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“Todo processo tem um início e 

termina com uma revelação” 

 

Shingo Annen (Shing02)



 

Resumo 

MORÁN, LUCAS. Avaliação de bactérias como agentes de controle biológico de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2024. 85f. Dissertação (Mestrado em Sanidade, 

Segurança Alimentar e Ambiental no Agronegócio) – Instituto Biológico, Agência Paulista de 

Tecnologia dos Agronegócios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São 

Paulo, São Paulo, 2024. 

 

O Brasil é líder global na produção e exportação de carne bovina, bem como na produção de 

leite, representando uma indústria crucial para atender à demanda alimentar crescente. No 

entanto, um grande obstáculo para a eficiência da bovinocultura brasileira é a infestação pelo 

carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Este ectoparasita não apenas deprecia a 

qualidade do couro e reduz a produção de leite, mas também é vetor de doenças graves como a 

anaplasmose e babesiose, popularmente conhecidas como Tristeza Parasitária Bovina (TPB), 

gerando perdas estimadas em 3,2 bilhões de dólares anuais. Além disso, o uso excessivo e 

inadequado de agentes químicos para controlar essa praga tem levado à resistência aos produtos 

químicos. Nesse contexto, o controle biológico pode ser uma alternativa viável aos mecanismos 

de resistência adquiridos pelos carrapatos. Embora o controle biológico usando bactérias 

patogênicas tenha sido eficaz em outros contextos, há uma lacuna significativa na pesquisa 

sobre seu uso contra o R. microplus. Este estudo teve como objetivo verificar o efeito de oito 

bactérias no carrapato R. microplus. Cinco bioensaios de imersão de fêmeas ingurgitadas do 

carrapato R. microplus foram realizadas em triplicatas e em dias diferentes (1º e 15º dia) a fim 

de avaliar sua eficácia após armazenamento em geladeira. Das oitos bactérias, três delas (427b, 

428d e 388b) resultantes em maiores valores de Eficácia de Produto e Inibição de Postura em 

relação as demais foram testadas também com larvas do carrapato. Em seguida foi realizada a 

identificação das 3 bactérias através de espectrofotometria de massa (MALDI-TOF) e 

Sequenciamento de Sanger. Os resultados obtidos através da identificação por MALDI-TOF e 

Sequenciamento apresentou as seguintes espécies para as bactérias testadas: 388b – Bacillus 

sp., 427b – Bacillus sp., 428d – Serratia marcescens. As três bactérias identificadas 

apresentaram taxa de Eficácia de Produto (EP) com os valores de 58,31%, 86,10% e 88,78% 

respectivamente no primeiro dia e para o décimo quinto dia 49,78%, 73,94% e 65,52% para as 

espécies, Bacillus sp. (388b), Bacillus sp. (427b), Serratia marcescens (428d). Os testes de 

imersão de larvas do carrapato R. microplus realizados com as três suspensões bacterianas não 

se mostrou eficaz. As informações obtidas neste estudo destacaram o potencial das bactérias 



 

Bacillus spp. como protagonistas no controle biológico do carrapato dos bovinos, e 

recomendam a investigação dos metabólitos da bactéria Serratia marcescens devido à sua ação 

patogênica sobre o carrapato R. microplus 

Palavras-chave: Carrapato-do-boi. Serratia marcescens. Bacillus sp.



 

Abstract 

 

MORÁN, LUCAS. Evaluation of Bacteria as Biological Control Agents of Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus. 2024. 85f. Dissertação (Mestrado em Sanidade, Segurança Alimentar 

e Ambiental no Agronegócio) – Instituto Biológico, Agência Paulista de Tecnologia dos 

Agronegócios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São Paulo, São Paulo, 

2024. 

 

 

Brazil is a global leader in the production and export of beef, as well as in milk production, 

representing a crucial industry to meet the growing food demand. However, a significant 

obstacle to the efficiency of Brazilian cattle farming is the infestation by the tick Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus. This ectoparasite not only depreciates the quality of leather and reduces 

milk production but also serves as a vector for serious diseases such as anaplasmosis and 

babesiosis, popularly known as Bovine Parasitic Sadness (BPS), generating estimated losses of 

3.2 billion dollars annually. Moreover, the excessive and improper use of chemical agents to 

control this pest has led to chemical resistance. In this context, biological control may be a 

viable alternative to the resistance mechanisms acquired by ticks. Although biological control 

using pathogenic bacteria has been effective in other contexts, there is a significant gap in 

research on its use against R. microplus. This study aimed to verify the effect of eight bacteria 

on the R. microplus tick. Five bioassays of immersion of engorged female ticks were carried 

out in triplicate and on different days (1st and 15th day) to evaluate their efficacy after storage 

in a refrigerator. Out of the eight bacteria, three of them (427b, 428d, and 388b) resulting in 

higher Product Efficacy and Egg-Laying Inhibition values compared to the others that were also 

tested with tick larvae. Subsequently, the identification of the 3 bacteria was performed through 

mass spectrometry (MALDI-TOF) and Sanger Sequencing. The results obtained through 

identification by MALDI-TOF and Sequencing presented the following species for the tested 

bacteria: 388b – Bacillus sp., 427b – Bacillus sp., 428d – Serratia marcescens. The three 

identified bacteria showed a higher rate of Product Efficacy (PE) with values of 58.31%, 

86.10%, and 88.78% respectively on the first day, and for the fifteenth day 49.78%, 73.94%, 

and 65.52% for the species, Bacillus sp. (388b), Bacillus sp. (427b), Serratia marcescens 

(428d), respectively. The immersion tests of R. microplus tick larvae conducted with the three 

bacterial suspensions did not prove to be effective. The information obtained in this study 

highlighted the potential of Bacillus spp. bacteria as key players in the biological control of 

cattle ticks and recommends investigating the metabolites of the Serratia marcescens due to 
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their pathogenic action on the R. microplus tick. 

 

Keywords: Cattle tick. Serratia marcescens. Bacillus sp.
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1. Introdução 

O Brasil ocupa colocações importantes no ranking mundial de produção de 

bovinos e na pecuária de corte, sendo o detentor do maior rebanho comercial de bovinos do 

mundo. Em 2020 o Brasil ocupou o segundo lugar no ranking de produção e o primeiro lugar 

exportação de carne bovina (CNA, 2021), enquanto na pecuária leiteira obteve a terceira 

colocação no ranking mundial de produção de leite (MAPA, 2023). A estimativa de crescimento 

populacional para 2050 é de 9,8 bilhões de pessoas e o Brasil deverá aumentar sua produção 

alimentar em 40% (MASSRUHÁ, 2020). Um dos problemas enfrentados na bovinocultura é o 

carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus conhecido como “carrapato-

do-boi” é um ectoparasita de preferência parasitária dos bovinos, pertence ao Filo Arthropoda, 

Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, 

Superfamília Ixodidea, Família Ixodidae, Subfamília Rhipicephalinae (NCBI- ID: 6941). Esse 

carrapato é considerado um grande problema na bovinocultura brasileira, seu ciclo de vida é 

monóxeno, ou seja, requer somente um único hospedeiro para completa-lo. As raças bovinas 

Bos taurus e Bos indicus são as mais afetadas por esse ectoparasita (VERÍSSIMO, et al., 1997).  

O ciclo de vida de R. microplus se divide em duas etapas, a fase parasitaria e a 

fase de vida livre (fase não parasitária). A fase não parasitária se introduz no momento em que 

a teleógina (ou fêmea ingurgitada), se desprende do animal e cai na pastagem para realizar a 

postura de seus ovos, após realizada a postura, os ovos eclodem em larvas, elas sobem até as 

pontas da folha do capim realizando um movimento chamado geotropismo negativo (GARCIA 

et al., 2019; GALLARDO, MORALES, 1999), essas larvas que estão no capim sobem aos 

animais se ingurgitando e passando por ecdise, se tornando ninfas e se diferenciando 

sexualmente em adultos, as fêmeas e machos se reproduzem e as fêmeas passam a se ingurgitar, 

se tornando teleóginas, também denominadas fêmeas ingurgitadas. Cada teleógina pode realizar 

a postura de aproximadamente 3.000 ovos podendo reverter até 50% do seu peso corporal em 

massa de ovos. A espécie R. microplus possui indivíduos maduros menores comparados a outros 

carrapatos, com tamanho entre 2 e 3 mm em sua forma não alimentada, e alcançando 13 mm 

após se alimentarem. Possuem também um dimorfismo sexual e diferenças estruturais entre 

ninfas e adultos (FURLONG, 1993; GUIMARÃES et al., 2001; WALL et al., 2001). 

A espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus é geradora de prejuízos aos 

bovinos do Brasil, estimados em aproximadamente 3,2 bilhões de dólares de perdas anuais aos 



 

 

15 

 

pecuaristas (GRISI et al., 2014). Altas infestações geram lesões na pele do animal, que podem 

abrir caminho para que bactérias oportunistas possam gerar infecções no hospedeiro e as 

miíases também passam a se apresentar nos bovinos que sofrem altos níveis de parasitismo 

(RECK et al., 2014). As lesões causadas pelo carrapato levam a depreciação do couro e 

consequentemente diminuição de seu valor. Também, há a redução na produção de leite pois a 

perda de sangue do animal é recorrente, gerando impactos negativos na cadeia produtiva de 

bovinos do Brasil. 

Além dos danos ao couro e ao leite do animal, os carrapatos da espécie R. 

microplus são transmissores da anaplasmose e babesiose, essas duas doenças causam a tristeza 

parasitária bovina (TPB). A babesiose é causada pelos protozoários Babesia bigemina e 

Babesia bovis, enquanto a anaplasmose é provocada pelo microorganismo Anaplasma 

marginale (ALMEIDA et al., 2006; GUEDES JÚNIOR et al., 2008). 

A utilização de agentes químicos para o controle do carrapato é uma metodologia 

abrangente no Brasil, porém seu uso exagerado e errôneo acelera a geração de populações de 

carrapatos resistentes, pois o controle químico exerce uma seleção artificial de genes de 

resistência (ROUSH, 1993). Os produtos químicos mais utilizados estão classificados nas 

seguintes categorias: organofosforados, piretroides, formamidinas, lactonas macrocíclicas, 

fenilpirazóis e benzoilfeniluréia (FUKUTO, 1990; ABBAS et al., 2014; JONSSON et al., 2018; 

NARAHASHI et al., 1971; CULLY et al., 1994; YATES et al., 2003; CAMPBELL, 

2012; WOLSTENHOME, 2012; FURLONG; MARTINS, 2000). As alternativas oferecidas 

comercialmente a resistência dos carrapatos foram as adoções de formulações combinadas dos 

produtos químicos citados acima, sendo a formulação “piretróide + organofosforado” a mais 

utilizada. 

Há outras maneiras que podem ser utilizadas para controlar o carrapato-do-boi, 

como por exemplo o controle biológico, que é estudado a anos. O controle biológico é descrito 

por Heimpel e Mills (2017) como conexões ecológicas que fundamentam o controle e abrange 

interações indiretas entre as populações dos organismos-alvo, os seus agentes de controle, os 

seres humanos e seus recursos. Existem diversas abordagens de controle biológico, em sua 

maioria para insetos, utilizando parasitoides, insetos predadores, ácaros predadores, fungos 

entomopatogênicos, vírus e bactérias (FONTES; VALADARES-INGLIS, 2020). 

A respeito das bactérias utilizadas no controle biológico, as mais utilizadas são 

as bactérias do gênero Clostridium, Serratia, Pseudomonas e Xenorhabdus, em nível de 
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espécie, as espécies Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis (Bt) (MONNERAT et al., 2004). 

O emprego de bactérias como agentes de controle biológico de insetos vem sendo realizado a 

anos, existindo registros da bactéria Bacillus thuringiensis datados a 1915 quando Berliner 

realizou sua identificação, desde então a BT é estudada e aplicada como um controlador de 

insetos pragas. Além da BT, o gênero Serratia é patogênica para coleópteros (HURST et al., 

2018). 

Ao tratar-se da utilização de bactérias para o controle biológico de carrapatos, os 

estudos são escassos, pois existe a hipótese de que a bactéria necessita ser ingerida para gerar 

patogenicidade ao carrapato alvo (OSTFELD et al. 2006). A literatura apresenta testes 

realizados com Bacillus thuringiensis em sua maioria para diversos carrapatos (JENKINS, 1964; 

ZHIOUA et al., 1999; SAMISH; REHACEK, 1999; CASIQUE-ARROYO et al., 2007). 

Referente a espécie R. microplus, estudos utilizando a bactéria Cedecea lapagei, Serratia 

marcescens e Bacillus thuringiensis constataram a capacidade de infecção e patogenicidade das 

bactérias, porém todos os estudos foram realizados in vitro constatando a teoria da necessidade 

da ingestão da bactéria para exercer influencias sobre o carrapato R. microplus (BRUM, 1988; 

FERNÁNDEZ-RUVALCABA et al., 2010; MARTINEZ et al., 2013; SINGH et al., 2016). 

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar e identificar cepas bacterianas 

patogênicas aos carrapatos da espécie R. microplus. 
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2. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar a eficácia de bactérias no controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus. 

