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RESUMO GERAL

OLIVEIRA, Adlilton Pacheco. Diagndstico Molecular de Bioagentes em Carrapatos,
Oriundos de Fragmentos do Bioma Mata Atlantica, Brasil. 2019. 57p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Este trabalho estd divido em dois capitulos e tem por objetivos: 1) Identificar as espécies de
carrapatos na fase de vida livre, que ocorrem nas Unidades de Conservagao (UC’s) dos estados
do Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES) e Minas Gerais (MG), e realizar deteccao de acidos
desoxirribonucleicos (DNA) de bactérias dos géneros Rickettsia e Borrelia por meio da reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) e 2) Detectar evidéncias moleculares da presenca de bactérias
e protozoarios dos géneros Rickettsia, Borrelia, Babesia, Anaplasma e Ehrlichia em carrapatos
coletados de aves silvestres no estado do Rio de Janeiro. No primeiro trabalho, foram visitadas
17 UC’s (nacionais, estaduais e municipais) onde carrapatos em fase de vida livre foram
capturados utilizando armadilha de CO: e coleta manual. Foram coletados 1.356 carrapatos,
sendo 1201 larvas, 106 ninfas e 49 adultos. As ninfas foram identificadas como Amblyomma
spp. e os adultos como A. oblongoguttatum, A. sculptum, A. brasiliense, A. dubitatum, A.
aureolatum. As amostras foram submetidas a extracdo de DNA pelo método de fenol-
cloroférmio com precipitacdo em alcool isopropilico. Na PCR utilizando como alvo uma
sequéncia parcial do gene gltA, foi detectado DNA de Rickettsia spp. em 10,1% (19/188) das
amostras, para Borrelia spp. foi utilizado como alvo uma sequéncia parcial do gene flaB e
nenhuma amostra foi positiva. O sequenciamento das 19 amostras positivas na PCR, permitiu
a identificacdo de DNA de Rickettsia bellii (KX0094101) em todas as amostras. Para o capitulo
I1, foram capturadas 33 aves, de 20 espécies diferentes das quais 14 estavam parasitadas por
ninfas de carrapatos que foram identificados como A. longirostre. Foi detectado a presenca de
DNA de Rickettsia spp. em trés amostras, sendo uma delas positiva também para Borrelia spp..
Apos sequenciamento, a amostra co-infectada apresentou 100% de identidade com Rickettsia
bellii cepa H3 e 91% com Borrelia turcica, duas amostras apresentaram 100% de identidade
com Rickettsia sp. cepa Aranha e cepa AL.

Palavras-Chaves: Parques, febre maculosa, borreliose humana, passaros, infestacao
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GENERAL ABSTRACT

OLIVEIRA, Adlilton Pacheco. Molecular Diagnosis of Bioagents in Ticks from Fragments
of the Atlantic Rain Forest Biome, Brazil. 2019. 57p. Tesis (PhD in Veterinary Sciences,
Animal Health). Institute of Veterinary Medicine, Department of Animal Parasitology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

This work is divided into two chapters and aims to: 1) Identify the species of ticks in the free-
living phase, which occur in the Conservation Units (UC's) in the states of Rio de Janeiro,
Espirito Santo (ES) and Minas Gerais, Brazil, and to detect deoxyribonucleic acids (DNA) from
bacteria of the genera Rickettsia and Borrelia through polymerase chain reaction (PCR) and 2)
Detect molecular evidence of the presence of bacteria and protozoa of the genera Rickettsia,
Borrelia , Babesia, Anaplasma and Ehrlichia in ticks collected from wild birds in the state of
Rio de Janeiro. In the first study, 17 UC's were visited (national, state and municipal) where
free-living ticks were captured using CO2 trap and manual collection. A total of 1,356 ticks
were collected, including 1201 larvae, 106 nymphs and 49 adults. The nymphs were identified
as Amblyomma spp. and adults such as A. oblongoguttatum, A. sculptum, A. brasiliense, A.
dubitatum, A. aureolatum. The samples were submitted to DNA extraction by the phenol-
chloroform method with precipitation in isopropyl alcohol. In PCR using a partial sequence of
the gltA gene as a target, Rickettsia spp. in 10.1% (19/188) of the samples, for Borrelia spp. a
partial sequence of the flaB gene was used as a target and no sample was positive. Sequencing
of 19 samples identified the presence of Rickettsia belliit DNA. For Chapter |1, 33 birds of 20
different species were captured, of which 14 were parasitized by tick nymphs that were
identified as A. longirostre. The presence of Rickettsia spp. in three samples, one of which was
also positive for Borrelia spp. After sequencing, the co-infected sample showed 100% identity
with Rickettsia bellii strain H3 and 91% with Borrelia turcica, two samples had 100% identity
with Rickettsia sp. Aranha strain and AL strain.

Keywords: Parks, spotted fever, human borreliosis, birds, infestation.
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1 INTRODUCAO GERAL

As unidades de conservacdo ambiental (UC’s) brasileiras recebem muitos visitantes a
procura de atividades ao ar livre como acampamentos, caminhadas e trilhas. Sendo assim,
expostas a infestacBes por carrapatos e, consequentemente, a possiveis patdgenos que 0s
mesmos albergam. Varios parques tém sido interditados ou até mesmo fechados por causa de
doengas como a febre maculosa que envolve carrapatos e animais em seu ciclo de transmiss&o.
Essas enfermidades sdo o segundo grupo de doencas transmitidas por artrépodes de maior
importancia em saude humana, devido sua alta letalidade.

No Brasil, existem varias espécies de carrapatos associados a infestacdes de seres
humanos e muitas delas sdo comprovadamente transmissoras de patégenos, como é o caso de
Amblyomma sculptum Berlese, 1888, uma espécie de carrapato de baixa especificidade
parasitaria que infesta seres humanos com frequéncia e é considerado o principal vetor da
bactéria patogénica responsavel pela febre maculosa brasileira. Por este motivo, é de grande
importancia o monitoramento da ocorréncia de espécies de carrapatos que oferecam risco de
infestacdo e transmissdo de doencgas a seres humanos.

Para isso, 0 objetivo do presente trabalho foi descrever a ocorréncia de carrapatos em
fase parasitaria e ndo parasitaria em UC’s de ambito municipal, estadual e federal, além disso
detectar por meio de técnicas moleculares. agentes que podem ser transmitidos por esses
carrapatos.

Nesse contexto, o trabalho foi dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo, apresenta
resultados de um levantamento da ocorréncia de espécies de carrapatos em fase ndo parasitaria
encontradas em 17 UC’s distribuidas entre os estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas
Gerais; além de apresentar também a frequéncia de detec¢do de DNA de bactérias dos géneros
Rickettsia e Borrelia nesses carrapatos por meio de técnicas moleculares. O segundo capitulo,
apresenta um levantamento das infestagcdes por carrapatos em aves silvestres capturadas em
Guapimirim e Serra dos Orgéos, no Rio de Janeiro, bem como uma avaliacdo da presenca de
DNA de agentes infecciosos e parasitarios nesses carrapatos por meio de técnicas moleculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Unidades de Conservagdo Ambiental (UC’s)

E sabido que, muitos povos e civilizagdes reconheceram ao longo da historia, a
necessidade de proteger areas naturais com caracteristicas especiais, por diversos motivos: estas
areas podiam estar associadas a mitos, fatos historicos marcantes e a protecao de fontes de agua,
caca, plantas medicinais e outros recursos naturais. Com o passar do tempo, muitas areas
naturais foram sendo destruidas para dar lugar & ocupacdo humana. Animais e plantas
desapareceram e outros, até os dias atuais, ainda correm risco de extin¢do (BRASIL, 2018a).

O Brasil é considerado um pais detentor de uma das maiores diversidades bioldgicas do
planeta, possuindo grande variedade de espécies de fauna e flora, que compde importantes
ecossistemas proporcionando um dos melhores climas do mundo, 4gua pura e em grande
quantidade, terras férteis e paisagens paradisiacas. Uma das formas de se proteger essas areas
naturais é por meio da criacdo de Unidades de Conservagdo (UC’s), estratégia extremamente
eficaz para a manutencao dos recursos naturais em longo prazo (BRASIL, 2018a; ALEIXO et
al., 2010).

Segundo Brasil (2018b), as UC’s podem ser divididas em dois grupos: unidades de
protecdo integral e unidades de uso sustentavel.

Nas unidades de protecdo integral € permitido apenas o uso indireto dos recursos
naturais; ou seja, aquele que ndo envolve consumo, coleta ou danos aos recursos naturais. E
como exemplos dessas atividades estdo a recreacdo em contato com a natureza, turismo
ecoldgico, pesquisa cientifica, educagdo e interpretacdo ambiental, entre outras. Fazem parte
deste tipo de unidade: Estacdo Ecoldgica/bioldgica - area destinada a preservacao da natureza
e a realizacdo de pesquisas cientificas; Reserva Bioldgica - area destinada a preservacdo da
diversidade bioldgica, onde podem ser efetuadas medidas de recuperacdo de ecossistemas
alterados e de preservacao e recuperacdo do equilibrio natural, da diversidade bioldgica e dos
processos ecoldgicos naturais; Parque - area destinada a protecdo dos ecossistemas naturais de
grande relevancia ecoldgica e beleza cénica, onde podem ser realizadas atividades de recreacéo,
educacao e interpretacdo ambiental, e desenvolvidas pesquisas cientificas; Monumento Natural
- area que tem como objetivo basico a preservacdo de lugares singulares, raros e de grande
beleza cénica, permite a existéncia de propriedades privadas em seu interior; e Reflgio de Vida
Silvestre - ambiente natural onde se asseguram condi¢des para a existéncia ou reproducdo de
espécies ou comunidades da flora local e da fauna residente ou migratéria, permite a existéncia
de propriedades privadas em seu interior (RYLANDS; BRANDON, 2005; BRASIL, 2011).

Ja as unidades de uso sustentavel sdo areas que visam conciliar a conservacdo da
natureza com o uso sustentavel dos recursos naturais, mas desde que praticadas de uma forma
que a perenidade dos recursos ambientais renovaveis e dos processos ecoldgicos esteja
assegurada (BRASIL, 2018b). Fazem parte deste tipo de unidade: Area de Protecio Ambiental
- area em geral extensa, com certo grau de ocupacdo humana, dotada de atributos naturais,
estéticos e culturais importantes para a qualidade de vida e o bem-estar das populac@es; Area
de Relevante Interesse Ecoldgico - area de pequena extensdo, com pouca ou nenhuma ocupagéo
humana e com caracteristicas naturais singulares, cujo objetivo é manter ecossistemas naturais
de importancia regional ou local e regular o uso admissivel dessas areas, permite a existéncia
de propriedades privadas em seu interior; Floresta - area com cobertura florestal onde
predominam espécies nativas, cujo principal objetivo € o uso sustentavel e diversificado dos
recursos florestais e a pesquisa cientifica; Reserva Extrativista - area natural com o objetivo
principal de proteger os meios, a vida e a cultura de populagdes tradicionais, cuja subsisténcia
baseia-se no extrativismo e, a0 mesmo tempo, assegurar 0 uso sustentavel dos recursos naturais
existentes; Reserva de Fauna - area com populacfes animais de espécies nativas, terrestres ou
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aquaticas, onde sdo incentivados estudos técnicos e cientificos sobre o manejo econémico
sustentavel dos recursos faunisticos; Reserva de Desenvolvimento Sustentavel - area natural
onde vivem populages tradicionais que se baseiam em sistemas sustentaveis de exploragao dos
recursos naturais; Reserva Particular do Patriménio Natural - area privada criada para proteger
a biodiversidade a partir de iniciativa do proprietario (RYLANDS & BRANDON 2005;
BRASIL, 2011).

2.2 Espécies de Carrapatos de Importancia Médica e Veterinaria.

Os carrapatos sdo artropodes e se dividem em trés familias, a Ixodidae (683 espécies),
Argasidae (183 espécies) e Nuttalliellidae com uma espécie, Nuttalliella namaqua (BARROS-
BATTESTI, 2006). Todas as espécies requerem obrigatoriamente sangue de vertebrados e
possuem um significativo nivel de especificidade, podendo utilizar como fonte de alimentacédo
hospedeiros alternativos como os seres humanos (MASSARD; FONSECA, 2004).

