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RESUMO 

 

Anaplasmose, doença causada por várias espécies de Anaplasma causa redução do peso corporal 

do animal, diminuição da produção de leite, aborto e por último a morte. Embora as espécies de 

Anaplasma spp. sejam altamente difundidas em ruminantes domésticos e selvagens do mundo 

todo, poucos estudos foram realizados até ao momento com o intuito de detectar e/ou investigar a 

sua diversidade em bovinos em Moçambique. No presente estudo, ensaios moleculares foram 

realizados para investigar a ocorrência de Anaplasma spp. e Anaplasma marginale em 105 

amostras de sangue de bovinos (35 vitelos/as, 35 novilhos e 35 vacas) da Unidade de Produção 

Nguluzane Agro-pecuária Lda. no Distrito de Xai-Xai, Província de Gaza. Todas as amostras 

foram submetidas ao protocolo da Reacção em Cadeia da Polimerase (PCR) baseado em um 

fragmento gene 16S rRNA e Anaplasma marginale baseado em um fragmento gene Msp5. Os 

resultados, mostraram uma ocorrência global de 95.23% (100/105) de amostras positivas para 

Anaplasma spp. gene 16S rRNA filogeneticamente relacionadas a Anaplasma marginale, 

Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, 

Anaplasma sp. Omatjenne, Candidatus Anaplasma camelii, Candidatus Anaplasma cinensis e 

Candidatus Anaplasma Shandongen. Foi igualmente detectadas 92.38% (97/105) para 

Anaplasma marginale gene Msp5. Para cada categoria foram detectadas 94.28% (33/35) em 

vitelos/as, 100% (35/35) em novilhos e 91.42% (32/35) em vacas de Anaplasma spp gene 16S 

rRNA e para Anaplasma marginale gene Msp5, foram detectadas 91.42% (32/35) em vitelos/as, 

97.14% (34/35) em novilhos e 85.71% (30/35) em vacas. No entanto, cinco (5) amostras de 

DNA foram negativas à Anaplasma spp gene 16S rRNA e oito (8) amostras negativas à 

Anaplasma marginale gene Msp5. Do sequenciamento foram seleccionadas 15 sequências de 

Anaplasma spp. e 15 de Anaplasma marginale representativas para a construção das árvores 

filogenéticas. O resultado da análise filogenética demonstrou similaridade de 99-100% com 

sequências previamente encontradas no BLASTn, detectada nos países da África (África do Sul, 

Benin, Egito, Moçambique e Quénia), América (Brasil, Estados Unidos da América) e Ásia 

(Índia, Tailândia, Sri Lanka, Paquistão, Bangladesh, China e Turquia). Conclui-se que todas as 

categorias de bovinos estão infectados com Anaplasma marginale na Unidade de Nguluzane. 

 

Palavras Chaves: Caracterização molecular, Anaplasma spp., bovinos, PCR, Nguluzane-Gaza. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As Doenças transmitidas por carraças estão amplamente distribuídas por todo mundo, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais. Dos 1.226 milhões de bovinos no mundo, 

80% estão infestados por carraças (FAO, 1984). Os agentes transmitidos por estes ectoparasitas, 

são responsáveis por doenças que provocam importantes perdas na indústria pecuária 

principalmente na produção de bovinos e pequenos ruminantes (JONGEJAN et al., 1994). 

Diversas espécies de carraças actuam como vectores de diversos agentes patogénicos 

nomeadamente os agentes da família Anaplasmataceae que ameaçam a saúde dos animais e dos 

seres humanos. Considerando os resultados de estudos recentes, é possível que a constante 

interferência do homem na natureza, aliada às actuais mudanças climáticas, estejam contribuindo 

para o aumento da dispersão e resistência parasitária  dos vectores, e consequentemente, 

favorecendo a disseminação de Anaplasma spp. em localidades outrora com baixa incidência 

desses agentes (FERNANDES et al., 2019). 

 

Em Moçambique, a infecção do gado bovino e outros ruminantes por doenças transmitidos por 

carraças causa perdas económicas significativas às produções pecuárias (FERNANDES et al., 

2019; MARTINS et al., 2008; 2010; MATOS et al., 2019; TEMBUE et al., 2011). As principais 

doenças transmitidas por carraças com impacto em bovinos incluem, a anaplasmose, erliquiose, 

babesiose e teileriose (SIMUUNZA et al., 2011; TEMBUE et al., 2011). A anaplasmose é 

causada por rickettsias do género Anaplasma, pertecentes a família Anaplasmataceae e ordem 

Rickettsiales (KOCAN et al., 2003). A doença encontra-se distribuída mundialmente (KOCAN 

et al., 2010; AUBRY et al., 2011). É uma doença que acomete rebanhos bovinos, mas pode ocorrer 

em outros ruminantes, como bubalinos (Bubalus bubalis). A sintomatologia clínica em casos agudos 

da doença, caracteriza-se por febres, perda de peso, diminuição na produção de leite, aborto e em 

muitos casos determinam a morte dos animais infectados (KOCAN et al., 2003; LIS et al., 2015). Os 

principais animais acometidos por esta doença são ruminantes e caninos selvagens. A sua 

transmissão ocorre pela picada de carraças durante o repasto sanguíneo (SILAGHI et al., 2017).  

 

A infecção por estes protozoários resulta em febres, perda de peso, diminuição na produção de 

leite, aborto e morte. Quando há recuperação do animal, este permanece infectado e torna-se 
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reservatório deste agente (KOCAN et al., 2003; LIS et al., 2015). Dentre as espécies que afectam 

os animais domésticos destacam-se Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma 

bovis e Anaplasma phagocytophilum que afectam bovinos, Anaplasma ovis que afectam ovinos e 

Anaplasma platys que afecta cães (DUMLER et al., 2001).  

 

A Anaplasma marginale é descrita como um dos protozoários de maior importância, face à sua 

alta morbidade e mortalidade que acarreta aos bovinos e outros ruminantes (FERNANDES, et 

al., 2019). KOCAN et al. (2010); SILAGHI et al. (2017), apontaram a existência de mais 20 

espécies de carraças relacionadas com a transmissão da anaplasmose, sendo os principais 

géneros o Dermacentor sp. com maior distribuição nas regiões temperadas, e Rhipicephalus sp. 

nas regiões tropicais.  

 

ALFREDO et al. (2005), detectaram Anaplasma marginale em bovinos no distrito de Tete, 

utilizando o teste de cartão de aglutinação, TEMBUE et al. (2011), detectaram Anaplasma 

marginale em bovinos na província de Maputo, Gaza e Inhambane, pelo iELISA e ainda 

Anaplasma sp. foi detectado em bovinos na província de Maputo por BEKKER et al. (2002) e 

MARTINS et al. (2010), pela técnica de RLB (Hibridização de Blot Linha Reverse). 

Recentemente, MACHADO et al. (2016), detectaram Anaplasma sp. relacionados a Anaplasma 

centrale, Anaplasma marginale, Anaplasma platys e Anaplasma phagocytophilum em búfalos 

selvagens na reserva de Marromeu em Sofala e na província de Maputo, FERNANDES et al. 

(2019), detectaram Anaplasma spp. filogeneticamente associados a Anaplasma marginale, 

Anaplasma centrale, Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma ovis, e 

‘Candidatus Anaplasma booleense’ em bovinos pelos testes moleculares. 
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1.1. Problema de estudo e justificativa 

 

As carraças estão amplamente distribuídos em todo Moçambique, sendo a sua diversidade e 

intensidade variável em função de vários factores, entre eles, os agroecológicos, o maneio 

higiénico-sanitário e o tipo de raças de animais em criação (DIAS, 1960; 1993; DE MATOS, 

2008). As diferentes raças de bovinos comportam-se de forma diferente perante as infestações 

por carraças. Enquanto raças taurinas são mais susceptíveis, as zebuínas apresentam certa 

resistência em climas tropicais. (JONSSON et al., 2000; FABURAY et al., 2005). As doenças 

transmitidas por carraças (DTC´s) representam uma grande ameaça à pecuária em regiões 

tropicais e subtropicais (JONGEJAN et al., 1994; JENSENIUS et al., 2006; GOMES et al., 

2013). Estas DTC´s são endémicas nos rebanhos Moçambicanos e são a causa de perdas 

económicas significativas na produção de bovinos (FERNANDES et al., 2019; MARTINS et al., 

2008; 2010; MATOS et al., 2019; TEMBUE et al., 2011). Em geral, os impactos negativos 

causados pela anaplasmose em bovinos no sector pecuário são a queda na produção de leite, 

perda de peso dos animais, altos custos com tratamentos, que aliados ao aumento nas taxas de 

mortalidade e de abortos, acabam por determinar a perda da eficiência produtiva destes rebanhos, 

diminuindo a renda do produtor e a rentabilidade da exploração (SACCO, 2001; KOCAN et al., 

2003; BOCK et al., 2004).  