 

2.2. Objetivos Especificos 

Avaliar in vitro a ação patogênica de oito bactérias sobre fêmeas ingurgitadas 

do carrapato R. microplus.  

Avaliar a eficácia das bactérias após o armazenamento em geladeira comum 

a 4ºC no período de 15 dias. 

Selecionar bactérias que demonstraram maior capacidade de infecção, virulência 

e letalidade de fêmeas ingurgitadas de R. microplus. 

Realizar testes de imersão de larvas com as bactérias selecionadas a partir do 

teste de imersão de fêmeas ingurgitadas. 

 Realizar a purificação e identificação molecular dos isolados de bactérias que 

compuseram as suspensões com maior efetividade sobre R. microplus nos testes in vitro. 
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3. Revisão de Literatura 

 

3.1. Histórico da alimentação humana e a bovinocultura no Brasil 

A segurança alimentar é o centro de desenvolvimento da sociedade e da 

humanidade, de tal modo, sendo um fator diferencial para o início das civilizações humanas. A 

busca por alimentos gerou o nomadismo e o estabelecimento de seres humanos em locais 

específicos por conta do cultivo e da criação de animais. Tal necessidade alimentar possibilitou 

a formação de cidades, territórios e o desenvolvimento de sociedades. Atualmente, sociedades se 

pautam na segurança alimentar, aliadas a outros eixos como a pesquisa e a tecnologia 

(CÂMARA e SILVA, 2022). 

Com o crescimento populacional projetado para 9,8 bilhões de pessoas em 2050, 

o Brasil enfrentará o desafio de aumentar sua produção alimentar em 40% em relação ao atual 

(MASSRUHÁ, 2020). Esse aumento precisa considerar qualidade, sustentabilidade, sociedade e 

legislação (CÂMARA e SILVA, 2022). Produtos de origem animal são essenciais para a 

humanidade, e, para otimizar a produção, é fundamental equilibrar pilares como nutrição, 

genética, saúde, manejo e bem-estar, todos interligados e com implicações técnicas e 

econômicas (CÂMARA e SILVA, 2022). 

A pecuária de corte é um setor vital para a economia brasileira, contribuindo com 

8,5% do PIB nacional em 2019, de acordo com a Associação Brasileira das Indústrias 

Exportadoras de Carnes (ABIEC, 2020). O Brasil não só tem o maior rebanho comercial bovino 

do mundo, com cerca de 213,68 milhões de cabeças, como também é um líder global em 

exportações de carne bovina, enviando cerca de 2,49 milhões de toneladas equivalentes-carcaça 

ao exterior em 2019. Esses dados ressaltam o papel estratégico da bovinocultura de corte no 

agronegócio brasileiro. 

Em relação a produção de vacas leiteiras, o Brasil é o terceiro maior produtor 

mundial de leite de acordo com o MAPA (2023), com uma produção anual superior a 34 bilhões 

de litros, presente em 98% dos municípios. Predominam pequenas e médias propriedades, 

empregando aproximadamente 4 milhões de pessoas. Em 2021, Minas Gerais foi o maior 

produtor, seguido por Paraná, Rio Grande do Sul, Goiás e Santa Catarina (IBGE, 2021). 
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3.2. Origem, classificação carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 

1888) 

Um dos maiores problemas enfrentados na bovinocultura é o popularmente 

conhecido “carrapato-do-boi” da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Sobre os 

carrapatos, esses tendem a ser um problema em diferentes regiões do planeta, atualmente mais 

de 996 espécies já foram descritas, de acordo com o NCBI (Taxonomy-ID: 6935, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=6935&lvl=3&l

in=f&keep=1&srchmode=1&unlock), sendo dividas em três diferentes famílias, Nuttalliellidae 

com duas espécies, Agarsidae com 15 gêneros, mais de 192 espécies, chamados comumente de 

carrapatos “moles”, Ixodidae com 787 espécies e 11 gêneros, chamados de carrapatos “duros” 

(GUGLIELMONE et al., 2010; NAVA et al., 2017). 

No Brasil existem 73 espécies das famílias: Ixodidae compreendido em 47 

espécies, dividido em cinco gêneros: Amblyomma (com maior abundância), Ixodes, 

Haemaphysalis, Rhipicephalus e Dermacentor e a família Argasidae, com 26 espécies, dividido 

por quatro genêros: Antricola, Argas, Nothoaspis e Ornithodoros, sendo a última com maior 

número de espécies (KRAWCZAK et al., 2015; LABRUNA et al., 2016; LUZ et al., 2016; 

WOLF et al., 2016; MICHEL et al., 2017; MUÑOZ-LEAL et al., 2017), os carrapatos de maior 

importância para a comunidade cientifica no Brasil são do gênero Amblyomma e Rhipicephalus, 

por representarem risco à saúde pública e pelos impactos econômicos, respectivamente. 

Atualmente a espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), 

pertence ao Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Superordem 

Parasitiformes, Ordem Ixodida, Superfamília Ixodidea, Família Ixodidae, Subfamília 

Rhipicephalinae de acordo com o NCBI (NCBI-ID: 6941). Anteriormente, era denominado 

Boophilus microplus, porém Murrell; Barker (2003) através de análises filogenéticas 

determinaram que seu gênero deveria ser Rhipicephalus. O motivo pelo qual o gênero Boophilus 

se manteve como subgênero foi para facilitar a busca de publicações com o nome antigo. 

O carrapato R. microplus, tem provável origem na Índia e na Ilha de Java, na Ásia. 

Expedições exploradoras do século XVI que transportavam animais, possibilitaram a 

disseminação dos carrapatos a outras regiões, sendo introduzido em regiões tropicais e 

subtropicais dos mundos. No Brasil, provavelmente expedições com animais domésticos 

parasitados propiciaram a dispersão destes parasitas (NUÑES et al., 1982; GONZALES, 1995). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=6935&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=6935&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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3.2.1. Ciclo de vida do carrapato R. microplus 

Este ectoparasita possui o ciclo de vida monoxeno, ou seja, requer um único 

hospedeiro para completar seu ciclo de vida e possui preferência parasitaria aos bovinos 

(VERÍSSIMO et al., 1997). No Brasil, esta espécie apresenta-se distribuída em todas as regiões, 

entretanto o clima influencia diretamente nas suas gerações, sendo na região Sul com três, 

Sudeste e Centro-Oeste com quatro a cinco gerações (CAMPOS PEREIRA et al., 2008; 

CRUZ, 2017). 

O ciclo de vida de R. microplus se divide em duas etapas, a fase parasitaria e a 

fase de vida livre (fase não parasitária). A fase não parasitária se introduz no momento em que 

a teleógina (ou fêmea ingurgitada) se desprende do animal e cai na pastagem, esse 

desprendimento costuma ocorrer pelo início da manhã ou final da tarde, períodos que favorecem 

a fêmea ingurgitada. Após o desprendimento ela busca um ambiente propício, com baixa 

incidência solar e livre de predadores (GARCIA et al., 2019; HITCHCOCK, 1955) para então 

entrar em período de pré-postura. Esse período dura de 3 a 5 dias para que ocorra a maturação 

dos ovários, produção e maturação dos ovos, que pode variar com o clima (LEGG, 1930). Após 

a pré-postura inicia-se a ovipostura e, após a postura dos ovos a fêmea morre. 

Cada teleógina pode realizar a postura de aproximadamente 3.000 ovos, 

conseguindo reverter até 50% do seu peso corporal em massa de ovos. Em condições ideais as 

larvas eclodem dos ovos entre 10 a 15 dias. As larvas apresentam três pares de pernas, 

denominado hexápodas, no início com coloração da quitina quase translucida que se modifica à 

medida que entra em contato com o oxigênio do ambiente e se torna avermelhada. O período 

de quiescência é breve e as larvas sobem às pontas da folha do capim em um movimento 

denominado geotropismo negativo (GARCIA et al., 2019; GALLARDO, MORALES, 1999). 

 

3.2.2. Morfologia 

Carrapatos são os maiores ácaros e com características únicas, como hipostômio 

denteado e órgão de Haller, e apresentam um idiossoma inteiriço e ovalado 

(GUIMARÃES et al., 2001). Os carrapatos da família Ixodidae possuem três estruturas visíveis 

no capítulo: a base do capítulo, hipostomio, queliceras e palpos, e a face dorsal do idiossoma 

possui um escudo, denominado escudo dorsal (GUIMARÃES et al., 2001). Os escudos dos 

Ixodidae têm diferentes ornamentações e o noto apresenta sulcos, especialmente nas fêmeas 
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quando não ingurgitadas. Os sulcos dorsais e ventrais são classificados conforme a 

terminologia de Rohr (1909), e os ocelos (olhos simples) estão situados na lateral do escudo 

(GUIMARÃES et al., 2001). 

As placas espiraculares nos Ixodidae estão localizadas atrás da coxa IV, 

conectadas ao sistema respiratório traqueal do carrapato. A face ventral possui o orifício genital, 

genóporo e orifício anal. As pernas do carrapato variam conforme a fase de vida, com 3 pares 

de pernas em larvas e 4 pares em ninfas e adultos, possuindo também órgãos sensoriais 

conhecidos como órgão de Haller (GUIMARÃES et al., 2001). 

A espécie R. microplus possui indivíduos maduros menores comparados a outras 

espécies, medindo entre 2 e 3 mm em sua forma não alimentada, e alcançando 13 mm após se 

alimentarem. Esta espécie apresenta um marcado dimorfismo sexual e diferenças estruturais 

entre ninfas e adultos (FURLONG, 1993; GUIMARÃES et al., 2001; WALL et al., 2001). 

 

3.2.3. Prejuízos ao bovino 

Altas infestações da espécie de R. microplus acabam gerando lesões na pele do 

animal, deixando assim os ferimentos livres para que bactérias oportunistas possam causar mais 

infecções no bovino. Além das infestações provenientes do próprio ectoparasita, as miíases 

também passam a se apresentar nos bovinos que sofrem altos níveis de parasitismo (RECK et 

al., 2014). A depreciação do couro por conta das lesões do carrapato causa a diminuição de seu 

valor como consequência e a redução de produção de leite recorrentes à perda de sangue por 

incumbência do método de parasitismo em função a sua picada é evidenciada da mesma 

maneira, sendo gerador de impactos na cadeia produtiva bovina do Brasil. Em 2020 o Brasil 

ocupou o segundo lugar no ranking de produção e o primeiro lugar exportação de carne bovina 

de acordo com a Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA, 2021). 

O carrapato R. microplus causa aproximadamente 3,2 bilhões de dólares de perdas 

anuais aos pecuaristas (GRISI et al., 2014), sendo a maior parte dos gastos diretos e indiretos 

nos bovinos, para evitar os carrapatos e patógenos transmitidos por esses, o Anaplasma bovis e 

a Babesia bovis (GUGLIELMONE et al., 2006). 

 

3.2.3.1. Tristeza parasitária bovina 

A babesiose e a anaplasmose bovina são doenças causadas por parasitas 
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sanguíneos que são transmitidas pelo carrapato R. microplus (DALGLIESH; STEWART, 1983; 

GUEDES JÚNIOR et al., 2008). Além disso, a anaplasmose também pode ser transmitida 

mecanicamente por insetos hematófagos (GUGLIELMONE, 1995) e objetos contaminados 

(SOUZA et al., 2000b). 

A tristeza parasitária bovina engloba um conjunto de doenças amplamente 

reconhecidas. A babesiose é uma delas, sendo causada pelos protozoários Babesia bigemina e 

Babesia bovis, enquanto a anaplasmose é provocada pelo microorganismo Anaplasma 

marginale (ALMEIDA et al., 2006; GUEDES JÚNIOR et al., 2008). Essas enfermidades são 

responsáveis por causar significativos prejuízos econômicos, tais como mortalidade no rebanho, 

redução na produção de leite e diminuição do ganho de peso, além dos gastos associados ao 

controle e profilaxia (GONÇALVES, 2000; GRISI et al., 2002; BARROS et al., 2005). 

Nos bovinos, a apresentação clínica da tristeza parasitária, causada por Babesia 

spp. e A. marginale, depende de vários fatores, incluindo a presença do vetor, a estabilidade 

enzoótica ou instabilidade da região, o clima, o manejo dos animais, as condições fisiológicas 

do hospedeiro e a raça (SOUZA et al., 2000). 

 

3.2.3.2. Babesiose bovina 

A babesiose bovina, causada pelos protozoários Babesia bovis e Babesia 

bigemina, é disseminada mundialmente por carrapatos, sendo particularmente comum em 

regiões tropicais e subtropicais e causando grandes perdas econômicas (CANTÚ- MARTÍNEZ 

et al., 2008; BÖSE et al., 1995). 

No Brasil, país enzoótico, a babesiose é menos prevalente em regiões como o 

sertão e sul devido a condições ambientais desfavoráveis para o carrapato R. microplus, mas 

ainda assim causa prejuízos econômicos nestas áreas (GONZALES, 1995; LIMA et al., 1999; 

SANTOS et al., 2001; KESSLER et al., 1983). 