Os carrapatos da familia Ixodidae sdo 0os mais numerosos em quantidade de espécies e
na regido neotropical, sdo representados pelos géneros Amblyomma, Dermacentor,
Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus. Ja os da familia Argasidae, sdo constituidos pelos
géneros Antricola, Argas, Nothoaspis, Ornithodoros e Otobios. A familia Nuttalliellidae ndo
possuem representantes na regido neotropical, e limita-se ao continente africano (ONOFRIO et
al., 2006; BARROS-BATTESTI, 2006; VENZAL et al., 2006).

Em seres humanos e animais, 0s carrapatos podem causar processos alérgicos,
espoliacdo sanguinea e principalmente, a transmissdo de agentes infecciosos (JONGEJAN;
UILENBERG, 2004).

Ao infestar animais de companhia e de interesse zootécnico, os carrapatos podem ser
vetores de diversos agentes, como 0s dos géneros Babesia, Anaplasma, Ehrlichia, Theilleria e
outros, além de causar prejuizos com as lesdes do couro provocadas pelas reacdes inflamatorias
causadas pela picada e fixacdo do artrépode (MASSARD; FONSECA, 2004)

Nos seres humanos, as infestagdes por carrapatos ocorrem de maneira acidental
(MASSARD; FONSECA, 2004). Porém, ndo menos importante que em animais, uma vez que
o0 risco de transmissdo de doencas também € uma variavel preocupante. Para o homem, 0s
carrapatos podem transmitir agentes patogénicos principalmente dos géneros Rickettsia e
Borrelia, e virus responsaveis por encefalites e doencas hemorragicas (CONFALONIERI;
MARINHO, 2007).

2.3 Infestacdo por Carrapatos em Aves Silvestres.

No Brasil existem 68 espécies de carrapatos, sendo que 46 pertencem a familia Ixodidae
e 22 a argasidae. Destas pelo menos 23 especies sdo encontradas parasitando aves silvestres.
Esse numero tem crescido com o advento de novos estudos ressaltando o papel das aves nos
ciclos de vida desses artropodes (OGRZEWALSKA; PINTER, 2016)

O parasitismo por carrapatos do género Amblyomma em aves silvestres é frequente.
Esses animais podem ser infestados naturalmente ou acidentalmente por formas imaturas de
pelo menos doze espécies ja relatadas, sendo a mais frequente nesses relatos A. longirostre
(MARTINS et al., 2014; SANCHES et al., 2013; SANTOLIN et al., 2012; SCOFIELD et al.,
2011; ARZUA et al., 2003; OLIVER; JAMES, 1989).

As aves podem adquirir a infestacdo por carrapatos tanto nas arvores em contato com
galhos e folhas quanto no solo. Esses artropodes se fixam geralmente na cabeca, base do bico
e faixa ventral das aves. A grande importancia dessas infestacdes esta ligada principalmente a
capacidade de dispersdo desses artropodes e consequentemente a dispersdo de agentes
infecciosos e parasitarios que os mesmos albergam, bem como a influéncia dessas infestacdes
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na bioecologia dessas aves, que ainda é pouco conhecida (SANTOLIN et al., 2012; MORSHED
et al., 2005; ARZUA et al., 2003).

2.4 O Género Amblyomma

O género Amblyomma pertence a familia Ixodidae, que sdo popularmente conhecidos
como “carrapatos duros” pois em todas as suas fases de desenvolvimento apresentam escudo
dorsal. Esta familia possui cerca de 680 espécies descritas que se distribuem amplamente em
todos os continentes (BARROS-BATTESTI, 2006). No Brasil, o género Amblyomma é
representado por cerca de 33 espécies, sendo algumas delas endémicas. Esses ixodideos
possuem acentuado dimorfismo sexual (Figura 1), onde machos apresentam escudo dorsal
completo se estendendo até a margem posterior do corpo, e fémeas apresentam escudo
incompleto ndo ultrapassando a regido mediana do corpo (ONOFRIO et al., 2006).

Figura 13. Escudo dorsal completo de um macho de Amblyomma humerale (------ ), €
incompleto de uma fémea de Amblyomma dissimile ( ). Fonte: arquivo pessoal.

Segundo Onofrio (2007a), a maioria das espécies de Amblyomma realiza o ciclo em trés
hospedeiros, com raras exce¢des, como Amblyomma rotundatum Koch, 1844, que algumas
vezes pode fazer a ecdise do estagio de larva para ninfa sobre o hospedeiro. O ciclo biolégico
desses ixodideos cursa com varios dias de alimentacdo e com raras excecOes de espécies
partenogenéticas a copula entre macho e fémea acontece sobre o hospedeiro, onde
posteriormente as fémeas ingurgitadas se desprendem e iniciam a oviposi¢do de centenas de
ovos no solo sob a vegetacdo. Uma vez concluida a postura, as fémeas morrem, enquanto
machos permanecem no hospedeiro fecundando outras fémeas. O ciclo biologico de carrapatos
deste género inclui ovo embrionado e trés estagios ativos (larva, ninfa e adultos) que se
alimentam no hospedeiro antes de prosseguirem para o proximo estagio (fase parasitaria). A
ecdise ocorre fora do hospedeiro, isto €, no ambiente (fase ndo parasitaria), caracterizando um
ciclo de vida heteroxeno (FACCINI; BARROS-BATESTI, 2006; OLIVER; JAMES, 1989).

As fases de vida livre de Amblyomma spp. sdo reguladas por condic¢des climaticas,
principalmente calor e umidade. Em geral, esses carrapatos sdo mais abundantes em locais
guentes e Umidos, além disso podem sobreviver durante meses sem se alimentar (FACCINI,;
BARROS-BATESTI, 2006).

Quanto a especificidade parasitaria de Amblyomma spp., sdo carrapatos menos
especificos durante suas fases imaturas podendo parasitar uma vasta gama de hospedeiros,
enquanto que adultos preferem animais especificos. A variedade de hospedeiros é bastante
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representativa, e compreende grande parte da ordem dos mamiferos. As aves sdo parasitadas
geralmente por formas imaturas, sendo raros os achados de adultos nesse grupo de animais. Os
anfibios e répteis também estdo entre os hospedeiros deste grupo de artropodes (Figura 14), e
sdo frequentemente infestados por todos os estagios de desenvolvimento (FACCINI;
BARROS-BATESTI, 2006; ONOFRIO et al., 2006; OLIVER; JAMES, 1989).

2.5 Agentes Zoondticos Transmitidos por Carrapatos do Género Amblyomma no Brasil

Segundo o “Centers for disease control and prevention (CDC)” muitos agentes
infecciosos virais, bacterianos e parasitarios podem ser transmitidos por carrapatos aos seres
humanos e animais, onde arboviroses, borrelioses e babesioses séo exemplos dessas doencas
(CDC, 2014). No Brasil foram diagnosticadas duas doengas em humanos frequentemente
associadas a carrapatos, a Febre Maculosa (FM) com vérios casos confirmados tanto em
humanos como em animais, e a Borreliose Humana Brasileira (BHB), similar a Doenca de
Lyme da América do Norte (FONSECA et al., 2005; YOSHINARI et al., 2010). Essas doencas
sdo graves e de diagndstico dificil, sendo importantes para as varias especialidades médicas,
uma vez que possuem apresentacoes clinicas bastante complexas (YOSHINARI, 2009)

O género Rickettsia compreende bactérias gram-negativas intracelulares e pleomorficas
(LA SCOLA; RAOULT, 1997), que até o ano 2000 eram conhecidos apenas trés espécies de
ocorréncia na Ameérica do Sul, sendo duas espécies do Grupo Tifo (GT) Rickettsia prowazekii
e Rickettsia typhi transmitidas por piolhos e pulgas respectivamente, e uma do Grupo da Febre
Maculosa (GFM), Rickettsia rickettsii transmitida por carrapatos, todas trés espécies séo
patogénicas a humanos (LABRUNA, 2009). Porém a partir do ano 2000, pelo menos sete outras
espécies de Rickettsia foram relatadas infectando artrépodes no Brasil e outros paises da
América do Sul, tais como Rickettsia felis em pulgas (Argentina, Brasil, Chile, Peru e Uruguai);
Rickettsia parkeri (Argentina, Brasil e Uruguai), Rickettsia massiliae (Argentina), Rickettsia
amblyomatis (Argentina, Brasil e Guiana Francesa), Rickettsia bellii (Argentina e Brasil),
Rickettsia rhipicephali (Brasil) e Candidatus “Rickettsia andeanae” (Brasil e Peru) infectando
carrapatos. Todas essas espécies estdo no GFM, com excec¢do de Rickettsia bellii que pertence
a um Grupo Ancestral (FUXELIUS et al., 2007; LABRUNA, 2009; NIERI-BASTOS et al.,
2014).

A FM é uma doenca zoonotica, febril aguda, e tem como agente etioldgico Rickettsia
rickettsii (ANGERAMI et al., 2006). Esta doenca tem sido descrita no Brasil desde 1920, com
diminuicdo dos casos relatados com o passar dos anos. Porém, na década de 1990 houve um
ressurgimento da doenca, que em 2007 contabilizou 255 casos confirmados em Sédo Paulo
(LABRUNA, 2009). O Rio de Janeiro somente no periodo de 2015 a 2018, j& contabilizou 55
obitos (BRASIL, 2018c).

A maior parte dos casos se concentra na regido sudeste, acompanhando a distribuicao
do carrapato vetor Amblyomma sculptum, que ocorre em abundancia também nas regifes
Centro Oeste, Nordeste e parte do Sul (FIOL et al., 2010; MARTINS et al., 2010).

A BHB ¢ uma doenca que determina complicacOes sistémicas e recorrentes, incluindo
desordens imunoldgicas ao longo da prolongada evolugéo clinica. E causada por espiroquetas
do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato de morfologia atipica ndo espiralada, que se
assemelha a Mycoplasma spp. e Chlamydia spp. Este agente precisa ser estudado para melhor
entendimento quanto sua espécie, cujo inquéritos sorologicos revelaram sua circulagdo em
varias regides do Brasil (GALO et al., 2009; YOSHINARI et al., 2010; CORDEIRO et al.,
2012).

