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RESUMO GERAL

ARAUJO, Izabela Mesquita. Hemoparasitos de carrapatos oriundos de fragmento
florestal da Amazonia Oriental e de &reas antropizadas da Mata Atlantica. 2020.
121p. de Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Embora a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica estejam entre 0s mais importantes
biomas do Brasil, sdo regifes que sofrem as consequéncias das a¢des antrdpicas. 1sso
contribui para o surgimento de doencas provocadas por patdgenos, devido ao contato
humano com érea de circulacdo de patdgenos e seus vetores. Este estudo objetiva a
deteccdo de hemoparasitos em areas antropizadas da Floresta Amazdnica e de regides
de Mata Atlantica. Foram realizadas coletas de carrapatos em um fragmento florestal no
estado do Par4 e no Parque Nacional do Iguacu, no Parana, bem como carrapatos e
pulgas em animais selvagens no Rio de Janeiro. Para a obtencdo desses ectoparasitos
foram empregadas as técnicas como arraste, perneiras de flanela e armadilha de COo, e
também pela inspecdo em animais silvestres. Os ectoparasitos foram identificados
usando chaves taxondmicas ou identificagdo molecular. Foi feita a extracdo de DNA
para avaliar a detecgdo de DNA de Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp.,
Borrelia spp. e Piroplasmida, através da PCR. Foram obtidos 1.511 carrapatos,
identificados em 17 espécies: Amblyomma spp., A. cajennense s.s., A. calcaratum, A.
geayi, A. goeldii, A. humerale, A. naponense, A. pacae, A. varium, A. sculptum, A.
dubitatum, A. longirostre, A. brasiliense, A. ovale, A. incisum, A. parkeri, H. juxtakochi
e A. coelebs. Foi obtido um total de 54 pulgas, todas identificadas como
Ctenocephalides felis felis. Através da PCR, Rickettsia bellii foi detectado em A.
varium, A. goeldii, A. dubitatum e A.pacae; Rickettsia sp. cepa AL em A. longirostre;
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica em A. ovale; Rickettsia felis ¢ “Candidatus R.
senegalensis” em C. f. felis; Wolbachia sp. em C. f. felis; Anaplasma spp. em A.
brasiliense e A. coelebs;; Borrelia sp. em A. calcaratum, A. coelebs e A. ovale e
Amblyomma sp.; e Theileria sp. em A. coelebs. Todas as amostras testadas foram
negativas para Ehrlichia spp. Esse trabalho tras o primeiro registro de R. bellii em A.
varium e em A. goeldi, o primeiro registro de “Candidatus Rickettsia senegalensis” no
Brasil e aumenta o numero de espécie de carrapatos do género Amblyomma infectados
com Borrelia sp.

Palavras-Chave: Carrapatos, Pulgas, Bioagentes, Amazbnia, Mata Atlantica



ABSTRACT

ARAUJO, lzabela Mesquita. Hemoparasites of ticks from forest fragments in the
Eastern Amazon and anthropized areas of the Atlantic Forest, Brazil. 2018. 121p.
Thesis (Doctor Science in Veterinary Sciences, Veterinary Sciences). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Although the Amazon Forest and the Atlantic Forest are among the most important
biomes in Brazil, they are regions that suffer the consequences of human actions. This
contributes to the emergence of diseases caused by pathogens, due to human contact
with the area of circulation of pathogens and their vectors. This study aimed to detect
hemoparasites in anthropized areas of the Amazon Forest and regions of the Atlantic
Forest. Ticks were collected in a forest fragment in Para and in the Iguagu National Park
in Parana, as well as ticks and fleas in wild animals in the state of Rio de Janeiro. In
order to obtain these ectoparasites, techniques such as dragging, flannel leggings and
CO2 traps were used, as well as for inspection on wild animals. Ectoparasites were
identified using taxonomic keys or molecular identification. DNA extraction was
performed to assess the presence of Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp.,
Borrelia spp. and Piroplasmida through PCR. A total of 1.511 ticks were obtained,
identified in 17 species: Amblyomma spp., A. cajennense s.s., A. calcaratum, A. geayi,
A. goeldii, A. humerale, A. naponense, A. pacae, A. varium, A. sculptum, A. dubitatum,
A. longirostre, A. brasiliense, A. ovale, A. incisum, A. parkeri, H. juxtakochi and A.
coelebs. A total of 54 fleas were obtained, all identified asCtenocephalides felis felis.
Rickettsia bellii was detected in A. varium, A. goeldii, A. dubitatum and A. pacae;
Rickettsia sp. cepa AL in A. longirostre; Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest in A.
ovale; Rickettsia felis and “Candidatus R. senegalensis” in C. f. felis; Anaplasma sp. em
A. brasiliense e A. coelebs; Wolbachia sp. em C. f. felis; Borrelia sp. in A. calcaratum,
A. coelebs, A. ovale and Amblyomma sp.; e Theileria sp. in A. coelebs. All samples
tested were negative for Ehrlichia spp. This work brings the first record of R. bellii in A.
varium and in A. goeldi; the first record of “C. R. senegalensis” in Brazil; and increases
the number of tick species of the genus Amblyomma infected with Borrelia sp.

Keywords: Ticks, Fleas, Bioagents, Amazon, Atlantic Forest
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil é considerado o berco da biodiversidade do planeta, por possuir seis
diferentes biomas, dentre eles, a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica. A Amazonia é
considerada a maior floresta tropical imida do mundo, abrangendo cerca de 4 milhdes
de km?, e a mais rica em espécies animais e vegetais. No entanto, na contramao de toda
essa riqueza, a regido apresenta baixo indice socioecondmico e crescente urbanizacdo
(MMA, 2020). A Mata Atlantica € um bioma que, a priori, ocupava mais de 1,3
milhdes de km? em 17 estados brasileiros. Atualmente, existe apenas 29% de cobertura
vegetal preservada em areas de remanescentes florestais, muitas das quais protegidas
como Unidades de Conservacdo (MMA, 2020).

Geralmente, a degradacdo ambiental em uma determinada regido ocorre devido
a acOes antropicas, tais como a expansdo agropecuaria, mineracdo, exploracao
madeireira, abertura de estradas e extensa urbanizacdo que, por sua vez, reduz areas
continuas de florestas para pequenas areas fragmentadas e isoladas (REYDON, 2011;
MONICA et al., 2013) Nesse sentido, o processo de fragmentacéo florestal tende a gerar
grande impacto sobre a fauna, uma vez que a sobrevivéncia da biodiversidade local
depende diretamente de grandes areas continuas em funcdo de garantir a variabilidade
genética, dispersdo e reproducdo desses animais (LAURANCE et al., 2009). Como
consequéncia, tais processos levam a uma diminui¢do da riqueza e abundancia das
espécies animais por perda do habitat natural (LAURANCE et al., 2009).

Outra consequéncia desse processo de fragmentacdo florestal é o aumento no
namero de animais silvestres em cativeiros, como em parques e zooldgicos,
(NASCIMENTO et al.,, 2017, GONZALEZ et al., 2017), muitas vezes devido a
dificuldade de reabilitacdo desses animais na natureza. E nos casos de parques abertos,
pode ocorrer a aproximacdo humana a animais silvestres com habitos sinantrépicos
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017). Estudos mostram que quanto mais adaptada for
uma espécie as areas antropizadas (urbanas, suburbanas e rurais), maior sera sua
densidade nestes locais quando comparado a areas menos perturbadas (DITCHKOFF et
al., 2006).



As mudancas climaticas aliadas a fragmentacdo florestal, seja para a expansdo
agricola ou para urbanizacdo, também tém se constituido em fator decisivo para a
emergéncia e reemergéncia de doencas provocadas por patdgenos zoonéticos, muitas
vezes devido ao maior contato humano com areas de risco ou de circulagdo de algum
agente patogénico e seus respectivos vetores (ESTRADA-PENA et al., 2014), como 0s
carrapatos e pulgas.

Mediante a estes aspectos, o presente estudo foi constituido por trés capitulos
com o objetivo em comum de deteccdo de agentes transmitidos por carrapatos em areas
antropizadas de regides de Mata Atlantica e Amazonia.

No capitulo | foi avaliado a deteccdo molecular de Rickettsia spp., Ehrlichia
spp., Anaplasma spp. e Borrelia spp. em carrapatos de vida livre coletados em um
fragmento florestal da Amazdnia, no estado do Para, Brasil.

No capitulo Il foi avaliado a deteccdo de grupos de hemoparasitos da ordem
Piroplasmida e bactérias dos géneros Borrelia, Rickettsia, Anaplasma e Ehrlichia em
carrapatos e pulgas que parasitam animais selvagens no estado do Rio de Janeiro,
Brasil.

No capitulo 111 foi avaliado a deteccdo molecular de Ehrlichia spp., Anaplasma
spp., Borrelia spp. e protozoarios da ordem Piroplasmida em carrapatos coletados em
quatis silvestres e de habitos sinantrépicos do Parque Nacional do Iguacgu, Parana,

Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomas brasileiros: Amazonia e Mata Atlantica

A Amazdnia tem aproximadamente 4,1 milhdes de km? e abriga mais de um
terco das espécies existentes no planeta. Ela abriga mais de 2 mil espécies de arvores,
bem como 30 mil das 100 mil espécies de plantas que existem na América Latina. A
floresta vive do seu proprio material organico, em meio a um ambiente Umido, com
chuvas abundantes (WWF, 2020).

Além disso, também € rica em recursos naturais, possuindo grande estoque de
madeira, borracha e minérios. A riqueza cultural também esté presente no conhecimento
tradicional de explorar todos 0s recursos existentes na regido de uma forma sustentavel,
sem esgota-lo. No entanto, a Amazonia sofre com os baixos indices socioecondémicos,
falta de infraestrutura e altos indices de desmatamento, que coloca toda essa riqueza em
constante ameaca. Mais de 10 milhdes de hectares de florestas sdo destruidas todos os
anos, para dar lugar a atividades como pastagens, plantacbes de Oleo de palma,
plantacdes de soja, abertura de estadas e exploragdo madeireira ilegal (WWF, 2020).

A Mata Atlantica é uma das florestas tropicais mais ameacadas do mundo e de
fato é o bioma brasileiro que mais sofreu os impactos ambientais dos ciclos econémicos
da historia do pais. Na época do “descobrimento do Brasil”, a natureza rica e diversa da
Mata Atlantica se estendia por cerca de 1,3 milhdes de quilometros (WWF, 2020).

A maioria das espécies de animais brasileiros ameacados de extincdo sao
oriundos da Mata Atlantica. Porém, apesar de toda a devastacdo ocorrida nesse bioma, a
rigueza das espécies animais e vegetais ainda é exuberante. Ainda existem
remanescentes de florestas com altos niveis de biodiversidade considerados 0s maiores
do planeta (WWF, 2020).

2.2 Carrapatos

Os carrapatos sdo organismos da classe Arachnida, ordem Acari, subordem
Ixodida. Sdo ectoparasitos hemat6fagos amplamente difundidos no mundo (BARROS-
BATTESTI et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2019). Até o presente, a subordem
Ixodida possui 956 espécies no mundo, sendo distribuidas em trés familias: Ixodidae
(736 espécies), Argasidae (218) e Nuttalliellidae (monoespecifica) (DANTAS-TORRES

et al., 2019). A familia Nutallielidae é a menos estudada, tendo apenas uma espécie
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conhecida, Nuttalliella namagqua, restrita a0 Continente Africano (GUIMARAES et al.,
2001).

No Brasil, atualmente a fauna de carrapatos é constituida por 73 espécies, sendo
25 espécies da familia Argasidae distribuidas entre os géneros Carios, Antricola,
Ornithodoros, Nothoaspis e Argas; e 48 espécies da familia Ixodidae distribuidas entre
0S géneros Amblyomma, Ixodes, Haemaphysalis, Riphicephalus e Dermacentor
(DANTAS-TORRES et al., 2019).

A maioria das espécies de carrapatos encontradas no Brasil pertencem a familia
Ixodidae, mais precisamente ao género Amblyomma (DANTAS-TORRES et al., 2019).
Na natureza, os carrapatos do género Amblyomma possuem uma grande diversidade de
hospedeiros, podendo parasitar quase todas as ordens de mamiferos, aves, répteis e
anfibios. Geralmente, os carrapatos em estagios imaturos apresentam uma baixa
especificidade hospedeira, podendo parasitar por exemplo uma variedade espécies de
aves e pequenos mamiferos. Em contrapartida, a especificidade hospedeira dos

carrapatos em fase adulta pode variar conforme a espéecie (FACCINI et al., 2006).

2.3 Bioagentes transmitidos por carrapatos

2.3.1 Rickettsia spp.

O género Rickettsia, pertencente a ordem Rickettsiales e familia Rickettsiaceae,
¢ composto por bactérias intracelulares obrigatérias, em formatos cocobacilares ou
pequenos bacilos (TAYLOR et al., 2010). Atualmente, as espécies de Rickettsia estdo
distribuidas em diferentes grupos: o grupo do tifo (GT) composto por Rickettsia
prowazekii (transmitida por piolhos) e Rickettsia typhi (transmitidas por pulgas); o
grupo da febre maculosa (GFM) tendo mais de 20 espécies associadas a carrapatos; o
grupo Canadensis representado por Rickettsia canadensis e Rickettsia monteiroi; o
grupo Bellii representado por Rickettsia bellii; o grupo de transicdo, composto por
espécies como Rickettsia akari, Rickettsia felis, Rickettsia australis; e mais oito grupos
diferentes, associados a outras ordens de artrépodes (WEINERT et al., 2009).

O GFM é associado a carrapatos e possui 0 maior nimero de espécies e/ou cepas
consideradas patogénicas. Dentre essas espécies, R. rickettsii € a mais conhecida e
patogénica no mundo, sendo bem distribuida por todo o continente americano

(LABRUNA et al., 2011), tendo como diversas espécies de carrapatos dos géneros



Dermacentor e Amblyomma. Outro membro importante dentro do GFM ¢é a espécie
Rickettsia parkeri. Trata-se de um patégeno emergente nas Américas do Norte e Sul
(PADOCK et al., 2004; KRAWCZAK et al., 2016). Na América do Norte, o principal
vetor para Rickettsia parkeri sensu stricto (s.s.) € o carrapato Amblyomma maculatum
(PADOCK et al., 2010), enquanto que na América do Sul pode ser vetorizada pelos
carrapatos Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum (SZABO et al., 2013a; SZABO
et al., 2013b).

Estudos recentes vém mostrando a relagdes filogenéticas entre cepas e/ou
espécies associadas ao complexo Rickettsia parkeri, separando-as em diferentes grupos,
distribuidos entre 0 Velho e o Novo Mundo. Os isolados de Rickettsia parkeri do Velho
Mundo formam trés grupos diferentes (R. africae, R. sibirica e R. conorii). Ja o isolados
do Novo Mundo é constituido de quatro grupos: (1) grupo Rickettsia parkeri s.s.
associadas a carrapatos do complexo A. maculatum na America do Norte e A. triste na
América do Sul; (2) grupo cepa NOD tendo Rickettsia sp. cepa NOD associada ao
carrapato A. nodosum; (3) grupo cepa Parvitasum, compreendendo dois isolados sul
americanos de carrapatos de A. parvitarsum; (4) grupo cepa Mata Atlantica, associados
ao carrapatos A. ovale e A. aureolatum (NIERE et al., 2018).

Rickettsia bellii &€ a espécie representante do grupo Belli. Nos ultimos anos, essa
bactéria foi detectada em carrapatos de diferentes partes da America Latina
(LABRUNA et al., 2011), incluindo 17 espécies do género Amblyomma (ACOSTA et
al., 2018). De fato, por esse agente rickettsial ser tdo comumente encontrado em
Amblyomma spp., alguns autores sugerem a existéncia de uma co-evolucao simbiética
entre o carrapato e a riquétsia (LABRUNA et al., 2004; MCINTOSH et al., 2015).
Trata-se de um agente riquetsial de patogenicidade ainda desconhecida (LABRUNA et
al., 2011), porém La Scola et al. (2009) observaram formacdo de escara de inoculacao
em cobaios ap6s uma infec¢do experimental. Além disso, existem estudos no Brasil
base em dados soroldgicos mostrando que essa bactéria pode causar infecgdes naturais
em capivaras, caes e cavalos (SPOLIDORIO et al.,, 2013; TOLEDO et al., 2018;
BUDWEG et al., 2019).

No Brasil, a cada ano surgem novos achados de espécies e cepas de Rickettsia
associadas a carrapatos, como por exemplo R. rickettsii, R. parkeri sensu stricto, R.
rhipicephali, R. amblyommatis, “Candidatus R. andeanae”, R. monteiroi, R. bellii,

Rickettsia sp. cepa Pampulha, Rickettsia sp. cepa AL, Rickettsia sp. cepa ARANHA,



Rickettsia sp. Aragaoi, Rickettsia sp. cepa Pampulha, “Ca. R. colombianensis”,
Rickettsia sp. cepa Tapirape, “Candidatus Rickettsia paranaensis” (ALMEIDA et al.,
2011, PAROLA et al., 2013; BLANCO et al., 2017; BARBIERI et al., 2014; LUZ et al.,
2018; GRUHN et al., 2019; COSTA et al., 2019; PELECO et al., 2019). Até o presente,
R. rickettsii e Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica sdo conhecidas como patogénicas
causando quadros clinicos humanos de rickettsioses no Brasil, principalmente na regido
sudeste (SPOLIDORIO et al., 2010; SZABO et al., 2013b; KRAWCZAK et al., 2016).

2.3.2 Ebhrlichia spp.

O género Ehrlichia, pertencente a ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae, € constituido por bactérias pleomdrficas obrigatoriamente
intracelulares que parasitam leucocitos de hospedeiros vertebrados (MCDADE, 1990;
SAITO et al.,, 2008; SAITO et al.,, 2016). Anteriormente, esse género abrangia dez
espécies que eram identificadas de acordo com a infeccdo na célula hospedeira, tais
como: Ehrlichia canis, Ehrlichia risticii e Ehrlichia sennetsu em mondcitos; Ehrlichia
ewingii, Ehrlichia equi e Ehrlichia phagocytophila em granuldcitos; e Ehrlichia platys
em trombdcitos. Agora, atraves de estudos moleculares e filogenéticos, o género foi
rearranjado, passando a incluir apenas cinco espécies: E. canis, E. chaffeensis, E.
ewingii, E. muris e E. ruminantium (anteriormente Cowdria ruminantium). Isso ocorreu
devido a mudanca das especies E. equi, E. phagocytophila e E. platys para o género
Anaplasma, e E. risticii para o género Neorickettsia (DUMLER et al., 2001; VIEIRA et
al., 2011).