O causador da doença é o protozoário Babesia, especificamente as espécies B. 

bovis e B. bigemina no Brasil (ARAÚJO et al., 1997; BOCK, 2004; MARTINS, 2002; RIEK, 

1893). Seus efeitos nos bovinos incluem anemia, icterícia, e hemoglobinúria, com B. bigemina 

mais propensa a parasitar as hemácias e B. bovis predominantemente nos órgãos centrais 

(MASSARD e FREIRE, 1985). Os sintomas da infecção aguda variam desde febre, anorexia, 

ataxia, até problemas no sistema nervoso que podem ser fatais, enquanto sinais de infecções 
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subagudas são mais difíceis de identificar (BOCK et al. 2004; SANTOS et al., 1998; SOARES 

et al., 2000; SINGH et al., 2009). 

 

3.2.3.3. Anaplasmose bovina 

A anaplasmose bovina, de importância econômica global, afeta a produção bovina 

em climas tropicais, subtropicais e temperados, com uma distribuição similar à das babesioses 

(SOUZA et al., 2001; MOURA et al., 2003; FELSHEIM et al., 2010; KOCAN et al., 2010). A 

doença é causada pelas rickettsias A. marginale e A. centrale, pertencentes à família 

Anaplasmataceae (SOUZA et al., 2001; VIDOTTO e MARANA, 2001; ARAÚJO et al., 2003; 

KOCAN et al., 2010). 

A transmissão pode ocorrer de forma mecânica ou biológica, sendo o carrapato 

R. microplus o principal vetor no Brasil, e é possível a transmissão transplacentária (ARAÚJO 

et al., 1998; CARELLI et al., 2007; KESSLER, 2001; BROWMAN, 2006; RIBEIRO et al., 

1995; MARTINS, 2002; KOCAN et al., 2010). Nos carrapatos, a transmissão pode ser 

transestadial ou transovariana (MARTINS, 2002; BROWMAN, 2006; KESSLER, 2001). 

Durante a alimentação do carrapato, o patógeno é injetado no sangue do animal, 

se reproduzindo por divisão binária após penetrar nas hemácias (KOCAN et al., 2010). A 

infecção causa anemia e icterícia, com animais sobreviventes desenvolvendo infecções 

persistentes (KOCAN et al., 2010), apresentando sintomas como anemia hemolítica, dispneia, 

taquicardia, febre, fadiga, entre outros (VIDOTTO e MARANA, 2001; ARAÚJO et al., 2003). 

 

3.3. Controle Químico do Carrapato R. microplus 

Uma das principais abordagens para controlar o carrapato R. microplus, é o 

emprego de produtos químicos. Ao longo dos anos, diversos compostos foram empregados 

como acaricidas. No entanto, devido a várias considerações, especialmente em relação à 

segurança dos animais e do meio ambiente, essencialmente, cada classe de acaricida tem um 

mecanismo de ação distinto, possibilitando que o controle seja conduzido de forma lógica e 

intencional. 

Cada aplicação de acaricida impõe uma pressão de seleção artificial na população 

de carrapatos. Os químicos mais amplamente utilizados são classificados nas seguintes 

categorias: organofosforados (os OF agem inibindo a acetilcolinesterase, desencadeando uma 
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sequência de eventos que, em geral, são tóxicos para o carrapato), piretroides (atua sobre o 

canal de sódio que está relacionado à voltagem), formamidinas (ação mecanística vinculada aos 

receptores do neurotransmissor octopamina), lactonas macrocíclicas, fenilpirazóis (ambos 

atuam tanto no canal de cloro mediado pelo Ácido γ-Aminobutírico [GABA] quanto no mediado 

pelo glutamato) e benzoilfeniluréia (FUKUTO, 1990; ABBAS et al., 2014; JONSSON et al., 

2018; NARAHASHI et al., 1971; CULLY et al., 1994; YATES et al., 2003; 

CAMPBELL, 2012; WOLSTENHOLME, 2012; FURLONG; MARTINS, 2000). 

 

3.3.1. Resistência do Carrapato R. microplus 

Com cada aplicação de acaricida, uma pressão de seleção artificial é imposta sobre 

a população de carrapatos. Porém, nem todos os ectoparasitas serão sensíveis ao tratamento. 

Isso acontece porque algumas mutações aleatórias em certos indivíduos permitem sua 

sobrevivência ao tratamento. É estimado que, por exemplo, um em cada milhão de indivíduos 

pode apresentar naturalmente essa condição mutante (ROUSH, 1993). 

Dentro deste cenário, após o controle químico ser iniciado, aqueles com tais 

mutações - que são naturalmente resistentes (menos sensíveis aos acaricidas) - podem 

sobreviver e reproduzir. Essa reprodução promove a perpetuação do gene de resistência na 

população, um fenômeno conhecido como estabelecimento do alelo resistente (FURLONG; 

MARTINS, 2000). 

Diversos fatores podem acelerar o estabelecimento do "gene resistente" na 

população de carrapatos, o que pode diretamente afetar a efetividade do acaricida. De acordo 

com o manual da FAO (2004) e uma revisão feita por Abbas et al. (2014), esses fatores incluem: 

a porcentagem de indivíduos naturalmente resistentes na população; o tipo de alelo resistente 

(dominante, co-dominante ou recessivo); condições operacionais como frequência e método de 

aplicação do tratamento; a concentração do acaricida; e fatores biológicos como a proporção de 

carrapatos tratados versus não tratados e a diversidade de hospedeiros. 

Como a maioria dos acaricidas são neurotóxicos, carrapatos podem desenvolver 

estratégias para sobreviver ao tratamento químico. Essas estratégias podem ser uma 

consequência da evolução e incluem: resistência metabólica/detoxificação celular, 

insensibilidade no local de ação, e redução da penetração cuticular da droga (HEMINGWAY 

et al., 1998; OAKESHOTT et al., 2003; FFRENCH-CONSTANT et al., 2004). 

A resistência metabólica ocorre quando o carrapato resistente é capaz de eliminar 
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o acaricida através de processos enzimáticos celulares, também conhecidos como detoxificação 

celular, geralmente devido à presença de três famílias distintas de enzimas: citocromo P450 

monooxigenase; esterases; e glutationa S-transferases (RANSON et al., 2002; LI et al., 2007). 

Em insetos, essas enzimas estão envolvidas no metabolismo de diversos substratos endógenos, 

como hormônios, e na oxidação de xenobióticos, como acaricidas (HODGSON; ROSE, 1991; 

HEMINGWAY et al., 1998). 

Um carrapato resistente pode apresentar os seguintes mecanismos para melhorar 

essa resistência metabólica: 1) aumento da expressão genética dessas enzimas e/ou 2) 

aumento da especificidade enzimática, ambos facilitando o processo de detoxificação celular 

(LI et al., 2007). A maioria dos acaricidas possui um local específico de ação (por exemplo, 

uma subunidade específica da proteína do canal de sódio, no caso de piretroides). No 

mecanismo de insensibilidade no local de ação, mutações genéticas podem levar a alterações 

na sequência de nucleotídeos, que por sua vez pode alterar o(s) aminoácido(s) que compõem a 

proteína, causando uma alteração em sua estrutura terciária. Essas mudanças podem interferir 

na ligação das moléculas de acaricida a seus locais de ação, resultando em resistência 

(SODERLUND; BLOOMQUIST, 1990; PEREIRA, 2008). 

 

3.3.2. Alternativa a resistência do Carrapato R. microplus 

Existem várias estratégias que podem ser empregadas para prolongar a eficácia 

dos acaricidas. Levando em consideração as diversas classes de acaricidas e o conhecimento 

adquirido até o momento, uma abordagem da indústria química para o surgimento da resistência 

foi a criação de produtos combinados, que possuem mais de um princípio ativo. 

Uma das combinações mais comuns é a formulação "piretroide + 

organofosforado". Em uma pesquisa conduzida por Higa et al. (2016), foram avaliadas cepas 

originárias de diferentes estados brasileiros através de bioensaios. De acordo com os resultados 

apresentados, em 42 de 49 testes (85,7%) com piretroides, a eficácia não excedeu 90%. Entre 

29 testes com amidinas, 20 (68,9%) também foram considerados ineficazes. Foram realizados 

testes com associações de compostos, nos quais a eficácia foi menor que 90% em apenas 32,9% 

dos casos, sendo 20,9% para a associação com organofosforados. Isso reforça a ideia de que a 

combinação de formulações aumenta a eficácia acaricida, inclusive para a classe química dos 

organofosforados mencionada, uma vez que eles também possuem formulação combinada (por 

exemplo, diclorvós + clorpirifós). 
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3.4. Controle biológico 

Heimpel e Mills (2017) descrevem o controle biológico como as conexões 

ecológicas que fundamentam esse controle, abrangendo interações tanto diretas quanto indiretas 

entre as populações dos organismos-alvo, os agentes responsáveis pelo controle biológico, os 

seres humanos e seus recursos. 

O controle biológico é definido por conexões ecológicas que incluem a 

competição humana com pragas por recursos naturais (por exemplo, plantações e produção 

agrícola), contando com a presença do agente de controle biológico como parceiro do homem 

e adversário natural da praga. Neste cenário, os recursos naturais - seja vegetal ou animal, 

natural ou gerenciado - são externalidades que favorecem diretamente o conforto humano. O 

controle biológico acontece de forma natural em qualquer ecossistema sem necessidade de 

intervenção humana. Entretanto, o homem pode se envolver, manipular e facilitar a atividade do 

agente de controle biológico (FONTES et al., 2020). 

Na antiguidade, agricultores empregavam de maneira intuitiva determinados 

organismos para combater pragas. Smith e Kennedy (2009) referem-se a registros feitos no 

Egito há aproximadamente 4 mil anos, que mostram gatos sendo utilizados para guardar grãos 

estocados contra roedores. Ao preservar o fornecimento de alimentos dos humanos contra 

pragas, esses animais poderiam ser considerados entre os primeiros agentes de controle 

biológico empregados globalmente. 

 

3.4.1. Parasitoides no controle biológico 

Os parasitoides são insetos que vivem como parasitas durante a fase larval, 

enquanto os adultos são de vida livre. As larvas associam-se aos hospedeiros, consomem seus 

tecidos e nutrientes, e matam o hospedeiro ao completar seu ciclo de vida (EGGLETON; 

GASTON, 1990; GODFRAY, 1994). A palavra "parasitismo" é usada para descrever o ataque 

e a exploração do hospedeiro pelas larvas parasitoides (LAUMANN e SAMPAIO, 2020). 

O modo de vida dos parasitóides difere dos predadores e parasitas comuns, e 

existem termos específicos, como "cleptoparasita" para organismos que exploram recursos de 

outros, "hiperparasitoide" para parasitoides que parasitam outros parasitoides, e categorias como 
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"parasitoides heterônomos" e "adelfoparasitoides ou hiperparasitoides heterônomos" para casos 

particulares de desenvolvimento e comportamento. Estes termos refletem a complexidade e 

diversidade da vida parasitoide, que inclui várias famílias de insetos, como Diptera, 

Hymenoptera e Coleoptera (LAUMANN e SAMPAIO, 2020). 

O Brasil está expandindo em relação ao controle biológico aumentativo, com 

ênfase em um programa para controlar a broca-da-cana, D. saccharalis, em uma área de cerca 

de 3 milhões de hectares (VAN LENTEREN; BUENO, 2003; PARRA, 2014). O parasitoide 

asiático C. flavipes foi introduzido, mas seu crescimento populacional não foi suficientemente 

impactante, levando ao uso de criação comercial e liberação anual inundativa para combater a 

praga (GARCIA et al., 2009). Além disso, parasitóides do gênero Trichogramma têm sido bem-

sucedidos no controle de várias pragas em tomateiro, algodoeiro e milho (PARRA e ZUCCHI, 

2004), com Trichogramma galloi sendo usado em 2010 em 500 mil hectares de cana-de-açúcar 

para combater a broca-da-cana (PARRA, 2014). 

 

3.4.1.1. Parasitoides no controle biológico de carrapatos 

Os parasitas pertencentes à ordem Hymenoptera desempenham um papel 

significativo no controle biológico de carrapatos. A investigação pioneira de L. O. Howard, no 

início do século XX, marcou um momento crucial na compreensão da interação entre vespas 

calcidóides e carrapatos. Howard identificou, nos anos de 1907 e 1908, duas espécies 

inovadoras de vespas calcidóides, originárias do estado do Texas, que parasitavam carrapatos. 

Estas espécies foram classificadas dentro do gênero Ixodiphagus, parte da família Encyrtidae. 

O termo "Ixodiphagus" é um neologismo do grego, combinando "ixod", referindo-se a 

carrapatos, com "phage", que significa 'que se alimenta de'. Essa denominação sublinha a 

relação alimentar específica desses parasitas com seus hospedeiros. Subsequentemente, uma 

diversidade de outras espécies dentro do mesmo gênero, partilhando hábitos alimentares 

similares, foram identificadas e descritas por pesquisadores em diversas regiões globais 

(RAMOS et al., 2015; SANTOS et al., 2017; SORMUNEN et al., 2019; TÓTH et al., 2023). 