Esta doenca de origem infecciosa, tem seu agente etiologico transmitido por carrapatos
dos géneros Amblyomma e/ou Rhipicephalus. Acredita-se que A. sculptum seja o transmissor
das espiroquetas ao homem, pois ja se verificou o desenvolvimento da BHB apds a picada
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acidental por esse carrapato (YOSHINARI et al., 2010). Além disso, os carrapatos das espécies
A. aureolatum, Ixodes sp., I. didelphidis e I. loricatus foram identificados em roedores e
marsupiais infectados com espiroquetas morfologicamente semelhantes as do género Borrelia
(ABEL et al. 2000). Particularmente no Estado de Espirito Santo, existe uma importante
associacdo entre a ocorréncia de casos de BHB e presenca de capivaras, sugerindo que
carrapatos que parasitam estes roedores possam participar no ciclo epidemiologico da BHB.
Igualmente importante é o desenvolvimento de sintomas clinicos dessa doenga apds o contato
dos carrapatos com animais domesticos como cavalos, cachorros e bovinos (YOSHINARI et
al., 2010).
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CAPITULO |

DETECCAO DE DNA DE Rickettsia spp. E Borrelia spp. EM CARRAPATOS EM
FASE DE VIDA LIVRE DE UNIDADES DE CONSERVACAO NA REGIAO
SUDESTE DO BRASIL

17



RESUMO

As unidades de conservagdo ambiental (UC’s) brasileiras recebem muitos visitantes a procura
de atividades ao ar livre como campings, trilhas, etc. Sendo assim, expostas a infestagdes por
carrapatos e, consequentemente, a possiveis patdgenos que os mesmos albergam. O objetivo do
presente trabalho foi identificar as espécies de carrapatos na fase de vida livre, que ocorrem nas
UC’s dos estados do Rio de Janeiro (RJ), Espirito Santo (ES) e Minas Gerais (MG), e realizar
deteccdo de DNA de bactérias dos géneros Rickettsia e Borrelia por meio da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) nesses carrapatos. Foram visitadas 17 UC’s (nacionais, estaduais e
municipais) onde carrapatos em fase de vida livre foram capturados utilizando armadilha de
CO: e coleta manual. Foram realizados 113 diferentes pontos de coleta, sendo destes 22 fixos
com repeticbes de quatro coletas totalizando 88 coletas nesses pontos. Os artrépodes foram
identificados com chave dicotbmica especifica, sendo larvas e ninfas identificadas até género e
adultos até espécie. Ninfas e adultos foram acondicionados individualmente e as larvas
reservadas em pool e congeladas. A extracdo de DNA foi feita pelo protocolo fenol-cloroférmio
em um total 188 amostras. A PCR foi realizada utilizando primers que amplificam um
fragmento do gene citrato sintase e flagelina B de Rickettsia spp. e Borrelia spp.
respectivamente. Foram coletados 1.356 carrapatos, sendo 1201 larvas, 106 ninfas e 49 adultos.
As ninfas foram identificadas como Amblyomma spp. e os adultos como A. oblongoguttatum
(3472%), A. sculptum (93/13%), A. brasiliense (13/1%), A. dubitatum (24/5%9) e A.
aureolatum (6/69). Na PCR foi detectado DNA de Rickettsia spp. em 10,1% (19/188) das
amostras, nenhuma amostra foi positiva para Borrelia spp. Das amostras positivas para
Rickettsia spp., sete eram pools de larvas, oito amostras de ninfas de Amblyomma spp., e quatro
de adultos sendo trés de A. dubitatum e uma de A. aureolatum. Apds sequenciamento de 19
amostras, identificou-se sequencias de Rickettsia bellii em todas as 19 amostras. DNA de
Rickettsia bellii esta presente em carrapatos de UC’s no ES, em contrapartida, DNA de Borrelia
spp. esta ausente. A ocorréncia de carrapatos do género Amblyomma em UC’s dos estados do
RJ, MG e ES é frequente e serve de alerta para os visitantes e autoridades responsaveis pelas
UC’s, sobre o risco de infestagdes por carrapatos e, consequentemente, exposi¢ao a agentes
infecciosos e parasitarios.

Palavras chaves: Mata atlantica, infestacéo, borreliose humana, febre maculosa
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ABSTRACT

Brazilian environmental conservation units (CUs) receive many visitors looking for outdoor
activities such as camp sites, trails, etc. Thus, they are exposed to infestations by ticks and,
consequently, to possible pathogens that they harbor. The objective of the present work was to
identify the species of ticks in the free life stage, which occur in the State of Rio de Janeiro
(State of Rio de Janeiro), State of Espirito Santo (ES) and Minas Gerais (MG), and to perform
DNA detection of bacteria of the genera Rickettsia and Borrelia through the polymerase chain
reaction (PCR) in these ticks. We visited 17 UC's (national, state and municipal) where free-
living ticks were captured using CO2 trap and manual collection. There were 113 different
collection points, of which 22 were fixed with replicates of four collections totaling 88
collections at these points. The arthropods were identified with specific dichotomous key, being
larvae and nymphs identified until genus and adults until species. Nymphs and adults were
individually packaged and reserved larvae were pooled. DNA extraction was done by the
phenol-chloroform protocol in a total of 188 samples. PCR was performed using primers that
amplify a fragment of the citrate synthase gene and flagellin B from Rickettsia spp. and Borrelia
spp. respectively. A total of 1,356 ticks were collected, including 1201 larvae, 106 nymphs and
49 adults. The nymphs were identified as Amblyomma spp. and adults such as A.
oblongoguttatum (33 / 29), A. sculptum (92 / 139), A. brasiliense (13 / 1%), A. dubitatum
(22'/152) and A. aureolatum (62 / 62). PCR was detected in Rickettsia spp. in 10.1% (19/188)
of the samples, no sample was positive for Borrelia spp. Of the positive samples for Rickettsia
spp., Seven were pools of larvae, eight samples of nymphs of Amblyomma spp., And four of
adults were three of A. dubitatum and one of A. aureolatum. After sequencing samples,
Rickettsia bellii sequences were identified in all 19 samples. Rickettsia bellii DNA is present in
ticks of UC's in ES, in contrast, DNA from Borrelia spp. is absent. The occurrence of
Amblyomma ticks in UC's of the states of RJ, MG and ES is frequent and serves as a warning
to visitors and authorities responsible for CUs about the risk of tick infestations and,
consequently, exposure to infectious and parasitic agents.

Keywords: Atlantic rain forest, infestation, human borreliosis, spotted fever
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1 INTRODUCAO

O Brasil é detentor de uma megabiodiversidade distribuida em seus varios biomas e
algumas caracteristicas dessa diversidade sdo passiveis de protecdo, como as espécies
endémicas de fauna e flora, indicios arqueoldgicos e antropoldgicos deixados por animais e
povos antigos (BRASIL, 2019). Para preservacdo desse patrimonio natural e cultural, foram
criadas as Unidades de Conservagdo Ambiental (UC’s), que também servem como areas de
educacdo socioambiental, e uso recreativo para a populacdo (BRASIL, 2018a).

Nos ultimos anos a sociedade brasileira vem adquirindo cada vez mais afinidade por
atividades ao ar livre e as UC’s sdo destinos cada vez mais procurados (SZEREMETA,;
ZANNIN, 2013). O contato com a natureza é uma das necessidades fundamentais de quem
procura por esses lugares, porém, esse contato nem sempre € benéfico. Essas areas possuem
artrépodes hematofagos, principalmente mosquitos e carrapatos que normalmente parasitam
animais, mas com o aumento do fluxo de pessoas as infestacdes em humanos tém se tornado
cada vez mais comuns, servido de alerta para o risco de transmisséo de doencgas ou problemas
alérgicos (RIBEIRO et al., 2010).

Em associagdo ao risco de infestacdo, temos também a invasdo das UC’s por espécies
exoticas e/ou nativas de outras regides como javalis e capivaras, que além de causarem impactos
consideraveis, também podem servir como hospedeiros dos carrapatos e também como
reservatorios/amplificadores de doencas (RIBEIRO et al., 2010; COCATE et al., 2015)

As doengas transmitidas por carrapatos ocupam o segundo lugar entre as enfermidades
veiculadas por artropodes aos humanos, ficando atrds somente das transmitidas por mosquitos.
Porém, quando ¢ levado em consideracdo a transmissao para animais, as doencas transmitidas
por carrapatos ocupam o primeiro lugar no ranking (CORDEIRO, 2012).

Existem no Brasil, duas zoonoses frequentemente associadas a carrapatos; a Febre
Maculosa (FM) que possui altas taxas de incidéncia todos os anos, principalmente na regido
sudeste do Brasil (BRASIL, 2018c), e a Borreliose Humana Brasileira, similar a Doenca de
Lyme descrita na América do Norte, causadora de dores articulares e desordens imunoldgicas
crénicas (FONSECA et al., 2005; YOSHINARI et al., 2010).

Essas doencas sdo graves e de diagndstico dificil, sendo importantes para as varias
especialidades médicas, uma vez que possuem apresentacfes clinicas bastante complexas
(YOSHINARI, 2009). Baseado nisso, o objetivo deste trabalho foi relatar a ocorréncia de
espécies de carrapatos em estagio ndo parasitario encontrados em Unidades de Conservacdo
(UC’s) nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais, bem como realizar a
deteccdo de DNA de Borrelia spp. e Rickettsia spp. que infectam esses carrapatos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi realizado com permisséo do Instituto Chico Mendes de Conservagéo
da Biodiversidade - ICMBIo sob o numero de protocolo 45198-2 (Anexo A).

2.2 Descricéo dos Locais de Coleta

As coletas foram realizadas no ano de 2015 em Unidades de conservacdo (UC’s)
Federais, Estaduais e Municipais nos estados do Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES) e em
suas regides limitrofes com o estado de Minas Gerais (MG). Foram visitadas 17 UC’s,
classificadas como Parque nacional (ParNa), Parque estadual (PE), Reserva bioldgica (ReBio),
Estacdo biologica (EB), areas de protecao ambiental (APA) e monumentos naturais (MoNa).

As localizagdes das UC’s e a quantidade de pontos de coleta realizados estdo disponiveis
na tabela 1 e Figura 1. Informacgdes mais detalhadas sobre os locais de coleta e coordenadas
geogréficas de cada ponto, estdo disponiveis nos apéndices A, B e C.

Tabela 1. Descricéo dos locais e numero de pontos de coleta realizado em cada Unidade de Conservacéo (UC’s).

N UF Municipio UC’s N. de pontos
de coleta

1 RJ Itatiaia ParNa de Itatiaia 22 (88*)

2 Ibitirama (Alto Capara6/Caparad) ParNa do Caparad 17

3 Domingos Martins PE Pedra Azul 5

4 Alegre/lbitirama PE Cachoeira da Fumaca 6

5 Guarapari PE Paulo César Vinha 5

6 Castelo PE do Forno Grande 6

7 Castelo PE Mata das Flores 5

8 Conceicdo da Barra PE ltadnas 6

9 ES Cariacica ReBio Duas Bocas 5

10 Santa Teresa ReBio Augusto Ruschi 5

11 Sooretama/Jaguaré/Linhares ReBio Sooretama 7

12 Santa Teresa EB Santa Lucia 4

13 Guarapari APA de Setiba 4

14 Mimoso do Sul MoNa do Pico dos Pontdes 4

15 Pancas MoNa dos Pontbes Capixabas 4

16 Nova Venécia MoNa da Pedra da Fortaleza 4

17 MG Espera Feliz APA Alto Tabodo 4

TOTAL - - 113

ParNa - Parque nacional; PE - Parque estadual; ReBio - Reserva bioldgica; EB - Estacdo bioldgica; APA - area de
protecdo ambiental; MoNa - monumento natural; *no ParNa Itatiaia foram realizadas quatro coletas em 22 pontos
fixos a cada estacdo do ano, totalizando 88 coletas durante um ano;
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Figura 1. Mapa com a distribuigdo das UC’s estudadas no RJ, ES e MG. 1- ParNa de Itatiaia, 2 - ParNa do Capara0,
3 - PE Pedra Azul, 4 - PE Cachoeira da Fumaga, 5 - PE Paulo César Vinha, 6 - PE do Forno Grande, 7 - PE Mata
das Flores, 8 - PE Itatnas, 9 - ReBio Duas Bocas, 10 - ReBio Augusto Ruschi, 11 - ReBio Sooretama, 12 - EB
Santa Ldcia, 13 - APA de Setiba, 14 - MoNa do Pico dos Pont6es, 15 - MoNa dos Pontdes Capixabas, 16 - MoNa
da Pedra da Fortaleza, 17- APA Alto Tabo&o. Fonte: Delimitacdo das Unidades Federativas — IBGE 2014 e Brasil
(2019b); Datum SIGAS2000 (23K e 24s), produzido no software ArcGIS.

As coletas realizadas no ParNa de Itatiaia foram feitas em pontos fixos durante as quatro
estacOes do ano. Este parque foi o Unico local que foi visitado mais de uma vez, devido sua
posicao estratégica que favorecia a logistica das visitas.

Os pontos de coleta foram escolhidos levando em consideracdo caracteristicas como:
proximidade com trilhas utilizadas por humanos e presencas de tocas ou indicios de passagem
de animais nativos.

2.3 Método de Coleta de Carrapatos

As coletas foram realizadas utilizando dois métodos de captura de carrapatos em fase
de vida ndo parasitario: Armadilha quimica de CO. segundo Cangado et al. (2008) com
modifica¢fes segundo Silveira (2010) e remocdo mecénica dos artropodes das vestes e corpo
dos pesquisadores. A armadilha quimica tem como principio a atracdo de carrapatos pelo CO3,
que é produzido pela reagdo de acido latico (C3HsO2), diluido a 20% com carbonato de célcio
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(CaCO03). Apobs captura os carrapatos foram acondicionados em tubos de polipropileno que
continham RNA later®.

