pelo menos parcial do DNA alvo do organismo a ser testado para o
desenvolvimento dos iniciadores especificos ou de sondas que irdo hibridizar-se com a
sequéncia alvo (YANG & ROTHMAN, 2004).

Apesar dos avangos tecnoldgicos, os métodos de amplificagdo da molécula de DNA
apresentam limitagdes que podem incluir resultados falso-positivos, que sé@o decorrentes de
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contaminacdo com DNA, e resultados falso-negativos relacionados com a presenca de
inibidores da PCR (YANG & ROTHMAN, 2004).

Um significante avanco para o diagnostico das doencas infecciosas foi o
desenvolvimento da PCR em tempo real. Neste modelo diagnéstico h& o uso de corantes ou
sondas fluorescentes que permitem o monitoramento do produto amplificado (MORTARINO
et al., 2004). A PCR em tempo real possibilita a eliminacdo da etapa pos-amplificacdo (gel
para eletroforese), que é uma etapa necessaria para a visualizacdo do produto amplificado. As
vantagens da PCR em tempo real em relagdo a PCR convencional sdo inimeras e incluem:
velocidade, reprodutibilidade e capacidade de quantificacdo. Esta tecnologia vem sendo
utilizada para o acompanhamento de doencgas como hepatite C, toxoplasmose e leishmanioses
(SUNDSFJORD et al., 2005; YANG & ROTHMAN, 2004).

A PCR vem sendo aplicada em diversos estudos, como por exemplo, na investigagéo
da doenca de Chagas, atuando como método confirmatdrio no diagnéstico de pacientes onde a
sorologia era duvidosa e também no controle pos-terapéutico da doenca crénica em
comparacado as técnicas soroldgicas e parasitologicas (PORTELA-LINDOSO & SHIKANAI-
YASUDA, 2003).

Pashchl realizou um estudo comparativo em 2010, com a intencdo de verificar trés
métodos, microscopia, nested PCR e amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) para
diagnosticar malaria em amostras de sangue humano. Eles puderam avaliar que LAMP néo
foi tdo confiavel quanto o nPCR, porém mais confiavel que a microscopia e sugerem que
ambos podem ser utilizados em conjunto para detec¢des precoces da malaria e como métodos
suplementares para uso clinico e epidemiologico.

Dentre as técnicas de diagnostico molecular utilizadas, muitas estdo presentes no
diagnostico dos patdgenos nos hospedeiros vertebrados e também nos hospedeiros
invertebrados, como por exemplo, na detec¢cdo de patdgenos em artropodes vetores.

Odeniran et al, 2019 através de diagnostico molecular buscou entender a dindmica da
transmissao da tripanossomiase bovina na Nigéria. Com este estudo ele pode comprovar que
moscas como Glossina, Stomoxys e Tabanus apresentavam em seu trato digestivo sangue de
oito espécies hospedeiras diferentes: humanos, gado, hipopotamo, girafa, gazela, hiena-
malhada, rato e outra espécie que eles nao identificaram.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local de coleta

O local escolhido para a realizacdo do presente estudo foi o campus Seropédica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no estado do Rio de Janeiro. Foram
selecionados trés pontos de coleta: Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitoldgicas W.
O. Neitz (1), Hospital Veterinario de Grandes Animais (HVE) (2), pertencentes ao Instituto de
Veterinaria e Setor de Reproducdo (3), pertencente ao Departamento de Reproducdo e
Avaliacdo Animal, do Instituto de Zootecnia, conforme demonstrado na imagem abaixo
(Figura 6).

Instituto'de/Zootecnia

UFRRYY

£/ Pavilhdo Central - P1/~®
Py g

3 Instituto de Ciencias |
) pole@Tecmco_ ) o K Biologicas.e da Saude_ |
W\ JaFRRY, = ¢ '3

ity 7

®" CE Presidente Dutra

Figura 6. Pontos de coleta na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Fonte: Google Earth.

3.2 Insetos
3.2.1 Coleta de moscas

As coletas foram realizadas ao longo do ano de 2018, nos meses de margo, junho,
outubro e novembro sempre no periodo da manha. Como uma tentativa de padronizacdo das
coletas, a permanéncia no ambiente com os bovinos era de aproximadamente 40 minutos. As
moscas foram capturadas com o auxilio de um puca e transferidas para uma gaiola para serem
transportadas até o laboratério. Por coleta eram capturadas aproximadamente de 10 a 20
moscas.

3.2.2 Dissecgao

Em laboratdrio, as moscas coletadas foram anestesiadas a - 20°C cerca de 5 minutos,
lavadas com PBS e com auxilio de um microscopio binocular — estereoscopio 20x-40x e
pingas Dumont n°5, comprimento 11 cm da Sigma-Aldrich® (MO, USA) foram dissecadas.
Intestino, partes bucais e carcaga contendo corpo gorduroso foram colocados separadamente
em microtubos de polipropileno contendo 200 microlitros de RNAlater® (Invitrogen, CA,
USA). Os microtubos foram identificados por mosca, tecido, sexo e estado alimentar, o que
foi determinado pela presenga ou ndo de sangue a olho nu no tubo digestorio. Apos estes
procedimentos, foram mantidos em freezer a -20°C.
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3.2.3 Moscas de coldnia para controle negativo

Sete moscas emergidas em colonia de linhagem F1 foram retiradas de gaiola e levadas
ao laboratorio para dissec¢do e posterior armazenamento. O procedimento de disseccao foi o
mesmo realizado com as moscas coletadas a campo. Das 7 moscas retiradas, no momento da
disseccdo pode ser observado que 3 apresentavam sangue em seu intestino. 1sso se da pelo
fato de as moscas na col6nia terem a sua disposi¢do sangue de boi citratado, proveniente de
abatedouro, para sua alimentacéo diaria.

3.3 Extracdo de DNA

Para o procedimento de extragéo foi utilizado o protocolo de “salting out” descrito por
Ayres 2002. Antes do procedimento de extracdo, as amostras que estavam armazenadas em
RNAlater® a -20°C foram descongeladas, lavadas com 500 uL de PBS estéril e centrifugadas
a 14.500 rpm por 3 minutos. Este procedimento foi repetido por trés vezes.