O uso de vespas parasitoides em controle biológico ocorreu a aproximadamente 

um século atrás, neste período pouco sabia-se sobre a vespa do gênero Ixodiphagus, de tal 

maneira, foram realizados estudos fragmentados sobre a interação, ciclo de vida e impactos 

ecossistêmicos da espécie, em 1908 ninfas de carrapato contendo I. hookeri foram enviadas do 

Texas para África do Sul, Portugal e Itália (WOOD, 1911), mas não obtiveram sucesso no 
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controle de carrapatos. Tentativas posteriores nos EUA, incluindo a liberação de vespas em 

Massachusetts e em estados do oeste como Montana, Colorado, Idaho e Oregon, entre 1927 e 

1932, para combater carrapatos Dermacentor andersoni, também falharam em estabelecer uma 

população de vespas ou reduzir significativamente as populações de carrapatos (COOLEY, 

1927; LAROUSSE et al., 1928;  COOLEY e KOHLS, 1934), entre 1937 e 1939, 

aproximadamente 90.000 I. hookeri foram liberados em Massachusetts sem reduzir 

significativamente as populações de carrapatos (SMITH e COLE, 1943). Tentativas similares 

na Rússia falharam devido ao clima frio (COOLEY e KOHLS, 1934). O interesse por 

Ixodiphagus spp. reacendeu com um estudo no Quênia, onde a liberação de 150.000 I. hookeri 

diminuiu a infestação de Amblyomma variegatum, mas não afetou Rhipicephalus 

appendiculatus, sugerindo uma eficácia específica para certas espécies de carrapatos 

(STAFFORD III et al., 1996). 

O único estudo de campo bem-sucedido com Ixodiphagus, realizado no Quênia, 

indicou que a redução da população de carrapatos foi resultado da interação com vespas 

parasitoides, baseado em parâmetros detalhados como população de carrapatos, método de 

liberação e condições climáticas (STAFFORD III et al., 1996). No entanto, o estudo foi de 

pequena escala e sem acompanhamento para avaliar a viabilidade e sustentabilidade a longo 

prazo. Além disso, a população de R. appendiculatus não foi afetada, sugerindo uma preferência 

do Ixodiphagus por certas espécies de carrapatos (STAFFORD III et al., 1996). 

No Brasil um estudo realizado em 2022 por Soares et al no munícipio de Salto 

em São Paulo, não identificou a presença de I. hookeri em carrapatos da espécie A. Sculptum e 

A. spp. utilizando a amplificação do gene 16S para o COX 1 (gene do I. hookeri). A ausência 

desse parasita no estudo não anula a possibilidade da presença dessa vespa nos estados e 

munícipios brasileiros, sendo necessárias novas avaliações de carrapatos em regiões diferentes 

do Brasil. Além do Brasil, a necessidade de estudar os mecanismos de ação do I. hookeri se 

expande para outros países, assim como o Manejo Integrado de Pragas, relacionando vespas 

com outros organismos capazes de diminuir a população de carrapatos. 

 

3.4.1.2. Insetos predadores no controle biológico 

Predadores são fundamentais para equilibrar agroecossistemas ao controlar 

artrópodes-praga. No entanto, práticas agrícolas têm fragmentado habitats e contribuído para a 

extinção de espécies, prejudicando a biodiversidade (CARDINALE et al., 2012; FERREIRA et 
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al., 2012). A diversificação de espécies em cultivos e a preservação de vegetação nativa são 

estratégias para amenizar esses efeitos e fortalecer a presença de predadores. Estes, por sua vez, 

podem adaptar-se à variabilidade alimentar, sobrevivendo mesmo quando suas presas 

preferenciais são escassas (SUJII et al., 2020). 

No controle biológico em agroecossistemas, a utilização de predadores segue 

estratégias como importação, inoculação e conservação. A eficiência depende da compreensão 

da relação predador-presa, sendo afetada por fatores como densidade e características das presas 

e predadores (HOLLING, 1961). Esta dinâmica é crucial para regular a densidade de presas 

(HASSEL, 1978). A aplicação de predadores é limitada pela falta de conhecimento sobre sua 

dinâmica nos agroecossistemas. A estratégia conservativa, focada em manter inimigos naturais, 

demanda entendimento profundo da ecologia destes predadores (JONSSON et al., 2008). 

Landis et al. (2000) enfatizam a importância da seleção de plantas, comportamento dos 

predadores e aceitação dos produtores para essa estratégia. Evidências, inclusive no Brasil, 

mostram que essas abordagens conservativas aumentam a biodiversidade em agroecossistemas. 

Excetuando o controle biológico conservativo, que visa manter inimigos naturais 

através da manipulação do ambiente, outras abordagens para usar predadores no controle de 

pragas necessitam da produção em massa desses predadores em condições artificiais. Para uso 

inoculativo ou inundativo, onde a liberação é semelhante à de inseticidas químicos, os 

predadores devem possuir: a) capacidade de serem facilmente criados em ambientes 

controlados com dietas alternativas; b) rápido desenvolvimento e ciclo de vida breve; c) 

adaptabilidade a variadas condições ambientais; e d) alta voracidade para controle eficaz da 

praga. Características como longevidade, capacidade de dormência e resistência a inseticidas 

também são valiosas comercialmente e para manejo integrado da praga (SUJII et al., 2020). 

No controle biológico clássico, predadores exóticos são introduzidos em áreas 

diferentes para combater pragas igualmente exóticas. Prefere-se predadores mais especializados 

no alvo, minimizando riscos de impactos negativos em artrópodes locais, seja por competição 

ou predação. É vital avaliar se o predador importado pode ser predado no novo ambiente. Além 

disso, para sua efetiva introdução, características como facilidade de criação e rápido 

desenvolvimento, já mencionadas anteriormente, são essenciais na escolha de tais predadores 

(SUJII et al., 2020). 

Predadores, geralmente generalistas, precisam de diversas presas para concluir 

seu ciclo de vida. Essa característica é benéfica, pois na falta da praga-alvo, eles podem se 
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alimentar de outras fontes, como presas alternativas ou alimento de origem vegetal (STILING 

e CORNELISSEN, 2005). 

Estudos sobre interações predador-presa mostram que, mesmo generalistas, 

predadores podem regular significativamente populações de fitófagos (SYMONDSON et al., 

2002). Eles persistem em sistemas mesmo com declínio de pragas e se alimentam de recursos 

alternativos (EHLER, 1990). Contudo, a introdução de predadores generalistas exige avaliações 

de risco cuidadosas, pois podem deslocar espécies benéficas ou se tornarem pragas. Por 

exemplo, a joaninha H. axyridis, originária da Ásia e introduzida em várias regiões, tornou-se 

problemática. Na América do Sul, após ser introduzida na Argentina nos anos 1990, se 

espalhou, gerando impactos ainda não plenamente compreendidos. 

A recente literatura destaca a relevância dos predadores no controle biológico, 

embora a teoria tradicional se baseie em modelos de interação específica, comum entre 

parasitóides (SYMONDSON et al., 2002). Apesar disso, os predadores são valiosos no controle 

biológico, podendo atuar sozinhos ou em conjunto. Ampliar o entendimento sobre a bioecologia 

dos predadores potencializa sua aplicação eficaz. 

 

3.4.1.3. Insetos predadores no controle biológico de carrapatos 

A respeito de insetos predadores de carrapatos, são notadamente reconhecidas 

as formigas como predadores naturais de carrapatos, sendo capazes de reduzir infestações. As 

formigas da espécie Pheidole megacephala são um exemplo de ocorrência na América do Sul 

(SAMISH e REHACEK, 1999; SAMISH et al., 2004),  

No entanto, empregá-los como agentes de controle biológico pode trazer 

consequências adversas, pois exige um significativo aumento na população de formigas, o que 

poderia provocar alterações em espécies não visadas afetando o ecossistema que recebe os 

insetos predadores (SYMONDSON et al., 2002), ou transformar a formiga em uma praga 

(BARBOSA, 1998; FISHER et al., 1999). Gleim et al. (2013) exploraram o uso potencial de 

Solenopsis invicta contra espécies de carrapatos: Amblyomma americanum e Amblyomma 

maculatum em habitats queimados. Diyes et al., 2017 avaliaram o uso de 5 espécies diferentes 

de formigas pertencentes a quatro gêneros: Monomorium spp., Pheidole sp., Tapinoma 

melanocephalum e Crematogaster sp., como agentes de controle biológico do carrapato 

Otobius megnini, observando que formigas se alimentaram de ovos, larvas (tanto ingurgitadas 

quanto não ingurgitadas) e adultos (tanto machos quanto fêmeas), mas não de ninfas. Contudo, 
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são escassos os estudos que investigaram o efeito preciso das formigas na dinâmica 

populacional de carrapatos. Portanto, a relevância das formigas no controle biológico 

permanece sendo um tema de debate. 

 

3.4.1.4. Controle biológico com fungos entomopatogênicos 

Os fungos entomopatogênicos são espécies que podem causar doenças ou morte 

em insetos e outros artrópodes, como ácaros, carrapatos e aranhas, pertencentes à classe 

Arachnida. Existem também fungos que estabelecem relações neutras ou até mesmo benéficas 

com artrópodes, e juntamente com os entomopatogênicos, são classificados como fungos de 

invertebrados. (VALADARES-INGLIS et al., 2020). 

No filo Ascomycota, Hirsutella é o único gênero notável da família 

Ophiocordycipitaceae que alcançou reconhecimento mundial (VALADARES-INGLIS et al., 

2020). A família Cordycipitaceae, por sua vez, inclui diversos gêneros comercialmente 

importantes, como Isaria, Lecanicillium e Beauveria. Conforme apresentado por Rehner e 

Buckley em 2011, a espécie conhecida como Beauveria bassiana é na verdade um conjunto de 

espécies, incluindo B. amorpha, B. bassiana sensu stricto, B. pseudobassiana e B. caledonica, 

todas já encontradas no Brasil. Algumas delas são ativas em micoinseticidas usados em diversos 

países. 

A família Clavicipitaceae também é notável por conter gêneros de relevância 

comercial, como Aschersonia e Metarhizium. Segundo Bischoff et al. (2009), o complexo de 

espécies Metarhizium anisopliae é composto por diversos agrupamentos e espécies individuais, 

algumas das quais foram descritas no Brasil. Micoinseticidas feitos com fungos desse gênero 

têm um papel proeminente. 

No filo Entomophthoromycota, Conidiobolus thromboides, anteriormente 

chamado de Entomophthora virulenta, é o único membro com status comercial. 

Conforme relatado por Faria e Wraight (2007), esse patógeno foi utilizado no controle de 

algumas pragas como pulgões e cochonilhas, sendo aplicado em produtos na África do Sul, 

Colômbia e na América Central. 

Há uma crescente quantidade de programas de controle de pragas utilizando 

micopesticidas ao redor do mundo, como indicado em revisões e livros recentemente 

publicados por Lacey et al. (2015) e Lacey (2017). 
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No Brasil, o registro de produtos biológicos por empresas teve um crescimento 

de 83% em menos de dez anos. O país abriga um dos maiores programas de controle de pragas 

de artrópodes com fungos. Anualmente, são tratados mais de 750 mil hectares de cana-de-

açúcar e 250 mil hectares de pastagens com M. anisopliae s.l. para combater cercopídeos, 

principalmente cigarrinhas do gênero Mahanarva, conforme mencionado por Li et al. (2010). 

 

3.4.1.5. Controle biológico de carrapatos com fungos entomopatogênicos 

O controle biológico de carrapatos com fungos entomopatogênicos atualmente é 

amplamente estudado, sendo o Metarhizium anisopliae o fungo mais utilizado para o controle 

de carrapatos assim como para insetos e outros aracnídeos. A respeito de seus estudos, a eficácia 

do M. anisopliae no manejo de carrapatos em bovinos foi validada através de experimentos 

tanto em laboratório quanto em ambiente natural, destacando-se como uma opção viável para 

o mercado devido às suas propriedades benéficas (SAMISH E REHACEK, 1999; FRAZZON 

et al., 2000; LEEMON et al., 2008a; LEEMON et al., 2008b; OJEDA-CHI et al., 2010; 

SCHRANK e VAINSTEIN, 2010). Adicionalmente, os progressos nos estudos sobre a biologia 

molecular da interação entre M. anisopliae e carrapatos (SANTI et al., 2009; SCHRANK e 

VAINSTEIN, 2010; BEYS DA SILVA et al., 2010a, BEYS DA SILVA et al., 2010b), assim 

como evidências que integram esses avanços a resultados práticos obtidos por meio de ensaios 

biológicos e aplicações a campo (BAHIENSE et al., 2007, 2008; ALONSO-DÍAZ et al., 2007; 

PERINOTTO et al., 2012), reforçam o potencial desse fungo como uma ferramenta eficaz no 

combate ao carrapato R. microplus, aumentando sua relevância para estratégias de controle 

biológico, estudos destacam sua capacidade de gerar mortalidade de indivíduos, reduzir sua 

oviposição e eclosão de larvas  (BITTENCOURT et al., 1992; BITTENCOURT et al., 1994a; 

BITTENCOURT et al., 1994b; CASTRO et al., 1997; MONTEIRO et al., 1998; 

BITTENCOURT et al., 1999; SOUZA et al., 1999; FRAZZON et al., 2000; SAMISH et al., 

2001; ONOFRE et al., 2001; REIS et al., 2001; BITTENCOURT et al., 2003; FERNANDES 

et al., 2004; BASSO et al., 2005; POLAR et al., 2005a; POLAR et al., 2005b; POLAR et al., 

2005c; MELO et al., 2006; BAHIENSE et al., 2006; BAHIENSE et al., 2007; ALONSO-DÍAZ 

et al., 2007  LEEMON e JONSSON, 2008; OJEDA-CHI et al., 2010; ÁNGEL-SAHAGÚN et 

al., 2010; ROMO-MARTÍNEZ et al., 2013; FERNÁNDEZ-SALAS et al., 2017; GÁLVEZ et 

al., 2017; THOMAS et al., 2017; YODER et al., 2019).  