 

Poucos estudo até ao momento foram realizados para investigar molecularmente a ocorrência de 

Anaplasma spp. e sua diversidade em ruminantes de Moçambique. No sul do país, foi detectado 

Anaplasma sp. em bovinos na província de Maputo por BEKKER et al. (2002) e MARTINS et 

al. (2010) por hibridização de linha reverse. TEMBUE et al. (2011), por iElisa detectaram 

Anaplasma marginale em bovinos na província de Maputo, Gaza e Inhambane, e recentemente 

FERNANDES et al. (2019), utilizando testes sorológicos e moleculares detectaram Anaplasma 

spp. filogeneticamente associados a Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma 

platys, Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma ovis, e ‘Candidatus Anaplasma booleense’ em 

bovinos na província de Maputo. Tais achados enfatizam a necessidade da utilização de 

diferentes protocolos da PCR baseados em distintas regiões génicas a fim de explorar a 

diversidade de genótipos e espécies em uma dada amostra biológica. Por conseguinte, a 

ocorrência de Anaplasma spp. na Unidade de Nguluzane Agro-pecuária Lda, uma empresa com 
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grande efectivo bovino, permitirá a implementação de medidas sanitárias adequadas, o que pode 

no futuro estabelecer uma relação causal em relação à susceptibilidade a doença. Assim, no 

presente estudo, propõe-se a caracterizar a ocorrência de Anaplasma spp, em bovinos com 

recurso ao diagnóstico molecular na Unidade de Nguluzane Agro-pecuária Lda. O estudo servirá 

para a percepção da ocorrência do Anaplasma marginale que é o principal agente causador de 

anaplasmose bovina, o que auxiliará  na tomada de decisões sanitárias e aprimoramento de outras 

medidas de maneio sanitário. Dado que o estudo fez a caracterização filogenética da Anaplasma 

spp. os resultados deste estudo podem ajudar na tomada de decisões na quarentena em processos 

de importação e exportação e na manutenção de estabilidade enzoótica na região.  

 

1.2. Objectivos 

 

1.2.1. Geral 

 

 Caracterização molecular de espécies de Anaplasma spp. que infectam bovinos na 

empresa Nguluzane Agro-pecuária Lda, na Província de Gaza.  

 

1.2.2. Específicos 

  

 Detectar molecularmente Anaplasma spp. em amostras de sangue de bovinos por meio de 

ensaios da PCR convencional (cPCR); 

 

 Realizar inferências filogenéticas de Anaplasma spp. que ocorre na manada de Nguluzane 

Agro-pecuária Lda, na Província de Gaza.  

 

1.3. Hipóteses 

 

H1: Existem casos positivos de anaplasmose na manada de Nguluzane; 

 

H2: Filogeneticamente, a anaplasmose na manada de Nguluzane, possui ancestralidade evolutiva 

comum às espécies circulantes à dos outros países. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Breve histórico do género Anaplasma spp. 

 

O género Anaplasma foi descrito em 1910 na África do Sul por Sir Arnold Theiler, que ao 

visualizar eritrócitos de bovinos doentes, muitos deles acometidos por babesiose, encontrou 

estruturas nas margens destas células (Anaplasma marginale) e concluiu tratar-se de um outro 

agente causador de doenças, ainda desconhecido (KOCAN et al., 2010). O género Anaplasma 

pertence à Ordem Rickettsiales, a qual sofreu um processo de reclassificação proposta por 

DUMLER et al. (2001), baseada em análises moleculares dos genes 16S RNA ribossomal (16S 

rRNA) e genes de proteínas de superfície (MSPs). Actualmente, a ordem Rickettsiales está 

dividida em duas famílias, Rickettsiaceae (organismos intracitoplasmáticos pertencentes aos 

gêneros Rickettsia e Orientia) e Anaplasmataceae (organismos localizados em vacúolos 

intracitoplasmáticos, pertencentes aos gêneros Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachia) 

(DUMLER et al., 2001). Três espécies de Anaplasma foram descritas anteriormente tais como, 

Anaplasma marginale, Anaplasma centrale e Anaplasma ovis, sendo estes, patógenos específicos 

de ruminantes. Com a nova reclassificação, foram incluídas ao género Anaplasma as seguintes 

espécies, Anaplasma  platys (anteriormente E. platys), Anaplasma bovis (anteriormente E. bovis), 

e Anaplasma phagocytophilum. Esta última espécie englobou os agentes anteriormente 

denominados Ehrlichia phagocytophila, Ehrlichia equi e o agente da HGE (Erliquiose 

Granulocítica Humana) (DUMLER et al., 2001). Recentemente novas espécies foram propostas 

ao género Anaplasma, Anaplasma odocoilei TATE el al. (2013) e Anaplasma capra LI et al. 

(2015).  

 

O crescente uso de técnicas moleculares para detecção de patógenos, tem propiciado a descrição 

de novos agentes. A exemplo disto, YBAÑEZ et al. (2012), identificaram uma possível nova 

espécie de Anaplasma sp. relacionada à Anaplasma phagocytophilum, detectada em Cervus 

nippon oriundos de Hokkaido, no Japão. GUO et al. (2016), por sua vez, propuseram a inclusão 

de uma nova espécie no género sob estudo, „Candidatus Anaplasma boleense’, a qual foi 

detectada em mosquitos na China e recentemente em bovinos em Moçambique por 

FERNANDES et al. (2019). Actualmente o género Anaplasma compreende seis espécies 



6 

 

nomeadamente, Anaplasma marginale, Anaplasma bovis, Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, 

Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys (AKTAS, 2014; DUMLER, 2005). As espécies 

de Anaplasma que infectam ruminantes domésticos, incluindo bovinos, são Anaplasma 

marginale, Anaplasma bovis, Anaplasma central, Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum 

e Anaplasma platys (DAHMANI et al., 2015; PARK ET et al., 2018). Diversas espécies de 

carraças vectores e hospedeiros vertebrados estão envolvidos no ciclo de vida de Anaplasma spp. 

(KIESER et al., 1990; KOCAN et al., 1992; CASTRO et al., 2001; VILLAR et al., 2016; 

BATTILANI et al., 2017). Após a alimentação das carraças em hospedeiros infectados por 

Anaplasma spp., ocorre a primeira replicação das bactérias no epitélio do intestino médio dos 

vectores. Posteriormente, as bactérias migram para o epitélio das glândulas salivares, onde 

ocorre um segundo ciclo de replicação, de maneira que possam ser transmitidas pela saliva 

quando a carraça se alimenta no próximo hospedeiro vertebrado (UETI et al., 2009). Algumas 

das espécies desse género são de potencial zoonótico, representando um risco à saude humana 

quando o gado é infectado (FERNANDES, et al., 2019; SIMUUNZA et al., 2011; TEMBUE et 

al., 2011). De acordo com alguns estudos feitos em Moçambique, conclui-se que uma alta 

diversidade de espécies de Anaplasma spp. ocorrem em bovinos, o que torna imperioso a 

realização de mais estudos, já que existe um potencial risco de infecção para os seres humanos e 

bovinos, devido a ocorrênca do Anaplasma phagocytophilum (anaplasmose granulocítica 

humana). Além disso, os animais domésticos têm sido relatados como potenciais reservatórios 

para infecções zoonóticas (FERNANDES, et al., 2019). 

 

2.2. Agentes etiológicos  

 

2.2.1. Anaplasma marginale  

 

Anaplasma marginale é um patógeno que infecta hemácias de ruminantes causando a 

anaplasmose bovina. O principal transmissor de Anaplasma marginale é a carraça Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus (MARTINS, 1995). As rickettsias ao chegarem no intestino da carraça, 

infectam as células intestinais onde se desenvolvem e migram para outros tecidos da carraça, 

incluindo as glândulas salivares, via esta utilizada para a transmissão da Anaplasma marginale 

para outros animais (KOCAN et al., 2010). Anaplasma marginale ocasiona uma enfermidade 
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grave nos ruminantes. Em relação aos sinais clínicos, a fase aguda da anaplasmose bovina está 

associada à febre, perda de peso, aborto, diminuição da produção de leite, e ocasionalmente 

morte (KOCAN et al., 2003). Os animais que sobrevivem à infecção tornam-se 

permanentemente infectados, actuando como reservatórios. Tais animais contribuem para a 

manutenção da endemicidade da doença nos rebanhos (KOCAN et al., 2010).  Em Moçambique, 

os vectores conhecidos para Anaplasma marginale são espécies de carraças pertencentes aos 

géneros Rhipicephalus e Hyalomma (MARTINS et al., 2008; MATOS, 2008; TEMBUE et al., 

2011). A sua distribuição é mundial, embora esteja presente principalmente em regiões tropicais. 