3.3.1 Salting Out

Em cada amostra foram adicionados 500uL de Solugdo de lise (400mM NaCl; 20mM
Tris-HCL pHS; 10mM EDTA ¢ 1% de SDS) e 20uL de Proteinase K (150mg/uL). Os 6rgaos
foram macerados com bastdo de vidro o maximo possivel. As amostras foram incubadas a
60°C em estufa por 18 horas.

Apds o periodo de incubacdo foram adicionados 420puL de NaCL a 5M em cada
amostra. Os microtubos foram homogeneizados em vortex por 30 segundos e logo em seguida
centrifugados a 14.500 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos
(~550uL).

Um volume igual de isopropanol 100% foi adicionado em cada amostra. Os
microtubos foram incubados durante uma hora a -20°C.

Passado o tempo de incubagdo as amostras foram centrifugadas a 14.500 rpm por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 300uL de etanol 70%. As
amostras foram novamente centrifugadas, porém desta vez por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram colocados para secar por inversao.

Apos a extracdo do DNA total, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE, USA), e todas as aliquotas foram
diluidas e padronizadas a 30ng/uL para sua posterior utilizagdo nas técnicas moleculares que
foram avaliadas neste estudo.

3.4 Diagnostico Molecular
3.4.1 PCR convencional para deteccdo de Trypanosoma vivax

As amostras foram analisadas para detec¢do de Trypanosoma vivax no aparelho

Veriti™96-Well Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, MA, USA) utilizando os
oligoiniciadores TVPRAC-F (5’CGCAAGTGGACCGTTCGCCT3’) e TvPRAC-R
(5’ ACGCGGGGCGAACAGAAGTG3’) que amplificam produtos de 239 pb somente para T.
vivax (FIKRU et. al, 2014). O volume final da reacéo foi de 25uL, contendo: 1x PCR buffer
(10mM Tris-Cl; pH=8,3; 50mM KCI) (Invitrogen®), 2,5mM de Cloreto de Magnésio (MgCI2
50 mM, Invitrogen®), 0,2mM de cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100mM
Invitrogen®), 0,8mM dos oligonucleotideos iniciadores, 0,5U de Platinum Tag DNA
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Polimerase (Invitrogen®) e 3uL de DNA total a 30ng/pL. Moscas de colbnia (F1), mantida
em nosso laboratorio, foram utilizadas como controle negativo. Para controle positivo foi
utilizado amostra cedida pelo Laboratorio de Sanidade Avicola (LASAVE) da UFRRJ. As
condigdes de termociclagem foram as seguintes: 94°C por 15 minutos; 40 ciclos de 94°C por
30 segundos; 68°C por 30 segundos; 72°C por 30 segundos e a extensdo final a 72°C por 5
minutos. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%.
A corrida eletroforética foi de 35 minutos a 75 volts (5V/cm). Em seguida, os géis foram
corados em brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em fotodocumentador L-P1X
Touch (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP).

3.4.2 Semi Nested PCR para detec¢do de Anaplasma marginale

As mesmas amostras testadas pelo ensaio de PCR convencional também foram
submetidas ao nestedPCR. Na primeira reacdo da nPCR foram utilizados os oligoiniciadores
mspSEF (5°’GCATAGCCTCCGCGTCTTTC3) e mspSER
(5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3’) e na segunda reacao mspSintEF
(5’TACACGTGCCCTACCGACTTA) e mspSER (5’TCCTCGCCTTGCCCCTCAGA3’)
(DE ECHAIDE et al.,1998). Ambas as reagdes foram realizadas com volume final de 25uL,
contendo: 1x PCR buffer, 3mM de MgCl, 0,4mM de cada deoxinucleotideo trifosfato,
0,4mM de cada oligoiniciador, 1U Taq Platinum. Moscas de col6nia (F1), mantida em nosso
laboratdrio, foram utilizadas como controle negativo. Para controle positivo foi utilizado
DNA extraido de cultura de células de carrapato (IDE8) infectada por Anaplasma marginale
(cepa AmRiol), gentilmente cedidas pela professora Claudia, do Departamento de
Parasitologia Animal da UFRRJ. As condicGes de termociclagem foram de 95°C por 3
minutos para temperatura inicial de desnaturacdo, 95°C por 30 segundos, 65°C por 58
segundos e 72°C por 30 segundos por 35 ciclos para ambas as reagdes e a extensdo final a
72°C por 10 minutos. O volume de DNA utilizado na primeira reagdo foi de 3uL e o da
segunda reagdo 1puL. Os produtos amplificados foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose a 2%. A corrida eletroforética foi de 35 minutos a 75 volts (5V/cm). Em seguida, 0s
géis foram corados em brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta em
fotodocumentador L-PI1X Touch (Loccus Biotecnologia).

3.4.3 Purificacdo dos produtos de PCR

Dois produtos da semi nestedPCR observados em gel de eletroforese foram
purificados a partir do Kit CleanSweep™ PCR Purification através da adicdo de 3 pL de
reagente CleanSweep ™ a 15 pl do produto obtido a partir da reacdo de PCR. A reacgéo
ocorreu em termociclador Eppendorf™ Mastercycler™ pro PCR System, inicialmente a
temperatura de 37°C por 15 minutos (para hidrolisar iniciadores e desfosforilar ANTPS) e a
80°C por 15 minutos para inativar o reagente CleanSweep ™.,

3.4.4 Sequenciamento e alinhamento das sequéncias

O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de Sdo Paulo (USP) com a utilizacdo do equipamento ABI 3730 DNA Analyser
— Applied Biosystems/Perkin Elmer, CA, USA.

As qualidades das sequéncias foram analisadas no software CLC Main Workbench
Version 7.2 (Qiagen: CLC bio) através da avaliagdo do eletroesferograma. Os “contigs” foram
montados no mesmo programa e a similaridade de cada sequéncia foi obtida através de uma
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busca inicial por meio da ferramenta BLAST disponivel no endereco eletrnico
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.
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4. RESULTADOS
4.1 Detecgdo de Trypanosoma vivax

Foram utilizadas neste experimento 55 moscas coletadas no campo, sendo cada mosca
dissecada e divida em intestino, peca bucal e carcaca do abdome com corpo gorduroso,
obtendo assim um total de 165 amostras.

No ensaio molecular realizado, todas as amostras foram negativas para Trypanosoma
vivax, exceto os controles positivos (Figura 7 e 8).