Além do fungo M. anisopliae, outras espécies de fungos são empregadas no 
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controle biológico de carrapatos, sendo exemplo notável a espécie Beauveria bassiana, também 

amplamente estudada no controle biológico de artrópodes. Os experimentos realizados com 

esse fungo no carrapato R. microplus apresentaram resultados promissores como agentes de 

controle (BITTENCOURT et al., 1996; BITTENCOURT et al., 1997a; BITTENCOURT et al., 

1997b; PAIÃO et al., 2001; FERNANDES et al., 2003; FERNANDES et al., 2006; POSADAS 

e LECUONA, 2007; GÁLVEZ et al., 2017). 

O uso de fungos em carrapatos é a prática de controle com maior número de 

publicações cientificas, tendo a avaliação de suas aplicações em todos os estágios de carrapatos 

e sua maior eficácia em fêmeas ingurgitadas e larvas, o uso de fungos tende a ser um método 

promissor ao controle biológico de carrapatos.  

 

3.4.1.6. Bactérias no controle biológico 

Bactérias entomopatogênicas são classificadas como esporulantes e não 

esporulantes. As esporulantes são subdivididas em aeróbicas, como Bacillus, e anaeróbicas, 

como Clostridium. Bacillus e seus gêneros correlatos, com a Bacillus cereus e Bacillus 

thuringiensis (Bt), são frequentemente empregados em controle biológico. Já as bactérias não 

esporulantes englobam gêneros como Serratia, Pseudomonas e Xenorhabdus (MONNERAT 

et al., 2004). 

Bactérias do gênero Bacillus e similares, encontradas globalmente em diversos 

substratos, são Gram-positivas e aeróbicas, com capacidade de crescimento facultativo em 

anaerobiose. Paenibacillus popilliae e Paenibacillus lentimorbus atuam em larvas de 

coleópteros, enquanto Paenibacillus larvae e Paenibacillus alvei afetam abelhas. Bacillus 

laterosporus tem impacto sobre insetos de ordens Diptera, Coleoptera e Lepidoptera 

(ORLOVA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2004). A espécie Lysinibacillus sphaericus é tóxico 

para Diptera, afetando transmissores de malária e filarioses (MONNERAT et al., 2004a) e a 

bactéria mais empregada no controle biológico global é a espécie B. thuringiensis, que atua 

em diversas ordens de insetos e nematoides (BRAVO et al., 2005). O gênero Serratia 

(Enterobacteriaceae) tem estirpes que são patogênicas para coleópteros e se tornam letais para 

os insetos quando colonizam sua hemocele após lesões ou estresse. 

Serratia entomophila e S. proteamaculans causam a doença âmbar em larvas de 

Costelytra zealandica e Pyronota sp. (Coleoptera: Scarabaeidae). Esta patologia faz com que, 

após a ingestão de S. entomophila, as larvas parem de se alimentar rapidamente e tenham seu 
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intestino médio dissolvido, resultando na coloração âmbar distintiva (HURST et al., 2018). 

O mecanismo molecular da patogenicidade de S. entomophila e S. 

proteamaculans ainda é incerto. Contudo, os determinantes patogênicos parecem ser 

codificados em um plasmídeo de 155 kb. Análises genéticas indicam que o componente que 

impede a alimentação está em um conjunto de genes de um prófago defeituoso com três regiões 

de DNA específicas. Genes nesse conjunto parecem contribuir para o efeito anti-alimentação 

(HURST et al., 2003). Os genes sep, ligados à doença âmbar de S. entomophila, têm 

semelhanças com toxinas de entomopatógenos como Photorhabdus luminescens e 

Xenorhabdus nematophila (HURST et al., 2003). 

Em 1901, Ishiwata, no Japão, isolou a bactéria Bacillus thuringiensis como 

causadora da morte de larvas de bicho-da-seda, Bombyx mori. Dez anos depois, Berliner, na 

Alemanha, identificou a mesma bactéria em larvas mortas da traça-da-farinha, Anagasta 

kuehniella, e a nomeou B. thuringiensis, em referência à região alemã de Turíngia. Em 1915, 

Berliner observou inclusões paraesporais nas células da bactéria. 

A bactéria B. thuringiensis produz delta endotoxinas, proteínas cristalinas, 

durante sua esporulação. Estas são específicas para insetos-alvo, seguras para humanos, 

vertebrados e plantas, e biodegradáveis, sem prejudicar o ambiente (BRAVO et al., 2005). Na 

década de 1960, a estirpe HD-1 da espécie B. thuringiensis subsp. kurstaki mostrou toxicidade 

significativamente mais alta que outras estirpes comerciais (DULMAGE, 1970). Isso 

incentivou a busca por novas toxinas, levando ao isolamento de uma estirpe eficaz contra 

dípteros em 1977 (GOLDBERG e MARGALIT, 1977) e outra contra coleópteros em 1983 

(KRIEG et al., 1983). Atualmente, existem cerca de 50 mil estirpes conhecidas de B. 

thuringiensis, com laboratórios globalmente buscando mais, e algumas são tóxicas até mesmo 

para nematoides e outros organismos. 

A espécie B. thuringiensis foi encontrado em várias partes do mundo em 

substratos como solo, água e plantas (BRAVO et al., 1998). Embora possa haver até 10^4 

unidades por grama de solo e as subespécies kurstaki e galleriae sejam predominantes, não se 

observou relação entre o tipo de solo e atividade inseticida ou presença de subespécies 

(DAMGAARD et al., 1994). 

O avanço em bioinseticidas depende da identificação de estirpes mais potentes ou 

adaptadas a certos ambientes. Estirpes nativas das espécies B. thuringiensis e B. sphaericus 

mostraram ser mais tóxicas que as normalmente utilizadas, com toxinas de genes ainda 
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desconhecidos (IBARRA et al., 2003; MONNERAT et al., 2004, 2005, 2007; MARTINS et al., 

2007). 

Muitos genes responsáveis por delta-endotoxinas foram clonados e estudados, 

possibilitando análises mais detalhadas usando anticorpos monoclonais e sondas de DNA 

específicas. A técnica de PCR amplifica sequências de DNA bacteriano, auxiliando na 

comparação entre estirpes similares. Existem diversos oligonucleotídeos que podem ser usados 

em PCR para identificar genes específicos na espécie B. thuringiensis (MARTINS et al., 2008; 

AGUIAR et al., 2012). 

A bactéria B. thuringiensis produz diversos fatores de virulência, incluindo δ- 

endotoxinas, a-exotoxinas e outras, com algumas estirpes gerando toxinas Vip (do inglês 

“vegetative insecticidal proteins”) durante seu crescimento vegetativo e proteínas inseticidas 

Sip (do inglês “secreted insecticidal proteins”) (ESTRUCH et al., 1996; DONOVAN et al., 

2006). Esta bactéria também fabrica moléculas que funcionam como bioestimulantes e 

biofertilizantes, assim como proteínas parasporinas que têm atividade citotóxica contra células 

cancerígenas humanas (RADDADI et al., 2007, 2008; OHBA et al., 2009). 

 

3.4.1.7. Bactérias no controle biológico de carrapatos. 

O primeiro relato de bactérias como infectantes de carrapatos data de 1964, em 

um trabalho realizado por Jenkins em que são apresentadas 4 diferentes bactérias capazes de 

gerar patogenicidade, são essas Bacillus cereus com atividade sobre a espécie Amblyomma 

americanum, Pasteurella turalensis agindo em três espécies de carrapatos, sendo esses, A. 

americanum, Dermacentor silvarum e Haemaphysalis concinna, por fim, duas bactérias 

encontradas no carrapato da espécie D. andersoni, Serratia marcescens e Salmonella 

enteritides. 

A ideia de usar bactérias como método de controle ganhou atenção em 1997, 

graças ao estudo de Hassanain et al. (1997). Onde foram realizados testes de eficácia de três 

subespécies de B. thuringiensis (kurstaki, israeliensis e thuringiensis), aplicando misturas de 

esporos e cristais nos carrapatos Argas persicus e Hyalomma dromedarii. 

Zhioua et al. (1999) estudaram o efeito de uma cepa de BT var. kurstaki em 

carrapatos Ixodes scapularis e alcançaram 96% de mortalidade usando uma dose de 108 

esporos/ml. A toxicidade também foi observada com 106 esporos/ml, enquanto a toxicidade 



 

 

36 

 

aguda (LC50) foi determinada como 107 esporos/ml. 

Em 1999, Samish e Rehacek relataram uma mortalidade de 100% em 

Ornithodoros erraticus ao alimentar os carrapatos com uma mistura de esporos de B. 

thuringiensis e sangue, através de uma membrana artificial. 

Em um trabalho de revisão de literatura Ostfeld et al. (2006) aborda o controle 

de carrapatos e zoonoses associadas em que, são descritos potenciais inimigos naturais dos 

carrapatos, incluindo aves, vespas, nematoides, a bactéria B. thuringiensis e fungos. A revisão 

destaca que, apesar de várias bactérias serem patogênicas aos carrapatos, seu potencial como 

biocontroladores é subestudado. Uma observação é que a bactéria B. thuringiensis, apesar de 

eficaz contra insetos, só é patogênico a carrapatos quando ingerido, o que parece inviável já que 

carrapatos ingerem majoritariamente sangue. Contudo, estudos recentes identificam uma 

diversidade de microrganismos em carrapatos, incluindo bactérias potencialmente úteis no 

biocontrole. 

Casique-Arroyo et al. (2007) indicaram que cepas de B. thuringiensis apresentam 

atividades quitinolíticas, sendo potenciais para o controle de ácaros. Dunstand-Guzmán et al. 

(2015) destacaram a eficácia dos extratos proteicos de B. thuringiensis contra o ácaro Psoroptes 

cuniculi, atribuindo seu efeito acaricida a danos histológicos. 

 

3.4.1.8.  Bactérias no controle biológico do carrapato R. microplus. 

Em 1988 Brum publica sua tese de doutorado, onde foram realizados testes de 

imersão em teleóginas da espécie R. microplus com a bactéria Cedecea Iapagei e após a 

realização dos testes foi possível notar infecção genital ou morte dos carrapatos. Mais tarde, 

Brum et al. (1991) aplicaram Enterobacteriaceae no carrapato R. microplus, constatando que o 

microrganismo induziu infecção genital e morte em fêmeas ingurgitadas. 

Fernández-Ruvalcaba et al. (2010) identificaram que certas cepas de B. 

thuringiensis têm efeito tóxico sobre o carrapato R. microplus usando ensaios de imersão. Essas 

cepas podem controlar variações resistentes de R. microplus, agindo possivelmente através dos 

espiráculos ou poro genital, e não pela ingestão. Esta rota de ação foi igualmente observada por 

Zhioua et al. (1999). 

 

Martinez et al. (2013) exploraram estratégias de Manejo Integrado de Pragas para 
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carrapatos, focando na substituição gradual de produtos químicos convencionais por 

alternativas naturais. Eles apontaram o fungo entomopatogênico M. anisopliae, B. thuringiensis 

e extratos de plantas com propriedades biocidas como opções eficazes para controlar o carrapato 

R. microplus. 

Singh et al. (2016), em um evento internacional, trazem a discussão sobre métodos 

biológicos para controlar carrapatos causadores da Tristeza Parasitária Bovina fronteira Texas-

México, incluindo o uso de formigas, ácaros, galinhas, vespas parasitoides, B. thuringiensis, 

nematoides entomopatogênicos e pássaros Buphagidae. 

As metodologias de controle biológico são vastas, sendo o uso de fungos a 

metodologia mais estudada, a escolha deste estudo de realizar a avaliação de bactérias como 

agentes de controle biológico de carrapatos da espécie R. microplus ocorreu pela vasta 

diversidade de microrganismos presentes no banco de bactérias da Unidade Laboratorial de 

Referência em Controle Biológico do Instituto Biológico de Campinas e pela escassez de 

trabalhos utilizando tais microrganismos como agentes de controle biológico de carrapatos. 

 

4.  Material e Métodos 

 

4.1. Coleta dos carrapatos R. microplus 

As fêmeas ingurgitadas de carrapato da espécie R. microplus foram coletadas 

diretamente dos bovinos leiteiros na Fazenda do Polo Regional da APTA de Pindamonhangaba 

(22°56'16.2"S 45°25'53.3"W). 

 

4.2. Larvas de carrapatos R. microplus 

As fêmeas coletadas para os bioensaios foram alocadas em uma estufa B.O.D, 

onde foram mantidas sob condições controladas de temperatura e uma umidade relativa 

(26±1ºC e UR>80%), proporcionando condições ideais para o término de seu período de 

postura. 