Na natureza, algumas espécies de Ehrlichia sdo mantidas em um ciclo silvestre
envolvendo carrapatos e diversas espécies de animais como hospedeiros reservatorios,
tais como cervideos, ruminantes, carnivoros e roedores (SAITO et al., 2008; SAITO et
al., 2016). Por exemplo, o veado-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus), um
cervideo comumente encontrado no Canada, serve como reservatério natural para E.
chaffeensis e, também, como um importante hospedeiro para todos os estagios de vida
de Amblyomma americanum, o principal carrapato vetor dessa espécie de Ehrlichia
(LOCKHART et al., 1996; LOCKHART et al.,, 1997). No entanto, hospedeiros
acidentais como o bovinos, animais de companhia e 0s seres humanos também podem
ser infectados por Ehrlichia spp., 0 que pode causar doengas conhecidas como
Ehrliquioses (SAITO et al., 2016).



As espécies E. canis e E. ewingii sdo transmitidas aos caes através da picada dos
carrapatos Rhipicephalus sanguineus e A. americanum, respectivamente, provocando a
ehrliquiose canina. Em humanos, quadros clinicos de ehrliquioses também podem
ocorrer, porém os agentes causadores sdo E. chaffeensis e E. ewingii, transmitidos pelo
carrapato A. americanum (DANTAS-TORRES, 2015; OSTFELD et al., 2015). Nos
Estados Unidos, a ehrliquiose humana € bastante difundida, principalmente devido a
gradativa expansdo da distribuicdo geografica e alta densidade de A. americanum
(MERTEN et al., 2000; CHILDS et al., 2003).

No Brasil, ha registro das espécies E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii (VIEIRA
et al., 2011). Ehrlichia canis é a de maior prevaléncia entre a populagdo canina na
América do Sul (FIGUEREDO et al., 2017; BRANDAO et al., 2019; PEREZ-MACCHI
et al., 2019). Estudos recentes também detectaram E. canis em felideos silvestres
cativos (MAZZOTTI et al., 2018) e em gatos domésticos no Brasil (GUIMARAES et
al., 2019). Recentemente, uma nova espécie denominada Ehrlichia minasensis foi
isolada a partir da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em
Minas Gerais (CABEZAS-CRUZ et al., 2016) e a partir do sangue de um bezerro
naturalmente infectado, no estado do Mato Grosso (AGUIAR et al., 2019). Acredita-se
que essa nova especie possa ter evoluido a partir de uma linhagem genética altamente
variavel de E. canis (AGUIAR et al., 2019).

2.3.3  Anaplasma spp.

O género Anaplasma, pertencente a ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae, abrange as espécies Anaplasma bovis, Anaplasma marginale,
Anaplasma platys, e Anaplasma phagocytophilum (DUMLER et al.,, 2001).
Recentemente, uma nova espécie foi descrita, Anaplasma odocoilei, isolada a partir de
cervos silvestres cativos (Odocoileus virginianus) nos Estado Unidos (TATE et al.,
2013).

Dentre essas espécies, A. phagocytophilum é a mais importante levando em
consideracdo o carater zoondtico. Por isso a preocupacdo de se estudar ainda mais
ecologia dessa espécie. Essa bactéria € mantida em um ciclo de transmissdo com
carrapatos do género Ixodes, incluindo Ixodes scapularis e Ixodes pacificus, nos Estados
Unidos, Ixodes ricinus na Europa; e Ixodes persulcatus na Asia. Nos Estados Unidos, 0s
principais reservatérios vertebrados para A. phagocytophilum inclui pequenos

mamiferos como o rato-de-patas-brancas (Peromyscus leucopus), até cervos (O.



virginianus) (DUMLER et al., 2005). No Brasil, A. phagocytophilum j& foi detectado
em cdes e em carrapatos das espécies R. sanguineus e A. sculptum (SANTOS et al.,
2011; SANTOS et al., 2013).

Ha& suspeitas também que A. platys pode ser um agente zoonético devido dois
casos recentes de infeccdo humana ocorrido na Venezuela. Esses pacientes relataram ter
sido expostos ao R. sanguineus, 0 suposto carrapato vetor dessa bactéria. Porém, é
necessario a confirmacdo desses casos (ARRAGA-ALVARADO et al., 2003). Desde
entdo, ha outros relatos em humanos (ABARCA et al., 2008; MAGGI et al., 2013).
Anaplasma platys tem sido relatado infectando felideos (LIMA et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2019).

No Brasil, estudos visando inquéritos sorologicos e deteccdo molecular de
Anaplasma spp. em animais domésticos e silvestres surgem a cada ano, tendo relatos em
em carnivoros (WIDMER et al., 2011; ANDRE et al., 2012), cervideos (SACCHI et al.,
2012; SILVEIRA et al., 2014; SILVEIRA et al., 2016), roedor (WOLF et al., 2016) e
até em aves silvestres e carnivoras (MACHADO et al., 2012; MONGRUEL et al.,
2017). Recentemente, foram detectados A. platys e A. phagocytophilum em felideos
silvestres cativos, em Goias (MAZZOTTI et al., 2018), e A. platys em gatos domesticos
no Rio de Janeiro (GUIMARAES et al., 2019).

Ao contrario dos paises do hemisfério norte, 0 conhecimento sobre as espécies
de carrapatos que estdo envolvidas na manutencdo do ciclo de transmissdo de
Anaplasma spp. que circulam na América do Sul sdo restritos (BRANDAO et al., 2019;
PEREZ-MACCHI et al., 2019). Casos de infeccdo por A. platys é bem comum em ces
no territorio brasileiro, porém o vetor desse agente bacteriano ainda néo esta definido,
tendo suspeitas do envolvimento de R. sanguineus (CARVALHO et al., 2017,
FIGUEREDO et al., 2017; BRANDAO et al., 2019; DANTAS-TORRES et al., 2019).
Recentemente, uma cepa de Anaplasma sp. relacionado a A. phagocytophilum foi
detectada em uma ave silvestre (Penelope obscura) no Estado do Parand (MONGRUEL
et al., 2017). Por existir relatos de Amblyomma longirostre parasitando essa espécie de
ave e outras no Brasil, além da deteccdo de agentes ricketsiais nessa espécie de
carrapato, acredita-se que A. longirostre pode exercer um importante papel de vetor para
essa bactéria entre as aves silvestres (MONGRUEL et al., 2017).

2.3.4 Borrelia spp.



O género Borrelia, pertencente a ordem Spirochaetales e familia
Spirochaetaceae, compreende espiroquetas bacterianas de grande importancia por
causarem doencas, conhecidas como borrelioses, tanto em animais como no homem em
diversas partes do mundo. Essas doencas sdo distribuidas em cinco grupos: (1)
Borreliose aviaria, causada pela Borrelia anserina; (2) Borreliose bovina, causada pela
Borrelia theileri; (3) Aborto enzo6tico bovino, associada a Borrelia coriaceae; (4)
Febre recorrente, causada pela Borrelia recurrentis e (5) Borreliose de Lyme ou doenca
de Lyme, causada por diversas espécies do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato
(SOCOLOVSCHI et al., 2009).

Especificamente, o complexo B. burgdorferi s.l. até 0 momento abrange mais de
20 genoespécies no mundo. Entre essas, cinco sdo consideradas patogénicas ao ser
humano (Borrelia afzelii, Borrelia garinii, Borrelia burgdorferi sensu stricto, Borrelia
bavariensis e Borrelia spielmanii); e trés sdo suspeitas como patogénicas (Borrelia
lusitaniae, Borrelia valaisiana e Borrelia finlandensis) (CLARK et al., 2014).

Essas espécies do complexo B. burgdorferi s.I tem em comum o fato de terem
registros somente em paises de clima temperado do hemisfério Norte, onde estdo
associadas com carrapatos do género Ixodes, tais como: I. ricinus e I. persulcatus na
Europa e Asia; e I. scapularis e I. pacificus na América do Norte (STEERE et al.,
2004). Os principais reservatorios naturais para essas espiroguetas no ambiente silvestre
sdos os cervideos, como o veado-de-cauda-branca (O. virginianus) e o cervo sika yezo
(Cervus nippon yesoensis), e também pequenos roedores, como ratos-de-patas-brancas
(P. leucopus), podendo ser considerados sentinelas para a Doenca de Lyme
(ANDERSON, 1989; RAIZMAN et al., 2013).

No Brasil, a partir de 1980, diversos estudos foram realizados na busca de
elucidar a possibilidade de existéncia da Doenca de Lyme (ABEL et al., 2000;
BARROS-BATTESTI et al.,, 2006; YOSHINARI, 2009). Isso porque muitos casos
humanos de uma doenca, semelhante a borreliose de Lyme descrita nos Estados Unidos,
foram diagnosticados naquela época em Séo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso e no
Amazonas (SOARES et al.,, 1999; SALLES et al.,, 2002; ODWYER et al., 2004;
MANTOVANI et al., 2007; YPARRAGUIRRE et al., 2007; MANTOVANI et al.,
2012). No entanto, apesar das tentativas, ndo foi possivel o isolamento do agente
etioldégico B. burgdorferi, impossibilitando comprovacdo da ocorréncia do mesmo no
pais (FONSECA et al., 2005).
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Porém, é importante salientar que outras espécies de Borrelia ja foram isoladas
e/ou detectadas no Brasil (REZENDE et al., 2016; BLANCO et al., 2017; LOPES et al.,
2017). Recentemente, Borrelia theileri obtida a partir de Rhipicephalus microplus
naturalmente infectados em bovinos, no estado do Rio de Janeiro, foi caracterizada
conforme dados morfoldgicos, moleculares e filogenéticos, sendo este o trabalho mais
completo e detalhado nas Américas até 0 momento a respeito dessa espiroqueta
(CORDEIRO et al., 2018). Outro trabalho recente detectou Borrelia sp., com alta
similaridade a B. turcica, em carrapatos da espécie A. longirostre oriundos de aves no
Rio de Janeiro, representando a primeira descricdo de Borrelia sp. em carrapatos do
género Amblyomma na America do Sul (PACHECO et al., 2019).

2.3.5 Ordem Piroplasmida

Piroplasmida é uma ordem de protozoarios do Filo Apicomplexa que possuem
dois géneros de parasitos transmitidos por carrapatos vetores, que sdo Babesia e
Theileria. Esses piroplasmas s@o cosmopolitas, sendo encontrados principalmente em
regides tropicais e subtropicais (KIVARIA et al., 2007; SCHNITTGER et al., 2012).
S0 agentes etioldgicos da Babesiose e Theileirose, e infectam eritrécitos de uma
grande variedade de hospedeiros vertebrados, sejam domeésticos e silvestres. Algumas
espécies de Babesia também podem infectar seres humanos homem (UILENBERG,
2006; BENIGNO et al., 2012; HILDEBRANDT et al.,, 2013; LEMPEREUR et al.,
2017).

Até agora, ja foi identificada mais de 100 especies de Babesia infectando uma
grande diversidade mamiferos (SCHNITTGER et al., 2012), principalmente carnivoros
e ungulados (QUROLLO et al., 2017). Sdo parasitos de grande importancia
principalmente nos paises do hemisfério norte, pois algumas espécies podem causar
doencas zoonoticas. Babesia microti, por exemplo, € a responsavel pela babesiose
humana mais comum e notificada nos Estados Unidos (ORD et al., 2015), onde o0s casos
sdo associados a expansao da populacdo dos cervos de cauda branca (O. virginianus),
um de seus hospedeiros vertebrados, a invasdao de comunidades locais em habitats de
vida selvagem e a maior conscientizacdo da doenca por parte dos médicos (VANNIER
et al., 2012). Além dessa, ha outras espécies consideradas patogénicas ao homem, como
Babesia divergens, Babesia duncani e Babesia venatorum (ORD et al., 2015). Na
América do Sul, existem relatos de babesiose humana no Brasil (HUNFELD et al.,
2008), Colémbia (RIOS et al., 2003) e México (KIEMTRUP et al., 2000).



Com relacdo ao género Theileria, este compreende espécies que causam diversas
doengas em ruminantes domésticos e silvestres. Em escala mundial, as espécies mais
importantes sdo Theileria parva, originaria do budfalo-africano (Syncerus caffer), que
causa uma doenca fatal para os ruminantes domésticos, conhecida como febre da Costa
Leste (ECF); e Theileria annulata, oriunda do bufalo asiatico (Bulbulus bubulis), que
causa a teileriose tropical na Europa e China (BISHOP et al., 2004). Ademais, existem
espécies que infectam cervideos, como por exemplo, Theileria cervi, relatado em cervos
de cauda branca (O. virginianus), alces (Cervus canadensis) e cervo-mula (O.
hemionus) em paises da América do Norte (CAUVIN et al., 2019), outras tambem
infectam caninos, como Theileria annae, recentemente descoberta e responsavel por
diversos casos de piroplasmose canina em alguns paises da Europa (MIRO et al., 2015).

No Brasil, espécies de Babesia e Theileria ja& foram relatadas em animais
silvestres. Sdo exemplos, Babesia bovis em veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus),
Babesia bigemina em cervo-do-pantanal (B. dichotomus), em Goiads e no Parana
(SILVEIRA et al., 2013a; RODRIGUES et al., 2007) e Theileria cervi em veado-
catingueiro (Mazama gouazoubira) e em veado-dos-pampas (Ozotoceros bezoarticus)
nos estados de Minas Gerais e Pantanal (SILVEIRA et al., 2013b; SOUSA et al., 2018).

No geral, esses piroplasmas podem ser transmitidos por uma ampla gama de
carrapatos. Nos Estados Unidos, por exemplo, o vetor primario de B. microti é o
carrapato |. scapularis, porém existem outras espécies de Ixodes associadas a roedores
que sdo conhecidas ou suspeitas de serem vetores que mantém o ciclo silvestres do
parasita (YABSLEY et al., 2013). Na Europa, I. ricinus tem sido identificado como
vetor de B. divergens, B. microti, B. ovis e B. venatorum (RIZZOLI et al., 2014).
Algumas espécies de Rhipicephalus, Hyalomma, Amblyomma e Haemaphysalis também
sdo vetores de Theileria spp. (BISHOP et al., 2004).

2.4 Pulgas

As pulgas sdo insetos pertencentes a ordem Siphonaptera. Até o momento, sabe-se
da existéncia de aproximadamente 3.000 espécies no mundo, distribuidas 240 géneros e
16 familias (LEWIS, 1998; LINARDI et al., 2000). No Brasil existem 60 espécies e/ou
subespécies registradas, distribuidas em 20 géneros e oito familias. Dessas espécies, 29

infestam principalmente marsupiais (LINARDI et al., 2000).
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O género Ctenocephalides, pertencente a familia Pulicidae, atualmente constitui
13 espécies e subespécies, porém somente duas, Ctenocephalides canis (pulga do cdo) e
Ctenocephalides felis felis (pulga do gato), tem ocorréncia em todo o mundo, inclusive
na América do Sul (LINARDI et al., 2012). A espécie C. felis felis tem uma grande
importancia, pois sua alimentacdo ndo se limita apenas a gatos domésticos e selvagens,
mas a uma ampla diversidade de hospedeiros animais como carnivoros e roedores
sinantropicos, incluindo também o ser humano (DURDEN et al., 2019).

No Brasil, Ctenocephalides felis felis ja foi encontrada em 41 espécies de
mamiferos, distribuidos em sete ordens, além de uma espécie de ave. Além disso, essa
espécie é comumente encontrada parasitando gambas (Didelphis spp.) devido aos
variados habitats que eles circulam (LINARDI et al., 2012).

2.5 Bioagentes Transmitidos por Pulgas

Em geral, os sifonapteros possuem baixa especificidade hospedeira. Dessa forma,
0s hospedeiros proximos taxonomicamente ou com ecologia similar podem
compartilham espécies de pulgas e, portanto, tém o potencial de hospedar patdgenos
semelhantes (IANNINO et al., 2017).

O conhecimento a respeito da funcdo vetorial de muitas espécies pulgas ainda é
escasso, porém sabe-se que algumas podem funcionar como reservatorio de uma grande
diversidade de bactérias, tais como Yersinia pestis, Francisella tularensis, Bartonella
spp. e Rickettsia spp. (BITAM et al., 2010).

Assim como os carrapatos, algumas espécies de pulgas sdo vetores de agentes
rickettsiais de grande importancia para a saide mundial, pois foram responsaveis por
zoonoses que no passado provocaram a morte humana. E o caso da bactéria Rickettsia
typhi, causadora da doenca Tifo Murino, que € transmitida ao homem através da picada
da pulga Xenopsylla cheopis (BITAM et al., 2010).

Estudos mostram que nos ultimos anos, a Febre Maculosa transmitida por pulgas
se tornou uma doenca emergente em varios partes do mundo, como México (ZAVALA-
VELAZQUEZ et al., 2000), Franca e Brasil (RAOULT et al., 2001), Alemanha
(RICHTER et al., 2002), Tailandia (PAROLA et al., 2003) e Espanha (BERNABEU-
WITTEL et al., 2006), tendo como agente causador a espécie Rickettsia felis (PEREZ-
OSORIO et al., 2008). Os reservatérios naturais de R. felis ainda ndo sdo conhecidos,

porém desde 0s primeiros casos clinicos da rickettsiose causada por essa bactéria, as
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espécies de pulgas C. felis e C. canis foram implicados como provaveis vetores
(ANGELAKIS et al., 2016)

No Brasil, Rickettsia felis € comumente encontrada em Ctenocephalides spp. em
vérias regides (HORTA et al., 2014). Inclusive, a pulga C. felis € a mais encontrada em
caes no Brasil (COSTA et al., 2013). Recentemente, um estudo trouxe o primeiro relato
de Rickettsia asembonensis infectando pulga C. felis (SILVA et al., 2017).