M2PB M3PB MSI MS5I yzM3cG M31 M4PB z\gCcG M41 MSPB M5CG M51 M7PB M7CG
Lader Repro Repro HVE Est Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro

M71 M9 CGM9PB M5PB M5CGM61 M6PB \jgcc M71 MTPB (-
Lader Repro Repro Repro HVE HVE HVE HVE pgyg HVE HVE 1

Figura 7. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de Trypanosoma
vivax por PCR convencional de 13/12/2018. Pogos 1 e 16 Ladder (marcador de peso molecular Invitrogen®);
pocos 2, 3, 8, 11, 14, 19, 20 e 23 peca bucal (PB) de S. calcitrans do HVE, Estacdo e Reprodugdo negativas para
T. vivax; pogos 4, 5, 7, 10, 13, 17, 22 e 25 intestino (1) de S. calcitrans do HVE, Estacdo e Reprodugdo negativos
para T. vivax; pogos 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 carcaca contendo corpo gorduroso (CG) de S. calcitrans do HVE,
Estacdo e Reproducdo negativos para T. vivax; pogos 27, 28 e 29 controle negativo (intestino, carcaca contendo
corpo gorduroso e peca bucal de mosca F1 de coldnia); pogo 30 controle positivo de T. vivax.
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MI121 MI12 PBMI2CG M131MI13 PBMI3 CG M141M14 PBMI4 CG MI15CG M15PBMISIM16 IM16 PB M16CG M171
Est  Est Est Est  Est Est Est  Est Est Est Est Est Est Est Est Est

M17PBM17 CG MIS )18 PBMIS CG M19 CG M19 PBM19 1 M20 CG M20 PB M20 1M21 PB C
1

Est Est Est Est Est Est Est Est Est Est Est Est

Figura 8. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo para Trypanosoma
vivax por PCR convencional de 22/01/2019. Pocgos 1, 4, 7, 12, 13, 16, 19, 24 e 27 intestino (1) de S. calcitrans da
Estacdo negativos para T. vivax; pogos 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26 e 28 peca bucal (PB) de S. calcitrans da
Estacdo negativas para T. vivax; po¢os 3, 6, 9, 10, 15,18, 21, 22 e 25 carcac¢a contendo corpo gorduroso (CG) de
S. calcitrans da Estacdo negativos para T. vivax; pogos 29, 30 e 31 controle negativo (intestino, carcaga contendo
corpo gorduroso e pega bucal de mosca F1 de colbnia); pogo 32 controle positivo de T. vivax.

4.2 Deteccdo de Anaplasma marginale

Para este experimento foram testadas 152 amostras. Do total de amostras avaliadas, 19
foram positivas para Anaplasma marginale, sendo 8 amostras de intestino, 6 de pega bucal e 5
de carcaca contendo corpo gorduroso, conforme indicado na tabela (Tabela 4) e nas figuras
abaixo (Figuras 10, 11, 12 e 13).

. Tabela 4. Amostras positivas para Anaplasma marginale

Local de Coleta Mosca Orgao
Intestino (1) Peca bucal Carcaga com corpo
(PB) gorduroso (CG)

Reproducdo M1 Positivo Negativo Negativo
Reproducdo M6 Positivo Negativo Negativo
Reproducdo M8 Positivo Negativo Negativo
Reprodugéo M2 Positivo Negativo Negativo
Reproducdo M7 Negativo Positivo Negativo
Reprodugéo M9 Negativo Positivo Negativo
Reprodugdo M12 Negativo Positivo Negativo

HVE M6 Positivo Negativo Positivo
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HVE M7 Positivo Positivo Negativo
HVE M8 Positivo Negativo Negativo
HVE M10 Negativo Negativo Positivo
Estagdo M14 Negativo Positivo Negativo
Estacédo M19 Negativo Positivo Positivo
Estacdo M20 Positivo Negativo Positivo
Estacéo M8 Negativo Negativo Positivo

MII MIPB MICG M2T M2CG | M2PB M3PB M3 CG M3T M M4
| Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro quro ‘_ o

M6 PB M61 MSPB MSI
Repro Repro Repro Repro

Figura 9. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificagdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR de 31/01/2019. Poco 1 intestino (I) positivo para A. marginale; pogo
6 peca bucal (PB) positiva para A. marginale; pogo 18 intestino (1) positivo para A. marginale; poco 20 intestino
() positivo para A. marginale; pocos 2, 7, 10, 13, 17 e 19 peca bucal (PB) negativos para A. marginale; pocgos 3,
5, 8, 11, 14 e 16 carcaga contendo corpo gorduroso (CG) negativos para A. marginale; pocos 4, 9, 12 e 15
intestino (1) negativos para A. marginale; pocos 21, 22 e 23 controle negativo (intestino, pega bucal e carcaca
contendo corpo gorduroso de mosca F1 de col6nia); poco 24 controle positivo de A. marginale. Todas as
amostras de S. calcitrans testadas neste gel foram coletas na Reprodugdo.

19



MS8CG M7PB M7CG M7I1 M9CG M9PB M91 MI101I M10CG M10PB M1I MIPB MICG M21I M2P]
' Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro Repro HVE HVE HVE HVE HVE'

ey -

J

M2CG M31 M3PB M3CG M41
HVE HVE HVE HVE HVE

YRR

Figura 10. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR de 06/02/2019. Das moscas coletadas na Reprodugéo: pogo 2 pega
bucal (PB) positiva para A. marginale; poco 5 corpo gorduroso (CG) positivo para A. marginale; pogo 6 peca
bucal (PB) positiva para A. marginale; pogo 10 peca bucal (PB) positiva para A. marginale; pocos 1, 3 e 9
carcaca contendo corpo gorduroso (CG) negativos para A. marginale; 4, 7 e 8 intestino (I) negativos para A.
marginale. Das moscas coletadas no HVE: pogo 15 intestino (1) positivo para A. marginale; poco 21 intestino (1)
positivo para A. marginale; pocos 12, 15 e 18 intestino () negativos para A. marginale; po¢os 13, 16 e 19 peca
bucal (PB) negativas para A. marginale; pocos 14, 17 e 20 carcaca contendo corpo gorduroso (CG) negativos
para A. marginale; pocos 11, 22 e 25 vazios; pocos 23 e 24 controle negativo (carcaca contendo corpo gorduroso
e intestino, de mosca F1 de col6nia); pogo 26 controle positivo de A. marginale.