Os ovos resultantes foram cuidadosamente transferidos para tubos de vidro 

(tamanho 25x250mm e capacidade de 55 ml) tampados com algodão e umedecidos, garantindo 

uma atmosfera adequada para os ovos. Em seguida, os frascos foram colocados novamente na 

estufa, mantendo as mesmas condições de temperatura e umidade relativa mencionadas 
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anteriormente. Após 15 dias, as larvas haviam eclodido estando em condições propícias para 

serem utilizadas nos experimentos. 

 

4.3. Bactérias 

As bactérias utilizadas para os experimentos são oriundas da Unidade 

Laboratorial de Referência em Controle Biológico/IB de Campinas, oito isolados de bactérias 

(367b, 572b, 428d, 427b, 379b, 388b, 418a, 35c) foram multiplicadas em meio de cultura 

Nutrient Broth (NB) por 72h a 28°C, agitação constante (150 rpm) e posteriormente testados. 

Para preservar a integridade e viabilidade destas suspensões, elas foram 

armazenadas em meio de culutra líquido (Nutrient Broth) sob refrigeração, mantendo uma 

temperatura constante de 4°C durante quinze dias. 

Os isolados de bactérias utilizados para o presente estudo foram selecionados de 

acordo com resultados de um screening contendo 96 bactérias, previamente realizado. 

 

4.4. Local do experimento 

Os ensaios, que combinaram técnicas in vitro e moleculares, foram conduzidos 

no Instituto Biológico de São Paulo. Três laboratórios foram mobilizados para garantir a 

abrangência e especialização necessárias, sendo estes: Laboratório de Parasitologia Animal 

para a realização dos testes in vitro; Unidade Laboratorial de Referência em Biologia Molecular 

Aplicada para a realização das identificações moleculares das bactérias; e a Unidade 

Laboratorial de Referência em Controle Biológico de Campinas para a obtenção de 

aprendizados sobre microbiologia, fornecimento de insumos e suspensões bacterianas. A 

colaboração interdisciplinar entre estes laboratórios permitiu uma abordagem detalhada das 

análises. 

 

4.5. Teste de imersão com fêmeas ingurgitadas 

Foram realizados cinco bioensaios de imersão de fêmeas ingurgitadas, para cada 

bioensaio foram avaliados dois períodos de armazenamento das suspensões bacterianas em 

geladeira, no dia de seu recebimento e após quinze dias de armazenamento em geladeira, sendo 

assim, dois experimentos em datas diferentes para cada bioensaio, todos os experimentos 
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contidos nos bioensaios foram realizados em triplicatas para assegurar a confiabilidade dos 

dados coletados. Os diferentes bioensaios receberam a nomenclatura de “Ensaio X” onde x 

representa as suas diferentes realizações. 

Um conjunto de 10 fêmeas ingurgitadas foi pesado e, em seguida, transferidas 

para copos plásticos com capacidade de 10 ml, os quais estavam previamente nomeados. De 

acordo com do grupo experimental: 

 

• Grupo Tratado: As fêmeas foram imersas em 2 ml de suspensão bacteriana. 

• Grupo Controle: Foram imersas em 2 ml do meio NB. 

 

Esta imersão foi realizada com o período de 5 minutos e após sua conclusão as 

fêmeas de cada copo foram realocadas em placas de Petri que continham recortes de papel filtro, 

dispostos de forma a cobrir toda a sua base interna. As placas foram fechadas e mantidas em 

uma estufa B.O.D. configurada para 26±1ºC e uma umidade relativa superior a 80%. 

Para avaliar de forma mais precisa a ação das bactérias sob as fêmeas 

ingurgitadas, a metodologia de cálculo da reprodução estimada foi adotada, conforme delineada 

por Drummond et al., (1973). Esta abordagem exige a computação de variáveis, que incluem 

Razão entre os Pesos (RP), Inibição de Postura (IP), Eficiência Reprodutiva (ER), Eficácia do 

Produto (EP). 

As fórmulas específicas para calcular cada uma destas métricas são apresentadas 

a seguir: 

𝑅𝑃 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑂𝑣𝑜𝑠

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝐹ê𝑚𝑒𝑎𝑠
 

𝐼𝑃 = 100 − 
𝑅𝑃 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜

𝑅𝑃 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 𝑥 100 

𝐸𝑅 =  
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑜𝑣𝑜𝑠 𝑥 % 𝑑𝑒 𝑒𝑐𝑙𝑜𝑠ã𝑜 𝑥 20000

𝐸𝑅 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 

20.000 𝑜𝑣𝑜𝑠 𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑚 𝑎 𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑎 1 𝑔𝑟𝑎𝑚𝑎. 

𝐸𝑃 =
𝐸𝑅 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐸𝑅 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑜 × 100

𝐸𝑅 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
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Os parâmetros IP, ER e EP foram calculados com base nos dados coletados de 

cada controle. Especificamente, os valores finais para IP e EP foram determinados a partir da 

média dos resultados, originados das três repetições realizadas. As bactérias que apresentaram 

EP>50% no primeiro dia foram selecionadas para as próximas etapas deste estudo. 

 

4.6. Teste de imersão com larvas (TIL) 

Para o teste de imersão de larvas as suspensões bacterianas que se demonstraram 

patogênicas nos bioensaios de fêmeas ingurgitadas foram utilizadas, com a realização de seis 

repetições para cada teste realizado. 

Tubos plásticos com volume de 1,5 ml foram preparados com 1 ml de suspensão 

bacteriana (destinados ao grupo tratado) ou com o meio NB (para o grupo controle). Utilizando 

um pincel, cerca de 100 larvas de R. microplus foram introduzidas em cada tubo, fechados e 

suavemente agitados, garantindo que as larvas permanecessem imersas na solução por um 

período de 10 minutos. 

Concluída a imersão, o conteúdo de cada tubo foi vertido sobre um papel filtro. 

Em seguida, as larvas foram separadas do papel e transferidas para tubos de ensaio previamente 

identificados. Os tubos de ensaio foram selados com algodão umedecido e posicionados em 

uma estufa B.O.D com temperatura e umidade relativa já descritas. 

A monitorização da mortalidade das larvas foi estabelecida em três momentos: 

nos dias 5, 10 e 15 após a execução dos testes, as larvas que exibissem movimentação foram 

categorizadas como vivas. 

A taxa de mortalidade das larvas, provenientes das soluções bacterianas dos 

ensaios semanais, foram analisados, a fim de observar qualquer variação que possa indicar o 

período de viabilidade dessas soluções armazenadas a uma temperatura de 4°C. 

 

4.7. Análise estatística 

A interpretação estatística dos dados coletados foi conduzida através do software 

GraphPad Prism 9, utilizando o teste ANOVA. Estabeleceu-se um critério de significância com 

o valor de p<0,05 para diferenciar os resultados dos experimentos, de acordo com sua 

significância. 
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Foi analisado a massa das fêmeas após postura através da subtração do peso de 

fêmeas pelo peso dos ovos de todos os experimentos somados, incluindo o controle. Os 

resultados obtidos através do cálculo passaram por Análise de Variância (ANOVA) por Nested, 

utilizando a correção de Dunnett, com nível de confiança de p<0,05. Médias de EP obtidas 

através do cálculo proposto por Drummond do primeiro e décimo quinto dia de experimento 

foram realizadas e analisadas por ANOVA de dois fatores em comparações múltiplas entre 

testes, a correção adotada para essa análise foi Tukey, com valor de significância de p<0,05. 

 

4.8. Quantificação de microrganismos 

As bactérias que apresentaram maior taxa de controle do carrapato R. microplus 

foram quantificadas para a determinação da concentração utilizada neste estudo, sendo 

necessárias novas suspensões bacterianas, essas foram obtidas a partir do inóculo inicial 

mantido em armazenamento por criogenia, 20 µL foram retirados do inóculo inicial e semeados 

em meio NB e levadas a temperatura e agitação constante já descritas. 

 

4.8.1. Semeadura de células viáveis 

Após a retirada das suspensões bacterianas da agitação constante, as bactérias 

foram semeadas através da técnica de estriamento por esgotamento em uma placa contendo o 

meio de cultura Nutrient Agar (NA), hermeticamente seladas e mantidas em estufa B.O.D a 

28±1ºC com umidade relativa acima de 80%. Após 24 horas, uma Unidade Formadora de 

Colônia foi transferida para o meio NB e levada novamente em agitação constante com os 

mesmos parâmetros já descritos e passadas 72 horas, 20µL da suspensão foram semeados em 

um novo meio de cultura líquido, passando por agitação constante e retiradas para sua 

concentração. 

 Utilizando 8 tubos de ensaios autoclavados para cada suspensão, 9 ml de água 

destilada autoclavada foram transferidos para cada tubo e 1 ml de amostra bacteriana para o 

primeiro tubo, essa primeira solução foi transferida para a subsequente e a diluição subsequente 

para o próximo tubo contendo 9 ml de água destilada estéril, o processo se repetiu até o último 

tubo de ensaio, após finalizadas as diluições 100 µL de cada tubo foi semeado em meio NA e 

espalhadas em toda a placa com o auxílio de um espalhador de células em T estéril. Passadas 

24 horas, cada UFC foi contada na diluição 10-6 para as bactérias 428d e 427b, enquanto a 

bactéria 388b, recebeu a mesma analise, porém com um período de crescimento de 48 horas. 
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O cálculo utilizado para a determinação de colônias viáveis por ml contém a 

seguinte fórmula: 

𝑈𝐹𝐶 =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠 × 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎

𝑚𝐿 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑎𝑑𝑜𝑠
 

A partir desta metodologia foi possível estabelecer a concentração das 3 

suspensões bacterianas que apresentaram maior eficiência no controle do carrapato R. 

microplus. 

 

4.9. Purificação e análise das suspensões de bactérias 

O processo de purificação bacteriana foi conduzido por meio da diluição seriada 

já descrita, as suspensões que passaram por purificação e análise foram as que demonstraram 

maior capacidade no controle do carrapato R. microplus. A diluição adotada nesse estudo foi a 

mesma do processo de quantificação de UFC (10-6). Este passo foi fundamental para avaliar a 

singularidade ou diversidade bacteriana presente na suspensão, que foi utilizada nos testes de 

imersão para fêmeas e larvas. 

Após a semeadura, as placas foram devidamente seladas e encaminhadas para uma 

estufa B.O.D ajustada a uma temperatura de 28±1ºC e uma umidade relativa acima de 80%. 

Caso fossem identificadas colônias bacterianas distintas no meio, elas seriam isoladas e 

novamente semeadas em placas contendo NA. Estas novas placas, após serem semeadas, foram 

também hermeticamente seladas e armazenadas na estufa B.O.D, mantendo as condições de 

temperatura e umidade previamente especificadas. 

 

4.10. Identificação de bactérias 

 

4.10.1 Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) 

Foram realizadas duas identificações das três melhores suspensões bacterianas, 

utilizando as Colônias provenientes das purificações dos meios líquidos em duplicatas. 

A identificação das bactérias foi realizada a partir de um espectrofotômetro de 

massa com nomenclatura de MALDI-TOF. O processo de espectrofotometria de massa consiste 

em avaliar o tempo de voo dos íons de uma molécula de um organismo, utilizando um detector 
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que avalia os diferentes momentos que tais íons o alcançam, tal detector registra o tempo de 

voo desses íons e compara com um banco de dados já existente para identificar o organismo 

com seus semelhantes. 

Utilizando um palito de dente autoclavado, foi raspado uma porção da colônia 

bacteriana e transferida em poços específicos de uma placa metálica. Após a secagem da 

amostra foi aplicado um reagente matriz sobre a amostra que foi levada ao equipamento para 

leitura. 

 

4.11. PCR e Sequenciamento 
 

Três UFCs de cada bactéria foram transferidas para microtubos de 1,5 mL 

estéreis contendo 200 μL de água ultrapura. Essas amostras foram homogeneizadas em vórtex, 

incubadas a 94ºC por 10 minutos e depois submetidas à amplificação de um fragmento de 1.500 

pares de bases do gene 16S rRNA.  

A PCR foi realizada em um volume final de 25 μL, contendo 12,5 μL do reagente 

TaqDNA Polymerase 2x Master Mix RED™ (Ampliqon®, Odense, Dinamarca), 9,5μL de água 

ultrapura, 0,4 μM de cada oligonucleotídeo e 1 μL de amostra, em um termociclador Axygen® 

MaxyGene II (Corning Inc., Corning, NY, EUA). Os iniciadores utilizados foram: fD1 5’ – 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG – 3’ e rP1 5’ – ACGGTTACCTTGTTACGACTT – 3’ 

(WEISBURG et al., 1991) e as condições de ciclagem foram: desnaturação inicial a 94ºC por 

2 min, seguida de 40 ciclos a 94ºC por 10 seg, 60ºC por 30 seg e 72ºC por 1.5 min e extensão 

final a 72ºC por 4 min. Um controle negativo (sem DNA molde), um controle positivo 

(contendo DNA molde) e um controle branco (contendo água ultrapura) foram executados 

simultaneamente. 

Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,8% 

junto com o marcador molecular Mid Range DNA Ladder (Cellco Biotech, São Carlos, SP, 

Brasil). As bandas foram analisadas com o fotodocumentador Axygen® Gel Documentation 

System (Corning Inc., Corning, NY, EUA) e os fragmentos com tamanho esperado foram 

purificados utilizando o kit Agarose Gel Extraction (Cellco Biotech, São Carlos, SP, Brasil).  