Na Europa, agentes ricketsiais da familia Anaplasmataceae ja foram detectados em
pulgas da espécie Xenopsylla cheopis, tais como Anaplasma ovis, Anaplasma
marginale, Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia canis (TORINA et al., 2013).
Recentemente, Anaplasma phagocytophilum também foi detectado em pulgas da
espécie C. felis na Polonia (PAWELCZYK et al., 2019). Um estudo recente no Brasil
detectou Ehrlichia sp. intimamente relacionada com E. canis em pulgas da espécie
Polygenis (P.) bohlsi bohlsi (SOUSA. et al., 2017).

Bactérias do género Wolbachia também é muito comum em pulgas. Elas foram
incluidas na familia Anaplasmataceae, juntamente com os géneros Ehrlichia,
Neorickettsiae e Anaplasma (DUMLER et al, 2001), e sdo considerados
endossimbionte nos sinfonapteros. Estudos mostram que Wolbachia spp. causa
partenogénese, morte dos machos e feminizagdo nos artropodes, o que interfere na
biologia, ecologia e evolucdo de seus hospedeiros (WERREN et al., 2008;
DOUDOUMIS et al.,, 2012). No Brasil, um estudo recente avaliou a presenca de
patdgenos e endossimbiontes em pulgas coletadas de D. aurita. Nos espécimes
encontrados, C. felis e X. cheopis, foi detectado DNA de Wolbachia pipientis
(BEZERRA-SANTOS et al., 2020).



CAPITULO |

PESQUISA DE AGENTES TRANSMITIDOS POR CARRAPATOS DE VIDA
LIVRE EM UM FRAGMENTO FLORESTAL NO ESTADO DO PARA,
AMAZONIA ORIENTAL, BRASIL
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RESUMO

A Floresta Amazbnica é considerada como a floresta tropical com a maior
biodiversidade do mundo. Estudos sobre a fauna de carrapatos da regido Norte brasileira
tem se concentrado principalmente na Amazonia Ocidental. Este estudo teve como
objetivos detectar a presenga de Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e
Borrelia spp. em carrapatos de vida livre coletados em um fragmento florestal da
Amazénia Oriental, no estado do Para, Brasil, bem como a distribuicdo espacial e
abundancia das espécies encontradas. O fragmento foi dividido em trés tratamentos
(interior, borda e area rural-urbana adjacente ao fragmento). Em todos os fragmentos, 0s
carrapatos foram coletados de acordo com a técnica de arraste, perneiras de flanela e
armadilha atrativa de CO>. As ninfas e os adultos foram morfologicamente identificados
usando chaves especificas, enquanto as larvas foram submetidas a identificacdo
molecular. Foi realizada a extracdo de DNA dos carrapatos e 0 DNA extraido foi
testado para a presenca de Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Borrelia
spp. por meio da reacdo em cadeia da polimerase. Foram calculados os indices de
riqueza, abundancia e diversidade das espécies, bem como aplicado o Método de
Escalonamento Multidimensional Nao-Metrico (NMDS) para avaliar os padres de
similaridade biologica das espécies entre os diferentes tratamentos. No total, 561
carrapatos em fase de vida livre (525 larvas, 29 ninfas e 7 adultos) foram capturados,
distribuidas em oito espécies: Amblyomma cajennense sensu stricto, Amblyomma
calcaratum, Amblyomma geayi, Amblyomma goeldii Amblyomma humerale,
Amblyomma naponense, Amblyomma pacae e Amblyomma varium. Rickettsia bellii foi
detectada em uma larva de A. varium e em uma larva de A. goeldii. Todas as amostras
de DNA dos carrapatos testados foram negativas para Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e
Borrelia spp. A abundancia e a riqueza de espécies estiveram associadas ao interior da
floresta, e a diversidade esteve associada a borda do fragmento. No entanto, a analise
NMDS mostrou gue estatisticamente ndo ha variacdo entre os tratamentos (p=0.517).

Esse é o primeiro de R. bellii em A. varium e A.goeldii no Brasil.

Palavras-Chave: Agentes patogénicos, Amblyomma, Amazénia, Brasil
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ABSTRACT

The Amazon Forest is considered to be the tropical forest with the greatest biodiversity
in the world. Studies on the tick fauna of the northern Brazilian region have been
concentrated in the Western Amazon. This study aimed to detect the presence of
Rickettsia spp., Ehrlicia spp., Anaplasma spp. and Borrelia spp. in free-living ticks
collected in a forest fragment in the Eastern Amazon, in the state of Para, Brazil, as well
as the spatial distribution and abundance of the species found. The fragment was
divided into three treatments (interior, border and rural-urban area adjacent to the
fragment). In all fragments, ticks were collected according to the technique of drag,
leggings and attractive flannel trap CO2. Nymphs and adults were morphologically
identified using specific keys, while the larvae were subjected to molecular
identification. DNA extraction from ticks was performed and the extracted DNA was
tested for the presence of Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Borrelia spp.
por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). In total, 561 free-living ticks (525
larvae, 29 nymphs and 7 adults) were captured, distributed in eight species: Amblyomma
cajennense sensu stricto, Amblyomma calcaratum, Amblyomma geayi, Amblyomma
goeldii Amblyomma humerale, Amblyomma naponense, Amblyomma pacae and
Amblyomma varium. As a result, Rickettsia bellii was detected in an A. varium larva and
in an A. goeldii larva. All DNA samples from the tested ticks were negative for
Ehrlichia spp., Anaplasma spp. and Borrelia spp. This is the first record of R. bellii in

A. varium and A. goeldii in Brazil.

Keywords: Pathogens, Amblyomma, Amazonia, Brazil
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos séo artropodes cosmopolitas e considerados uma ameaca a salude
animal e humana, por serem vetores de inimeros agentes patogénicos (JONGEJAN et
al., 2004; DANTAS-TORRES et al., 2012). No Brasil, atualmente a fauna de carrapatos
é contabilizada por 73 espécies, sendo a maioria pertencente ao género Amblyomma
(DANTAS-TORRES et al., 2019).

Estudos visando conhecer a fauna de carrapatos da regido Norte brasileira tem se
concentrado na Amazonia Ocidental, especificamente em Ronddnia, o estado brasileiro
que mais tem sido explorado nesse quesito nos ultimos anos e, por isso, € considerado
como o0 mais rico em espécies de carrapatos até entdo (LABRUNA et al., 2002a;
LABRUNA et al., 2005; LABRUNA et al., 2010; MARTINS et al., 2010; KEMPER et
al., 2013; MARTINS et al., 2016). No entanto, na Amazonia Oriental, estudos sobre a
fauna de carrapatos e 0s agentes patogénicos que eles transmitem ainda sdo escassos,
especialmente no estado do Para (OGRZEWALSKA et al., 2010; SERRA-FREIRE,
2010a; SCOFIELD et al., 2011; MARTINS et al., 2014a; SOARES et al., 2015,
NASCIMENTO et al., 2017).

A Floresta Amazonica é considerada como a floresta tropical com a maior
biodiversidade do mundo (SILVA et al.,, 2005), no entanto o desmatamento para
expansdo agropecuaria e urbanizacdo, tem fragmentado grandes areas de florestas
continuas. O processo de fragmentacao florestal e a urbanizacao de areas florestais tem
modificado o ecossistema de varias espécies silvestres e consequentemente a ecologia
da transmissdo de patdgenos. Como consequéncia, artropodes vetores passam a
parasitar outros hospedeiros adaptados, inclusive o homem, facilitando a dispersdo de
patdgenos para areas rurais, periurbanas e urbanas (BRADLEY et al., 2007). Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivos detectar a presenca de Rickettsia spp.,
Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Borrelia spp. em carrapatos de vida livre coletados em
um fragmento florestal da Amazénia Oriental, no estado do Para, Brasil, bem como a

distribuicao espacial e abundancia das espécies encontradas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e legais da pesquisa cientifica

Esta pesquisa foi realizada ap0s aprovacio pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais do Instituto Evandro Chagas (n° 021/2014 CEUA/ IEC). A coleta a campo e 0
transporte de amostras bioldgicas foi autorizada pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBio), sob o0 n° 58710-4.

2.2 Area de estudo e Captura dos carrapatos em fase de vida livre

A captura dos carrapatos em vida livre ocorreu em um fragmento florestal do
estado do Par4, situado na Vila Ananim (01°06'29.1"S e 047°19'52.9"W), no municipio
de Peixe-Boi, pertencem a mesorregido Nordeste Paraense (Figura 1). Foram realizadas
duas expedicOes de coleta de 10 dias consecutivos cada, uma no més de maio e outra no
més de setembro de 2015.

Figura 1. Local de captura dos carrapatos. A) Mapa do estado do Pard, com destaque ao
municipio de Peixe-Boi (vermelho); B) Pontos de coleta dos carrapatos (linha amarela,
trilha principal), no fragmento florestal situado na Vila Ananim, Peixe-Boi, Para.

Para a amostragem dos carrapatos em fase de vida livre, o fragmento florestal foi

considerado como uma estacdo de amostragem (EA), que foi dividida em trés &reas:
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area A, considerado o interior do fragmento florestal; area B, a borda do fragmento

florestal; e &rea C, a area urbano-rural adjacente ao fragmento florestal (Figura 2).

Estagao de Amostragem (EA)

A B C
5 - oL
I*’ I*‘ =
5 - -
I I=] (]

A= Interior do fragmento florestal
B= Borda do fragmento florestal
C= Area urbano-rural adjacente ao fragmento florestal

mmm = Trilha principal I = Trilhas dos tratamentos

=
= Armadilha atrativa de CO2

Figura 2. Desenho amostral do fragmento florestal de Peixe-Boi, considerado uma
Estacdo de Amostragem (EA).

Foram empregadas trés técnicas para captura dos carrapatos: arrasto com flanela
(OLIVEIRA et al., 2000);“walking trap” ou perneiras de flanela (GINSBERG et al.,
1989) e armadilha atrativa de CO. (CANCADO et al., 2008) (Figura 3). A captura dos
carrapatos de vida livre ocorreu sempre nas primeiras horas da manha (entre 06:30 h e
09:30h).

Na técnica de arrasto, uma flanela branca (1,50m X 0,80m) fixada a uma vara de
madeira (0,85m) amarrada a um barbante na extremidade anterior é arrastada sobre a
vegetacdo das trilhas (Figura 3A). A técnica “walking trap” consiste em caminhar pela
vegetacdo usando perneiras de flanela branca (Figura 3B). Essas técnicas tém como
objetivo capturar os carrapatos em fase de vida livre que possivelmente estivessem
sobre a vegetacdo a espera de um hospedeiro, e eram executadas na trilha de cada area
(Figura 1), e eventualmente em algumas trilhas naturalmente abertas por animais
silvestres. Periodicamente, tanto os arrastes como as perneiras eram vistoriados a olho

nu para a verificacdo da presenca de algum carrapato. No geral, foi obtido um esforco
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amostral de 60 peneiras por expedicdo (6 perneiras por dia x total de 10 dias) e 30
arrastes por expedicdo (3 arrastes por dia x total de 10 dias).

Para a armadilha atrativa de CO., utilizou-se 300 ml de &cido latico 20% e 125 g
de carbonato de calcio. Devido ao desenvolvimento do trabalho se dar em ambiente de
floresta, com o intuito de evitar que as folhas e gravetos das arvores impedissem o fluxo
de &cido latico para o recipiente inferior, o recipiente superior foi coberto com tecido
(tipo organza) (Figura 3C). A armadilha atrativa de CO> foi montada em dias alternados
por duas horas durante a manhd, em dois pontos fixos em cada area, distanciados entre
si por 300 metros (Figura 1). O esfor¢co amostral foi de 30 armadilhas atrativa de CO>
por expedicdo (6 armadilhas atrativa de CO. por dia x 5 dias).

Figura 3. Técnicas de captura de carrapatos em vida livre empregadas no fragmento
florestal de Peixe-Boi, PA: A) arraste com flanela; B) “walking trap” ou perneiras de
flanela; C) armadilha atrativa de CO, com destaque ao tecido (tipo organza) fixado com
auxilio de elastico no recipiente superior.

2.6 ldentificagdo dos Carrapatos



Uma vez coletados, os exemplares de carrapatos foram acondicionados em
microtubos (2ml) contendo Alcool isopropilico. Larvas, ninfas e adultos foram
contabilizados e analisados individualmente. Adultos e ninfas foram identificados
morfologicamente de acordo com Barros-Battesti et al. (2006) e Martins et al. (2010)
respectivamente. Quando as larvas foram encontradas isoladamente, elas foram
identificadas usando analise molecular (procedimento descrito posteriormente); quando
coletadas do ambiente em clusters, cada cluster foi considerado uma unidade Unica e
um pool contendo cinco larvas representou o cluster para identificagdo molecular
(OGRZEWALSKA et al., 2009).

2.7 Andalises Moleculares

2.7.5 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA dos carrapatos em estagio larval foi realizada empregando-
se a técnica de fervura, como realizado por Horta et al. (2005). Resumidamente, cada
larva ou um pool de larvas representando um uanico cluster do ambiente foram
maceradas na presenca de tampdo (TE, Tris EDTA), o material resultante foi
centrifugado a 16000 xg e aquecido a 100°C, por 30 minutos.

Ja a extracdo de DNA das ninfas e adultos foi realizada individualmente de cada
carrapato pelo método Fenol/Fenol-Cloroférmio, de acordo com o protocolo
estabelecido por (SANTOLIN, 2014).

2.7.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada tanto para a identificacdo molecular a nivel de espécie das
larvas, quanto para a pesquisa de microrganismos dos géneros Rickettsia, Ehrlichia,
Anaplasma e Borrelia. Para isso, a tabela 1 mostra os primers especificos que foram
utilizados.

Para a deteccdo de DNA da Familia Ixodidae e de Rickettsia spp. foram
realizadas PCR convencional em microtubos de 200ul adicionando 2,0ul de DNA
extraido acrescido de 23 pl de Master mix [tampdo 1X (5X Colorless GoTaq®,

Promega®), 2,5mM de MgCI2 (Promega® MgCI2 Solution), 200uM de DNTP’s, 0,8
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pmoles de cada primer, 0,75U de Taq polimerase (GoTaq DNA Polymerase,
Promega®), e 4gua proporcional] para se obter um volume final de 25pL.
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O teste para deteccdo de DNA de Ehrlichia spp. foi realizado com reagfes de

semi-Nested PCR e para Anaplasma e Borrelia Nested-PCR, onde a primeira reacéo foi

feita em microtubos de 200ul adicionando 3,0ul de DNA extraido acrescido de 22 ul de
Master mix [tampdo 1X (5X Colorless GoTaq® Promega®), 2,5mM de MgCl.
(Promega® MgCI2 Solution), 200uM de DNTP’s, 0,4 pmoles de cada primer, 1U de

Taq polimerase (GoTag DNA Polymerase, Promega®), e agua proporcional] para se

obter um volume final de 25uL; e a segunda reacdo foi feita com 1ul do produto de

PCR amplificado da primeira reacdo acrescido de 24ul de Master mix [tampdo 1X (5X
Colorless GoTag®, Promega®), 2,5mM de MgCI2 (Promega® MgCI2 Solution),
200uM de DNTP’s, 0,4 pmoles de cada primer, 1 U de Taq polimerase (GoTaq DNA

Polymerase, Promega®), e 4gua proporcional] para se obter um volume final de 25pL.

P?ﬁ;‘:ﬁ s Especificidade Sequéncia dos primers (5°-3”) ;é%?mggg% Referéncia
16SrRNA Familia Ixodidae
16S+ CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT
165- GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT 460pb  MANGOLD etal., 1998
gltA Rickettsia spp.
CS239 F GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 834 bp LABRUNA et al.. 2004
CS1069 R CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
dsb Ehrlichia spp.
DSB-330 GATGATGCTTGAAATGATATSAAACAA
DSB-380 ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 349 bp ALMEIDA et al., 2013
CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAW
DSB-720
ATC
flaB Borrelia spp.
TACATCAGCTATTAATGCTTCAAGA
BorFlaF1 A
BorFlaR1 GCAATCATWGCCATTGCRGATTG 740 pb BLANCO et al., 2017
BorFlaF2 CTGATGATGCTGCTGGWATGG
BorFlaR2 TCATCTGTCATTRTWGCATCTT
16S rRNA  Anaplasma spp.
ge3A CACATGCAAGTCGAACGGAT TATTC
gelOR TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 546 bp MASSUNG et al., 1998
ge9F AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT
ge2 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados, juntamente com 0s respectivos genes
alvo e o tamanho do fragmento amplificado.

As condicbes dos ciclos da PCR para Familia Ixodidae foram as seguintes:

desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos por 6 ciclos de 94°C por 20




segundos, 47 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos; depois mais 32 ciclos de
94°C por 30 segundos, 50 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos, com extensédo



final a 72°C por 5 minutos. Como controle positivo das reacOes foi utilizado DNA de
carrapato Rhipicephalus microplus previamente testado.

Para as reagdes de PCR visando Rickettsia spp., as condi¢Oes de temperatura
foram: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos por 40 ciclos de 94°C por 20
segundos, 52 °C por 20 segundos e 72 °C por 25 segundos, com extenséo final a 72°C
por 5 minutos. Foi usado DNA de Rickettsia parkeri cepa at24 como controle positivo.

As reacOes de semi-Nested PCR para Ehrlichia foram realizadas nas seguintes
temperaturas: primeira reacdo tendo desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos
por 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos,
com extensdo final a 72°C por 5 minutos; e segunda reacdo com mudanga apenas na
temperatura de extensdo, 52°C. Foi usado DNA de sangue de um cdo doméstico
infectado naturalmente por Ehrlichia canis como controle positivo.

Para as reacdes de Nested-PCR visando Borrelia spp., tanto na primeira quanto
na segunda reacéo, as condigcdes de temperatura foram as seguintes: desnaturacéo inicial
a 95°C por 4 minutos, seguidos por 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, com extensdo final a 72°C por 5 minutos. Foi usado DNA de
Borrelia anserina em cultivo como controle positivo.