M4 PB M4 CG M51 M5PB M5CG M6I M6PB M6CG M71 M7PB M7CG MSI MSPB MSCG M9I M9PB
HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE HVE

M9 CG MI0I M10PB M10CG
HVE HVE HVE HVE
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Figura 11. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR de 07/02/2019. Poco 3 intestino (I) positivo para A. marginale; poco
13 peca bucal (PB) positiva para A. marginale; pogo 20 carcaca com corpo gorduroso (CG) positivo para A.
marginale; pocos 1, 4, 7, 10, 16 e 19 peca bucal (PB) negativos para A. marginale; pocos 2, 5, 8, 11, 14 e 17
carcaca contendo corpo gorduroso (CG) negativos para A. marginale; pogos 6, 9, 12, 15 e 18 intestino (1)
negativos para A. marginale; pocos 21, 22, 26 e 27 vazios; pocos 23, 24 e 25 controle negativo (intestino, peca
bucal e carcaca contendo corpo gorduroso de mosca F1 de col6nia); poco 28 controle positivo de A. marginale.
Todas as amostras de S. calcitrans testadas neste gel foram coletas no HVE.

" M14 PB M14 CG M15 CG M15 PB M15 1M16 PBM16 CGM16 I M171 M17 PBM17 CG MISIMIS PB MIS CG )19 CG
Lader gy gy  Est  Est Est Est Est [Est Est Est Est Est Est  Est Est

MI19PB MI9I1 M20CG M20PB M201
Est Est Est Est Est

Figura 12. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR de 20/02/2019. Poco 1 Ladder (marcador de peso molecular
Invitrogen®); poco 2 pega bucal (PB) positiva para A. marginale; pogo 16 carcaca contendo corpo gorduroso
(CG) positivo para A. marginale; po¢o 17 peca bucal (PB) positivo para A. marginale; poco 19 carcaca
contendo corpo gorduroso (CG) positivo para A. marginale; poco 20 intestino (1) positivo para A. marginale;
pocos 3, 4, 8, 12 e 15 carcaga contendo corpo gorduroso (CG) negativos para A. marginale; pocos 5, 7, 11, 14 e
20 peca bucal (PB) negativas para A. marginale; pogos 6, 9, 10 e 18 intestino (I) negativos para A. marginale;
pocos 22, 26, 27, 29 ao 32 vazios; pogos 23, 24 e 25 controle negativo (intestino, carcaca contendo corpo
gorduroso e pega bucal de mosca F1 de coldnia); poco 28 controle positivo de A. marginale. Todas as amostras
de S. calcitrans testadas neste gel foram coletas na Estagéo.
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MI2 CG MI31 MI3PBMI13CG MI4I
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Figura 13. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR de 18/02/2019. Poco 1 Ladder (marcador de peso molecular
Invitrogen®); pog¢o 7 carcaca contendo corpo gorduroso (CG) positivo para A. marginale; pogos 4, 9, 14, 17 e 20
carcaca contendo corpo gorduroso (CG) negativos para A. marginale; pocos 2, 5, 8, 10, 13, 16 e 19 peca bucal
(PB) negativas para A. marginale; pogos 3, 6, 11, 15, 18 e 21 intestino (I) negativos para A. marginale; pogos 22,
23 e 27 vazios; pocos 24, 25 e 26 controle negativo (pec¢a bucal, intestino e carcaga contendo corpo gorduroso de
mosca F1 de colbnia); poco 28 controle positivo de A. marginale. Todas as amostras de S. calcitrans testadas
neste gel foram coletas na Estagdo

Para melhor visualizagdo das amostras que amplificaram positivas, um novo gel foi
feito, contendo apenas as amostras que haviam amplificado anteriormente. O tamanho
esperado do fragmento era de 345 pb (Figura 14). A (nica amostra que se mostrou negativa
para Anaplasma marginale nesta repeticdo foi a do poco 27, uma mosca F1, utilizada como
“controle negativo”. Todas as demais puderam ser confirmadas positivas para Anaplasma
marginale.
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Figura 14. Gel de agarose 2% corado em Brometo de Etidio com produtos da amplificacdo de msp5 de
Anaplasma marginale por semi nested PCR. Poco 1 Ladder (marcador de peso molecular Sinapse
Biotecnologia); pogo 2 M6 I, poco 3 M8 I, po¢o 4 M12 PB, pogo 5 M9 PB de moscas coletadas ha Reproducdo;
poco 6 M2 | de mosca coletada ha Reprodugdo; poco 7 M7 PB de mosca coletada na Reproducéo; pogcos 8 e 9 C
-1e C-CG daPCR de 06/02; po¢o 10 M7 PB, pogo 11 M6 I, pogo 12 M6 CG, poco 13 M7 I, poco 14 M10 CG,
poco 15 M8 | de moscas coletadas no HVE; pocos 16 e 17 C - |1 e C - PB de PCR de 07/02; poco 19 M14 PB,
poco 20 M20, poco 21 M20 I, pogo 22 M19 CG, pogo 23 M19 PB de moscas coletadas na Estacdo; pogo 24 C - |
de PCR de 20/02; pogo 25 M8 CG de mosca coletada na estagéo; pogos 26 e 27 C - 1 e C - PB da PCR de 18/02;
pocos 28, 30 e 32 vazios; pogo 29 controle positivo Anaplasma marginale; poco 31 controle negativo H20.

Conforme os experimentos foram realizados, observou-se que as moscas utilizadas
para controle negativo, que foram moscas F1 com origem da nossa col6nia, também
apresentavam 6rgaos positivos para Anaplasma marginale, conforme demonstrado na tabela
4. Vale ressaltar que as moscas utilizadas como controle na reacdo para deteccdo de A.
marginale foram as mesmas utilizadas também como controle na reacdo para deteccdo de
Trypanosoma vivax.

Tabela 5. Controles F1 que amplificaram positivos para Anaplasma marginale.