Os amplicons foram submetidos à reação de sequenciamento pelo método de 

terminação de cadeia utilizando o reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems) e analisados em sequenciador automático AB 3500 Genetic Analyzer 
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(Applied Biosystems) na empresa ACTGene Análises Moleculares Ltda (Centro de 

Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS). 

 

4.11.1 Análise do sequenciamento 
 

As sequências obtidas foram analisadas e tratadas utilizando o software 

Geneious Prime® (ver. 2024.0.4), sendo realizado o CONTIG para avaliação de qual sentido 

as sequências são encontradas. Os polimorfismos encontrados passaram por remoção utilizando 

a ferramenta DNA Protein Sequence Cleaner encontrada no website http://www.cellbiol.com/ 

e após removidos os polimorfismos cada sequência foi analisada utilizando a ferramenta blastn, 

encontrada no website https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. As espécies encontradas foram salvas, a 

espécie que se destacou na análise das seis sequencias de cada UFC integrou a realização do 

alinhamento por MUSCLE através do software Geneious Prime. 

 

5. Resultados 

5.1. Teste de imersão de fêmeas ingurgitadas 

Os bioensaios realizados com fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus 

evidenciaram a capacidade das bactérias de alterar o ciclo de vida desse parasita, dentre as 8 

bactérias, 6 apresentaram capacidade de inibição de postura de ovos e, consequentemente, 

eficácia de produto.  

Em ordem crescente, a bactéria 572b resultou em valores médios de IP: 3,95% e 

EP: 7,12% no primeiro dia de armazenamento de seu caldo bacteriano em geladeira e IP: 9,79% 

e EP: 13,95% no décimo quinto dia de armazenamento, a bactéria 35c culminou em valores 

médios de IP: 4,03% e EP: 16,07% no primeiro dia e IP: 2,16% e EP: 7,81% no décimo quinto 

dia de armazenamento, a bactéria 379b acarretou nos valores médios de IP: 10,85% e EP: 

20,41% no primeiro dia e IP: 23,55% e EP: 29,01% no décimo quinto dia, a bactéria 388b 

produziu resultados de IP: 44,65% e EP: 58,31% no primeiro dia e IP: 36,38% e EP: 49,78% 

no décimo quinto dia, a bactéria 427b ocasionou valores de IP: 79,61% e EP: 86,10% no 

primeiro dia e IP: 58,73% e EP: 73,94% no décimo quinto dia, por fim, a bactéria 428d 

proporcionou resultados de IP: 68,75% e EP: 88,78% no primeiro dia IP: 69,73% e EP: 65,52% 

no décimo quinto dia, os resultados acima citados estão ilustrados em forma de tabela (Tabela 

1) e gráficos (Figura 1 e 2). 

 

http://www.cellbiol.com/scripts/cleaner/dna_protein_sequence_cleaner.php
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Tabela 1. Média e desvio padrão dos resultados obtidos nos cinco bioensaios de imersão de fêmeas 

ingurgitadas do carrapato R. microplus (1º e 15º Dia). 

1º Dia   15º Dia 

Bactéria IP (%) EP (%)   IP (%) EP (%) 

367b 0 ± 22,24 0,15 ± 24,93   0 ± 13,96 0,00 ± 16,77 

572b 3,95 ± 13,42 7,12 ± 14,97   9,79 ± 12,58 13,95 ± 27,57 

428d 68,75 ± 28,24 88,78 ± 26,82   69,73 ± 41,87 65,52 ± 41,31 

427b 79,61 ± 27,45 86,10 ± 26,29   58,73 ± 43,95 73,94 ± 44,10 

379b 10,85 ± 18,17 20,41 ± 30,24   23,55 ± 19,23 29,01 ± 19,25 

388b 44,65 ± 34,96 58,31 ± 36,20   36,38 ± 36,96 49,78 ± 36,50 

418a 0,00 ± 9,02 0,00 ± 13,67   2,77 ± 17,83 1,51 ± 21,90 

35c 4,03 ± 23,69 16,07 ± 28,92   2,16 ± 22,01 7,81 ± 24,94 

IP (%): Percentual médio de inibição de postura; EP (%): Percentual médio de eficácia de produto 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1 - Média e desvio padrão dos resultados obtidos nos cinco bioensaios de imersão de fêmeas 

ingurgitadas do carrapato R. microplus (1º Dia). 
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A comparação dos resultados obtidos de EP no primeiro dia e no décimo quinto 

dia, utilizando ANOVA de dois fatores apresentaram o seguinte desfecho, a bactéria 367b 

apresentou diferença significativa quando comparadas as bactérias 428d, 427b (p<0,001) e 

388b (p<0,01), a bactéria 572b trouxe diferença significativa quando equiparada as bactérias 

428d, 427b (p<0,01) e 388b (p<0,05), a bactéria 428d exibiu diferença significativa quando 

contrapostas as bactérias 379b, 35c (p<0,01) e 418a (p<0,001), a bactéria 427b revelou 

diferença significativa assim que confrontada as bactérias 379b, 35c (p<0,01) e 418a (p<0,001) 

e pôr fim a bactéria 388b manifestou diferença significativa logo que comparadas as bactérias 

418a (p<0,01) e 35c (p<0,05), como apresentado na Tabela 2.  

A comparação entre dias de tratamento utilizando ANOVA de dois fatores 

retornou as seguintes observações, o primeiro dia de tratamento e armazenamento da bactéria 

367b quando relacionada as demais bactérias no 15º dia de tratamento e armazenamento 

retornou diferenças significativas para as suspensões 428d, 427b e 388b, a bactéria 572b no seu 

primeiro dia de tratamento apresenta diferença significativa com as bactérias 428d e 427b no 

décimo quinto dia de tratamento, a bactéria 428d no seu primeiro dia de tratamento exibe 

diferenças estatisticamente significativas em relação as bactérias 367b, 572b, 379b, 418a, 35c 

testadas no 15º dia, as mesmas diferenças significativas constatadas para a bactéria 428d no 

Figura 2 - Média e desvio padrão dos resultados obtidos nos cinco bioensaios de imersão de fêmeas 

ingurgitadas do carrapato R. microplus (15º Dia). 
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primeiro dia são observadas para a bactéria 427b no primeiro dia de tratamento e 

armazenamento, o tratamento com a bactéria 379b no primeiro dia exibe diferenças 

significativas com as bactérias 428d e 427b, a bactéria 388b apresenta diferença significativa 

no primeiro dia de tratamento quando comparada as bactérias 367b, 572b, 418a, 35c testadas 

no 15º dia, por fim, a bactéria 35c apresenta diferença significativa quando comparado o 

primeiro dia de imersão de fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus com o 15º dia de 

imersão com as bactérias 428d e 427b (Tabela 3). 

Esses resultados foram essenciais para delimitação de quais bactérias foram 

selecionadas para a realização dos demais experimentos, utilizando o critério de EP ≥ 50% as 

bactérias 388b, 427b e 428d passaram para as próximas etapas do presente estudo. 

 

Tabela 2. Dados de análise de variância de dois fatores (ANOVA) das médias de EP do 

bioensaio e suas diferenças significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aplicação 

Comparações de aplicações Significância (p) 

367b x 428d *** 

367b x 427b *** 

367b x 388b ** 

572b x 428d ** 

572b x 427b ** 

572b x 388b * 

428d x 379b ** 

428d x 418a *** 

428d x 35c ** 

427b x 379b ** 

427b x 418a *** 

427b x 35c ** 

388b x 418a ** 

388b x 35c * 

As comparações entre cada par de grupos estão listadas na primeira coluna, seguidas pelos 

resultados estatísticos de EP obtido, para a significância: *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. 
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Tabela 3 - Dados de análise de variância de dois fatores das médias de EP dos experimentos 

realizados no primeiro e no décimo quinto dia, comparando as aplicações em dias diferentes 

 

 

 

 

 

 

 

Além dos resultados referentes a eficácia de produto e inibição de postura, foi possível 

observar mudanças em aspectos morfológicos das fêmeas ingurgitadas do carrapato R. 

microplus, sendo duas mudanças as mais notáveis. A primeira delas foi a mudança na coloração 

das fêmeas no segundo dia após a imersão, que passaram a perder suas listras amareladas 

resultando na cor preta (Figura 3 e 4) e a segunda mudança foi o extravasamento da hemolinfa 

de fêmeas ingurgitadas que ficaram com a cor preta (Figura 5 e 6). Além do extravasamento da 

hemolinfa, fêmeas que passaram a apresentar esse aspecto de cor não conseguiram realizar sua 

postura com eficiência e seus ovos apresentaram aspecto seco sendo inviáveis para a maturação 

das larvas (Figura 7 e 8).  

Em dois testes de imersão de fêmeas contendo três repetições, foi possível observar a 

mortalidade de 100% das fêmeas ingurgitadas que receberam as bactérias 427b, 428d e 388b 

no seu quinto dia, demonstrando a capacidade de inibir o ciclo de vida do carrapato R. microplus 

em testes in vitro. 

  15º Dia de imersão (b) 
  Bactéria 367b 572b 428d 427b 379b 388b 418a 35c 

1
º 

D
ia

 d
e 

im
er

sã
o

 (
a)

 

367b   ns ** ** ns * ns ns 

572b ns   ** ** ns ns ns ns 

428d *** **   ns ** ns *** ** 

427b *** ** ns   ** ns *** ** 

379b ns ns * *   ns ns ns 

388b ** * ns ns ns   ** * 

418a ns ns ** ** ns *   ns 

35c ns ns ** ** ns ns ns   

As células com cores cinzas representam comparações da mesma bactéria, que não trouxeram resultado, para a 

significância: *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001. 
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Figura 3 - Fêmea ingurgitada do carrapato R. 

microplus com coloração preta após ação da 

bactéria 427b. (Fonte: Acervo pessoal) 

Figura 4 - Fêmea ingurgitada do carrapato R. 

microplus com coloração preta após ação da 

bactéria 427b. (Fonte: Acervo pessoal) 

Figura 5 - Extravasamento da hemolinfa de duas fêmeas 

ingurgitadas que passaram pela imersão com a bactéria 

388b após 3 dias. (Fonte: Acervo pessoal) 
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Figura 6 - Extravasamento da hemolinfa de todas as fêmeas ingurgitadas de R. 

microplus que passaram pela imersão com a bactéria 428d após 3 dias. (Fonte: 

Acervo pessoal) 

Figura 7 - Fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus que receberam a suspensão bacteriana 427b no quinto dia 

após a imersão. (Fonte: Acervo pessoal) 
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5.2. Teste de imersão de larvas 

 

As três bactérias que apresentaram EP≥50% foram designadas ao teste de 

imersão de larvas do carrapato R. microplus, os resultados obtidos através deste teste não 

demonstraram nenhuma diferença significativa (p<0,05), tanto para os tratamentos comparados 

aos controles, quanto os tratamentos comparados entre si (Figura 7).  

Os percentuais de mortalidade de larvas do R. microplus obtidos foram de 

1,67%, 4,54%, 3,5%, 6,95% para o Controle, 388b, 428d, 427b respectivamente. Os resultados 

descritos estão representados no gráfico a seguir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus apresentando duas colorações após realizado o teste de 

imersão de fêmeas ingurgitadas com a bactéria 388b e o decaimento na sua oviposição. (Fonte: Acervo pessoal) 

Figura 9.  Média e desvio padrão da mortalidade de larvas ao longo dos 15 dias avaliados, com análise de variância adotada 

comparando controles e tratamentos de cada dia. Para a significância: ns: não significativo. 
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5.3. Avaliação da Concentração 

As concentrações obtidas para as 3 suspensões bacterianas testadas em fêmeas 

ingurgitadas e larvas do carrapato R. microplus estão apresentadas a seguir na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Concentração encontrada para as suspensões bacterianas com maior efetividade sobre 

fêmeas ingurgitadas de R. microplus. 

 

Suspensão Bacteriana Concentração (UFC/mL) 

388b 4,4x108 UFC/mL 

427b 4,3x108 UFC/mL 

428d 2,4x108 UFC/mL 
UFC/ml: Unidade Formadora de Colônia/mililitro 

 

5.4.  Purificação e identificação de bactérias por Espectrometria de Massa 

As três bactérias selecionadas passaram por diluições seriadas, atingindo a 

concentração 10-6. Nos meios de cultura em que foram semeadas as bactérias 427b e 388b 

observou-se apenas uma UFC (Unidade Formadora de Colônia), enquanto a bactéria 428d 

apresentou duas UFC morfologicamente distintas.  

Os produtos resultantes dessas purificações foram levados ao Espectrômetro de 

Massa (MALDI-TOF) que não resultou em identificações de organismos para as bactérias 427b 

e 388b, pois sua pontuação estava abaixo do limiar esperado pelo software do MALDI-TOF, 

porém, a bactéria 428d foi identificada como Serratia marcescens e Bacillus sp. para cada 

colônia avaliada, dessa forma viu-se necessária a adoção do sequenciamento de Sanger. 