E por fim, as condicdes de temperatura referentes as duas reacées de nested PCR
para Anaplasma spp. foram: desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, seguidos por 35
ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, com extensao
final a 72°C por 5 minutos. Foi usado DNA de sangue de um cdo domeéstico infectado
naturalmente por Anaplasma platys como controle positivo. Como controles negativos
para todas essas reacdes, foi utilizado agua ultrapura aplicada dentro e fora do fluxo
laminar de preparacdo do master mix. Todas as reacdes de PCR foram realizadas em

termociclador modelo T100 (Bio-rad®).

2.7.7 Eletroforese e analise dos resultados

Um volume de 10 plL dos produtos de PCR foram aplicados em gel de
agarose a 1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por eletroforese
(5V/cm), corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizados em transiluminador
de luz UV (L-PIX Sti, Loccus). Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados,
0s mesmos foram comparados com um padréo de peso molecular de 100pb (GeneRuler
100bases DNA Ladder, product #5SM024, Thermo Scientific).

23
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2.7.8  Sequenciamento

O material para sequenciamento foi purificado a partir de 5uL do produto de
PCR das amostras positivas, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®),
seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em
ambas as direcdes em um analisador genético automatizado (ABI 3730 DNA Analyser,
Thermo Fisher Scientific®) na Rede de Plataformas Tecnolégicas — PDTIS/FIOCRUZ
Plataforma de Sequenciamento de DNA — RPTO1A. As sequéncias obtidas foram
alinhadas através do programa DNA Baser® e submetidas a pesquisa de homologia com

outras sequéncias depositadas no GenBank, utilizando-se a ferramenta BLASTn.

2.5 Analises Ecologicas dos dados

A determinacdo da riqueza foi feita pela contagem do niimero total de espécies
incluindo todos os métodos de captura, sendo calculada para cada area amostrada. A
abundancia foi calculada para determinar o tamanho da populacdo de cada espécie nas
areas amostradas, considerando a quantidade total de individuos de uma determinada
espécie. A diversidade, composta pela variedade de espécies e 0 numero de individuos
dentro de cada espécie, foi avaliada usando a riqueza e o Indice de Shannon
(SHANNON, 1948). @] indice de Shannon é dado por:
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.
NIn(N)-> n, In(n,)

H ' _ i=1
N

Em que:
N = namero total de individuos amostrados
n i = nimero de individuos amostrados da i-ésima espécie
S = niimero de espécies amostradas

In = logaritmo de base neperiana (e)

Para avaliar os padrdes de similaridade biologica das espécies de carrapatos
entre as diferentes areas amostradas, foi realizado uma analise de ordenagdo pelo
Método de Escalonamento Multidimensional N&do-Métrico (NMDS) em duas dimensdes
(area X espeécies). Essa tecnica representa as amostras como pontos em um espago de
ordenacdo, onde as distancias relativas entre os pontos refletem as similaridades
relativas das amostras em relacdo a abundancia e a composicdo. Essa abordagem é
apropriada para dados contaveis (abundancia), juntamente com o uso do coeficiente de
similaridade Bray-Curtis, devido ao potencial de alta ocorréncia de zeros. A distancia de
Bray-Curtis foi calculada entre as amostras usando os grupos das espécies de carrapatos.
A qualidade do ajuste NMDS foi estimada com uma funcéo de estresse (que varia de 0 a
1) com valores proximos a zero indicando um bom ajuste.

Todos os dados foram organizados no Microsoft Excel e analisados no software

estatistico R, ao nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

Um total de 561 carrapatos em fase de vida livre (525 larvas, 29 ninfas e 7
adultos) foram capturados, sendo a maioria (430/561 = 76,6%) oriundos da area A, isto
é, do interior do fragmento florestal (Tabela 2).

No total foram identificadas oito espécies de carrapatos nesse fragmento
florestal, todas pertencentes ao género Amblyomma, descritas a seguir: Amblyomma
cajennense sensu stricto, Amblyomma calcaratum, Amblyomma geayi, Amblyomma
goeldii, Amblyomma humerale, Amblyomma naponense, Amblyomma pacae e
Amblyomma varium (Tabela 2).

A tabela 3 mostra a identificacdo a nivel de espécie dos carrapatos em estagio
larval através de analises moleculares. Nao foi possivel a identificacdo molecular de
larvas oriundas de 3 clusters e de 27 larvas individuais, ficando apenas a nivel de
género, Amblyomma spp. (tabela 2), pois essas amostras ndo amplificaram para o gene
16S rRNA, especifico para carrapatos da familia Ixodidae, possivelmente por conta da
baixa sensibilidade do primer associado a0 método de conservacao e extragdo. A figura
4 mostra a identificacdo morfologica das ninfas e adultos: ninfa de Amblyomma
cajennense sensu stricto (Figura 4.A), ninfa de Amblyomma calcaratum (Figura 4.B),
ninfa de Amblyomma humerale (Figura 4.C), ninfa de Amblyomma naponense (Figura
4.D), adulto de Amblyomma pacae (Figura 4.E) e ninfa de Amblyomma varium (Figura
4.F).



Tabela 2. Distribuicdo das espécies de carrapatos no fragmento florestal de acordo com
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as areas.
Areas
Espécie de carrapato A B C Total
A. cajennense (5. S.) 1(L) 2 (M) 1 (M) 9
1(F) 3(N)
1(L)
A. naponense 2 (M) 11 (N) - 66
1(L) 1(L)
6 (N)
45 (CL)
A. humerale 4 (N) 6 (L) - 14
4(L)
A. calcaratum 2 (N) IN - 109
3(L)
103 (CL)
A. pacae 1 (M) - - 1
A. varium 1(N) 2 (N) 3(L) 73
3(L) 1(L)
63 (CL)
A. goeldii 1(L) 1(L) - 38
36 (CL)
A. geayi 1(L) - - 1
Amblyomma spp. 85 (CL) 11 (L) 22 (CL) 250
116 (CL) 1(L)
15 (L)
Total 430 101 30 561

A= interior do fragmento florestal; B= borda do fragmento florestal; C= area urbano-
rural adjacente ao fragmento florestal

M= macho; F= fémea; N= ninfa; L= larva; CL= nimero equivalente a um cluster de

larvas
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Tabela 3. Numero de larvas de carrapatos de acordo com as areas do fragmento
florestal e identificacdo molecular a nivel de espécie.

Area NuUmero de Larvas Espécies
A 45* Amblyomma naponense
1 Amblyomma naponense
4 Amblyomma humerale
1 Amblyomma geayi
103* Amblyomma calcaratum
3 Amblyomma calcaratum
1 Amblyomma cajennense s.s.
3 Amblyomma varium
1 Amblyomma goeldii
36* Amblyomma goeldii
85*/Amblyomma spp. -
116*/Amblyomma spp. -
15/Amblyomma spp. -
B 6 Amblyomma humerale
1 Amblyomma naponense
2 Amblyomma varium
63* Amblyomma varium
1 Amblyomma goeldii
1 Amblyomma cajennense s.s.
11/Amblyomma spp. -
C 3 Amblyomma varium
22*/Amblyomma spp. -
1/Amblyomma spp. -
Total 525

“Contagem individual de um cluster de larvas capturadas no ambiente.
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Figura 4. Identificagdo morfologica das ninfas e adultos dos carrapatos: A) Ninfa de
Amblyomma cajennense s.s.; B) Ninfa de Amblyomma calcaratum; C) Ninfa de

Amblyomma humerale; D) Ninfa de Amblyomma naponense; E) Adulto de Amblyomma
Ninfa de Amblyomma varium.

pacae; F)



Em relacdo a distribuicdo das espécies de carrapato no fragmento florestal,
exemplares todas as espécies identificadas foram encontrados no interior da floresta
(&rea A), seguido por seis espécies na borda do fragmento florestal (area B) tais como A.
humerale, A. naponense, A. varium, A. goeldii, A. cajennense s.s. e A. calcaratum; e
duas espécies na area urbano rural adjacente ao fragmento florestal (area C), sendo A.
cajennense s.s. e A. varium (tabela 2). Ao avaliar a abundéncia, a riqueza e a
diversidade (indice de Shannon), observa-se que abundancia e a riqueza de espécies
estiveram associadas ao interior do fragmento florestal (area A), e a diversidade esteve
associada a area de transicdo, isto é, a borda do fragmento (&rea B) (Figura 5). No
entanto, o resultado da analise NMDS mostrou que, estatisticamente, ndo ha variacdo
entre as areas (interior, borda e urbano-rural) (p=0.517) (Figura 5).

o
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Figura 5. Andlise de escala multidimensional ndo-métrica (NMDS) relacionando as
espécies de carrapatos distribuidas nas trés areas, riqueza, indice de Shannon e
abundancia. Area A (interior da floresta) em amarelo; Area B (borda da floresta) em
verde; e Area C (urbano-rural) em azul. (p=0.517; stress= 0.10).

A andlise molecular visando a amplificacdo do gene gltA, presente em Rickettsia
spp., mostrou que duas amostras continham DNA riquetsial, correspondendo a uma
larva de A. varium capturada na area urbano-rural adjacente ao fragmento florestal e

uma larva de A. goeldii oriunda da borda da floresta. Os fragmentos foram sequenciados
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e analisados para determinar sua similaridade com sequéncias de outras espécies
depositadas no GenBank. O sequenciamento dos amplicons gerados para ambas as
espécies A. varium e A. goeldii mostrou 100% de similaridade com Rickettsia bellii
(DQB65204 e MK9626971 respectivamente). Os nimeros de acesso a sequéncia de
nucleotideos GenBank para as sequéncias parciais geradas no presente estudo sdo:
MT012706 e MT012707.

Todas as amostras testadas foram negativas para Ehrlichia, Borrelia e
Anaplasma.
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4 DISCUSSAO

De modo geral, a abundancia e a riqueza dos carrapatos foram mais expressivas
no interior do fragmento florestal. Estudos comprovam que o processo de fragmentacéao
provoca mudancas microclimaticas no ambiente (GEHLHAUSEN et al., 2000;
BRUNA, 2002). O microclima no interior da floresta geralmente é mais favoravel para
proliferacdo para algumas espécies, em comparacdo com o microclima da borda (alta
temperatura e baixa umidade) (DAVIES-COLLEY et al., 2000). Isso pode ser um dos
fatores determinantes para presenca e/ou auséncia de carrapatos numa area florestal, ja
que esses ectoparasitas sdo totalmente influenciados pelos fatores climaticos, como
temperatura e umidade, que necessitam estar em equilibrio para garantir a sobrevivéncia
e perpetuacdo desses artropodes (ESTRADA-PENA et al., 2013). De fato, as condicdes
ambientais sdo particularmente mais importantes para carrapatos heteroxeno, tais como
Amblyomma spp., pois cerca de 97% de sua vida é fora do hospedeiro (NEEDHAM,
TEEL, 1991).

O indice de diversidade dos carrapatos foi mais expressivo na borda da floresta e
ndo houve diferenca estatistica entre as areas amostradas em relacdo a distribuicdo das
espécies de carrapatos identificadas. 1sso significa que o tipo de area nao influencia
como habitat para as espécies de carrapatos, que podem ser encontrados em qualquer
uma delas. Como se trata de ambiente perturbado, onde ha um intenso avanco das acGes
antropicas sob o ambiente natural local, a dindmica de comportamento de algumas
espécies hospedeiras pode variar (BRADLEY et al., 2007). A facilidade de acesso a
comida devido a quintais com plantacdo, por exemplo, pode favorecer a dispersdo de
animais silvestres com habitos sinantrépicos, e consequentemente, a distribuicdo dos
carrapatos em diferentes areas.

Amblyomma cajennense s.s. foi encontrado principalmente na borda e area
urbano-rural. Trata-se de uma espécie com ocorréncia restrita a regido Norte do Brasil,
inclusive no estado do Pard (NAVA et al., 2014). Possui uma baixa especificidade
alimentar, parasitando uma grande diversidade de hospedeiros, inclusive o homem
(SERRA-FREIRE, 2010). Além disso, é um carrapato bem adaptado a ambientes
naturais modificados pela acdo antropica (MARTINS et al., 2016).

As outras espécies de carrapatos identificadas ficaram mais restritas ao interior e

borda da floresta. Isso pode estar relacionado a preferéncia de hospedeiros, que



geralmente sdo silvestres. As espécies de carrapatos A. varium, A. geayi e A. calcaratum
tem como hospedeiros principais mamiferos da Ordem Xenarthra. As preguicas sdo 0s
hospedeiros principais para a fase adulta de A. varium e A. geayi (MARQUES et al.,
2002; LABRUNA, 2009). Porem, no estado do Para, A. varium também ja foi
encontrada alimentando-se em humanos (SERRA-FREIRE, 2010), e o0s estéagios
imaturos de A. geayi parasitando passeriformes (OGRZEWALSKA et al., 2010). A fase
adulta de A. calcaratum demonstra bastante especificidade a tamandués
(Myrmecophaga e Tamandua spp.) (GUGLIELMONE et al., 2003), enquanto que as
fases imaturas sdo frequentemente encontradas em passariformes (LABRUNA et al.,
2007; OGRZEWALSKA et al., 2010).

Amblyomma naponense é comumente encontrado em suideos selvagens Tayassu
pecari e Pecari tajacu (GUGLIELMONE et al., 2003; LABRUNA et al., 2010), mas o
estagio ninfal ja foi registrado em aves silvestres (OGRZEWALSKA et al., 2009).

As espécies A. humerale e A. goeldii sdo consideradas carrapatos de animais de
sangue frio. Amblyomma humerale é endémica da floresta amazOnica, onde os adultos
parasitam principalmente quel6nios terrestres (Geochelone spp.) (LABRUNA et al.,
2002a). Fases imaturas dessa espéecie de carrapato também ja foram registradas em aves
selvagens (OGRZEWALSKA et al., 2010; MARTINS et al., 2014a). Amblyomma
goeldii também € restrita a regido amazonica (MARTINS et al., 2014b; MARTINS et
al., 2015). Os répteis, sobretudo as cobras, sdo considerados 0s hospedeiros principais
para a fase adulta desse carrapato (MARTINS et al., 2015), no entanto, adultos ja foram
registrados em anfibios, como sapos (THOMPSON, 1950) e em mamiferos como
tamanduas (SOARES et al., 2015).

Amblyomma pacae tem como hospedeiro principal a paca (Rodentia:
Cuniculidae) (ARAGAOQ, 1936), mas ja foi relatado em outras espécies silvestres, como
queixada (Tayassu pecari), tamandua (Tamandua tetradactyla) e anta (Tapirus bairdii)
(GUGLIELMONE et al., 2014; GUZMAN-CORNEJO et al., 2006); em animais
domésticos como o cdo; e também em seres humanos (GUIMARAES et al., 2001;
GUGLIELMONE et al., 2006).

No presente estudo, DNA de R. bellii foi detectado em duas espécies de
carrapatos. Nos Ultimos anos, essa bactéria foi detectada em carrapatos de diferentes
partes da América Latina (LABRUNA et al., 2011), incluindo 17 espécies do género
Amblyomma (ACOSTA et al.,, 2018). De fato, por esse agente riquetsial ser tdo

comumente encontrado em Amblyomma spp., alguns autores sugerem a existéncia de
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uma co-evolucdo simbiotica entre o carrapato e a riquétsia (LABRUNA et al., 2004;
MCINTOSH et al., 2015). Trata-se de um agente rickettsial de patogenicidade ainda
desconhecida (LABRUNA et al., 2011), porém, La Scola et al. (2009) observaram
formacdo de escara de inoculacdo em cobaios ap6s uma infeccdo experimental. Além
disso, existem estudos no Brasil com base em dados sorol6gicos mostrando que essa
bactéria pode causar infecgdes naturais em capivaras, caes e cavalos (PACHECO et al.,
2007; SPOLIDORIO et al., 2013; TOLEDO et al., 2018; BUDWEG et al., 2019).

No Brasil, Rickettsia bellii ja foi detectada em diversas espécies pertencente ao
género Amblyomma, tais como A. auricularium, A. aureolatum, A. cajennense s.S., A.
dubitatum, A. humerale, A. incisum, A. longirostre, A. naponense, A. nodosum, A.
oblongoguttatum, A. ovale, A. rotundatum e A. scalpturatum (LABRUNA et al., 2004;
SABATINI et al.,, 2010; OGRZEWALSKA et al.,, 2011; LUGARINI et al., 2015;
BRITES-NETO et al., 2015; SOARES et al., 2015; MCINTOSH et al., 2015;
MOERBECK et al., 2016; ARAUJO et al., 2015; LUZ et al., 2018). O presente trabalho
traz o primeiro relato de R. bellii em carrapatos das espécies A. varium e em A. goeldii.
Até o presente momento, havia apenas um registro de R. bellii em A. varium, publicado
por no Peru, onde larvas dessa espécie de carrapato foram coletadas em passeriformes.
O carrapato A. goeldii ainda é pouco estudado, devido a escassez de espécimes
encontrada em seus hospedeiros, principalmente os estagios imaturos (MARTINS et al.,
2015), portanto pouco se sabe sobre os hemoparasitos que essa espécie pode albergar.

Né&o foram detectados DNA de Ehrlichia, Anaplasma ou Borrelia nos carrapatos
do presente estudo. Outros estudos também ndo detectaram Ehrlichia (GRUHN et al.,
2019), sugerindo que ainda ndo ha evidéncias de infeccdo por esse patdégeno em
Amblyomma no Brasil (GRUHN et al., 2019). Alguns trabalhos anteriores detectaram
Anaplasma spp. e Ehrlichia em carrapatos A. sculptum, A. parvum, A. triste e larvas e
ninfas de Amblyomma, porém estavam parasitando animais selvagens (WIDMER et al.,
2011; MELO et al., 2016; SOUSA et al., 2018). Portanto, ha de se considerar que essa
positividade para DNA de Ehrlichia ou Anaplasma pode estar relacionada aos restos da
refeicdo sanguinea do artrépode vetor no hospedeiro infectado (SOUSA et al., 2017).