Data do Orgéo Presenga ou
NestedPCR auséncia de sangue
no intestino
Intestino (1) Peca bucal  Carcaga com corpo
(PB) gorduroso (CG)
31/01/2019 Positivo Negativo Negativo Auséncia
20/02/2019 Positivo Negativo Negativo Auséncia
13/02/2019 Positivo Positivo Positivo Presenca
06/02/2019 Positivo Negativo Positivo Auséncia
07/02/2019 Positivo Positivo Positivo Auséncia
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18/02/2010 Positivo

Negativo

Negativo Presenga

Contudo, com base nos resultados, duas amostras foram enviadas para sequenciamento
(Figuras 14 e 15) para que pudesse ser confirmado se 0 que estavamos detectando na analise
molecular era de fato Anaplasma marginale. Foram selecionadas as amostras M1 |, mosca
selvagem coletada na Reproducdo e C — I controle negativo F1 utilizado na reacdo do dia

31/01/2019.

Select: All None Selected:0

it Alignments
‘ Description

8 marginale MspS gene. complete cds

7] Anaplasma marginale isolate 183 major surface protein 5 (mspS) gene, partial cds

7 Anaplasma marginale isolate 145 major surface protein 5 (mspS). gene, partial cds

7 Anaplasma marginale isolate 109 major surface protein 5 (mspS) gene, partial cds

Anaplasma marginale str Florida, complete genome

marginale clone IES9 major surface protein 5 (msp5) gene, parfial cds

Anaplasma marginale major surface protein 5 (MSP 5) gene, complete cds

marginale sir St. Maries, complete genome

Anaplasma marginale strain Virginia major surface protein § gene_partial cds

marginale strain

marginale sirain Palmeira

marginale isolate Davn MSPS gene._pariial cds

marginale isolate 12 major surface protein S (msp5) gene, partial cds

marginale isolate E96 major surface protein 5 (MspS5) gene, partial cds

I Anaplasma marginale str Dawn genome

o

Max  Total Query E Per.
Score | Score Cover value  Ident

833 833 97% 0.0 99.56% AYS527217.1

Accession

822 822 97% 0.0 99.12% KX6853721

806 806 97% 0.0 9847% KX685371.1

795 795 97% 0.0 98.03% KX685370.1
789 789 97% 0.0 97.81% CP001079.1
789 789 97% 0.0 97.81% DQ379973.1

789 789 97% 0.0 97.81% M933321

784 784 97% 0.0 97.59% CP000030.1

758 758 96% 0.0 96.90% KM6245201

739 739 97% 0.0 9584% CP023731.1

739 739 97% 0.0 9584% CP023730.1

739 739 97% 0.0 9584% MF480758.1

739 739 97% 0.0 9584% KX685369.1
739 739 97% 0.0 9584% KU042081.1

739 739 97% 00 9584% CP00684T.1

Figura 14. Relacdo de identidade obtida através do contig do sequenciamento da amostra M1 I. Fonte:

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

[BiDownload v GenBank Graphics

Anaplasma marginale Msp5 gene, complete cds
Sequence ID: AY527217.1 Length: 633 Number of Matches: 1

Range 1: 137 to 593 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
8323 bits(451) 0.0 455/457(99%) 0/457{0%) Plus/Plus
Query 1 GCATAGCCTCC AACAATTTGGTTAATCACGAGGGGGTCACCGTCAGTAGLG 68
X IIIIIIIIII |||| IlIIIHIHIHHHIIIlHI!IIlIHIIIIIHIH
Sbjct 137 GCATAGCCTCCGC TCAACAATTTGGTTAATCACGAGGGGGTCACCGTCAGTAGCE 196
Query &1 GATTTTGG GCACATGTTGGTAATATTCGGCTTCTCAGCCTGTAATTACACGT 128
k HIlIIIIII HIIII'I l LIRCERLET TR REEEI ALl | LI
Sbjct 197 GATTTTGGCGGCAAGCACATGTTEETAATATTCGGCTTCTCAGCCTGTAAGTACACGT 256
Query 121 CCTACCGAGTTAGGCATGGCTTCTCAGCTCCTAAGTAAACTAG CATGCCGATA 182
X IHHIIIIIHIIIII‘IHIIIHIHIIllIIIIII{HIH IIIHIH
sbjct 257 CCTACCGAGTTAGGCATGGCTTCTCAGCTCCTAAGTAAACTAG ATGCCGATA 216
Query 181 TTGCAAGTTGTGTTCATAACTGT TGATCCGAAAAATGACACCGTAGCCAAGCTTAAAG 249
: HI |||lllllIII:IIHHHHIIIIH IIIHHH ITLLITTE
Sbjct 317 AAGTTGTGTTCATAACTGTTGATCCGAAAAATGACACCGTAGCCAAGCTTARAG 2768
Query 241 TACCACAAGTCTTTTGATGCGAGAATTCAGATGCTCACAGGLG! AGCAGACATAA 202
: HHIIIIIHIIIIIIHIIIIIHIIIIIIHH IIIHIHHIIHIIIIIHH
Sbjct 377 AGTACCACAAGTCTTTTGATGCGAGAATTCAGATGCTCACAGGCGAGGAAGCAGACATAA 426
Query 3e1 GCGTGGET TGAAAACTACAAGGTGTATGTGEECGACAAGAAGCCAAGTGATGETGATA 262
i IHIIIIIIHIHIIIIIHIIHHHIII‘lIIIIIHHHHIIHIIIIHIH
Sbjct 437 AGAGCGTGGTTGAAAACTACAAGGTGETATGTGEECGACAAGAAGCCAAGTGATGRTGATA 495
Query 361 ACCACTCGACTTTCATGTATCTCATCAATGAARAGGGCAGGTACGTTGGGCATTTTG 428
; IIIlIIIIIHIII|||H|I||l1HH [ILLEETELEEREL P DL TERLLLIETE
Sbjct 497 TCGACCACTCGACTTTCATGTATCTCATCCATGAAAAGGGCAGGTACGTTGGGCATTTTG 556
Query 421 CGCCAGATTTTAACGCGTCTGAGGGCCAAGGCGAGGE 457
N CELRELLLEERRE LT R IR EEEE LETe eLl
Sbjct 557 CGCCAGATTTTAACGCGTCTGAGGGCCAAGGCGAGGA 593