2.4 ldentificacdo dos Carrapatos

Os carrapatos adultos foram identificados em nivel de espécie, enquanto as larvas e as
ninfas foram identificadas somente até nivel de género (impossibilidade de identificacdo
morfologica especifica causada pelo método de acondicionamento). Para isso, foram utilizados
microscopio estereoscdpico e a chave dicotdmica modificada de Guimardes et al. (2001) in
Barros-Battesti et al. (2006). Apds identificacdo os artropodes foram acondicionados
novamente em tubos de poliestileno com RNA later® e depois congelados.

2.5 Extracédo de DNA e Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR)

Os carrapatos mantidos conservados em RNA later® foram lavados em agua destilada
por trés vezes e re-hidratados em 200 pL de PBS “phosphate buffered saline”, adultos e ninfas
foram acondicionados individualmente, ja as larvas foram acondicionadas em “pool” de 20, em
tubos de poliestileno de 1,5 mL totalizando 188 amostras. Em seguida adicionou-se sete esferas
de Oxido de zirconio de 2 mm e 80 mg de esferas de vidro de 0,1 mm, ambas autoclavadas, para
a trituracdo em Minibeadbeater BIOSPEC® por 1 minuto.

A lise celular foi efetuada com a adi¢ao de 250 L de solucéo de digestdo (20 mM Tris-
HCI, 20 mM EDTA, 400 mM NaCl, 1% “sodium dodecyl sulfate”, 10mM CaCl,) com 20 uL
de proteinase k (20 mg/mL) em incubacgdo “overnight” a temperatura de 56° Celsius. O DNA
foi extraido por um tratamento com Fenol e outro tratamento com fenol-cloroférmio seguido
de precipitacdo com isopropanol. O DNA precipitado (formado ap6s centrifugacdo de 16000
XG) foi lavado duas vezes com alcool 70% e suspendido em 100 pL de tampé&o de eluicéo (10
mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA pH 9,0) em “overnight” a 4°C (SANTOLIN et al., 2013). Para
verificar a eficiéncia da técnica de extracdo de DNA todas as amostras foram submetidas a uma
prévia amplificacdo de uma sequéncia parcial do gene 16S rRNA de carrapato, seguindo o
protocolo estabelecido por Mangold et al. (1998).

A presenca de DNA de Rickettsia spp. e Borrelia spp. foi detectada por Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) e Nested PCR respectivamente, usando os oligonucleotideos
iniciadores (“primers ) (INVITROGEN / LIFE TECHNOLOGIES®) descritos na Tabela 2. Em
cada reacdo continha 3 pL de DNA, 14,2 uL de 4gua, 2 pL de “primers” (10 uM F+R), 2,5 pL
de tampéo (10X concentrado), 1,25 pL de MgCl> (50 mM) e 2 uL de ANTP’s (2,5 mM) e
0,15pL Taq DNA polimerase (PROMEGA®) em um volume final de 25 pL. Como controles
positivos foram utilizadas amostras de DNA obtidas dos agentes mantidos em laboratorio, para
Rickettsia spp., foi utilizado DNA controle positivo de R. parkeri cepa At24 mantida em cultivo
de células VERO. Ja os controles positivos de Borrelia spp. foram obtidos a partir de um isolado
de B. anserina mantida em nitrogénio liquido no Laboratorio de Doencas Parasitarias-UFRRJ.
Como controles negativos para as reacgdes, foram utilizadas amostras de DNA de carrapatos
mantidos em laboratorio e previamente testados e para o controle de contaminacéo foi utilizado
agua ultrapura.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corados com
brometo de etidio e visualizados em Transiluminador-UV.
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Tabela 2. Pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para a amplificacdo de genes de Rickettsia
spp. e Borrelia spp. por PCR.

Tamanho
Primer Gene Sequéncia de Nucleotideo (5°- 3”) do Origem

Fragmento

CS239F  gtA  GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT N

CS1069 R CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT 834pb*  Labruna etal. (2004)

BorFlaF1 TACATCAGCTATTAATGCTTCAAGA .

BorFlaRl 2B GCAATCATWGCCATTGCRGATTG ~ /2oPb* (1) Blancoetal. (2017)

BorFlaF2 CTGATGATGCTGCTGGWATGG .

BorFlaR?  F12B TCATCTGTCATTRTWGCATCTT 410pb* (2)  Blanco etal. (2017)

*Pb: pares de base;(1) e (2): Nested-PCR

2.6 Sequenciamento

As amostras positivas (produtos) na PCR foram purificadas com kit comercial USB®
EX0SAP-IT® PCR cleanup reagent (THERMOFISHER) seguindo o protocolo indicado pelo
fabricante e submetidas a sequenciamento pelo método de Sanger. As sequéncias parciais
obtidas foram comparadas com sequéncias dos genes gItA e FlaB disponiveis no GenBank
utilizando a plataforma BLAST-NCBI.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados o total de 1.356 carrapatos em fase ndo parasitéria, sendo 1.201 larvas,
106 ninfas e 49 adultos (Tabela 3), distribuidos em 13 UC’s nos estados do Rio de Janeiro,
Espirito Santo e suas divisas com Minas Gerais. Houve auséncia de captura de carrapatos em

quatro UC’s: PE do Forno Grande - ES, PE Mata das Flores - ES; MoNa dos Pont6es Capixabas

- ES e MoNa da Pedra da Fortaleza — ES. A auséncia de captura nesses locais pode ter sido

influenciada pelo clima chuvoso no dia de coleta.

Tais locais foram escolhidos por se tratarem de areas de visitagdo de grande volume de

pessoas, somente o ParNa de Itatiaia recebeu em 2016 cerca de 127.494 visitantes (BRASIL,

2017). Devido esse volume de visitantes associado a quantidade de carrapatos encontrados, 0s
relatos de infestacdo sdo frequentes nesses locais. Esse fato também foi observado com o

método de captura onde esses artropodes foram mais frequentes, isto é, através da coleta manual

(vestimenta e corpo dos pesquisadores) (Figura 2).
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Figura 2. Grafico da coleta de carrapatos nas UC’s utilizando dois métodos de captura, a armadilha de CO; €

coleta manual. Eixo x- nimero de carrapatos coletados. Eixo y-locais de coleta.
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Tabela 3. Descricdo do total de Ixodideos coletados em fase ndo parasitaria, estigio de desenvolvimento, género/espécie e locais e tipo de captura, nas UC’s do Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Minas Gerais, Brasil.

UC’s Arma dilha-cli-épé gj Capgjorlita manual Génerol/espécie (Quantidade e estagio de desenvolvimento) I-gg;?il dg%re
ParNa de Itatiaia-RJ 8 297 Amblyomma spp. (294 L/10 N); A. sculptum (1 &) 305
ParNa do Capara6-ES/MG 2 - Amblyomma sp. (1 N); A. sculptum (1 @) 2
PE Pedra Azul-ES 1 - Amblyomma sp. (1 N) 1
PE Cachoeira da Fumaca-ES 49 17 Amblyomma spp. (49 L/6 N); A. sculptum (5 &/2 Q); A. dubitatum (4Q) 66
PE Paulo César Vinha-ES 6 56 Amblyomma spp. (52 L/1 N); A. sculptum (3 &/5 Q); A. dubitatum (13) 62
PE Italinas-ES 3 1 Amblyomma spp. (4 N) 4
ReBio Duas Bocas-ES 101 638 Amblyomma spp. (730 L/6 N); A. sculptum (1 3/2 Q) 739
ReBio Augusto Ruschi-ES - 6 Amblyomma spp. (4 N); A. brasiliense (1 £/1 Q) 6
ReBio Sooretama-ES 89 51 Amblyomma spp. (69 L/66 N); A. oblongoguttatum (3 £/2 Q) 140
EB Santa Lucia-ES - 1 Amblyomma sp. (1 N) 1
APA de Setiba-ES 5 11 Amblyomma spp. (7 L/5 N); A. sculptum (2 @); A. dubitatum (13/1 Q) 16
MoNa do Pico dos Pontdes-ES - 12 A. aureolatum (6 3/6 Q) 12
APA Alto Tabodo-MG 1 1 Amblyomma sp. (1 N); A. sculptum (1 Q) 2
TOTAL 265 1091 1356

ParNa - Parque nacional; PE - Parque estadual; ReBio - Reserva biolégica; EB - Estagéo biolégica; APA - area de protecdo ambiental; MoNa - monumento natural; L - larva, N - ninfa, & -

macho, ¢ - fémea
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Segundo Silveira e Fonseca (2013) e Dantas-Torres et al. (2013) o uso de diferentes
técnicas de coleta imprime maior validade aos resultados, porque dependendo da técnica
utilizada & abundéancia e a diversidade de espécies pode ser super ou subestimada.

Os espécimes de carrapatos capturados pertenciam majoritariamente ao género
Amblyomma, tais como Amblyomma spp. (n=1307) Amblyomma sculptum (n=23), Amblyomma
aureolatum (n=12), Amblyomma dubitatum (n=7), Amblyomma oblongoguttatum (n=5) e
Amblyomma brasiliense (n=2) (Tabela 3). Espécies primariamente associadas a casos de FM,
como A. sculptum e A. aureolatum, foram encontradas em algumas areas pesquisadas, assim
como A. dubitatum, espécie que assume importancia secundéria na epidemiologia da FM sendo
responsavel por sua manutencdo na natureza, agindo como hospedeiro amplificador de
Rickettsia spp. (LABRUNA et al., 2004; PINTER et al., 2004). J& A. brasiliense e A.
oblongoguttatum estdo associados a infestacdes em humanos, sendo as formas imaturas de A.
brasiliense consideradas extremamente agressivas a seres humanos (GUGLIELMONE et al.
2006; SZABO et al., 2006; ARAGAO, 1936).

As UC’s onde as capturas foram mais frequentes sdo ReBio Duas Bocas-ES, ParNa de
Itatiaia-RJ e ReBio Sooretama respectivamente, além dessas UC’s, ixodideos também foram
capturados em mais 14 locais (Tabela 3).

Com excecdo do ParNa de Itatiaia-RJ, as demais areas pesquisadas neste estudo ainda
ndo haviam sido estudadas com relacdo a diversidade de fauna ixodoldgica, sendo este o
primeiro relato das espécies que ocorrem nesses locais. Silveira e Fonseca (2013) descreveram
a ocorréncia de carrapatos no ParNa de Itatiaia, onde observaram A. brasiliense como a espécie
mais frequente. Diferente disso, no presente estudo a espécie mais encontrada foi A. sculptum,
sendo este um achado importante e adicional ao estudo da diversidade de carrapatos nesse local.
No ParNa de Itatiaia também foram realizadas quatro coletas de carrapatos, uma a cada estacao
do ano, e a ocorréncia de carrapatos encontrada de acordo com a estacdo do ano corroboram
com os achados de Silveira e Fonseca (2013) que descreveram maior abundancia de formas
imaturas no periodo de inverno e primavera, respectivamente.

A maior presenca de formas imaturas no periodo de inverno tem grande impacto na
epidemiologia das infestacBes por carrapatos, principalmente no ParNa de Itatiaia, pois nesses
meses essa unidade tem um significativo aumento na frequéncia de visitantes, devido férias
escolares e maior probabilidade de neve e geada na parte alta do parque (BRASIL, 2012).
Devido a isso, as chances de infestacBes e transmissdo de agentes infecciosos e parasitarios
tendem a ser maiores.

Os resultados encontrados na PCR, demonstram a presenca de DNA de bactérias do
género Rickettsia em 10,1% (19/188) das amostras testadas. Essas amostras positivas
representaram sete das 17 UC’s visitadas (Tabela 4). Todas as UC’s com amostras de carrapatos
positivas estavam localizadas no estado do Espirito Santo, e a maioria dessas amostras eram de
formas imaturas de carrapatos (larvas e ninfas). Dos carrapatos adultos somente duas espécies
foram encontradas positivas para Rickettsia spp., como: A. aureolatum e A. dubitatum. Em
nenhuma amostra foi detectado DNA de Borrelia spp.