Nos últimos anos vem se observando um aumento em sua propagação por influência do 

aquecimento global, o que propicia um maior deslocamento de vectores. Outro factor que 

contribui para a disseminação deste agente envolve a circulação de animais infectados de áreas 

endémicas para regiões não endémicas (KOCAN et al., 2010; BATTILANI et al., 2017). 

ALFREDO et al. (2005) relataram uma soroprevalência para Anaplasma marginale de 63%, no 

distrito de Tete, MACHADO et al. (2016) relataram uma taxa de soroprevalência de 72,2% de 

positividade para Anaplasma marginale em búfalos selvagens na Reserva de Marromeu em 

Sofala, TEMBUE et al. (2011) encontraram uma soroprevalência de 76,5% e FERNANDES et 

al. (2019) relataram uma taxa de soroprevalência de 86,3% para A. marginale em bovinos 

amostrados no Sul de Moçambique.  

 

2.2.2. Anaplasma centrale  

 

Anaplasma centrale ocasiona uma enfermidade leve, comparada àquela produzida por 

Anaplasma marginale. Esta característica propicia a utilização deste patógeno como uma vacina 

viva contra a anaplasmose bovina. Entretanto, esta prática não tem a capacidade de induzir 

imunidade total contra Anaplasma marginale nos animais vacinados. Adicionalmente, o referido 

ensaio de vacinação necessita de animais doadores, o que aumenta o risco de transmissão de 

outros hemoparasitas (KOCAN et al., 2015; BATTILANI et al., 2017). Esta bactéria também 

infecta ruminantes e encontra-se distribuída principalmente em regiões tropicais e subtropicais, 

cuja ocorrência mostra-se menor que aquela verificada para Anaplasma marginale. A espécie 

Rhipicephalus simus é seu vector comprovado, a transmissão de Anaplasma centrale ocorre 
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através da picada de determinadas espécies de carraças (PALOMAR et al., 2015; TESHALE et 

al., 2015; BATTILANI et al., 2017).  

 

2.2.3. Anaplasma bovis 

  

Anaplasma bovis, parasita de monócitos e macrófagos, é comumente detectado em bovinos (Bos 

taurus) e búfalos africanos (Syncerus caffer) (OOSHIRO et al., 2008).  Encontra-se distribuído 

essencialmente na África, Ásia e América do Sul, embora já tenha sido relatado no sul da Europa 

e nos EUA (YBAÑEZ et al., 2016; BATTILANI et al., 2017). A transmissão é feita 

principalmente pelas carraças Hyalomma sp., Amblyomma variegatum, Rhipicephalus 

appendiculatus, Rhipicephalus sanguineus e Haemaphysalis spp. (UILENBERG et al., 1993; 

DUMLER et al., 2001; GOETHERT; TELFORD, 2003; HARRUS et al., 2010; PALOMAR et 

al., 2015; YANG et al., 2014). Em relação à manifestação da doença, bovinos e búfalos 

geralmente apresentam sinais clínicos moderados, porém casos mais graves já foram relatados na 

literatura BATTILANI et al. (2017), existindo ainda, risco de morte para os animais. Os 

principais sinais clínicos incluem febre, perda de peso, e diarreia. Alguns animais exibem 

inchaço na cabeça e lacrimejamento, enquanto que danos ao sistema nervoso central, embora já 

relatados, sejam menos comuns (SREEKUMAR et al., 1996, LIU et al., 2012; YBAÑEZ et al., 

2016). 

 

2.2.4. Anaplasma phagocytophilum  

 

Anaplasma phagocytophilum é considerado um patógeno responsável por uma zoonose 

emergente nos Estados Unidos e Europa (KOCAN et al., 2015). Entre seus hospedeiros 

vertebrados conhecidos incluem-se os seres humanos, além de ruminantes, carnívoros, roedores, 

aves e répteis (STUEN et al., 2013; KOCAN et al., 2015; BATTILANI et al., 2017). Encontra-se 

distribuído geograficamente por toda a Europa, Ásia e EUA. Também já foi detectado na África 

e América do Sul. A transmissão de Anaplasma phagocytophilum envolve algumas espécies de 

carraças pertencentes ao género Ixodes. Encontram-se descritas duas espécies de Ixodes 

associadas a este agente – Ixodes ricinus e Ixodes ventalloi (SANTOS et al., 2004). Ixodes 

ricinus é, sem dúvida, o vector mais importante uma vez que parasita uma ampla variedade de 
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hospedeiros, incluindo os animais de companhia, o Homem e diversos animais silvestres, 

(SANTOS et al., 2018). A inoculação de sangue contaminado parece ser um modo de 

transmissão menos comum (FINE et al., 2016). Todavia, existem relatos de transmissão deste 

agente para animais e humanos através da exposição à amostras de tecidos e sangue infectado 

(BAKKEN et al., 1996; BATTILANI et al., 2017). Como consequência, o referido agente causa 

imunossupressão, a qual pode propiciar a ocorrência de infecções oportunistas (WOLDEHIWET, 

2010; KOCAN et al., 2015). Em ruminantes, Anaplasma phagocytophilum causa enfermidade 

conhecida como Febre da Pastagem ou Febre da carraça WOLDEHIWET (2010), caracterizada 

principalmente por febre alta, e redução da produção de leite. Infecções secundárias por 

Staphylococcus aureus também já foram observadas, devido ao efeito imunossupressor de 

Anaplasma phagocytophilum (WOLDEHIWET, 2006; BATTILANI et al., 2017). A Anaplasma 

phagocytophilum causa anaplasmose granulocítica em equinos e seres humanos. Anaplasmose 

granulocítica equina, por sua vez, é caracterizada por febre, falta de apetite, dificuldade de 

locomoção (FRANZÉN et al., 2005). Pacientes humanos infectados podem apresentar desde uma 

doença assintomática até um quadro grave (BAKKEN et al., 2015). A Anaplasmose 

granulocítica humana caracteriza-se por febre, dores de cabeça, náuseas, tosse, mal-estar, 

mialgia, e rigidez cervical. Diarreia e vômitos são menos comumente relatados. Em casos raros, 

alguns pacientes podem desenvolver síndrome de choque séptico ou tóxico, síndrome de 

desconforto respiratório agudo, ou infecções oportunistas por outros agentes, como vírus ou 

fungos (BAKKEN et al., 2015; BATTILANI et al., 2017). 

 

2.2.5. Anaplasma platys 

 

Anaplasma platys é um agente que infecta plaquetas de cães, ocasionando a doença denominada 

trombocitopenia cíclica canina. Também foi relatada a infecção por este patógeno em gatos 

LIMA et al. (2010), raposas (Vulpes vulpes), camelos bactrianos (Camelus bactrianus), veados-

vermelhos (Cervus elaphus), cervos-sika (Cervus nippon), bovinos e em seres humanos 

(HARVEY et al., 1978; MAGGI et al., 2013; QUROLLO et al., 2014; CARDOSO et al., 2015; 

LI et al., 2015a; LI et al., 2015b; DAHMANI et al., 2015; BATTILANI et al., 2017). O referido 

agente possui distribuição mundial, tendo a carraça Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) 

como possível vector (SIMPSON et al., 1991; INOKUMA et al., 2000; YBAÑEZ et al., 2012). 
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Em cães, a infecção pode manter-se assintomática ou apresentar sinais clínicos como, febre, 

perda de peso, mucosas pálidas, e linfonodomegalia (BRADFIELD et al., 1996; BOUZOURAA 

et al., 2016; BATTILANI et al., 2017). Até o momento não foram descritos sinais clínicos 

associados à infecção por Anaplasma platys em ruminantes. O referido agente já foi 

molecularmente detectado em seres humanos na Venezuela e nos EUA (ARRAGA-

ALVARADO et al., 2014; MAGGI et al., 2014). 

 

2.3. Diagnóstico da anaplasmose  

 

Diversas técnicas para o diagnóstico de Anaplasma spp. estão disponíveis, tais como exame de 

esfregaço de sangue periférico (EESP), SINGH et al. (2012), testes sorológicos TORIONI et al. 

(1998), métodos moleculares e subinoculação de sangue em bezerro esplenectomizado AUBRY 

et al. (2011). EESP tem baixa sensibilidade enquanto os testes sorológicos estão predispostos a 

reacções cruzadas (STRIK et al., 2007). Por outro lado, o método que utiliza subinoculação de 

sangue é relativamente demorado e caro, portanto, métodos moleculares como PCR têm sido os 

métodos preferidos em vários estudos epidemiológicos transversais (AUBRY et al., 2011).  

 

2.3.1. Diagnóstico directo de anaplasmose 

 

Tradicionalmente, o diagnóstico directo é realizado pelo exame directo de esfregaço de sangue 

periférico corado por Giemsa, no qual é possível identificar a presença dos parasitas através de 

microscopia de luz. Entretanto, esta técnica possui uma baixa sensibilidade, uma vez que 

somente permite o diagnóstico em animais com infecção aguda, enquanto que os animais 

assintomáticos não são diagnosticados, sendo estes últimos os que mais contribuem para a 

manutenção da endemicidade da doença, pois actuam como reservatórios para a transmissão dos 

hemoparasitas (BULING et al., 2007; BRITO et al., 2010, 2013). 

