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RESUMO GERAL

COSTA-SANTOLIN, Isis Daniele Alves. Estudo de carrapatos associados com aves no
entorno do tingud, Nova lguacu, Rio de Janeiro, Brasil; deteccdo de Rickettsia spp., € 0
desenvolvimento de métodos moleculares para analise de interacdes carrapato-
microrganismo 2014. 143p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Carrapatos parasitos de aves silvestres podem servir como vetores deagentes
patogénicos de grande importancia para a saude silvestre e coletiva. Assim, o presente estudo
analisou a prevaléncia e intensidade de infestacdo de carrapatos em aves silvestres capturadas
em trés regibes de Mata Atlantica, com diferentes niveis de antropizacgdo, situada em Nova
Iguacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil, com o objetivo de avaliar a relacdo entre a
prevaléncia de infestacdo e areas preservadas na regido. As capturas foram realizadas no
periodo de maio de 2011 a abril de 2012 onde foram capturadas 625 aves representadas por
98 espécies divididas em 26 familias e sete ordens, totalizando 14,2% da riqueza das espécies
de aves do estado. O total de 17,44% (n=109; 109/625) das aves capturadas estavam
parasitadas por 458 carrapatos, sendo 88,2% (n=404; 404/458) no estagio de larva (LL) e
11,8% (n=54; 54/458) no estagio de ninfa. Dentre os ixodideos coletados, 99% (n=453) eram
do género Amblyomma: Amblyomma longirostre (LL= 345; NN= 34), Amblyomma nodosum
(NN= 13), Amblyomma calcaratum (NN= 3), Amblyomma varium (NN= 2); Amblyomma
coelebs (NN=1), Amblyomma naponense (LL= 1), Amblyomma ovale (LL=1) e Amblyomma
sp. (LL= 53). O género Haemaphysalis sp. foi representado por quatro larvas e uma unica
ninfa, correspondendo a 1% dos carrapatos coletados. Alem disso, foram relatadas novas
espécies de aves hospedeiras no Brasil, 0 caso inédito de superinfestacdo por A. longirostre
em Xiphorhynchus guttatus. Analises moleculares (sequenciamento do gene mitocondrial 16S
DNAr), permitiram a validacéo da identificacdo morfoldgica ao nivel de espécie de larvas de
A. longirostre sem a necessidade de aplicagdo de métodos de clarificacio comumente
utilizados. A deteccdo e identificacdo de agentes patogénicos e de seus hospedeiros carrapatos
dependem cada vez mais de métodos moleculares, que tem por principio a extracdo do DNA
do carrapato e do microrganismo abrigado por ele. Na tentativa de estandardizacdo da
extracdo do DNA de ixodideos e de sua microbiota associada, o presente estudo comparou
seis métodos de extracdo de DNA (Fervura em agua estéril, InstaGene®, QlAamp® DNA
Mini Kit, Fenol:cloroférmio, Terra de diatomacea e Hotshot modificado). Até o momento,
amostras submetidas a extracdo com Kit e Fenol:cloroférmio apresentam melhores resultados
(em termos de quantidade e qualidade do DNA extraido) quando comparado aos outros
métodos. Analise in silico de sequéncias que codificam 0s genes gltA , htrA e ompB de
carrapatos associados a espécies de rickettsias revelaram ser a base para um novo método de
PCR-RFLP, que permitiu a identificacdo diferencial de espécies de Rickettsia encontradas no
Brasil. O método foi avaliado utilizando larvas e ninfas de Amblyomma longirostre,
Amblyomma ovale e Amblyomma varium coletadas nas aves capturadas neste estudo. A
bactéria “Candidatus Rickettsia amblyommii” foi identificada em 100% (17/17) dos A.
longirostre examinados, enquanto que as outras duas espécies de carrapatos foram
universalmente PCR negativas. O método basico emprega as endonucleases de restricdo Mspl
e Rsal e pode ser realizada no decurso de um Unico dia de trabalho. Este oferece um meio
conveniente e rentavel para executar a analise em grande escala de populacdes de carrapatos,
e deve ser um beneficio para os pesquisadores que ndo dispdem de recursos financeiros ou
técnicos necessarios para a identificacdo baseada no sequenciamento de nucleotideos. Em



conclusédo, este estudo amplia o conhecimento das relagdes ecoldgicas entre ixodideos e a
avifauna em um importante bioma da regido Neotropical, com novas perspectivas no ambito
das técnicas moleculares aplicadas a inquéritos de parasitismo que envolve carrapatos
parasitos de aves silvestres.

Palavras-chave: Aves silvestres, Carrapato, Método de extracdo de DNA, RFLP, Rickettsia.



GENERAL ABSTRACT

COSTA-SANTOLIN, Isis Daniele Alves. Study of ticks associated with birds in the
vicinity of Tingud, Nova lguagu, Rio de Janeiro, Brazil; detecting Rickettsia spp., and
the development of methods for the analysis of molecular interactions tick-
microorganism. [Estudo de carrapatos associados com aves no entorno do tingua, Nova
Iguacu, Rio de Janeiro, Brasil; deteccdo de Rickettsia spp., e o desenvolvimento de métodos
moleculares para andlise de interacdes carrapato-microrganismo]. 2014. 143p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Ticks parasites of wild birds may serve as vectors of pathogens of major importance
for wildlife and public health. Thus, the present study examined the prevalence and intensity
of infestation of ticks captured from wild birds in three regions of the Atlantic Forest, with
different levels of human impact, located in Nova Iguagu, State of Rio de Janeiro, Brazil, with
the objective of highlighting the possible relationship between prevalence of infestation and
preservation of forest areas in the region. Collections were conducted from May 2011 to April
2012, resulting in the capture of 625 birds represented by 98 species divided into 26 families
and seven orders, which equated to 14.2% of the richness of bird species in the state. A total
of 17.44% (n= 109, 109/625) of the captured birds were parasitized by 458 ticks, of which
88.2% (n = 404, 404/458) were in the larval stage (LL) and 11.8% (n= 54, 54/458) in the
nymphal stage. Among the ticks collected, 99% (n = 453) were represented by the genus
Amblyomma: Amblyomma longirostre (LL = 345; NN = 34), Amblyomma nodosum (NN =
13), Amblyomma calcaratum (NN = 3), Amblyomma varium (NN = 2); Amblyomma coelebs
(NN = 1), Amblyomma naponense (LL = 1), Amblyomma ovale (LL = 1) and Amblyomma sp.
(LL = 53). The genus Haemaphysalis was represented by four larvae and a single nymph,
corresponding to 1% of the ticks collected. In addition, new species of host birds were
reported in Brazil, along with an unprecedented case of super infestation with larvae of A.
longirostre on Xiphorhynchus guttatus. Molecular analysis (sequencing of mitochondrial 16S
rDNA), provided validation of morphological identification of larvae of A. longirostre at the
species level without to need to apply methods of clarification commonly used. The detection
and identification of pathogens and their tick hosts are increasingly dependent upon molecular
biological methods, which have as their first step the extraction of DNA from the tick and the
microorganisms contained therein. In an attempt to standardize the extraction of DNA from
ticks and their asscoaited microbiota, the present study compared six methods of DNA
extraction (Boiling in sterile water, InstaGene®, QlAamp® DNA Mini Kit,
Phenol:chloroform, Diatomaceous earth and modified Hotshot). To date, samples subjected to
extraction with the kit and Phenol:chloroform have demonstarted superior results (in terms of
quantity and quantity of extracted DNA), when compared to the other methods. In silico
analysis of sequences encoding the gltA, htrA and ompB genes of tick associated rickettsial
species provided the basis for a novel PCR-RFLP method which allowed differential
identification of the Rickettsia species reported in Brazil. The method was evaluated using
larvae and nymphs of Amblyomma longirostre, Amblyomma ovale and Amblyomma varium
collected from birds captured in this study. The bacterium "Candidatus Rickettsia
amblyommii" was identified in 100% (17/17) of A. longirostre larvae examined, while the
other two species of ticks were universally PCR negative. The basic method employs the
restriction endonucleases Mspl and Rsal, can be performed during a single working day. It
offers a convenient and cost effective means to perform large scale analysis of tick
populations, and should be of benefit to researchers who lack the financial or technical



resources necessary for nucleotide sequence based identification. In conclusion, this study
expands the understanding of the ecological relationships between ticks and birds in a major
biome of the Neotropics, with new perspectives in the context of molecular techniques
applied to investigations of parasitism involving tick parasites of wild birds.

Keywords: wild birds, tick, DNA extraction method, RFLP, Rickettsia.
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bandas de pcr-rflp produzidos por digestdio do amplicon ompb gerado pelas
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de iniciadores 120-m59 e 120-807. Colunas 1, 2, 3 e 4 = padrbes de amostras obtidos
através do dna de carrapatos de aves silvestres; coluna 5 = “Candidatus rickettsia
amblyommii" (cepa Aranha), coluna 6 = Rickettsia felis, coluna 7 = Rickettsia parkeri
(cepa NOD) digeridos com a endonuclease de restricdo Mspi. Coluna M = marcador de
tamanho de DNA (Thermo Scientific Generuler; 50 bp DNA ladder). Colunas 8, 9, 10 e
11 = padrbes de amostras obtidos através do DNA de carrapatos de aves silvestres,
coluna 12 = “Candidatus rickettsia amblyommii” (cepa Aranha), coluna 13 = Rickettsia



felis, coluna 14 = Rickettsia parkeri (cepa NOD), digeridos com a endonuclease de

restricdo Rsai. Tamanhos da banda sdo indicados em pares de bases (pb). .........cccccvevveeenne.

..68

Capitulo 11l - Anélise de métodos de extracdo de dna de microrganismos presentes em

ixodideos

Figura 14. Resina quelante - &cido iminodiacético (Garg et al. 1999). ........ccocevvvrinniennnn.

Figural5. O silicone fornece um meio universal para a imobilizacdo de moléculas de
acido nucléico. Na presenca de &gua e sais caotropicos as moléculas interagem
ionicamente com ions de sodio e os grupos fosfato do &cido nucléico. Apds a ligacéo,

0S contaminantes podem ser removidos por lavagem e centrifugagao. ...........c.ccevvvrvieninnn.

Figura 16. Gel de agarose (1,5%) corado em brometo de etideo. Analise representativa
das bandas visualizadas nas colunas 1, 2 e 3 classificadas como +++: bandas com
intensidade alta (12 ng) coluna 1; ++: bandas com intensidade média (5 ng) coluna 2; +:

bandas com intensidade fraca (1 ng) COIUNA 3.........ccoiiiiiiiiiii

Figura 17. Gel de agarose (1,5%) corado em brometo de etideo. Andlise representativa
da tabela 10 dos padrbes de bandas de pcr produzidos amplificacdo do amplicon 16S
RNAr procariota gerado por ninfas de Rhipicephalus microplus extraidas com seis
protocolos. As triades entre parénteses representam cada amostra utilizada para a pcr
onde se encontram amostras sem diluicdo (A) e diluidas serialmente 10 vezes (B) e
diluidas 100 vezes (C) de cada protocolo de extracdo sendo 1-fervura em agua estéril; 2-
instagene; 3- kit giagen; 4- fenol:cloroformio; 5- mud e 6- hotshot modificado
utilizando o par de iniciadores 515F-806R. A intensidade das bandas revela a eficiéncia
dos protocolos onde +++ sdo bandas com intensidade alta (12 ng); ++ bandas com
intensidade média (5 ng) e + bandas com intensidade fraca (1 ng). Protocolo 1: amostras
a, b e ¢ negativas. Protocolo 2: amostras a +++, b ++ e ¢ +. Protocolo 3: a+++, b ++ec
++. Protocolo 4: a +++, b +++ e ¢ ++. Protocolo 5: a ++, b + e ¢ negativo. Protocolo 6: a
++, b + e ¢ negativo. Coluna m = marcador de tamanho de DNA (Thermo Scientific

Generuler; 100 bp dna [adder). ........coouiiiiiie et
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LISTAS DE ABREVIACOES

DNA — Acido Desoxirribonucleico
16S DNAr -16S (S- Svedberg) dos ribossomas mitocondriais
RNA — Acido Ribonucleico

16S RNAr - 16S (S- Svedberg) do RNA ribossdmico é um componente da pequena
subunidade 30S dos ribossomas procariotas

pb — pares de bases

ng — Categoria de unidade de medicdo de massa. Nanograma (1ng=0,000000001g ou
1,0x10 grama [g])

pg — Categoria de unidade de medi¢do de massa. Picograma (1pg= 0,0000000000001g
ou 1,0x10*grama [g])

UL — Categoria de unidade de medico de volume. Microlitro (1pL=0,0000001 ou 10°°
litro [L])

PCR - Reacdo em cadeia da Polimerase- “Polymerase Chain Reaction”

PCR-RFLP — Reacdo em cadeia da Polimerase - Polimorfismo de Fragmentos de
Restricdo/ “Restriction Fragment Length Polymorphism”
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1 INTRODUCAO GERAL

Com uma avifauna de 1901 espécies, o Brasil € um dos paises mais ricos em
espécies de aves no mundo, junto de Colémbia e Peru (CBRO, 2014). Dentre o0s sete
biomas terrestres existentes no territorio brasileiro, o bioma da Mata Atlantica com
apenas 12,5% de remanescentes florestais de sua extensdo original, abriga 891 espécies
de aves, representando 45% de todas as espécies encontradas em terras nacionais sendo,
destas, 213 espécies ou, 24% de espécies de aves endémicas (LIMA, 2014).
Considerada um “Hotspot” mundial, ou seja, uma das &reas mais ricas em
biodiversidade e mais ameacadas do planeta, foi decretada Reserva da Biosfera pela
Unesco e Patrimbnio  Nacional, na Constituicdo Federal de 1988
(www.sosma.org.br/nossa-causa/a-mata-atlantica/#.dpuf).

Estudos envolvendo o parasitismo por carrapatos em aves silvestres tem
despertado grande interesse para saude animal e puablica, principalmente pela
possibilidade de dispersdo que estes hospedeiros oferecem e pelo fato das regides de
Mata Atlantica abrigarem 62% da populacdo brasileira. Para aves da Mata Atlantica séo
registrados trés géneros de carrapatos, Ixodes, Haemaphysalis e Amblyomma reunindo
neste Gltimo o maior nimero de espécies. Entre as espécies encontradas estdo A.
longirostre, A. parkeri, A. nodosum, A. aureolatum, A. cajennense, A. ovale, A. coelebs,
A. naponense, A. calcaratum, A. oblongoguttatum, A. parvum, I. fuscipes, I. auritulus, 1.
paranaensis, H. leporispalustris, H. juxtakochi.

No Brasil as investigaces de microrganismos com possivel acdo patogénica tém
sido cada vez mais frequentes em carrapatos coletados de animais silvestres. Neste
contexto, investigar a diversidade de carrapatos que parasitam aves silvestres da Mata
Atlantica, além de acrescentar informacdes a respeito das relagdes ecoldgicas existentes,
reforca a importancia da avifauna no ciclo destes ectoparasitos e de microrganismos
carreados por eles em um importante bioma da regido Neotropical. Além disso, fornece
subsidios para o desenvolvimento de pesquisas epidemiologicas quanto as possiveis
doencas que podem emergir e/ou reemergir através da transmissdo de patdgenos
carreados por estes ixodideos. Para tal, a classificacdo especifica tanto do vetor quanto
do patdgeno sdo os passos primordiais em estudos de parasitismo que envolve
carrapatos, sendo uma problematica no Brasil ja que ndo existem chaves de
identificacdo morfologica para larvas de ixodideos, principal fase encontrada
parasitando aves silvestres. Avancos significativos na compreensdo da biologia,
ecologia e epidemiologia dos microrganismos associados a carrapatos depende do
desempenho de levantamentos em grande escala de populacdes de carrapatos utilizando
a deteccdo molecular e métodos de identificacdo. Assim, técnicas moleculares sdo cada
vez mais utilizadas no diagndstico de larvas de carrapatos e agentes patogénicos que
utilizam estes artropodes como vetores. Contudo, a identificacio molecular de
carrapatos e a deteccdo de microrganismos presentes nestes, exige a extracdo do DNA
como uma importante etapa que muitas vezes se torna problematica pela auséncia de
padronizacdo. A extracdo do DNA do carrapato enfrenta limitaces como a presenca de
exoesqueleto quitinoso rigido, suscetibilidade a degradacdo com o decorrer de tempo da
amostra extraida e presenca possiveis inibidores que dificultam o alcance do material
genético. Além disso, o método utilizado para a extracdo do DNA de carrapatos nem
sempre € o método mais eficaz para a extracdo dos baixos niveis de DNA dos patégenos
abrigados pelo ixodideo que comumente estdo juntos ao DNA vindo do sangue do
hospedeiro. Estes fatores podem desempenhar um papel na diminuicdo da eficiéncia de
amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase que também podem influir sobre as
taxas de infeccdo de patdgenos relatada nos estudos existentes. Associado a isto, poucos
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estudos fogem a técnica de sequenciamento, principalmente para o diagndstico de
patdgenos, o que aumenta significativamente os custos e alto nivel de habilidade técnica
necessaria para realizar com competéncia analises em um grande nimero de amostras,
se tornando muitas vezes impraticavel para muitos laboratorios.

Assim, o Capitulo | teve por objetivo analisar as possiveis espécies de carrapatos
que parasitam aves silvestres em trés regiGes com diferentes niveis de regeneracdo da
Mata Atlantica, na cidade de Nova Iguacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Além disso,
este capitulo amplia conhecimento das associacdes ecoldgicas existentes entre aves
silvestres e carrapatos, relacionando estas ao ecossistema onde o parasito e o hospedeiro
foi encontrado. No Capitulo Il, com os carrapatos coletados nas aves silvestres e,
baseado em dados de bioinformatica, objetivou-se o desenvolvimento e aplicacdo de
técnicas mais rentaveis e robustas para diagnostico de microrganismos possivelmente
carreados por esses ixodideos, visando sua aplicabilidade em grandes amostras
ambientais. Por Gltimo, o Capitulo 111 com o objetivo de resolver a auséncia de estudos
que visem a padronizacgdo de técnicas de extracdo de DNA em estudos de ixodideos, fez
uma andlise comparativa de seis técnicas de extracdo gendmica analisando sua
eficiéncia tanto para o estudo do carrapato quanto para 0s possiveis microrganismos
albergados por estes artropodes.



CAPITULO |

CARRAPATOS PARASITOS DE AVES SILVESTRES DE TRES REGI?ES DE
MATA ATLANTICA COM DIFERENTES NIVEIS DE ANTROPIZACAO EM
NOVA IGUACU, RIO DE JANEIRO, BRASIL



RESUMO

COSTA-SANTOLIN, isis Daniele Alves. Capitulo I: Carrapatos parasitos de aves
silvestres de trés regifes de Mata Atlantica com diferentes niveis de antropizagéo
em Nova lguagu, Rio de Janeiro, Brasil. 2014. 49p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterindrias). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A Mata Atlantica, bioma de floresta tropical, abrange a costa leste, sudeste e sul
do Brasil, o leste do Paraguai e a provincia de Misiones, na Argentina, sendo
considerada um dos “Hotspots” de biodiversidade do planeta. Apesar de sua grande
rigueza em espécies de aves, ainda sdo escassos 0s estudos que visam as relacfes
ecoldgicas existentes entre a avifauna e outros organismos. O parasitismo por carrapatos
é comum em aves silvestres, contudo pouco se é estudado no Rio de Janeiro. Assim,
este capitulo objetivou analisar as espécies de carrapatos que parasitam aves silvestres
bem como, a prevaléncia e intensidade de infestacdo destes ixodideos em trés regides de
Mata Atlantica, com diferentes niveis de antropizacdo, em Nova Iguacgu, no estado do
Rio de Janeiro, Brasil. As capturas foram realizadas no periodo de maio de 2011 a abril
de 2012 com auxilio de redes-de-neblina. Foi capturado um total de 625 aves
representadas por 98 espécies divididas em 26 familias e sete ordens que representou
11% da avifauna deste bioma e 14,2% das aves registradas no estado. Dentre as aves
capturadas, 17,44% (109/625) estavam parasitadas, e 458 carrapatos foram coletados,
sendo 88,2% (404/458) no estagio de larva (LL) e 11,8% (54/458) no estagio de ninfa
(NN). A maioria dos carrapatos, 99,8% (457/458), foi coletada em aves Passeriformes,
sendo somente um carrapato coletado em Leptotila verreauxi que pertence a ordem
Columbiformes. As espécies de ixodideos coletados foram identificadas com auxilio de
caracteres morfologicos e/ou através do sequenciamento (466 pares de bases do 16S
DNAr mitocondrial) sendo classificadas como Amblyomma longirostre (LL= 345; NN=
34), Amblyomma nodosum (NN= 13), Amblyomma calcaratum (NN= 3), Amblyomma
coelebs (NN= 1), Amblyomma naponense (LL= 1), Amblyomma ovale (LL=1),
Amblyomma varium (NN= 2), Amblyomma sp. (LL= 53) e Haemaphysalis sp. (LL= 4;
NN= 1). Inferéncias de novas espécies de aves hospedeiras para a Mata Atlantica do
Rio de Janeiro foram registradas assim como o caso de superparasitismo de 99 larvas de
A. longirostre em Xiphorhynchus guttatus (Aves: Dendrocolaptidae). Além disso, a
associacdo entre as espécies de carrapatos coletadas e a presenca de seus hospedeiros
principais (mamiferos) e intermediarios (aves) foi suposta baseada na relacdo entre A.
longirostre e Dendrocolaptidae. Assim este capitulo ampliou o conhecimento das
relacBes ecoldgicas entre ixodideos e a avifauna em um importante bioma da regido
Neotropical.

Palavras chave: Aves, carrapatos, Mata Atlantica.



ABSTRACT

COSTA-SANTOLIN, isis Daniele Alves. Chapter I: Ticks parasites of wild birds in
three regions of Atlantic Forest with different levels of human disturbance in Nova
Iguacu, Rio de Janeiro, Brazil. [Capitulo I: Carrapatos parasitos de aves silvestres de
trés regibes de Mata Atlantica com diferentes niveis de antropizacdo em Nova Iguacu,
Rio de Janeiro, Brasil.] 2014. 49p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The Atlantic Forest biome of tropical rainforest, covers east, southeast and south
of Brazil, eastern Paraguay and the province of Misiones, Argentina, considered one of
the "hotspots™ of biodiversity. Despite its large number of species of birds, there are still
few studies aimed at existing ecological relationships between birds and other
organisms. The parasitism by ticks is common in wild birds, yet this topic has received
limited attention in the state of Rio de Janeiro. Thus, this chapter aimed to analyze the
tick species that parasitize wild birds as well as to determine the prevalence and
intensity of infection of these ticks in three regions of the Atlantic Forest, with different
levels of human disturbance, in Nova Iguacu, in the state of Rio de Janeiro, Brazil.
Captures were conducted from May 2011 to April 2012 with the aid of mist-nets. A
total of 625 birds represented by 98 species divided into 26 families and seven orders
which represented 11% of the avifauna of this biome and 14.2% of the birds recorded in
the state were captured. 17.44% (n = 109, 109/625) of the birds were found to be
parasitized, from which 458 ticks were collected, with 88.2% (n = 404, 404/458) in the
larval stage (LL) and 11 8% (n = 54, 54/458) in the nymph stage (NN). Most ticks,
99.8% (n = 457, 457/458), were collected from Passeriformes birds, with only a single
tick collected from Leptotila verreauxi, order Columbiformes. The species of ticks
collected were identified using morphological characters and by sequencing (16S
rDNA) and were classified as Amblyomma longirostre (LL = 345; NN = 34),
Amblyomma nodosum (NN = 13), Amblyomma calcaratum (NN = 3) Amblyomma
coelebs (NN = 1), Amblyomma naponense (LL = 1), Amblyomma ovale (LL = 1),
Amblyomma varium (NN = 2), Amblyomma sp. (LL = 53) and Haemaphysalis sp. (LL =
4, = NN 1). Inferences of new host species for the Atlantic Forest of Rio de Janeiro
birds were recorded as well as the case of superparasitism by 99 larvae of A. longirostre
in Xiphorhynchus guttatus (Aves: Dendrocolaptidae). In addition, the association
between the collected tick species and the presence of their primary hosts (mammals)
and intermediate hosts (birds) was discussed leading to the identification of a strong
association between A. longirostre and Dendrocolaptidae. The findings of this chapter
expand the knowledge of ecological relationships between ticks and birds in a major
biome in the Neotropics.

Keywords: Birds, ticks, Atlantic Forest.



1 INTRODUCAO

1.1 Carrapatos

Carrapatos participam de interacBes ecoldgicas importantes que permitem o
controle de suas populagdes no meio ambiente. Artropodes como aranhas, besouros,
acaros, barbeiros, mariposas, moscas e formigas sdo tidos como seus grandes
predadores, atacando carrapatos principalmente em fases ingurgitadas, que é quando
ttm menor mobilidade no campo (SAMISH, ALEKSEEV, 2001). Contudo, as
observacbes no meio natural envolvendo a relacdo predador-presa, sdo muito
esporéadicas sendo dificil estimar o efeito real desses predadores sobre populacdes de
carrapatos (SAMISH, ALEKSEEV, 2001; SAMISH et al. 2004). Também, organismos
menores, como parasitoides da espécie Ixodiphagus hookeri sdo potenciais predadores
naturais de carrapatos da espécie Amblyomma cajennense e Rhipicephalus sanguineus
no Brasil, sendo encontrados emergindo de ninfas ingurgitadas destes ixodideos
(LOPES et al. 2012). Animais vertebrados também participam da teia alimentar do qual
um exemplo comum é o da gar¢a-vaqueira (Bubulcus ibis), que exerce uma relagdo de
protocooperacdo, pois costumam predar os ixodideos quando estes estdo infestando
mamiferos como capivaras, bovinos, cervideos no meio ambiente (KAUR, DHANJU,
2013).

Carrapatos pertencem ao filo Arthropoda, classe Arachnida, subclasse Acari.
Dentro da ordem Ixodida existem trés familias descritas: Argasidae, Ixodidae e
Nuttalliellidae. Nestas trés familias, sdo registrados 703 ixodideos também chamados de
carrapatos duros (GUGLIELMONE et al. 2010; 2014), 200 Argasideos, popularmente
conhecidos como carrapatos moles (NAVA et al., 2009; GUGLIELMONE et al., 2010;
DANTAS-TORRES et al.,, 2012a; VENZAL etal., 2013) e o género monotipico
incluindo apenas a espécie Nuttalliella namaqua dentro de Nuttalliellidae. De acordo
com os ultimos achados de Nava et al. (2013) o nimero de carrapatos descritos até hoje
aumentou de 896 espécies de carrapatos validos, proposto por Guglielmone et al.
(2010) para 901 carrapatos em todo o mundo. Contudo os estudos constantes que
envolvem novas descricoes e redescrigdes torna discutivel o nUmero exato de espécies
validas de carrapatos no mundo (GUGLIELMONE et al. 2014).

Com a caracteristica de parasitos obrigatdrios, carrapatos tém distribuicdo global
onde sdo encontrados parasitando diversas classes de vertebrados entre eles aves, répteis
anfibios, e mamiferos, incluindo o homem (HOOGSTRAAL, 1985; DANTAS-
TORRES et al. 2006; BARROS-BATTESTI et al. 2006; 2011; 2012; RIVAS et al.,
2012). As familias destes ectoparasitos possuem diferencas morfologicas marcantes,
além de variacdes nos ciclos de vida e nos habitats ocupados.

Argasideos sdo conhecidos como carrapatos moles, “soft ticks”, justamente pela
caracteristica marcante da auséncia do escudo dorsal na maioria das espécies. A excecao
ocorre em Nothoaspis Keirans e Clifford, 1975 onde existe a presencga de um tegumento
coriaceo, liso chamado pseudoescudo por fazer mencao ao escudo dos ixodideos. Como
argasideos sdo carrapatos que realizam varios repastos sanguineos de curtos periodos
durante a mesma fase de desenvolvimento, normalmente tém como habitat locais
proximos aos ambientes de repouso de seus hospedeiros, sendo estes ninhos, cavernas,
estabulos, galinheiros dentre outros. Assim, podem se alimentar diversas vezes do
mesmo hospedeiro ou de diferentes hospedeiros da mesma espécie, que compartilhnem
0s mesmos locais de estada. S&o carrapatos onde seus ciclos de vida sdo marcados por
uma fase de larva, dois ou mais estagios de ninfa, macho e fémea, com discreto

6



dimorfismo sexual (SONENSHINE, 1993; GUIMARAES et al., 2001; LOROSA et al.,
2007; VIAL, 2009) e o acasalamento ocorre fora do hospedeiro, onde a fémea ovipGe
centenas de ovos. Ocupam geralmente habitats aridos ou semi-aridos (VENZAL et al.,
2006) sendo contudo, também registrados em ambientes Umidos parasitando anfibios
(LUZ, FACCINI, 2013b).

Ixodideos possuem a maior representacdo em numero de espécies e tém a
caracteristica marcante da presenca de um escudo coriaceo em seu idiossoma em todos
0s estagios, diferenciando-os drasticamente dos argasideos. Diferente de argasideos,
ixodideos possuem trés fases de desenvolvimento, sendo larva, uma unica fase de ninfa
e adultos com grande dimorfismo sexual, com fémeas caracterizadas pela presenca de
escudo recobrindo cerca de um terco do idiossoma e em machos recobrindo todo o
idiossoma (BARROS-BATESTTI et al., 2006). Estes carrapatos tém ampla distribuigédo
geografica podendo ser deslocados junto a seus hospedeiros por quildmetros do
ambiente de origem principalmente pelo fato de seu repasto sanguineo durar dias ou até
semanas, 0 que explica o fato da maioria das espécies copularem sobre o hospedeiro,
com excecdo de algumas espécies de Ixodes. A oviposicdo e ecdise ocorrem no
ambiente, e uma fémes ovipGe milhares de ovos no solo, vegetacdo, ocos de arvores e
cavernas (FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006). Algumas espécies ainda, como
Rhipicephalus microplus (CANESTRINI, 1887) possuem a caracteristica de ndo se
desprenderem de seus hospedeiros realizando a ecdise sobre 0s mesmos durante todo
seu ciclo de vida parasitario (SONENSHINE, 1993).

A maioria das espécies possui baixa especificidade parasitaria principalmente
em fases imaturas e por isso, ao longo do desenvolvimento de seu ciclo parasitam até
trés hospedeiros de espécies ou até classes diferentes ao mudar de estagio (KLOMPEN
et al., 1996; NAVA, GUGLIELMONE, 2013) . Essa baixa especificidade € comum em
larvas e ninfas que frequentemente utilizam como hospedeiros animais de pequeno
porte, ao contrario de ixodideos adultos que possuem hospedeiros preferenciais ou
mesmo exclusivos de médio e grande porte (RANDOLPH, 2004). Assim, o grupo dos
ixodideos pertencentes a esta familia €, em linhas gerais, 0 que possui maior nimero de
espécies de importancia para a saude publica e veterinaria (DANTAS-TORRES et al.
2012Db).

A fauna de carrapatos na Regido Neotropical é composta por 202 espécies de
carrapatos e esta distribuida entre as familias Argasidae (85 espécies) (VENZAL et al.
2012, KLOMPEM, NAVA et al., 2013) e Ixodidae (117 espécies) (ONOFRIO et al.
2006). No Brasil, a fauna de carrapatos é composta por 63 especies com quatro géneros
em Argasidae: Argas (1 sp.), Antricola (3 spp.), Nothoaspis (1 spp.), Ornithodoros (16
spp.) (DANTAS-TORRES et al. 2009; LABRUNA, VENZAL 2009; NAVA et al.
2009; 2010a; DANTAS-TORRES et al. 2012a) e cinco géneros em Ixodidae:
Amblyomma (30 spp.), Dermacentor (1 sp.), Haemaphysalis (3 spp.), Ixodes (8 spp.) e
Rhipicephalus (2 spp.) que sdo consideradas endémicas ou estabelecidas no Brasil
(DANTAS-TORRES et al., 2009). Contudo é importante salientar que novos estudos
baseados em caracteres morfologicos e moleculares tem ampliado o0 nimero de espécies
existente no Brasil e na regido Neotropical, como ocorreu com a reavalia¢do do status
taxondbmico de Amblyomma cajennense que resultou na validacdo de A. mixtum e A.
sculptum, além da definicdo de trés novas espécies, A tonelliae n. sp., A. interandinum
n. sp., e A. patinoi n. sp. (NAVA et al. 2014).

O género Amblyomma tem distribuicdo geografica em todos os continentes,
exceto na Antartica. E o género mais abundante no territorio brasileiro com grande
importancia para saude publica por conter espécies vetores de agentes patogénicos
incluindo A. cajennense e A. aureolatum (LABRUNA et al. 2009; SZABO et al. 2013).