Da mesma forma, Ogrzewalska et al. (2019) ndo detectaram piroplasmideos em
carrapatos Amblyomma, mas ressaltam a importancia de se realizar mais pesquisas
relacionadas, uma vez que ndo descartam a possivel circulacdo desses patdgenos entre

as espécies de carrapatos no Brasil.
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De forma semelhante, é importante continuar pesquisar Borrelia spp. em
carrapatos, pois recentemente DNA desse agente foi detectado em carrapatos do género
Amblyomma no Brasil (PACHECO et al., 2019) e na Argentina (CICUTTIN et al.,
2019).
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5 CONCLUSAO

Todas as oito espécies de carrapatos identificadas nesse estudo continham
exemplares dentro da floresta, seguido por seis espécies na borda e duas espécies na area

urbano-rural.

Ao avaliar a abundéncia, riqueza e diversidade, observou-se que a abundancia e e
riqueza de espécie de carrapato estiveram associadas ao interior do fragmento florestal,
enquanto que a diversidade esteve associado a borda. Porém, de acordo com a analise
NMDS, ndo houve variacao estatistica entre as areas (interior, borda e area urbano-rural), o
que mostra que a distribuicdo das espécies nesse fragmento florestal € homogéneo, ou seja,

qualquer espécie pode ser encontrado desde o interior da floresta até a area urbano-rural.

Esse estudo traz o primeiro registro de Rickettsia bellii em carrapatos das espécies

Amblyomma varium e em Amblyomma goeldii no Brasil.
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RESUMO

Os carrapatos e as pulgas apresentam grande importancia na saude animal e para a saude
publica, pois muitas espécies participam do ciclo de transmissdo de hemoparasitos
causadores de doencas em animais e seres humanos. O presente estudo avaliou a detecgéo
de grupos de hemoparasitos da ordem Piroplasmida e bactérias dos géneros Borrelia,
Rickettsia, Anaplasma e Ehrlichia em carrapatos e pulgas que parasitam animais selvagens
no estado do Rio de Janeiro, Brasil. O trabalho foi realizado com carrapatos e pulgas
coletados no ambiente e em 26 animais selvagens, sendo sete espécies de mamiferos
(Hydrochoerus hydrochaeris, Tapirus terrestis, Tayassu tajacu, Didelphis aurita,
Cuniculus paca, Cerdocyon thous, Coendou prehensilis) e uma espécie de ave (Dromaius
novaehollandiae). Os artropodes foram morfologicamente identificados usando chaves
taxonémicas especificas. O DNA extraido de cada ectoparasito foi testado para a pesquisa
de Rickettsia spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Borrelia spp. e microrganismos da
ordem Piroplasmida por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase. No total foram testados
450 ectoparasitos (396 carrapatos e 54 pulgas), sendo identificadas nove espécies de
carrapatos , todas do género Amblyomma, e apenas uma espécie de pulga. Rickettsia bellii
foi detectada em A. dubitatum e A. pacae; Rickettsia sp. cepa AL em A. longirostre;
“Candidatus Rickettsia senegalensis” e Rickettsia felis em Ctenocephalides felis felis. Na
pesquisa de DNA de hemoparasitos da Familia Anaplasmataceae, Wolbachia sp. foi
detectado em C. f. felis. Quanto a pesquisa de DNA de Borrelia spp., uma espécie ainda
ndo descrita até o presente momento foi detectada em A. calcaratum e denominada neste
trabalho como Borrelia sp. cepa Acalc110. Todas as amostras testadas foram negativas para
Ehrlichia spp. e para microrganimos da Ordem Piroplasmida. Esse estudo traz o primeiro
registro de “Candidatus R. senegalensis” no Brasil, uma riquétsia intimamente relacionada
com R. felis. Além disso, contribui também para 0 aumento no nimero de espécies de

Amblyomma infectadas por Borrelia sp.

Palavras-Chave: Agentes patogénicos, Endossimbiontes, Ixodideo, Sifonapteros, Animais

silvestres, Brasil



ABSTRACT

Ticks and fleas are of great importance, as many species participate in the transmission
cycle of disease-causing hemoparasites in animals and humans. The present study evaluated
the detection of groups of hemoparasites of the order Piroplasmida and bacteria of the
genera Borrelia, Rickettsia, Anaplasma and Ehrlichia in ticks and fleas that parasitize wild
animals in the state of Rio de Janeiro, Brazil. The work was carried out with ticks and fleas
collected in the environment and in 26 wild animals, seven species of mammals,
(Hydrochoerus hydrochaeris, Tapirus terrestis, Tayassu tajacu, Didelphis aurita,
Cuniculus paca, Cerdocyon thous, Coendou prehensilis) (Dromaius novaehollandiae).
Arthropods were morphologically identified using specific taxonomic keys. The DNA
extracted from each ectoparasite was tested for the presence of Rickettsia spp., Ehrlichia
spp., Anaplasma spp., Borrelia spp. and microorganisms of the order Piroplasmida by
means of the Polymerase Chain Reaction (PCR). In total, 450 ectoparasites (396 ticks and
54 fleas) were tested, with ticks identified in nine species, all of the genus Amblyomma. All
fleas were only in the species C. f. felis. Rickettsia bellii was detected in A. dubitatum and
A. pacae; Rickettsia sp. cepa AL in A. longirostre; "Candidatus R. senegalensis™ and
Rickettsia felis in Ctenocephalides felis felis; hemoparasites of the Order Piroplasmida in A.
sculptum and A. longirostre. For the presence of hemoparasites of the Family
Anaplasmataceae, Wolbachia sp. was detected in C. f. felis. For the presence of Borrelia
spp., Borrelia sp. was detected in A. calcaratum. All samples tested were negative for the
Dsb gene present in Ehrlichia species and for the Order Piroplasmida. This study brings the
first record of “Candidatus R. senegalensis” in Brazil, a Rickettsia closely related to R.
felis. In addition, it also contributes to the increase in the number of Amblyomma species

infected with Borrelia sp.

Keywords: Pathogens, Endosymbionts, Ixodid, Siphonaptera, Wild animals, Brazil
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1 INTRODUCAO

Na natureza, 0s microrganismos transmitidos por vetores sdo mantidos em varios
artrépodes cuja prevaléncia pode estar se expandindo devido ao aquecimento global e as
atividade humanas, que incluem préticas agricolas, desportivas, invasdo florestal e
expansdo urbana o que ajuda a exposicdo humana a agentes circulantes nesses
ambientes modificados (OGUNTOMOLE et al., 2018). Conhecer as espécies de
hemoparasitos e de seus artrépodes vetores que estdo se aproximando ao convivio
humano é muito importante, principalmente numa visdo da perspectiva da satde Unica,
uma vez que envolve satde animal, humana e ambiental.

Dentre esses artropodes vetores, as pulgas e carrapatos sdo de grande
importancia, pois muitas espécies participam do ciclo de transmissdo de hemoparasitos
causadores de doengas em animais e em seres humanos (BITAM et al., 2010).

Os carrapatos sdo classificados na subclasse Acari e e se alimentam em
diferentes animias, mamiferos, aves, repteis e anfibios, em todo o mundo (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). No Brasil, atualmente, a fauna de carrapatos é constituida por
73 espécies, a maioria pertencente ao género Amblyomma (DANTAS-TORRES et al.,
2019) e que parasitam uma grande diversidade de animais selvagens. Nos ultimos anos,
surgiram muitos estudos sobre registros do parasitismo de carrapatos em animais
selvagens de diferentes regides do Brasil (HORTA et al., 2011; SARAIVA et al., 2012;
SPOLIDORIO et al., 2013; MARTINS et al., 2014; SOARES et al., 2015; WITTER et
al., 2016; ZIMMERMANN et al., 2018). Porém, a respeito dos agentes biologicos que
eles albergam ainda sdo pouco conhecidos por espécies de carrapatos que parasitam
animais selvagens (BARROS-BATTESTI et al., 2006).

No Brasil existem cerca de 60 espécies e/ou subespécies de pulgas registradas na
literatura e, dessas, 29 espécies infestam principalmente marsupiais (LINARDI et al.,
2000). O conhecimento a respeito da funcdo vetorial de muitas espécies pulgas ainda é
escasso, porém sabe-se que algumas podem funcionar como vetores de uma grande
diversidade de bactérias, tais como Yersinia pestis, Francisella tularensis, Bartonella
spp., Wolbachia spp., Rickettsia spp. (BITAM et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo avaliou a deteccdo de DNA de hemoparasitos
da da ordem Piroplasmida e bactérias dos géneros Borrelia, Rickettsia, Anaplasma e
Ehrlichia em carrapatos e pulgas que parasitam animais selvagens no estado do Rio de

Janeiro, Brasil.



2 MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento do estudo

2.1.1 Obtencdo das amostras e areas de estudo

Os ectoparasitos usados no presente estudo fazem parte de um banco de amostras do
Laboratério de Doencas Parasitarias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) e sdo oriundos de animais selvagens (silvestres e exoticos) livres, mantidos em
cativeiro ou atropelados em rodovias e, também, do ambiente (recintos ou ar livre) onde
habitam animais selvagens. O quadro 1 mostra as sete localidades no estado do Rio de

Janeiro cujos ectoparasitos foram coletados entre os anos de 2013 e 2019.
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Ectoparasitos .
L o Data de aquisigdo
Municipio Local Coordenada geogréfica Carrapat A
Pulga (Més/ano)
0
Mangaratib ] .
Jardim Zoolégico  22°54°58.1 357S 44°4'23.046”W 147 08/2016 e 09/2018
a
Paracambi Rodovia 22°38°367S 43°42°46”°W 20 01/ 2017
Teresopolis Rodovia 22927°55”S 42°59°38”W 1 02/ 2017
Itatiaia Rodovia 22070°19”S 44°35°18”°W 7 03/ 2017
Seropédica  Campus-UFRRJ 22°45°38”S 43°40°40”W 24 54 2013/2014
Seropedica ~ Campus-UFRRJ 22°45°25”S 43°41°50”W 172 10/2018
Resende Rodovia 22°19°47°S 44°31°53"W 10 02/2019
Resende Rodovia 22995°53”S 44°28°28”W 15 10/2019

Quadro 1. Locais de origem, no estado do Rio de Janeiro, e datas de coleta dos
ectoparasitos usados no presente estudo.

As amostras de ectoparasitos (pulgas e carrapatos) usados no presente estudo vieram de
coletas feitas em 26 animais selvagens, distribuidas em sete espécies de mamiferos
(Hydrochoerus hydrochaeris (n=4), Tapirus terrestis (n=3), Tayassu tajacu(n=1),
Didelphis aurita (n=11), Cuniculus paca (n=1), Cerdocyon thous (n=2), Coendou
prehensilis (n=3) e uma espécie de ave (Dromaius novaehollandiae, n=1), bem como de

coletas realizadas no




ambiente (n=202) em que normalmente é frequentado por animais silvestres como
capivaras e outros.

As amostras do municipio de Mangaratiba (n= 147) séo oriundas do ambiente e de
animais selvagens cativos em um Jardim Zooldgico (local turistico de visitacdo
humana), onde existem cerca de 500 animais da fauna sul-americana, europeia e
africana coexistindo no mesmo local (ARAUJO et al., 2019). Esses animais eram
adaptados ao convivio humano, portanto ndo houve a necessidade de contencdo
quimica. Desta forma, os carrapatos foram coletados durante uma abordagem de rotina
juntamente com o médico veterinario responsavel pelo local. No ambiente onde esses
animais vivem foi feita a captura de carrapatos em vida livre através da técnica de
arraste com flanela branca sobre a vegetagdo (OLIVEIRA et al., 2000).

Os carrapatos oriundos dos municipios de Paracambi (n=20), Teresopolis (n=1),
Itatiaia (n=7) e Resende (n=25) foram obtidos de animais silvestres encontrados
atropelados e mortos em rodovias.

Os carrapatos e pulgas do municipio de Seropédica foram oriundos do ambiente
(n=?) e de gambas (D. aurita, n=?) coletados também em areas de visitacdo humana, no
campus da Universidade Federal Rurual do Rio de Janeiro. Foram elaboradas capturas
de gambés no periodo de fevereiro de 2013 a outubro de 2014. A captura foi feita
utilizando armadilhas modelo Tomahawk (90x45x50cm e 50x21,5x20 cm) e contidos
quimicamente recebendo uma pré-anestesia de Atropina 1% (Sulfato de Atropina®,
UCB, 1mg/Kg SC) e Xilazina 2% (Anasedan®, Cespo, 2mg/Kg IM), e anestesia com
uma associacdo de Tiletamina + Zolazepan (Zoletil® 50, Virbac, 7mg/mL, IM). Os
carrapatos em vida livre foram capturados através da técnica de arraste com flanela
branca sobre a vegetacdo (OLIVEIRA et al., 2000) ao redor do Lago-AcuU, uma area
bem habitada por capivaras e aves silvestres, e também considerada como um local de
lazer muito frequentado pelos alunos da Universidade e pela comunidade do proprio
municipio. A captura, manutencdo e coleta de amostras foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRRJ sob o protocolo n° 255/2012 e autorizada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sob protocolo
n® 34701 -2.

Todos os ectoparasitos foram preservados em tubos contendo alcool isopropilico
para a conservacdo do DNA até o momento das andlises moleculares. A identificacdo
taxonémica dos carrapatos foi feita com base na morfologia usando chaves dicotémicas

especificas para os carrapatos ixodideos, sendo Martins et al. (2010) para ninfas,
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Barros-Battesti et al. (2006) e Nava et al. (2014) para adultos. A identificacdo
taxondmica das pulgas foi realizada com base na morfologia usando a chave dicotémica
de Linardi et al. (2000).

2.2 Analises Moleculares
2.2.1 Extragdo de DNA
A extracdo de DNA dos carrapatos em estégio larval e das pulgas foi realizada

empregando-se a técnica de fervura, como realizado por Horta et al. (2005).
Resumidamente, cada espécime foi macerado na presenca de tampéo (TE, Tris EDTA),
o material resultante foi centrifugado a 13200rpm e aquecido a 100°C, por 30 minutos.
Ja a extracdo de DNA das ninfas e adultos de carrapatos foi realizada individualmente
pelo método Fenol/Fenol-Cloroformio, de acordo com o protocolo estabelecido por
Santolin et al. (2013).

2.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
Ensaios de PCR foram realizadas para a pesquisa de microrganismos bacterianos
e protozoarios transmitidos por carrapatos. O quadro 2 apresenta 0s primers especificos
que foram utilizados, juntamente com os genes alvos, tamanho do produto amplificado,

seguindo o protocolo original de cada primer.

2.2.3 Eletroforese e analise dos resultados
Um volume de 10 pL dos produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose a
1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por eletroforese (5V/cm),
corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizados em transiluminador de luz
UV (L-PIX Sti, Loccus). Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, os
mesmos foram comparados com um padrédo de peso molecular de 100pb (GeneRuler
100bases DNA Ladder, product #SMO024, Thermo Scientific).
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Especificidade/ Sequéncia dos primers (5°-3%) FA Referéncia
Gene/Primer
Rickettsia spp.
gltA
CS239F GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 834 pb (LABRUNA et al., 2004)
CS1069 R CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
htrA (17-kDa)
17k3 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC 549 pb (LABRUNA et al., 2004)
17k5 GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA
Familia
Anaplamastaceae
23S rDNA
Ana23S-212f ATAAGCTGCGGGGAATTGTC 515bp (DAHMANI et al., 2015)
Ana23S-723r TGCAAAAGGTACGCTGTCAC
Anaplasma spp.
16S rRNA
EE-1 TCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC 1433 pb (BARLOUGH et al., 1996)
EE-2 AGTCACTGACCCAACCTTAAATGGCTG
EE-3 GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC 926 pb
EE-4 CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
Ehrlichia spp.
Dsb
DSB-330 GATGATGCTTGAAGATATSAAACAAAT 349 bp (ALMEIDA et al., 2013)
DSB-380 ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG
DSB-720 CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC
Borrelia spp.
FlaB
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT 665 pb (STROMDAHL et al., 2003)
FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
FlaLS AACAGCTGAAGAGCTTGGAAT 354 pb
FlaRS CTTTGATCACTTATCATTCTAATAGC
FlaB
BorFlaF1 TACATCAGCTATTAATGCTTCAAGAA 740 pb (BLANCO et al., 2017)
BorFlaR1 GCAATCATWGCCATTGCRGATTG
BorFlaF2 CTGATGATGCTGCTGGWATGG
BorFlaR2 TCATCTGTCATTRTWGCATCTT
16S
16S-Fin1 adapt CCAACACCTCACAGCACGAGCTGA 733 pb (DERDAKOVA et al., 2003)
16S-LDPR2 AGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGG Este estudo
Hpt
Hptf GCAGAYATTACAAGAGARATGG
HptR CYTCRTCACCCCATTGAGTTCC 433 pb (MCCOY etal., 2014)
alpQ
glpQ+1 GGGGTTCTGTTACTGCTAGTGCCATTAC
Glpg-1 CAATTTTAGATATGTCTTTACCTTGTTGTTTATGCC 817 pb (SCHWAN et al., 2005)
Ordem
Piroplasmida
18S rRNA
Bcommon-F GCATTTGCGATGGACCATTCAAG 200 pb (QUROLLO etal., 2017)
Bcommon-R CCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTC
18S rRNA
BT-F3 TGGGGGGAGTATGGTCGCAAG 650 pb (SEOetal., 2013)
BT-R3 CTCCTTCCTTTAAGTGATAAG

Quadro 2. Lista de primers usados para PCR no presente estudo. FA= fragmento amplificado
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2.2.4  Sequenciamento

O material para sequenciamento foi purificado a partir de 5uL do produto de PCR
das amostras positivas, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®), seguindo o
protocolo indicado pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em ambas as
direcBes em um analisador genético automatizado (ABI 3730 DNA Analyser, Thermo
Fisher Scientific®) na Plataforma de Sequenciamento de DNA - RPTO1A
PDTIS/FIOCRUZ. As sequéncias obtidas foram montadas através do programa DNA
Baser® e submetidas a pesquisa de homologia com outras sequéncias depositadas no

GenBank, utilizando-se a ferramenta BLASTn.