 

2.3.2. Diagnóstico sorológico de anaplasmose 

 

Kits comerciais de Ensaio Imunoenzimático competitivo (cELISA) baseados em proteínas msp5 

de Anaplasma marginale, embora apresentem alta sensibilidade, geram reacções cruzadas contra 
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outros organismos do gênero Anaplasma, provavelmente devido à alta conservação do gene 

msp5, o que traz inespecificidade a estes testes. Esta proteína possui a característica de ser 

conservada e altamente estável em Anaplasma spp., cuja função é ainda desconhecida (KOCAN 

et al., 2015). Testes de Fixação do Complemento e de Aglutinação em Cartão, outrora utilizados 

no diagnóstico sorológico da anaplasmose em bovinos, apresentam baixa sensibilidade durante o 

período de incubação da enfermidade e em cursos de infecções persistentes (BRADWAY et al., 

2001; COETZEE et al., 2005; KOCAN et al., 2015). 

 

2.3.3. Diagnóstico molecular 

 

A reacção em cadeia da polimerase (PCR) é sensível e específica, necessitando de mínimas 

quantidades de DNA para obtenção de cópias suficientes para que possam ser detectadas em uma 

matriz inerte GARIBYAN et al. (2013), sendo mais sensível e específica, pois possibilita a 

amplificação do DNA alvo mesmo em baixa concentração. Técnicas moleculares como a PCR, 

tornaram-se ferramentas úteis ao diagnóstico de uma série de patologias que acometem tanto aos 

animais quanto ao homem, e vem sendo utilizadas de forma cada mais rotineira para o 

diagnóstico das hemoparasitoses que acometem os animais de produção (FIGUEROA et al., 

1993; ISHMAEL et al., 2008). Os testes moleculares, além de permitirem maior sensibilidade e 

especificidade no diagnóstico das infecções por Anaplasma spp. essas técnicas permitem o 

sequenciamento e a filogenia para prever padrões futuros de invasão e diversidade (EREMEEVA 

et al., 2011; OGDEN et al., 2006). 

 

2.4. Funcionamento básico da técnica da reacção em cadeia da polimerase (PCR)  

 

A PCR é uma técnica usada no laboratório, que permite detectar e medir genes específicos de 

DNA ou RNA com precisão. A PCR requer uma molécula de DNA, sequências iniciadoras de 

síntese (primers), desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs), enzima DNA polimerase Taq, 

íons de magnésio (cofactor da polimerase), solução tampão de reacção e água ultrapura. Os 

primers são responsáveis por flanquearem a sequência especifica a ser amplificada, funcionando 

como um ponto de iniciação e terminação para a DNA polimerase. Os dNTPs são as quatro bases 

nucleotídicas – adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina (G) – que são usadas pela DNA 
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polimerase para realizar a síntese da sequência alvo que originará o produto de amplificação da 

reacção. A PCR apresenta ampla gama de aplicações em vários ramos da pesquisa científica. 

Essa reacção possibilita que determinada região do genóma de qualquer organismo seja 

multiplicada em milhões de cópias, o que facilita a análise genética e permite o desenvolvimento 

de técnicas de diagnóstico muito mais sensíveis e mais específicas. O procedimento 

da PCR envolve três fases, a desnaturação inicial, anelamento e a extensão final. Essas fases 

ocorrem em temperaturas diferentes e são programadas no aparelho chamado termociclador, 

onde as amostras são incubadas. A desnaturação inicial consiste na separação da dupla fita do 

DNA a ser amplificado. O DNA genómico contendo a sequência a ser amplificada é desnaturado 

por aquecimento em torno de 90°C em diante dependendo do protocolo. O Anelamento consiste 

na ligação do iniciador ou “primer” ao DNA a ser amplificado. Uma vez desnaturado o DNA, a 

temperatura da reacção é reduzida para permitir que os primers se anelem em cada uma das fitas 

unifilamentares, o que possibilita que o DNA polimerase inicie a incorporação dos dNTPs. Nesta 

etapa o ciclo dura cerca de 3 ou mais minutos e compreende as três etapas da reacção, separação 

das cadeias, ligação dos primers e síntese das novas cadeias. O ciclo pode ser repetido 30 ou 

mais vezes. A Extensão final consiste na polimerização propriamente dita. A polimerização é 

uma reacção em que as pequenas moléculas, denominadas monómeros, se combinam 

quimicamente para formar estruturas mais longas (macromoléculas). Após o fim da PCR, os 

produtos amplificados são separados a partir de seu peso molecular através da técnica de 

electroforese em gel de agarose (KUBISTA et al., 2006; ISHMAEL; et al., 2008; GARIBYAN; 

et al., 2013). 

 

2.5. Funcionamento básico da electroforese em gel de agarose  

 

A eletroforese em gel de agarose é um método simples e eficiente usado no laboratório que 

permite separar e identificar moléculas de DNA ou RNA de acordo com o seu tamanho e carga 

eléctrica. Para que se realize a electroforese é necessário a preparação do gel de agarose, 

aplicação das amostras, corrida electroforética, analise e registo dos resultados. O gel deve ser 

preparado ajustando-se as concentrações apropriadas para separar os fragmentos de DNA 

presente na amostra. A agarose utilizada no gel é um polissacarídeo que forma uma rede e 

permite regular a velocidade da migração das moléculas durante a separação. Após a aplicação 
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das amostras encaixa-se a tampa da cuba contendo os cabos que permitem a conexão entre a 

cuba e a corrente. As bandas são visualizadas por meio da coloração com reagentes fluorescentes 

intercalantes de ácidos nucléicos, como brometo de etídeo e, outros corantes que possuem 

afinidade por ácidos nucleicos (NASCIMENTO et al., 1999; SOUZA, 2003). 

 

2.6. Depósito de sequências  no GenBank / banco de dados 

 

Banco de dados é a ferramenta de informações genómicas de apoio bibliográfico. É uma 

ferramenta muito usada na bioinformática. Uma colecção anotada de todas as sequências de 

DNA publicamente disponíveis (MIZRACHI, 2010). Um dos principais banco de dados sobre 

informações genómicas é o banco de dados do Centro Nacional para Informação Biotecnológica 

dos EUA (NCBI), disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov (SOUZA, 2011). 

 

2.7. Funcionamento básico do BLAST ou análise das sequências  

 

BLAST é a ferramenta que procura regiões de similaridade local entre as sequências e faz 

comparação de sequências de DNA ou RNA com os bancos de dados genómicos. Com isto, o 

programa é capaz de identificar relação entre sequências que compartilham similaridade mesmo 

que esta ocorra somente em algumas regiões isoladas e calcula a significância estatística da 

diferença entre elas. Um banco de dados organiza e estrutura as informações de modo a facilitar 

consultas, actualizações e delecções de dados  (ALTSCHUL et al., 1990, EMBRAPA, 2007).  

 

2.8. Filogenética e sua importância  

  

Filogenética é o campo da biologia que busca identificar e compreender as relações evolutivas 

entre as diferentes formas de vida na Terra. Os primeiros critérios objectivos para a reconstrução 

filogenética baseavam-se em dados morfológicos. Com o acesso recente à estrutura de 

macromoléculas (DNA, RNA e proteínas), as análises filogenéticas passaram a ter um avanço 

vertiginoso. O conceito de filogenia surgiu com Darwin, junto com o próprio conceito de 

ancestralidade entre espécies, que foi representado por meio de uma árvore, que indica supostas 

relações de ancestralidade entre as espécies (SOUZA, 2011). Uma árvore filogenética é uma 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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representação gráfica de relações ancestral-descendente entre organismos ou sequências 

genéticas e deve ser considerada como uma hipótese de um relacionamento evolutivo entre um 

grupo de organismos (CALDART et al., 2016).  

 

2.9. Tratamento da anaplasmose 

 

O tratamento de anaplasmose pode ser efectuado com antibióticos de amplo espectro ou 

Dipropionato de imidocarb. Antibióticos de amplo espectro nomeadamente: Doxiciclina. 

Cloridrato de oxitetraciclina e enrofloxacina (PEREIRA-MAIA et al., 2010; KAARTINEN et 

al., 1995). 