Apbs sequenciamento e analise das 19 amostras que apresentaram DNA de Rickettsia
spp. das diferentes UC’s, verificou-se que todas apresentavam 100% de identidade com
Rickettsia bellii (acesso no GenBank: KX0094101).
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Tabela 4. Unidades de conservacao e espécies de carrapatos que apresentaram positividade no teste de PCR.

UC’s Génerol/espécie (Quantidade e estagio de Resultado da PCR

desenvolvimento) convencional
PE Pedra Azul-ES Amblyomma spp. (1 N) Rickettsia spp.
PE Cachoeira da Fumaga-ES Amblyomma spp. (1 pool L/5 N); A. dubitatum (29) Rickettsia spp.
PE Paulo César Vinha-ES A. dubitatum (1) Rickettsia spp.
ReBio Duas Bocas-ES Amblyomma spp. (6 “pools” L) Rickettsia spp.
ReBio Sooretama-ES Amblyomma spp. (1 N) Rickettsia spp.
EB Santa Lucia-ES Amblyomma spp. (1 N) Rickettsia spp.
MoNa do Pico dos Pontbes-ES A. aureolatum (19) Rickettsia spp.

PE - Parque estadual; ReBio - Reserva biolégica; EB - Estacdo bioldgica; MoNa - monumento natural; L — larva;
N — ninfa; &' - macho; Q - fémea.

Rickettsia bellii é considerada uma bactéria de patogenicidade desconhecida para seres
humanos, e ja foi encontrada em varias espécies de carrapatos do género Amblyomma
(PINTER; LABRUNA, 2006, PACHECO et al. 2008), reforcando os resultados encontrados. E
importante frisar que apesar de ndo terem sido encontrados agentes de patogenicidade
confirmada, o risco de introducdo dos mesmos existe, uma vez que foram encontrados vetores
dispersos no ambiente da maioria das UC’s visitadas e¢ bactérias que possuem biologia
semelhantes a desses agentes patogénicos, 0 que garante que 0 ambiente possui as
caracteristicas necessarias para a manutencao desses patdgenos.

Um fator importante que pode contribuir para a introducdo de agentes patogénicos
nessas areas € a invasao por animais silvestres e exoticos que albergam esses microrganismos
(CHAME, 2009). Essas invasdes ja foram observadas em varias UC’s em todo o Brasil, no
ParNa de Itatiaia, animais como javali ou javaporco (Sus scrofa), ratazana (Rattus sp.) e mico
estrela de tufo preto (Callithrix penicillata) ja foram registrados (REIS; CAMPOS, 2011;
SAMPAIO; SCHMIDT, 2013).
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4 CONCLUSAO

Carrapatos do género Amblyomma ocorrem em UC’s dos estados do RJ, MG ¢ ES, sendo
este o primeiro relato para a maioria das areas estudadas, com exce¢do do ParNa de Itatiaia —
RJ, e serve de alerta para os visitantes ¢ autoridades responsaveis pelas UC’s, sobre o risco de
infestacdes. Ha também carrapatos infectados com Rickettsia bellii em UC’s no ES, sendo
ausente neste estudo DNA de Borrelia spp.
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CAPITULO 11

DETECCAO DE DNA DE BIOAGENTES EM CARRAPATOS DE AVES
SILVESTRES DO MUNICIPIO DE GUAPIMIRIM E PARQUE NACIONAL DA
SERRA DOS ORGAOS, ESTADO DO RIO DE JANEIRO, BRASIL.
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RESUMO

Os carrapatos sdo capazes de albergar diversos agentes infecciosos e parasitéarios, alem disso,
possuem a capacidade de transmitir esses agentes ha diversos organismos hospedeiros. Este
trabalho teve como objetivo detectar evidéncias moleculares da presenca de hemoparasitos dos
géneros Rickettsia, Borrelia, Babesia, Anaplasma e Ehrlichia em carrapatos coletados de aves
silvestres no estado do Rio de Janeiro. Aves foram capturadas entre os meses de margo e
setembro de 2016 e observadas cuidadosamente a procura de ectoparasitos. Os carrapatos foram
coletados com ajuda de pingas e encaminhados para extracdo de DNA. A pesquisa de DNA de
hemoparasitos foi realizada por meio da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
oligonucleotideos iniciadores que amplificam fragmentos dos genes gltA (Rickettsia spp.), FlaB
(Borrelia spp.), 18S rDNA (Babesia spp.), 16S rDNA (Anaplasma spp.) e do gene Dsb
(Ehrlichia spp.). As sequéncias obtidas foram analisadas e sua homologia comparada aos
isolados disponiveis na base de dados da plataforma GenBank. Foram capturadas 33 aves, de
20 espécies diferentes, das quais 14 estavam parasitadas por ninfas de carrapatos que foram
identificados como A. longirostre (n= 22). Foi detectado a presenca de DNA de Rickettsia spp.
em trés amostras e de Borrelia spp. em uma amostra. N&o foi detectado DNA de Babesia spp.,
Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. Apds sequenciamento, uma amostra apresentou 100% de
identidade com Rickettsia bellii, duas amostras apresentaram 100% de identidade com
Rickettsia sp. cepa Aranha e Cepa AL. A amostra positiva para R. bellii também apresentou
positividade para Borrelia sp. que apresentou similaridade de 91% com Borrelia turcica.
Bactérias dos géneros Borrelia e Rickettsia. podem ser encontradas em A. longirostre que
parasitam aves. Esta é a primeira descricdo de Borrelia sp. em carrapatos do género
Amblyomma na América do Sul.

Palavras-chaves: Unidades de conservacdo, ectoparasitos, riquétsias, Borrelia
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ABSTRACT

Ticks are capable of harboring various infectious and parasitic agents, and they can transmit
these agents to various host organisms. This work aimed to detect molecular evidences of the
presence of Rickettsia, Borrelia, Babesia, Anaplasma and Ehrlichia hemoparasites in ticks
collected from wild birds in the state of Rio de Janeiro. Birds were caught between March and
September 2016 and carefully watched for ectoparasites. The ticks were collected with the help
of tweezers and sent for DNA extraction. DNA polymerase chain reaction (PCR) using
oligonucleotide primers that amplify fragments of the genes gltA (Rickettsia spp.), FlaB
(Borrelia spp.), 18S rDNA (Babesia spp.), 16S rDNA (Anaplasma spp.) and Dsb (Ehrlichia
spp.). The sequences obtained were analyzed and their homology compared to the available
isolates in the database of the GenBank platform. Thirty - nine birds were captured from 20
different species of which 14 were parasitized by tick nymphs that were identified as A.
longirostre (n = 22). The presence of Rickettsia spp. in three samples and Borrelia spp. in a
sample. No DNA from Babesia spp., Anaplasma spp. and Ehrlichia spp. After sequencing, one
sample showed 100% identity with Rickettsia bellii, two samples showed 100% identity with
Rickettsia sp. Aranha strain and strain AL. The positive sample for R. bellii also showed
positivity for Borrelia sp. which showed 91% similarity with Borrelia turcica. Bacteria of the
genus Borrelia and Rickettsia. can be found in A. longirostre parasitizing birds. This is the first
description of Borrelia sp. in ticks of the genus Amblyomma in South America.

Keywords: Conservation units, ectoparasites, Rickettsia, Borrelia
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1 INTRODUCAO

As aves sdo hospedeiras de ampla diversidade de carrapatos, especialmente nos estagios
de larva e ninfa, desempenhando um importante papel na epidemiologia de véarias doencas de
importancia para saude publica (LABRUNA et al., 2007; OGRZEWALSKA et al., 2010;
SANCHES et al., 2013; CAPLIGINA et al., 2014). Essas doengas sdo causadas por diversos
agentes de origem infecciosa ou parasitaria e que encontram no carrapato das aves condicfes
biologicas e ecoldgicas para servirem de vetores ou reservatorios (HUBALEK, 2004;
PALOMAR et al., 2012).

Nos ultimos anos, estudos da associacdo carrapatos-aves tem aumentando
exponencialmente devido sua importancia na dispersdo e manutencao de diferentes espécies de
carrapatos, e consequentemente de seus agentes patogénicos (HUBALEK, 2004; LOSS et al.,
2016; BUDACHETRI et al., 2017). No Brasil, estudos sobre a diversidade de carrapatos em
aves tém sido realizados em diversos biomas, sendo confirmada uma predominancia de
Amblyomma spp. nesses hospedeiros (LABRUNA et al., 2007; OGRZEWALSKA et al., 2010;
OGRZEWALSKA et al., 2011; LUZ et al., 2012; LUZ; FACCINI, 2013; SANCHES et al.,
2013; OGRZEWALSKA; PINTER, 2016). Apesar de ndo haver relatos confirmados da
transmissdo de agentes infecciosos de carrapatos parasitando aves para humanos, sdo
necessarios estudos para preencher as lacunas relacionadas ao risco de transmissao, uma vez
que as formas imaturas infectadas podem dar origem a ninfas e/ou adultos também infectados.

No Brasil Rickettsia spp. é transmitida por Amblyomma spp., e por este motivo, estudos
sobre agentes infecciosos concentram-se principalmente em microrganismos deste grupo
(OGRZEWALSKA et al., 2008; ELFVING et al., 2010). Agentes responsaveis pela borreliose,
anaplasmose e erliquiose também podem ser transmitidos por carrapatos de diferentes géneros.
Na América do Norte e em parte da Europa o DNA desses agentes ja foi detectado nesses
artrépodes, que foram coletados de aves (SCOTT, et al., 2010; PALOMAR et al., 2012; ERWIN
etal. 2016). Além disso, as espécies de carrapatos encontrados em aves também podem infestar
seres humanos (GUGLIELMONE et al., 2006). Por estes motivos, existe a necessidade de
estudos que caracterizem 0s microrganismos que infectam carrapatos encontrados em aves,
para um melhor entendimento da diversidade e ecologia das zoonoses transmitidas por esses
artropodes.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi detectar através de técnicas moleculares,
hemoparasitos presentes em carrapatos oriundos de aves do municipio de Guapimirim e do
Parque Nacional da Serra dos Org&os no estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Aspectos Eticos

O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e foi conduzido com a permissdo do IBAMA;
namero de processo 43917/3/2505369 (Anexo B).

2.2 Descrigéo dos Locais do Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Guapimirim (latitude: 22° 31' 14"/ longitude:
43° 00' 52"; altitude 256 metros) e no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (latitude: 22° 31'
43'/ longitude: 43°00' 12"; altitude 256 metros), ambos localizados no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Um total de trés visitas de campo, com duracdo de quatro dias cada, foram realizadas
entre margo e setembro de 2016 ao local de estudo.

2.3 Métodos de Captura das Aves e Coleta de Carrapatos

As aves foram capturadas entre 06:00 e 17:00 horas do dia, utilizando-se de 5-20 redes
ornitologicas modelo mist (12m de comprimento X 3m de largura, malha de 16mm e 36mm),
foram fotografadas e identificadas seguindo as recomendacbes de Sigrist (2013), usando
nomenclatura aprovada pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos (CBRO, 2014). Cada
passaro foi examinado quanto a presenca de carrapatos, e quando presentes, foram removidos
com pinca e colocados em tubos de polipropileno de 1,5 mL, contendo alcool 70% para
identificacdo. As amostras foram inicialmente armazenadas a temperatura ambiente por até 4
dias. Apds a coleta das amostras, as aves foram anilhadas e soltas vivas no mesmo local de
captura.

2.4 ldentificacdo e Armazenamento dos Carrapatos

Apbs a chegada ao laboratorio, os carrapatos foram examinados microscopicamente
para identificacdo, sendo realizada utilizando chave dicotdmica segundo Martins et al. (2010)
com o auxilio de um microscopio estereoscopico. Apoés identificacdo, os artropodes foram
armazenados em RNA later® e congelados até serem processados para analises moleculares.