2.2.5 Analise Filogenética

Para todas as analises filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no sequenciamento e
as obtidas em bancos de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) no
programa Seaview4 (GOUY et al., 2010). As relacdes filogenéticas foram estimadas usando
inferéncia filogenética por Méaxima Verossimilhanca (MV) implementado na ferramenta PhyML
(GUINDON; GASCUEL, 2003) sob um modelo de evolucao de sequéncia que foi escolhido depois
de testes de modelos alternativos hierarquicamente pela computacdo usando o critério de
informacdo Bayesiano, determinado no MEGA versdo 7 (KUMAR et al.,, 2016). O suporte
estatistico dos clados foi medido por uma busca heuristicas com 1.000 repetigdes de “bootstrap ”.

As relagdes filogenéticas foram visualizadas no software FigTree v.1.4 (RAMBAUT, 2012).



3 RESULTADOS

Um total de 450 ectoparasitos (396 carrapatos e 54 pulgas) foram avaliados para a
presenca de hemoparasitos, sendo nove espécies de carrapatos e uma espécie de pulga. A
tabela 1 apresenta a relacdo das espécies dos ectoparasitos de acordo com as espécies dos
hospedeiros em cada localidade de origem.

Entre as amostras examinadas por PCR usando as sequéncias gltA e htrA como alvos
para Rickettsia spp., um total de 3.1% (14/450) produziram amplicons dos tamanhos
esperados. Os dados das andlises moleculares forneceram identificacBes tais como
Rickettsia bellii em Amblyomma dubitatum (um macho) e Amblyomma pacae (uma fémea),
Rickettsia sp. cepa AL em Amblyomma longirostre (trés machos), Rickettsia parkeri cepa
Mata Atlantica em Amblyomma ovale (uma fémea), Rickettsia felis e “Candidatus R.
senegalensis” em Ctenocephalides felis felis (oito fémeas) (Tabela 2). A tabela 3 demonstra
as sequéncias homodlogas aos fragmentos dos genes de Rickettsia spp. detectados nas
amostras positivas de carrapatos e pulgas.

Do total de amostras testadas usando como alvo as sequéncias do gene 23S presente em
organismos da Familia Anaplasmataceae, 2.0% (9/450) produziram amplicons dos
tamanhos esperados. Essas amostras positivas eram espécimes de pulgas C. f. felis (Tabela
2). O sequenciamento gerado mostrou 99.28% de similaridade com Wolbachia sp.
endosymbiont (FR827940).

Das amostras testadas para a presenca de Borrelia spp., tendo como alvo os genes flaB
e 16S, apenas uma (0,2%) produziu amplicons do tamanho esperado, referente a um
carrapato da espécie Amblyomma calcaratum (Tabela 2). O sequenciamento do amplicon
gerado para os genes flaB e 16SrRNA apresentou 89,46% e 98,72% de identidade com
Borrelia venezuelensis cepa RMAO1 e Borrelia hermsii, respectivamente (n° de acesso no
GenBank MG651650 e KX171924).

Todas as amostras testadas foram negativas para o gene 16S rRNA presente em
Anaplasma spp., para o gene dsb presente em Ehrlichia, para o gene 18S rRNA presente

em organismos da Ordem Piroplasmida e para os genes hpt e glpQ presentes de Borrelia

Spp.

55



56

As analises filogenéticas para os hemoparasitos encontrados neste estudo estdo
ilustradas nas figuras 1, 2, 3 e 4.

Os numeros de acesso a sequéncia de nucleotideos GenBank para as sequéncias
parciais geradas no presente estudo sdo: MT012708 (Rickettsia felis isolado 17P),
MTO012709 (Rickettsia felis isolado 20P), MT012710 (Rickettsia felis isolado 21P),
MTO012711(Rickettsia felis isolado 23P), MT012712 (Rickettsia felis isolado 24P),
MTO012713 (Rickettsia felis isolado 22P), MT012714 (Rickettsia felis isolado 18P),
MTO012715 (Rickettsia bellii isolado Apacae7a), MT012716 (Rickettsia bellii isolado
Adub61), MT012717(Rickettsia sp. isolado 19P), MT012718 (Rickettsia sp. isolado
AO4A), MT012719 (Ricketssia sp. isolado AL13A), MT012720 (Rickettsia sp. isolado
AL12A), MT012721 (Rickettsia felis isolado 17P, htrA), MT012722 (Rickettsia felis
isolado 20P, htrA), MT012723 (Rickettsia felis isolado 21P, htrA), MT012724
(Rickettsia felis isolado 23P, htrA), MT012725 (Rickettsia felis isolado 22P, htrA),
MTO012726 (Rickettsia felis isolado 18P), MT012727 (Rickettsia felis isolado 26P,
htrA), MT012728 (Rickettsia sp. 19P, htrA), MT018009 (R. parkeri cepa Mata
Atlantica iscolado 4a, htrA), MT018006 (Rickettsia sp. A. longirostre 14A, htrA),
MTO018007 (Rickettsia sp. A. longirostre 19A, htrA), MT018005 (Borrelia sp. strain
Acalc, flaB), MT023337 (Borrelia sp. strain Acalc110, 16S), MT026192 (Wolbachia

sp. endosymbiont).
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Tabela 1. Espécies dos ectoparasitos de acordo com as espécies dos hospedeiros e a localidade de origem das amostras.

Ectoparasitos

Carrapato Pulga
Hospedeiros NA Localidade  A.bra A cal A. dub A.inc A. lon A. ova A.scu A.pac A par C.f. fel Total
Mamiferos
Tapirus terrestis 2 Mangaratiba 2F,5M, 1IN 8
Tayassu tajacu 1 Mangaratiba 1M, IN 2
1 Resende 2F, 1IN 3
Cuniculus paca 1 Resende 3F, 2M 5
Tayassu pecari 1 Resende 4F,AM 5
Hydrochoerus 3 Mangaratiba 30M,10F 1IN 1F 40M,6F,6N 94
hydrochaeris 1 Paracambi 4F,11N 15
Cerdocyon thous 1 Paracambi IN 1
Didelphis aurita 1 Paracambi 1M,1IN M 4
1 Seropédica 24N 24
9 Seropédica 42F, 12M 54
Coendou 1 Itatiaia 7N 7
prehensilis 1 Teresdpolis IN 1
1 Resende 1F,10M,1N 12
Aves
Dromaius 1 Mangaratiba 3M,10N 13
novaehollandiae
Carrapatos em - Seropédica 5N 2M,1F,164N 172
vida livre - Mangaratiba 3N 27N 30
Total 26 7 7 43 4 13 6 309 5 2 54 450

NA= nimero de animais/ A. bra= A. brasiliense; A. cal= A. calcaratum; A. dub= A. dubitatum; A. inc= A. incisum; A. lon= A. longirostre; A. ova= A. ovale; A. scu= A. sculptum; A. pac= A. pacae; A.

par= A

parkeri;

C.C.fel=

felis / M=

macho; F= fémea; N=

ninfa
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Tabela 3. Detec¢do molecular dos géneros Rickettsia, Borrelia e da Familia Anaplasmataceae em ectoparasitos de animais silvestres

no estado do Rio de Janeiro.

Ectoparasitos

Género Rickettsia

Familia Anaplasmataceae Género Borrelia

. N° pos. N° pos. N° pos. FlaB e
Espécie Est. Ne Hospedeiro gltA e htrA 23S
(%) (%) (%) 16S
A. dubitatum A 40 H. hydrochaeris 1(2.5) R. bellii 0 0
A. longirostre A 11 C. prehensilis 3(18.2) Rickettsia sp. cepa AL 0 0
A. calcaratum A 1 D. aurita 0 0 1(100)  Borrelia sp.
A. ovale A 5 T. pecari 1 (20.0) Rickettsia cepa Mata Atlantica 0 0
A. pacae A 5 C. paca 1 (20.0) R. bellii 0 0
C.f felis A 54 D. aurita 1(1.9) “Candidatus R. senegalensis” 9 (16.7) Wolbachia sp. 0
7 (13.0) R. felis 0 0
Est.= estagio/ N= ninfa; A= adulto / N°= numero de carrapatos/ N° pos = Numero positivo de carrapatos/ NP= ndo parasitaria



59

Tabela 3. Sequéncias homblogas aos fragmentos dos genes de Rickettsia spp. detectados em carrapatos e pulgas de animais silvestres
no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

gltA htrA
Espécie de
ectoparasito . . )
Isolado Espécie/ cepa homologa N° de Homologia Espécie/ cepa homologa N° de Homologi
acesso acesso a
A. dubitatum Adub61 Rickettsia bellii CP000087 99.54% - - -
A. longirostre AL12A Rickettsia sp. cepa AL EU274654 100% Rickettsia sp. cepa AL EU274655 100%
A. longirostre AL13A Rickettsia sp. cepa AL EU274654 100% Rickettsia sp. cepa AL EU274655 100%
A. longirostre AL12A - - - Rickettsia sp. cepa AL EU274655 100%
A. ovale AO4A R. parkeri cepa Mata JQ906783  100% R. parkeri cepa Mata CP040325  100%
Atlantica Atlantica
A. pacae Apacae7A Rickettsia bellii JQ906786 99.86% - - -
C. f. felis 17P Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 18P Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 19p Candidatus R. KU499847  100% Rickettsia felis CP000053  97.63%
senegalensis
C. f. felis 21P Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 22P Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 23P Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 24p Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
C. f. felis 45p Rickettsia felis CP000053 100% Rickettsia felis CP000053 100%
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Rickettsia parkeri strain Atlantic rainforest MN0O27564
— Rickettsia slovaca NC_016639
Rickettsia sp. isolado AO4A
Rickettsia sibirica U59734
— Rickettsia africae NC_012633
Rickettsia peacockii NC_012730
—L Rickettsia rickettsii str. Brazil NC_016913

97| Rickettsia japonica NC_016050
Rickettsia heilongjiangensis NC 015866

9] Rickettsia australis U59718

Rickettsia akari NC_009881
98  — Rickettsia typhi NC_006142
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Figura 1. Arvore filogenética das espécies de Rickettsia detectado nesse estudo (em
negrito), baseada nas sequéncias do gene gltA, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os
nameros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do nd posterior ou valores
de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva
de 0,04 substituicGes por posicdo na sequéncia e os rotulos das ramificacdes incluem

ndmeros de

acesso ao GenBank.
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~— Rickettsia montanensis CP003340
Rickettsia heilongjiangensis AP019865

Rickettsia japonica CP047359

Rickettsia slovaca CP002428
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002

Figura 2. Arvore filogenética das espécies de Rickettsia detectado nesse estudo (em
negrito), baseada nas sequéncias do gene htrA, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os
nameros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do nd posterior ou valores
de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva
de 0,04 substituicGes por posicdo na sequéncia e os rotulos das ramificacdes incluem

GenBank.

ndmeros de acesso ao
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Figura 3. Arvore filogenética das espécies de Borrelia detectado nesse estudo (em negrito),
baseada nas sequéncias do gene 16S, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os nimeros
(>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do n6 posterior ou valores de auto
inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva de 0,04

substituicGes por posicdo na sequéncia e os rétulos das ramificacfes incluem nimeros de
acesso ao GenBank.
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Borrelia turcica KF422815
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Figura 4. Arvore filogenética das espécies de Borrelia detectado nesse estudo (em negrito),
baseada nas sequéncias do gene flaB, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os nimeros
(>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do n6 posterior ou valores de auto
inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva de 0,04
substituicGes por posicdo na sequéncia e os rétulos das ramificacfes incluem nimeros de
acesso ao GenBank.
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4 DISCUSSAO

Esse estudo abordou sobre a deteccdo de hemoparasitos em carrapatos e pulgas
oriundos de animais selvagens e de vida livre no ambiente no estado do Rio de Janeiro,
onde muito dos quais estavam presentes em areas que sempre ha visitacdo humana, a
exemplo de Mangaratiba. Dentre as espécies encontradas, A. sculptum foi a mais frequente
e representa um dos principais artropodes vetores de importancia para saude publica, pois
participa do ciclo de transmissdo da bactéria R. rickettsii, responsavel pela Febre Maculosa
Brasileira (SZABO et al., 2013a).

Um dos principais resultados obtidos nesse trabalho foi a detec¢do de R. parkeri.
cepa Mata Atlantica. O carrapato A. ovale, é incriminado como o principal vetor dessa
espécie de bactéria (SZABO et al., 2013a; SZABO et al., 2013b), com casos ocorrendo em
locais de Mata atlantica (SPOLIDORIO et al., 2010; SEVA et al., 2019). Trata-se de uma
cepa recentemente associada a Rickettsia parkeri (NIERI-BASTOS et al., 2018) de grande
importancia para a saude publica, pois apresenta uma patogenicidade capaz de produzir
uma rickettsiose com diversos casos no Brasil (KRAWCZAK et al., 2016; SEVA et al.,
2019). Resende, que é a cidade de origem da amostra positiva ja reportou casos fatais
humanos de Febre Maculosa e tem descricdo molecular da presenca de R. rickettsii
(CUNHA et al. 2009), porém ndo ha dados relatados de rickettsiose por R. parkeri cepa
Mata Atlantica. Dessa forma, torna-se importante esse achado pois estabelece a ocorréncia
do agente nesta area.

DNA de R. bellii foi detectado em um carrapato A. dubitatum coletado em uma
capivara e em um carrapato A. pacae coletado em uma paca. Essa bactéria é considerada a
Rickettsia mais comum em varias espécies de carrapatos na América Latina (LABRUNA et
al., 2011), e no Brasil ja foi encontrada em diversas espécies de carrapatos do género
Amblyomma (LABRUNA et al., 2004; PACHECO et al., 2009; BRITES-NETO et al.,
2013). A patogenicidade de R. bellii ainda é desconhecida para seres humanos (LABRUNA
et al., 2011). No entanto, ha estudos experimentais onde essa bactéria causou formacéo de
escara de inoculacdo em cobaios (OGATA et al., 2006; LA SCOLA et al., 2009), além de

estudos com base de dados soroldgicos realizados no Brasil mostrando que essa bactéria
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pode causar infecgdes naturais em capivaras, cées e cavalos (PACHECO et al., 2007;
SPOLIDORIO et al.,, 2013; VIEIRA et al., 2018; BUDWEG et al., 2019).

Trés amostras de A. longirostre foram positivas para Rickettsia sp. cepa AL.
Esse agente riquetsial € comumente encontrado nessa espécie de carrapato coletada em
aves silvestres (OGRZEWALSKA et al., 2008; PACHECO et al., 2019). Rickettsia sp.
cepa AL € geneticamente relacionada a “Candidatus Rickettsia amblyommii”
(OGRZEWALSKA et al., 2008) e recentemente Karpathy et al. (2016) propds
reclassifica-la para Rickettsia amblyommatis em conformidade com o Cdédigo
Internacional de Nomenclatura de Procariontes.

DNA de R. felis ¢ “Ca. R. senegalensis” foram detectados em pulgas C. f. felis.
No Brasil, a bactéria R. felis € comumente encontrada em pulgas Ctenocephalides spp.
em varias regides (HORTA et al., 2014). Inclusive, C. f. felis & um ectoparasito comum
em cées no Brasil (COSTA et al., 2013). Nesse trabalho, os espécimes de pulgas foram
encontrados em gambas D. aurita cativeiro ou vida livre?, um marsupial bem adaptado
as acdes antropogénicas, sendo encontrado em locais bem préximo ao homem, como
em telhados de casas, oco de arvores e outros abrigos (JANSEN, 2020). Devido a esse
habito sinantropico, eles podem ser fundamentais na transmisséo de agentes patogénicos
por ectoparasitas para humanos e animais domésticos (ANTUNES, 2005). Ademais, é
importante ressaltar a patogenicidade de R. felis, o qual € responsavel pela Febre
Maculosa transmitida por pulgas, doenca considerada uma ameaca global emergente a
salde humana e muito comum no continente africano (BROWN et al., 2016). No Brasil,
esse agente rickettsial ja foi associado a casos de infeccdo em paciente com febre e
erupcgéo cutanea (RAOUL et al., 2001a; RAOULT et al., 2001b), porém esse achado é
pouco consistente e a infeccdo por R. felis precisa ser melhor estudada.
“Candidatus Rickettsia senegalensis” ¢ um agente que foi descrito recentemente. Esse
microrganismo foi primeiramente isolado em pulgas C. felis coletadas em gatos no
Senegal, na Africa, no ano de 2015, e seu DNA foi testado e sequenciado nos genes rrs,
gltA, ompB e sca4, apresentando 99,65%, 97,68%, 95,24% e 97,2% de similaridade
com R. felis, respectivamente (MEDIANNIKOV et al., 2015). Esse fato levou a
considerar essa bactéria como tendo uma relacdo bastante estreita com R. felis, porém
tendo diferencas genéticas o suficiente para ser considerada uma nova espécie
(ANGELAKIS et al., 2016). Rickettsia sp. isolado 19P mostrou 100% de similaridade

com as sequencias gltA de “Ca. R. senegalensis” encontrado por Mediannikov et al.
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(2015). Por tanto, esse trabalho apresenta o primeiro relato de um organismo com
homologia semelhante & Ca. “R. senegalensis” no Brasil.

Depois do seu primeiro isolamento e caraterizacdo genética (MEDIANNIKOV
et al., 2015), “Ca. R. senegalensis” tem sido cada vez mais relatados em outras areas do
mundo, como na india (KHAN et al., 2016), Califérnia (MAINA et al., 2016), Estados
Unidos (NODEN et al., 2017), Asia (HORNOK et al., 2018), Chile (CEVIDANES et
al., 2018) e, recentemente, na Colombia (BETANCOURT-RUIZ et al., 2019).

Esses estudos anteriores fizeram analises filogenéticas de R. felis e “Ca. R.
senegalensis” baseados no gene gItA, onde foi possivel estabelecer que essas duas
espécies, juntamente com outras cepas e espécies, formam um clado compacto e
isolado, denominado Grupo Rickettsia felis (Bactérias que pertenciam ao antigo Grupo
de transi¢do), mas sendo um grupo irméo dos clados contendo as espécies de Rickettsia
spp. do Grupo Febre Maculosa e do Grupo Tifo (MEDIANNIKOV et al.,, 2015;
HORNOK et al., 2018).