 

     2.10. Controle da anaplasmose 

 

Banhos carracicidas mais frequentes contribuem eficazmente no controle da doença 

(THOMPSON et aI., 1978). Bovinos oriundos de regiões livres podem ser protegidos contra a 

anaplasmose pela administração de tetraciclina, por via intramuscular ou endovenosa, no 

intervalo de duas a três semanas (THE MERCK VETERINARY MANUAL, 1973). Existem 

medidas preventivas já estabelecidas, como por exemplo, a premunição, quimioprofilaxia e 

vacinas (FARIAS, 2007). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Caracterização da área do Estudo 

 

O estudo foi realizado na empresa Nguluzane Agro-pecuária Lda, em Julho de 2021, localizada 

no bairro Patrice Lumumba, no Distrito de Xai-Xai na província de Gaza. Geograficamente, o 

Distrito é delimitado a Sul de Moçambique pelo Oceano Índico, a Norte pelos Distritos de 

Chibuto e Chókwè, a Este pelo distrito de Bilene e Oeste pelo distrito de Mandlakazi (MAE, 

2014). O clima predominante da região é tropical seco, com temperaturas médias anuais acimas 

de 25°C (MAE, 2005; MICOA, 2012). A região possuem solos argilosos e arenosos (INE, 2020). 

 

3.1.1. Produção pecuária em Gaza 

 

O fomento pecuário tem sido fraco. Porém, o investimento privado e a tradição na criação de 

gado e uso de tracção animal, conduziram ao crescimento do efectivo bovino de 22 mil cabeças 

em 2000, para cerca de 38 mil cabeças em 2004, cuja exploração é feita por vários criadores 

privados e familiares, servidos por algumas infra-estruturas de apoio. Os animais domésticos 

mais importantes para o consumo familiar são as galinhas, os patos e os cabritos, enquanto que, 

para a comercialização, são os bois, os cabritos, os porcos e as ovelhas. Dada a existência de 

boas áreas de pastagem e de fontes de água próximas, existem boas condições para o 

desenvolvimento da pecuária no distrito, sendo as doenças e a falta de fundos e de serviços de 

extensão, os principais obstáculos ao seu desenvolvimento (MAE, 2005). Em termos de 

exploração pecuária existem cinco empresas formais de criação de gado com infra-estruturas 

próprias. As principais empresas privadas pecuárias são a Empresa Agro-Pecuária de Novela, 

Agropecuária das Lizírias, Agro-Pecuária Anglusane, Agro-Pecuária de Carvalho e produção de 

Leite (Nguluzane) e a Agro-pecuária Ribeiro (MAE, 2014). 

 

3.2. Desenho do estudo 

 

Foram colhidas aleatoriamente 105 amostras de sangue de bovinos de raça Brahman das 

seguintes categorias, 35 vítelos/as, 35 novilhos e 35 vacas, pertecentes a Unidade de Produção de 
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Nguluzane Agro-pecuária Lda,  na província de Gaza. As amostras foram colhidas numa manga 

de tratamento pela veia cocígea, em tubos contendo anticoagulante EDTA (ácido etileno 

diaminotetra acético) para extracção do DNA e posterior a realização da PCR. Um animal 

corresponde a uma amostra e os mesmos estão identificados em números de acordo com o anexo 

II. Os animais foram categorizadas por idade (7-12 meses vitelos; 1-2 anos novilhos; 5-10 anos 

vacas), e sexo (machos e fêmeas). A manga tem uma dimensão completa de 1.200m
2
 dividido 

em compartimentos. De cada bovino foram colectados 2-5 ml de sangue. Após a colheita, as 

amostras foram colocadas num colman e mantidas em gelo à uma temperatura de 2
o
C a 8

o
C, 

transportadas de carro durante 3 horas até a chegada ao laboratório Central da Veterinária (LCV-

DCA) e armazenadas a -20
o
C durante 3 dias. As amostras foram aliquotadas em microtubos do 

tipo Eppendorf de 1,5 ml e mantidas a -20ºC durante 2 meses para posterior extração do DNA 

genómico. 

 

3.3. Procedimentos metodológicos  

 

3.3.1. Extracção do DNA 

 

A extração do DNA de sangue dos bovinos amostrados foi realizada no Laboratório Central da 

Veterinária, Direcção de Ciências Animais de Maputo (DCA-IIAM), Moçambique. O DNA foi 

extraído a partir de 200 µL de sangue de cada amostra, utilizando-se um kit comercial QIAamp
®
 

DNA Mini Kit, (250) QIAGEN Hilden, Germany, de acordo com as instruções do fabricante. As 

amostras tiveram sua concentração de DNA e relações 260/280 mensuradas em aparelho 

espectrofotômetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA). Posteriormente foram 

armazenadas a -20 ºC até a realização dos ensaios da PCR.  

 

3.3.2. Ensaios da PCR convencional (cPCR) para Ehrlichia spp. baseada no fragmento 

do  gene 16S rRNA 

 

Todas às amostras de DNA foram submetidas à cPCR, baseada no gene 16S rRNA, usando os 

seguintes primers: farword:5‟ CGT ATT CAC CGT GGC ATG-3‟ e reverse: 5‟ GGT TTA ATT 

CGA TGC AAC GCG A-3‟. A reacção foi realizada num volume total de 25 µ contendo os 
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seguintes reagentes: Água ultra pura ou RNase-free water: 11.3µ; Buffer ou tampão: 2.5µ; 

Mgcl2: 1.5µ; DNTP‟s: 2.0µ; Taq: 0.2µ; 1.25µ de cada primer, e 5µ de DNA da amostra 

totalizando 25µ. A sequência térmica e o tempo da PCR foram aplicados com uma desnaturação 

inicial a 95°C por 5 minutos, anelamento seguido de 35 ciclos que compreende três fases com 

desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 

minuto, e uma extensão final a 72°C por 10 minutos. Este processo foi realizado em aparelho 

termociclador modelo GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Água ultra pura 

(Promega®) foi utilizada como controlo negativo para todas as reacções e DNA positivo à 

Anaplasma como o controlo-positivo. 

 

3.3.3. Ensaios da PCR convencional (cPCR) para Anaplasma marginale baseado no 

fragmento do gene Msp5 

 

Posteriormente, todas as amostras foram todas submetidas a ensaios da cPCR baseados no gene 

Msp5, usando os seguintes primers: Amar msp5 eF: (GCA TAG CCT CCG CGT CTT TC) Amar 

msp5 eR: (TCC TCG CCT TGG CCC TCA GA) Amar msp5 iF: (TAC ACG TGC CCT ACC 

GAG TTA), a fim de detectar Anaplasma marginale, utilizando protocolo previamente descrito 

por SINGH et al. (2012). A reacção foi realizada num volume total de 25 µ contendo os 

seguintes reagentes: Água ultra pura ou RNase-free water:11.3µ; Buffer ou tampão:2.5µ; 

Mgcl2:1.5µ; DNTP‟s:2.0µ; Taq:0.2µ; 1.25µ de cada primer, e 5µ de DNA da amostra totalizando 

25 µ. A sequência térmica e o tempo da PCR foram aplicados com uma desnaturação inicial a 

94°C por 5 minutos, anelamento seguido de 34 ciclos que compreende três fases com 

desnaturação a 94°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 

minuto, e uma extensão final a 72°C por 10 minutos. Este processo foi realizado em aparelho 

termociclador modelo GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Água ultra pura 

(Promega®) foi utilizada como controlo negativo para todas as reacções e DNA positvo à 

Anaplasma marginale como controlo-positivo. Os produtos da PCR foram submetidos à 

electroforese horizontal em gel de agarose a 1.5%. 
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3.3.4. Electroforese do DNA em gel de agarose 

 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 1.5%, em 

tampão de corrida TAE (Rotiphorese® Tampon 50x TAE) a 10%. A eletroforese foi realizada a 

90V/250mA durante 60 minutos. Para a determinação dos produtos amplificados foi utilizado 

um marcador de peso molecular de 100 pares de base (Promega, Madison, Estados Unidos). Os 

resultados foram visualizados e analisados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta 

acoplado a um programa computacional de análise de imagens (Biometra TI 1).  

 

3.3.5. Purificação dos produtos reamplificados  

 

Após a reacção da PCR para Anaplasma spp. e Anaplasma marginale, foram seleccionados os 

amplicons reamplificados positivos representativos e purificados utilizando-se Wizard® SV Gel 

and PCR Clean-Up System Ref A 9282 (promega, Estados Unidos) de acordo com as 

recomendações do fabricante. A quantificação do DNA purificado foi realizada em aparelho 

espectrofotômetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA). 

 

3.3.6. Sequenciamento do DNA 

 

O Sequenciamento do DNA consistiu no método de SANGER et al. (1977), conhecido como 

método de terminação de cadeia por dideoxinucleotídeo que permite determinar a ordem exacta 

dos nucleotídeos em um segmento. Denomina-se sequenciamento as técnicas ou métodos 

utilizados para identificar uma sequência de DNA ou RNA. A sequência do DNA ou RNA é um 

pré-requisito para a análise detalhada de um gene. O sequenciamento dos amplímeros foi 

realizado no LGC (laboratory of the goverment Chemist) laboratório de quimíca do governo em 

Berlin na Alemanha.  