2.5 Preparo das Amostras e Extracdo de DNA

Os carrapatos mantidos conservados em RNA later® foram lavados em agua destilada
por trés vezes e re-hidratados em 200 pL de PBS (“phosphate buffered saline ), os ixodideos
foram acondicionados individualmente em tubos de polietileno de 1,5 mL. Em seguida,
adicionou-se sete esferas de 6xido de zirconio de 2 mm e 80 mg de esferas de vidro de 0,1 mm,
ambas autoclavadas, para a trituragdo em Minibeadbeater BIOSPEC® por 1 minuto.

A lise celular foi efetuada com a adigdo de 250 pl de solugdo de digestao (20 mM Tris-
HCI, 20 mM EDTA, 400 mM NaCL, 1% “sodium dodecyl sulfate”, 10mM CaCl,) com 20 pl
de proteinase k (20 mg/ml) em incubacdo “overnight” a temperatura de 56° Celsius. O DNA
foi extraido por um tratamento com fenol e outro tratamento com fenol-cloroformio seguido de
precipitacdo com isopropanol. O pellet de DNA (formado ap06s centrifugacéo de 16000 xg) foi
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lavado duas vezes com &lcool 70% e ressuspendido em 100 pl de tampao de eluigdo (10 mM
Tris-HCI, 0,5 mM EDTA pH 9,0) em “overnight ” a 4°C (SANTOLIN et al., 2013).

2.6 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi testado por uma bateria de ensaios de PCR visando microrganismos
dos géneros Rickettsia, Borrelia, Ehrlichia e protozoérios do género Babesia. E para isso,
utilizou iniciadores especificos para cada agente citado, seguindo o protocolo original de cada
iniciador (Tabela 1).

Nas reac0es foi utilizado reagentes da marca PROMEGA®, e em cada rea¢do continha
3 UL de DNA, 14,2 pL de agua, 2 pL de primers (10 uM F+R), 2,5 pL de tampédo (10X
concentrado), 1,25 pL de MgClz (50 mM) e 2 pL de NTP’s (2,5 mM) e 0,15uL Taq DNA
polimerase (PROMEGA®) em um volume final de 25pL.

Como controles positivos foram utilizadas amostras de DNA obtidas dos agentes
mantidos em laboratorio, para Rickettsia spp., foi utilizado DNA controle positivo de R. parkeri
cepa At24 mantida em cultivo de células VERO. Ja os controles positivos de Borrelia spp.,
Ehrlichia spp. e Babesia spp. foram obtidos a partir de isolados mantidos em nitrogénio liquido
no Laboratdrio de Doencas Parasitarias-UFRRJ. Como controles negativos para as reacoes,
foram utilizadas amostras de DNA de carrapatos mantidos em laboratério e previamente
testados e para o controle de contaminacdo foi utilizado agua ultrapura.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corados com
brometo de etidio e visualizados em Transiluminador-UV.
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Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados, seus respectivos genes alvos e o tamanho do fragmento amplificado.

Tamanho
Iniciador Gene Organismo Sequéncia de nucleotideos (5°-3°) do Referéncia
fragmento
CS239 F . . GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT
CS1069 R gltA Rickettsia spp. CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT 834 pb Labruna et al. (2004)
BorFlaF1l TACATCAGCTATTAATGCTTCAAGAA 740 pb (1)
BorFlaR1 flaB Borrelia s GCAATCATWGCCATTGCRGATTG P Blanco et al. (2017)
BorFlaF2 Pp- CTGATGATGCTGCTGGWATGG 410 pb (2) '
BorFlaR2 TCATCTGTCATTRTWGCATCTT P
Hptf . GCAGAYATTACAAGAGARATGG
HptR hpt Borrelia spp. CYTCRTCACCCCATTGAGTTCC 433 pb McCoy et al. (2014)
glpQ +1 . GGGGTTCTGTTACTGCTAGTGCCATTAC
Glpg - 1 9ipQ Borrelia spp. CAATTTTAGATATGTCTTTACCTTGTTGTTTATGCC o1 PP Schwan et al. (2005).
BT-F3 . . TGGGGGGAGTATGGTCGCAAG
BT-R3 18S rRNA Ordem Piroplasmida CTCCTTCCTTTAAGTGATAAG 650 pb Seo et al. (2013)
DSB-330 GATGATGCTTGAAGATATSAAACAAAT
DSB-380 Dsb Ehrlichia spp. ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 349 pb Almeida et al. (2013)
DSB-720 CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC
ge3A Anaplasma bovis CACATGCAAGTCGAACGGAT TATTC
gelOR ' TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
geof 16S rRNA A ?;\;rﬁgasrﬁ: gi:a?lcf t; - AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 546 pb Massung et al. (1998)
ge2 P phagocytop GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG

pb — pares de base; (1) e (2): Nested-PCR
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2.7 Sequenciamento e Andlise Filogenética

As amostras positivas na PCR foram submetidas a sequenciamento e analises
filogenéticas. Os “contigs” das amostras sequenciadas estdo disponiveis no apéndice E.

O alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado a partir das sequéncias obtidas no
presente estudo e sequéncias obtidas no GenBank, utilizando o algoritmo MUSCLE, no
programa SeaView v.4 (GOUY et al., 2010). O melhor modelo evolutivo foi determinado por
meio do programa MEGA verséo 7, utilizando o critério de informacao Bayesiana (KUMAR
et al., 2016). As relacdes filogenéticas foram estimadas usando (a) inferéncia filogenética de
méaxima verossimilhanca (ML), usando PhyML implementado no SeaView (GOUY et al.,
2010) e (b) um método bayesiano de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) implementado no
MrBayes v.3.2.6 (RONQUIST et al., 2012). As configuragdes do MCMC consistiam em duas
corridas independentes simultdneas com 4 correntes cada, executadas por 10 milhdes de
geracOes e amostradas a cada 1002 geracdo, gerando 100.000 arvores. Depois de eliminar 25%
das amostras com burn-in, foi construida uma arvore de consenso. O suporte estatistico dos
clados foi medido por uma pesquisa heuristica com 1000 réplicas bootstrap e probabilidades
bayesianas posteriores.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados detalhados da associagéo carrapato-ave reportado no atual estudo estdo na Tabela
2. No total foram capturadas 33 aves, representando trés ordens, sete familias e 20 espécies, dos
quais 14 (42%) espécimes, de 9 espécies (45%), estavam parasitadas por 22 formas imaturas de
Amblyomma spp.

Aves da ordem Passeriformes foram as mais frequentes com 27 (82%) espécimes
capturados, divididos em cinco familias e 15 espécies. As ordens Columbiformes e
Cuculiformes foram as menos frequentes nesse estudo.

Nenhum carrapato foi registrado nas seguintes espécies de aves: Passeriformes -
Myiozetetes similis, Coereba flaveola, Sicalis flaveola, Tangara cayana, Tangara sayaca,
Troglodytes musculus; Columbiformes - Leptotila rufaxilla, Geotrygon montana, Columbina
talpacoti; Cuculiformes - Piaya cayana.

Apds analises em laboratdrio, todos carrapatos foram identificados como ninfas de
Amblyomma longirostre. No geral, as infestagdes encontradas nas aves foram baixas, néo
ultrapassando uma intensidade média de 2,5/ave. Todos carrapatos foram coletados na regido
da cabeca e pescoco.

O parasitismo por imaturos de A. longirostre em aves silvestres tem sido reportado por
toda regido Neotropical, especialmente em aves da ordem passeriformes (LABRUNA et al.,
2007; NAVA et al., 2010; LUZ; FACCINI, 2013; OGRZEWALSKA; PINTER, 2016: LUZ et
al., 2017). Esses achados reforcam a importancia de aves silvestres na manutencéo e disperséo
deste ectoparasito, sendo o principal grupo de hospedeiros para formas imaturas de A.
longirostre no meio silvestre. No entanto, o hospedeiro preferencial dos estagios adultos deste
carrapato sao mamiferos roedores arboreos do género Coendou, Chaetomys e Sphiggurus
(Erethizontidae) (NAVA et. al., 2010; GUGLIELMONE et al., 2014). Os habitos arboricolas
de seus hospedeiros primarios podem justificar a presenca das formas imaturas nas aves que
tendem a compartilhar habitos semelhantes, sugerindo um ciclo arbéreo para A. longirostre
(LABRUNA, et al., 2007).
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Tabela 2. Identificagio das aves capturadas e carrapatos coletados em Guapimirim e no Parque Nacional da Serra dos Org&os, Rio de Janeiro, Brasil, bem como a intensidade
média de infestacdo de carrapatos encontrada nas aves.

ORDEM FAMILIA ESPECIES AC Al Pl (%) NCC IMI ECI
Passeriformes Tyrannidae Pitangus sulphuratus 1 1 100 (%) 1 1 Amblyomma longirostre
Mionectes oleagineus 1 1 100 (%) 2 2 Amblyomma longirostre
Myiozetetes similis 1 0
Pipridae Manacus manacus 3 3 100 (%) 5 1.6 Amblyomma longirostre
Turdidade Turdus rufiventris 1 1 100 (%) 1 1 Amblyomma longirostre
Turdus leucomelas 4 2 50 (%) 5 2.5 Amblyomma longirostre
Turdus amaurochalinus 2 1 50 (%) 1 1 Amblyomma longirostre
Thraupidae Coereba flaveola 1 0
Sicalis flaveola 1 0
Tachyphomnus coronatus 4 2 50 (%) 3 15 Amblyomma longirostre
Tangara seledon 3 2 66 (%) 2 1 Amblyomma longirostre
Tangara cayana 2 0
Tangara sayaca 1 0
Saltator similis 1 1 100 (%) 2 2 Amblyomma longirostre
Troglodytidae Troglodytes musculus 1 0
Columbiformes Columbidae Leptotila rufaxilla 2 0
Geotrygon montana 1 0
Columbina talpacoti 2 0
Cuculiformes Cuculidae Piaya cayana 1 0

AC: nimero de aves capturadas; Al: aves infestadas; PI: Prevaléncia de infestagdo; NCC: nimero de carrapatos coletados; IMI: Intensidade média de infestagdo; ECI: Espécie de
carrapato identificado.
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A analise molecular pelos iniciadores CS239/CS1069 revelou uma amplificacdo de 838
pb do gene gltA de Rickettsia spp. em trés amostras de A. longirostre coletadas em aves de trés
espécies diferentes: Saltator similis, Turdus leucomelas e Tangara seledon.

Os produtos sequenciados de uma amostra (A. longirostre 2T, acesso genbank:
MNO064678), apresentaram 100% de identidade com Rickettsia bellii isolado H3 (acesso no
GenBank: KJ534309), e nas outras duas (A. longirostre 11R e 7B, acesso genbank: MN064676
e MNO064677 respectivamente), a identidade era de 100% com Rickettsia sp. cepa AL e
Rickettsia sp. cepa Aranha (acesso no GenBank: EU274654 e AY360216, respectivamente)
ambas correlacionada atualmente como Rickettsia amblyommatis (KARPATHY et al., 2016;
OGRZEWALSKA et al., 2011), como mostrado na Figura 1, esses agentes ja foram descritos
no Brasil por Ogrzewalska et al. (2008) e Labruna et al. (2004) no mesmo vetor A longirostre,
porém, em aves de espécies diferentes.

17100

1 Rickettsia canadensis NC 009879
Rickettsia helvetica U59723

Rickettsia asembonensis KY650697

1/100 09996 |
.+ —— Rickettsia felis NC007109

1/96 Rickettsia akari NC009881
71 ——— Ricketisia australis U59718

‘, —— Rickettsia monacensis LN794217
.