Os espécimes de “Ca. Rickettsia senegalensis” nesses paises foram detectados
em pulgas oriundas de animais de companhia, isto €, cées e gatos (MEDIANNIKOV et
al., 2015; KHAN et al., 2016; NODEN et al., 2017; HORNOK et al., 2018;
CEVIDANES et al., 2018; BETANCOURT-RUIZ et al., 2019). Com excec¢éo de Maina
et al. (2016) que detectou essa bactéria em pulgas C. f. felis oriundas de gatos
domésticos e gambas (Didelphis virginiana) em areas com surto de ricketssiose por
pulgas na Califérnia. O presente estudo trouxe a deteccdo desse microrganismo em
gamba em pulgas de D. aurita, um animal silvestre com habitos sinantropicos muito
proximos do convivio humano. E importante ressaltar que a patogenicidade de “Ca.
Rickettsia senegalensis” ainda é desconhecida (MEDIANNIKOV et al., 2015).

Neste estudo também foi detectado DNA de Wolbachia sp. em pulgas Espécie?.
Este bioagente é considerado ndo patogénico e estd incluido na familia
Anaplasmataceae, juntamente com 0s géneros Ehrlichia, Neorickettsiae e Anaplasma
(DUMLER et al, 2001). Trata-se de uma bactéria comumente encontrada em
sinfonapteros, sendo considerada um endossimbionte. No Brasil, um estudo recente
avaliou a presenca de patdgenos e endossimbiontes em pulgas coletadas de D. aurita em
qual estado, onde foi detectado DNA de W. pipientis (BEZERRA-SANTOS et al.,
2020). E interessante salientar que as espécies de Wolbachia podem ser importantes
aliadas no controle bioldgico de insetos vetores como as pulgas, uma vez que sua

presenca pode causar mudangas na biologia desses sinfonépteros, influenciando na
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reproducdo, determinagdo do sexo e comportamento (WERREN et al., 2008;
DOUDOUMIS et al., 2012).

O presente estudo também detectou DNA de Borrelia sp. em um carrapato da
espécie A. calcaratum, coletado em um gamba atropelado em Paracambi. Amblyomma
calcaratum tem como hospedeiros principais mamiferos da Ordem Xenarthra. A fase
adulta desse carrapato demonstra bastante especificidade a tamandués (Myrmecophaga
spp. e Tamandua spp.) (GUGLIELMONE et al., 2003), enquanto que as fases imaturas
sdo frequentemente encontradas em aves passeriformes (OGRZEWALSKA et al.,
2010). Até o momento nao ha registros sobre a infestacdo por esta espécie de carrapato
em humanos. Recentemente, Pacheco et al. (2019) fez a primeira descri¢cdo de Borrelia
sp. em carrapato do género Amblyomma na América do Sul, em um espécime de A.
longirostre oriundo de aves no Rio de Janeiro, um carrapato que ainda ndo foi
encontrado parasitando o homem, mas tem como hospedeiro principal porcos-espinhos
e também ja foi relatado em diversos outros mamiferos (cervideos, canideos, suinos
domésticos) (GUGLIELMONE et al., 2014) e aves silvestres na fase imatura (LUZ et
al., 2012).

Apesar de ndo alinhar filogeneticamente aos clados de Borrelia do grupo
Doenca de Lyme, Borrelia sp. cepa Acalc110 ndo compde o grupo filogenético que vem
em expansao, associado a hospedeiros répteis e vetorizados por carrapatos dos géneros
Amblyomma ou Hyalomma (TAKANO et al., 2010) o qual estdo localizadas as
primeiras espiroquetas recém-detectadas em carrapatos do género Ambyomma na
América latina (PACHECO et al, 2009; CICUTTIN et al., 2019). A analise filogenética
(Figura 3) demonstrou que Borrelia sp. cepa Acalc110 pertence ao Grupo Borrelia
recurrentis e estd proxima geneticamente de Borrelia hermsii. Por ser uma espécie
recentemente descoberta, pouco se sabe sobre a biologia, ecologia e potencial
patogénico desta espiroqueta.

Os iniciadores direcionados aos genes hpt e glpQ de Borrelia spp. néo
amplificaram os produtos de Borrelia sp. cepa Acalc110, provavelmente por ser uma
PCR convencional e a amostra ndo possuir DNA em concentracdo suficiente para a
amplificacao.

Nenhuma das amostras de carrapatos amplificaram para Ehrlichia spp. ou
piroplasmideos. Ogrzewalska et al. (2019) ndo detectaram piroplasmideos em
Amblyomma, mas ressaltam a importancia de mais pesquisas sobre a infecgdo e nédo

descartam a possivel circulacdo desses patdgenos entre as espécies de carrapatos no
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Brasil. De fato, os artropodes vetores envolvidos no ciclo de transmissdo de espécies de
Ehrlichia e Anaplasma entre mamiferos silvestres no Brasil ainda sdo desconhecidos
(SOUSA et al., 2017). Contudo, Estudos realizados no Pantanal brasileiro j& detectaram
evidéncias de DNA de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. em carrapatos das espécies A.
sculptum coletado de um cdo (MELO et al., 2016); em A. sculptum, A. triste e ninfa de
Amblyomma spp. coletados em onga-pintada (Panthera onca) (WIDMER et al., 2011);
além de A. scupltum, A. parvum e larvas de Amblyomma spp. coletados em cachorro-do-
mato (Cerdocyon Thousand) (SOUSA et al., 2017). Ademais, ha de se considerar que
essa deteccdo de DNA de Ehrlichia ou Anaplasma em carrapatos encontrados
parasitando animais pode estar relacionada aos restos da refeicdo sanguinea do
artrépode no hospedeiro infectado (DE SOUSA. et al., 2017). Portanto, até 0 momento
ndo ha evidéncias de infeccdo e transmissdo deEhrlichia spp. e Anaplasma spp. através
de carrapatos do género Amblyomma no Brasil (GRUHN et al., 2019).

Da mesma forma, nenhuma das amostras de pulgas amplificaram para Ehrlichia
spp. ou piroplasmideos. Por serem patdgenos associados principalmente com
carrapatos, até agora ainda S0 escassas pesquisas que visem a procura desses
microrganismos em pulgas. Embora isso, DNA de Ehrlichia canis foi encontrado em
pulgas das espécies Cediopsylla inaequalis e Xenopsylla cheopis coletadas em raposas
vermelhas (Vulpes vulpes) na Italia, além de outras espécies de patdgenos da familia
Anaplasmataceae (A. ovis, A. marginale e A. phagocytophilum) (TORINA et al., 2013).
No Brasil, um estudo detectou E. canis em pulgas da espécie Polygenis (P.) bohlsi
bohlsi coletada em um roedor (Thrichomys fosteri), cujo sangue foi negativo em ensaios
de PCR para Ehrlichia. O autores acreditam que a positividade foi devido ao DNA
residual do sangue do hospedeiro no trato digestivo dos sifondpteros (SOUSA et al.,
2017).
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5 CONCLUSOES

No presente estudo, R. bellii foi detectada em A. dubitatum e A. pacae; Rickettsia
sp. cepa AL foi detectado em A. longirostre, e Wolbachia sp. foi detectado em C. f. Feliz.

Todas as amostras testadas foram negativas para Ehrlichia spp. e para
microrganimos da Ordem Piroplasmida.

Esse estudo apresenta o primeiro registro de “Candidatus R. senegalensis” no
Brasil, uma Rickettsia intimamente relacionada com R. felis e detectada em C. felis felis.

Além disso, o presente estudo contribui para 0 aumento no nimero de espécies de

Amblyomma infectado com Borrelia sp.
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CAPITULO Il

DETECCAO MOLECULAR DE HEMOPARASITOS EM
CARRAPATOS COLETADOS DE QUATIS (Nasua nasua) DO
PARQUE NACIONAL DO IGUACU, ESTADO DO PARANA
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RESUMO

O contato humano com animais silvestres de habitos sinantrépicos muitas vezes ¢ mediado
por artropodes vetores como 0s carrapatos. Esta é a segunda mais importante rota de
disseminacdo de agentes infecciosos, trazendo riscos & saude humana. Dessa forma, o
presente estudo teve por objetivo realizar a deteccdo molecular de Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., Borrelia spp. e protozoérios da ordem Piroplasmida em carrapatos
coletados em quatis (Nasua nasua) do Parque Nacional do Iguacu, estado do Parana, sul do
Brasil. Este trabalho foi realizado com um total de 553 carrapatos, compreendendo larvas
de Amblyomma spp., ninfas de Haemaphysalis juxtakochi, Amblyomma brasiliense,
Amblyomma coelebs e adultos de A. ovale. A extracdo de DNA dos carrapatos foi realizada
individualmente através do método de fenol-cloroformio e o DNA extraido de cada amostra
foi submetido a uma bateria de ensaios de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Amostras positivas foram sequenciadas e analizadas filogeneticamente. Como resultados,
DNA de Anaplasma spp. foi detectado em carrapatos da espéecie A. coelebs; DNA de
Borrelia sp. foi detectado em A. coelebs, A. ovale e Amblyomma sp.; e Theileria sp. em A.
coelebs. Todas as amostras testadas foram negativas para Ehrlichia spp. A partir das
andlises filogenéticas desses hemoparasitos, pode-se observar que se tratam de espécies

ainda ndo descritas.

Palavras-chave: Procyonidae, carrapatos, Anaplasma, Borrelia, ordem Piroplasmida, Mata

Atlantica
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ABSTRACT

Human contact with wild animals with synanthropic habits is often mediated by arthropod
vectors such as ticks.This is the second most important way of spreading infectious agents,
posing a risk to human health. Thus, this study aimed to molecular detection of Ehrlichia
spp., Anaplasma spp., Borrelia spp. and protozoa of the order Piroplasmida in ticks
collected in coatis of the Iguagu National Park, Parana, Brazil. This study was conducted
with a total of 553 ticks, larvae comprising Amblyomma spp., Haemaphysalis juxtakochi
nymphs, Amblyomma brasiliense, Amblyomma coelebs and adults of A. ovale. The DNA
extraction of ticks was performed individually through the phenol-chloroform method and
the DNA extracted from each sample was subjected to a battery of Polymerase Chain
Reaction (PCR) assays. As a result, DNA from Anaplasma spp. was detected in tick of the
specie A. coelebs; Borrelia sp. DNA was detected in A. coelebs, A. ovale and Amblyomma
sp.; Theileria sp. in A. coelebs. All samples tested were negative for Ehrlichia spp. From
the phylogenetic analyzes of these hemoparasites, it can be seen that it deals with species

not yet described.

Keywords: Procyonidae, ticks, Anaplasma, Borrelia, order Piroplasmida, Atlantic Forest



1 INTRODUCAO

A fragmentacdo e perda de habitats representam uma das principais ameacas a
biodiversidade em um determinado territorio, o que restringe a fauna silvestre a areas
florestais bem menores e, algumas vezes, ao crescente contato e convivio com humanos.
Estudos mostram que quanto mais adaptada for uma espécie as areas antropizadas (urbanas,
suburbanas e rurais), maior serd sua densidade nestes locais quando comparado a areas
menos perturbadas (DITCHKOFF et al., 2006).

Os quatis (Nasua nasua) sé@o animais silvestres com grande resisténcia as pressoes
antrdpicas, adaptando-se facilmente a areas modificadas, principalmente devido a grande
disponibilidade de alimentos nesses locais (FERREIRA et al., 2013). Esses animais sdo
comumente encontrados no Parque Nacional do Iguacu (PNI), o maior remanescente
florestal de Mata Atlantica da regido sul do Brasil (ICMBIO, 2016). E um parque aberto ao
turismo, e durante o ano inteiro recebe visitantes de toda parte do territorio nacional e
internacional (ICMBIO, 2016). Dessa forma, o fluxo de pessoas é muito grande no PNI, o
que facilita a aproximacdo humana a animais sinantropicos como 0S quatis
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017) e consequentemente, ao seus ectoparasitas, Como 0s
carrapatos.

Os carrapatos constituem um grupo de ectoparasitas hematofagos de grande
importancia para a saude publica devido a capacidade de transmitir inimeros agentes
patogénicos, como virus, bactérias e protozoarios (GUIMARAES et al., 2001; DANTAS-
TORRES et al., 2012). Eles parasitam uma grande diversidade de hospedeiros, podendo
inclusive infestar acidentalmente o homem (BARROS-BATTESTI et al, 2006;
PALOMAR et al., 2012), principalmente quando este tem contato com areas de ocorréncia
de carrapatos e seus hospedeiros naturais.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo realizar a deteccdo molecular de
Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Borrelia spp. e protozoarios da ordem Piroplasmida em

carrapatos coletados em quatis do Parque Nacional do lguacu, estado do Parana, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e legais da pesquisa cientifica

Esta pesquisa foi realizada apds aprovacio pela Comissdo de Etica para o Uso de
Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (n°
058/2014 CEUA-IV/UFRRJ). A captura dos animais, a coleta a campo e o transporte de
amostras biolégicas foi autorizada pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBio), sob o0 n® 43614-3.

2.2 Area de estudo

A pesquisa foi desenvolvida a partir de amostras de DNA referentes aos
ectoparasitos coletados em quatis no Parque Nacional do Iguagu (PNI), localizado no
municipio de Foz do Iguacu, estado do Parana, Brasil. As coletas foram realizadas nos
meses de setembro de 2014, marco e abril de 2015, totalizando um esfor¢o amostral de 42
dias de coleta realizadas nos periodos matutino e vespertino (das 9:00 as 16:00 horas)
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017).

O PNI ¢é uma unidade de conservacdo federal administrada pelo Instituto Chico
Mendes de Biodiversidade (ICMBio), abrangendo uma area de 185 mil hectares com
grande riqueza de fauna e flora (BERTRAND et al., 2018). Anualmente esse parque recebe
cerca de 1,5 milhdo de turistas de diversas regides do mundo, sendo um dos parques
brasileiros que mais atraem visitantes (ICMBIO, 2016).

Para captura dos animais foram escolhidos trés pontos de coletas dentro do PNI que
constituem areas de visitacdo turistica: ponto | (25°41'03"S, 54°26'24"W) compreendendo
0s mirantes das cataratas com uma extensdo de 1,2 Km; ponto Il (25°39'05"S, 54°26'16"W)
e ponto 111 (25°37'36"S, 54°27'39"W) que sdo 0 acesso a duas trilhas com acesso ao interior

da floresta (Figura 1).
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Figura 1. Area de Estudo. 1.1) Mapa do estado do Parana, com destaque ao municipio
de Foz do Iguacu (vermelho); 1.2) Limites do Parque Nacional do Iguacu (area continua
verde no territorio brasileiro) com destaque a &rea turistica do parque, onde foram
realizadas as coletas (ponto vermelho); 1.3) Pontos de amostragem dos quatis nas areas
turisticas do parque. Fonte: (MAGALHAES-MATOS et al., 2017).

2.3 Carrapatos

As amostras de carrapatos que constituem o presente estudo sdo oriundos de 86
quatis capturados nos pontos de coletas no PNl (MAGALHAES-MATOS et al., 2017).
Quando avistados, os bandos de quatis eram atraidos com iscas de banana, abacaxi ou
pasta de amendoim e capturados com a ajuda de um puca (nylon multifilamento, 60 x
120 cm) e contidos com o auxilio dos pés e manualmente com luvas de couro
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017). Também, usou-se armadilhas modelo
Tomahawk (90x45x50cm e 50x21,5x20 cm) em cada ponto de coleta durante todo o
dia.

A contencdo dos animais ocorreu quimicamente por meio de uma pré-anestesia
composta por Atropina 1% (Sulfato de Atropina®, UCB, 1mg/Kg SC) e Xilazina 2%
(Anasedan®, Cespo, 2mg/Kg IM) (exceto fémeas gestantes) e uma anestesia com uma
associacdo de Tiletamina + Zolazepan (Zoletil® 50, Virbac, 7mg/mL, IM)
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017).

O corpo desses animais foi vistoriado para a pesquisa de carrapatos. Todos 0s
animais analisados foram marcados com brincos enumerados para evitar a recaptura.

Apos as coletas, os animais foram monitorados até a recuperagéo total da anestesia,
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quando eram reintroduzidos no mesmo habitat de origem (MAGALHAES-MATOS et
al., 2017). Os carrapatos foram armazenados em RNAlater® e, apds identificados, foram

congelados a -20°C até a realizacdo das analises moleculares.

2.4 Anélises moleculares
2.4.1 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA foi realizada individualmente de cada carrapato pelo método
Fenol/ Fenol-cloroférmio, de acordo com o protocolo estabelecido por (SAMBROOK et
al., 1989).

Ensaios de PCR foram realizados para a pesquisa de hemoparasitos transmitidos
por carrapatos. A tabela 1 mostra os primers especificos que foram utilizados,
juntamente com os genes alvos, tamanho do produto amplificado, seguindo o protocolo
original de cada primer.