 

3.3.7. Análise das sequências  

 

As sequências de nucleotídeos provenientes do sequenciamento foram inseridas no programa 

Phred Phrap EWING (1998), para avaliação da qualidade dos eletroferogramas. Bases com 
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qualidade acima de 20 foram consideradas confiáveis. Também no mesmo programa foram 

geradas as sequências Consenso. As sequências consenso foram obtidas utilizando o programa 

CAP3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py). O programa BLASTn 

ALTSCHUL et al. (1990) foi usado para comparar as identidades dos nucleotídeos obtidos com 

sequências depositadas no banco de dados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (BENSON 

et al., 2002). 

 

3.3.8. Análise Filogenética 

 

As sequências de nucleotídeos salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras 

sequências homólogas do mesmo gene sequenciado, retiradas do banco de dados (Genbank), 

utilizando o software MAFTT. Os alinhamentos salvos em modo “FASTA” foram transformados 

em modo Nexus, Phylip e Mega pelo site Alignment Transformation Enviroment (ambiente de 

transformação de alinhamentos) (GLEZ-PEÑA et al., 2010). Para a construção das àrvores 

filogenéticas foi realizada análise de Máxima Verossimilhança utilizando a plataforma online 

IQtree (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/). Análise de Máxima Verossimilhança é um método 

estatístico em que os estimadores atribuem à amostra a maior probabilidade de ser observada. O 

modelo evolutivo foi encontrado utilizando o software jModelTest 2 (GUINDON et al.,  2003; 

DARRIBA et al., 2012). Os suportes dos clados para as análises de Máxima Verossimilhança 

foram avaliados através de análises de bootstrap FELSENSTEIN (1985) de 1000 repetições. A 

edição da árvore filogenética assim como o enraizamento (via grupo externo) foi realizada 

utilizando o software Treegraph 2.0.56-381 beta (STOVER et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py
http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/
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4. RESULATDOS  

 

4.1. Detecção molecular da anaplasmose 

 

Todas as amostras submetidas a cPCR foram positivas à Anaplasma spp. baseado no gene 16S 

rRNA 94.28% (33/35) em vitelos/as; 100% (35/35) em novilhos e 91.42% (32/35) em vacas; com 

uma ocorrência global de 95.23% (100/105) respectivamente e foram  postivas à Anaplasma 

marginale baseado no gene msp5 91.42% (32/35) em vitelos/as; 97,14% (34/35) em novilhos e 

85.71% (30/35) em vacas; com com uma ocorrência global de 92.38% (97/105). No entanto 

cinco (5) amostras foram negativas à Anaplasma spp. e oito (8) amostras negativas à Anaplasma 

marginale (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Percentagens das amostras positivas à Anaplasma spp. e Anaplasma marginale. 

Categoria animal Númerode  de 

amostras 

Positivos a Anaplasma 

spp (%) 

Positivos a Anaplasma 

marginale (%) 

Vitelos/as  35 (33/35)  94.28% (32/35)  91.42% 

Novilhos  35 (35/35)  100% (34/35)  97,14% 

Vacas  35 (32/35)  91.42% (30/35)  85.71% 

Totais  105 (100/105) 95.23% (97/105) 92.38% 

 

4.2. Resultado da electroforese em gel de agarose 

 

Todas as amostras positivas à electroforese em gel de agarose apresentaram uma linha ou banda 

bem definida de 450pb para Anaplasma spp. (Figura1 e 2) e 458pb para Anaplasma marginale 

(Figura 3 e 4). 

 

Figura 1: Resultados da electroforese em gel de agarose a 1.5%, onde observam-se fragmentos 

de DNA de aproximadamente 450pb de acordo com a indicação da seta, que caracterizam os 
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produtos amplificados. M: marcador do peso molecular (100bp), C- controlo negativo, C+ 

controlo positivo.  

 

Figura 2: Resultados da electroforese em gel de agarose a 1.5%, onde observam-se fragmentos 

de DNA de aproximadamente 450pb de acordo com a indicação da seta, que caracterizam os 

produtos amplificados. Uma (1) amostra foi negativa à Anaplasma spp. 

 

Figura 3: Resultados da electroforese em gel de agarose a 1.5%, onde observam-se fragmentos 

de DNA de 458pb de acordo com a indicação da seta, que caracterizam os produtos 

amplificados.  

 

Figura 4: Resultados da electroforese em gel de agarose a 1.5%, onde observam-se fragmentos 

de DNA de 458pb de acordo com a indicação da seta, que caracterizam os produtos 

amplificados. Quatro (4) amostras foram negativas à Anaplasma marginale. 
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Dentre às amostras positivas, foram sequenciadas e depositadas no banco de dados 30 sequências 

representativas sendo 15 de Anaplasma spp. que é igual número de Anaplasma marginale 

respectivamente (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Número de acesso no banco de dados das sequências de fragmentos dos genes 16S 

rRNA e msp5 (Anaplasma spp. e Anaplasma marginale) obtidas neste estudo. 

Número de 

ordem  

Identifição da Amostra Número de acesso no Genbank   

16S rRNA Msp5 

1 9 OM365905 OQ363888 

2 11 ON408396 OQ363889 

3 16 ON408397 OQ363890 

4 18 ON408398 OQ363891 

5 34 OM365908 OQ363892 

6 44 ON408401 OQ363893 

7 46 ON408402 OQ363894 

8 50 ON408404 OQ363895 

9 54 OM365909 OQ363896 

10 64 ON408408 OQ363897 

11 75 OQ362286 OQ363898 

12 77 OQ362287 OQ363899 

13 101 OQ362288 OQ363900 

14 104 OQ362289 OQ363901 

15 105 OQ362290 OQ363902 

 

4.3. Análise de sequências/ similaridade 

 

4.3.1. Análise de sequências de Anaplasma spp. do gene 16S rRNA e msp5 e Anaplasma 

marginale detectados em bovinos amostrados em Nguluzane 

 

A Análise pelo BLASTn revelou que as sequências de nucleotídeos (OM365905, ON408396, 

ON408398 e ON408008) de Anaplasma spp. obtidas neste estudo compartilham identidade de 
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98.83-99.77% com uma sequência de nucleotídeo (MK680807) de Anaplasma marginale, e uma 

sequências de nucleotídeo (MF289480) de Anaplasma centrale obtidas do GenBank. As três 

primeiras sequências também compartilham identidade de 99.77% com uma sequência 

(KU585989) de Anaplasma platys também obtida do GenBank. A sequência de nucleotídeo 

(ON408397) amplificada neste estudo compartilha identidades de 98.09; 97.85; 97.85; 97.85; 

97.61; 97.61; 97.61% respectivamente com as seguintes sequências de nucleotídeos (KU586172, 

MN266939, KU585990, KC189854, ON231804, OP788188 e MZ203398) obtidas do GenBank 

dos seguintes agentes, Candidatus Anaplasma cinensis,  Anaplasma platys,  Anaplasma 

marginale, Anaplasma sp. Omatjenne, Candidatus Anaplasma shandongen, Anaplasma 

phagocytophilum e Candidatus Anaplasma camelii respectivamente. Outra sequência de 

nucleotídeo (ON408401) obtida neste estudo compartilha identidades de 98.33% com as 

seguintes sequências obtidas do banco de dados (MH762079, MF289477, KU585990 e 

MZ477262) de Candidatus Anaplasma cinensis, Anaplasma platys, Anaplasma marginale e 

Anaplasma phagocytophilum e a mesma sequência também compartilha identidade de 98.09% 

com duas sequências (MT510533 e ON231804) obtidas do banco de dados dos seguintes 

agentes, Candidatus Anaplasma camelii e Candidatus Anaplasma shandongen. A sequência de 

nucleotídeo (ON408404) obtida neste estudo compartilha identidade de 98.57% com duas 

sequências de nucleotídeos (MT510526 e MZ488425) obtidas do banco de dados dos seguintes 

agentes, Candidatus Anaplasma camelii e Anaplasma phagocytophilum, e a mesma sequência 

também compartilha identidade de (99.05% e 98.81%) com duas sequências (KU586172 e 

MN266939) obtidas do banco de dados dos seguintes agentes, Candidatus Anaplasma cinensis e 

Anaplasma platys. A sequência de nucleotídeo (OM365909) obtida neste estudo compartilha 

identidade de 99.30% com duas sequências (MT510533 e MF289483) obtidas do banco de dados 

dos seguintes agentes, Candidatus Anaplasma camelii e Anaplasma phagocytophilum, e também 

compartilha identidade de 99.54% com três sequências de nucleotídeos (MN266939, MH762079 

e KU585990) dos seguintes agentes, Anaplasma platys, Candidatus Anaplasma cinensis e 

Anaplasma marginale. Uma sequência de nucleotídeos (ON408402) obtida neste estudo 

compartilha identidade de 99.53% com uma sequência (MN401150) do banco de dados de 