1/100 r Rickettsia prowazekii NC 000963
‘ Rickettsia typhi NC006142

r— Rickettsia montana U74756
‘ Amblyomma longirostre 11R
i e Amblyomma longirostre 7B
| Rickettsla sp. AL EU274654

Ricketisia sp. strain ARANHA AY360216

L4 Rickettsia raoultii KJ410264

Rickettsia aeschiimannii KU961540
Rickettsia massiliae NC 009900
Rickettsia rhipicephali U59721
— Rickettsia amblyommatis CP015012
Rickettsia heilongjiangensis NC 015866
r_{ Rickettsia japonica NC016050
Z§ r Rickettsia slovaca NC016639

Rickettsia sibirica U59734
Rickettsia conorii NC 003103
| Rickettsia peacockii NC 012730
1 Rickettsia rickettsii str. Brazil NC016913
* Rickettsia rickettsii str. Sheila Smith NC 009882
r Rickettsia africae NC 012633
L Rickettsia parkeri U59732

Figura 1. Posicdo filogenética de Rickettsia spp. (A. longirostre 2T (Tangara seledon), A. longirostre 11R (Turdus
leucomelas), A. longirostre 7B (Saltator similis)), com base nas sequéncias nucleotidicas obtidas do gene glta.

Uma amostra de A. longirostre coletada em Tangara seledon que ja havia sido positiva
para Rickettsia bellii (Amblyomma longirostre 2T), também foi positiva utilizando os
iniciadores BorFlaF1/BorFlaR1 e BorFlaF2/BorFlaR2 que amplificam 740 pb do gene flagelina
B de Borrelia spp. (acesso genbank: MN064675). Essa amostra apresentou 91% de identidade
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com Borrelia turcica IST7 (acesso genbank: KF422815) (Figura 2), descrita em Hyalomma
aegyptium por Wodecka (2013), dados ndo publicados. A sequéncia parcial do gene flaB
também apresentou 99% de similaridade (cobertura de 47% e 41%) com Borrelia sp. TX-
Amac?2 e Borrelia sp. F3 (nimero de acesso KP861337 e KF395231), ambos achados em A.
maculatum que infestavam seres humanos nos Estados Unidos da América, porém apos analise
chegou-se a conclusdo de que esta Borrelia era mais proxima de clados de espiroguetas
reptilianas, de que de espiroquetas associadas a doenca de Lyme (MITCHELL et al., 2016).

Borrelia persica strain LMU-C01 KP763870

1/90

—— Borrelia hispanica strain CR1 GU357611

Borrelia crocidurae strain DOS-27 JX292911

Borrelia recurrentis strain 107 AY604982

1/93 “|, Borrelia duttonii strain Lw DQ346832
*!*
Borrelia microti strain Abyek JF708951

—— Borrelia anserina X75201

*® Borrelia hermsii strain HS1 EF583449

/¥ —— Borrelia parkeri strain CA218 AY934620

1/ 100) 1/100

- Borrelia turicatae strain 91E135 AY934624

Borrelia miyamotoi strain 6T04-2 FJ874925

Borrelia theileri strain KAT KF569936

Borrelia tachyglossi strain B KY586964

Amblyomma longirostre 2T

Borrelia turcica strain IST7 KF422815

Borrelia garinii strain BgVir CP003151

%8 [ Borrelia bissettii strain DN127 CP002746

% Borrelia burgdorferi strain CA382 CP005925

Borrelia valaisiana strain CKA1 AB022132

1/100

— Bomelia yangtzensis strain QLZSP1 EU135599

Borrelia afzelii strain 9W10-04 FJ874924

Figura 2. Posicéo filogenética de Borrelia spp. (A. longirostre 2T, acesso genbank: MN064675), com base nas
sequéncias nucleotidicas obtidas do gene fLaB.

Os iniciadores que tem como alvos os genes hpt e glpQ de Borrelia spp. nao
amplificaram produtos como esperado, provavelmente por tratar-se de PCR convencional e a
amostra ndo possuir DNA em concentragdo suficiente para a amplificacdo. Os resultados
obtidos neste estudo corroboram com os resultados encontrados por Mitchell et al. (2016) e Lee
et al. (2014), e apesar de A longirostre ter sido descrito infestando seres humanos em seus
estagios imaturos (GUGLIELMONE et al., 2006), ndo se pode afirmar que a transmisséo possa
ocorrer, uma vez que se desconhece a existéncia de potencial patogénico desta bactéria. Este
achado tem grande importéncia para a literatura, pois relata pela primeira vez a presenca de
Borrelia spp. em A longirostre. N&o foi detectado DNA de Anaplasma sp., Ehrlichia sp. e
protozoarios da ordem Piroplasmida infectando os carrapatos do presente estudo.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que, bactérias dos géneros Borrelia e Rickettsia. podem ser encontradas em
A. longirostre que parasitam aves de duas localidades no estado do Rio de Janeiro.
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3 CONCLUSOES GERAIS
De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

- Carrapatos em estagio de larva sdo mais frequentes nos parques visitados e no ParNa de
Itatiaia, encontram-se em maior nimero nos meses de inverno.

- Carrapatos do género Amblyomma foram os Gnicos encontrados nos parques.
- Tanto Rickettsia spp. quanto Borrelia spp. foram encontradas no estudo, e apesar de ndo
pertencerem a espécies notavelmente patogénicas, sua presenca indica condigdes favoraveis do

ecossistema para manutencao de patdgenos.

- Bactérias do género Borrelia sdo descritas pela primeira vez em A. longirostre.
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APENDICE A

Tabela 1. Detalhamento dos locais e pontos de coleta no ParNa de Itatiaia no Rio de Janeiro

Coordenadas*

Local Ponto Altitude (m)
Sul Oeste
1 -22.394199 -44.657110 2.198
2 -22.392567 -44.666435 2.295
3 -22.387552 -44.675360 2.316
4 -22.385030 -44.669430 2.397
5 -22.376083 -44.667058 2.517
6 -22.362080 -44.665900 2.379
7 -22.367933 -44.673952 2.405
8 -22.384790 -44.678470 2.365
9 -22.377803 -44.674219 2.539
10 -22.366500 -44.647220 2.286
. 11 -22.372980 -44.646200 2.333
ParNa de Itatiaia
12 -22.377839 -44.693388 2.423
13 -22.301672 -44.698572 1.396
14 -22.305074 -44.702403 1413
15 -22.321560 -44.697820 1.496
16 -22.330861 -44.705003 1.647
17 -22.352472 -44.682734 1.987
18 -22.351386 -44.677816 1.996
19 -22.349035 -44.693924 1.893
20 -22.375363 -44.699244 2.449
21 -22.366444 -44.694424 2.494
22 -22.373635 -44.689266 2.485

*Coordenadas expressas em Graus (Datum 23K); m: metros; ParNa: parque nacional.
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APENDICE B

Tabela 2. Detalhamento dos locais e pontos de coleta na APA do Alto Tabodo em Minas Gerais.

Coordenadas* .
Local Ponto Altitude (m)
Sul Oeste
1 -20.31328 -42.03392 1.344
APA do Alto 2 -20.31187 -42.03246 1.469
Taboao 3 -20.30360 -42.02539 1.248
4 -20.30120 -42.02569 1.411

*Coordenadas expressas em Graus (23K); m: metros; APA: area de protecdo ambiental.
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Tabela 3. Detalhamento dos locais e pontos de coleta no estado do Espirito Santo. (continua)

APENDICE C

Coordenadas* .
Local Ponto Altitude (m)
Sul Oeste
1 -20.57213 -41.33189 784
MoNa dos Picos 2 -20.56202 -41.33246 1.246
dos Pontdes 3 -20.56232 -41.33213 1.177
4 -20.56316 -41.33305 1.058
1 -20.37478 -41.35523 428
2 -20.37263 -41.36255 587
PE Cachoeira da 3 -20.37211 -41.36352 642
Fumaca 4 -20.37204 -41.36434 648
5 -20.37369 -41.36218 633
6 -20.37305 -41.36245 642
1 -20.36322 -40.24538 18
) 2 -20.36230 -40.25163 15
PE P{a/‘:r']%gesar 3 -20.36494 -40.25066 9
4 -20.36356 -40.25193 15
5 -20.33255 -40.24043 11
1 -20.34310 -40.25347 -7
. 2 -20.34326 -40.25238 7
APA de Setiba
3 -20.36004 -40.25407 6
4 NM NM NM
1 -20.35565 -40.25405 2
) 2 -20.16230 -40.28445 184
ReBchaDS”aS 3 -20.16299 -40.28527 188
4 -20.16221 -40.29030 193
5 -20.16049 -40.29061 211
1 NM NM NM
2 -20.23535 -41.01147 1.260
PE Pedra Azul 3 -20.24025 -41.01080 1.434
4 -20.26120 -40.59562 1.322
5 -20.26204 -41.00051 1.269
1 -20.23370 -41.01290 1.180
2 -20.30402 -41.04551 1.136
PE do Forno 3 -20.31019 -41.05228 1.351
Grande 4 -20.31089 -41.05120 1.177
5 -20.30594 -41.05067 1.160
6 -20.32233 -41.06518 1.201

*Coordenadas expressas em Graus (24s); m: metros; ParNa - Parque nacional; PE - Parque estadual; ReBio -
Reserva bioldgica; EB - Estacdo bioldgica; APA - area de protecdo ambiental; MoNa - monumento natural; NM:

Nao marcado.
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Tabela 3. continuacédo

Coordenadas* .
Local Ponto Altitude (m)
Sul Oeste

1 -20.61215 -41.17042 96

2 -20.61949 -41.16481 97
PE Mata das Flores 3 -20.62421 -41.16972 104
4 -20.61081 -41.16713 159

5 -20.61942 -41.17652 99

1 -18.22517 -39.46538 2

2 -18.24106 -39.43435 2
PE de Italinas 3 NM NM NM
4 -18.24449 -39.42459 NM

5 -18.25105 -39.43395 7

6 -18.26026 -39.42404 8
1 -19.54403 -40.33227 NM
2 -19.55156 -40.33123 677
ReBio Augusto Ruschi 3 -19.54573 -40.33134 685
4 -19.54216 -40.33129 719
5 -19.53386 -40.32365 757
1 -19.58258 -40.31448 NM
EB Santa Licia 2 -19.58258 -40.31448 653
3 -19.58162 -40.31500 644
4 -19.58264 -40.32114 668

1 -19.02086 40.09306 65

2 -18.57574 -40.07378 13

3 -18.58146 -40.06481 14

ReBio de Sooretama 4 -18.59164 -40.02109 14

5 -18.59432 -40.00105 5

6 -19.00353 -39.59101 24

7 -19.02271 -39.57506 20

1 -19.14158 -40.47410 90
MoNa dos Pontdes 2 -19.14118 -40.47515 106
Capixabas 3 -19.14090 -40.43060 105

4 -19.14216 -40.43362 93
1 -18.45399 -40.42159 970
MoNa da Pedra da 2 -18.45587 -40.42184 810
Fortaleza 3 -18.46013 -40.42258 713
4 -18.46073 -40.42410 454

*Coordenadas expressas em Graus (24s); m: metros; ParNa - Parque nacional; PE - Parque estadual; ReBio -
Reserva bioldgica; EB - Estacdo bioldgica; APA - area de protecdo ambiental; MoNa - monumento natural; NM:

N&o marcado.
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Tabela 3. continuacédo

Coordenadas* i
Local Ponto Altitude (m)
Sul Oeste
1 -20.24243 -41.50136 1.847
2 -20.24243 -41.50206 1.888
3 -20.24371 -41.50039 1.960
4 -20.24501 -41.49326 2.102
5 -20.25143 -41.48393 2.367
6 -20.25064 -41.50356 NM
7 -20.25110 -41.50434 NM
8 -20.25430 -41.48089 2.624
ParNa do Caparaé 9 -20.24358 -41.50120 NM
10 -20.30125 -41.49099 1.370
11 -20.28529 -41.49438 1.871
12 -20.28212 -41.49397 1.951
13 -20.27273 -41.48301 2.201
14 -20.28090 -41.44211 1.121
15 -20.28030 -41.44008 1.093
16 -20.28059 -41.43553 1.121
17 -20.34573 -41.45359 NM

*Coordenadas expressas em Graus (24s); m: metros; ParNa - Parque nacional; PE - Parque estadual; ReBio -
Reserva bioldgica; EB - Estacdo bioldgica; APA - érea de protecdo ambiental; MoNa - monumento natural; NM:

Nao marcado.
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ANEXO A

- Autorizagédo emitida pelo Sishio para a realizagéo do trabalho referente ao capitulo I.

binistério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizagdo e Informagio em Biodiversidade - SISEID

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 45198-2 | Data da Emissao: 01/07/2015 18:02 | Data para Revalidagac®: 20/07/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 032014, esta autorizagso tem prazo de validade equivalents 30 previsto no cronograma de stividsdes do projsto,
mas devera ser revalidada anualmente mediants a apresentagio do relatdno de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a confar da data do aniversanio de sua emissSo.