Para cada reacdo, DNA de Borrelia anserina cepa AL (cultura), Babesia
bigemina (bovino positivo), Anaplasma platys (c&o positivo) ou Ehrlichia canis (céo

positivo) e dois controles negativos (dgua ultrapura) foram incluidos.
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Tabela 1. Lista de primers usados para PCR no presente estudo.
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Especificidade/ A . s A
Gene/Primer Sequéncia dos primers (5°-3°) FA Referéncia
Familia
Anaplasmataceae
23S rRNA
Ana23S-212f ATAAGCTGCGGGGAATTGTC
Ana23S-723r TGCAAAAGGTACGCTGTCAC 515bp (DAHMANI et al., 2015)
Anaplasma spp.
16S rRNA
EE-1 TCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC VR
EE-2 AGTCACTGACCCAACCTTAAATGGCTG P BARLOUGH et al.. 1996
EE-3 GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC 55EE ( ctal, )
EE-4 CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC P
Ehrlichia spp.
Dsb
DSB-330 GATGATGCTTGAAGATATSAAACAAAT
DSB-380 ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 349 bp (ALMEIDA et al., 2013)
DSB-720 CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC
Borrelia spp.
FlaB
FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT 665 pb
FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT
FlaLs AACAGCTGAAGAGCTTGGAAT S (STROMDAHL etal,, 2003)
FlaRS CTTTGATCACTTATCATTCTAATAGC P
BorFlaF1 TACATCAGCTATTAATGCTTCAAGAA
BorFlaR1 GCAATCATWGCCATTGCRGATTG
BorFlaF2 CTGATGATGCTGCTGGWATGG 240 pb (BLANCO etal., 2017)
BorFlaR2 TCATCTGTCATTRTWGCATCTT
16S rRNA
16S-Fin1 adapt CCAACACCTCACAGCACGAGCTGA 233 pb (DERDAKOVA et al., 2003)
16SLDPR2 AGCAGCTAAGAATCTTCCGCAATGG P Este estudo
Hpt
Hptf GCAGAYATTACAAGAGARATGG
HPtR CYTCRTCACCCCATTGAGTTCC 433 pb (MCCOY etal., 2014)
glpQ
glpQ+1 GGGGTTCTGTTACTGCTAGTGCCATTAC
CAATTTTAGATATGTCTTTACCTTGTTGTTTA 817 pb (SCHWAN et al., 2005)
Glpg-1
TGCC
Ordem
Piroplasmida
18S rRNA
Bcommon-F GCATTTGCGATGGACCATTCAAG
Bcommon-R CCTGTATTGTTATTTCTTGTCACTACCTC 200 pb (QUROLLO etal., 2017)
18S rRNA
BT-F3 TGGGGGGAGTATGGTCGCAAG
BT-R3 CTCCTTCCTTTAAGTGATAAG 650 pb (SEOetal., 2013)
FA= fragmento amplificado
242 Eletroforese e analise dos resultados




Um volume de 10 pL dos produtos de PCR foram aplicados em gel de
agarose a 1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), separados por eletroforese
(5V/cm), corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizados em transiluminador
de luz UV (L-PIX Sti, Loccus). Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados,
0s mesmos foram comparados com um padrdo de peso molecular de 100pb (GeneRuler
100bases DNA Ladder, product #SM024, Thermo Scientific).

2.4.3 Sequenciamento

O material para sequenciamento foi purificado a partir de 5uL do produto de
PCR das amostras positivas, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®),
seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em
ambas as direcdes em um analisador genético automatizado (ABI 3730 DNA Analyser,
Thermo Fisher Scientific®) na Plataforma de Bioinformatica da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). As sequéncias obtidas serdo alinhadas através do programa DNA
Baser® e submetidas a pesquisa de homologia com outras sequéncias depositadas no

GenBank, utilizando-se a ferramenta BLASTn.

2.4.4 Analise filogenética

Para todas as analises filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no sequenciamento
e as obtidas em bancos de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) no
programa Seaviewd (GOUY ET AL., 2010). As relages filogenéticas foram estimadas usando
inferéncia filogenética por Maxima Verossimilhanca (MV) implementado na ferramenta PhyML
(GUINDON & GASCUEL, 2003) sob um modelo de evolucdo de sequéncia que foi escolhido
depois de testes de modelos alternativos hierarquicamente pela computagdo usando o critério de
informacdo Bayesiano, determinado no MEGA versdo 7 (KUMAR et al., 2016). O suporte
estatistico dos clados foi medido por uma busca heuristicas com 1.000 repeticbes de
“bootstrap”. As relacGes filogenéticas foram visualizadas no software FigTree v.1.4
(RAMBAUT, 2012).
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3 RESULTADOS

Neste estudo foi avaliado um total de 553 carrapatos, dentre eles larvas de
Amblyomma spp., ninfas de Haemaphysalis juxtakochi, Amblyomma brasiliense e
Amblyomma coelebs, e adultos de Amblyomma ovale, previamente descritos por
Magalhdes-Matos et al. (2017).

Do total de carrapatos analisados por PCR, 1.99% (11/553) amplificaram DNA de
pelo menos um dos agentes testados (Anaplasma spp., Borrelia spp. ou Ordem
Piroplasmida), sendo todas as amostras negativas para Ehrlichia spp. As frequéncias de

positivos por espécies de carrapatos estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Espécies de carrapatos e frequéncia de positivos para Anaplasma spp., Borrelia
spp. e agentes da Ordem Piroplasmida, por espécie de carrapato.

Anaplasma spp. Borrelia spp. Ordem Piroplasmida
Espécie de No No pos. 23S rRNA e 16S rRNA Nopos. FlaBe 16S Nopos.  18SrRNA
carrapato (%) (%) rRNA (%)
Amblyomma spp. 18 0 - 1(5.6) Borrelia sp. 0
H. juxtakochi 5 0 - 0 0
A. brasiliense 72 0 - 0 0
A. coelebs 41 4(1.0) Anaplasma sp. 3(0.7) Borrelia sp. 2 (0.5) Theileria sp.
3
A. ovale 45 0 - 1(2.2) Borrelia sp. 0
Total 55 4 (1.0 5(0.9) 2 (0.4)
3

No= nUmero de carrapatos; No pos= nimero de positivos

Foi possivel observar que os quatro de Anaplasma sp. de A. coelebs sdo idénticos
entre si e possuem uma similaridade de 94,7% (447/472) e 98,09% (820/836) nos genes
23S e 16S ribossomais de Anaplasma marginale cepa Florida, respectivamente (niGmero de
acesso GenBank: CP001079). As sequéncias parciais dos genes flaB e 16S rRNA dos
isolados de Borrelia spp. mostrou pequena diferenca entre elas e uma identidade abaixo de

88% e 99,1%, respectivamente, com espiroquetas do grupo da Febre Recorrente



(MK604332 e KT364340). Por ultimo, a sequéncia parcial do gene 18S rRNA de
Piroplasmideos mostrou 97,62% de similaridade com Theileria cervi (AY735135).

As amostras positivas para Borrelia spp. ndo amplificaram nos ensaios de PCR
para os genes hpt e glpQ, e duas delas ndo amplificaram para o gene 16SrRNA. Esse
fato se deu, provavelmente, devido a sensibilidade dos primers utilizados e as amostras
ndo possuirem DNA em concentragéo suficiente para a amplificacgao.

A andlise filogenética para os agentes encontrados neste estudo esta ilustrada nas
figuras 3, 4, 5, 6 e 7. Os numeros de acesso a sequéncia de nucleotideos no GenBank
para as sequéncias parciais obtidas no presente estudo sdo: MTO018000 (Borrelia sp.
strain AC425, flaB), MT018001(Borrelia sp. strain AC549, flaB), MT018002 (Borrelia
sp. strain AC129, flaB) MT018003 (Borrelia sp. AC444, flaB), MT018004 (Borrelia
sp. strain AO17, flaB), MT019342 (Borrelia sp. AC444, 16S rRNA), MT019525
(Borrelia sp. strain AC425, 16S rRNA), MT019528 (Borrelia sp. strain AC129, 16S
rRNA); MT022490 ((Anaplasma sp. isolado AC191, 23S rRNA), MT019664
(Anaplasma sp. isolado AC458, 23S rRNA), MT019625 (Anaplasma sp. isolado AC240,
23S rRNA), MT019564 (Anaplasma sp. isolado AC401, 23S rRNA), MT019536
(Anaplasma sp. isolado AC191, 16S rRNA), MT019537(Anaplasma sp. isolado AC458,
16S rRNA), MT019545 (Anaplasma sp. isolado AC240, 16S rRNA), MT019560
(Anaplasma sp. isolado AC401, 16S rRNA), MT019670 (Theileria sp. isolado A.
coelebs 74), MT019669 (Theileria sp. isolado A. coelebs 262).
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Anaplasma sp. isolado AC191
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Anaplasma sp. isolado AC548
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Anaplasma sp. isolade AC240

Anaplasma sp. isolado AC401

Candidatus Anaplasma mediterraneum strain OVCFO215 KY498330

Anaplasma centrale strain Israel NR_076686
/— Anaplasma ovis strain Haibei CP015994
Anaplasma marginale strain Palmeira CP023730

Anaplasma marginale strain Dawn CP006847

Anaplasma marginale strain Jaboticabal CP023731

— Anaplasma platys strain ChieCal05 KM021425

Candidatus Anaplasma corsicanum strain OVCF81 KY498328

Anaplasma phagocytophilum strain Norway CP015376
f

L Anaplasma phagocytophilum strain Dog2 CPO0E618

0m

Figura 3. Arvore filogenética das espécies de Anaplasma detectado nesse estudo (em
negrito), baseada nas sequéncias do gene 23S rRNA, utilizando os métodos ML e
Bayesiano. Os numeros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do né
posterior ou valores de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma
distancia evolutiva de 0,04 substituicbes por posicdo na sequéncia e o0s rétulos das
ramificacdes incluem ndmeros de acesso ao GenBank.



Anaplasma sp. Mymensingh isclate BSH1_3 MF576175

Anaplasma platys isolate D35 KX792089

Anaplasma platys isolate D33_4 MK814421

Anaplasma platys isolate AK_Rm_403 MH762081

Anaplasma phagocytophilum isolate D_GB_8 MK239931
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97
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\ / Anaplasma marginale isolate Sistan MK016525
‘ Anaplasma centrale isolate ZHC Z1 MH588232

Anaplasma capra KWD_35 LC432126

Anaplasma sp. isolado AC240
100
Anaplasma sp. isolado AC548

Anaplasma sp. isolado AC191

Anaplasma sp. isolado AC401

Figura 4. Arvore filogenética das espécies de Anaplasma detectado nesse estudo (em
negrito), baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA, utilizando os métodos ML e
Bayesiano. Os numeros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do né
posterior ou valores de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma
distancia evolutiva de 0,04 substituicbes por posicdo na sequéncia e o0s rotulos das
ramificacdes incluem ndmeros de acesso ao GenBank.
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Borrelia crocidurae isolate CR2A AY604977
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Borrelia persica isolate HL2610 HM161646

Borrelia caucasica strain INH MK367713

002

Figura 5. Arvore filogenética das espécies de Borrelia detectado nesse estudo (em negrito),
baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os
nameros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do n6 posterior ou valores
de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva
de 0,04 substituicbes por posicdo na sequéncia e os rotulos das ramificagcdes incluem
ndmeros de acesso ao GenBank.
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Borrelia sp. strain Acalc100*

Borrelia miyamotoi CP017126

Borrelia lonestari AY850064
100
L7 Borrelia theileri KF563936

Borrelia coriaceae CP005745

Borrelia persica KP763870

r Borrelia hispanica GU357612

Borrelia microti JF708951

97 Borrelia crocidurae X75204
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Borrelia recurrentis CP000993.fas

007

Figura 6. Arvore filogenética das espécies de Borrelia detectado nesse estudo (em negrito),
baseada nas sequéncias do gene flaB, utilizando os métodos ML e Bayesiano. Os nimeros
(>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do n6 posterior ou valores de auto
inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma distancia evolutiva de 0,04
substituicGes por posicdo na sequéncia e os rétulos das ramificacfes incluem nimeros de
acesso ao GenBank.
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[_L Theileria mutans AF078815
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Theileria uilenbergi JF719835
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Figura 7. Arvore filogenética das espécies de Theileria detectado nesse estudo (em
negrito), baseada nas sequéncias do gene 18S rRNA, utilizando os métodos ML e
Bayesiano. Os numeros (>0,7/>70%) acima dos ramos indicam probabilidades do né
posterior ou valores de auto inicializacdo (MrBayes/ML). As barras de escala indicam uma
distancia evolutiva de 0,04 substituicbes por posicdo na sequéncia e o0s rotulos das
ramificacdes incluem ndmeros de acesso ao GenBank.



4 DISCUSSAO

Bioagentes dos géneros Borrelia, Anaplasma e Theileria foram encontrados em
carrapatos coletados em quatis oriundos do PNI, no Parand. A andlise molecular e
filogenética dos isolados deixa claro que se trata de espécies ainda ndo descritas.

O DNA de Borrelia sp. foi detectado em carrapatos das espécies A. coelebs e A.
ovale. A analise filogenética mostrou que os trés isolados de Borrelia sp. em Amblyomma
coelebs detectados nesse trabalho sdo préximos geneticamente de “Can. B. ivorensis” e de
“Can. B. africana”, cepas que foram detectadas em Amblyomma variegatum coletados em
bovinos na Costa do Marfim (EHOUNOUD et al., 2016). Também, é possivel observar que
esses isolados de Borrelia sp. juntam-se a um clado do grupo de Borrelia spp. Reptiliana
(REP Borreliae), o qual é novo grupo filogenético também vetorizado por carrapatos dos
géneros Amblyomma e associado a hospedeiros repteis (TAKANO et al., 2010).

Na Ameérica do Sul, a primeira espécie do género Borrelia detectada em carrapatos
do género Amblyomma esta mais proximas geneticamente das espécies que compde 0 grupo
REP Borrelia (PACHECO et al., 2019). Na Argentina, uma espécie de Borrelia também foi
encontrada, infectando A. aureolatum coletado em aves silvestres (CICUTTIN et al., 2019).
Portanto, o presente estudo vem contribuir para os achados de Borrelia sp. em espécies de
carrapatos do género Amblyomma.

O carrapato A. coelebs tem preferéncia parasitaria por antas (Tapirus terrestris)
(GUGLIELMONE et al.,, 2014), e nas fases imaturas ja foi encontrado em outros
mamiferos e aves (OGRZEWALSKA et al., 2010; LOPES et al., 2016). Por outro lado, o
A. ovale é mais comumente registrado em carnivoros selvagens e domesticos
(GUGLIELMONE, 2003; MAGALHAES-MATOS et al., 2017), com pequenos roedores
como hospedeiros durante os estagios imaturos (GUGLIELMONE, 2003). Além disso, é
importante salientar a ocorréncia de infestacdo em humanos por ambas as espécies de
carrapatos (GUIMARAES et al., 2001; SZABO et al., 2006; GARCIA et al., 2015; ITO et
al., 2017). Porém, até o0 momento apenas A. ovale é dado como transmissor competente de
doencas, como a riquetsiose humana causada por Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica
(SZABO et al., 2013).

Outro importante achado obtido nesse estudo foi a deteccdo de DNA de Anaplasma

sp. em A. coelebs. Na andlise filogenética, observou-se que essas amostras entram no
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mesmo grupo de Anaplasma marginale, Anaplasma centrale e Anaplasma capra, mas
se diferenciam formando um ramo separado dessas trés espécies.

No Brasil, as espécies de Anaplasma sdo mais comumente detectadas em
carrapatos do género Rhipicephalus, como por exemplo, Anaplasma marginale que
infecta bovinos e tem o carrapato Rhipicephalus microplus como seu principal vetor
(VIEIRA et al., 2019). De fato, os artropodes vetores envolvidos no ciclo de
transmissdo de espécies Anaplasma entre mamiferos silvestres no Brasil ainda sdo
desconhecidos (DE SOUSA. et al., 2017). No entanto, estudos anteriores realizados no
Pantanal brasileiro ja detectaram DNA de Anaplasma spp. em diferentes espécies de
Amblyomma, como em A. sculptum, A. triste e ninfa de Amblyomma spp. coletados em
onga-pintada (Panthera onca) (WIDMER et al., 2011); e em A. sculptum, A. parvum e
larvas de Amblyomma spp. coletados em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (DE
SOUSA. et al.,, 2017). Ademais, h4 de se considerar que essa positividade para
Anaplasma spp. em carrapatos encontrados parasitando animais pode estar relacionada
aos restos da refeicdo sanguinea do artropode no hospedeiro infectado (SOUSA et al.,
2017).

Nesse trabalho também foi identificado DNA de Theileria sp. em um carrapato
da espécie A. coelebs. Na analise filogenética observou-se que as sequéncias geradas
eram proximas as sequéncias de Theileria cervi disponiveis no GenBank, porém a
diferenca de nucleotideos nos leva a acreditar ser uma espécie ainda ndo descrita ou que
pelo menos ndo se tenha dados moleculares depositados no GenBank. No Brasil, DNA
de T. cervi ja foi detectado em veado-catingueiro (Mazama gouazoubira) em Minas
Gerais (SOUSA et al, 2018) e em veado-dos-pampas no Pantanal (Ozotoceros
bezoarticus) (SILVEIRA et al., 2013; SOUSA et al., 2018).

Nenhuma das amostras amplificaram para hemoparasitos do género Ehrlichia.
Estudos anteriores realizados no Pantanal brasileiro detectaram DNA Ehrlichia spp. em
varias espécies de carrapatos do género Amblyomma coletados em carnivoros selvagens
(WIDMER et al., 2011; MELO et al.,, 2016; SOUSA. et al., 2017), no entanto, a
amplificacdo dessas amostras pode estar relacionado aos restos da refeicdo sanguinea do
artropode no hospedeiro infectado (DE SOUSA et al.,, 2017). Dessa forma, ndo ha
evidéncias de transmissao desse patdgeno em Amblyomma spp. no Brasil até 0 momento
(GRUHN et al., 2019).
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5 CONCLUSAO

Os carrapatos dos quatis de habitos sinantropicos que habitam o Parque
Nacional do lguagu podem apresentaram DNA de Anaplasma sp., Borrelia sp. e
Theileira sp. A partir das analises filogenéticas desses hemoparasitos, pode-se observar

que se trata de espécies ainda nao descritas.
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4 CONCLUSAO GERAL

Esse estudo traz o primeiro registro de Rickettsia bellii em carrapatos das espécies
Amblyomma varium e em Amblyomma goeldii no Brasil.

Também é apresentado o primeiro registro de “Candidatus R. senegalensis” no
Brasil, uma Rickettsia intimamente relacionada com R. felis.

Os carrapatos dos quatis de habitos sinantrépicos que habitam o Parque Nacional do
Iguacu podem estar infectados com Anaplasma sp., Borrelia sp. e Theileira sp. A partir das
analises filogenéticas desses hemoparasitos, pode-se observar que se trata de espécies ainda
ndo descritas.

Além disso, o presente estudo contribui também para 0 aumento no ndmero de

espécies de  Amblyomma com DNA  positivo para  Borrelia  sp.
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