Figura 15. Identidade de 99,56% da amostra com Anaplasma marginale obtida através do contig do
sequenciamento da amostra M1 I. Fonte: https://blast.ncbi.nIlm.nih.gov/Blast.cgi
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De acordo com os resultados obtidos no sequenciamento, a amostra M1 |, obteve
99,56% de identidade para Anaplasma marginale, tendo identidade similar para mais de 70
amostras de acordo com o Blast/NCBI.
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5. DISCUSSAO

As moscas do género Stomoxys sdo vetores mecanicos de patdgenos presentes no
sangue e na pele de seus hospedeiros, especialmente animais domésticos e ocasionalmente
humanos. Na pecuéria sdo vistos efeitos desta transmissdo, atraves de lesdo na pele, reducédo
da ingestdo de alimentos, estresse, perda de sangue, entre outros. Por conta das interrupcoes
durante sua alimentacdo no hospedeiro, Stomoxys pode reiniciar sua alimentagdo em outro
animal, facilitando assim a dinamica de transmissdo. Por ser uma mosca cosmopolita,
Stomoxys calcitrans pode ter um impacto mundial e maior do que anteriormente se pensava
na dindmica da transmissdo de patdgenos em animais e humanos (BALDACCHINO et al.,
2013).

Estudos relatam que em localidades onde se houve o registro epidemiolégico da
tripanossomiase bovina, havia a presenca de moscas como S.calcitrans e Tabanus sp. e
sugerem que estas podem estar proporcionando a disseminacao das doencas nas propriedades
com animais positivos (CUGLOVICI, D. A. et al.; CADIOLI et al.,2012).

Serra Freire e Rezende em 1988 demonstraram experimentalmente que Stomoxys
calcitrans tem a capacidade de se apresentar como vetor mecanico de Trypanosoma vivax.
Para a realizagdo deste trabalho eles utilizaram moscas de colnia e hospedeiros ovinos
infectados com T. vivax, onde eles colocaram as moscas para se alimentar. Ap6s a
alimentacdo, eles dissecaram as moscas, procurando pelo parasito nas probdscides, glandulas
salivares, intestino e cavidade celomatica. Moscas que ndo tiveram a alimentacdo
interrompida e moscas que tiveram interrupcdo da alimentagdo foram dissecadas, desde 1
minuto até 8 horas depois de completado o hematofagismo. O material removido dos 6rgéos e
celoma era depositado em uma lamina para leitura em microscopio. Considerando as seis
repeticdes do experimento, observou-se que até 15 minutos pds-alimentacdo todas as moscas
dissecadas continham formas tripomastigotas, e até 25 minutos praticamente 100% das
moscas continham formas tipicas de tripanossoma. Desse periodo em diante houve reducdo do
somatorio de moscas infectadas, chegando a apenas duas em seis nos Gltimos periodos do
experimento.

Costa (2018) realizou um estudo onde diagnosticou que no estado do Rio de Janeiro ha
pelo menos 16 focos de tripanossomiase, sendo estes dados alarmantes para uma possivel
disseminacéo da doenca no estado. No seu estudo foi observado que nos locais de registro da
doenca havia manejo de animais vindo de estados onde casos de tripanossomiase ja tinham
sido registrados, como Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso. Observou-se também o uso
compartilhado de seringas e agulhas de ocitocina pode ser um fator de disseminacdo da
doenca. A presenca de moscas hemat6fagas dos géneros Stomoxys e Tabanus foi amplamente
relatada em todas as propriedades do estudo.

Com base nestes estudos realizados anteriormente fomos analisar a capacidade
vetorial de Stomoxys calcitrans para Trypanosoma vivax.

Nas andlises realizadas atraves de PCR convencional ndo foi obtido moscas positivas
para o parasito pesquisado. Uma hipétese levantada é que ndo ha registros epidemioldgicos da
doenca na area onde foram realizadas as coletas deste trabalho.

Baseado nos relatos de que S. calcitrans é vetor mecanico de uma enorme diversidade
de patogenos, investigou-se também a presenca de Anaplasma marginale em moscas do
campo e detectamos amostras positivas em diferentes 6rgdos das moscas coletadas.

Os achados positivos para A. marginale em érgdos de S. calcitrans podem ser uma
explicacdo para os casos reincidentes da doenga nos animais. Nos EUA, America Central e do
Sul e na Africa, algumas é&reas sdo ausentes da presenca do carrapato, que é o vetor bioldgico,
mas tem a presenca da bactéria, sendo entéo a forma de transmissdo mecénica por insetos
hematdfagos uma possivel rota de disseminacdo (EWING, 1981; FOIL, 1989). Um fator que
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também é importante se destacar, € que o carrapato que é considerado vetor bioldgico da
bactéria aqui no Brasil, o Rhipicephalus (B)microplus é um carrapato monoxeno, que
permanece em apenas um unico hospedeiro, sendo apenas 0 macho capaz de migrar de um
hospedeiro para outro, 0 que poderia favorecer a transmissdo do patégeno de um bovino
infectado para outro (KOCAN E DE LA FUENTE, 2003; KOCAN et al., 2010).

Bautista et al. (2018) realizaram um trabalho no México a fim de detectar por andlise
molecular a presenca de A. marginale em S. calcitrans. As moscas foram coletadas em
animais que estavam sem contato com carrapatos hd mais de 40 anos. Foram utilizados pools
de moscas inteiras para a deteccdo da bactéria e eles obtiveram amostras positivas para A.
marginale. Eles apenas demonstraram os resultados por amostras positivas em gel, apos
realizacdo da reacdo de nested PCR. No nosso estudo, analisamos 6rgdos da mosca, ou seja,
cada mosca teve 3 6rgdos diferentes sendo analisados de forma individual, com o objetivo de
entender onde de fato a bactéria poderia estar presente no inseto. Dos nossos resultados,
obtivemos 19 amostras positivas, sendo 6 moscas com intestino positivo, 5 moscas com peca
bucal positiva, 2 moscas com carcaca contendo corpo gorduroso positivo, 2 moscas com peca
bucal e carcaca contendo corpo gorduroso positivo e 1 mosca com intestino e carcaca
contendo corpo gorduroso positivo. No sequenciamento realizado, a partir do produto de PCR
amplificado do intestino de uma das moscas positivas, obtivemos 99,56% de identidade para
Anaplasma marginale. As analises foram realizadas dessa forma como um ponto de partida
para entender a dindmica que pode estar ocorrendo entre a bactéria e o inseto, despertando a
curiosidades sobre se a presenca da bactéria em diferentes 6rgdos é um reflexo da alimentacéo
sanguinea apenas ou se a bactéria esta colonizando a mosca. Vale ressaltar que moscas do
campo, que foram as utilizadas neste estudo séo de idades diferentes, tempos de alimentacéo e
potencialmente tempos de infeccdo diferentes, fatores que ndo temos como precisar.