Dados do titular

Nome: ADEWAIR HENRIQUE DA FONSECA CPF: 453782 877-40

Titule do Frojeto; Ocoméncia de carapates = helmintos em capivara (Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1765) & em javali {Sus scrofa scrofa
Linnazus, 1758) em Unidades de Conservacdo = entoma

Nome da Instituigio : UFRRJ - UNNWERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRD CNPJ: 20.427.465/0001-05

Cronograma de afividades
[#] Descricio da atividads [ Tnicio {mé&siano) [Fim [(m&sfEna) |
T_| mgeim de acorrincla de capivaras e javall, coleta oa carmapaios a fevas | EEEEED | DETENE

Observactes e ressalvas

A5 allvkiacas OR CAMpa SARICIIAS POF PRSS0A Nacural bu Jurklica esirangir, em Do a @Tiena racanal, qua IMpIGUem & OeSIDCAMEn|D 08 MeCUrsas humanns &

1 | mabeniss, iendo por obpslo colelsr dados, maleriais, espacimes Dchhgicos & minensis, pecas inbegrantes da cullues nativa & cullura papulan, preseris & passata,
ahtidas por mein de recursas @ Mcricas que sa dasiinem ao estudo, 4 difusdo ou & pesguisa, estio sujailas a aulorizagio do Ministéno de Cidnca e Tecnologa

E1a aulorizacio MAD exme o pesquisadar liluler & os membros os sua equipe da necassidads de obiler a8 AnUARCias previstas em oulros instrumerios legais, bem
5 |como do consantimeanto do reaponeavel pala drea, piblica o privada, onde serd realizada a allvidade, inclusive do Grgo gestar de tema indigena (FUNAIJ, da
unidade de conservacdn estadual, disiriial ou muricipal, au do proprietdcio, arendatdria, posseira ou marador de Ama dertm dos imtes de unidade de conservacin
Jademal cujo proceseo da reguiarizapio fundidria enconTA-ae GM Curso.

Esn documerta somenie podaerd ser utilzada para os fins previstos na Instrucda Mormativa ICWEG r° 032014 ou na instrugio Nomatva ICMBio n° 102010, no gue

3 | espacifica asla Autonizacao, nao podenda sar uliizado para Sre comarncias, ndussnais ou esporivae, O matenial binlogico coletatn devard ser UTlizaco para atividades
cientificas au diditicas no Amibika do ensino supenior
4 A AURDTESCAD DAFA SNYID 0 axianar de matenal hiolbgico ndéo consgradn devend ser Peoueniaa por Mo do enderech aletrinics waw, ibama gov i [Senagos or-ling -

Licanga para importagio au axportagio de flora e fauna - CITES a nda CITES)

O IIA7 0 heanca 0 AUGNZEGHS & 08 MEMDIos 08 BUA S|P devard aplsi por IB00s 08 COEla & EINIMEros de CAPIITA OFSGONAS, SEMpee que possvel,

& | a0 grapo tasondmico de interesse, evitanda a mode au dana signficaliva a ausros grupas; @ ampragar asforps da colela ou caphsa qua naa compromesa a vabildade
i papulagiies do gripo inaoniico de inbemesss s condiglo in sile

O 1Rular da aulnrizagio au de ICenga pammanenia, AREIM como a8 maniins de sus acuipe, quancn da violacho da legislacaa vigenis, ou quanca da inadeuacan,

@ | omissin ou falsa descricha de irfarmagtes relevanies que subsidarm a expedicio do ato, podend, medianie decisio moivada, fer & aanzagio ou licerga
SUBHRNEA DR TAYDGATE Palo ICMENDS, NOB 1ET0s A Iegislagso brasilsins sm wgar
Esie documersa ndo dispensa o cumpimenia da legsiacio que dispie sobre acesso a companante do pasimdnic gendtics axssenis no ermdno naconal, na

7 | matadarma contirantal & na Zone acondmica exclusiva, ou B0 comheciman radicion al EEsocatn A0 pEsMAND genatics, pars fins de pesquies centifics,
Eiapras| Ap a daserva wmania bacnoldgion. Waja malores infarmaghes am wws mma gav. bricgan

a EM carda 38 pasquiss am UNIDADE DE CONSERVACRD, o pasgusador Sluls 468t siloricatho deverd conlaciar & sdimnslracha oa uridads & im de CONFIRMAR

A5 DATAS das expadighas _as oardiphes para realzagda das coletas @ da uso da infra-esinuiura da unidade

Outras ressalvas

T. T AGENDAKMERTLD de visitas ac Farque Nacional do Caparad [FHNC) devera ser realizado com ANTECEDENCIA WINIMA OE 00 dias uteis.

1 2. Publicagdas, relatdrios, ou similaras, eriundos das visitas deveras sar rematidos para o PNC, inclusive &m meio digital sempre que possival,
bem como salicita-se a disponibilizagio de imagens porventura repistradas no PNC a fim de serem utilizadas em atividades do Pargque,

garantindo-se a indicacao da autoris na veic a0,

2 [1-

1 As cal

Equipe

L) e Fungs0 [+ Do, Iawnidade LT T —
1 | Adreaido Henngue da Fonseca pasgquisadog 4TE (1865740 J1AIEII [FP-RL Brasinira

2 | CLARISEA ALV E HOE [esquisadora 005 118 B70-41 OTIGAAGAR BIE-HE Hrasileira
El Isahalla \Vilwana fraims Maring plﬂmmﬂnm O 304 Bl 700 A04T0RTED IF LR Hrazilnira

Este documanto (Autorizagho para atividades com finalidade clentifica) fol expadide com base na Instruglo Normativa n® 03/2014, Através do cidige
de autenficagho abatxo, qualquer cidadio poderd verfficar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pgina do Subia/ICMBio na
Internet {www icmbio.gov.br/sisbia).

Cddigo de autenticagéo: 23445119
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ANEXO B

- Autorizacdo emitida pelo Sisbio para a realizacdo do trabalho referente ao capitulo II.

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instifuto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Auterizagio & InfermagSo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 43917-4 I Data da Emissdo: 19/04/2017 14:10 I Data para Revalidagio®: 19/05/2018
* De mcordo com o arl. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade eguivalente ao previsio no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
3 comtar da data do aniversaric de sua emissio,

Dados do titular
Home: Hermes Ribeiro Luz IEPF: 088.960.417-00

Titulo do Projeto: . Diversidade, relagdo parasito-hospedeiro & infecgdio por Rickettsia rickettsi, apente do Complexo Febre Maculosa Brasileira. em

carrapalos associados com aves silvestres no estado do Rio de Janeino,
Mome da Instituigho : REITORIA DA UNIWERSIDADE DE SAD PAULD | CHPJ; 83,025 530/0001-04

Cronograma de atividades

X Descrigan da atividade I '%ﬂﬂﬂ.&%ﬂ?ﬂl&ﬂ_'
1| Copburns de Avas o colstis do scloparsstos | G2 1
Observacgies e ressalvas

As mlividades do campa aserodes por pessea nsturml ) urlden asmngerm, am 0o o lermitno neconal, que mpliquem o desk b i recurscs b a
1 | maierinis, tenda por abjeta caleine dadas, mnkarinis, espécimes biokigicos & minarals, peces inMegranies da culturs naiva e culiuna popular, presents o passacds
abtilng por me i de recursos & [enons que e sasinem o asuss. i dl‘uninnu ] Ldn mn mEns o Aulonzachs do Minssrio os Cibnoa e Te [l

Enlm mwbarizagho axime o pesismior ke o as membros de s [ or an ar prevising em oulros insirumentos leges., bem
coma do consentimenta do rsponsdvel pals drea, pdblea ou privada, onde mrnmnudl n lw-dndn Inclusive do drgho gesior de e indigana (FLUNAL), dr
unidadn da conseragin ostadual, dislAital ou munscipsl, ou do propratdna, amendating, posseim ou mormdar de drea dentro dos lmites da unidade da coneanvagioe

fodnrnl G0 procaRRD o | rER i TR V0 79 =Rl D1 CLITRO
Eli GOCLMINLD SOMBALG PET B0r UIERO0 BT 06 (11 [FavIBLOR (B INBTEI0 MOMmalvn ICMBR n° 002014 tu i NG Narmabva IGMBIo i 102010, no Gqul

anpaciica asln Autorizagio, nike podando sor uiilzado para fins comarcials, indusinals ou ssporiivos. O material blokigico colaindo deverd sor ublizada para alividados
clentificas ou diditicas no dmbita do eneine superion

B WITOTLEAGAD [T G0 0 RIATOr OB MBI DICRICIR0 R GO AN Qe RGT FCB R [or 1 00 GOerege S once s, IR i G F | SOrvIpas on-Te -
Lisnigi par Imponagho ou axporachio da fom o Teuns - CITES & nkd CITES)

e

& | Enl gocamania RAD GRIMG o pa Ul G 1 00 e I TVRIPLIG T TG T ° 2 (7SO0, (Ut MU snii o GIR0 T
Mcionl do Anlibamento di Aves Sllvesires
O llular des Teancs ou aulonzachoe o of mambros di Su equips deverio oplar por mélodor de colla o Inslrumantos da caplurs BEMENG QUi PORRIW,

@ | o grpo laxandmics de Inleresse, avilando a mors ou dane significative a oulros grupos, & empragar esfogo de colels ou caplum que nio mptww & viabildade
dhr popul 6 do grupo Bxondmico de intersses om condigia in sity

O llular die e barzagio ou da lleenge permsnenis, e como of membos de sua eguipe, quands da Wolacho oa leg o wigenbe, ou quando da nadeguagha,
omissio ou Telss descrigho de infarmaghes releventss que subsldiarem s sxpedichs do mio, podend, medianie deciefo molivads. s s sulorzscho o lcenga

SURPENAR tu revogide prio ICMEBk: nos iermos da kgislacio brasilsls sm vigoe
ale dacumaenio nia dispanss o curmprmanto da legislagso que dispie sabee acesso o componanis do patrminio ganstcn axsberie no lericno nacaonal, ne
platalarmn conlinenial & na zans acandmicn emckislvm, ou s conhbacimen o tadicanal associado s palrmdnio gendlico, paes fins de pasguisa clentilics,

hiaping 0 B cesamahimania iecnakiglos Vajn malones inl R BT WA T b
Em £nst g0 peaquisn am UNIDADE DE g%ﬁﬁ!ﬁuﬁm o PERIREIaT TR daRln AUbSIERGn Fvars COMBIEET @ BarmnsITaGAD B Uk nde m m o GOME WA |

L1 AS DATAS dis srpadchion, as cendcbes pars realizacho das colalns o de use da nke-astriura da unidade

Qutras ressalvas
ESM auUtonzagaa nao exime seu ttular da necessidade de atender Ao dsposto na Instrugdo Normatva ibama n® 2772002, que regulamenta o

n:pI:bI-.

Equipe
Hami Funglio CET oC. IGeniiaage Wacicnalideoy |
FLAT GLTMARAE S CHAVES Fanquisa sarmAvan TI08E T17- 27107000 DE TRAND | Brasiioen
[ [ fruna Barbaza iin T ullinr T Faced sl GERLTAER anp-Gl Trtaniorn
[T [STANLEY NOBRE LIMA Panguisacar 01 342 227+ Braniora
HELID [ REITAS GANTOR Panguinaar B4 1 G715 [ ] Bianieen

Este documento (Autarizagho para atividades com finalidada cientifica) fol expedido com base na Instrughe Normativa n® 032014, Através do cédige
de autenticagho abaleo, qualquer cidadio poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por melo da pégina do SisbisICMBio na
Internet (www iembic.gov brisisbia),

Cdodigo de autenticagio: 26614273 m”ml" Hl‘””lm
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