 

5.5. Sequenciamento 

As sequências resultaram em tamanhos de aproximadamente 536 à 786 pb (pares 

de bases) após os ajustes realizados no seu início e fim, a realização do blastn trouxe resultados 

esperados para a bactéria 388b, com a espécie Bacillus safensis encontrada para as 6 sequências 

referentes as 3 UFC analisadas, a bactéria 428d trouxe duas bactérias diferentes para seus 

sequenciamentos, para as 4 primeiras sequencias (referentes a duas UFC’s) observou-se a 

bactéria Serratia marcescens e para as duas remanescentes a espécie Bacillus thuringiensis 

evidenciou-se, por fim, a bactéria 427b alinhou-se com o gene da espécie Bacillus cereus. 
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O alinhamento MUSCLE das sequências obtidas para a bactéria 388b com as 

oito expressões do gene 16S da espécie Bacillus safensis trouxeram o percentual de 

emparelhamento de identidade de 75,3% e os locais idênticos demonstraram percentual de 

42,6% (Figura 6).  

Nas sequencias obtidas para a bactéria 427b quando alinhadas com a expressão 

do gene 16S da espécie Bacillus cereus apresentaram o percentual de emparelhamento de 

identidade de 38,8% e seus locais idênticos com percentual de 4,3% (Figura 7). A bactéria 427b 

apresentou duas espécies diferentes quando realizado o blastn, dessa forma, as seis sequências 

referentes as três colônias semeadas foram emparelhadas com 8 expressões do gene 16S da 

bactéria Serratia marcescens obtendo 92,2% de emparelhamento de identidade e 68,5% locais 

idênticos (Figura 8), para gene 16S expressado pela bactéria Bacillus thuringiensis foi realizada 

a comparação das 2 sequencias referentes a terceira UFC, apresentando então 42,1% de 

emparelhamento de identidade e 34,2% de locais idênticos (Figura 9).  

 

 

 

 

 

Figura 10 - Alinhamento MUSCLE das 6 sequencias obtidas de três UFC’s diferentes provenientes da suspensão bacteriana 388b 

comparadas a 8 expressões do gene 16S da bactéria Bacillus safensis (Fonte: Acervo pessoal) 

Figura 11 - Alinhamento MUSCLE das 6 sequencias obtidas de três UFC’s diferentes provenientes da suspensão bacteriana 427b comparadas 

a uma expressão do gene 16S da bactéria Bacillus cereus. (Fonte: Acervo pessoal) 
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6. Discussão 

De um modo geral as bactérias utilizadas nesse estudo demonstraram capacidade 

de alterar o ciclo de vida do carrapato R. microplus. O seu armazenamento em geladeira não 

exerceu influência sobre o fator de virulência das suspensões bacterianas, o fato de estarem 

preservadas em geladeira fez com que o crescimento bacteriano alterasse, portanto, foi possível 

notar bactérias mais patogênicas e menos patogênicas no décimo quinto dia, de tal forma, sendo 

possível notar bactérias que estavam na fase de morte celular ou bactérias que estavam na fase 

lag (crescimento de bactérias).  

Essa observação foi possível por conta de valores de eficácia de produto maiores 

ou menores no bioensaio realizado no décimo quinto dia de armazenamento. As análises de 

variância dos tratamentos realizados revelaram que as três bactérias selecionadas não possuíam 

diferença significativa quando comparadas entre si, porém diferenças significativas comparadas 

as demais bactérias, comprovando sua virulência. 

As análises de espectrometria de massa não encontraram a espécie presente nas 

colônias das bactérias 427b e 388b, sendo então necessária realização do sequenciamento de 

Sanger das bactérias. O alinhamento MUSCLE do gene 16S das sequencias obtidas com as 

bactérias encontradas no GenBank através do BLASTn resultou na espécie Bacillus sp. para as 

Figura 12 -  Alinhamento MUSCLE das 6 sequencias obtidas de três UFC’s diferentes provenientes da suspensão bacteriana 428d comparadas 

a 8 expressões do gene 16S da bactéria Serratia marcescens. (Fonte: Acervo pessoal) 

Figura 13 - Alinhamento MUSCLE das 2 sequências obtidas de duas UFC’s diferentes provenientes da suspensão bacteriana 428d 

comparadas a uma expressão do gene 16S da bactéria Bacillus thuringiensis. (Fonte: Acervo pessoal) 
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bactérias 427b e 388b. A suspensão bacteriana 428d foi identificada através da espectrometria 

da massa como Bacillus sp. e Serratia marcescens, sendo semelhante nas suas identificações 

por espectrometria de massa e molecular, levantando a hipótese de haver duas bactérias em uma 

única suspensão bacteriana uma simbiose na atuação dessas bactérias, uma vez que estavam 

presentes na mesma suspensão bacteriana que gerou a maior eficácia de produto e maior 

inibição de postura de fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus.  

As bactérias 388b e 427b foram identificadas como Bacillus sp. através do 

sequenciamento e alinhamento do gene 16S, a amplificação do gene 16S serviu para identificar 

a nível de gênero as bactérias 427b e 388b, sendo necessário um novo sequenciamos para 

alcançar a espécie das bactérias fornecidas pela Unidade Laboratorial de Referência em 

Controle Biológico/IB de Campinas. 

Os resultados de imersão de fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus 

divergiram dos resultados da imersão de larvas. As bactérias testadas geraram mortalidade de 

fêmeas ingurgitadas, porém as larvas que morreram não demonstraram um valor 

estatisticamente significativo. Desse modo, o período de imersão de larvas e fêmeas podem 

exercer influência na ingestão das bactérias e na adesão através dos seus espiráculos ou poros 

genitais como proposto nos trabalhos de Samish e Rehacek 1999; Zhioua et al., 1999; 

Fernández-Ruvacalba et al., 2010. A coloração observada nas fêmeas ingurgitadas assemelha-

se à publicação de Hendry e Rechav em 1981 onde há o relato da “blackening disease” causada 

por Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas sp. e Proteus mirabilis em carrapatos da espécie 

Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus. Essa mesma coloração preta foi observada por Brum 

(1988) quando realizou testes de imersão de fêmeas ingurgitadas da espécie R. microplus 

utilizando a bactéria Cedecea lapagei.  

A respeito dos testes de imersão de fêmeas ingurgitadas utilizando bactérias do 

gênero Bacillus, os resultados relatados no presente estudo apresentam eficácia de produto 

variada em relação as duas suspensões bacterianas utilizadas (427b e 388b). Sobre a bactéria 

427b foi observado EP de 86,10% no primeiro dia de armazenamento da suspensão bacteriana 

e EP de 65,52% no décimo quinto dia de armazenamento, essa eficácia de produto alta ocorreu 

pelo fato de uma alta inibição da postura de ovos pelas fêmeas ingurgitadas do R. microplus, 

enquanto a bactéria 388b apresentou resultados de EP: 58,31% no primeiro dia de 

armazenamento e EP: 49,78% no décimo quinto dia, tais valores discrepantes podem ter 

ocorrido pelo fato das bactérias se tratarem de espécies diferentes de Bacillus sp. 

Quando aprofundadas as pesquisas a nível de espécie, a bactéria B. thuringiensis 
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é amplamente descrita como um agente no controle biológico de pragas (IBARRA et al., 2003; 

MONNERAT et al., 2005, 2007; MARTINS et al., 2006, 2007), dentre essas pragas o carrapato 

se torna um alvo da interação dessa bactéria, como no trabalho desenvolvido por Zhioua et al. 

(1999) onde foi realizada a imersão de larvas ingurgitadas do carrapato Ixodes scapularis na 

bactéria B. thuringiensis por 30 segundos, obtendo 96% de mortalidade na terceira semana após 

realizado o teste, divergindo dos resultados do testes de imersão de larvas do presente estudo, 

porém, se assemelhando ao teste de imersão de fêmeas ingurgitadas com a bactéria 427b, onde 

foi observado 100% de mortalidade de fêmeas ingurgitadas 3 dias após realizada as imersões. 

Hassanain et al. (1997) realizaram testes com dois produtos comerciais, contendo duas 

variações da espécie de B. thuringiensis, sendo elas, B. thuringiensis var. kurstaski e B. 

thuringiensis var. israelentis em duas espécies de carrapatos (Hyalomma dromedarii e Argas 

[persicargas] persicus), as bactérias apresentaram mortalidade de fêmeas ingurgitadas, machos 

ingurgitados, machos não ingurgitados e fêmeas não ingurgitadas de A. persicus acima de 80%, 

o que difere do presente estudo na mortalidade de fêmeas ingurgitadas para a bactéria 388b, 

porém, novamente se assemelha a mortalidade observada na bactéria 427b. Para o carrapato H. 

dromedarii os testes apresentaram variações na mortalidade, sendo acima de 50%, 

assemelhando-se com os resultados apresentados neste trabalho, com a bactéria 388b.  

Fernandéz-Ruvalcaba et al., (2009) utilizaram três cepas diferentes de B. 

thuringiensis em carrapatos da espécie R. microplus, alcançando mortalidades variadas entre 

95,8%, 85,41%, 79,15%, 91,60%, para cada cepa. A mortalidade obtida não gerou diferença 

significativa quando comparados entre si, porém, assim como neste estudo os percentuais de 

Eficácia do Produto apresentaram diferenças significativas nas suas comparações. Martinez et 

al. (2013) realizaram o estudo da utilização da bactéria B. thuringiensis como agente de controle 

biológico em fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus utilizando câmaras de infestações 

artificiais contendo bovinos. Seus resultados apresentaram um decaimento de fêmeas durante 

7, 14 e 21 dias de coleta com valores médios de fêmeas ingurgitadas de 52,75 no sétimo dia, 

1,25 no décimo quarto dia e 0,50 no vigésimo primeiro dia, representando de modo semelhante 

ao presente estudo a capacidade das bactérias 388b e 427b de diminuir a população de fêmeas 

ingurgitadas do carrapato R. microplus. 

A bactéria 428d foi identificada como Serratia marcescens em simbiose com 

uma Bacillus sp. A bactéria S. marcescens se trata de um patógeno oportunista para pacientes 

hospitalares (YU, 1979; ACAR, 1986; HEJAZI e FALKINER, 1997; CRISTINA et al., 2019), 

desse modo seu manuseio deve ser mais cauteloso quando se trata do controle biológico, o fato 
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de tal bactéria ser encontrada em leitos hospitalares não enfraquece seu efeito como agente de 

controle de pragas, pois existem trabalhos onde bactérias da espécie S. marcescens foram 

empregadas para a avaliação de sua eficácia (SOMEYA et al., 2010; WANG et al., 2013), o 

mesmo ocorre para carrapatos (CASTRO-SAINES et al., 2021; CASTRO-SAINES et al., 2022; 

MACHADO-FERREIRA et al., 2015).  

Pelo fato da bactéria S. marcescens apresentar-se promissora, o presente estudo 

traz à tona a possibilidade de sua utilização para o controle do carrapato, porém, ainda serão 

necessários estudos sobre sua expressão proteica, patogenicidade a humanos e mecanismos de 

ação sob o carrapato R. microplus. 

Os tratamentos realizados com as bactérias da espécie S. marcescens no presente 

estudo demonstraram uma alta taxa de mortalidade de fêmeas ingurgitadas de carrapato, porém 

letalidade baixa nas larvas. A alta mortalidade de fêmeas ingurgitadas assemelhou-se aos 

resultados exibidos por Castro-Saines et al. (2022), onde, através de testes utilizando inoculação 

com capilares nas fêmeas ingurgitadas, obtiveram resultados de mortalidade de 90%, além de 

uma inibição de postura de 94,18% e por inoculação da bactéria diretamente no celoma da 

fêmea, alcançaram também a mortalidade de 90%, porém uma inibição de postura maior com 

99,84%. Em relação aos testes com larvas, esses foram utilizados para cortes histológicos não 

sendo discutido a mortalidade de larvas, porém a relação direta na capacidade de gerar 

mortalidade de fêmeas ingurgitadas e a diminuição na sua oviposição se destacam em ambos 

os trabalhos. 

As bactérias utilizadas neste estudo demonstraram o potencial no controle das 

fêmeas ingurgitadas do carrapato R. microplus, de tal modo, a análise genética para 

identificação das espécies torna-se inevitável, assim como a avaliação da patogenicidade da 

espécie S. marcescens para mamíferos. 

 

7. Conclusões 

• Dos oito isolados bacterianos testados, três apresentaram eficácia superior a 50% (388b, 427b 

e 428d); 

• A preservação das bactérias em geladeira durante quinze dias não gerou influência sobre sua 

eficácia no controle de fêmeas ingurgitadas de R. microplus; 

• Os testes de imersão de larvas do carrapato R. microplus realizados com as três as suspensões 

bacterianas não trouxeram resultados significantes, sugerindo a hipótese da necessidade de sua 
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ingestão; 

• O isolado bacteriano 388b resultou na bactéria Bacillus spp., que é amplamente utilizada no 

controle biológico de pragas, para fêmeas ingurgitadas de carrapato deste estudo apresentou 

58,31%; 

• O isolado bacteriano 428d foi identificado como Serratia marcescens com eficácia do produto 

de 88,78%; 

• O isolado bacteriano 427b foi identificada como Bacillus spp., com potencial para 

controle do carrapato R. microplus em 86,10%. 
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