Anaplasma platys e também compartilha identidade de 95,58% com uma sequência de 

nucleotídeo (MT337508) de Anaplasma phagocytophilum do GenBank.  
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4.3.2. Análise de sequências de Anaplasma marginale do gene msp5 detectados em 

bovinos amostrados em Nguluzane 

 

A Análise pelo BLASTn revelou que oito sequências de nucleotídeos de Anaplasma marginale 

(OQ363892, OQ363893, OQ363894, OQ363896, OQ363897, OQ363899, OQ363900 e 

OQ363902) obtidas neste estudo compartilham identidades de 99.35-99,56% com a sequência 

(LC467711) do Sir Lanka obtida do GenBank. Duas sequências de nucleotídeos de Anaplasma 

marginale (OQ363889 e OQ363891) amplificadas no presente estudo compartilham identidades 

de 99.77% e 100% com uma sequência cujo número de acesso no GenBank é (MK188882) da 

Tailândia. Outras duas sequências (OQ363895 e OQ363901) também obtidas neste estudo 

compartilham identidades de 99.74% e 99.77% com uma sequência cujo número de acesso no 

GenBank é (MK715440) da Índia. Também duas sequências (OQ363888 e OQ363898) obtidas 

neste estudo compartilham identidades de 99.55% e 99.78% com uma sequência cujo número de 

acesso no GenBank é (MK715439) da Índia, finalmente, uma sequência de nucleotídeo 

(OQ363890) compartilha identidade de 100% com uma sequência de nucleotídeo de Anaplasma 

marginale obtida do GenBank com o número de acesso (LC706301) da Índia. 

 

4.3.3. Análise filogenética de sequências dos genes 16S rRNA e msp5 de Anaplasma spp. 

e Anaplasma marginale amplificadas em amostras de bovinos de Nguluzane 

 

As sequências obtidas no presente estudo em conjunto com aquelas disponíveis no banco de 

dados, foram utilizadas para construção de duas árvores filogenéticas, separadamente: uma de 

Anaplasma spp. e  outra de Anaplasma marginale. Os números nas árvores indicam valores de 

probabilidade para os pontos de ramificação que variam entre 43%-83% para Anaplasma spp. e 

33%-75% para Anaplasma marginale.  

 

4.3.3.1. Árvore filogenética de Anaplasma spp 

  

 Na árvore filogenética de Anaplasma spp. (figura 5) as sequências Moçambicanas distribuem-se 

ao longo da árvore posicionando-se em quatro grupo distintos. No primeiro grupo posicionam-se 

seis sequências, uma de Anaplasma sp. de Moçambique (OM365905), uma de Anaplasma 
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marginale do Paquistão, uma sequência de Anaplasma ovis dos Estados Unidos, uma sequência  

de Anaplasma centrale da África do Sul uma de Anaplasma ovis da China e finalmente uma 

sequência de Anaplasma centrale da China. No segundo grupo posicionam-se apenas duas 

sequências de nucleotídeos (ON408398 e ON408396) de Anaplasma sp. Moçambicanas 

enquanto no terceiro grupo de sequências estão posicionadas seis sequências sendo cinco 

Moçambicanas e uma de Anaplasma marginale da China. No quarto grupo de sequências de 

nucleotídeos posicionam-se três sequências de Anaplasma phagocytophilum uma da China, uma 

Turquia e outra de Anaplasma sp. de Moçambique. Sequências de Ehrlichia chaffeensis foram 

utilizadas como grupo externo. 

 

 

Figura 5: Análise filogenética das sequências de Anaplasma spp. detectadas em bovinos da 

província de Gaza, Moçambique, com base no gene 16S rRNA- (alinhamento de 500 pb). A 

árvore foi construída utilizando o método Máxima Verossimilhança empregando o modelo 

evolutivo TIM3e+G4.  
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4.3.3.2. Árvore filogenética de Anaplasma marginale  

 

Na Árvore filogenética as sequências de Anaplasma marginale Moçambicanas posicionam-se 

entre sequências de nucleotídeos da Índia, Tailândia e Egipto, porém, há uma sequência de 

Moçambique (OQ363898), que se posiciona entre sequências do Egipto, Sir Lanka e Benin. 

Sequências de Anaplasma phagocytophilum foram utilizadas como grupo externo. 

 

 

Figura 6: Análise filogenética das sequências de Anaplasma marginale detectadas em bovinos 

da província de Gaza, Moçambique, com base no gene msp5- (alinhamento de 500 pb). A árvore 

foi construída utilizando o método Máxima Verossimilhança empregando o modelo evolutivo 

HKY+F+G4.  
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5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

No presente estudo, a ocorrência de Anaplasma spp. e Anaplasma marginale em bovinos da 

Unidade de Nguluzane, no Sul de Moçambique foi investigada por PCR. Os resultados do estudo 

demonstraram que esses ruminantes estão expostos em alta frequência a esses hemoparasitas. É a 

primeira evidência da ocorrência desses agentes na Unidade de Nguluzane Agro-pecuária Lda a 

ser estudada. Com base no BLAST foram identificadas Anaplasma spp. filogeneticamente 

associada a Anaplasma marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, Anaplasma 

phagocytophilum, Anaplasma platys, Anaplasma sp. Omatjenne Candidatus Anaplasma camelii 

Candidatus Anaplasma cinensis, e Candidatus Anaplasma Shandongen foram detectados em 

bovinos amostrados em Gaza, Moçambique. Por outro lado, utilizando metodologia semelhante, 

FERNANDES et al. (2019) não detectaram Anaplasma spp. filogeneticamente associada a 

Anaplasma sp. Omatjenne Candidatus Anaplasma camelii, Candidatus Anaplasma cinensis’ e 

Candidatus Anaplasma Shandongen em bovinos na província de Maputo. Por outro lado, 

utilizando metodologia semelhante, MACHADO et al. (2016) não detectaram Anaplasma spp. 

filogeneticamente associada a A. ovis, Anaplasma sp. Omatjenne, Candidatus A. camelii, 

Candidatus A. Cinesis e Candidatus A. Shandongen em búfalos africanos em Moçambique. Tais 

achados reforçam a relevância do emprego de diferentes métodos de detecção de patógenos, para 

melhor auxiliar na conclusão de um diagnóstico e na condução de levantamentos 

epidemiológicos. 

 

Ao compararmos a taxa para A. marginale encontrada no presente estudo (92.38%) com a de 

outros estudos já anteriormente realizados em Moçambique, observa-se resultados semelhantes 

àquele encontrado (95.7%) por FERNANDES et al. (2017) em bovinos também na região Sul do 

país, para A. marginale. Anteriormente, MACHADO et al. (2016) encontraram 72,2% de 

positividade para A. marginale entre uma população de búfalos africanos oriundos da Reserva de 

Marromeu, em Moçambique, ELELU et al. (2016) encontraram 75,9% de positividade para A. 

marginale em bovinos na Nigéria e POTHMANN et al. (2016) relataram uma ocorrência de 

89,7% para A. marginale entre bovinos amostrados em Madagascar. Tais achados enfatizam a 

necessidade da utilização de diferentes protocolos da PCR baseados em distintas regiões génicas 

a fim de explorar a diversidade de genótipos e espécies em uma dada amostra biológica. 
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Nos resultados analisados pelo Blast, mostram uma alta identidade de 90% de Anaplasma 

phagocytophilum (Anaplasmose granulocítica humana) o que torna um perigo a Unidade e os 

pequenos produtores da região estudada. Anaplasma phagocytophilum é considerado um 

patógeno responsável por uma zoonose emergente nos Estados Unidos e Europa (KOCAN et al., 

2015). Todavia, existem relatos de transmissão deste agente para animais e humanos através da 

exposição à amostras de tecidos e sangue infectado (BAKKEN et al., 1996; BATTILANI et al., 

2017). A Anaplasma phagocytophilum causa anaplasmose granulocítica em equinos e seres 

humanos. Pacientes humanos infectados podem apresentar desde uma doença assintomática até 

um quadro grave (BAKKEN et al., 2015). A Anaplasmose granulocítica humana caracteriza-se 

por febre, dores de cabeça, náuseas, tosse, mal-estar, mialgia, e rigidez cervical. Diarreia e 

vômitos são menos comumente relatados. Em casos raros, alguns pacientes podem desenvolver 

síndrome de choque séptico ou tóxico, síndrome de desconforto respiratório agudo, ou infecções 

oportunistas por outros agentes, como vírus ou fungos (BAKKEN et al., 2015; BATTILANI et 

al., 2017). 

 

Assim, os resultados do presente estudo demonstram grande potencial de transmissão na área 

estudada e apontam a importância de medidas de controlo. Esses dados podem fornecer 

informações valiosas para os serviços nacionais da pecuária, bem como planejar futuras 

intervenções para a saúde animal. Mais estudos são necessários para monitorar os rebanhos e 

identificar outros factores que possam representar um risco epidemiológico na Unidade. 