Sua importancia pode ser relacionada ao seu ciclo bioldgico trioxeno da maioria das
espécies 0 que faz com que a abrangéncia de hospedeiros parasitados seja maior do que
quando comparado a um carrapato de ciclo monoxeno (FONSECA, MARTINS, 2007;
NAVA et al. 2013). Além disso, a baixa especificidade principalmente nos estagios de
larva e ninfa faz com que muitas espécies de Amblyomma incluam em seu ciclo
diferentes classes de animais e o0 homem como hospedeiro (RAMOS et al. 2010).
Segundo Faccini e Battesti (2006), o comportamento de busca pelo hospedeiro pode
influenciar a especificidade parasitaria do carrapato que de acordo com Sonenshine
(1993) sdo descritos em dois tipos, carrapatos com comportamento de busca ativo e
passivo. Sdo passivas aquelas espécies que aguardam o hospedeiro “invadir” o ambiente
onde o carrapato se encontra (= “ambush strategy” — estratégia de emboscada). Ativas
sdo as espécies de carrapatos que saem em busca do hospedeiro percorrendo o solo,
escalando folhas de grama, facilitando seu encontro com o hospedeiro (= “questing
pose ” estratégia de busca). Dentro deste Gltimo grupo de carrapatos existem aqueles que
ou percorrendo o ambiente ou através de outros hospedeiros intermediarios buscam
estratégias que o levem ao habitat de seu hospedeiro preferencial sendo entdo chamados
de “hunter” (= cacador) (SONENSHINE, 1993; ALLAN, 2010). Ainda existem aqueles
carrapatos de habito nidicola, que desenvolvem todas as suas fases de vida livre nas
habitacdes ou locais de repouso de seu hospedeiro. Seus habitos nidicolas favorecem o
desenvolvimento de todas as fases subsequentes do ciclo de vida onde, esses ixodideos
tendem a se desprender dos hospedeiros, ao final do repasto sanguineo, quando este se
encontra no interior do abrigo. Desta maneira permite, entdo, que as demais fases nao
encontrem dificuldades em encontrar seu hospedeiro (LABRUNA, 2004). Assim, 0
encontro do carrapato com o hospedeiro ocorrera devido a percepcdo, pelo carrapato, de
estimulos liberados pelos hospedeiros (cairomonios) através do sistema sensorial na
superficie dorsal dos tarsos I, chamado 6érgdo de Haller, que esta presente em membros
da familia Ixodidae. Cerdas internas da capsula do 6rgdo de Haller estdo relacionadas
com a captacdo de estimulos hormonais e também a capacidade quimiorreceptora dos
carrapatos (SONENSHINE, 1993; ALLAN, 2010) exercendo, entdo, importante papel
na busca e na deteccdo pelo sitio de fixacdo no hospedeiro preferencial (FACCINI,
BARROS-BATTESTI, 2006; ALLAN, 2010).

O ambiente exerce importante influéncia na relacdo de especificidade do
carrapato e seu hospedeiro. Sendo assim, como carrapatos sdo adaptados a habitats
especificos, o encontro com seus hospedeiros normalmente se da em vertebrados
adaptados ao mesmo habitat. Com isso, pode-se estender a existéncia de uma associacdo
entre a distribuicdo geografica ocupada pelos carrapatos e a distribuicdo geografica
ocupada pela fauna de hospedeiros (KLOMPEN et al. 1996; ESTRADA-PENA, et al.
2013; NAVA, GUGLIELMONE, 2013).

1.2 Carrapatos parasitos de aves silvestres

Aves silvestres tém sido reportadas como hospedeiras de carrapatos nos mais
variados ambientes no Brasil e no mundo (HAMER et al. 2012; LUZ, FACCINI, 2013a;
SANDOR et al. 2014). A avifauna silvestre participa como hospedeira de diversas fases
do ciclo de carrapatos e € reportada frequentemente carreando fases imaturas de uma
variedade de espécies de ixodideos, contudo registros da presenca de carrapatos adultos
ndo sdo incomuns (SANTOS-SILVA et al., 2006; LABRUNA et al., 2007; JORDAN et
al., 2009; OGRZEWALSKA et al, 2009; TOLESANO-PASCOLI et al., 2010;



OGRZEWALSKA et al.,, 2011; LUZ et al. 2012; PACHECO et al., 2012; PASCOAL
etal., 2012; SANCHES et al., 2013).

A excecdo da familia Argasidae e do género Dermacentor, todos os demais
géneros de Ixodidae tém registros em aves silvestres (ARZUA et al., 2003, 2005;
BARROS-BATTESTI et al., 2003; LUZ et al., 2012; OGRZEWALSKA et al., 2012).
Dentre eles, Amblyomma é o género mais frequente em inquéritos da acarofauna
presente em diversos ecossistemas, demonstrando sua ampla distribuicdo e manutengéo
de ciclos no meio silvestre por todo territorio brasileiro (LABRUNA et al., 2007;
TOLESANO-PASCOLI et al., 2010; LUZ et al.,, 2012; PACHECO et al., 2012;
PASCOAL et al., 2012; COSTA-SANTOLIN et al., 2012; OGRZEWALSKA et al.,
2009, 2010, 2011, 2012, 2013; SANCHES et al., 2013).

Dentro de Amblyomma, a espécie que apresenta maior ocorréncia em aves
silvestres no Brasil é Amblyomma longirostre Koch, 1844, onde sdo principalmente
coletados nas fases de larva e ninfa (OGRZEWALSKA et al. 2008; LUZ, FACCINI
2013). Amblyomma longirostre € um carrapato duro possuindo principalmente
distribuicdo Neotropical. Registro desse carrapato ja foi anteriormente feito na
Argentina, Bolivia, Brasil, Coldémbia, Venezuela, Guiana Francesa, sul do México,
Panamé, Trinidad e Tobago e com relatos de estagios imaturos na regido Neartica
(BARROS-BATTESTI et al. 2006), Estados Unidos (MUKHERJEE et al. 2014),
Uruguai (VENZAL et al. 2005) e Peru (NAVA et al. 2010). No Brasil, A. longirostre
encontra-se distribuido por quase todo o territorio. Na regido sul do pais é encontrado
nos estados do Parand (ARZUA et al. 2005), Santa Catarina (MEDEIROS et al., 2011) e
Rio Grande do Sul (SOARES et al., 2009). Na regido Sudeste existem registros nos
estados de Minas Gerais (GUIMARAES et al., 2001), Rio de Janeiro (STORNI et al.
2005) e S&o Paulo (LABRUNA et al.,, 2007); na regido Nordeste no estado de
Pernambuco; Centro-Oeste no estado de Goias; e regido Norte nos estados do Acre,
Amazonas e Pard (GUIMARAES et al., 2001). A ordem Passeriformes é a mais
parasitada por esta espécie de ixodideo em suas fases imaturas (VENZAL et al. 2005;
NAVA et al. 2010; OGRZEWALSKA et al. 2008; OGRZEWALSKA, et al. 2012), com
registro em 18 familias das 33 registradas no Brasil (LUZ, FACCINI, 2013). As aves
registradas como sendo mais parasitadas por este carrapato sdéo Tachyphonus coronatus
(Vieillot) pertencente a Thraupidae e Turdus rufiventris Vieillot de Turdidae (LUZ,
FACCINI, 2013). Aves migratorias também tem desempenhado importante papel na
disseminacdo desta espécie de ixodideo pelo continente americano. E o caso da ave
Setophaga ruticila que tem ocorréncia no Norte do Brasil (Roraima e Amazonas)
(SIGRIST, 2009) e foi encontrada em Illinois, Chicago, EUA parasitada por uma ninfa
de A. longirostre (HAMER et al. 2012). A presenca deste carrapato em aves silvestres é
tdo frequente que ficou conhecido vulgarmente como "“carrapato do passarinho” ou
"brinco de passarinho™ que se deve ao fato deste ixodideo ser frequentemente
encontrado em aves e préximo ao ouvido das mesmas lembrando propriamente um
brinco (GUIMARAES et al., 2001). Sua intensa ocorréncia permitiu ainda que Labruna
et al. (2007) inferissem que o ciclo de A. longirostre estaria relacionado a ambientes
arboricolas, fato que explicaria a ocorréncia de A. longirostre em aves e mamiferos
arboricolas, principalmente Coendou spp., hospedeiros da fase adulta do carrapato, que
raramente visitam o chdo (SILVEIRA et al. 2008).

A segunda e a terceira espécie de carrapato mais frequentemente associada com
aves no Brasil sdo Amblyomma nodosum, encontrada em 13 familias e Amblyomma
aureolatum, presente em nove familias. A ave Turdus amaurochalinus, que tem habito
migratorio e Conopophaga lineata da familia Conopophagidae sdo reportadas como
hospedeiras de A. nodosum. Enquanto as espécies de aves mais parasitadas por A.



aureolatum estdo T. rufiventris e Troglodytes musculus (LUZ, FACCINI, 2013). Outras
espécies de carrapatos relatados em associagdo a aves no Brasil séo Amblyomma
calcaratum, Amblyomma ovale, Amblyomma coelebs, Amblyomma parkeri, Amblyomma
cajennense, Amblyomma naponense, Amblyomma humerale, Amblyomma geayi,
Amblyomma parvum, Amblyomma pseudoconcolor, Amblyomma pacae, Amblyomma
tigrinum (LUZ, FACCINI, 2013).

Nos outros géneros de Ixodidae, trés espécies de Ixodes foram registradas em
aves silvestres, sendo elas I. auritulus, I. paranaensis e I. fuscipes na Mata Atlantica do
Parand, duas de Haemaphysalis, H. juxtakochi, e H. leporispalustris na Floresta
Amazobnica de Ronddnia e Mata Atlantica de S&o Paulo e uma Rhipicephalus, R.
sanguineus no Cerrado de Minas Gerais (LUZ, FACCINI, 2013).

A ordem Passeriformes, além de concentrar o maior nimero de espécies de aves
no Brasil e no mundo, (SICK, 1997; CBRO, 2014; AVIBASE) possui a maioria dos
registros de parasitismo no Brasil. A revisdo realizada por Luz e Faccini (2013) reportou
1205 espécies de aves parasitadas onde Thamnophilidae, Tyrannidae, Furnariidae e
Thraupidae sdo as familias que apresentam maior nimero de espécies parasitadas. As
espécies dessa ordem estdo distribuidas por todos 0s biomas brasileiros dando a estas, o
importante papel na disperséo de ixodideos.

As demais ordens de aves comumente agrupadas como ndo Passeriformes
também apresentam registros de parasitismo por carrapatos. Sao registradas 16 ordens
ndo Passeriformes onde Columbidae pertencente a ordem Columbiformes e Trochilidae
e Apodidae agrupadas na ordem Apodiformes sdo as mais parasitadas. No Brasil,
carrapatos dos géneros Amblyomma e Ixodes foram coletados em aves néo
Passeriformes onde se inclui A. longirostre, A. cajennense, A. pacae, A. parkeri e A.
parvum (LUZ, FACCINI, 2013). Assim como em Passeriformes, A. longirostre também
é o ixodideo com maior prevaléncia dentro do grupo, registrado em beija-flores das
espécies Eupetomena macroura, Chlorostilbon lucidus e Thalurania glaucopis da
ordem Apodiformes e Malacoptila striata pertencente a Galbuliformes séo as espécies
mais parasitadas (LUZ, FACCINI, 2013). Aves ndo Passeriformes como Apodiformes
sdo hospedeiras potenciais de I. paranaensis (BARROS-BATTESTI, et al., 2003) e A.
calcaratum em Columbiformes (OGRZEWALSKA et al., 2009). Aves identificadas
como Vanellus chilensis pertencente a Charadriiformes de habitos terricola foram
capturados parasitados por Amblyomma cajennense (COSTA-SANTOLIN et al. 2012)
que também ocupam locais de pastos e campos abertos (LABRUNA et al. 2003).

A importancia do estudo do parasitismo em aves silvestres reside também no
fato da capacidade que esses hospedeiros tém de transportar carrapatos por longas
distancias atravessando barreiras geograficas. Aves de habitos migratérios ja foram
registradas parasitadas por ixodideos de importancia sanitaria a exemplo do |I.
scapularis e H. leporispalustris coletados infectados por B. burgdorferi nos EUA,
(HAMER et al. 2012) sendo também registradas em aves migratorias no Canada
(OGDEN et al. 2008); fazendo intercambio entre diferentes locais na Russia carreando
espécies como |. ricinus infectados com Babesia spp. e Rickettsias do grupo de febre
maculosa (GFM) (MOVILA et al., 2011) ou no Delta Dantbio uma importante reserva
da biosfera situado na Roménia (SANDOR et al 2014). O transporte de I. lividus através
da andorinha, Riparia riparia, foi considerado importante para a compreensdo do ciclo
de dispersdo de espécies de Rickettsia spp. do GFM no Reino Unido (GRAHAM, et al.,
2010). Algumas aves também recebem o mérito pela possivel introducdo de espécies de
carrapatos, antes sem registro de ocorréncia em determinadas regifes geogréaficas, como
é o0 caso da Noruega, onde anteriormente, ndo possuia registro de infestacdo por
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espécies de Dermacentor que passaram a ser registradas apds inspe¢des da avifauna
migratdria (HASLE, et al., 2009).

Diante do importante papel da avifauna como dispersora de carrapatos que
podem carrear microrganismos patogénicos, este capitulo objetivou analisar as espécies
de ixodideos parasitos de aves silvestres de trés regifes de Mata Atlantica com
diferentes influéncias antropicas, situada no municipio de Nova Iguagu, no estado do
Rio de Janeiro. Além disso, buscou ampliar o conhecimento das relaces ecoldgicas
existentes entre os carrapatos e seus hospedeiros naturais e ainda verificar a correlacdo
entre a prevaléncia de carrapatos e o grau de antropizagdo das areas analisadas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Areas de estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Nova Iguacu do estado do Rio de
Janeiro, situado na Regido Metropolitana da cidade do Rio de Janeiro. As capturas das
aves ocorreram no entorno do bairro do Tingua no periodo de maio de 2011 a abril de
2012 em trés pontos.

O bairro do Tinguda, segundo o Decreto Municipal de Nova lguacu 6629 de
2003, tem suas delimitacdes definidas a comecar no encontro do Rio Ana Felicia com o
antigo leito da Estrada de Ferro sub-ramal Cava-Tingua. O limite segue pelo antigo leito
da Estrada de Ferro sub-ramal Cava-Tingué até o Rio Iguagu, segue pelo leito deste rio,
a montante, até o Rio Paiol, segue pelo leito deste rio, a montante, até a Avenida Muniz
Barreto, segue por esta até a Avenida Olinda, segue por esta até o Aqueduto da
Cachoeira, segue pelo eixo deste aqueduto até o Rio Iguacu, segue pelo leito deste rio, a
montante, até o limite legal da Reserva Biologica do Tingua (Decreto Federal n.°
97.780, de 23 de maio de 1989), segue por este limite até 0 Rio Boa Esperanca, segue
pelo leito deste rio, a jusante, até o Rio Utum, segue pelo leito deste rio, a jusante, até o
Rio Tingua, segue pelo leito deste rio, a jusante, até o Rio Ana Felicia, segue pelo leito
deste, a montante, até o ponto inicial desta descrigéo.

O clima ¢ classificado como tropical umido do tipo Am (clima de moncéo
segundo Koeppen) tendo os meses de julho e agosto a estacdo seca e a média anual de
21,6°C e 0 més de janeiro como 0 més mais quente atingindo temperaturas de até
40,0°C que coincide junto ao més de dezembro como 0s meses mais chuvosos (LIMA,
2002). O clima nas regides montanhosas é classificado como mesotérmico de altitude.
Registros da precipitacdo na regido da Reserva Biologica do Tingua enumeram média
de 2.000 mm ao ano, sendo, contudo os meses do intervalo entre abril e agosto com a
precipitacdo média é de 80 mm por més (IBAMA, 2006).

O Ponto P01 (22°36' 57” S 43°24' 50”W) de captura das aves, chamado de
Industria, foi caracterizado por uma area de reflorestamento de mata ciliar do entorno do
rio Ana Felicia. As coletas se iniciaram enguanto o reflorestamento se encontrava em
estagio primario de regeneracdo onde as mudas avistadas mediam em torno de 50 cm de
altura no entorno do rio. No periodo dos meses de coleta foi observado a crescente
pressdo antropica que o ambiente sofreu e devido a implantacdo de uma fabrica na
margem norte do rio Ana Felicia. A influéncia consistia em pressdo sonora devido as
obras na fabrica, perda de area natural para a instalacgdo da mesma, além do intenso
fluxo de pessoas nas proximidades do local de coleta. Na margem sul no local onde
antes havia um pequeno morro, era possivel avistar a crescente retirada de sedimento do
mesmo no decorrer do ano de captura. Sendo assim, apos observacdes no decorrer do
periodo de execucdo deste trabalho, o POl foi considerado com uma &rea com
caracteristicas de intensa antropizacdo devido a expansao urbana ao redor (Figura 1).
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Figura 1. Area da Industria (P01) de coleta. A: Foto do ponto de coleta 01. Mudas do
entorno da mata ciliar com cerca de 1 ano e seis meses de plantio. Ao fundo parte das
obras devido a implantacdo da fabrica no decorrer do periodo de capturas. B: Imagem
de satélite do ponto de coleta 01 (P01). Marcador laranja mostra o ponto de captura.
Proximo a ele pode-se ver as obras provenientes da implantacdo da fabrica. Fonte:

GoogleEarth.

O Ponto P02 (22° 45' S 43° 05' 40" W) foi situado dentro da Reserva Bioldgica
do Tingué (Rebio-Tingud). A Rebio do Tingua € uma Unidade de Conservacao Federal
sendo classificada como area de protecdo méaxima, por ser Unidade de Prote¢éo Integral
segundo o Art. 10 da Lei do Snuc n° 9.985, de 18 de julho de 2000, que impde
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restricdes a interferéncia humana (BRASIL, 2000). Estd sob jurisdicdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA. Criada
através do Decreto n° 97.780 de 23 de maio de 1989, abrange uma area de 26.260 ha
com perimetro de cerca de 119 km. Esta localizada no estado do Rio de Janeiro, nos
municipios de Nova lguacu, Duque de Caxias, Petrépolis e Miguel Pereira (IBAMA,
1989). Inserida no bioma Mata Atlantica, a regido contém variedades estruturais devido
a declividade onde, de acordo com LIMA (2002), pode ser dividida em formacGes
vegetais do tipo Floresta Aluvial ocorrendo em éreas de baixada proximo a planicies
aluviais; Floresta Ombréfila Densa Sub-Montana presentes em &reas proximas as
elevacdes possuindo uma variacdo entre 50 e 500 m. Floresta Ombrofila Densa
Montana presente em encostas acima de 500 m sendo a principal formacdo abrangente
da Reserva estando visivelmente preservada principalmente por sitiar as nascentes dos
rios que abastecem a Baixada Fluminense. Floresta Ombrofila Densa Altomontana
formacdo arbdrea presente entre 1300 e 1500 m de altitude. Por ultimo a formacédo de
Campos de Altitude caracterizada com fisionomia ndo florestal dominadas por
gramineas, ciperaceas, orquideas e bromélias e pequenos arbustos, nos cumes das
serras, acima dos limites das florestas altomontanas (LIMA 2002).

A Rebio-Tingua estd inscrita pela UNESCO, desde mar¢o de 1991, como
Reserva da Biosfera da Mata Atlantica — RBMA do qual foi a primeira unidade da Rede
Mundial de Reservas da Biosfera declarada no Brasil sendo, alem disso, uma das
primeiras Unidades de Conservacdo (UCs) incluidas neste sistema de protecdo de areas
naturais e uma das mais importantes, ja que é a maior reserva da biosfera em area
florestada do planeta, abrangendo areas de 15 dos 17 estados brasileiros onde ocorre a
Mata Atlantica (Figura 2) (IBAMA, 2006).
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Figura 2. Mapa indicativo da abrangéncia da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica —
RBMA onde esta inserida a Reserva Biologica do Tingua no estado do Rio de Janeiro,
local escolhido como ponto 02 de captura das aves silvestres. Fonte: Plano de Manejo
Rebio-Tingué, 2006.

O local escolhido para as capturas situava-se em trilha que tangenciava a encosta
proximo a Caixa de Honorio Bicalho que recebe captacdo do rio Macuco estando sob
jurisdicio da Companhia Estadual de Aguas e Esgotos do Rio de Janeiro (CEDAE)
(Figura 3). Comparado aos demais locais de capturas, a Rebio-Tingua foi considerada a
menos antropizada das trés areas.
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Figura 3. Ponto 02 de captura dentro da Rebio-Tingua. A: trilha onde as redes de
neblina eram armadas, demonstrada em C. B: Codrrego afluente do rio Tingué proximo
ao local de captura.

O Ponto P03 (22°35'16.46" S 043° 24'13.76" W), também chamada de regido
Agricola, possuia uma area com plantacdes de pupunheiras (Bactris gasipaes),
jambeiros (Syzygium jambos), goiabeiras (Psidium guajava L.) e mandioca (Manihot
esculenta Crantz) onde parte da regido do entorno fluvial do rio Boa Esperanca foi
destinado ao reflorestamento da mata ciliar, que nos periodos de coleta estavam em
estagio primario de regeneracdo. Alguns animais possuiam livre acesso aos locais onde
eram realizadas as capturas como cachorros (Canis lupus familiaris Linnaeus 1758),
galinhas (Gallus gallus domesticus (Linnaeus 1758)) e bovinos (Bos taurus Linnaeus
1758). As redes de neblina foram armadas margeando o rio proximo a mata ciliar
reflorestada a margem sul do rio Boa Esperanca (Figura 4). Como a regido se tratava de
um local de laboro possuiam livre circulacdo de pessoas nos horarios de coletas sendo
considerado um local de intensa influéncia antrépica.
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¢Agricola (P03)

Image © 2014 DigitalGlobe (1(“)8'(‘ earth

B Data da 3/8/2012  22°35'14.82"S 43°24'13.13"0 elev. 37 m altitude do ponto de visdo 879 m

Figura 4. A: Foto do ponto de coleta P03 situado na regido Agricola. B: Imagem de
satélite do ponto de captura PO3 indicado com o icone laranja. Fonte GoogleEarth.

Os pontos se distanciavam em média 3 Km um do outro, ndo havendo qualquer
barreira geografica entre os mesmos indicando que a avifauna tinha acesso livre entre as
areas utilizadas para captura das aves silvestres (Figura 5).
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Figura 5. Mapas indicativos da localizacdo dos pontos de captura demonstrando a
distancia entre eles e a auséncia de barreira geografica que impessa o deslocamento

voluntario das aves silvestres encontradas no local.

2.2 Captura das aves silvestres

As capturas das aves silvestres foram realizadas mensalmente, entre maio de 2011 a
abril de 2012, nos trés pontos previamente escolhidos. As aves foram capturadas com
redes-de-neblina de 12 x 2,5 m com malha de 36x36 mm, isto é em redes de nylon, com
fios finos, pouco visiveis e muito leves, normalmente usadas para capturar aves e
morcegos em ambientes abertos. O tempo de coleta era de trés dias consecutivos (um
dia para cada ponto). Foram utilizadas 15 redes-de-neblina por coleta onde as mesmas
foram abertas ao nascer do sol, variando entre 5h30min e 6h30min conforme as estactes
do ano, e fechadas ao p6r do sol, entre 17h00min. e 18h00min.

Mesmo a rede-de-neblina ndo sendo capaz de oferecer qualquer perigo a
integridade fisica do animal capturado, durante as capturas as redes eram vistoriadas em
intervalos de 30 minutos, de modo a minimizar o estresse sofrido pela ave (Figura 6).
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AL
Figura 6. Ave capturada com rede-de-neblina sendo removida cuidadosamente de
modo a minimizar qualquer estresse sofrido pelo espécime capturado. A: Sporophila
caerulescens. B: Ramphodon naevius.

A contencdo da ave capturada foi feita manualmente utilizando-se luvas como
equipamento de protecdo individual (EPI). Apds a retirada da rede-de-neblina a ave foi
entdo acondicionada em sacos de algoddo limpos com a finalidade de minimizar o
estresse sofrido pelo animal, ja que a area limitada pelo saco de algoddo impede que a
mesma se movimente excessivamente correndo o risco de sofrer algum dano fisico
durante a captura (Figura 7C). Além disso, os sacos de algodao individuais impedem
que os ectoparasitos que eventualmente se desprendam da ave no momento da sua
captura entre em contado com outra ave capturada simultaneamente, causando uma
falha na analise de associacdo do hospedeiro com seu respectivo parasito.

Todas as aves capturadas parasitadas ou nao foram fotografadas como ferramenta
de auxilio de identificacao.
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Figura 7. A: tubo contendo RNA Later utilizado para 0 armazenamento dos carrapatos
coletados em campo nas aves silvestres. B: Cada carrapato coletado armazenado
individualmente em tubos de tampa com rosca, acondicionados em caixas proprias para
0 transporte da ave capturada da rede-de-neblina até o local de inspecdo do possivel
parasitismo. C: saco de algodao utilizado para o acondicionamento da ave capturada até
0 momento de sua anélise.

As aves capturadas foram marcadas de maneira indolor cortando-se a segunda

rémige primaria (Figura 8), de modo que esta metodologia tinha por finalidade somente
a verificacdo de recaptura da ave no mesmo dia de estudo.
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Figura 8. Marcacdo feita nas aves. A: Corte da segunda rémige priméria feita nas aves
capturadas. Ave fémea de Geothlypis aequinoctialis. B: Esquema mostrando a
nomenclatura utilizada para diferenciacdo das penas que recobrem a asa de uma ave.
Setas vermelhas indicam a segunda rémige primaria. Fonte da figura 8 B: Imagem de
José Claro da Fonseca Neto obtida em
http://www.cem.ufpr.br/litoralnotacem/guia/guiaaves.htm Acesso em marco de 2014.

A inspecdo quanto a presenca do possivel parasitismo por carrapatos foi efetuada
soprando-se a plumagem da ave de modo que a pele da mesma fosse exposta e 0s
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ixodideos presentes visualizados. A inspecdo foi executada em menor tempo possivel
sendo que a ave dificilmente foi liberada em tempo superior a 10 minutos. Foram
respeitados os respectivos locais de captura de modo que coincidissem com os locais de
soltura, sendo realizada vagarosamente e logo apds a marcacdo da ave.

Todos os procedimentos de manuseio efetuados estdo de acordo com a Instrucao
Normativa n® 27, de 23 de dezembro de 2002 e realizados com permissdo do IBAMA,
de acordo com processo 27967-2 (Anexo 1).

O esforco amostral foi obtido através do numero de horas em que a rede ficou
aberta multiplicada pelo nimero de redes utilizadas. Em cada area o esforgo amostral
foi de 2182h totalizando 6547h de esforco amostral na regido do Tingua.

A identificacdo e classificacdo dos espécimes capturados foi realizada de acordo
com Develey e Endrigo (2004), Sigrist (2007), Ferreira et al. (2010) e com o Comité
Brasileiro de Registros Ornitoldgicos (2014).

2.3 Coleta dos Carrapatos

Todos os carrapatos foram retirados manualmente ou com pingas, armazenados
individualmente em tubos com tampa de rosca contendo 500uL de RNAlater®
(Ambion). Os tubos foram etiquetados com o nome do hospedeiro, a area e a data da
coleta e mantidos a temperatura ambiente em caixas préprias, até que fossem levados ao
laboratorio. No laborat6rio os tubos contendo carrapatos foram alocados a 4°C até que
fossem identificados morfologicamente. Apds a identificacdo da espécie do ixodideo, 0s
carrapatos foram entdo submetidos ao congelamento a temperatura de -20°C (Figura 7
A, B).

Os carrapatos coletados na fase de ninfa foram identificados através da chave
dicotdmica para o género Amblyomma de Martins et al. (2010). Apos o inicio das
identificacOes, 34 ninfas foram classificadas como pertencentes a espécie A. longirostre.
Assim, foi considerada a possibilidade de que as larvas coletadas nas aves também
pertenceriam a esta especie. Foi iniciada entdo, a identificacdo através da descri¢do da
fase larval deste ixodideo a nivel especifico, aonde se chegou a conclusdo que através
dos caracteres morfologicos, a maioria das larvas coletadas também se tratava de A.
longirostre. Os caracteres utilizados para a identificacdo a nivel especifico das larvas
aléem das caracteristicas morfologicas, foram o par suplementar de “sensilllum”
campaniformes na regido dorsal do idiossoma, sendo o primeiro localizado abaixo do
escudo e o segundo logo acima do primeiro festdo, que s@o Unicos para a espécie
segundo Barros-Battesti, et al (2005). Para a confirmacdo da posicdo dos caracteres
mencionados por Barros-Battesti, et al (2005), alguns exemplares foram clarificados e
confirmados como A. longirostre.

As amostras foram submetidas a clarificacdo através da adicdo de 30uL de acido
latico 90%, colocados em laminas escavadas e aquecidas em estufa a temperatura de
56°C. O material foi inspecionado periodicamente e permaneceu neste meio por sete
dias até a diafanizacdo que possibilitasse a visualizacdo dos caracteres morfolégicos
(FLECHTMMAN, 1975). Larvas em estado de ingurgitamento avancado nao
permitiram uma visualizacdo confidvel dos caracteres determinantes para a espécie A.
longirostre, assim como larvas de outras espécies que foram identificadas somente até o
nivel de género. Esta metodologia foi utilizada haja vista que ndo existe uma chave
completa para larvas de espécies brasileiras do género Amblyomma. Todos os ixodideos
foram analisados com auxilio do microscopio estereoscépio marca Olympus modelo
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SZX2-1LLB com camera UC30 e projetada na tela através do programa CELL (Imaging
software for life sciences microscopy).

Exemplares dos carrapatos coletados neste estudo e identificados como A.
longirostre foram depositados na Colecdo Acaroldgica do Instituto Butantan (IBSP),
Sdo Paulo, estado de S&o Paulo - curadora Dra. D. M. Barros-Battesti (registros: 10.940;
10.941; 10.942).

2.4 ldentificagdo molecular de carrapatos

Carrapatos que ndo puderam ser identificados morfologicamente foram
submetidos a identificagdo molecular. O DNA dos ixodideos foi extraido seguindo o
protocolo fenol:cloroférmio (descrito detalhadamente no capitulo 3) e em seguida
amplificagdes através do protocolo “Hot Start-Touch-up” PCR, de um fragmento do
gene codificador do 16S DNAr mitocondrial dos carrapatos foram realizados. Os
iniciadores utilizados para tal reagdo da PCR gerou um produto de aproximadamente
460 pb (Tabela 1).

Em todos os ensaios, trés controles positivos foram utilizados para garantir a
eficiéncia da PCR sendo estes provenientes do DNA extraido de R. microplus que foi
diluido para conter as seguintes concentragdes (1ng/uL), (100 pg/pL) e (10 pg/uL) e
dois controles negativos. O primeiro controle negativo compreendia uma amostra em
que o DNA de teste foi substituido pela mesma quantidade de &gua para biologia
molecular, que foi adicionada ao tubo antes destes serem retirados do ambiente (livres
de DNA) no qual as misturas para a reacdo da PCR foram preparadas e distribuidas para
0s tubos de reacdo individuais. Este controle, denominado agua dentro, serviu para
confirmar que 0s componentes da mistura da reacdo estavam livres de DNA
contaminante. O segundo controle negativo denominado &gua fora, também foi
composto de um tubo pelo qual o DNA foi substituido por um volume equivalente de
agua para biologia molecular. No entanto, este tubo controle foi mantido no ambiente
(potencialmente contaminado por DNA), durante o periodo em que o DNA teste foi
adicionado aos tubos individuais, contendo aliquotas da mistura principal para PCR.
Este foi sempre o Gltimo tubo a ser preparado. Deste modo, o controle que foi intitulado
agua fora, serviu para determinar se havia ocorrido contaminagdo durante o processo de
adicdo de amostras de DNA teste nos tubos individuais de reacdo. Uma reacdo positiva
em qualquer controle negativo invalidava todas e quaisquer reacdes positivas registradas
com o DNA teste das amostras.

2.5 Sequenciamento

Os produtos das PCR foram entdo purificados com Exo-SAP-IT (GE Healthcare
Life Sciences) e submetidos ao sequenciamento através do “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit” Applied Biosystems. Os “amplicons” foram sequenciados em ambas
as diregdes utilizando os mesmos iniciadores utilizados na PCR, e a reagdo de “cycle
sequencing” foi realizada no termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems),
utilizando as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 96°C durante 60 segundos,
seguidos de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C para o anelamento
e quatro minutos a 60°C para a extensdo. Apos a reacdo, a remocdo dos nucleotideos
ndo incorporados foi feita através de precipitacdo com EDTA/etanol seguido por
ressuspensdo em 10 pL de formamida (Applied Biosystems). Todo o sequenciamento
foi realizado utilisando o sequenciador de DNA automatico (modelo 3500 Applied
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Biosystems), localizado no Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.
Alinhamento das sequéncias foi realizado utilisando o programa Sequencher® (Versao
5.1; Genecodes Corporation), e as sequéncias obtidas foram identificadas usando o
programa BlastN, junto ao banco de dados GenBank.
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Tabela 1. Iniciadores, mistura para PCR e condigGes do ciclo da PCR utilizado para amplificagdo do 16S DNAr mitocondrial.

Alvo Iniciadores Mistura para PCR | Tamanho do | Condig¢Ges da PCR Referéncias
para volume final de | produto
12,5uL
16S DNAr | LB Forward | 1x tampéo 460bp Ativacdo da Taqg Polimerase durante 5 minutos a | Mangold et al.
mitocondrial | 5°-CCG  GTC | 1,5mM MgCl; 94°C. Sete ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 | (1998)
TGA ACT | 0,2mM dNTPs segundos para 0 anelamento e 45 segundos para a
CAG ATC | 10mM de cada extensdo a 72°C. A temperatura de anelamento nos
AAG T-3° iniciador primeiros sete ciclos ¢ aumentada 0,3°C a cada
0,5 unidades de segundo, comecando em 47°C indo até 48,8°C. 33
LB Reverse 5°- | Platinum Tag DNA ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C,
GCT CAA | polymerase (Life 45 segundos para a extensdo a 72°C. A extensio
TGATTT TTT | Technologies, Brasil) final ocorre em 5 minutos a 72°C.
AAA TTG | 1mL do DNA
CTGT-3°
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2.6 Analise dos Dados

As prevaléncias de infestacdo (PI) foram calculadas através da razdo entre 0 nimero
de aves infestadas e o nimero de aves examinadas, multiplicado por 100. A intensidade média
de infestacdo (IMP) foi definida pelo nimero de carrapatos obtidos, dividido pelo total de
aves infestadas e a abundancia, foi registrada pelo nimero de carrapatos em uma Unica ave
(BUSH et al. 1997). Para verificar se 0 conjunto amostral seguia uma tem distribuicdo
Normal foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. Utilizou-se os testes ndo paramétricos do y2 para
comparar as Pls e Kruskall-Wallis para comparar as IMPs entre os pontos amostrados
aplicando o teste post hoc de Dunn no caso de probabilidades (p) menores que 0,05 (ZAR,
1999) através do programa BIOSTAT 5.0 (AYRES et al. 2007).