Sabe-se que a transmissdo da bactéria por carrapatos pode se dar de um estagio para
outro, ou dentro de um mesmo estagio, enquanto que a transmissdo transovariana de uma
geracdo de carrapatos para outra ndo foi descrita (KOCAN et al., 2010). Tanto bovinos quanto
carrapatos machos desenvolvem infeccOes persistentes por A. marginale, servindo assim com
reservatorios para transmissao mecanica ou biologica do patégeno. Nos bovinos, o tnico local
de infeccdo conhecido sdo os eritrocitos, porém nos carrapatos a bactéria passa por um
complexo ciclo de desenvolvimento, que comeca com a infeccdo das células do intestino,
onde ir4 ocorrer sua multiplicacdo. A transmissdo para 0s bovinos ocorre a partir das
glandulas salivares durante a alimentacdo e as proteinas de superficie (MSPs) de Anaplasma
marginale desempenham um papel crucial na interacdo com as células do hospedeiro
vertebrado (KOCAN et al., 2010).

Com bases nestes resultados obtidos, e alinhado com o fato de o laboratério ter uma
colbnia de S. calcitrans estabelecida, ha perspectivas de trabalhos futuros para entender essa
dindmica da infecgdo por A. marginale, realizando alimentagdo artificial com sangue
infectado com a bactéria, em moscas com a mesma idade, controlando os tempos de
alimentacdo, para observar se ao longo do tempo a bactéria coloniza a mosca.

Com estes resultados, apresentando 6rgéos de S. calcitrans positivo para A. marginale
em moscas coletadas a campo, levantou-se 0 questionamento e a curiosidade de se saber se as
moscas seriam capazes carrear 0s patégenos de um ponto de coleta ao outro.

Lempereur et al. em 2018 realizaram um estudo sobre a capacidade de disperséo de S.
calcitrans com técnicas de marcagdo-soltura-recaptura, mostrando que a mosca tem uma
capacidade de voo que fica entre 150m a 300m. Os pontos de coleta deste trabalho ficam a
distancias maiores do que a relatada no estudo, sendo a menor distancia, medida em linha reta
a do HVE para a Estagdo, dando um total de 1.051,51m, o que entdo descartaria em um
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primeiro momento a possibilidade das moscas estarem carreando o patégeno de um local para
0 outro.

Diversos trabalhos apontam como uma fonte de entrada de doencas em propriedades o
manejo dos animais, como compra e venda. No caso dos pontos de estudo deste trabalho ndo
ha esta situacdo, mas acontecem alguns casos de entrada de animais de outras localidades,
como por exemplo, no HVE que recebe animais para realizacdo de procedimentos e
tratamentos e na Reproducdo, que pode receber animais da Bovino de Leite ou gado Sindi.

Duas possibilidades nos surgiram mediante os achados positivos em moscas de
col6nia, a primeira era de que poderia estar correndo uma transmissao transovariana, uma vez
que as moscas F1 sdo descendentes de moscas que foram coletadas em campo, moscas
selvagens. E a segunda € de que o sangue proveniente de abatedouro utilizado para a
alimentacdo destas moscas na coldnia poderia estar contaminado.

Na literatura ha relatos de transmisséo transovariana de patégenos em outras espéecies
de artrépodes, como por exemplo, o Aedes aegypti. Ja foi comprovado que uma fémea
infectada com o virus da dengue é capaz de realizar a transmissao para sua prole, favorecendo
assim a expansdo da doenca (DIAS et al., 2010). Outro exemplo que tem sido amplamente
estudado no que se trata de transmissdo transovariana € o género Wolbachia. Fémeas de
diversos artropodes transmitem a bactéria aos ovos, por meio da embriogénese (GUO, et al.,
2018).

Né&o foi visto na literatura nenhum relato de transmisséo transovariana em Stomoxys e
como dito anteriormente, levantou-se a possibilidade de ter ocorrido a transmissdo, mas
também pode ser descartada a possibilidade de que o sangue oferecido para alimentar as
moscas da colbnia pudesse estar contaminado com a bactéria. Por ndo ter precisdo do
resultado, ndo se pode afirmar aqui se este € um caso de transmissdo transovariana, mas
desperta a curiosidade e o interesse em se estudar mais sobre este achado.

Estudos que busquem identificar a presenca de patdgenos em possiveis vetores
mecanicos sdo de extrema importancia, pois diversos trabalhos apontam as moscas como
possiveis causadores de determinadas doencas, mas muito pouco se vé além de especulacbes
por conta dos achados epidemioldgicos para determinada éarea. Entender melhor a
participacdo da mosca em uma possivel dindmica de transmissdo pode ser crucial para se
entender a epidemiologia das doencas e também para ajudar no combate a surtos.
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6. CONCLUSAO

A presenga de Trypanosoma vivax ndo foi observada em 0Orgdos de Stomoxys
calcitrans coletadas no campus de Seropédica da UFRRJ;

A presencga de Anaplasma marginale foi detectada em diferentes 6rgdos/ tecidos
(partes bucais, intestinos e carcaca) de S. calcitrans coletadas em trés pontos do
campus de Seropédica da UFRRJ: Estacdo Experimental W. C. Neitz, Hospital
Veterinario de Grandes Animais e Setor de Reproducédo. A positividade de 34,5%
dos individuos coletados foi demostrada por amplificacdo génica de sequéncia
especifica de gene da bactéria;

Esse é o primeiro relato de detc¢do de A marginale em S. calcitrans no Brasil;

A capacidade vetorial de S. calcitrans para como importante fator para a dindmica
epidemioldgica de diferentes patdgenos precisa melhor investigada em nosso pais.
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8. ANEXOS