 

Futuros estudos em Moçambique são necessários para avaliar variações sazonais, áreas de 

ocorrência de carraças vectores deste agente entre ruminantes domésticos e selvagens. Ainda, a 

ocorrência do referido agente em outros potenciais reservatórios, tais como roedores, deve ser 

melhor investigada no país. Desta forma, destaca-se a importância da adoção de medidas 

preventivas quanto à anaplasmose bovina em seu sentido mais amplo, considerando a ocorrência 

de espécies e genótipos encontrados no presente estudo. Neste sentido, o controle de vectores e 

acompanhamento veterinário dos rebanhos bovinos fazem-se necessários. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O estudo conclui que:  

 

 Testes moleculares mostram uma alta exposição de bovinos à Anaplasma spp. e 

Anaplasma marginale na Unidade de Produção Nguluzane Agro-pecuária Lda. apesar da 

manada apresentar-se aparentemente saudável. 

 

 A manada de bovinos de Nguluzane, apesar de apresentar-se aparentemente saudável, 

está infectado com Anaplasma marginale. A infecção por Anaplasma marginale é 

comum nas três categorias bovinas; 

 

 No estudo foram detectadas Anaplasma spp. filogeneticamente relacionadas a Anaplasma 

marginale, Anaplasma centrale, Anaplasma ovis, Anaplasma phagocytophilum, 

Anaplasma platys,  Anaplasma sp. Omatjenne, Candidatus Anaplasma camelii, 

Candidatus Anaplasma cinensis e Candidatus Anaplasma Shandongen; 

 

 Anaplasma marginale encontrada nas amostras deste estudo são geneticamente  similares 

à Anaplasma marginale que ocorre nos países Asiásticos (Índia, Tailândia e Sri Lanka) 

de acordo com as sequências depositadas no banco de dados. 
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7. RECOMENDAÇÕES 

 

Recomenda-se aos estudantes e aos investigadores: 

 

 Estudos moleculares, com recurso a primer específicos para identificação de espécies de 

Anaplasma spp. reportadas filogeneticamente no presente estudo por forma a melhorar a 

percepção da sua diversidade; 

 

 Estudos adicionais são necessários a fim de aprimorar os conhecimentos referentes a 

diferentes oligonucleotídeos iniciadores para espécies de Anaplasma. 

 

A empresa recomenda-se: 

 

 Dado que toda a manada está infectada por Anaplasma spp. com diferentes espécies e 

Anaplasma marginale, recomenda-se a realização de tratamentos com antibióticos de 

amplo espectro; 

 

 Realização de despistes anuais de anaplasmose, sobretudo na época chuvosa onde a carga 

parasitária é elevada. 
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Anexo I: Mapa de localização da área do estudo, indicando em vermelho o Distrito de Xai-Xai e 

destacando em negrito o ponto de amostragem na Unidade de Nguluzane. 
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Anexo II: Resultados do diagnóstico da PCR  

Número Sexo  Categoria Resultados da PCR 

Ehr spp 

Resultados da PCR 

Msp5 

1-7174 M Vítelo Positivo Positivo 

2-7187 M Vítelo Positivo Positivo 

3-6443 M Vítelo Positivo Positivo 

4-7259 M Vítelo Positivo Positivo 

5-7216 M Vítelo Positivo Positivo 

6-7241 M Vítelo Positivo Positivo 

7-7405 M Vítelo Positivo Positivo 

8-7406 M Vítelo Positivo Positivo 

9-7350 F Vítela Positivo Positivo 

10-7358 M Vítelo Positivo Positivo 

11-7398 F Vítela Positivo Positivo 

12-7418 M Vítelo Positivo Negativo  

13-7419 F Vítela Positivo Positivo 

14-7404 F Vítela Positivo Positivo 

15-7499 M Vítelo Positivo Positivo 

16-7368 F Vítela Positivo Positivo 

17-7400 M Vítelo Positivo Positivo 

18-7483 F Vítela Positivo Positivo 

19-7420 M Vítelo Positivo Positivo 
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20-7481 F Vítela Positivo Positivo 

21-7505 M Vítelo Positivo Positivo 

22-7453 F Vítela Positivo Positivo 

23-7401 M Vítelo Positivo Positivo 

24-7349 M Vítelo Positivo Positivo 

25-7501 F Vítela Positivo Positivo 

26-7359 F Vítela Positivo Positivo 

27-7454 M Vítelo Positivo Positivo 

28-7482 F Vítela Negativo Negativo 

29-7367 M Vítelo Positivo Positivo 

30-7399 F Vítela Positivo Positivo 

31-7403 F Vítela Negativo Positivo 

32-7479 F Vítela Positivo Positivo 

33-7357 M Vítelo Positivo Positivo 

34-7498 F Vítela Positivo Positivo 

35-7503 M Vítelo Positivo Positivo 

36-5794 M Novilho Positivo Positivo 

37-6232 M Novilho Positivo Positivo 

38-6016 M Novilho Positivo Positivo 

39-5983 M Novilho Positivo Positivo 

40-6225 M Novilho Positivo Positivo 

41-6208 M Novilho Positivo Positivo 
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42-6077 M Novilho Positivo Positivo 

43-6229 M Novilho Positivo Positivo 

44-6212 M Novilho Positivo Positivo 

45-5935 M Novilho Positivo Positivo 

46-6143 M Novilho Positivo Positivo 

47-6226 M Novilho Positivo Negativo 

48-6164 M Novilho Positivo Positivo 

49-6218 M Novilho Positivo Positivo 

50-6221 M Novilho Positivo Positivo 

51-5798 M Novilho Positivo Positivo 

52-6110 M Novilho Positivo Positivo 

53-6032 M Novilho Positivo Positivo 

54-5965 M Novilho Positivo Positivo 

55-5777 M Novilho Positivo Positivo 

56-6136 M Novilho Positivo Positivo 

57-6216 M Novilho Positivo Positivo 

58-6237 M Novilho Positivo Positivo 

59-5992 M Novilho Positivo Positivo 

60-5850 M Novilho Positivo Positivo 

61-6104 M Novilho Positivo Positivo 

62-6140 M Novilho Positivo Positivo 

63-6165 M Novilho Positivo Positivo 
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64-5977 M Novilho Positivo Positivo 

65-5877 M Novilho Positivo Positivo 

66-5929 M Novilho Positivo Positivo 

67-6121 M Novilho Positivo Positivo 

68-5957 M Novilho Positivo Positivo 

69-6011 M Novilho Positivo Positivo 

70-6013 M Novilho Positivo Positivo 

71-2542 F Vaca Positivo Positivo 

72-3031 F Vaca Positivo Positivo 

73-3632 F Vaca Positivo Positivo 

74-5014 F Vaca Positivo Positivo 

75-4849 F Vaca Positivo Positivo 

76-5242 F Vaca Positivo Positivo 

77-4495 F Vaca Positivo Positivo 

78-4607 F Vaca Positivo Positivo 

79-1173 F Vaca Positivo Positivo 

80-2204 F Vaca Positivo Positivo 

81-4403 F Vaca Negativo Positivo 

82-4963 F Vaca Positivo Negativo 

83-1323 F Vaca Positivo Positivo 

84-4358 F Vaca Positivo Positivo 

85-4160 F Vaca Positivo Positivo 
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86-4626 F Vaca Positivo Positivo 

87-1731 F Vaca Positivo Negativo 

88-2661 F Vaca Positivo Positivo 

89-4580 F Vaca Positivo Negativo 

90-4494 F Vaca Positivo Positivo 

91-4246 F Vaca Positivo Positivo 

92-2015 F Vaca Positivo Negativo 

93-4304 F Vaca Positivo Positivo 

94-3339 F Vaca Negativo Positivo 

95-4042 F Vaca Positivo Positivo 

96-1736 F Vaca Positivo Positivo 

97-1571 F Vaca Negativo Positivo 

98-3969 F Vaca Positivo Positivo 

99-1636 F Vaca Positivo Positivo 

100-4452 F Vaca Positivo Negativo 

101-4611 F Vaca Positivo Positivo 

102-2709 F Vaca Positivo Positivo 

103-4440 F Vaca Positivo Positivo 

104-4971 F Vaca Positivo Positivo 

105-190 F Vaca Positivo Positivo 

Totais positivos    100 97 

Totais negativos   5 8 
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Anexo III: Demostração dos passos desde a colheita até ao processamento das amostras no 

laborátorio  

a)                                         b)    

a) Colheita das amostras pela veia coccígea                    b) Extracção do DNA 

 

c)              

c) Realização da PCR e Amplificação do DNA 

 

d)     

d) Electroforese em gel de Agarose  

         

e)  

e) Purificação do DNA 