Foi elaborada uma curva de rarefacdo, usando o numero de espécies coletadas
correlacionada com o ndmero de individuos de cada espécie (SOBERO, LLORENTE 1993;
MORENO, HALFFTER 2000), de modo que fosse possivel analisar se a area foi
satisfatoriamente amostrada. Para analisar as diferencas em relacdo a riqueza de espécies nas
trés areas, foram realizadas curvas de rarefacdo de espécies com o programa PAST
(PAleontological STatistic, disponivel em http://folk.uio.no/ohammer/past/). A curva de
rarefacdo é realizada a partir da permutacdo de todos os individuos, aleatoriamente. Cada
ponto da curva representa a média dessas permutaces (1000). A rarefacdo gera o ndmero
esperado de espécies para a correspondente curva de acumulacdo, que € a curva
confeccionada com o total de espécies reveladas durante a coleta dos dados (GOTELLI;
COLWELL, 2001). A rarefacdo € uma técnica que permite a comparacdo de riqueza de
espécies de comunidades, pois reduz os dados amostrais para 0 mesmo nimero de individuos
(MAGURRAN, 2004).

A riqueza esperada de espécies de aves foi estimada empregando-se o indice de Chao-
1 (CHAO, 1984; COLWEL, CODDINGTON, 1994), obtido através da formula: SChao =
Sobs + (a2/2b), onde Sobs é o numero de espécies observadas (capturadas), a € o nimero de
espécies capturadas uma Unica vez e b € 0 numero de espécies representadas por duas
capturas. A partir do célculo desse indice, foi possivel estimar o percentual de quéo
completamente amostradas foram as areas de estudo, através do numero total de espécies
esperadas para cada localidade (HAMMER et al., 2001).

Para medir a diversidade de aves capturadas, foi calculado para a amostragem total, o
indice de Diversidade de Shannon-Winner, dado pela formula H’= - X pi In pi, onde pi é a
proporcao entre o numero de individuos de cada espécie e o numero total de individuos
capturados (n/N) e a comparacdo dos indices de diversidade obtidos foi realizado pelo test t
(MAGURRAN, 1988). Para avaliar a uniformidade na distribui¢do das espécies foi calculada
equitabilidade de Pielou (J°). A equitabilidade varia entre 0 e 1, e é considerada alta quando
maior que 0,5. Um baixo valor de equitabilidade significa que existe a dominancia de uma ou
mais espécies na comunidade estudada, enquanto equitabilidade alta significa distribuicdo
uniforme entre as espécies na amostra (MARTINS, SANTOS, 1999). Para calcular o indice
de diversidade e a equitabilidade foi usado o software PAST versdo 1.74 (HAMMER et al.,
2001). A riqueza foi considerada como o numero de espécies capturadas nas trés areas.

Graficos da distribuicdo de larvas e ninfas de Amblyomma longirostre foram feitos
a fim de verificar a dindmica da amostra coletada ao longo dos meses durante o periodo
de captura (EXCEL 14.0, OFFICE 2010).
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3 RESULTADOS

3.1 Aves Capturadas

Durante o periodo de captura, 625 aves representadas por 98 espécies divididas em 26
familias e sete ordens, ndo considerando as aves recapturadas no mesmo dia de campanha.
Dentre as 891 espécies que ocorrem na Mata Atlantica (LIMA, 2014), 690 aves foram
registradas no estado do Rio de Janeiro (SICK, 1997; FERREIRA et al, 2010), conferindo a
este estudo uma representatividade de 11% (98/891) da avifauna deste bioma e 14,2%
(98/690) das aves registradas no estado.

A ordem com maior nimero de espécimes capturados foi Passeriformes com 78,08%
(n=488) das aves. Nesta ordem foram coletadas 19 familias, dentre as quais a mais abundante
foi Thraupidae com 154 aves coletadas que também agrupou a espécie de ave mais capturada,
Volatinia jacarina (n=44) e as menos abundantes com somente um individuo foram Parulidae
com Geothlypis aequinoctialis e Tityridae com Pachyramphus viridis (Figura 9).
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Figura 9. Numero de aves pertencentes as familias da ordem Passeriformes capturadas no
periodo de maio de 2011 a abril de 2012 em regido de Mata Atlantica do estado do Rio de
Janeiro.

Outros Passeriformes foram capturados em numero elevado de espécimes como
Manacus manacus (n= 39), Stelgidopteryx ruficollis (n= 23), Tangara sayaca (n= 21) e
Elaenia flavogaster (n=21).

A prevaléncia de aves ndo Passeriformes capturadas foi de 21,92% (137/625) sendo
representadas pelas ordens Apodiformes, Columbiformes, Cuculiformes, Galbuliformes,
Piciformes e Trogoniformes. A ordem Apodiformes foi uma das ordens mais abundantes
dentre as aves ndo Passeriformes com 51,82% (n=71/137), sendo representada somente pela
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familia Trochilidae, onde 42% das aves capturadas (30/71) pertenciam a Ramphodon naevius
e 35,2% (25/71) a Thalurania glaucopis. Columbiformes foi a segunda ordem mais abundante
com 41,6% (57/137) onde Columbina talpacoti foi a espécie mais representativa com 94,7%
(54/57) das capturas.

Com relagdo aos diferentes pontos de coleta, a area referente a Industria (PO1) foi a
que apresentou maior abundancia de aves silvestres, representada por 45,44% (284/625) do
total de aves do estudo. Destas, 20,08% (57/284) foram representadas por ordens nao
Passeriformes e 79,92% (227/284) por aves Passeriformes. Entre as familias da ordem
Passeriformes membros de Thraupidae (n= 92) foram as mais capturadas onde Volatinia
jacarina (n= 25) foi a mais abundante. A segunda mais capturada foi Tyrannidae (n=43) com
maior numero de individuos classificados como Elaenia flavogaster (n= 17). Em terceiro
lugar estiveram Estrildidae, somente com Estrilda astrild (n= 18) e Pipridae também com
uma Unica espécie Manacus manacus (n= 18). Dentre as aves ndo Passeriformes,
Columbiformes representada por 77,19% (44/57), teve maior abundéncia entre as aves
capturadas, com Columbina talpacoti (n=42) que foi a espécie com maior nimero de
individuos e Leptotila verreauxi (n=2).

Na area da Rebio-Tingué (P02) foram coletadas 27,36% (171/625) de todas as aves do
estudo, onde 73,1% (125/171) pertenceram a Passeriformes e 26,9% (46/171) foram
representadas por ordens ndo Passeriformes. A familia mais representativa dentro de néo
Passeriformes foi Trochilidae (Apodiformes) com 89,13% (41/46) sendo as espécies mais
abundantes Ramphodon naevius (n=21) e Thalurania glaucopis (n=17). Entre as aves
Passeriformes, Dendrocolaptidae, além de ser a familia mais prevalente com 23,2% (29/125),
sO foi coletada nesta area de estudo, onde Dendrocincla turdina (14 individuos) foi a espécie
mais abundante.

Na area Agricola (P03) foram capturadas 27,20% (170/625) das aves presentes no
estudo, com 80,12% (137/171) de Passeriformes, e 19,88% (34/171) de aves nao
Passeriformes. Volatinia jacarina (n=19; Thraupidae n=56), assim como na area da Industria,
e Thalurania glaucopis (n=8; Trochilidae n=20), foram as espécies mais abundantes em
Passeriformes e ndo Passeriformes, respectivamente.

Quanto as riquezas estimadas para cada area amostrada, o indice de Chao-1 foi de 77
espécies para a Industria (P01), e indicou que o inventario para esta area esta 62,33% (48/77)
completo. Para a Rebio-Tingua (P02), o indice de Chao-1 foi de 66 espécies, e estd 72,72%
(48/66) concluidos e a area Agricola (P03), que foi a area que apresentou dados da maior
parte da riqueza amostrada, se apresentou 79,66% (47/59) completa, das 59 espécies
estimadas (indice de Chao-1) para este ponto de captura.

O valor da equitabilidade de Pielou (J’) da comunidade de aves capturadas no P01 foi
de J’= 0,83, para o P02 J°’=0,86 e para o P03 J’= 0,90 demonstrando uma quase que
uniformidade na comunidade de aves capturadas, ndo havendo assim, espécies dominantes
nos ambientes amostrados. Quando a riqueza das aves coletadas foi comparada entre os trés
pontos de captura, observou-se para a Industria o indice de diversidade de Shannon-Winner
de H’= 3,23 (48 spp, n= 284), para a Rebio-Tingua de H’=3,34 (48 spp, n= 171) e finalmente
para a area Agricola de H’=3,49 (47 spp, n=170). Quanto a comparagdo entre os indices de
diversidade, o teste t mostrou diferenca significativa entre as areas da Industria (P01) e
Agricola (P03) (t= 2,28; p=0,022), indicando que a &rea de captura P03 teve maior
diversidade do que a P0O1. Entre as areas da Industria e da Rebio-Tingua (P02) ndo houve
diferenca significativa quanto a riqueza de aves amostradas (t= -0,60; p= 0,545) assim como
entre a Rebio-Tingua e a area Agricola (t= -1,41; p=0,158).
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3.2 Carrapatos Coletados em Aves Silvestres

A ocorréncia de aves parasitadas foi de 17,44% (109/625) onde foram coletados 458
carrapatos, sendo 88,2% (404/458) no estagio de larva (LL) e 11,8% (54/458) no estagio de
ninfa. A maioria dos carrapatos, 99,8% (457/458), foi coletada em aves Passeriformes, sendo
somente um carrapato coletado em Leptotila verreauxi da ordem Columbiformes.

Em Passeriformes, Dendrocolaptide (representada por seis espécies) foi a familia que
apresentou a maior abundancia de carrapatos coletados, representando 49,12% (225/458) de
carrapatos coletados no estudo. A prevaléncia de parasitismo nessa familia foi de 62,06%
(18/29) resultando assim, em uma IMP de 12,5 (225/18) carrapatos/ave, identificados como A.
longirostre, A. varium, A. ovale e A. naponense (Tabela 2).
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Tabela 2. Carrapatos coletados em aves da familia Dendrocolaptidae capturadas em Nova Iguagu- RJ.

No A Intensidade
Espécie Infestadas/N Prevgi/lenma Meédia de Carrapatos
0 capturadas (%) Parasitismo Larvas/Ninfas (Amblyomma)
A.longirostre  A.varium A.naponense A.ovale
Dendrocincla 11/14 78,6 5,4 54/5 0/0 0/0 1/0
turdina
Xiphorhynchus 3/6 50 13,6 39/0 0/2 0/0 0/0
fuscus
Xiphorhynchus 2/2 100 60,0 119/0 0/0 1/0 0/0
guttatus
Sittasomus 2/3 66,6 2,0 31 0/0 0/0 0/0
griseicapillus
Total 18/25 72 12,5 215/6 0/2 1/0 1/0
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Amblyomma longirostre foi visivelmente dominante nas infestagcbes encontradas nas
aves coletadas pertencentes a Dendrocolaptidae.  Dendrocincla turdina apresentou 78,6%
(12/14) de prevaléncia de parasitismo e, considerando o relativo nimero de aves parasitadas
desta familia (n=18), esta espécie teve grande representatividade dentro das aves parasitadas.
Xiphorhynchus guttatus (n=2) apresentou maior abundancia de carrapatos e intensidade de
infestacdo no presente estudo (n=120, IMP= 60), contudo esses carrapatos foram coletados
em apenas dois espécimes capturados, sendo um deles encontrado com 99 carrapatos. Este
dado eleva o valor da IMP desta espécie que por consequéncia influencia no valor de IMP
desta familia. Assim, retirando os 99 carrapatos do conjunto de dados, a IMP para X. guttatus
e para Dendrocolaptide, respectivamente, é 21 e 7,41 (126/17) de carrapatos/ave (Figura 10).

Figura 10. Xiphorhynchus guttatus (Passeriformes: Dendroco‘laptidae) capturad na area da
Rebio-Tingu4, regido de Mata Atlantica situada no estado do Rio de Janeiro. Ave encontrada
parasitada por 99 carrapatos onde alguns desses estdo demonstrados pela seta branca.

Xiphorhynchus fuscus foi a segunda ave com maior intensidade média de parasitismo
(IMP de 13,66) parasitadas por A. longirostre onde um dos trés individuos capturados
parasitados apresentava uma alta infestacdo com 35 carrapatos.

A menor IMP registrada para Dendrocolaptidae foi para S. griseicapillus com 2
carrapatos/ave, coletada parasitada por A. longirostre.

Thraupidae (n= 154) foi a segunda familia em abundancia de carrapatos (n=65), e
apresentou uma prevaléncia de parasitismo de 14,93% (23/154) dentre as aves capturadas,
IMP de 2,82 (65/23) carrapatos/ave parasitada e 14,19% (65/458) dos carrapatos coletados no
estudo identificados como A. longirostre, A. nodosum Amblyomma sp. e Haemaphysalis sp.

Nesta familia, a espécie Tachyphonus coronatus foi a que apresentou maior IMP
(10,66 (32/3)) dentre as espécies capturadas onde foram identificados A. longirostre e
Amblyomma sp.
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Outras espécies capturadas que compartilham os mesmos habitos de T. coronatus
como Lanio melanops, Tangara sayaca, Saltator similis, Dacnis cayana e Tangara ornata
também foram encontradas parasitadas por A. longirostre. 1sso reforca a possivel utilizacéo
deste ambiente também por este ixodideo.

Volatinia jacarina, espécie mais abundante em Thraupidae (n= 44), teve IMP de um
carrapato por ave (6/6) identificados como A. longirostre e Haemaphysalis sp. e somente um
individuo de Tiaris fuliginosus foi capturado e nele foi coletada uma ninfa de A. nodosum.

Pipridae (n= 51) foi a terceira familia com maior abundéancia de carrapatos (n= 56),
com uma prevaléncia de 45,1% (23/51) de aves parasitadas, IMP de 2,43 (56/23)
carrapatos/ave e, 12,22% (56/458) dos carrapatos coletados. Os carrapatos coletados foram
identificados como A. longirostre (LL= 34, NN= 9), A. nodosum (NN= 5), Amblyomma sp.
(LL=18).

No presente inquérito, Manacus manacus foi a espécie mais parasitada de Pipridae e
apresentou 56,4% (22/39) de parasitismo onde foram coletados 55 (12%) carrapatos sendo 42
identificados como A. longirostre assim, atingiu uma IMP de 2,5 (55/22) carrapatos por ave
parasitada. Detalhes do parasitismo estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Espécies de carrapatos parasitando aves silvestres capturadas na Mata Atlantica do
Rio de Janeiro, Brasil. Periodo de maio de 2011 a abril de 2012.

N° infestadas/ 0 N°
N° capturadas P(%) IMP Carrapatos

Ordem, Familia Espécie
carrapatos

Columbiformes
Columbidae Leptotila verreauxi 1/2 50,0 1,0 1 L: Alo*
Bonaparte, 1855
Passeriformes

Cardinalidae Habia rubica 3/5 60,0 1,0 3 L: Alo
(Vieillot, 1817)
Dendrocolaptidae Xiphorhynchus 22 100,0 60,0 120 L: Alo, Ana*
guttatus
(Lichtenstein,1820)
Xiphorhynchus 3/6 50,0 13,6 41 L: Alo, Asp
fuscus (Vieillot,
1818)
N: Ava*
Dendrocincla 11/14 78,6 5,4 60 L: Alo, Aov
turdina
(Lichtenstein, 1820)
N: Alo
Sittasomus 2/3 66,6 2,0 4 L: Alo
griseicapillus
(Vieillot, 1818)
Formicariidae Formicarius colma 1/2 50,0 1,0 1 N: Aca*
Boddaert, 1783
Furnariidae Phacellodomus 1/7 100,0 2,0 2 N: Aca*,
rufifrons (Wied, Hsp*
1821)
Philydor 2/6 33,3 3,0 6 L:Alo*,
atricapillus (Wied, Asp*
1821)
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Fringillidae

Hirundinidae

Pipridae

Rhynchocyclidae

Tityridae

Thamnophilidae

Thraupidae

Automolus
leucophthalmus
(Wied, 1821)
Euphonia
xanthogaster
Sundevall, 1834

Stelgidopteryx
ruficollis
(Vieillot, 1817)
Manacus manacus
(Linnaeus, 1766)

Dixiphia pipra
(Linnaeus, 1758)
Mionectes
oleagineus
(Lichtenstein, 1823)
Mionectes
rufiventris Cabanis,
1846

Todirostrum
cinereum
(Linnaeus, 1766)
Leptopogon
amaurocephalus
Tschudi, 1846
Pachyramphus
viridis

(Vieillot, 1816)
Thamnophilus
palliatus
(Lichtenstein, 1823)

Dysithamnus
stictothorax
(Temminck, 1823)
Tachyphonus
coronatus (Vieillot,
1822)

Tangara sayaca
(Linnaeus, 1766)

Saltator maximus
(Statius Muller,
1776)

Dacnis cayana
(Linnaeus, 1766)
Saltator similis
d'Orbigny &
Lafresnaye, 1837
Tangara palmarum
(Wied, 1823)
Tangara ornata
(Sparrman, 1789)
Lanio melanops
(Vieillot, 1818)

1/2

1/1

1/23

22/39

1/2

37

2/7

11

2/5

11

5/11

11

3/3

2121

172

1/9

2/5

1/4

11

212

50,0

100,0

4,3

56,4

50,0

42,8

28,6

100,0

40,0

100,0

45,5

100,0

100,0

9,5

50,0

111

40,0

25,0
100,0

100,0

8,0

1,0

2,5

1,0

7,3

2,0

2,8

4,0

10,6

1,0

3,0

1,0

2,5

55

22

14

32

L: Alo

L: Alo

N: Alo
N: Alo*

L: Alo, Asp

N: Alo, Ano
N: Alo

L: Alo

L: Asp

L: Alo*

L: Alo, Asp

L: Asp*

L: Alo*, Asp

N: Alo,
Ano*, Aca
L: Alo*

L: Alo, Asp

L: Alo

N: Alo
L: Alo

N: Alo*
L: Alo

L: Alo, Asp

L: Asp
N: Alo*

L: Alo, Asp
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Troglodytidae

Turdidae

Tyrannidae

Vireonidae

Xenopidae
Piciformes
Picidae

Trogoniformes
Trogonidae

Sporophila
caerulescens
(Vieillot, 1823)

Volatinia jacarina
(Linnaeus, 1766)

Tiaris fuliginosus
(Wied, 1830)
Haplospiza
unicolor Cabanis,
1851

Troglodytes
musculus
Naumann, 1823
Turdus rufiventris
Vieillot, 1818
Turdus albicollis
Vieillot, 1818

Turdus
amaurochalinus
Cabanis, 1850
Turdus leucomelas
Vieillot, 1818
Myiarchus ferox
(Gmelin, 1789)
Pitangus
sulphuratus
(Linnaeus, 1766)
Elaenia flavogaster
(Thunberg, 1822)
Fluvicola nengeta
(Linnaeus, 1766)
Camptostoma
obsoletum
(Temminck, 1824)
Myiozetetes similis
(Spix, 1825)
Attila rufus
(Vieillot, 1819)
Hylophilus
thoracicus
Temminck, 1822
Xenops minutus
(Sparrman, 1788)

Picumnus cirratus
Temminck, 1825

Trogon rufus
Gmelin, 1788

2/20

6/44

1/1

1/2

1/14

1/8

2/18

1/2

1/2

1/5

1/14

2121

1/3

11

1/3

2/6

1/4

11

1/3

11

10,0

13,6

100,0

50,0

7,1

12,5

111

50,0

50,0
20,0

7,1

9,5
33,3

100,0

33,3
33,3

25,0

100,0

33,3

100,0

3,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

2,0

1,0

1,0
1,0

1,0

1,0
1,0

1,0

3,0
6,5

1,0

3,0

2,0

1,0

L: Asp

N: Alo
L: Alo*,
Asp, Hsp*
N: Alo

N: Ano*

L: Alo

L: Hsp*

L: Asp
L: Alo, Asp

N: Alo
N: Alo

L: Alo
N: Alo

L: Alo

N: Alo
L: Hsp*

N: Alo*

L: Alo, Asp
L: Alo*, Asp

L: Alo*

L: Alo

N: Alo

L: Alo*

N: Aco*

P(%): prevaléncia de parasitismo; IMP: Intensidade meédia de parasitismo; L, larva; N, ninfa; Aca,
Amblyomma calcaratum; Aco, Amblyomma coelebs; Alo, Amblyomma longirostre; Ano, Amblyomma
nodosum; Ava, Amblyomma varium; Ana, Amblyomma naponense; Aov, Amblyomma ovale; Asp,
Amblyomma sp.; Hsp, Haemaphysalis sp. * Novos registros de hospedeiros para a Mata Atlantica.
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Somente fases imaturas (larvas e ninfas) foram encontradas, onde 99% (n=453) eram
do género Amblyomma: Amblyomma longirostre (LL= 345; NN= 34), Amblyomma nodosum
(NN= 13), Amblyomma calcaratum (NN= 3), Amblyomma varium (NN= 2); Amblyomma
coelebs (NN=1), Amblyomma naponense (LL= 1), Amblyomma ovale (LL=1) e Amblyomma
sp. (LL= 53). O género Haemaphysalis sp. foi representado por uma ninfa e quatro larvas,
correspondendo a 1% dos carrapatos coletados (Tabela 4).

Novos hospedeiros de carrapatos parasitos de aves silvestres na Mata Atlantica foram
observados para A. longirostre: L. verreauxi, V. jacarina, P. atricapillus, S. ruficollis, T.
cinereum, T. palliatus, D. stictothorax, S. maximus, T. ornata, C. obsoletum, A. rufus, H.
thoracicus e P.cirratus; para A. nodosum: T. fuliginosus e T. palliatus; para A. calcaratum: P.
rufifrons, F. nengeta e F. colma; para A. coelebs: T. rufus; para A. varium: X. fuscus; A.
naponense: X. guttatus; para Haemaphysalis sp: V. jacarina, P. rufifrons e T. musculus
(Tabela 3).

Tabela 4. Abundancia e prevaléncia das espécies de carrapatos coletadas em aves silvestres
capturadas na Mata Atlantica, Rio de Janeiro, Brasil. Periodo de maio de 2011 a abril de
2012.

Espécies de

carrapatos Abundéncia  Larvas/Ninfas Prevaléncia (%)
A. longirostre 379 345/34 82,75
A. nodosum 13 0/13 2,84
A. calcaratum 3 0/3 0,65
A. coelebs 1 0/1 0,22
A. naponense 1 1/0 0,22
A. ovale 1 1/0 0,22
A. varium 2 0/2 0,44
Amblyomma sp. 53 53/0 11,57
Haemaphysalis sp 5 4/1 1,09
Total 458 404/54 100

Amblyomma longirostre foi a espécie mais frequente, sendo encontrada em 79,6%
(39/49) das espécies parasitadas, 70,64% (77/109) dos individuos parasitados e IMP de 4,9
(379/77) carrapatos por ave parasitada, sendo assim o ixodideo mais abundante (n=379).

Larvas pouco ingurgitadas permitiam a visualizacdo de caracteres inerentes a espécie
A. longirostre que puderam ser identificadas com base nas caracteristicas morfoldgicas da
presenca do par suplementar de “sensilllum” campaniformes situados no dorso do idiossoma
(Figura 11) que segundo Barros-Battesti et al (2005) permitem a diferenciacdo desta espécie
das demais larvas do género Amblyomma que possuem descricdo até o momento. E
importante notar que as identificacGes geradas foram realizadas com estereomicroscépio com
base no exame de caracteristicas morfologicas, sem clarificacdo dos carrapatos. Isso foi
necessario, uma vez que 0s carrapatos serdo submetidos a analise molecular em uma data
posterior, com o objetivo de avaliar suas microbiotas. Além disso, no momento da
identificacéo, a técnica de extracdo de DNA microbiano ndo havia sido definida (ver abaixo).
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No entanto, a fim de validar a técnica utilizada para identificacéo, foi tomada a deciséo
de extrair o DNA, utilizando o protocolo fenol:cloroformio (Capitulo 111), a partir de um
subconjunto (106) de carrapatos identificados morfologicamente como larvas de A.
longirostre. Andlises do sequenciamento identificaram todas as amostras com 100% de
similaridade com A. longirostre e serviu para validar totalmente as identificacOes
morfoldgicas. As sequencias foram depositadas no GenBank.

Figura 11. Larvas de Amblyomma longirostre. Superficie dorsal do idiossoma. A e B:
Espécimes clarificados com acido latico. Setas pretas mostram os dois “sensilllum”
campaniformes dorsais (Scdl, Scd2). C e D: larvas ndo tratadas observadas em microscépio
estereoscopico. As setas brancas mostram os dois “sensilllum” campaniformes dorsais. Scdl
em C e Scd2 em D. Abreviagdes: Gn, gnatossoma; An, anus; Sc, escudo; SCd, “sensilllum”
campaniformes dorsais (1 e 2); Fs, primeiro festdo. Barra de escala: A, B =0,05 mm; C, D =
0,2 mm.

Outro aspecto relevante do presente estudo foi com rela¢do a distribuicdo das formas
imaturas de A. longirostre ao longo do ano de coleta. Apesar das coletas terem sido realizadas
durante um ano e da auséncia de dados relativos & presenca de adultos, foi possivel observar a
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distribuicdo neste periodo de larvas e ninfas. Larvas foram claramente dominantes nos meses
mais quentes e Umidos (dezembro a abril), contudo mesmo seu pico tendo ocorrido no més de
janeiro foi possivel coletar larvas até julho (Figura 12 A). J& a ocorréncia de ninfas foi baixa
ao longo do ano com dois pequenos picos um em junho e outro em outubro (Figura 12 B).
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N

Figura 12. Distribuicao dos carrapatos coletados ao longo do ano de captura para larvas (A) e
ninfas (B) de Amblyomma longirostre parasitando aves silvestres em regido de Mata Atlantica
do estado do Rio de Janeiro. Os carrapatos foram coletados no periodo de um ano, tendo
inicio em maio de 2011 até abril de 2012.
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Amblyomma nodosum foi a segunda espécie mais abundante parasitando aves no
presente estudo (Tabela 4). Esta espécie foi coletada em M. manacus (NN=5), T. fuliginosus
(NN=1) e T. palliatus (NN=7) com uma IMP de 4,33 carrapatos por ave parasitada. Este € o
primeiro relato do parasitismo de ninfas de A. nodosum em Tiaris fuliginosus e Thamnophilus
palliatus na Mata Atlantica.

Amblyomma varium (NN=2) coletado parasitando X. fuscus, assim como A. coelebs
(NN=1) coletado em T. rufus foram as Unicas espécies de ixodideos encontradas nestes
individuos com uma prevaléncia de parasitismo de 0,43% e 0,22%, respectivamente.
Diferente do parasitismo registrado de A. naponense (LL=1) em X. guttatus e A. ovale (LL=1)
em D. turdina, ambos com prevaléncia de 0,22%, encontrados em infestagdo mista com A.
longirostre nestas aves. Uma ninfa de A. calcaratum também foi coletada em infestacdo mista
com Haemaphysalis sp. (NN=1) em P. rufifrons. Em T. palliatus foi coletado A. calcaratum
(NN=1) e uma larva identificada como Amblyomma sp., entretanto, informag6es da possivel
infestacdo mista nesta ave sO serdo possiveis apds a identificacdo desta larva a nivel
especifico. Somente na ave F. colma, A. calcaratum (NN=1), foi coletado isoladamente,
assim como os demais ixodideos identificados como larvas de Haemaphysalis sp que foram
coletados nas aves V. jacarina (LL=2), F. nengeta (LL=1) e T. musculus (LL=1).

A auséncia de chave para identificacdo de fases imaturas do género Haemaphysalis e
para larvas de Amblyomma impossibilitou a classificacdo destes ixodideos através de dados
morfologicos. Além disso, as larvas identificadas como Amblyomma sp. (LL=53) ndo
puderam ser classificadas a nivel especifico, pois foram coletadas em um estagio de
ingurgitamento tdo avancado, que impossibilitou a visualizagdo dos caracteres utilizados para
identificacdo de larvas de A. longirostre.

Dentre as 98 espécies de aves capturadas, 49 (n=109 individuos) foram encontradas
parasitadas por pelo menos um carrapato. A IMP total de carrapatos nas aves parasitadas foi
de 4,2 (458/109), quando a amostra com 99 carrapatos encontrados em X. guttatus foi incluida
e de 3,3 (359/108) quando esta ave é retirada das analises dos dados. E importante mencionar
que dentro dos grupos de aves capturadas que ndo apresentaram parasitismo por carrapatos,
Passeriforme foi a que apresentou maior abundancia (n=126). Outras trés ordens, também,
ndo apresentaram parasitismo por carrapatos: Apodiformes, Cuculiformes e Galbuliformes.
Em Apodiformes, Trochilidae foi a familia com maior abundancia de aves capturadas e ndo
parasitadas com 71 espécimes. (Tabela 5).

Tabela 5. Relacdo de aves silvestres capturadas e ndo parasitadas em regido de Mata
Atlantica do Rio de Janeiro no periodo de maio de 2011 a abril de 2012.

Ordem Familia Espécies Abundancia

Thalurania glaucopis (Gmelin,

Apodiformes  Trochilidae 1788) 25
Glaucis hirsutus (Gmelin, 1788) 5
Ramphodon naevius (Dumont,
1818) 30
Eupetomena macroura (Gmelin,
1788) 9
Phaethornis pretrei (Lesson &
Delattre, 1839) 1
Phaethornis eurynome (Lesson,
1832) 1
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Columbiformes Columbidae

Cuculiformes  Cuculidae

Galbuliformes Galbulidae
Passeriformes  Estrildidae
Thraupidae

Fringillidae

Furnariidae

Xenopidae
Hirundinidae
Parulidae
Pipridae

Rhynchocyclidae

Columbina talpacoti
(Temminck, 1811)

Geotrygon montana (Linnaeus,
1758)

Crotophaga ani Linnaeus, 1758
Guira guira (Gmelin, 1788)
Galbula ruficauda Cuvier, 1816
Estrilda astrild (Linnaeus, 1758)
Coereba flaveola Cabanis, 1847
Conirostrum speciosum
(Temminck, 1824)
Hemithraupis flavicollis
(Vieillot, 1818)

Lanio cristatus (Linnaeus, 1766)
Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766)
Sporophila angolensis
(Linnaeus, 1766)

Sporophila collaris (Boddaert,
1783)

Sporophila frontalis (Verreaux,
1869)

Sporophila nigricollis (Vieillot,
1823)

Sporophila sp

Tangara seledon (Statius
Muller, 1776)

Thlypopsis sordida (d'Orbigny &
Lafresnaye, 1837)

Euphonia violacea (Linnaeus,
1758)

Euphonia chlorotica (Linnaeus,
1766)

Certhiaxis cinnamomeus
(Gmelin, 1788)

Furnarius rufus (Gmelin, 1788)
Furnarius figulus (Lichtenstein,
1823)

Xenops rutilans Temminck,
1821

Pygochelidon cyanoleuca
(Vieillot, 1817)

Geothlypis aequinoctialis
(Gmelin, 1789)

Chiroxiphia caudata (Shaw &
Nodder, 1793)

Hemitriccus nidipendulus
(Wied, 1831)

Corythopis delalandi (Lesson,
1830)
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Piciformes
Total

Onychorhynchidae
Turdidae

Tyrannidae

Dendrocolaptidae

Ramphastidae

Hemitriccus orbitatus (Wied,
1831)

Hemitriccus sp.

Tolmomyias sulphurescens
(Spix, 1825)

Myiobius barbatus (Gmelin,
1789)

Turdus flavipes Vieillot, 1818
Myiophobus fasciatus (Statius
Muller, 1776)

Capsiempis flaveola
(Lichtenstein, 1823)
Tyrannus melancholicus
Vieillot, 1819

Elaenia chiriquensis Lawrence,
1865

Tyrannus albogularis
Burmeister, 1856
Lepidocolaptes angustirostris
(Vieillot, 1818)
Xiphocolaptes albicollis
(Vieillot, 1818)

Ramphastos vitellinus
Lichtenstein, 1823

256

Ao se comparar 0 parasitismo nas trés areas estudadas foi observada uma relacéo
positiva para a P(%) de parasitismo para a Rebio-Tingua (P02), porém, ndo houve diferenca
para IMP de carrapatos parasitando aves silvestres entre esta area e a area da Industria (PO1).
Contudo, as areas POl e P02 foram diferentes quanto a IMP da regido Agricola (P03)
mostrando que a média de parasitismo destes dois pontos de coleta (PO1 e P02) foi realmente
maior. Ainda, com relacdo a infestacdo elevada encontrada na Rebio-Tingua, de modo a evitar
que os dados de X. guttatus mascarassem a estatistica da comparacdo aplicada entre as
prevaléncias (P) e intensidades média de parasitismo (IMP) das areas de coleta, foi decidido
também trabalhar os dados retirando esta ave com seus carrapatos da amostragem (P022).
Entretanto, os resultados se mantiveram como quando esta ave com 99 carrapatos estava
inclusa (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacdo do parasitismo de aves silvestres capturadas em tés areas de estudo
situadas na Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro. O teste de qui-quadrado utilizado para
comparacdo das Prevaléncias e Kruskall-Wallis para intensidade média de parasitismo (IMP)

a 5% de significancia.