8.1 Tabela com valores da quantificacdo do DNA apds extracao.

Local de coleta: Reproducéo
Data Extragéo:
06/08/2018 Quantificacéo (ng)
M1 - corpo gorduroso 56
M1 - intestino 118,4
M1 - peca bucal 56
M6 - peca bucal 32,2
M6 - intestino 33,8
M6 - corpo gorduroso 111,1
M8 - peca bucal 28
M8 - intestino 28
M8 - corpo gorduroso 5,7
Extracdo: 14/08/2018
M2 - peca bucal 0,6
M2 - corpo gorduroso 1,1
M2 - intestino 1.4
M3 - peca bucal 9,4
M3 - corpo gorduroso 2,1
M3 - intestino 1,9
M4 - peca bucal 1,6
M4 - corpo gorduroso 2
M4 - intestino 14
M5 - peca bucal 1,4
M5 - corpo gorduroso 1,4
M5 - intestino 1,6
M7 - peca bucal 15
M7 - corpo gorduroso 2,6
M7 - intestino 2
M9 - peca bucal 1,8
M9 - corpo gorduroso 5,6
M9 - intestino 2,1
M10 - peca bucal 15
M10 - corpo gorduroso 12
M10 - intestino 1,3
Total mocas: 10
Total amostras: 30
Local de coleta: HVE
Data Extragao:
19/09/2018 Quantificacdo (ng)
M1 - intestino 2,1
M1 - corpo gorduroso 2,2
M1 - peca bucal 0,9
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M2 - intestino 7,2
M2 - corpo gorduroso 2,2
M2 - peca bucal 1,3
M3 - intestino 7,6
M3 - corpo gorduroso 1,3
M3 - peca bucal 2,1
M4 - intestino 11
M4 - corpo gorduroso 2,1
M4 - peca bucal 1
Extracdo: 27/11/2018
M1 - intestino 15
M1 - peca bucal 1,1
M1 - corpo gorduroso 5,3
M2 - intestino 0,4
M2 - peca bucal 2,3/1,0
M2 - corpo gorduroso 3,8
M3 -intestino 1,4
M3 - peca bucal 14
M3 - corpo gorduroso 15
M4 - intestino 0,6
M4 - peca bucal 0,6/1,1
M4 - corpo gorduroso 2,3
M5 - intestino 1
M5 - peca bucal 0,3/1
M5 - corpo gorduroso 15
M6 - intestino 1,7
M6 - peca bucal 1,7
M6 - corpo gorduroso 3,8
M7 - intestino 6,4
M7 - peca bucal 0,3/1
M7 - corpo gorduroso 0,9/08
M8 - intestino 0,5
M8 - peca bucal 0,8
M8 - corpo gorduroso 1,1
M9 - intestino 0,7
M9 - peca bucal 1,2
M9 - corpo gorduroso 3,8
M10 - intestino 1
M10 - peca bucal 1,3
M10 - corpo gorduroso 3,3
M12 - intestino 1,1
M12 - peca bucal 0,9
M12 - corpo gorduroso 2
M13 - intestino 1
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M13 - peca bucal 1,1
M13 - corpo gorduroso 2,8
Total moscas: 17
Total amostras: 51
Local de coleta: Estacéo
Data Extragéo:
09/10/2018 Quantificacdo (ng)
M1 - intestino 4,6
M1 - peca bucal 0,7
M1 - corpo gorduroso 7,6
M2 - intestino 19
M2 - peca bucal 15
M2 - corpo gorduroso 7,5
M3 - intestino 4
M3 - peca bucal 1,2
M3 - corpo gorduroso 2,9
M4 - intestino 0,8
M4 - peca bucal 2,9
M4 - corpo gorduroso 15,2
M5 - intestino 1,6
M5 - peca bucal 2,2
M5 - corpo gorduroso 2,8
Extracdo: 16/10/2018
M6 - intestino 15
M6 - corpo gorduroso 2,3
M6 - peca bucal 0,4
M7 - intestino 20,9
M7 - corpo gorduroso 0,3
M7 -peca bucal 0,9
M8 - intestino 1,1
M8 - corpo gorduroso 76,4
M8 - peca bucal 0,6
M9 - intestino 232
M9 - corpo gorduroso 0,2
M9 - peca bucal 1,4
M10 - intestino 0,9
M10 - corpo gorduroso 0,1
M10 - peca bucal 0,3
Extracdo: 17/10/2018
M11 - intestino 0,5
M11 - corpo gorduroso 1,1
M11 - peca bucal 0,4
M12 - intestino 0,9/2,9
M12 - corpo gorduroso 0,1/0,8
M12 - peca bucal 0,7
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M13 - intestino 0,9
M13 - corpo gorduroso 16,1
M13 - peca bucal 0,1
M14 - intestino 0/0,1
M14 - corpo gorduroso 0/3,5
M14 - peca bucal 1,1
M15 - intestino 0,4
M15 - corpo gorduroso 17
M15 - peca bucal 1,1
M16 - intestino 0,7
M16 - corpo gorduroso 2,5
M16 - peca bucal 8,7
M17 - intestino 1,5
M17 - corpo gorduroso 1,2
M17 - peca bucal 0,5
M18 - intestino 3
M18 - corpo gorduroso 1,8
M18 - peca bucal 2,9
M19 - intestino 2,4
M19 - corpo gorduroso 2,2
M19 - peca bucal 1,2
M20 - intestino 3,1
M20 - corpo gorduroso 2,9
M20 - peca bucal 2,4
M21 - intestino 0,5
M21 - corpo gorduroso 1,2
M21 - peca bucal 1,4
Extracdo: 27/11/2018
M1 - intestino 2,2
M1 - peca bucal 1,9
M1 - corpo gorduroso 2
M2 - intestino 1,3
M2 - peca bucal 4
M2 - corpo gorduroso 8
M3 - intestino 4.4
M3 - peca bucal 11,1
M3 - corpo gorduroso 4,8
M4 - intestino 1,1
M4 - peca bucal 1,1
M4 - corpo gorduroso 1,9
M5 - intestino 2
M5 - peca bucal 2,6
M5 - corpo gorduroso 1,9
M6 - intestino 11
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M6 - peca bucal 0,9
M6 - corpo gorduroso 6,9
M7 - intestino 42,3
M7 - peca bucal 2,3
M7 - corpo gorduroso 1,7

Total moscas: 28

Total amostras: 84
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