Local Coordenadas Hospedeiros

EX NC PAR  P(%) IMP

P01 22°36 S 43°25'15”W 284 85 42 14.8a 2,0a
(1-16)

P02 * 22°45'S43°05'40" 171 351 54 31,5b 6,5a
w (1-99)

P02? 22°45'S 43°05'40" 170 252 53 31,1b 4,7 a
w (1-35)

P03 22°35'S43°24'W 170 22 13 7.6C 1,7b
(1-7)

EX: NUmero de aves examinadas; NC: nimero de carrapatos coletados; PAR: Numero de
aves parasitadas; P(%) prevaléncia de parasitismo; IMP: intensidade média de parasitismo.
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% de significancia.
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4 DISCUSSAO

4.1 Aves Capturadas

Estudos anteriores envolvendo capturas de aves na Mata Atlantica e outros biomas
também registram a ordem Passeriformes como a mais abundante (LOURES-RIBEIRO et al.
2011, COPATTI et al. 2014). Esta ordem abriga a maioria das espécies do mundo,
representando cerca de 60% das aves viventes (SICK,1997), e apesar de bem adaptadas aos
diversos ecossistemas, dominando os ambientes terrestres, € um grupo relativamente recente
na escala evolutiva com seus primeiros registros fosseis datando do fim do Cretaceo (145
milhdes e 65 milhdes e 500 mil anos atras) (ERICSON et al. 2002).

As aves Manacus manacus, Stelgidopteryx ruficollis, Tangara sayaca e Elaenia
flavogaster assim como a mais coletada, Volatinia jacarina, compartilham caracteristicas
como a ampla distribuicdo geografica, com registro em todo o territorio brasileiro, onde a
maior concentracdo se encontra no leste do pais, em regides de Mata Atlantica sendo
adaptadas a regides de borda de mata e ambiente abertos (SICK, 1997). Nao é incomum a
visualizacdo destas aves em bandos da mesma espécie, sendo Tangara sayaca avistada
também em bandos mistos junto com outra espécie de sua familia, como Tangara palmarum
(sanhacu-do-coqueiro) (SICK, 1997) também capturada neste estudo. Stelgidopteryx ruficollis
(andorinha-serradoura) tem habitos migratérios em grupos que ocorrem no sul do Brasil,
contudo na regido sudeste, onde este estudo foi realizado, sdo tidas como residentes (SICK,
1997).

Ordens ndo Passeriformes também foram capturadas em estudos da avifauna em
regido de Mata Atlantica de Sado Paulo, contudo Apodiformes e Columbiformes também
foram as mais registradas (OGRZEWALSKA et al. 2011, 2012, 2013; SANCHES et al.
2013). Mesmo a ordem Columbiformes sendo representada nos demais estudos, Columbina
talpacoti ndo é uma espécie frequentemente capturada, e quando capturada ndo apresenta uma
grande abundancia de individuos (COPATTI et al. 2013). Possivelmente isto se deve ao fato
destas aves serem adaptadas a ambientes antropizados, sendo mais comum nas grandes
cidades brasileiras, principalmente aquelas situadas no sudeste (SICK,1997).

Rolinha-roxa (C. talpacoti), ave ndo Passeriforme mais coletada na area POl ndo é
uma espécie tipicamente florestal sendo encontrada em bordas de capoeiras. Contudo é muito
frequente em centros urbanos onde é bem adaptada a presenca humana (SICK,1997). Sua
abundancia elevada neste ponto de captura se explica devido a fitofisionomia do ambiente
tipicamente antropizado pela proximidade do local de implantacdo da industria. Vasconcelos
et al. (2007) também relacionou a presenca desta ave, em suas capturas no Para, ao tipo de
ambiente estudado, que no caso se tratava também de uma area industrial. Isto é possivel, pois
ambientes degradados beneficiam espécies de aves, como C. talpacoti, que possuem maior
flexibilidade em encontrar alimentos, assim, podendo forragear em ambientes urbanos
(BRUMMELHAUS et al. 2012).

Dendrocolaptidae, familia mais prevalente na area P02, tem distribuicdo restrita ao
Neotropico, onde é tipica das florestas do Novo Mundo. No Brasil sdo registradas 43 espécies
(CBRO, 2014) do qual D. turdina ocorre em toda extensdo da Mata Atlantica, onde habitam o
interior de matas primarias e secundarias, caracteristica da area da Rebio-Tingua (P02), apesar
de também serem vistas em bordas e clareiras quando estdo forrageando (SICK, 1997,
IBAMA, 2006). Esta familia € recorrente em estudos de parasitismo da avifauna capturada
em regido de Mata Atlantica de Sdo Paulo (OGRZEWALSKA et al. 2011; 2012). Porém, D.
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turdina ndo é uma espécie com registro de captura, em estudos desta natureza, neste bioma.
Possivelmente isto é devido ao fato de D. turdina selecionar requisitos ecoldgicos mais
especificos, ndo compartilhados com as demais espécies da familia, como locais de floresta
com uma estratificacdo vertical bem definida e um sub-bosque espacado, comum em é&reas
menos antropizadas (POLETTO et al. 2004). O comportamento de forrageamento desta
espécie limita sua abrangéncia em fragmentos florestais menores, sendo predominante a
captura de insetos em voo e em substratos, assim como é caracteristico da espécie o
comportamento de seguir colunas de formigas de correicdo (WILLIS 1983, SICK, 1997;
LOURES-RIBEIRO et al. 2011). Formigas de correicdo sdo sensiveis a fragmentacdo das
florestas que habitam, pois necessitam de grandes areas para estabelecerem seu nicho
ecoldgico (GOMES et al. 2010), assim as aves que possuem 0 comportamento de seguir esses
himenopteros, em ambientes afetados pelo desmatamento, sdo as primeiras espécies a
desaparecerem desses locais (HARPER et al. 1989; WILLIS et al. 2008). Poletto et al. (2004)
analisando populagdes de D. turdina em ambientes fragmentados concluiram que esta espécie
de arapagu é a menos propensa a persistir em fragmentos florestais na Mata Atlantica por
serem sensiveis aos efeitos de borda, caracteristico de fragmentos florestais. Estes fatores,
intrinsecos a ecologia deste dendrocolaptideo, explicam o porqué dos demais levantamentos
que tiveram como local de estudo areas de fragmentacdo, como aqueles realizados por
Ogrzewalska et al. (2011; 2012); Sanches et al. (2013), Labruna et al. (2007) néo
apresentaram ambiente satisfatorio ao estabelecimento de populacdes de D. turdina, ao
contrario da area amostrada pela Rebio-Tingua do presente estudo.

Aves pertencentes a Trochilidae, abundante na area P03, também foram registradas em
outros estudos que capturaram aves silvestres em regibes de Mata Atlantica
(OGRZEWALSKA et al. 2011; SANCHES et al. 2013). Beija-flores (Aves: Trochilidae),
restritos a0 novo mundo, sdo aves que desempenham importante papel ecologico na
polinizacdo de angiospermas devido ao seu habito nectarivoro (MENDONCA, ANJOS 2003).
Sua captura é mais frequente em ambientes com pouca influéncia antrépica, pois sdo mais
sensiveis as modificacdes fisica e bidtica do habitat que alteram a composicdo faunistica e
floristica tendo nesta ultima o principal recurso alimentar deste grupo de aves (SICK, 1997;
BUZATO et al. 2000). Assim a presenca humana e a de outros animais incomuns ao habitat
dos beija-flores (BUZATO et al. 2000), pode ser decisivo a sua presenca em determinado
ambiente, explicando a sua presenca na Rebio-Tingua e na area Agricola que apesar de ser
uma regido com influencia antrdpica possuia uma fitofisionomia favoravel a estas aves.

Volatinia jacarina foi o passeriforme mais capturado nas areas com influéncia
antropica (Industria e Agricola). Esta ave € comum em habitats abertos, capinzais altos e
proximos a habitacdes (SICK, 1997), assim sdo frequentes suas capturas quando os locais
estudados condizem com o habitat preferencial para esta ave, como 0 caso de seu registro em
area de pasto em uma regido originalmente de Mata Atlantica no estudo realizado por
Ogrzewalska (2011) que analisou o efeito da fragmentacdo de habitas na composicdo da
avifauna; e Sanches et al. (2013) em area de Mata Atlantica reflorestada.

A fragmentacdo de habitats tem consequéncia direta na riqueza da avifauna, alterando
a composicdo de comunidade de aves, favorecendo a abundancia de espécies mais adaptadas
as mudancas ambientais, como a antropizacdo (ONEAL; ROTENBERRY, 2009). A riqueza
de aves da comunidade analisada da regido Agricola é explicada pela fitofisionomia local que,
apesar de ter sido caracterizada como um ambiente modificado para atividade agricola
possuia atrativos para a avifauna. A presenca de diferentes arvores frutiferas cultivadas
aumentou a disponibilidade de recursos alimentares neste ambiente e associado a proximidade
de fonte de agua (as redes de neblina foram armadas as margens do rio Boa Esperanca) e a um
fragmento de mata mais preservado, possibilitou que este fosse um bom local para
forrageamento de diversas espécies de aves. Brummelhaus, et al., (2012) associa a presenga
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destes fatores citados ao favorecimento da presenca de espécies de aves de habito frugivoro
como Turdus rufiventris, Tachyphonus coronatus e Tangara sayaca que se tornam
abundantes em ambientes alterados. A regido da Industria, ao contrério, foi mais abundante
em espécies de aves que sdo mais generalistas na busca por alimentos. A antropizacdo em
areas de mata ciliar estreita, também pode ser responsavel pelo elevado nimero de aves em
detrimento de sua riqueza favorecendo a frequéncia de espécies colonizadoras, como C.
talpacoti (BORNSCHEIN et al. 2000; CHACE; WALSH, 2006; LUTHER et al., 2008).

Algumas espécies ndo foram restritas a somente uma area de captura, onde mesmo
apresentando diferencas quanto a abundancia em cada ponto estudado, foi capturada nas trés
areas. As espécies Myiarchus ferox, Turdus albicollis, Saltator similis, Tachyphonus
coronatus, Manacus manacus, Stelgidopteryx ruficollis e Ramphodon naevius estiveram
presentes em todos 0s pontos amostrados. Dentre as espécies encontradas somente nas regides
da Industria e Agricola estdo Eupetomena macroura, Columbina talpacoti, Coereba flaveola,
Sicalis flaveola, Sporophila caerulescens, Volatinia jacarina, Phacellodomus rufifrons,
Furnarius rufus, Thamnophilus palliatus, Tangara sayaca, Saltator maximus, Dacnis cayana,
Troglodytes musculus, Turdus rufiventris, Turdus flavipes, Turdus amaurochalinus, Pitangus
sulphuratus, Myiophobus fasciatus, Elaenia flavogaster, Tyrannus melancholicus e
Hylophilus thoracicus. Estas especies possuem caracteristicas comuns como, a menor
exigéncia na busca de recursos alimentares e adaptacdo a areas abertas (SICK,1997).
Myiophobus fasciatus, por exemplo, ndo penetram o interior de ambientes florestados, sendo
comum em areas alteradas, especialmente nos primeiros estagios de recuperacdo quando a
capoeira esta presente (SICK,1997). Além disso, estas aves sdo frequentes em fragmentos
menores de mata ciliar, adaptadas aos “efeitos de borda” como, alteragdes microclimaticas,
principalmente pelo aumento da luminosidade e a diminuicdo da umidade, que se seguem ao
processo de fragmentacdo e se intensificam quanto menor for a area de cobertura vegetal
(RODRIGUES et al. 2006). Com relacdo a area da Rebio-Tingua, a maioria das espécies
amostradas foi capturada somente neste ponto, pois era 0 mais distinto quanto fitofisionomia
local. Assim, a ornitofauna coletada, também foi composta por espécies adaptadas a
ambientes mais preservados. Com excecdo das espécies Euphonia violacea, Chiroxiphia
caudata e Lanio cristatus encontradas nas areas da Rebio-Tingua e Agricola e Picumnus
cirratus capturadas tanto na Rebio-Tingua quanto na regido da Industria.

4.2 Carrapatos Coletados em Aves Silvestres

Em estudos de parasitismo por carrapatos na avifauna, sdo poucas as aves nao
Passeriformes capturadas parasitadas na Mata Atlantica e em outros biomas brasileiros
(SOARES et al. 2009; OGRZEWALSKA et al. 2008; 2009; 2010; 201la; COSTA-
SANTOLIN et al. 2012; LUZ et al. 2012) que ratifica o Unico registro de ave ndo
Passeriforme coletada parasitada deste estudo. Estudos prévios em regides de Mata Atlantica
também tiveram a maior ocorréncia de parasitismo em aves Passeriformes
(OGRZEWALSKA et al. 2008; 2009; 2011a) assim como no Cerrado (TOLESANO-
PASCOLI et al. 2010; LUZ et al. 2012; PASCOAL et al. 2013; TORGA et al. 2013) e
Amazonia (OGRZEWALSKA et al. 2010) sem considerar modificacbes naturais ou
antropicas. Levantamentos adicionais realizados em areas antropizadas e originais da Mata
Atlantica realizados por Ogrzewalska et al. (2011b) e em éareas reflorestadas por Sanches et
al. (2013), ambos em Sdo Paulo, também apontam os Passeriformes como a ordem mais
parasitada. Este dominio de parasitismo em Passeriformes de diferentes biomas e em
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diferentes niveis de preservacdo do local analisado pode ser explicado pelo fato desta ordem
deter a maioria das espécies de aves nos biomas citados (SICK, 1997), além disso, a
metodologia utilizada neste estudo, com rede de neblina (“mist net”), por ser armada proxima
ao solo, seleciona aves que tem habitos de sub-bosque que na sua maioria se encontra
classificada como Passeriformes (HENRIQUES et al. 2008).

As poucas aves capturadas de outras ordens como os exemplares de Apodiformes,
Columbiformes, Cuculiformes, Galbuliformes, Piciformes e Trogoniformes possuiam habitos
de sub-bosque, com excecdo do tucano-de-bico-preto, Ramphastos vitellinus ariel
(Piciformes), que apesar de habitar o dossel de florestas Umidas, tanto em seu interior quanto
nas bordas, e em capoeiras altas (SICK, 1997) foi capturado, pois as redes-de-neblina estavam
armadas em uma trilha na encosta de uma serra que nivelava essas redes com o dossel das
arvores situadas mais abaixo. Assim, a coleta de aves ndo Passeriformes que permita uma
melhor analise do parasitismo deve ter a metodologia de coleta seletiva ao tipo de habitat
ocupado pela ave. Costa-Santolin et al. (2012) obteve numa éarea altamente antropizada
Vanellus chilensis (Charadriiformes) como a espécie mais parasitada em seu estudo,
justamente por ter associado a metodologia de coleta com redes “mist nest” a coleta seletiva
para este caradriforme, que ampliou seus dados de abundancia e de parasitismo.

Dendrocincla turdina que teve maioria de seus espécimes coletados parasitados por A.
longirostre, também foi registrada parasitada por este ixodideo no levantamento de Arzua et
al. (2005) e por Amblyomma sp. registrada por Ogrzewalska et al. (2011), contudo a captura
deste dendrocolaptideo nas demais investigacOes realizadas em regides de Mata Atlantica nao
sdo corriqueiras. J& com relagdo a X. guttatus, coletado com um elevado numero de larvas de
A. longirostre, somente no trabalho de Ogrzewalska et al. (2011) foi relatado um individuo
desta espécie de ave parasitada por A. longirostre, porém com infestacdo muito baixa sendo
coletado somente 1 carrapato. Outros estudos ndo registraram a captura de X. guttatus em
regibes de Mata Atlantica, tdo pouco, aves altamente infestadas pertencentes a
Dendrocolaptidae ou a outra familia, como relatado neste individuo. Quanto a espécie X.
fuscus que foi a segunda ave com maior intensidade média de parasitismo, também foi
capturada por Labruna et al. (2007) onde dois estavam parasitados, contudo com uma
intensidade de infestacdo de 3,5 carrapatos distribuidas entre as espécies Amblyomma
nodosum, A. longirostre e Amblyomma sp. S. griseicapillus, ave com menor IMP encontrada,
tem esse resultado corroborado por outros levantamentos parasitoldégicos na Mata Atlantica
que coletaram esta ave com intensidade de parasitismo semelhante a encontrada aqui
(LABRUNA et al. 2007; OGRZEWALSKA et al 2009; 2012; SANCHES et al. 2013).

Mesmo capturando espécies diferentes de Dendrocolaptidae, das encontradas neste
estudo, A. longirostre foi frequentemente coletado parasitando essa familia, contudo, poucos
carrapatos sao coletados por ave, sendo que o numero de ixodideos dificilmente foi superior a
um carrapato por ave capturada (ARZUA et al. 2005; 2007; LABRUNA et al., 2007;
OGRZEWALSKA 2009; 2010; 2011; SANCHES et al. 2013).

Estas aves possuem habito essencialmente insetivoro, além de adaptacdes
morfologicas favoraveis a vida arboricola como tenddes ossificados, pernas resistentes com
garras extremamente fortes, cauda com penas semirrigidas com pequenos ganchos nos apices
funcionando como apoio que auxiliam a escalada de troncos. Seu nicho ecoldgico fica
basicamente restrito as arvores onde além de seu forrageamento, sdo utilizadas durante sua
nidificacdo aproveitando as cavidades deixadas nas mesmas por outras aves como pica-paus
(SICK, 1997). Labruna et al (2007) também relacionou o ciclo de A. longirostre a habitats
arboricolas parasitando principalmente espécies de aves que tem seus nichos em arvores.
Sendo assim, este ixodideo desenvolveria todo seu ciclo biol6gico no alto das arvores onde o
encontro com seus potenciais hospedeiros (mamiferos) se daria principalmente em animais de
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habitos arboricolas através dos quais se dispersariam. Isso € plausivel, pois, carrapatos sdo
artrépodes desprovidos de capacidade prépria de locomocao a grandes distancias, sendo as
maiores distancias alcancadas por estdgios adultos de alguns ixodideos se limitaria a um
didmetro de no maximo 10 m, sendo este valor reduzido a poucos centimetros quando se trata
de estagios imaturos (PERRET et al. 2003; CROOKS, RANDOLPH, 2006; HERRMANN,
GERN 2012). Assim, a dispersdo através de seus hospedeiros permitiu a este ixodideo ampla
distribuicdo Neotropical sendo frequentemente encontrado em fases imaturas em aves
silvestres e adultos em mamiferos hospedeiros da familia Erethizontidae (Mammalia:
Rodentia), do género Coendou, Chaetomys e Sphiggurus conhecidos popularmente como
porco-espinho da arvore (ARAGAO 1936; LABRUNA et al. 2007; SILVEIRA et al. 2008;
NAVA et al. 2010; OGRZEWALSKA et al. 2010; TOLESANO-PASCOLI et al. 2010, LUZ
et al. 2012). No presente estudo ndo foi analisado o parasitismo de mamiferos, contudo, a
presenca de Sphiggurus villosus (ouri¢o-cacheiro) na regido da REBIO Tingua pode ser
inferida com alta probabilidade de certeza, pois estes mamiferos sdo frequentemente
atropelados na rodovia Rio de Janeiro-Juiz de Fora (BR-040) que atravessa a Rebio-Tingua
(BUENO, ALMEIDA, 2010).

Diante das altas infestagdes encontradas em individuos da familia Dendrocolaptidae, é
possivel que devido as adaptacgdes especificas a vida arboricola desenvolvida por esta familia,
tenha tornado-a ao longo da coevolugédo entre estes organismos, uma hospedeira favoravel a
infestacdo por A. longirostre devido a interposicdo de seus habitats. E claro que diversas
espécies da avifauna se utilizam de nichos arboricolas, no entanto poucas restringem seu ciclo
de desenvolvimento as arvores, como algumas espécies de aves da familia Dendrocolaptidae
(SICK, 1997).

Até 0 momento ndo existem relatos na literatura de uma alta infestacdo por A.
longirostre em aves da familia Dendrocolaptidae, porém sua ocorréncia corriqueira em
inquéritos parasitarios, envolvendo aves silvestres, atesta a preferéncia de suas fases de larvas
e ninfas como parasitos de uma gama de aves dentre Passeriformes e ndo Passeriformes
(LABRUNA et al. 2007; OGRZEWALSKA et al. 2008, 2009, 2010, 201la, 2012;
TOLESANO-PASCOLLI, et al. 2010; LUZ et al. 2012; PASCOAL et al. 2013).

Membros de Thraupidae infestados por carrapatos sdo frequentes em estudos de

parasitismo da avifauna (LUZ, FACCINI, 2013). Esta familia foi a segunda mais parasitada
por A. longirostre e A. nodosum no Cerrado de Minas Gerais (TOLESANO-PASCOLI et al.
2010). Ja Ogrzewalska et al. (2012) encontrou outras espécies de ixodideos parasitando aves
pertencentes a Thraupidae identificadas como A.aureolatum, A.longirostre, A.parkeri,
Amblyomma sp., H. leporispalustris e Ixodes sp na Mata Atlantica de Sdo Paulo. Na
Amazonia além de A. longirostre, A. humerale também foi coletado em Tachyphonus
surinamus, Unica espécie coletada por Ogrzewalska et al. (2010). Em contrapartida,
Ogrzewalska et al. (2011) ndo relatou parasitismo no Gnico traupideo (Dacnis cayana)
coletado na Mata Atlantica de Sdo Paulo. Thraupidae € a segunda familia em nimero de
espécies ficando atras de Tyranidae e pela tamanha diversidade de espécies, estas exibem uma
ampla gama de padrdes de forrageamento e comportamentos, bem como preferéncias de
habitat (BURNS et al. 2014). Essa variedade de habitats ocupada pelas diferentes espécies de
aves faz com que também, dependendo do habitat, diferentes espécies de carrapatos possam
parasita-las. Assim a andlise de parasitismo em Thraupidae vai depender da espécie em
questéo.

46



Quanto aos carrapatos encontrados nessa familia, também em regido de Mata
Atléntica, mas no estado de S&o Paulo, Labruna et al. (2007) e Ogrzewalska et al. 2012
encontraram uma IMP de 2,2 carrapatos por ave parasitadas por A. longirostre e Amblyomma
sp. Entretanto, outros ixodideos como A. aureolatum (GUGLIELMONE et al. 2003), A.
cajennense (ARZUA et al. 2005) e A. calcaratum (PACHECO et al. 2012) assim como
auséncia de parasitismo (OGRZEWALSKA et al. 2011) foram relatadas. O tié-preto (T.
coronatus), capturado parasitado neste estudo, é uma ave arboricola que habita florestas da
Mata Atlantica sendo comum em bordas de mata e capoeirdes. Ao forragear frutos, sementes,
flores e insetos, essas aves movimentam-se de modo agitado revirando folhagens de arvores e
arbustos (SICK, 1997) que é quando, por ventura, podem se infestar com A. longirostre de
habito arboricola (LABRUNA et al. 2007) ou por outras espécies de ixodideos que por
ventura encontrem estes hospedeiros.

Outro membro de Thraupidae, V. jacarina, apesar de ter sido encontrada parasitada
nesse estudo, ndo é comumente capturada com carrapatos, no Cerrado (TOLESANO-
PASCOLI et al. 2010; OGRZEWALSKA et al. 2013) e na Mata Atlantica de Sdo Paulo
(OGRZEWALSKA et al. 2009). Contudo, 0 Unico registro de carrapato nesta ave, relatou
parasitismo por A. cajennense em ambiente antropizado em regido originalmente de Mata
Atlantica no Rio de Janeiro (COSTA-SANTOLIN et al. 2012).

O traupideo Tiaris fuliginosus, coletada com uma ninfa de A. nodosum, ndo aparece
como hospedeira no levantamento de Luz e Faccini (2013). Porém, apesar de escassas
observacOes de parasitismo, tanto em T. fuliginosus quanto V. jacarina, possuem estreita
relacdo com habitats alterados, descampados onde sdo associados a beira de matas, brejos,
jardins e capinzais (SICK, 1997). A baixa prevaléncia de parasitismo encontrado neste estudo
e no de Costa-Santolin et al. (2012) permitiram poucas inferéncias a respeito da relacéo
parasito-hospedeiro encontradas neste ambiente. Ainda assim, a abundancia elevada de
espécimes de V. jacarina, capturadas sem carrapatos, pode significar que o ambiente ocupado
por essa ave e T. fuliginosus, ndo tenha sido preferencial ao parasitismo. Isso, porque outras
aves capturadas no mesmo ambiente e que ocupam o mesmo habitat, como as espécies de
Sporophila, Sicalis flaveola, Coereba flaveola, também ndo foram reportadas com
parasitismo por carrapatos.

Aves pertencentes a familia Pipridae em outros estudos também registraram carrapatos
como A. longirostre, A. nodosum e Amblyomma em aves capturadas na Mata Atlantica de Sao
Paulo (OGRZEWALSKA et al. 2008; 2012), do Parand (PACHECO et al. 2012) e na
Amazodnia (OGRZEWALSKA et al. 2010). No Cerrado foi a familia mais abundante (n=63)
representada somente por Antilophia galeata, com maior nimero de aves parasitadas (n=38) e
com um nUmero expressivo de carrapatos (n= 191) identificados como A. longirostre e
Amblyomma sp. (TOLESANO-PASCOLLI et al. 2010). Ogrzewalska et al. (2011) registrou M.
manacus como a ave com maior niamero de individuos parasitados (sete aves parasitadas de
26 capturadas) onde foram coletados nove carrapatos dentre eles A. longirostre, A.
calcaratum, A. parkeri e Amblyomma sp. Labruna et al (2007) também capturaram esta ave
parasitada por A. longirostre e A. nodosum e associou seu parasitismo ao habito arboricola e
ao ato de forragearem no solo.
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De fato, o habito das rendeiras (M. manacus) pode explicar seu parasitismo por A.
longirostre e A. nodosum. Estas aves tem habito frugivoro auxiliando na dispersdo de
sementes sendo mais abundantes em estratos baixos das florestas neotropicais com maior
ocorréncia em florestas de Mata Atlantica (SICK,1997). Os piprideos possuem uma
caracteristica em seu comportamento do qual a maioria das espécies possui um repertério de
atuacgdes, formando intricados rituais (SICK, 1997). Alguns desses rituais incluem saltos de
um graveto vertical a outro até que no penultimo salto a ave vai ao solo e de l& sobe
verticalmente, num arranco mais violento, misto de pular e voar no intuito de alcangar um
poleiro mais alto. Nestes movimentos a corrente de ar formada pelos saltos varre o solo
fazendo com que a rendeira carregue consigo gravetos e folhas secas (SICK, 1997; CESTARI
et al. 2012). Esses movimentos variados, saltando entre os galhos das arvores e entrando em
contato com o solo podem determinar a congruéncia entre os habitats ocupados pelo M.
manacus e pelos carrapatos que o parasitam e, assim, elevar a abundancia de aves parasitadas
por A. nodosum e A. longirostre.

O fato da maioria dos carrapatos terem sido coletados na fase de larva pode ser devido
as fases imaturas serem mais generalistas e por isso muitas espécies utilizam aves como
hospedeiras de larvas e ninfas que aproveitam a mobilidade destes hospedeiros para sua
difuséo geografica (RANDOLPH, 2004; NAVA, GUGLIELMONE, 2013). Além disso, as
intensidades de infestagdo foram relativamente elevadas, no presente estudo, se considerado
que a maioria das aves foi parasitada somente por A. longirostre. A alta infestacdo em aves
por carrapatos foi relatada por Ogrzewalska et al (2011) para espécie Arremon flavirostris
(Aves: Passerellidae) obtendo-se uma média de 66,8 carrapatos entre 0S nove espécimes
parasitados, contudo a ave relatada ndo estava parasitada por A. longirostre, sendo 0s
carrapatos identificados como Amblyomma nodosum, Amblyomma ovale, Amblyomma
cajennense, Amblyomma sp. Esta ave vive no chdo, em area baixa das matas ciliares dos rios e
baias, além das matas secas, contudo ndo ocorrem no Rio de Janeiro. Nenhum membro de
Passerellidae foi coletado no presente estudo, apesar de existirem espécies desta familia como
0 Zonotrichia capensis, que ocorrem na Mata Atlantica do Rio de Janeiro.

A coinfestacdo por diferentes espécies de carrapatos na mesma ave pode ser
decorrente da variedade de habitat que a ave utiliza. No entanto a maior prevaléncia de uma
espécie de carrapato em detrimento das outras, pode ser atribuida ao fato do hospedeiro e
ectoparasitos compartilharem o mesmo habitat (KLOMPEN et al., 1996; KLOMPEN,
GUGLIELMONE, 2013). Esta hipotese é ratificada pelos resultados obtidos na Mata
Atlantica de Sdo Paulo por Ogrzewalska et al. (2009, 2011b) que, mesmo obtendo a maioria
das aves parasitadas dentro da ordem Passeriformes, ndo encontrou A. longirostre como
carrapato dominante em suas coletas, provavelmente porque na regido estudada, ndo ocorrem
espécies dos géneros Coendou, Sphiggurus, e Chaetomys (PASCOAL et al. 2013).

Apesar de ninfas de A. longirostre terem como hospedeiros preferenciais aves
Passeriformes (NAVA et al. 2010), poucas ninfas foram coletadas nas aves capturadas neste
estudo que teve maior ocorréncia de parasitismo por larvas deste ixodideo.

O elevado numero de larvas coletado pode ter uma explicacdo ecoldgica, visto que
carrapatos sdo animais r-estrategistas e assim, produzem um elevado namero de descendentes
a cada ciclo reprodutivo. Isto ocorre, pois estes animais tém poucas chances individuais de
sobreviver até a idade adulta, podendo assim, apresentar picos populacionais em fases
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imaturas, principalmente na fase de larva, ja que ha uma redugdo populacional & medida que a
fase evolutiva do carrapato avanca (SONESHINE 1993; RICKLEFS, 2003). Com relacdo a
dindmica populacional, Labruna et al. (2009) analisou a distribuicdo de larvas e ninfas de
Amblyomma spp. coletadas em aves silvestres em Taubaté, Sdo Paulo. Este autor verificou
que larvas ocorriam entre 0os meses de margo e setembro com picos de maio a julho de modo
que nesse Ultimo més houve maior nimero de larvas coletadas. Quanto a dindmica
apresentada pelas ninfas coletadas também por Labruna et al. (2009), mostrou que sua
distribuicdo ocorreu de agosto a dezembro com picos nos meses de setembro e novembro.

A maioria das aves parasitadas por larvas de ixodideos, principalmente A. longirostre,
foram capturadas entre 0os meses de janeiro e maio, sendo que as aves destacadas nesse estudo
como altamente infestadas (X. fuscus e X. guttatus) foram coletadas no més de janeiro.

Ambas as distribuicGes de larvas e ninfas encontradas por Labruna et al. (2009)
diferiram das encontradas para A. longirostre no estudo corrente. Porém, o que se destaca no
estudo de Labruna é o fato de nenhuma larva ou ninfa ter sido coletada em aves nos meses de
janeiro e fevereiro. Com relagdo a esta diferenca, o que se pode salientar em primeiro lugar é
0 fato de apesar de Labruna ter tido maior ocorréncia em seus dados de A. longirostre nas
aves analisadas, a distribuicdo das fases dos carrapatos ao longo do ano incluiu todas as
espécies de Amblyomma coletadas na avifauna estudada (maioria das larvas identificadas
como Amblyomma spp. e cinco ninfas de Amblyomma calcaratum). Além disso, apesar de
tanto o presente estudo quanto o de Labruna terem sido realizados em areas originalmente de
Mata Atlantica, sabe-se que esse bioma possui diferentes tipos de formacdo que s&o
influenciados, dentre alguns fatores, pelo clima, altitude, umidade, espécies vegetais e
localizagdo latitudinal (LIMA, 2002). Estes fatores associados aos hospedeiros preferenciais
podem ser determinantes na modificacdo do ciclo de carrapatos (PINHEIRO et al. 2014;
CHACON et al. 2003).

Amblyomma nodosum foi a segunda (nove ninfas na Mata Atlantica da Bahia) e
terceira (17 larvas na Mata Atlantica de Sdo Paulo) espécie mais frequente, respectivamente
nos estudos de Ogrzewalska et al. (2011a) e (2012). No Cerrado, A. nodosum também foi a
segunda espécie (TOLESANO-PASCOLI et al. 2010) e a terceira mais coletada por Luz et al.
(2012), enquanto que no mesmo bioma Pascoal et al. (2013) e na Mata Atlantica de S&o
Paulo, Ogrzewalska et al. (2011) registram esta espécie como a mais coletada. Importante
ressaltar que no bioma Cerrado a presenca de imaturos de A. nodosum em aves esta
relacionada com a presenca de seus hospedeiros principais para os adultos, mamiferos
Xenarthra (PASCOAL et al. 2013). Embora ndo se tenha visualizado nenhuma espécie de
Xenarthra durante o periodo de coleta, representantes desta ordem de mamiferos, apesar de
mais comuns em regides de Cerrado, estdo distribuidos em todo o territorio nacional. Ainda,
segundo Rocha et al. (2004) existem registros na Mata Atlantica do Rio de Janeiro para as
espécies Myrmecophaga tridactyla e Tamandua tetradactyla. Ademais, embora ndo existam
relatos de A. nodosum em populacées silvestres de tamanduas na regido do Rio de Janeiro, a
presenca de A. nodosum nas aves coletadas pode supor a presenca destes mamiferos no
ambiente estudado (KLOMPEN et al. 1996; KLOMPEN, GUGLIELMONE, 2013).

As baixas prevaléncias das espécies A. calcaratum, A. ovale, A. coelebs e

Haemaphysalis sp. estdo de acordo outros trabalhos realizados na Mata Atlantica
(LABRUNA et al, 2007a; OGRZEWALSKA et al. 2009, 2010, 2011b e 2012). Assim como
em A. nodosum, os adultos de A. calcaratum tem preferéncia por mamiferos Xenarthra e suas
fases imaturas sdo encontradas em aves (JONES et al, 1972; LABRUNA et al 2007a). Novos
registros verificados para este ixodideo nas aves Phacellodomus rufifrons, Fluvicola nengeta
e Formicarius colma corroboram a utilizagdo da avifauna como potencial hospedeiro.
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Adultos de A. coelebs tem registros em antas (Tapirus spp.) da ordem Perissodactyla,
Tapiridae (LABRUNA et al. 2005a; BARROS-BATTESTI et al., 2006), contudo suas ninfas
ja foram encontradas em mamiferos como ongas (Panthera onca e Puma concolor L.) da
ordem Carnivora, Felidae, gambas (Didelphis albiventris) Didelphimorphia, Didelphidae e
humanos (LABRUNA et al. 2005a, 2005b). J& as aves se configuram hospedeiras de larvas e
ninfas de A. coelebs onde foram encontrados em Coraciformes, Columbiformes,
Galbuliformes e Passeriformes (OGRZEWALSKA et al. 2009; 2010) e agora com novo
registro em Trogoniformes (Trogon rufus).

A baixa frequéncia de A. ovale (uma larva encontrada em D. turdina) encontrada nas
aves parasitadas pode ter como explicacdo o fato de roedores como Didelphis aurita e
Euryoryzomys russatus serem considerados hospedeiros principais de formas imaturas deste
ixodideo (SZABO et al., 2013) apesar de aves Thamnophilidae, Tyrannidae, Troglodytidae,
Turdidae, Passerellidae e Cardinalidae também ja terem sido registradas parasitadas por este
ixodideo (LUZ, FACCINI, 2013). Carnivoros como Puma concolor e Panthera onca séo
ditos hospedeiros preferenciais para fase adulta (LABRUNA et al., 2005b). Ambos 0s gambas
e ongas utilizam arvores e o solo em seus nichos ecoldgicos (MARTINS et al. 2008) o que
aproxima seu habitat ao das aves descritas como hospedeiras de fases imaturas. Ainda, D.
aurita, nidifica em ocos de arvores (PREVEDELLO et al. 2010), ambiente também utilizado
por Dendrocolaptidae, na qual a Gnica ave parasitada por este ixodideo foi encontrada.

O relato de A. naponense pode ser relacionado a uma coleta acidental ja que somente
uma larva foi encontrada, apesar de ter sido pela primeira vez relacionado a X. gutattus
(Dendrocolaptidae).

Amblyomma varium foi registrado pela primeira vez no estagio de ninfa em aves
coletadas na Mata Atlantica. Este ixodideo € comumente conhecido no Brasil como carrapato-
gigante-da-preguica, por ser encontrado frequentemente em mamiferos Bradypodidae e
Magalonychidae (Xenarthra: Pilosa) (MARQUES et al. 2002; DANTAS-TORRES et al.
2010), larvas deste ixodideo foram somente relatadas em aves silvestres na Amazonia do Peru
(OGRZEWALSKA et al. 2012). Apesar da escassa informacdo a respeito dos hospedeiros
para fases imaturas de A. varium, a possibilidade das aves silvestres e pequenos mamiferos
serem o0s hospedeiros foi cogitada (MARQUES et al. 2002). Amblyomma varium apresenta
alta especificidade parasitaria em sua fase adulta, e € provavel que a auséncia deste carrapato
nos demais inquéritos envolvendo aves silvestres na Mata Atlantica seja devido a auséncia de
seus hospedeiros na area. No estado do Rio de Janeiro sdo registradas preguicas das espécies
Bradypus torquatus (preguica-de-coleira) e B. variegatus (preguica-comum) que pertencem
ao grupo das preguicas de “trés dedos” (MODESTO et al. 2008; BOFFY et al. 2010). Estas
espécies tém como habitat preferencial Floresta Atlantica com distribuicdo de Sergipe ao Rio
de Janeiro para B. torquatus e com distribuicdo ampla pelo Brasil para B. variegatus
(HIRSCH e CHIARELLO, 2012). Seus habitos arboricolas, movimentos lentos, relacionados
a baixa taxa metabdlica, tornam a espécie particularmente susceptivel a predacdo, captura e
falta de recursos alimentares quando exposta a ambientes ndo florestados (CHIARELLO et
al., 2004) caracteristicas que contribuiram para o atual status de vulnerabilidade pela Lista
Vermelha (CHIARELLO et al. 2008). Ainda assim, sdo carentes as informacdes sobre a
ocorréncia e distribuicdo da populacdo de preguicas no estado do Rio de Janeiro e isso cria
lacunas de conhecimento da relacdo parasito-hospedeiro, principalmente, com relacdo aos
hospedeiros de fases imaturas de A. varium. Sendo assim, apesar do novo registro de
ocorréncia em X. fuscus ter sido relatado, estudos futuros serdo necessarios para a melhor
compreensdo da ecologia deste ixodideo.
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A diferenca entre a abundancia de carrapatos do presente resultado, mais comum na
area preservada Rebio-Tingua — P02 (Tabela 6) e o resultado obtido por Ogrzewalska et al
(2009; 2011b), mais comum em uma area degradada e Sanches et al. (2013) em é&rea
reflorestada de Mata Atlantica, pode ser inferida pela abundéancia de diferentes espécies de
carrapatos. Amblyomma longirostre foi a espécie mais abundante nesse levantamento,
enquanto A. nodosum foi a mais abundante no levantamento de Ogrzewalska et al (2011b) e
A. calcaratum mais abundante na avifauna analisada por Sanches. Embora outros fatores
como metodologia de coleta, diferentes espécies de aves capturadas e de ambiente para citar
algumas, ndo possam ser descartadas, a ecologia dos hospedeiros principais para estes
ixodideos é primordial para a compreensao da distribuicdo parasitaria.

Amblyomma nodosum e A. calcaratum tem como hospedeiros principais mamiferos da
super ordem Xenarthra. Estes mamiferos ocorrem com mais frequéncia em areas abertas
como em campos e cerrados e apesar de também estarem distribuidos em ambientes de
florestas (CHEBEZ, 1994; PARERA, 2002; BRAGA, 2004) onde sdo dependentes devido a
limitada habilidade termo regulatéria (RODRIGUES et al., 2008), é possivel que as areas
degradadas analisadas por Ogrzewalska et al. (2011) oferecessem 0s recursos necessarios aos
hospedeiros de A. nodosum. Outro fator para a presenca dos hospedeiros de A. nodosum e A.
calcaratum em ambientes fragmentados é a existéncia de algum grau de liberagdo ecoldgica
pela exclusdo de seus competidores ou predadores em areas fragmentadas como suposto por
Zimbres et al. (2013). Este mesmo autor, quando analisou o efeito da fragmentacdo sobre a
comunidade de mamiferos Xenarthra no cerrado brasileiro, verificou a maior abundancia
desses animais em areas mais fragmentadas. Assim, estudos que observam um aumento
populacional de ixodideos em areas consideradas degradadas, se justificam devido ao
repertorio comportamental de alguns hospedeiros mamiferos que sdo menos sensiveis a
antropizacgé@o e conseguem se adaptar em ambientes degradados aumentando sua populagéo e
consequentemente a de seus carrapatos (NUPP, SWIHART 1996; ALLAN et al. 2003).

A maior prevaléncia de A. longirostre no presente estudo é corroborada em estudos de
Labruna et al. (2007; 2009), Ogrzewalska et al. (2008) realizados em areas de Mata Atlantica
e por Sanches et al. (2013) que também coletou este ixodideo em fragmentos reflorestados
mais antigos de Mata Atlantica. O porco-espinho possui habitos arboricolas e
predominantemente florestais, utilizando o chdo somente quando o seu deslocamento pelas
copas e galhos ndo é possivel e para defecar (OLIVEIRA, 2008). Isso pode explicar a maior
abundancia de A. longirostre em areas florestadas ou menos antropizadas (PASCOAL et al.
2012) e ainda a sua maior presenca em fragmentos reflorestados mais antigos como verificado
por Sanches et al. (2013).

A relevancia da presenca de areas preservadas para manutencdo de uma elevada
populacdo de A. longirostre comparada as areas mais antropizadas na regido estudada,
demonstra que as relacGes ecoldgicas entre esta espécie de ixodideo e seus fatores abibticos,
na regido em que foi coletado, devem ser analisadas em sua individualidade. A importancia
das variaveis abidticas individuais para cada regido e a espécie do carrapato é considerada em
muitos estudos como determinantes para uma real correlacdo do desmatamento de &reas
florestais e o tamanho de populaces de ixodideos (LI et al. 2012; WOOD, LAFFERTY,
2013).

Em conclusdo, este capitulo demonstrou a relevancia de inquéritos parasitolégicos
envolvendo carrapatos e aves silvestres em remanescentes de Mata Atlantica do estado do Rio
de Janeiro tendo em vista 0s novos registros de aves hospedeiras relatadas. Adicionalmente
ampliou-se o0 conhecimento existente entre ixodideos e a avifauna silvestre, principalmente
para A. longirostre. Este ixodideo além de se confirmar como a espécie parasita de aves
silvestres da Mata Atlantica, demonstrou estreita relagdo com a familia Dendrocolaptidae que
devido ao seu habitat arboricola, apresentou alta prevaléncia de parasitismo e IMP nas
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espécies positivas para A. longirostre. Adicionalmente mostrou-se uma alternativa para a
identificacdo de larvas de A. longirostre através da descrigdo feita por Barros-Battesti, et al.
(2005) sem a necessidade de clarificacdo dependendo do estado de ingurgitamento da larva
coletada. Dados como estes sdo de extrema importancia para Mata Atlantica ja que este
bioma sofreu e sofre destacada reducgéo de abrangéncia na regido Neotropical.
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CAPITULO II

DETECCAO E IDENTIFICACAO DE RICKETTSIA SPP. POR PCR-
POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE RESTRICAO/ “RESTRICTION
FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM” (PCR-RFLP) EM CARRAPATOS
COLETADOS DE AVES DA FAMILIA DENDROCOLAPTIDAE
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RESUMO

COSTA-SANTOLIN, Isis Daniele Alves. Capitulo Il: Deteccéo e identificagdo de Rickettsia
spp. por PCR-Polimorfismo de Fragmentos de Restricdo/ “Restriction Fragment Length
Polymorphism” (PCR-RFLP) em carrapatos coletados de aves da familia Dendrocolaptidae.
2014. 18p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014,

Rickettsioses transmitidas por carrapatos sdo doencas zoonéticas graves e
potencialmente ameacadoras a vida. A deteccdo e identificacdo de bactérias do género
Rickettsia em populacbes de carrapatos tornaram-se mais faceis e precisas nos ultimos 25
anos, devido ao desenvolvimento de métodos baseados em biologia molecular. Atualmente,
sete espécies de Rickettsia foram descritas nos carrapatos brasileiros, utilizando PCR para a
deteccdo e sequenciamento de “amplicons” para a identificacdo. A analise in silico de
sequéncias que codificam os genes glItA , htrA e ompB dessas espécies foi realizada e revelou
ser a base para um novo metodo de PCR-RFLP, que permite a identificagdo diferencial das
sete espécies brasileiras. O método foi avaliado utilizando larvas e ninfas de Amblyomma
longirostre, Amblyomma ovale, Amblyomma naponense e Amblyomma varium coletadas em
aves da familia Dendrocolaptidae, na Reserva Bioldgica do Tingua, no estado do Rio de
Janeiro. A espécie “Candidatus Rickettsia amblyommii” foi identificada em 93,5% (129/138)
dos A. longirostre examinados, enquanto que as outras trés espécies de carrapatos foram PCR
negativos. O método basico emprega as endonucleases de restricdo Mspl e Rsal e pode ser
realizada no decurso de um Unico dia de trabalho. Dispde de um conveniente e rentavel meio
para executar a analise em grande escala de populagdes de carrapatos, e deve ser um beneficio
para 0s pesquisadores que ndo dispdem de recursos financeiros ou técnicos necessarios para a
identificacdo baseado no sequenciamento.

Palavras Chaves: Rickettsia, deteccdo, PCR-RFLP.
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ABSTRACT

COSTA-SANTOLIN, isis Daniele Alves. Chapter Il: Detection and identification of
Rickettsia spp. Polymorphism by PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism/
"Restriction Fragment Length Polymorphism™ (PCR-RFLP) in ticks collected from
birds of Dendrocolaptidae family. [Capitulo Il: Deteccéo e identificagdo de Rickettsia spp. por
PCR-Polimorfismo de Fragmentos de Restri¢gdo/ “Restriction Fragment Length Polymorphism” (PCR-
RFLP) em carrapatos coletados de aves da familia Dendrocolaptidae.] 2014. 18p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Tick-borne rickettsioses are serious and potentially life threating zoonotic diseases.
The detection and identification of Rickettsia bacteria in tick populations have become easier
and more precise during the last 25 years as result of the developmental of robust molecular
biology based methods. Currently, seven species of Ricketssia have been described in
Brazilian ticks, using PCR for detection and amplicon sequencing for identification. In silico
analysis of sequences encoding the gltA, htrA and ompB genes of those species was
performed and revealed the basis for a novel PCR-RFLP method that allows their differential
identification. The method was evaluated using larvae and nymphs of Amblyomma
longirostre, A. naponense, A. ovale and A. varum collected from birds in the Tingua
Biological Reserve, in Rio de Janeiro State. The species “Candidatus Rickettsia
amblyommii” was identified in 93,5% (129/138) of the A. longirostre examined, while the
other two tick species were PCR negative. The basic method employs the restriction
endonucleases Mspl and Rsal and can be performed in the course of a single working day. It
offers a convenient and cost effective means to perform large scale analysis of tick
populations, and should be of benefit to researchers who lack the financial or technical
resources necessary for sequence based identification.
Key words: Rickettsia, detection, PCR-RFLP.
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1 INTRODUCAO

Carrapatos despertam interesse em diversos seguimentos, principalmente os que
envolvem a saude publica por desempenharem papel na disseminagdo de enfermidades além
de serem capazes de causar condigdes toxicas graves, como paralisia e intoxicagdo, irritacéo e
alergia, devido ao seu comportamento hematofagico. Estdo entre os artropodes que
transmitem a maior variedade de microrganismos patogénicos, dentre eles, protozoarios,
rickettsias, espiroquetas e virus (JONGEJAN, UILENBERG, 2004, DANTAS-TORRES, et
al. 2012b).

Animais silvestres e carrapatos representam um dos principais reservatorios de
patdégenos de importancia médica e veterinaria, onde estes Ultimos podem servir também, em
alguns casos, amplificadores de patégenos como sugerido por Socolovschi et al. (2009) que
demonstraram a transmissdo transovariana de Rickettsia conorii por varias geracfes de
Rhipicephalus sanguineus. Atualmente esti bem estabelecido que o parasitismo acidental de
carrapatos no homem é responsavel pela disseminacdo de doengas que antes foram restritas a
vida silvestre e este ocorre devido a inter-relagdo estabelecida pelo homem e o ambiente
natural (DANTAS-TORRES et al. 2012b).

A diversidade de ambientes ocupados por carrapatos, seus hospedeiros naturais e 0s
possiveis patdégenos que circulam nessa relacdo entre parasito-hospedeiro, sdo importantes
aspectos a serem considerados quando se necessita ampliar o conhecimento a respeito das
possiveis doencas associadas a estes ectoparasitos (DANTAS-TORRES et al. 2012b). Outros
fatores como a urbanizacdo, o desmatamento de ambientes naturais devido ao intenso
crescimento demografico em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, o impacto da
recente crise econdémica, maior movimento global de pessoas e animais de companhia, as
mudancas climaticas globais, expande os padrdes de distribuicdo, tanto em areas endémicas
e/ou anteriormente ndo endémicas de vetores e hospedeiros naturais e acidentais. 1sso permite
a emergéncia e re-emergéncia de doencas, antes restritas ao ambiente natural, transmitidas por
artropodes (COLWELL et al. 2011; LEGER et al. 2013) como as riquettsioses que com a
reducdo de areas florestadas aumentam as chances de dispersdo para populacbes humanas
(OGRZEWALSKA et al., 2011; PAROLA et al., 2013).

Dentre os alguns carrapatos e patdgenos causadores de enfermidades que atingem o
homem estdo a Borreliose de Lyme causada pela Borrelia burgdorferi sensu lato carreada
pelos Ixodes hexagonus, I. pacificus, I. persulcatus, I. ricinus, 1. scapularis; Anaplasmose
Granulocitica Humana que tem por responsavel o agente Anaplasma phagocytophilum tendo
por vetores Haemaphysalis concinna, H. punctata, Ixodes ricinus, I. pacificus, 1. scapularis,
Rhipicephalus bursa; Erliquiose Monocitica Humana causada pela Ehrlichia chaffeensis e
transmitida pelo Amblyomma americanum; Babesiose causada por Babesia divergens e B.
microti que tem os vetores Ixodes ricinus e |. scapularis; Febre Q causada por Coxiella
burnetii que tem dentre as espécies de carrapatos vetores o Amblyomma triguttatum e
Dermacentor marginatus, Tularemia causada por Francisella tularensis que entre os vetores
estdo D. variabiiis, D. andersoni e Amblyomma americanum (DANTAS-TORRES et al.
2012b).

As rickettsioses estdo entre as zoonoses mais conhecidas transmitidas por carrapatos e
sdo alvos de diversos inquéritos envolvendo patdgenos de ixodideos encontrados em animais
domésticos e silvestres (PAROLA et al 2013). Sdo bactérias Gram-negativas intracelulares
obrigatorias pertencentes a Classe a-Proteobactéria, ordem Rickettsiales e familia
Rickettsiaceae, que variam de endossimbiontes aparentemente inofensivos como Rickettsia
bellii, a agentes etioldgicos de doengas que acometem a vida animal e humana como R.
rickettsi. Associadas a artropodes, vivem como simbiontes na microbiota do artrépode vetor
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requerendo também um hospedeiro vertebrado para sobreviver e reproduzir (HACKSTADT,
1996; PERLMAN et al. 2006; ABDAD et al. 2011; PAROLA et al. 2013).

Sé&o divididas classicamente em trés grupos: o grupo tifo (GT), que inclui os agentes
etioldgicos do tifo epidémico, Rickettsia prowazekii, e tifo murino, R. typhi; grupo da febre
maculosa (GFM), que inclui o agente da febre maculosa do Mediterraneo, R. conorii, febre
maculosa, R. rickettsii, febre maculosa africana, R. africae, febre maculosa transmitidas por
pulga, R. felis e o “pox rickettsial” causado pela R. akari (MERHEJ, RAOULT 2011); o
grupo ancestral (GA) do qual pertencem R. bellii e R. canadensis (STOTHARD et al , 1994; .
STOTHARD e FUERST , 1995). Porém Gillespie et al. (2007) separaram R. akari e R. felis
da antiga classificacdo, colocando-as no chamado Grupo de Transicdo (GTR), pois
apresentam caracteristicas fenotipicas e genotipicas que sdo intermediarias aos grupos GFM e
do GT. Merhej e Raoult (2011) sugerem baseados em comparacGes gendmicas que R. bellii e
R. canadensis sejam colocados em grupos separados com base principalmente em
propriedades antigénicas.

Rickettsioses transmitidas por carrapatos sao infec¢fes zoondticas, com distribuicéo
global, causada por bactérias intracelulares pertencentes ao grupo da febre maculosa (GFM)
do género Rickettsia (PAROLA et al. 2013). No entanto, devido aos sintomas compartilhados
com outras infecgOes virais e bacterianas, acredita-se que muitas rickettsioses humanas séo
mal diagnosticadas (ABDAD et al. 2011). Rickettsioses podem ser determinadas por métodos
imunoldgicos, cultura de células ou através de técnicas moleculares, como Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (PCR —
RFLP), técnicas de amplificacdo isotérmica e cada vez mais por sequenciamento de
nucleotideos (PAROLA et al , 2013) .

Antes de 2004, a unica espécie de Rickettsia associada a carrapatos documentados no
Brasil foi Rickettsia rickettsii que € o agente etiologico de Febre Maculosa Brasileira (FMB)
encontrada nos ixodideos Amblyomma cajennense, Amblyomma aureolatum (PINTER,
LABRUNA 2006), e Rhipicephalus sanguineus (CUNHA et al. 2009; GEHRKE et al. 2009;
PACHECO et al. 2011; ALMEIDA et al. 2013). No entanto, durante a ultima década no
Brasil, outras espécies de patogenicidade indeterminada tém sido relatadas, como R. bellii
encontrada associada a Amblyomma ovale, A. oblongoguttatum, A. scalpturatum, A.
humerale, A. rotundatum, A. aureolatum, A. dubitatum, A. incisum, A. nodosum, Ixodes
loricatus e Haemaphysalis juxtakochi (PAROLA et al. 2013); Rickettsia monteiroi
encontrada em A. incisum (PACHECO et al. 2011) e Rickettsia rhipicephali em H. juxtakochi
(LABRUNA et al. 2005, 2009a). Espécies provavelmente patogénicas como R. parkeri
associada a A. triste (SILVEIRA et al. 2007); Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica ou cepa
Bahia (SPOLIDORIO et al. 2010; SILVA et al. 2011). Existem também espécies que ainda
nao foram validadas ou com descrigdo incompleta incluindo “Candidatus Rickettsia
amblyommii”, encontrada em associagdo com Amblyomma coelebs, A. geayi, A. cajennense,
A. auricularium e Amblyomma longirostre que também foi encontrado infectado com as cepas
AL e ARANHA, as quais sdo geneticamente relacionadas a esta Rickettsia
(OGRZEWALSKA et al. 2008, 2010; LABRUNA et al. 2011; SARAIVA et al. 2013).
Exemplos adicionais destas “novas” Rickettsias sdo as cepas NOD, COOPERI e ApPR (que
tém sido encontradas em diversas espécies de Amblyomma dentre elas A. nodosum, A. parkeri,
A. longirostre) que apesar de ndo elucidada taxonomicamente tem proximidade filogenética
com R. parkeri, R. africae, R. sibirica, e a cepa Mata Atlantica (OGRZEWALSKA et al.
2009, 2012; PACHECO et al. 2012; ALMEIDA et al. 2013). Por dltimo a cepa Pampulha
encontrada até o momento exclusivamente em associacdo com A. dubitatum (ALMEIDA et
al. 2011; SPOLIDORIO et al. 2012) estando relacionada filogeneticamente as espécies R.
tamurae e R. monacensis.
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Até o momento “Candidatus Rickettsia amblyommii” tem sido a espécie mais
frequentemente isolada em carrapatos coletados em aves silvestres no Brasil, contudo seu
potencial patogénico para 0s seres humanos ou animais ainda ndo foi elucidado
(OGRZEWALSKA 2010, LABRUNA et al. 2004, LABRUNA et al. 2011, PAROLA et al. de
2013, SARAIVA et al. 2013). Porém é pertinente observar que dados baseados em vigilancia
sorologica de cées na regido do Pantanal do Brasil forneceram evidéncias de que a infeccdo
por “Ca. Rickettsia amblyommii” provavelmente ocorre via A. cajenennse (MELO et al.
2011). Orgzewalska et al. (2012) em inquéritos na Mata Atlantica de Sdo Paulo, também
registraram altos niveis de soro-conversdo em pequenos mamiferos e detectaram, através da
PCR, “Ca. Rickettsia amblyommii” em 41,7% dos carrapatos A. longirostre coletados em
aves, demonstrando ampla distribuicdo e a circulacdo desta rickettsia em populagbes de
animais silvestres e domeésticos no Brasil.

Outra espécie associada a aves no Brasil é R. parkeri, especificamente a cepa NOD
encontrada associada a A. nodosum, A. calcaratum e A. longirostre coletados em Floresta
Atlantica Semidecidual dos estados do Parand e Sdo Paulo (OGRZEWALSKA et al. 2009,
2011a; PACHECO et al. 2012; OGRZEWALSKA et al. 2013). Aves se deslocam por longas
distancias em diversos ambientes e por isso, podem atuar como excelentes dispersoras de
ixodideos que, neste caso tem relevancia epidemioldgica devido a proximidade filogenetica
da cepa NOD de rickettsias do GFM (OGRZEWALSKA et al. 2013).

Avancos significativos na nossa compreensdo da biologia, ecologia e epidemiologia
das rickettsioses transmitidas por carrapatos no Brasil foram realizados na ultima década
(PAROLA et al. 2013). No entanto, o continuo progresso neste campo vai depender do
desempenho de levantamentos em grande escala de populacdes de carrapatos utilizando a
deteccdo e métodos de identificacdo molecular. Os custos e alto nivel de habilidade técnica
necessaria para realizar com competéncia metodologias baseadas no sequenciamento tornam
0 uso dessa abordagem impraticavel para muitos laboratérios.

Numa tentativa de resolver esta limitacdo, o presente estudo empregou métodos
baseados na bioinformatica para desenvolver um protocolo robusto de detec¢cdo molecular e
de baixo custo, com base na analise da Reacdo em Cadeia da Polimerase-Polimorfismo de
Comprimento do Fragmento de Restricdo de (PCR-RFLP), o qual pode ser utilizado como
uma alternativa ao sequenciamento. Além disso, relatamos a aplicacdo deste método para a
deteccdo e identificacdo de Rickettsia em carrapatos A. longirostre coletadas de aves na Mata
Atlantica do estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de Carrapatos Coletados da Familia Dendrocolaptidae

Um total de 225 carrapatos foi coletado de 18 aves da familia Dendrocolaptidae
(metodologia de captura das aves e coleta dos carrapatos descrito no Capitulo | item 2.2).
Deste total, 138 tiveram o DNA extraido utilizando o protocolo de extracdo com
fenol:cloroférmio descrito no item 2.2.4. (Capitulo Il1). As extracGes foram realizadas em
grupos de 22 carrapatos incluindo dois tubos de controle de extragdo, um contendo somente
solucdo de extragdo e outro contendo um organismo (larvas de Drosophilia sp.) para a
extragdo de DNA. As amostras controle foram submetidas a todos os procedimentos
empregados como as amostras contendo carrapatos e serviram para determinar a possibilidade
de contaminacdo por via do meio ambiente durante o processo de extracdo que envolve
multiplas etapas. Além disso, todas as extracfes foram realizadas em cdmara de fluxo laminar
previamente desinfetada, e utilizando ponteiras com filtro durante todo o procedimento de
lavagem e extragé&o.

O controle da contaminacao durante a preparagédo das reacfes de PCR foi também foi
efetuado como o cuidado no preparo de todas as misturas principais de PCR em uma area do
laboratorio "Livre de DNA". Nesta area nunca anteriormente houve manipulacdo de DNA,
onde tambem foi utilizado um conjunto de pipetas e ponteiras com filtro utilizadas somente
para este fim. Além disso, todas as reacdes de PCR realizadas neste estudo incorporaram dois
controles negativos. O primeiro destes compreendia uma amostra em que o DNA de teste foi
substituido pela mesma quantidade de agua para biologia molecular, que foi adicionada ao
tubo antes destes serem retirados do ambiente (livres de DNA) no qual as misturas para a
reacdo da PCR foram preparadas e distribuidas para os tubos de reacdo individuais. Este
controle, denominados &gua dentro, serviu para confirmar que os componentes da mistura da
reacao estavam livres de DNA contaminante. O segundo controle negativo denominado agua
fora, também foi composto de um tubo pelo qual o DNA foi substituido por um volume
equivalente de &gua para biologia molecular. No entanto, este tubo controle foi mantido no
ambiente (potencialmente contaminado por DNA), durante o periodo em que o DNA teste foi
adicionado aos tubos individuais, contendo aliquotas da mistura principal para PCR. Este foi
sempre o Ultimo tubo a ser preparado. Deste modo, o controle que foi intitulado agua fora,
serviu para determinar se havia ocorrido contaminacdo durante o processo de adicdo de
amostras de DNA teste nos tubos individuais de reacdo. Uma reacdo positiva em qualquer
controle negativo invalidava todas e quaisquer reagdes positivas registradas com o DNA teste
das amostras.

Inicialmente, o DNA extraido foi utilizado como molde em ensaios de PCR
desenvolvidos para a amplificagdo do 16S DNAr mitocondrial. Posteriormente “amplicons”
derivados dos ensaios do 16S DNAr mitocondriais foram sequenciados para identificar as
espécies dos carrapatos, conforme descrito no Capitulo 1.

As amostras de DNA derivadas dos carrapatos extraidos apos a identificacdo foram
examinadas quanto a presenca de DNA rickettsial como descrito abaixo.

2.1.1 PCR diagndstico para o género Rickettsia

O DNA extraido de 138 carrapatos coletados de aves da familia Dendrocolaptidae
foram examinados para a presenca de DNA rickettsial através de um conjunto de ensaios
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baseado em PCR. O primeiro ensaio (Tabela 2) teve um fragmento de aproximadamente 401
pares de bases (pb), do gene citrato sintase (gltA) presente em todas as espécies de Rickettsia
(LABRUNA et al, 2004), como alvo. O segundo PCR (também foi utilizado para confirmar
a presenca do género Rickettsia) sendo projetado para amplificar um fragmento de
aproximadamente 407 pb do gene htrA, que codifica um antigeno de 17Kda.

As amostras positivas para as reacdes de PCR género especificos foram entdo
submetidas a PCR para o diagnostico quanto a presenca de rickettsias do grupo da febre
maculosa. Assim, foram utilizados ensaios para a amplificacdo de um fragmento 856 pb do
gene ompB (RAOULT et al, 2001). A sequéncia dos iniciadores para gltA, htrA e ompB (120-
M591/120-807), assim como as condigcdes das reacdes de PCR utilizadas estdo detalhadas na
Tabela 7.

Os limites de detecgcdo dos quatro ensaios de PCR foi determinado utilizando DNA
derivado de culturas de células VERO infectadas com R. felis (gentilmente fornecidas pelo
Prof Marcelo Labruna, USP) e com R. parkeri (cepa NOD) generosamente fornecida pelo
Prof Adivaldo Fonseca, (UFRRJ), como controles positivos. Em ambos 0s casos, 0 nimero
de bactérias nas culturas foi desconhecido e 0 DNA extraido continha &cidos nucleicos tanto
de rickettsias quanto de mamiferos. Como tal, ndo foi possivel quantificar a concentracdo de
DNA bacteriano nestes controles. Entretanto, a fim de estabelecer uma estimativa semi-
quantitativa do DNA rickettsial no material utilizado como controle, cada estoque de DNA foi
utilizado para preparar uma série de diluicdes (fator de 10), de 10" a 10”. Em seguida,
volumes de 1 pL de cada diluicdo foram testados em duplicata para cada um dos quatro
ensaios de PCR, num volume final de 12,5 pL, para estabelecer a ultima diluicdo que
apresentasse amplificacdo visivel. Com base nestes resultados, a ultima e penultima diluicéo
foram utilizadas como controles positivos quantificados em todos os ensaios, para fornecer
uma forma de garantir que os ensaios foram reprodutiveis (que os ensaios foram eficientes
dentro dos limites pré-definidos de deteccdo), e para assegurar que as bandas derivadas a
partir dos lisados de carrapatos foram de peso molecular correto. Os controles negativos (dgua
dentro e agua fora), descritos acima foram incorporados em cada ensaio.

Em todas as reacdes de PCR o peso molecular dos “amplicons” foi confirmado através
da comparacdo com o marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler Ladder DNA, (produto
# SMO024, Thermo Scientific). A eletroforese de todos 0s ensaios acima descritos foi realizada
em gel de agarose 1,5%, com tampdo de corrida Tris-Acetato com EDTA (TAE) (1X= 40
mM Tris base; 40 mM é&cido acético; 1 mM EDTA pH 8,0), a uma tenséo elétrica constante de
5V/cm durante 60 minutos. Apo6s a corrida, os fragmentos de DNA presentes no gel de
agarose foram corados em Brometo de Etideo (BE: 0,5pug/mL) durante 10 minutos e
posteriormente submersos em &gua destilada por 30 minutos para remoc¢éao do excesso de BE.
A observacdo e fotografia foram feitas digitalmente sob iluminacdo ultravioleta em um
fotodocumentador Gel Doc XR (Bio-Rad) e as imagens resultantes foram analisadas
utilizando o software Quantity One (Bio-Rad).
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Tabela?. Iniciadores, mistura para PCR e condi¢des do ciclo da PCR utilizado para amplificacdo do DNA de espécies de Rickettsia.

Alvo Iniciadores Mistura para PCR para volume | Condic¢bes da PCR Tamanho do | Referéncia
final de 25pL produto
gltA Forward CS-78: 5> GCA 401 bp (LABRUNA
AGT ATC GGT GAG et al, 2004)
GAT GTA AT 3°
Reverse CS-323: 5 GCT
TCC TTA AAA TTC | 1x tampéo 95°C durante 5 minutos para
AAT AAA TCA GGA T | 1.5 mM MgCl, a desnaturacdo do DNA e
3’ 200 UM dNTPs ativacdo da polimerase.
20 pmoles de cada primer Seguidos de 40 ciclos com
htrA Forward 17KD: 5°GGA | 1 unidade de DNA Taq polimerase| temperatura de desnaturacdo | 407 pb (LABRUNA
ACC AGG CGG TAT | Platinum (Life Technologies, de 95°C por 20 segundos, et al., 2004).

GAATAA T
Reverse 17KD: 5°ACT
TGC CAT AGT CCG
TCAGG 3

Brasil)
2 uL de DNA molde.

temperatura de anelamento
de 52°C por 20 segundos e
temperatura de extensao de
72°C por 30 segundos e
extenséo final com
temperatura de 72°C por
cinco minutos.
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ompB

Forward 120-M59f: 5’
ATG GCG AAT ATT
TCT CCAAAA Y

Reverse Rr. 120-807:
5’AGT GCA GCA TTC
GCT CCCCCT 3’

1x tampao

1.5 mM MgCl,

200 uM dNTPs

20 pmoles de cada primer

1 unidade de DNA Taq polimerase

Platinum (Life Technologies,
Brasil)
2 uL de DNA molde.

95°C durante 5 minutos para
a desnaturacdo do DNA e
ativacdo da  polimerase.
Seguidos de 40 ciclos com
temperatura de desnaturacéo
de 95°C por 20 segundos,
temperatura de anelamento
de 52°C por 20 segundos e
temperatura de extensdo de
72°C por 40 segundos e
extensao final com
temperatura de 72°C por
cinco minutos.

856 pb

(RAOULT
et al., 2001).
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2.1.2 Anélise in silico de digestdo com endonucleases de restricdo para
identificacdo diferencial das espécies de Rickettsia

Sequéncias completas ou parciais (listadas abaixo) que codificam para 0s genes
htrA, gltA e ompB derivadas de todas as espécies de Rickettsia registradas, até o
momento, em carrapatos no Brasil, junto com sequencias de R. massaliae e R. felis,
foram baixadas em formato FASTA do banco de dados GenBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. As sequéncias foram entdo alinhadas com os
iniciadores utilizados nos trés ensaios de PCR, para gerar “amplicons” virtuais
utilizando o programa Sequencher® (Versdo 5.1; Genecodes, Corporation). Os produtos
de amplificacdo resultantes foram entdo submetidos a digestdo com uma serie de
endonucleases de restricdo in silico, através do Programa NEBcutter V 2,0 desenvolvido
por Vincze et al., (2003) disponivel no link www.tools.neb.com/NEBcutter2

As sequéncias utilizadas foram as seguintes; gltA: (NUmero de acesso no
GenBank; JX867425, JN378401, CP003334 (“Candidatus Rickettsia amblyommii”),
CP000087, CP000849, JQ906786, DQ865204, DQ517288 (R. bellii), CP000053,
JQ674484, JN315968 (R. felis), CP003319, KF826286, CP000683 (R. massaliae),
FJ269035 (R. monteiroi), CP003341, EF102236, JN126320, JQ906783, EU567177 (R.
parkeri), CP003342, DQ865206, U11020, U59721 (R. rhipicephali), CP003311,
CP003306, CP003305, CP000848 (R. rickettsii), JN190455 (cepa Pampunha); para o
gene htrA- (Numero de acesso no GenBank; U11013, AY375162, CP003334,
AY360215,  EU274655 (R. amblyommii), CP000087, CP000849, AF445380,
DQ865205, AY362702 (R. bellii), CP000053, AF195118, GU447234, KF241854,
AB114813, DQ102709 (R. felis), CP003319, CP000683, (R. massaliae), CP003341,
U17008, EU567178 (R. parkeri), CP003342, DQ865207 (R. rhipicephali), CP003311,
CP003306, CP003305, CP000848 (R. rickettsii), JN190456 (cepa Pampunha); para o
gene ompB- (Numero de acesso no GenBank; CP003334, AY360214, EU826515,
AY375164, EUS544299, EU728827, EU274657 (R. amblyommii), AF182279,
CP000053, GQ385243, KF056801 (R. felis), CP003319, AF123714, CP000683 (R.
massaliae), JQ906785, GQ855236, EU567179, CP003341, EF102239 (R. parkeri),
CP003342, AF123714, AF123719 (R. rhipicephali), CP003311, CP003306, CP003305,
CP000848 (R. Rickettsii).

2.1.3 PCR- Polimorfismo do Comprimento de Fragmento de Restricdo/
“Restriction Fragment Length Polymorphism” — (PCR- RFLP)

“Amplicons” derivados das amostras de carrapatos coletados de aves e positivos
nos ensaios de PCR para Rickettsia foram submetidos a digestdo usando as enzimas de
restricdo Hindlll, Mspl e Rsal (New England Biolabs), selecionadas com base na
analise de digestdo in silico. Os produtos das reacdes de PCR utilizados como controles
positivos foram derivados de culturas de células ou extraidos de carrapatos previamente
determinados por PCR e sequenciamento, como sendo infectados com “Candidatus
Rickettsia amblyommii” (cepa ARANHA), R. bellii, R. felis ou R. parkeri (cepa NOD).
Estes controles serviram para assegurar o desempenho das enzimas e para gerar perfis
de bandas padréo.
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As reacgdes foram executadas em volume final de 12 pL, que continham 5 puL do
produto de amplificacdo (aproximadamente 700ng - calculado por espectrofotometria
utilizando no aparelho NanoDrop 2000), 0,5 pL (10unidades/ pL) da enzima, 1,2 pL de
tampdo de reacdo apropriado, e 5,3 pL de agua. Em seguida as amostras foram
incubadas a 37°C durante 3 horas e imediatamente submetidas a eletroforese em géis de
agarose (2,0%), a uma tensdo elétrica constante de 5V/cm durante 90 minutos, em
seguida foram seguidos os procedimentos descritos na se¢do 5.6.1 para visualizagdo das
bandas. Os padrdes de bandas foram analisados através de comparacdo entre as
amostras e com um marcador de peso molecular de DNA (GeneRuler 50 bp DNA
Ladder, produto # SM0371 Thermo Scientific), junto com os controles positivos. As
imagens resultantes foram analisadas utilizando o software Quantity One (Bio-Rad),
para determinar com precisdo os tamanhos dos fragmentos de restrigdo individuais.

2.2 Sequenciamento do DNA

Os produtos das PCR foram purificados com Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life
Sciences) e submetidos ao sequenciamento através do “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit” Applied Biosystems. Os “amplicons” foram sequenciados em ambas
as diregdes utilizando os mesmos iniciadores utilizados na PCR, e a reagdo de “cycle
sequencing” foi realizada no termociclador modelo 9700 (Applied Biosystems),
utilizando as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 96°C durante 60 segundos,
seguidos de 30 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a 50°C para o anelamento
e quatro minutos a 60°C para a extensdo. Apos a reacdo, a remocdo dos nucleotideos
ndo incorporados foi feita através de precipitacdo com EDTA/etanol seguido por
ressuspensdo em 10 pL de formamida (Applied Biosystems). Todo o sequenciamento
foi realizado utilisando o sequenciador de DNA automatico (modelo 3500 Applied
Biosystems), localizado no Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.
Alinhamento das sequéncias foi realizado utilisando o programa Sequencher® (Verséo
5.1; Genecodes Corporation), e as sequéncias obtidas foram identificadas usando o
programa BlastN, junto ao banco de dados GenBank.
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3 RESULTADOS

Dos 225 carrapatos coletados da familia Dendrocolaptidae 138 ixodideos (oito
ninfas e 130 larvas) identificados como A. varium (n=2 ninfas), A. ovale (n=1 larva), A.
naponense (n=1 larva) e A. longirostre (n=128 larvas e 6 ninfas) foram analisados para
a presenca de Rickettsia. O DNA extraido foi analisado através da PCR com iniciadores
género especifico (gltA e htrA) para a presenca de Rickettsia sendo positivos para
97,76% (131/134) carrapatos pertencentes a espécie A. longirostre. Em contraste, trés
carrapatos identificados como A. longirostre foram registrados como negativos, para o
DNA rickettsial amplificavel, assim como os carrapatos identificados como A. varium,
A. naponense e A. ovale. Apos a identificacdo das amostras positivas para as PCRs para
os fragmentos dos genes gltA e htrA foram entdo submetidas a investigagdo quanto a
presenca do gene para ompB para rickettsias do grupo da Febre Maculosa. Assim, a
maioria dos carrapatos analisados, totalizando 98,5% (129/131), foi positiva para ompB
enquanto que somente 2 foram negativos. Esta amostra foi identificada como larva de A.
longirostre coletada dentro de um grupo de seis larvas, da mesma espécie de ixodideo,
encontrados na ave D. turdina sendo, contudo, as demais larvas positivas para a
presenca do gene ompB.

Com o intuito de identificar a espécie de Rickettsia detectada nos carrapatos foi
desenvolvido uma metodologia de identificacdo de PCR-RFLP onde com base em
digestdes de restricdo in silico realizadas com produtos de amplificacdo virtuais gerados
a partir de sequéncias derivadas do GenBank, as enzimas Rsal e Mspl foram capazes de
fornecer uma identificacdo diferencial de sete espécies de Rickettsia (“Candidatus
Rickettsia amblyommii”, R. bellii, R. monteiroi, R. parkeri, R.rickettsii, R. rhipicephali
e Rickettsia sp. cepa Pampulha) registradas em carrapatos coletados no Brasil, bem
como R. massiliae e R. felis. Como mostrado na Tabela 8, a maioria das espécies de
Rickettsia foram facilmente diferenciadas baseadas na comparacdo dos padrbes de
bandas geradas por Mspl e Rsal da digestdo do amplicon ompB. No entanto, as
sequéncias correspondentes ao amplicon de 856 pares de bases ndo estavam disponiveis
para R. monteiroi ou para Rickettsia sp. cepa Pampulha. Além disso, os iniciadores
utilizados neste estudo ndo amplificam o gene ompB de R. bellii. Contudo, uma
identificacdo diferencial com base nos padrGes de bandas Unicas (Tabela 8), foram
alcancadas utilizando Mspl e Rsal para digerir o fragmento amplificado do gene htrA de
Rickettsia sp. cepa Pampulha, as enzimas Mspl e Sacl para cortar o fragmento
amplificado de htrA de R. monteiroi e Hindlll para clivar o amplicon htrA de R. bellii.
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Tabela 8. Tamanhos dos fragmentos de PCR-RFLP previstos para a digestdo com
endonucleases de restricdo gerados de 407 pares de bases do fragmento amplificado do
gene htrA e por um fragmento amplificado de 856 pares de bases do gene ompB.

Tamanhos em pares de bases =~ Tamanhos em pares de bases do
do fragmento gerado de 407 fragmento gerado de 856-bp

pb amplicon htrA amplicon of ompB

Rickettsia s Padréo de Padréo de Padréo de Padréo de

PP handas Mspl bandas Rsal bandas Mspl bandas Rsal
“Candidatus 250, 157 298, 82, 27 505, 222, 129 599, 174, 83
Rickettsia
amblyomii”
R. bellii 305, 102 149, 137, 54, ND ND

33,34
R. felis 200, 157, 50 298,82, 27 363, 309, 87, 63, 599, 174, 89
40

R. massiliae 250, 102, 55 298, 82,27 505, 222, 129 559, 174, 40, 83

R. monteiroi* 407 195. 97, 82, 33 ND ND
R. parkeri 246,157, 4 298, 82, 27 505, 222, 129 391, 169, 144,
83, 39, 30
R. rhipicephali 246, 102, 55, 298,82,27 636, 220 559, 174, 83, 40
4

R. rickettsii 250,157 298,82, 27 353, 152, 129, 144,129, 125,

125, 97 97, 96, 83, 79,73,
30
Rickettsia cepa 200, 157, 50 207, 82, 69, ND ND
sp. Pampulha 22, 27

ND = nenhuma sequéncia disponivel. * Digestdo do amplicon htrA de 407 pb de R.
monteiroi com a endonuclease de restricdo Sacl gera um perfil de duas bandas com
massas moleculares de 216 e 191pb.
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Assim, 17 carrapatos representados por 17 A. longirostre (13 larvas e quatro
ninfas), coletadas de espécimes de Dendrocincla turdina, Sittasomus griseicapillus,
Xiphorhynchus fuscus e Xiphorhynchus guttatus foram examinadas utilizando os
ensaios de PCR para 0s genes rickettsiais htrA, gltA e ompB. Todos os A. longirostre
(17/17) geraram produtos de amplificacdo do tamanho previsto para cada ensaio. A
digestdo subsequente, usando Mspl e Rsal, dos 17 amplicons ompB revelou que em
todos os casos, os carrapatos foram infectados com “Candidatus Rickettsia
amblyommii” (Figura 13). E interessante notar que, com base em dados de
sequenciamento, duas variantes genéticas de “Candidatus Rickettsia amblyommii”
denominadas cepas ARANHA e AL foram descritas infectando estagios imaturos de A.
longirostre no Brasil (PAROLA et al, 2013). A identificagcdo diferencial das trés
“espécies” nao foi alcangada utilizando a digestdo do amplicon ompB. No entanto,
durante a andlise in silico foi observado que a totalidade das sequéncias htrA
depositadas no GenBank como sendo derivadas de “Candidatus Rickettsia
amblyommii” continham um Unico local/sitio para a enzima Hindlll que, apés a
digestdo geraram dois fragmentos de 203 e 204 pares de bases de tamanho. Este sitio de
restricdo foi ausente nas sequéncias depositadas das cepas ARANHA (GenBank niimero
de acesso AY360215) e AL (GenBank numero de acesso EU274655). Como tal, a
PCR-RFLP usando essa sequéncia e a enzima Hindlll, possibilitaram a diferenciacao
entre a cepa classica e as variantes brasileiras. Os produtos de amplificacdo de htrA das
amostras de carrapatos ndo foram cortados por digestdo com Hindlll, o que indicou que
eles podiam ser cepa ARANHA ou AL. A identificacdo definitiva como cepa
ARANHA foi alcancada pelo sequenciamento dos amplicons ompB. Observou-se que
todos os 17 fragmentos amplificados foram idénticos uns aos outros e mostrou um nivel
de 99,4% (812/817 bases sequenciadas) de similaridade de nucleotideos para a
sequéncia correspondente derivada da R. amblyommii cepa ARANHA (GenBank
namero de acesso AY360214).
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599 bp
505 bp
— 391 bp
363 bp
309 bp
222bp
— 174 bp
129 bp
— 83 bp

Figura 13. Gel de agarose (2%) corado em brometo de etideo. Anélise dos padrdes de
bandas de PCR-RFLP produzidos por digestdo do amplicon ompB gerado pelas
endonucleases Mspl e Rsal de quatro larvas de Amblyomma longirostre utilizando o par
de iniciadores 120-M59 e 120-807. Colunas 1, 2, 3 e 4 = padrdes de amostras obtidos
através do DNA de carrapatos de aves silvestres; coluna 5 = “Candidatus Rickettsia
amblyommii” (cepa ARANHA), coluna 6 = Rickettsia felis, coluna 7 = Rickettsia
parkeri (cepa NOD) digeridos com a endonuclease de restricdo Mspl. Coluna M =
marcador de tamanho de DNA (Thermo scientific GeneRuler; 50 bp DNA ladder).
Colunas 8, 9, 10 e 11 = padr@es de amostras obtidos através do DNA de carrapatos de
aves silvestres, coluna 12 = “Candidatus Rickettsia amblyommii” (cepa ARANHA),
coluna 13 = Rickettsia felis, coluna 14 = Rickettsia parkeri (cepa NOD), digeridos com
a endonuclease de restricdo Rsal. Tamanhos da banda s&o indicados em pares de bases

(pb).
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4 DISCUSSAO

O método baseado na PCR-RFLP se baseia na digestdo de fragmentos
amplificados por PCR através endonucleases de restricdo, que geram uma série de
fragmentos de diferentes tamanhos, que ocorrem como resultado de mutagbes em
sequéncias dos sitios de restricdo, a aquisicdo ou a delecdo dos sitios de
reconhecimento, ou insercbes e exclusdes nas sequéncias entre o0s sitios de
reconhecimento (RAMESHKUMAR et al. 2012). O DNA digerido € separado por
eletroforese em gel (agarose ou poliacrilamida) e a imagem do gel é gravada
digitalmente para posterior analise dos padrdes de bandas (RAMESHKUMAR et al.
2012). Uma série de protocolos de PCR-RFLP foram relatados para diferentes espécies
de Rickettsia (GAGE et al. 1.994, MATSUMOTO, INOKUMA de 2009, PENICHE-
LARA et al. 2013), mas nenhum desses protocolos permitiu a identificacdo diferencial
das espécies de Rickettsia registradas no Brasil. O desenvolvimento de técnicas mais
rentaveis que possibilitem sua aplicacdo em estudos que envolvem grandes tamanhos
amostrais, como inquéritos que objetivam a compreensdo da biologia de carrapatos
vetores de Rickettsia, sdo necessarios ja que apesar dos progressos significativos nos
ultimos anos, ainda existem inimeras lacunas em sua compreensio (SZABO et al.
2013). Assim, para preencher essas lacunas, ha uma necessidade premente de realizar
vigilancia de extensas populacdes de carrapatos brasileiros para a presenca de agentes
patogénicos (OGRZEWALSKA et al. 2012, PAROLA et al. 2013). Por um lado, isso
pode ser simplesmente e facilmente conseguido, pelo menos em termos de taxas de
deteccdo, por meio do rastreio baseado na PCR, com os iniciadores especificos do
género, como 0s empregados no presente estudo. Por outro lado, a identificacdo precisa
de espécies ou ainda ao nivel de subespécies (como exigido para investigacoes
epidemiologicas detalhadas, identificacdo de cepas, ou estudos filogenéticos), requer
uma analise pos-amplificacdo na forma de sequenciamento dos produtos da PCR
(PAROLA et al. 2013). Infelizmente, apesar da reducdo continua do custo de
metodologias de sequenciamento, a aplicacdo rotineira dessa metodologia como uma
técnica para a identificacdo de bactérias ainda nao é financeiramente viavel ou pratica
para muitos laboratorios, devido as complexidades técnicas e treinamento, necessarios
para realizar uma analise eficiente da grande quantidade de dados gerados pelo
sequenciamento. Diante dessas limitacdes, a aplicacdo de métodos alternativos e mais
baratos para analise dos produtos da PCR deve ser priorizada na analise molecular
preliminar de isolados e, assim selecionar 0s grupos representativos de “amplicons”
derivados dos carrapatos para o0 sequenciamento.

“Candidatus Rickettsia amblyommii” tem sido frequente em estudos de
populacbes de carrapatos que parasitam aves silvestres da Mata Atlantica
(OGRZEWALSKA et al. 2008; OGRZEWALSKA et al. 2011a; ORGZEWALSKA et
al. 2012; PACHECO et al. 2012) e de outros biomas brasileiros e animais (LABRUNA
et al. 2004a; OGRZEWALSKA et al. 2010; SARAIVA et al. 2013). Apesar da
frequéncia de relatos da infeccdo de “Candidatus Rickettsia amblyommii” em
carrapatos de aves silvestres, nenhum estudo antes relatou o elevado numero de A.
longirostre  positivos, para esta Rickettsia, que fossem provenientes de
Dendrocolaptidae.

E interessante que, com base em dados de sequenciamento, duas variantes
genéticas de “Candidatus Rickettsia amblyommii', sdo circulantes no Brasil onde sdo
denominadas cepas ARANHA e AL (LABRUNA et al. 2011; PAROLA et al., 2013).
Ambas as cepas foram descritas infectando A. longirostre (OGRZEWALSKA et al.
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2008, 2010, 2011; PACHECO et al. 2012) e outros carrapatos como Amblyomma
auricularium (SARAIVA et al. 2013), A. cajennense e A. coelebs (LABRUNA et al.
2004c), A. geayi (OGRZEWALSKA et al. 2010). Além de disseminada em outros
paises do continente americano (LABRUNA et al. 2011; MUKHERJEE et al. 2014;
OGRZEWALSKA et al. 2014).

“Candidatus Rickettsia amblyommii” despertou interesse quanto a sua relagao
com o carrapato que infecta. Saraiva et al. (2013) analisou trés geracdes consecutivas de
A. auricularium e observou a manutencdo da infeccdo por “Ca. Rickettsia
amblyommii”  comprovando a transmissdo transestadial e transovariana. Essa
capacidade de permanéncia ao longo de geragdes em uma populacéo de carrapatos pode
explicar a quase que totalidade de carrapatos positivos para esta Rickettsia observados
no presente estudo. Porém a sua relacdo com o hospedeiro, nesse caso aves, ainda ndo é
compreendida e necessita de mais investigacdes. No entanto, a vigilancia
epidemiologica de carrapatos infectados por “Ca. Rickettsia amblyommii” deve ser
intensa, j& que sua dispersdo a longas distancias foi comprovada por Mukherjee et al.
(2014) através de aves migratérias capazes de cruzar as Américas. E sabido que
bactérias do género Rickettsia utilizam glandulas salivares de carrapatos como um de
seus sitios de permanéncia sendo entdo transmitidas para seus hospedeiros atraves da
saliva (BUDACHETRI et al. 2014). Mesmo pertencendo ao grupo da Febre Maculosa e
sendo transmitida durante o0 repasto sanguineo de carrapatos infectados, a
patogenicidade de “Ca. Rickettsia amblyommii” nos hospedeiros ¢ indefinida, pois,
mesmo coelhos infectados experimentalmente apesar de terem apresentado soro-
conversdo (titulos de 64 a 256) contra esse microrganismo ndo apresentaram qualquer
reacdo (febre ou lesdo na pele) sintomatica de rickettsiose (SARAIVA et al. 2013). E
pertinente observar que a soro-conversdao também foi observada em cavalos e cdes
infectados naturalmente por “Ca. Rickettsia amblyommii” com nenhuma evidéncia de
doenca clinica nesses hospedeiros (LABRUNA et al. 2007, BERMUDEZ et al, 2011,
MELO et al. 2011). Nestes ultimos casos de registro de infeccdo em animais urbanos,
Labruna et al (2007) alertaram que a infeccdo com “Ca. Rickettsia amblyommii” tem
potencial de se tornar um problema pois, seus carrapatos vetores podem infestar
acidentalmente humanos que convivem no mesmo ambiente, ainda mais quando se trata
de cdes que possuem uma relacdo proxima ao ser humano. Esse alerta ganha peso com
os estudos de Apperson et al. (2008) que forneceram evidéncias sorologicas em
humanos da associacdo de R. amblyommii a casos da febre maculosa nos Estados
Unidos.

Ponnusamy et al. (2014) ao estudar a diversidade de Rickettsiales em A.
americanum sugeriu que “Ca. Rickettsia amblyommii” ndo possui um hospedeiro
reservatorio vertebrado sendo essa, a funcédo do proprio carrapato. Este autor baseou sua
hipdtese em dois fatores. O primeiro tem relacdo com a maior frequéncia desta bactéria
em fémeas quando comparada a machos, que estaria relacionado a adaptacdo vantajosa
desse organismo para a transmissao vertical e ndo horizontal onde entra a participacao
do hospedeiro vertebrado. Outro fator seria a auséncia de diversidade genética nos
genes ompA encontrada, pois nao seria o padrdo esperado para um patdgeno transmitido
horizontalmente que requer a infeccdo de um hospedeiro vertebrado intermediario com
a capacidade de gerar a imunidade especifica que conduziria a uma diversificacdo no
gene. A adaptacdo de “Ca. Rickettsia amblyommii” a sobrevivéncia em carrapatos
também foi sugerida por Budachetri et al. (2014) ao descrever essa Ricketttsia como
simbionte facultativo de A. maculatum coletados no ambiente. A presenca constante,
mas ndo dominante de Rickettsia spp. nos carrapatos analisados, também verificada por
Lalzar et al (2012) em Rhipicephalus turanicus e Rhipicephalus sanguineus permitiu a
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suposicdo de que esta bactéria estaria exercendo o papel de endossimbionte facultativo
no microbioma dos ixodideos analisados. Assim, a alta prevaléncia encontrada no
presente estudo pode ser resultado de sua permanéncia como simbionte.

Outro fator que pode ter influenciado a deteccdo do elevado nimero de amostras
recuperadas com DNA rickettsial positivo encontrado nos carrapatos coletados, é o
método de armazenamento que priorizou seu imediato acondicionamento em solucdo de
RNAlater®. Isso pode ter contribuido ja que se trata de uma solugdo que permeia
rapidamente tecidos para estabilizar e proteger o RNA e o DNA celular ao inativar
nucleases presentes nas células. Além disso, a solucdo RNAlater ® minimiza a
necessidade imediata de processar as amostras ou o0 congelamento das mesmas
(https://www.lifetechnologies.com/br/en/home/brands/product-brand/rnalater.html),
essencial em trabalhos que envolvem a coleta de material ambiental onde ndo se
disponibiliza de equipamento de refrigeracdo em campo. Demais estudos que relatam a
prevaléncia de Rickettsia utilizaram como solu¢do fixadora dos carrapatos alcool etilico
95% (APPERSON et al. 2008; PONNUSAMY et al. 2014), &lcool etilico 96%
(OGRZEWALSKA et al. 2012) alcool etilico 100% (HORTA et al. 2007; LALZAR et
al. 2012) isopropanol absoluto (OGRZEWALSKA et al. 2010, 2011; PACHECO et al.
2012) ou congelamento a -80°C (LABRUNA et al. 2004, PONNUSAMY et al. 2014).
Estudos que visavam a quantificacdo e analise da microbiota existente nos carrapatos
que relataram a alta prevaléncia de Rickettsia, ou mantiveram seus carrapatos vivos em
condicdes laboratoriais até 0 momento da extracdo de DNA como Saraiva et al. (2013),
ou mantiveram em alcool etilico 95% até a identificacdo do carrapato e posteriormente
submetendo os ixodideos ao congelamento a -80°C até o momento da extra¢do, como
Ponnusamy et al. (2014).

Por fim, a alta prevaléncia de “Ca. Rickettsia amblyommii” identificada em
carrapatos coletados em aves da familia Dendrocolaptidae identificados como A.
longirostre puderam demonstrar a existéncia de uma relacdo ecoldgica que precisa de
maiores estudos para uma melhor compreenséo do real papel desta bactéria no ixodideo.
Além disso, sdo necessarias maiores investigagdes no que concerne a patogenicidade
desta Rickettsia em relacdo as aves parasitadas por carrapatos vetores, assim como 0
real risco de/para populagdes humanas que convivem em ambientes também utilizados
por estas aves. Como é sabido, investigacdes epidemioldgicas dependem da coleta e
analise de grande nimero de amostras e 0 estudo de populagdes de carrapatos parasitos
de aves silvestres ndo é diferente. Assim, a metodologia de diagnostico pelo protocolo
PCR-RFLP desenvolvida no presente estudo se mostrou simples e robusta, e foi baseada
em genes alvos rickettsiais e ensaios de PCR amplamente utilizados e que permitiu a
rapida (24 a 48 horas) identificacdo e diferenciacdo das espécies de Rickettsia
associadas a carrapatos relatados no Brasil. A eficacia do método oferece uma
alternativa tecnicamente simples sendo uma alternativa a identificacdo baseada no
sequenciamento. Com isso, espera-se que a disponibilidade deste protocolo possa servir
para estimular o aumento da investigacdo sobre o estudo deste importante grupo de
patdgenos emergentes e re-emergentes.
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CAPITULO Il

ANALISE DE METODOS DE EXTRACAO DE DNA DE
MICRORGANISMOS PRESENTES EM IXODIDEOS
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RESUMO

COSTA-SANTOLIN, Isis Daniele Alves. Capitulo Ill: Andlise de métodos de
extracdo de DNA de microrganismos presentes em ixodideos. 2014. 28p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2014.

A utilizacdo de técnicas moleculares no estudo de carrapatos tem sido
corriqueira tanto como ferramenta de identificacdo do ixodideo, analise filogenética ou
na investigacdo de agentes patogénicos que possam ser carreados por estes artropodes.
Independente da técnica molecular utilizada, o passo primordial em qualquer anélise é a
extracdo de DNA. E sabido que no estudo da microbiota de artrépodes, 0 método
escolhido para extragdo pode ser determinante na recuperacdo dos microrganismos
existentes principalmente daqueles que ndo sdo maioria na populagdo procariota
analisada. A auséncia de padronizacdo faz com que diferentes protocolos sejam
utilizados na extracdo do material genético de carrapatos sem que tenha havido uma
prévia investigacdo da metodologia mais eficiente no estudo de populagdes procariotas
em ixodideos. Independente do método utilizado, a finalidade dos protocolos de
extracdo € resultar em um DNA de alta qualidade, em quantidade suficiente e de
preferéncia, obtida de uma forma répida e eficiente. Assim o objetivo deste capitulo foi
comparar diferentes protocolos de extracdo de DNA com a finalidade de avaliar a
metodologia mais eficiente na recuperagdo de DNA procariota presente na microbiota
de carrapatos. Assim, larvas e ninfas de Rhipicephalus microplus e Amblyomma parvum
foram utilizados na comparacdo de seis protocolos de extragdo de DNA: Fervura em
agua estéril, InstaGene (BioRad), kit (Qiagen), Fenol:.cloroformio, Mud (terra de
diatoméacea) e HotShot modificado. A intensidade das bandas geradas pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificar o DNA recuperado usando o protocolo de
extraccdo de cada um foi avaliada. Dois métodos; fenol: cloroféormio e o kit comercial
ofereceram os melhores resultados para a amplificacdo do DNA dos carrapatos. Além
disso, se a intencdo de analise do DNA for imediata, 0 método que utilizou InstaGene
foi rapido e uatil. No entanto, em relacdo a analise da microbiota, 0 método que utilizou
fenol: cloroformio foi considerado mais eficaz.

Palavras chave: Padronizacao, extracdo de DNA, microbiota de carrapatos
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ABSTRACT

COSTA-SANTOLIN, isis Daniele Alves. Capitulo 111: Analysis of methods of DNA
extraction of micro-organisms in ixodids. [Analise de métodos de extracdo de DNA
de microrganismos presentes em ixodideos.] 2014. 28p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The use of molecular techniques for the study of tick has been commonplace for tick
identification, phylogenetic analysis or research of pathogenic agents that may be
carried by these arthropods. Independent of molecular technique used, the primary step
in any analysis is the extraction of DNA. It is known that in study of the microbiota of
arthropods, the extraction method chosen can be decisive in the recovery of micro-
organisms, especially those that are not in most prokaryotic population analyzed. The
lack of standardization has resulted in a variety of protocols being used for the
extraction of genetic material from ticks in the absence of prior investigations to
determine the most efficient methodology to be used in the study of the prokaryotic
populations in ticks. Regardless of the method used the purpose of the extraction
protocol is to generate high quality DNA in a sufficient quantity for analysis and
preferably to obtain the material in a quick and efficient manner. Thus, the aim of this
chapter was to compare different protocols for DNA extraction in order to establish the
most efficient methodology for the recovery of the prokaryotic DNA representing the
microbiota of ticks. To this end, larvae and nymphs of Rhipicephalus microplus and
Amblyomma parvum were used to compare six DNA extraction protocols: Boiling in
sterile water, InstaGene (BioRad), a commercial kit (Qiagen), Phenol: chloroform, Mud
(diatomaceous earth), and a modified HotShot technique. The intensity of the bands
generated by polymerase chain reaction (PCR) amplification of the DNA recovered
using each extraction protocol was evaluated. Two methods; phenol: chloroform and
the commercial kit offered the best results for amplification of tick DNA. Moreover, in
cases where short term analysis of the DNA was undertaken, InstaGene was found to
represent a quick and useful tool. However, regarding analysis of the microbiota, the
phenol: chloroform method was considered to represent the most effective technique.

Keywords: Standardization, DNA extraction, ticks microbiota
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1 INTRODUCAO

1.1 Técnicas de Extracdo de DNA Gendémico

A obtencdo do material genético para posterior aplicacdo na biologia molecular
geralmente é a primeira e provavelmente a mais importante etapa a ser executada. As
fontes dos é&cidos nucleicos, DNA ou RNA, desejados podem ser provenientes de
tecidos e células, organismos inteiros, matrizes ambientais (solo, fezes, urina).
Dependendo da finalidade para o qual esta extracdo serd destinada, PCR,
sequenciamento, clonagem génica, etc., diversos protocolos sdo utilizados para
realizacdo de tal procedimento. O protocolo a ser utilizado dependera dos fatores de
cada experimento como: tipo de tecido, grau de pureza e principalmente a integridade
do material genbmico extraido necessaria para a aplicacdo (BARATTO, MEGIOLARO,
2012).

Existem diferentes técnicas para o isolamento de DNA gendmico bacteriano,
contudo a maioria delas exaustivas e muitas vezes suprimindo alguns grupos de
procariotas, o que dificulta estudos que envolvem a diversidade bacteriana a partir de
amostras biologicas ambientais (BARATTO, MEGIOLARO, 2012). Contudo,
independentemente do metodo utilizado, a finalidade dos protocolos de extracdo é
resultar em um DNA de alta qualidade, em quantidade suficiente e de preferéncia,
obtida de uma forma rapida e eficiente (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

De maneira geral, os métodos descritos envolvem algum tipo de lise das células

seguida pela purificacdo através de procedimentos incluindo desproteinizacdo e
recuperacgdo subsequente do DNA (SAMBROOK et al., 1989). A lise pode ser induzida
mecanicamente (por exemplo, moagem, utilizando pérolas de vidro, aquecimento), ou
quimicamente (exposicdo a detergentes ou outras substancias capazes de romper a
integridade das membranas celulares e ou nucleares). Assim, uma vez liberados da
célula, € importante proteger o DNA da degradacdo, que pode ser conseguido
controlando o pH da solucéo, incubando a temperaturas elevadas para inibir a acdo das
nucleases e incluindo agentes quelantes que sequestram o0s céations bivalentes
necessarios para o funcionamento eficaz das nucleases. Dependendo do uso pretendido
com o DNA extraido, pode ser necessario remover outras macromoléculas
contaminantes, principalmente proteinas, que podem interferir ou inibir reacdes
subsequentes, por exemplo, PCR ou digestdo com enzimas de restricdo. A remocdo das
proteinas pode ser conseguida enzimaticamente, utilizando proteinases, ou
guimicamente usando solventes orgéanicos, tais como fenol, ou em alguns casos, as
proteinas podem ser removidas por precipitacdo utilizando elevadas concentracdes de
sais "salting out” (SAMBROOK et al., 1989).
Tampéo e Sal: Tampdes estabilizam o pH, enquanto as células estdo sendo lisadas e
uma vez que o DNA esta liberado. O tampdo mais frequentemente utilizado é o Tris =
tris(hidroximetil)aminometano, (HOCH,)3sCNH,, com o pH das solucdes geralmente
ajustado com 4acido cloridrico (HCI) na faixa de pH 7-9. O sal cloreto de sodio (NaCl)
pode também ser incluido para aumentar a forca idnica, e auxiliar na manutencdo da
estabilidade do DNA. A inclusdo de sal também é recomendada nos casos em que a
purificacdo do DNA é baseada na precipitacdo com alcool (etanol ou isopropanol)
(SAMBROOK et al., 1989)
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Detergentes/Surfactantes: Surfactantes, sdo vulgarmente chamados detergentes, tem a
caracteristica de perturbar a interface entre os sistemas distintos hidrofobicos e
hidrofilicos. Detergentes tém, pelo menos, duas propriedades fundamentais, a saber,
uma cabeca hidrofila sollvel em agua e uma cauda hidr6foba (solivel em éleo). Estas
propriedades permitem que os detergentes se insiram e em seguida dispersem as
membranas, além de desnaturar proteinas. Dependendo da composi¢do quimica dos
terminais hidrofilicos e hidrofébicos, sua acdo sobre as proteinas e as membranas pode
variar. Surfactantes ionicos tendem a ser melhores na solubilizagdo de membranas e
desnaturacdo de proteinas. Com surfactantes ibnicos, a porcdo hidrofilica é tipicamente
um grupo sulfato, ou carboxilico para surfactantes anidnicos, ou para os surfactantes
catidnicos grupamentos amdnio. SDS (dodecilsulfato de sddio) é um detergente
anidnico com uma cabeca hidrofilica e uma cauda com 12 carbonos (dodecil ou lauril).
O desoxicolato de sodio é um detergente anibnico carboxilico proveniente dos sais
biliares que é comumente utilizado em muitos tampdes de lise. CTAB (brometo de
cetiltrimetilam6nio) é um detergente catidnico utilizado no isolamento de DNA de
plantas (SAMBROOK et al., 1989).

Agentes quelantes e Inibidores de DNase; Tampdes de lise tipicamente incluem
agentes quelantes como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou acido tetra-
acetico de etileno-glicol (EGTA). Estas substancias quimicas se ligam a ions metalicos
com uma carga de +2 (por exemplo, magnésio e célcio), tornando-os indisponiveis para
outras reacdes. Muitas DNases necessitam destes cations bivalentes para funcionar, por
isso, priva-las destes ions chave, faz com que o EDTA e EGTA ajudem a reduzir o
nivel de atividade destas enzimas (SAMBROOK et al., 1989).

Proteinase: Um grande nimero de protocolos de extracdo emprega a protease fungica
Proteinase K, tal como um meio inicial de reducdo do nivel de proteinas das células
lisadas. Esta enzima atua hidrolisando as proteinas celulares, incluindo as histonas
associadas com o DNA eucaridtico evitando que estas funcionem como inibidores das
técnicas moleculares a qual a extragéo € destinada. 1sso é possivel, pois a Proteinase K é
uma protease serina produzida pelo fungo Tritirachium album, que exibe ampla
especificidade de clivagem para as proteinas celulares, pois catalisa a clivagem
hidrolitica de ligac6es peptidicas de acidos aminados alifaticos e aromaticos, a unidade
de formacdo da proteina (EBELING et al. 1974). Devido a plasticidade de
funcionamento desta enzima, aceitando variacdes de pH, a presenca de detergentes
(incluindo o mais utilizado SDS) torna esta proteina extremamente Gtil para a digestdo
de proteinas durante a purificacdo de acidos nucleicos (SAMBROOK et al., 1989
SIGMA-ALDRICH- http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/p2308?lang= pt
&region= BR). A adicdo de proteinase K vai necessitar de um periodo de incubacéo que
dependendo da origem da amostra ao qual se deseja extrair o material genémico pode
variar de minutos a dias. Em geral, a temperatura de incubacdo da amostra é de 56°C.
Isso porque submetidas a esta temperatura, muitas proteinas celulares, principalmente
DNases sdo parcialmente ou totalmente desnaturadas e inativadas, facilitando a sua
digestdo com proteinase K, que atinge sua atividade maxima entre 20 e 60°C (LAHIRI
et al. 1993; SWEET et al. 1996).

Lise mecanica: E importante salientar que muitos protocolos além da utilizacdo de
substancias quimicas, que permitam a execucdo dessa primeira fase de extracdo
objetivando a liberacdo do material genético, se utilizam também de métodos mecanicos
associados a estas. A utilizacdo de “beads” que sdo pérolas de vidro de diversos
diametros utilizadas na quebra do tecido ou célula ao qual se deseja extrair 0 DNA, e
“pestles” ou pistilos, possuindo a mesma finalidade de maceragdo mecénica do material.
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Nitrogénio liquido também € utilizado em protocolos como facilitador de disrup¢do do
tecido ou da célula (HILL e GUTIERREZ 2003).

Em termos gerais, existem duas opg¢des para a purificacdo do DNA a partir de
outros componentes presentes nos lisados celulares. Ambas as abordagens tém como
objetivo a separacdo do material gendmico dos demais componentes celulares que
geralmente envolvem a adi¢do de uma solucdo que permita a formagdo de camadas
heterogénicas onde o DNA fique dissolvido em apenas uma das camadas. Um exemplo
é quando se utiliza solventes organicos como fenol para desnaturar as proteinas, ficando
o DNA na fase aquosa e as proteinas na interface entre as fases organica e aquosa.
Outro exemplo de protocolo para a separacdo do DNA das proteinas € a utilizacdo de
altas concentracdes de sal comumente chamada de extragdo “salting-out” que tem por
base o principio de que as proteinas sdo menos sollveis em concentracdes elevadas de
sal, sendo entéo precipitadas. (SAMBROOK et al., 1989).

Baseado nesta segunda fase da extracdo, os métodos podem ser divididos em
duas categorias, métodos de ndo afinidade e os métodos de afinidade. Com métodos de
ndo afinidade, o DNA permanece em solucdo, enquanto todas as demais moléculas,
incluindo proteinas e restos celulares, sdo removidas. As técnicas de ndo afinidade mais
comuns utilizadas incluem o fenol/cloroformio e métodos que empregam a resina
Chelex-100®. Ja as técnicas ditas de afinidade permitem a remocdo da molécula de
DNA a partir da solugdo sendo baseada na afinidade do DNA & um suporte solido
(silica) atraves de interacGes quimicas. Este procedimento vai permitir a exclusdo dos
materiais indesejados, como proteinas, que podem ser descartados seguramente ja que o
DNA esta aderido a silica sélida. O DNA pode ser obtido a partir da silica, apds a
eluicdo desta molécula pela adicdo de tampéo Tris ou agua, hidratando o acido nucleico
e liberando-o da membrana. (PARIDA et al. 2006).

Sendo assim, de acordo com a metodologia seguida na segunda fase da extracao,
diferentes metodos sdo utilizados na extracdo de DNA. Abaixo estdo as principais
técnicas utilizadas na extracdo de material gendmico de artropodes destacando 0s
principios em que cada metodo € baseado.

1.2 Métodos Baseados na Nao Afinidade

1.2.1 Extracdo com fenol:cloroformio (método organico)

Uma das técnicas mais comuns para se extrair o DNA de amostras bioldgicas é o
método fenol:cloroférmio, que também é chamado de método organico de extracdo.
Este método de extracdo permite a extracdo do DNA na forma de cadeia dupla, tendo
assim, um elevado peso molecular (SAMBROOK et al., 1989). Fenol e cloroformio séo
solventes organicos que desnaturam proteinas e facilitam a sua precipitacdo a partir da
solucdo lisada. A adicdo de fenol permitira a desnaturacdo de proteinas e sua migracao
para a fase organica que contém o fenol enquanto o DNA permanecera na fase aquosa.
Posteriormente é utilizada uma mistura de fenol:cloroférmio, que da nome a técnica,
onde o cloroférmio além de também desnaturar proteinas e contribuir para a remocao de
lipidios provenientes da lise celular, funciona como estabilizador do fenol. O
cloroférmio vai aumentar ainda mais a densidade da solucdo removendo vestigios de
fenol que pode ter sido previamente transferido com a fase aquosa, impedindo assim
que este prejudique a molécula de DNA ao segregar as fases heterogéneas da solugdo
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(FARRELL, 2005). Em muitos protocolos & mistura de fenol:cloroférmio é adicionado
alcool isoamilico que terd a funcdo de reduzir a formacgdo de espuma durante 0 processo
de centrifugagdo para separacdo das fases aquosa e organica (WALSH et al. 1992;
FARRELL, 2005).

Apos centrifugacdo o fenol assim como a mistura fenol:cloroféormio podem ser
separados da amostra devido a formacdo de fases heterogéneas na solucdo de extracao.
Durante a separacdo, a fase organica da solugdo (fenol:cloroférmio) que tem maior
densidade tera uma gravidade especifica mais elevada, assentando, assim, no fundo do
tubo, enquanto que na superficie se encontrarda 0 DNA, na forma de cadeia dupla, que
pela caracteristica hidrofilica se concentrard na fase aquosa da solucdo. As proteinas
indesejadas e os detritos celulares se concentrardo na fase organica ou na interface entre
a fase organica e aquosa. Assim, essa separacdo Vvisivel permite uma facil remocdo da
solugéo contendo o DNA (SAMBROOK et al., 1989).

Halos et al. (2004) destacava, em estudos com carrapatos, a extracdo de DNA
como etapa mais importante em andlises moleculares. Em suas comparagdes com
diferentes métodos de extracdo de DNA dos ixodideos Dermacentor sp., Rhipicephalus
sp., e Ixodes ricinus e do argasideo Alectorobius sonrai o protocolo que utilizava
fenol:cloroférmio demonstrou uma excelente eficiéncia na extragdo do 16S DNAr
mitocondrial. Outros estudos ainda enfatizam a utilizacdo do fenol:cloroférmio em
extracbes de Amblyomma americanum e Rhipicephalus (Boophilus) microplus
ressaltando o elevado rendimento e pureza do DNA extraido (HILL e GUTIERREZ
2003).

Algumas desvantagens cercam essa técnica, como o fato de ser um método
demorado, a utilizacdo de solventes organicos perigosos a saude (merecendo um
descarte apropriado que evite a contaminacdo do meio ambiente), e a necessidade de
multiplas transferéncias de tubos, o que aumenta a possibilidade de contaminacao
cruzada entre as amostras (HOFF-OLSEN et al. 1999). Contudo, ainda assim, extracoes
com fenol:.cloroformio sdo indicadas para amostras antigas ou degradadas, pois
consegue produzir, mesmo sob esses aspectos, uma maior qualidade do DNA extraido
(POONIYA et al. 2014).

1.2.2 “Salting-out”

Neste método a separacdo das proteinas do DNA € conseguida através da
utilizacdo de solucBes contendo altas concentracbes de NaCl. A precipitacdo das
proteinas ocorre principalmente atraves da solubilidade reduzida das mesmas devido a
sua desnaturacdo. A desnaturacdo expde radicais hidrofobicos favorecendo as interacdes
proteina-proteina. Além disso, as altas concentracdes de sal promovem a desidratacao
da solucdo auxiliando a formacéo de agregados proteicos que aumentam a diferenca de
densidade entre as proteinas e o0 soluto. As diferencas de densidade sdo suficientemente
grandes de modo que os agregados de proteinas sdo passiveis a formagdo de “pellet”
apos centrifugacdo (MILLER et al. 1988).
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1.2.3 Fase de precipitacdo/purificacdo do DNA

O DNA apés ser extraido e ser isolado dos outros componentes celulares passa
por um processo de precipitacdo que dependendo do protocolo seguido vai variar de
acordo com o componente utilizado para essa finalidade. Algumas técnicas utilizam
uma solucdo a base de um sal (acetato de sddio) e um &lcool (isopropanol ou etanol)
(WALSH et al. 1992; SWEET et al. 1996). Outras técnicas de purificacdo utilizam
somente o alcool para esta fase da extracdo genémica. No caso da utilizacdo do sal, sua
funcéo serd de neutralizagdo do DNA devido a afinidade elétrica entre os ions de sodio
provenientes do sal, que sendo carregados positivamente, sdo atraidos pelo grupo
fosfato existentes na molécula de DNA. Esta associagdo torna o DNA uma molécula
menos hidréfila e assim, menos solivel em agua fazendo que esta precipite sobre sua
propria estrutura (RASPAUD et al. 1981; SAMBROOK et al., 1989). E fundamental
que o volume de etanol corresponda &, no minimo, duas vezes o volume da solucdo
lisada para que a precipitacdo do DNA seja eficiente ou utilizar isopropanol no mesmo
volume da solugdo. Na primeira lavagem com alcool utiliza-se este a 100%
(concentrado), contudo isso fard com que precipitem muitos sais juntamente com o
DNA dificultando sua posterior ressuspensdo, assim, € comum a adicdo em etapas
subsequentes de alcool 70% a 80% que ira dissolver o sal impedindo sua co-
precipitacdo com o acido nucleico (RASPAUD et al. 1981; WALSH et al. 1992). Apos
essa etapa o etanol pode ser removido da solucdo através de secagem e o precipitado
(DNA) pode ser ressuspendido em agua ou tampao Tris EDTA (TE) que por se tratar de
um tampdo neutro com pH semelhante ao pH do DNA, possui baixa forga idnica
aumentando o tempo de armazenamento do DNA (FARRELL, 2005).

1.2.4 Fervura em resina quelante InstaGene Matrix® (BioRad)

O InstaGene Matrix® € um produto de marca comercial da BioRad que ja vem
diluido, e tamponado, pronto para uso, sendo uma versdo do Chelex 100® da BioRad
que se apresenta na versdo em pd (BioRad). E constituido por uma resina de troca
ibnica, agentes quelantes, negativamente carregados que sequestram (quelam) metais
bivalentes existentes em solugdo, tais como o Mg™. Esses metais como dito
anteriormente, sdo necessarios como cofatores de DNases que, com a lise celular, séo
liberadas, e que fazem a digestdo da molécula de DNA precisando, entdo, serem
inativadas para uma eficiente extracdo genémica. Sendo assim as substancias existentes
no InstaGene Matrix® bloqueiam qualquer degradacdo enzimatica do DNA extraido
(GARG et al. 1999).

A resina € constituida por copolimeros de estireno-divinilbenzeno contendo
grupos acido iminodiacético (Figura 14) que se ligam a ions metéalicos bivalentes (CEO
et al. 1992; GARG et al. 1999).
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Figura 14. Resina quelante - Acido iminodiacético (GARG et al. 1999).

Resinas de troca i6nica podem ser classificadas de acordo com a carga do ion
movel e forca ionica da ligacdo (BioRad- http://www.bio-
rad.com/webmaster/pdfs/9184 Chelex.PDF). Os grupos de &cido carboxilico
caracterizam esta resina como sendo de troca catinica fraca onde, em pH baixo (isto &,
um pH < 4.0), os grupos carboxil e de nitrogénios se tornam protonados capazes de
realizarem trocas anionicas. Alternativamente, em pH elevado os ions H+ se dissociam
de seus grupos funcionais, tornando a resina um permutador de cations (CEO et al.
1992). Outra caracteristica da resina presente no InstaGene Matrix® € sua grande
seletividade para ions metélicos em detrimento de sua resisténcia a ions ndo metalicos
tornando-a eficaz na extragdo de DNA com alto peso molecular e ainda com relato de
alto grau de pureza (JACOBSEN et al. 1992).

O pH alcalino do InstaGene Matrix® promove 0 rompimento das membranas
celulares liberando as proteinas existentes na célula que sdo desnaturadas apos a
incubacdo a 100 °C (WILLARD et al. 1998). Outra caracteristica das amostras que
sofrem extragdo com InstaGene também ocorre em decorréncia do aumento da
temperatura a 100°C é a desnaturacdo das ligacdes de hidrogénio existentes entre a
dupla hélice da molécula de DNA resultando na formacdo de moléculas na forma de
cadeia simples (WILLARD et al. 1998). A resina ligada aos ions metalicos,
provenientes da ruptura celular, precisa ser isolada do DNA extraido, pois caso isso nao
ocorra esse material funcionard como inibidor das PCR aos quais as amostras serdo
submetidas. Para esse isolamento ap0s a incubacdo segue-se uma centrifugacdo da
amostra que, devido ao maior peso e densidade, levam os residuos de resina e restos
celulares para o fundo da amostra permitindo a segregacdo do sobrenadante contendo o
DNA desejado (WILLARD et al. 1998, GREENSPOON et al. 1998).

Garg et al. (1999) destaca algumas vantagens no uso de resinas quelantes em
extracdo de acidos nucleicos, como a seletividade da ligacdo da resina a ions metalicos,
ndo possui a dificuldade de separacdo de fases existentes, além de ndo se tratar de um
produto carcinogénico como 0s solventes organicos utilizados em outros métodos de
extracdo. Como utiliza poucas quantidades da solucdo contendo a resina, além de
tornar-se um método econdmico, aumenta a sensibilidade da extracdo. Além dessas
vantagens listadas a que mais se destaca é o fato de requerer menos tempo por parte do
analista envolvendo menos passos e, assim, menos de transferéncias de amostra que
pode potencialmente levar a inadvertida contaminacdo (SWEET et al. 1996; WILLARD
et al. 1998; GARG et al. 1999). Hirunkanokpun et al. (2003) utilizaram InstaGene
Matrix® em suas analises de bactérias patdgenas presentes em carrapatos coletados na
Tailandia, ndo relatando qualquer problema na eficiéncia de suas reacbes de PCR.
Estudos com carrapatos Amblyomma americanum utilizando esta técnica de extracao
confirmaram eficiéncia deste metodo para deteccdo de Ehrlichia chaffeensis, com
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evidencias de E. ewingii e Borrelia lonestari em ixodideos provenientes dos EUA
(VARELA et al. 2004).

No entanto, vérios problemas foram relatados com extracbes InstaGene
Matrix®. Desloire et al. (2006) relatou este método como o menos efetivo dentre os
comparados em seus estudos com &caros Dermanyssus gallinae possivelmente em
decorréncia da presenca de inibidores que afetaram a reacdo em cadeia da polimerase.
Como alternativa ao problema com inibidores, Ganz e Gill, (2013) sugerem a diluicao
do produto de DNA extraido, em TE (Tris-EDTA), de modo a otimizar a reacdo em
cadeia da polimerase. Contudo, a diluicdo pode diminuir a sensibilidade de avaliacdo do
DNA extraido caso este ndo tenha sido efetivo.

1.2.5.Extracéo a base de Fervura em Agua Estéril

O principio deste método é a simples utilizacdo da alta temperatura da agua
(100°C) para liberagdo do material genético. A agua fervente ird desnaturar as DNases
liberadas com o rompimento das membranas da célula e hidrolisar as ligacGes de
hidrogénio que mantém a molécula de DNA na forma de fita dupla deixando-a no
formato de fita simples. Por ser um método rapido e facil, foi utilizado em alguns
estudos como em analises da prevaléncia de Borrelia sp. em carrapatos provenientes de
aves migratorias na Escandinavia (OLSEN et al. 1995) e para prevaléncia de Rickettsia
felis em pulgas, Ctenocephalides felis (PORNWIROON et al. 2007).

1.3 Métodos de Afinidade

1.3.1 Extracéao a base de silica

Os métodos de afinidade se baseiam na capacidade de ligacdo da molécula de
DNA a silica (HOSS et al. 1993; YANG et al. 1998). Com isso diversos protocolos tem
empregado a utilizacéo da silica para separacdo do DNA dos demais materiais celulares
por se tratar de uma maneira relativamente simples e especifica de isolamento do
material genético desejado. Kits comerciais de extracdo também tém empregado filtros
feitos de silica pelo qual a solucdo de extracdo, contendo o DNA, é passada deixando-o
preso, enquanto que o excesso de material celular, incluindo inibidores, que ndo se
ligam as esferas de silica, sdo eluidos atraves de uma série de lavagens.

A adsorcdo do DNA a silica, normalmente em Kits comerciais apresentada na
forma de membrana, ocorre quando os sais caotrépicos que dependendo do protocolo
empregado pode ser perclorato de sodio, cloridrato de guanidina e tiocianato de
guanidina presentes na solucdo de extracdo rompem e desnaturam a estrutura de
macromoléculas tais como proteinas e acidos nucléicos (por exemplo, DNA e RNA).
Solutos caotropicos tem a capacidade de aumentar a entropia do sistema permitindo a
ligacdo dos grupos fosfatos presentes na molécula de DNA a uma ponte de céation
formada pelo sal que se liga ao oxigénio presente nas moléculas de agua como
observado na figura abaixo (Figura 15) (LAKSHMI et al. 1999; QIAGEN -
http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/QIAGEN_protocol.pdf). Grande parte dos
kits comerciais, incluindo QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), utilizam a guanidina como
sal caotropico que além de promover a ligacdo do DNA a silica, desnatura as proteinas e
inativa nucleases liberadas durante o processo de extracdo. Agentes caotropicos como o
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tiocianato de guanidina, tem sido utilizados em extracdes de DNA onde o carrapato é a
fonte do material genético. Este permitira a lise das membranas celulares além de
impedir que o DNA se ligue a outras moléculas, facilitando a segunda etapa da extracéo
que é a separacdo do acido nucleico dos outros componentes celulares (SAMBROOK et
al., 1989; SANGIONI et al. 2005; SARAIVA et al. 2013).
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Figural5. O silicone fornece um meio universal para a imobilizacdo de moléculas de
acido nucléico. Na presenca de agua e sais caotropicos as moléculas interagem
ionicamente com ions de sodio e os grupos fosfato do &cido nucléico. Apds a ligagéo, 0s
contaminantes podem ser removidos por lavagem e centrifugacao.

Para a liberagdo do DNA da membrana de silica é adicionado uma solucdo que
promovera a hidratacdo do material genético preso a membrana podendo ser Tris ou
agua (QIAGEN - http://www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/QIAGEN_protocol.pdf).

1.4 Utilizacdo do 16S DNAr

A descricdo da diversidade microbiana por técnicas cultura-independente, na
maioria das vezes envolve a amplificacdo do gene 16S RNAr (16S DNA ribossomal
(RNA)) pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (SCHLOSS e HANDELSMAN,
2004). A maioria dos estudos envolvendo comunidades microbianas inclui o
sequenciamento do “amplicon” alvo dos marcadores filogeneticamente informativos,
tais como a pequena subunidade ribossomal. 1sso permite aos pesquisadores comparar
as identidades dos microrganismos que estdo presentes nas comunidades de interesse.
Uma vantagem de genes RNAr é que os ribossomos e, assim, 16S RNAr, estdo
presentes em todos 0S organismos Vvivos, enquanto outros marcadores comumente
usados tém uma limitada distribuicdo taxondmica (KUCZYNSKI et al. 2012). O
comportamento estavel do 16S RNAr, que vem se mantendo ao longo de anos de
evolugdo, ¢ comparado a um “crondémetro molecular” como sugerido por Woose et al.
(1987). Além disso, os genes ribossomais, contém regides em evolucdo lenta sendo
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entdo, utilizados como alvo de um largo espectro de iniciadores, que permite a
disponibilizacdo de suas sequéncias em varios bancos de dados tidos como referéncia
para sequéncias taxondmicas (KUCZYNSKI et al. 2011).

Alguns locais do 16S RNAr, chamados "hot spot", variaveis de acordo com a
espécie, se mostram com maior nimero de mutacdes ao longo de todos o gene
(TORTOLI, 2003) conferindo a este, regibes variaveis (hipervariaveis) e regifes
conservadas, demonstrando polimorfismos interespecificos suficientes para distingcdo
molecular entre as espécies. Até o momento foram distinguidas nove regifes
hipervariaveis (V), denominadas de V1 a V9, intercaladas com regides semelhantes
(dominios universais ou conservados). Sequéncias especificas dentro de uma dada
regido hipervariavel constituem alvos Uteis para ensaios de diagndstico e outras
investigacdes cientificas (WOESE et al., 1983; CHAKRAVORTY et al., 2007).

Iniciadores capazes de anelar em regides conservadas do 16S RNAr, comuns a
maioria dos procariotos, também chamadas de regifes universais, sdo usados para gerar
“amplicons” de regides varidveis que sdo informativos em estudos taxondmicos
(WANG e QIAN, 2009). Diversos artigos tém investigado os melhores conjuntos de
iniciadores capazes de amplificar o maior nimero de filos procariotas quanto possivel
dentro de uma amostra. Kuczynski et al. (2012) analisando a eficiéncia de conjuntos de
iniciadores universais para 16S RNAr para a microbiota de seres humanos, verificou
que o fragmento amplificado pelo conjunto 515F-806R representou a grande maioria
dos grupos pertencentes a Bacteria e Archaea. Ainda, este par de iniciadores também foi
utilizado na avaliagdo da microflora de himendpteros com resultados satisfatorios na
caracterizacdo de sua comunidade procariota (ZAHNER et al. 2008). Entretanto, o par
de iniciadores 357F-907R foi eficiente ao diferenciar microbiota humana entre
individuos acometidos pela doenca de Crohn e individuos saudaveis
(MARTINEZ-MEDINA et al. 2006) e em anéalises da comunidade procariota em lodo
de esgoto (TABATABAEI et al. 2013).

Mesmo com o conhecimento da possibilidade da ocorréncia de erros durante as
analise moleculares, Hong et al. (2009) alertam que muitos estudos de diversidade
microbiana podem identificar somente metade das espécies existente em amostras
ambientais ainda que se utilize varios conjuntos de iniciadores, multiplas técnicas de
extracdo de DNA e uma padronizacdo das condicdes da PCR.

Diante disso, e da auséncia de padronizacdo na escolha da metodologia de
extracdo de DNA de ixodideos, este estudo teve por objetivo a analise comparativa de
seis metodologias de extracdo de DNA de carrapatos, utilizando como alvo 16S DNA
mitocondrial de carrapatos e 16S RNAr dos microrganismos albergados por estes
artropodes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracdo do DNA dos Carrapatos

2.1.1 Aquisicdo dos carrapatos utilizados na padronizacdo da extracdo de DNA

Foram coletados carrapatos nas fases de larva e ninfa provenientes de uma
mesma postura de uma fémea de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Amblyomma
parvum. Parte da postura dos carrapatos foi coletada e larvas recém-eclodidas, antes da
primeira alimentacdo foram separadas, e a outra parte foi submetida a infestacdo
experimental em coelhos domésticos (Oryctolagus cuniculus) para que alcangassem a
fase de ninfa. Larvas de A. parvum apds o periodo de repasto sanguineo e se
desprenderem livremente do hospedeiro, foram colocadas em estufas tipo B.O.D. com
temperatura de 27 = 1°C e umidade relativa de 80 + 5% para que fizessem ecdise para a
fase de ninfa. Para a fase de ninfa de R. microplus, apos sete dias de eclosdo, as larvas
foram levadas para a infestacdo experimental, onde apos sete dias de repasto sanguineo
e verificagdo visual da ecdise foram entdo, removidas do hospedeiro mecanicamente
com o auxilio de pingas (Protocolos de experimentacdo animal UFRRJ/COMEP
160/2011; UFRRJ/COMEP 23083.006255/2013-25).

Os carrapatos coletados foram divididos em grupos de dez individuos e
armazenados em tubos com tampa de rosca contendo 500 puL de RNAlater® (Ambicon;
produto # AM7021) e congelados a -20°C.

Para a extracdo os carrapatos foram descongelados e submetidos a lavagem em
Solucéo tamponada de Fosfato (PBS), pH 7,2, para remocdo do RNAlater® seguindo-se
0 seguinte protocolo. Acrescentou-se 1000uL de PBS estéril nos tubos de tampa com
rosca contendo um carrapato cada, submetendo-os em seguida, a uma centrifugacdo por
cinco minutos com rotagdo de 16000 x g. Este procedimento foi repetido trés vezes em
cada tubo de amostra. Foram testados seis protocolos de extracdo de DNA diferentes,
descritos detalhadamente abaixo, que foram executados no mesmo dia de extracdo de
maneira sincronizada.

2.2 Protocolos de Extracao

2.2.1 Protocolo 1: Fervura em agua estéril

Em cada tubo de tampa com rosca de 1,5 mL foram acrescentados 20uL de agua
estéril. Os carrapatos foram macerados com o auxilio de um micro pistilo “pestle”
(Sigma-Aldrich; produto #235994). Os tubos foram incubados em uma placa
aquecedora (Thermomixer® Comfort; Eppendorf) a 100°C durante cinco minutos. Em
seguida as amostras foram centrifugadas durante 1 minuto a 16000 X g. Retirou-se
aliquota de 10uL do sobrenadante e armazenou-se a -20°C para posterior analise.
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2.2.2 Protocolo 2: Extracdo a base da resina “Chelex®-100” — InstaGene®
Matrix (BioRad)

Em tubos de tampa rosca de 1,5 mL, foram acrescentados 20uL da suspenséo
InstaGene®. Os carrapatos foram entdo macerados com o auxilio de um micro pistilo
“pestle” (Sigma-Aldrich; produto #235994). Apds a macera¢ao aumentou-se o volume
do macerado acrescentando-se 80 pL de InstaGene®. As amostras foram incubadas em
placa aquecedora (Thermomixer® Comfort; Eppendorf) a temperatura de 56°C durante
15 minutos. Passado esse periodo, as amostras foram misturadas por agitacdo manual
(invertidas trés vezes) e aquecidas a 100°C por oito minutos. As amostras foram
centrifugadas durante 1 minuto em 16000 x g. Deste protocolo retirou-se 50uL do
sobrenadante, mantendo-se o cuidado de retirar o volume desejado sem o “pellet”
formado no tubo, que contera a resina “chelex” presente no InstaGene®. Aliquotas de
10uL foram separadas para andlise molecular e armazenadas a -20°C.

2.2.3 Protocolo 3: Extragdo com kit QlAamp® DNA Mini Kit

A extracdo utilizando o kit (Qiagen; produto # 51306) foi realizada em tubos
com tampa de rosca de 1,5 mL contendo um carrapato e acrescentados 20uL de agua
estéril. Os carrapatos foram macerados com o auxilio um micro pistilo “pestle” (Sigma;
produto # Z35994). Acrescentou-se 60uL de agua estéril, 100 uL de “buffer” ATL e
20pL de proteinase K (40 mAU/mg). As misturas foram homogeneizadas com vortex
(10 segundos) e incubas por trés horas a 56°C. Apds o periodo de incubacdo, as
amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 6000 x g. Em seguida acrescentou-se
200uL de “buffer” AL, misturou-se através de um vortex por 15 segundos, e em seguida
os tubos foram incubados a 70°C por 10 minutos. Passado este periodo as amostras
foram centrifugadas por 1 minuto a 6000 x g, acrescentou-se 200uL de etanol absoluto
(MERCK) e em seguida as amostras foram homogeneizadas por vortex durante 15
segundos.

O sobrenadante foi entéo transferido para o inserto de tubo contendo um filtro de
silica fornecido pelo kit e centrifugada por 1 minuto a 6000 x g. O filtrado foi
descartado, mantendo-se o inserto com filtro. Foram acrescentados 500uL de “buffer”
AW!1 e os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 6000 x g. Mais uma vez, o filtrado
foi descartado, e foram acrescentados 500uL de “buffer” AW2 em seguida
centrifugados por 3 minutos 6000 x g. O filtrado foi descartado e os insertos foram
centrifugados por 30 segundos, e em seguida os tubos (ainda dentro do centrifuga)
foram girados (180°) e centrifugados por mais 30 segundos. O inserto com o filtro foi
transferido para um micro tubo tipo-Eppendorf de 1,5 mL onde foram acrescentados
200 pL de “buffer” AE. Aguardou-se 1 minuto a temperatura ambiente e ap0s esse
tempo centrifugou-se por mais 1 minuto a 6000 x g. Aliquotas de 10uL foram separadas
para analise molecular e armazenadas a -20°C.

2.2.4 Protocolo 4: Fenol:cloroformio

Apos a lavagem dos carrapatos, foram acrescentados 200 uL de PBS (pH 7,2)
estéril, 21 pL de cloreto de calcio (50 mM) e aproximadamente 50mg de pérolas de
vidro - “glass beads” (425-600 um; Sigma-Aldrich; product # G8772) em tubos com
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tampa de rosca de 0,5mL. As amostras foram agitadas por 60 segundos no mini-
beadbeater-16 (Biospec; Bartlesville, OK, USA), foram acrescentados 200uL do
tampdo de lise (20mM Tris-HCI pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1%
Dodecil Sulfato de Sodio) e 20uL proteinase K (20ug mL-1; Sigma-Aldrich). Em
seguida, as amostras foram incubadas por trés horas a 56°C. Passado o tempo de
incubagdo, as amostras foram centrifugadas durante 1 minuto (16000 x g) e depois
foram retirados 350 pL de cada lisado e colocados em novos tubos com tampa de rosca
de 1,5mL, contendo 250 puL de PBS (pH 7,2). Foram colocados 600 pL de fenol
tamponado (pH 7.4-7.8 BioAgency produto # 11593) e depois misturadas manualmente
(invertidos trés vezes) para formar uma emulsdo. As amostras foram centrifugadas por
dez minutos em 16000 x g. Apos esse periodo, foram retirados 550 uL do sobrenadante
(fase superior aquosa) sendo 0 mesmo transferido para um novo tubo com tampa de
rosca de 1,5mL. Foram acrescentados 550 pL de Fenol-Cloroformio (Bioagency
product # 3879), misturados manualmente (invertidos trés vezes) até que a solucao
formasse uma emuls&o e centrifugados por dez minutos em 16000 x g. Apos este tempo,
foram retirados 500 pL do sobrenadante (fase superior aquosa) e transferidos para novo
tubo com tampa de rosca de 1,5 mL. Foram adicionados 500 pL de isopropanol
(MERCK) e os tubos foram incubados durante 30 minutos em temperatura ambiente
(aproximadamente 240C). Passado esse periodo, as amostras foram centrifugadas por
dez minutos em 16000 x g e depois os tubos foram invertidos para descartar o liquido
deixando o “pellet” no fundo do tubo. As amostras foram entdo lavadas com 1000 pL
de etanol 70%, (para remocéo do sal), e centrifugadas por 1 minuto a 16000 x g. O
sobrenadante foi removido invertendo o tubo. O passo da lavagem foi repedido por
mais uma vez. Para remover o restante do alcool, os tubos foram colocados abertos e
invertidos em cima de papel absorvente durante 1 minuto e em seguida incubados sem
tampa a 56°C durante cinco minutos para evaporar a pequena quantidade de etanol que
restava. Apos seco, 0 DNA foi ressuspendido em 200 pL de “buffer” AE (kit Qiagen),
através de incubacdo a 4°C durante a noite e em seguida aquecido a 56°C por dez
minutos. Aliquotas de 10uL foram separadas para analise molecular e armazenadas a -
20°C.

2.2.5 Protocolo 5: Terra de Diatomacea (MUD)

Apos a lavagem dos carrapatos, foram acrescentados 200 uL de PBS (pH 7.0)
estéril, 21 pL de cloreto de calcio (50 mM) e aproximadamente 50mg de pérolas de
vidro - “glass beads” (425-600 um; Sigma-Aldrich; product # G8772) em tubos com
tampa de rosca de 0,5mL. As amostras foram agitadas por 60 segundos no mini-
beadbeater-16 (Biospec; Bartlesville, OK, USA), foram acrescentados 200uL do
tampao de lise (20mM Tris-HCI pH 8.0, 20mM EDTA pH 8.0, 400mM NaCl, 1%
Dodecil Sulfato de Sodio) e 20uL proteinase K (20ug mL-1; Sigma-Aldrich). As
amostras foram incubadas por trés horas a 56°C e depois centrifugadas durante 1 minuto
(16000 x g). Em um novo tubo com tampa de rosca de 1,5 mL foram adicionados 240
nL do lisado, 45 pL de “Diatomaceous earth” (Sigma-Aldrich; produto # D-3877) e 810
pL de “binding buffer”. “Diatomaceous earth” ou terra de diatomaceas é constituida por
restos fossilizados de diatomaceas e foi preparada da seguinte maneira. Em tubo falcon
de 50 mL foram adicionados 10 mL de agua estéril, 5g de “Diatomaceous earth”,
completados com &gua estéril até o nivel demarcado de 45 mL do tubo. Essa mistura foi
homogeneizada em vértex por 15 segundos, colocada para sedimentar por 30 minutos e
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apos este periodo, o tubo foi invertido para a remocdo do liquido sobrenadante. Este
processo foi repetido mais uma vez. Por fim, foi adicionado volume de TE (10mM Tris-
HCI pH 8.0, 1ImM EDTA pH 8.0) igual ao volume de sedimento restante no tubo. A
solucdo “binding buffer” foi preparada da seguinte maneira. Em tubo falcon de 50 mL
foi adicionado 249 de tiocianato de guanidina (GuSCN Sigma-Aldrich; produto #G-
6639), 2 mL de Tris (1 M, pH 7.5) e 1 mL de EDTA ( 0,5M, pH 8.0). Esta solugéo foi
aquecida a 55°C, até que a GUSCN entrasse em solu¢do e depois autoclavada (121°C
por 15 minutos). Foram acrescentados 0,5 mL de TritonX-100 (Sigma-Aldrich; produto
#93443), misturados invertendo o tubo gentilmente e armazenada ao abrigo da luz.

Em seguida, as amostras foram incubadas a 56°C durante cinco minutos com
agitacdo de 400 rpm no Thermomixer® Comfort; Eppendorf. ApGs este periodo a
solucéo foi centrifugada por dez minutos e depois o tubo foi invertido com o objetivo de
retirar 0 maximo de sobrenadante. As amostras foram entdo lavadas acrescentando-se
1000 pL de “washing etanol” (etanol 70%, 100mM NaCl, 10mM Tris pH 8.0, 1mM
EDTA pH 8.0) e misturadas com vortex por 15 segundos. Depois, as amostras foram
centrifugadas por dez minutos em 16000 x g e invertidas mais uma vez/como
anteriormente para remocdo do sobrenadante. Esse processo de lavagem foi repetido
mais uma vez. Para secagem, os tubos foram incubados sem tampa a 56°C durante
cinco minutos. A liberacdo do DNA da silica foi feita pela adi¢do de 200 pL de Tris pH
7,5 (10mM) com incubacdo a 56°C durante cinco minutos. Em seguida os tubos foram
centrifugados durante dois minutos em 16000 x g e Aliquotas de 10 puL foram separadas
para analise molecular e armazenadas a -20°C.

2.2.6 Protocolo 6: HotShot Modificado

Apos a lavagem dos carrapatos, foi adicionado 100 pL de tampéo de lise hotshot
(25mM NaOH, 0,2mM EDTA pH 12,0) e 50mg de pérolas de vidro “glass beads™ (425-
600 um; Sigma-Aldrich; produto #G8772). As amostras foram agitadas por 60 segundos
no mini-beadbeater-16 (Biospec; Bartlesville, EUA) e incubadas por 45 minutos a 95°C.
Apos este periodo as amostras foram incubadas a 4°C por cinco minutos. Passado este
tempo, foi adicionado o volume de 100 uL de tampdo de neutralizacdo (40 mM de Tris-
HCI pH 5.0) e a misturado manualmente por inversao do tubo 6 vezes. Em seguida 0s
tubos foram centrifugados durante dois minutos em 16000 x g e aliquotas de 10 pL
foram separadas para analise molecular e posteriormente armazenadas a -20°C.

Os produtos da PCR proveniente dos extraidos foram purificados seguindo o
protocolo para DNA em solucdo do Kit de purificacdo QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen #289034-70). Apos a purificacdo o produto da PCR foi quantificado com o
auxilio do Low DNA Mass Ladder (Invitrogen# 10068-013) que mostrou quanto de
DNA as bandas visualizadas classificadas como +++ (12 ng): Bandas com intensidade
alta; ++ (5 ng): Bandas com intensidade média; + (1 ng): Bandas com intensidade fraca
(5ng a 10ng); - amostras sem amplificagdo possuiam (figura 16).
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Figura 16. Gel de agarose (1,5%) corado em brometo de etideo. Analise representativa
das bandas visualizadas nas colunas 1, 2 e 3 classificadas como +++: Bandas com
intensidade alta (12 ng) coluna 1; ++: Bandas com intensidade média (5 ng) coluna 2; +:
Bandas com intensidade fraca (1 ng) coluna 3.

2.3 Reacido em Cadeia da Polimerase “Polymerase Chain Reaction™ (PCR)

2.3.1 PCR para 16S DNAr mitocondrial de ixodideos

Para cada uma das metodologias propostas de extragdo do DNA de carrapatos
R.microplus e A. parvum nas fases de larvas e ninfas, foram preparadas extracfes em
duplicata. Para a confirmacdo da eficacia do protocolo de extracdo do DNA dos
carrapatos, amplificagdes através do protocolo “Hot Start-Touch-up” PCR, de um
fragmento do gene codificador do 16S DNAr mitocondrial dos carrapatos foram
realizados no minimo duas vezes. Os iniciadores utilizados para tal reacdo da PCR
gerou um produto de aproximadamente 460 pb (Tabela 1).

Em todos os ensaios, trés controles positivos foram utilizados para garantir a
eficiéncia da PCR sendo estes provenientes do DNA extraido de R. microplus que foi
diluido para conter as seguintes concentra¢es (1ng/pL), (100 pg/uL) e (10 pg/uL) dois
controles negativos que garantiam a auséncia de contaminacdo da mistura para a reacao.

2.3.2 PCR 16S DNAr procariota

Apo6s a confirmacdo da eficiéncia da recuperacdo do DNA do carrapato,
conforme descrito acima, os DNAs recuperados das seis técnicas de extracdo foram
avaliados com o objetivo de determinar a presenca de DNA procariota. Para tal fim,
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foram executadas reagdes de PCR “Hot-Start”, empregando um volume de 1pL de DNA
sem diluicdo ou, 0 mesmo volume da amostra diluidos dez vezes, (=1:10), e 100 vezes
(=1:100) onde através da avaliacdo visual da intensidade das bandas, a eficiéncia da
extragdo foi determinada. Para a avaliagdo da eficiéncia da recuperagdo do material
genético dos procariotas presentes nos ixodideos, dois pares de iniciadores universais,
projetados para amplificar regiGes hipervaridveis do gene que codifica a menor
subunidade (16S) RNAr bacteriano foram empregados ( Tabela 9).

A reacdo de amplificacdo para o primeiro conjunto de iniciadores 515F-806R
gerou “amplicons” de aproximadamente 290 pares de bases provenientes da regido
hipervariavel 4 (V4) e a do segundo par de iniciadores 357F-806R gerou “amplicons”
de aproximadamente 466 pares de bases provenientes das regides hipervariaveis 3 e 4
(V3-V4) do gene que codifica a menor subunidade (16S) RNAr procariota.

A sensibilidade dos dois ensaios foi determinada usando um controle DNA,
extraido por meio de lise térmica de aproximadamente 5 x 1010 células de Escherichia
coli (cepa DHS5a). A concentragio de DNA presente no lisado foi estimada
espectrofotometricamente usando o aparelho Nanodrop 2000 (Thermoscientific).
Baseado no valor obtido, o lisado foi serialmente diluido (fator de 10), para
proporcionar uma gama de concentragdes (10ng/uL a 1 fg/pL). Os controles do DNA
(1pL) foram submetidos a PCR (Tabela 1), e analisados através de eletroforese em gel
de agarose para determinar a Ultima diluicdo capaz de gerar um produto visivel de
amplificacdo. A ultima (10 fg/pL) e pendltima (100 fg/uL) diluicdo foram entéo
utilizadas como controle positivo, em cada ensaio, fornecendo um meio de assegurar
que os ensaios foram reprodutiveis (especificamente que os ensaios funcionaram dentro
dos limites predefinidos de sensibilidade de deteccdo), e para assegurar que 0S
“amplicons” derivados dos lisados de carrapatos apresentaram a massa molecular
correta. Todas as reacOes de PCR realizadas neste estudo incorporaram dois controles
negativos. O primeiro destes compreendia uma amostra em que o DNA de teste foi
substituido pela mesma quantidade de agua para biologia molecular, que foi adicionada
ao tubo antes destes serem retirados do ambiente (livres de DNA) no qual as misturas
para a reacdo da PCR foram preparadas e distribuidas para os tubos de reacdo
individuais. Este controle, denominados agua dentro, serviu para confirmar que 0s
componentes da mistura da reacdo estavam livres de DNA contaminante. O segundo
controle negativo denominado agua fora, também foi composto de um tubo pelo qual o
DNA foi substituido por um volume equivalente de agua para biologia molecular. No
entanto, este tubo controle foi mantido no ambiente (potencialmente contaminado por
DNA), durante o periodo em que o DNA teste foi adicionado aos tubos individuais,
contendo aliquotas da mistura principal para PCR. Este foi sempre o Gltimo tubo a ser
preparado. Deste modo, o controle que foi intitulado agua fora, serviu para determinar
se havia ocorrido contaminacdo durante o processo de adicdo de amostras de DNA teste
nos tubos individuais de reacdo. Uma reacdo positiva em qualquer controle negativo
invalidava todas e quaisquer reacOGes positivas registradas com o DNA teste das
amostras.
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Tabela 9. Iniciadores, mistura para PCR e condigGes do ciclo da PCR utilizado para amplificagdo do 16S DNAr procariota.

Alvo

Iniciadores

Mistura para PCR
para volume final de
12,5uL

Tamanho do
produto

Condigdes da PCR

Referéncias

16S DNAr
procarioto

515 Forward
5’- GCC AGC
AGC CGC GGT
AA 3

806 Reverse 5°-
GGA CTA
CCA GGG
TAT CTA AT
3’

1x tampao

1,5mM (Invitrogen)
MgCl, (Invitrogen)
0,2mM cada dNTP
(Promega)

10mM de cada
iniciador

0,25 unidades de
Platinum Tag DNA
polymerase (Life
Technologies, Brasil)
1mL do DNA

290 pb

Ativacdo da Taq Polimerase durante 5 minutos a
94°C seguidos de 40 ciclos de 15 segundos para
desnaturagdo a 94°C, 20 segundos para O
anelamento a 55°C, 20 segundos a 72°C e 30
minutos a 72°C para extenséo final.

Zahner et al.
(2008);
Huler et al. (2012)

16S DNAr
procarioto

357 Forward
5’- CCT ACG
GGA GGC
AGC AG 3’

806 Reverse

5- GGA CTA
CCA GGG
TAT CTA AT
35

1x tampao

1,5mM (Invitrogen)
MgCl; (Invitrogen)
0,2mM cada dNTP
(Promega)

10mM de cada
iniciador

0,25 unidades de
Platinum Tag DNA
polymerase (Life
Technologies, Brasil)
1mL do DNA

466 pb

Ativacdo da Tag Polimerase durante 5 minutos a
94°C seguidos de seguidos de 35 ciclos de 15
segundos para desnaturacdo a 94°C, 20 segundos
para o anelamento a 55°C, 20 segundos a 72°C e 30
minutos a 72°C para extenséo final.

Crump et al
(2003); Ding et al.
(2014)
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3 RESULTADOS

3.1 Padronizacéo do Protocolo de Extracdo de DNA de Ixodideos

Os seis métodos para extracdo do DNA foram aplicados em ninfas de Rhipicephalus
microplus que propiciaram a eliminacgéo de trés protocolos considerados ineficazes quanto a
recuperacdo do material genético procariota. Os protocolos 1 (Fervura em agua estéril), 5
(Terra de diatomacea) e 6 (hotshot modificado) ndo apresentaram boa amplificacdo em
amostras de DNA sem diluicdo ou nas diluicdes realizadas (diluido 10 vezes e diluido 100
vezes) com os pares de iniciadores 357F-806R e 515F-806R. Os resultados individuais destes
testes foram demonstrados nas tabelas 10, 11 e figura 17.

Tabela 10. Avaliacédo da intensidade de amplificagcéo dos seis protocolos de extracdo de DNA
utilizando os pares de iniciadores 515F-806R para 16S RNAr procariota em ninfas de
Rhipicephalus microplus.

Iniciador Protocolos de Extragao
16SrDNA 1 2 3 4 5 6
(515-806) (agua) (InstaGene) (Kit) (Fenol) (Mud)  (Hotshot)
10° - 4+ 4+ 4+ ++ ++
10° - 4+ 4+ 4+ ++ ++
10 - ++ ++ o+ + +
10 - ++ ++ o+ + +
107 - + ++ ++ - -
107 - + ++ ++ - -

+++: Bandas muito intensas; ++: Bandas com intensidade média; +: Bandas com intensidade
fraca; - amostras sem amplificacao.

91



— 1000

— 500
— 300
— 50

Figura 17. Gel de agarose (1,5%) corado em brometo de etideo. Analise representativa da
tabela 10 dos padrdes de bandas de PCR produzidos amplificacdo do amplicon 16S RNAr
procariota gerado por ninfas de Rhipicephalus microplus extraidas com seis protocolos. As
triades entre parénteses representam cada amostra utilizada para a PCR onde se encontram
amostras sem diluicdo (A) e diluidas serialmente 10 vezes (B) e diluidas 100 vezes (C) de
cada protocolo de extracdo sendo 1-Fervura em agua estéril; 2- InstaGene; 3- Kit Qiagen; 4-
Fenol:cloroformio; 5- Mud e 6- HotShot modificado utilizando o par de iniciadores 515F-
806R. A intensidade das bandas revela a eficiéncia dos protocolos onde +++ sdo bandas com
intensidade alta (12 ng); ++ bandas com intensidade média (5 ng) e + bandas com intensidade
fraca (1 ng). Protocolo 1: amostras A, B e C negativas. Protocolo 2: amostras A +++, B ++ e
C +. Protocolo 3: A +++, B ++ e C ++. Protocolo 4: A +++, B +++ e C ++. Protocolo 5: A ++,
B + e C negativo. Protocolo 6: A ++, B + e C negativo. Coluna M = marcador de tamanho de
DNA (Thermo scientific GeneRuler; 100 bp DNA ladder).

Tabela 11. Avaliacdo da intensidade de amplificagdo dos seis protocolos de extracdo de
DNA utilizando os pares de iniciadores 357F-806R para 16S RNAr procariota em ninfas de
Rhipicephalus microplus.

Iniciador Protocolos de Extracao
16SrDNA 1 2 3 4 5 6
(357-806) (agua) (InstaGene) (Kit) (Fenol) (Mud)  (Hotshot)

10° - +++ ++ +++ ++ ++

10° - o+ ++ o+ ++ ++

10 - +++ ++ o+ + +

10 - +++ ++ o+ + +

102 - ++ + ++ - -

102 - ++ + ++ - -

+++: Bandas com intensidade alta; ++: Bandas com intensidade média; +: Bandas com
intensidade fraca; - amostras sem amplificacéo.
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Com os trés protocolos restantes, 2 (InstaGene), 3 (Kit) e 4 (Fenol:cloroférmio) foi
acrescentado ao teste a espécie Amblyomma parvum e as fases de larva e ninfa de ambas as
espécies para comparacdo, além das analises com o par de iniciadores para 16S DNAr
mitocondrial (Tabela 12).

Tabela 12. Avaliacdo da intensidade de amplificacdo dos trés protocolos de extragédo de DNA
(InstaGene, kit, fenol:cloroformio) utilizando os pares de iniciadores para 16S DNAr
mitocondrial para larvas e ninfas de Rhipicephalus microplus e Amblyomma parvum.

Iniciador

16SrDNA InstaGene Kit Fenol InstaGene Kit Fenol InstaGene Kit Fenol
mitocondrial

Fase 10° 10° 10° 10" 10 10" 107 10° 107
LP1 - ++  ++ + + +++ - - -
LP2 - ++  ++ + + +++ - - -
LP1 - ++  ++ + +++  +++ - - -
LP2 - ++  ++ + +++  +++ - - -
LR1 +++ +++ +++ +++  +++ ++ ++  ++
LR2 +++ +++ +++ +++  +++ ++ ++  ++
LR1 +++ +++ +++ +++  +++ ++ ++  ++
LR2 +++ +++ +++ +++  +++ ++ ++  ++
NP1 + +++  ++ +++ ++  +++ + - -
NP2 + +++ 4+ +++ +++ 4+ + - -
NP1 + +++  ++ +++ ++ +++ + - -
NP2 + +++  ++ +++ +++ 4+ + - -
NR1 +++ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++ +++  +++
NR2 +++ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++ +++  +++
NR1 +++ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++ +++  +++
NR2 +++ +++ 4+ +++ +++ 4+ +++ +++  +++

LR: Larva de R. microplus; NR: Ninfa de R. microplus; LP: larva de A. parvum; NP: Ninfa de
A. parvum. Duas repeticbes 1 e 2. +++: Bandas com intensidade alta; ++: Bandas com
intensidade média; +: Bandas com intensidade fraca; - amostras sem amplificacdo. Amostras
concentradas (100), diluidas 10 vezes (10-1) e diluidas 100 vezes (10-2).

O protocolo 2 (InstaGene) para 16S DNAr mitocondrial de A. parvum em amostras
sem diluicdo de larvas foi ineficiente e em ninfas foram fracamente positiva. A eficiéncia do
método teve melhora quando as amostras foram diluidas 10 vezes apresentando amplificacdes
com intensidade média, contudo quando diluidas 100 vezes param de amplificar novamente.
Este protocolo (2) foi melhor para a extracdo do 16S DNAr de R. microplus que apresentou
resultados semelhantes em todas as diluicGes para este e para 0s protocolos que utilizam o Kit
(protocolo 3) e fenol:cloroférmio (protocolo 4).

Quanto as reacdes de PCR para 16S RNAr procariota, ambas as espécies A. parvum e
R. microplus, que utilizaram os pares de iniciadores 357F-806R mostraram bandas mais
intensas nos protocolos que utilizam Fenol:cloroférmio e Kit comparada as amostras extraidas
com InstaGene. A eficiéncia deste par de iniciadores aumentou nas amostras diluidas 10 vezes
sendo, contudo Fenol:cloroformio e Kit ainda os melhores protocolos de extracdo. Nas
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amostras diluidas 100 vezes, a amplificagdo mostrou que somente algumas ninfas de A.
parvum e R. microplus continuaram a ser positivas no protocolo que utiliza o
Fenol:cloroformio, as demais amostras extraidas com os protocolos do Kit e InstaGene
perderam a intensidade de suas bandas nesta diluig&o.

O par de iniciadores 515F-806R que amplificam as regifes hipervariavel 4 foram
considerados mais sensiveis pois conseguiram amplificar fragmentos do 16S RNAr de
amostras que foram fracas ou negativas para amostras amplificadas com os iniciadores 357F-
806R. Para o conjunto de iniciadores 515F-806R, amostras extraidas com os protocolos Kit e
Fenol:cloroformio apresentaram intensidade de bandas mais fortes do que as amostras
concentradas extraidas com InstaGene oriundas de larvas e ninfas de ambas as espécies de
ixodideos. Quando as amostras foram diluidas 10 vezes a intensidade das bandas das amostras
de larvas apresentaram melhores resultados com o protocolo Fenol:cloroférmio, e ninfas
apresentaram amplificacdo média para os trés protocolos. Larvas de A. parvum e de R.
microplus, nas amostras diluidas 100 vezes para os trés protocolos perderam a intensidade de
suas bandas enquanto que em ninfas a intensidade foi alta, havendo, porém uma diferenca
notavel entre as espécies, onde as amostras de A. parvum foram melhores amplificadas do
que R. microplus (Tabelas 13 e 14).

Tabela 13. Avaliacdo da intensidade de amplificacdo dos trés protocolos de extracédo de DNA
(InstaGene, kit, fenol:cloroformio) utilizando o par de iniciadores para 16S RNAr procariota
357F-806R para larvas e ninfas de Rhipicephalus microplus e Amblyomma parvum.

ég';"zagggR InstaGene Kit  Fenol InstaGene Kit Fenol InstaGene Kit Fenol
Fase 10° 10° 10° 10™ 100 10! 107 10° 107
LP1 + + + + ++ ++ - - -
LP2 + + + + ++ ++ - - -
LP1 - + + + + ++ - - -
LP2 - + + + + ++ - - -
LR1 + + ++ ++ +++ ++ + - +
LR2 + + +++ ++ +++ ++ - - -
LR1 + + +++ ++ +++ ++ - + -
LR2 + + +++ ++ +++ ++ - - -
NP1 - ++ ++ +++ +++ A+t - + -
NP2 - ++ ++ +++ +++ A+t + + ++
NP1 - ++ ++ +++ +++ A+t - + ++
NP2 - ++ ++ +++ +++ A+t - + ++
NR1 - +++ ++ +++ +++ A+t ++ - ++
NR2 + +++ 4+ +++ +++ A+t ++ - ++
NR1 - +++ 4+ ++ ++ +++ - - -
NR2 - +++ 4+ ++ ++ +++ -

LR: Larva de R. microplus; NR: Ninfa de R. microplus; LP: larva de A. parvum; NP: Ninfa de
A. parvum. Duas repeticGes 1 e 2. +++: Bandas com intensidade alta; ++: Bandas com
intensidade média; +: Bandas com intensidade fraca; - amostras sem amplificacdo. Amostras
concentradas (100), diluidas 10 vezes (10-1) e diluidas 100 vezes (10-2).
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Tabela 14. Avaliacdo da intensidade de amplificacdo dos trés protocolos de extracdo de
DNA (InstaGene, kit, fenol:cloroférmio) utilizando o par de iniciador para 16S RNAr
procariota 515F-806R para larvas e ninfas de Rhipicephalus microplus e Amblyomma parvum.

I5T5C|I:agggR InstaGene Kit  Fenol InstaGene Kit Fenol InstaGene Kit Fenol
Fase 10° 10°  10° 10™ 10" 10t 10 10° 107
LP1 ++ ++ ++ + + ++ - + +
LP2 ++ ++ ++ + + ++ - - +
LP1 ++ ++ ++ + + ++ - + +
LP2 ++ ++ ++ + + ++ - - +
LR1 +++ +++ ++ ++ ++ - -
LR2 +++ +++ ++ ++ + + -
LR1 +++ +++ ++ ++ + + -
LR2 +++ +++ ++ ++ + - -
NP1 ++ +++ A+ 4+ +++ +++  + ++ +++
NP2 ++ +++ A+ 4+ +++  +++ ++ +++
NP1 ++ +++ A+ 4+ +++  +++ ++ +++
NP2 ++ +++ A+ 4+ +++ +++ + ++ +++
NR1 + +++  ++ +++ +++  ++ +++ + +
NR2 + +++ A+ 4+ +++  ++ +++ + +
NR1 ++ +++ ++ ++ - - -
NR2 + +++ ++ +++ -

LR: Larva de R. microplus; NR: Ninfa de R. microplus; LP: larva de A. parvum; NP: Ninfa de
A. parvum. Duas repeticbes 1 e 2. +++: Bandas com intensidade alta; ++: Bandas com
intensidade média; +: Bandas com intensidade fraca; - amostras sem amplificacdo. Amostras
concentradas (10°), diluidas 10 vezes (10™) e diluidas 100 vezes (107).

Oito amostras de larvas A. longirostre coletadas de Dendrocincla turdina
(Dendrocolaptidae) também foram testadas para os protocolos Fenol:cloroformio e Kit, que
apresentaram melhor resultado em amostras de A. parvum e R. microplus. Nos testes com o
par de iniciadores para 16S DNAr mitocondrial, todas as amostras sem dilui¢do, extraidas
com Kit e fenol:cloroférmio apresentaram bandas com intensidade alta. Porém, ao diluir as
amostras da extracdo em 10 vezes (10™) o protocolo com Fenol:cloroférmio detectou maior
nimero de amostras com intensidade alta e média. Em amostras diluidas 100 vezes (107)
nenhuma das amostras amplificou com nenhum dos protocolos de extracéo.

Com os iniciadores para 16S RNAr procariota, o conjunto de iniciadores 357F-806R,
em amostras concentradas de A. longirostre, tiveram amplificacbes com intensidades
semelhantes para ambos os protocolos. A eficiéncia de ambos os protocolos foi menor em
amostras diluidas 10 vezes e foi mantida constante, com intensidade média, em duas amostras
diluidas 100 vezes extraidas com protocolo Fenol:cloroférmio. O par de iniciadores 515F-
806R nas amostras sem diluicdo e diluidas 10 vezes tiveram resultados semelhantes ao
apresentado pelos iniciadores 357F-806R diferindo somente nas amostras diluidas 100 vezes
que foram negativas para a maioria das amostras. Contudo, as amostras 5 e 7 diluidas 100
vezes, provenientes da extracdo com Fenol:cloroférmio, foram fracamente positivas para 0s
iniciadores 515F-806R (Tabela 15).
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Tabela 15. Avaliacdo da intensidade de amplificagdo dos protocolos de extracdo de DNA que
utilizam kit e fenol:cloroférmio utilizando os pares de iniciadores para 16S DNAr
mitocondrial e 16S RNAr procariota ( 357F-806R e 515F-806R) para larvas de Amblyomma
longirostre (1 a 8) coletadas em aves silvestres da familia Dendrocolaptidae.

Protocolo

16S DNAr

) . 357F-806R 515F-806R
de Amostras mitocondrial
extracéo 10° 10t 107 |10° 10t 10?% | 10° 101 107
Kit 1 +++ ++ - +++ ++ + +++ ++ -
Kit 2 +++ ++ - T4+ ++ + +++ ++ -
Kit 3 T4+ + - T4+ ++ + +++ ++ -
Kit 4 T4+ + - ++ ++ + ++ ++ -
Fenol 5 T4+ +++ - T4+ +++ ++ +++ +++ 4+
Fenol 6 +++ ++ - ++ + - ++ + -
Fenol 7 T4+ ++ - T4+ ++ ++ +++ ++ +
Fenol 8 T4+ + - T4+ ++ ++ +++ ++ -

+++: Bandas com intensidade alta; ++: Bandas com intensidade média; +: Bandas com

intensidade fraca; - amostras sem amplificacéo.
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4 DISCUSSAO

Os protocolos que utilizam a fervura em agua estéril e Hotshot modificado possuem
varias vantagens Obvias. Além de terem sido as metodologias mais rapidas avaliadas, 0s
reagentes utilizados foram baratos comparados aos demais protocolos, simples de preparar e
estaveis a temperatura ambiente. Contudo, a auséncia de amplificacdo verificada nas amostras
extraidas com o método que utiliza a fervura em &gua estéril pode ser devido a ndo inativacdo
de cofatores de DNases.

Barea et a. (2004) relataram que em amostras contendo sangue, a hemoglobina pode
inibir a reacdo da DNA polimerase, ja que os ions Fe **, competidores dos ions Mg**, sdo
resistentes a fervura. E sabido que o armazenamento de ferro é necessario para o
desenvolvimento do embrido de ixodideos e que, a auséncia de seu armazenamento adequado
pode ser fatal para a eclosdo das larvas (HAJDUSEK et al. 2009). Ainda, Hill e Gutierrez
(2003) sugerem que a presenca de polissacarideos (quitina presente no exoesqueleto de
carrapatos) e/ou proteinas residuais juntamente com o DNA sdo os responsaveis pela
ineficiéncia de amplificacdo pela PCR. Mesmo que estes tenham sido 0s motivos da
ineficiéncia da extracdo que utiliza fervura em agua estéril, € importante salientar que este
método tem resultados diferentes que parece ser dependente da fonte do material genético. Na
extracdo de DNA de outros artropodes hematofagos, como Ctenocephalides felis, foi eficiente
na investigacdo de sua microbiota (PORNWIROON et al. 2007), mas ineficiente em amostras
de pelos de cavalos (Equus caballus) (LACORTE et al. 2004) e em materiais de arquivo
como esfregacos de sangue periférico (BAREA et a. 2004).

Ja a extracdo baseada em lise alcalina seguida de neutralizagdo com tris (HotShot) tem
sido utilizada em muitos estudos que visam uma rapida, de baixo custo e eficaz extracdo de
DNA (MONTERO-PAU et al. 2008; BREWSTER et al 2013). O resultado apresentado pela
extracdo realizada pela metodologia que utiliza Hotshot modificado foi semelhante ao
apresentado pelo protocolo intitulado Mud, porém inferior ao apresentado pelos protocolos
que utilizaram Kit, fenol:cloroférmio e InstaGene. Contudo, este método tem grande aceitacéo
na extracao de diversas fontes de DNA e desde a primeira vez em que foi utilizado, Truett et
al. (2000) relatou sua qualidade semelhante ou até superior quando comparada a utilizacédo de
kit comercial na extracdo de DNA de Helicobacter spp. provenientes de fezes. Apesar disso,
este mesmo autor ainda lembra que o sucesso de extracbes de DNA com o método HotShot
depende de uma padronizacdo, para cada caso em que seja aplicada, de modo a atingir
resultados consistentes. Ainda assim, mesmo testando diferentes temperaturas de aquecimento
para este protocolo, Alasaad et al. (2008) associou 0 baixo rendimento da extracdo de DNA de
algumas amostras de Sarcoptes scabiei a composicdo de seu exoesqueleto que, como em
ixodideos é composto de quitina (SONENSHINE, 1993). A dificuldade de disrupcdo do
exoesqueleto de carrapatos ja foi associada como uma das principais dificuldades na extracéo
de DNA de carrapatos (RODRIGUEZ et al. 2014), e na intenc&o de contornar essa dificuldade
que todos os protocolos utilizados, assim como o HotShot, associaram a utilizacdo das
solucdes de lise (de acordo com o protocolo) juntamente a disrupcéo tecidual mecéanica, ou
com pérolas de vidro (“beads”) ou com pistilos (“pestles”). Assim, € possivel que a
ineficiéncia observada para este protocolo seja devido a presenca de inibidores da
TagPolimerase na reacéo da PCR.

Curiosamente a metodologia intitulada Mud, considerada um Kit caseiro, ndo teve
resultados bons. Mais testes para otimizacdo deste protocolo sdo necessarios, pois se acredita
que sua eficiéncia possa ser semelhante ao kit comercial com a vantagem do baixo custo. 1sso
porque estudos utilizam o tiocianato de guanidina em extracbes de DNA de carrapatos
visando a deteccdo de microrganismos tem relativo sucesso (SANGIONI et al. 2005;
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LABRUNA 2008; OGRZEWALSKA et al. 2011, 2014; SARAIVA et al. 2013). Além disso,
sua associacao a purificagdo com terra de diatoméacea revelou ser um bom método de extracdo
de DNA de carrapatos Dermacentor, Haemaphysalis, Rhipicephalus, Argas e Ixodes com
auséncia de inibicdo nas reagdes de PCR (HUBBARD et al. 1995). O sucesso da utilizacéo
da terra de diatomacea no passo da purificagdo do DNA também tem sido relatado com
diferentes fontes de material genético, como Echinococcus granulosus (KAMENETZKY et
al. 2000), culturas bacterianas (SERMWITTAYAWONG et al. 2013) e na deteccdo de
Brucella abortus (VEJARANO et al. 2013).

Em comparagdes de metodologias de extracdo de DNA de &caros hemat6fagos
Dermanyssus gallinae, amostras extraidas com InstaGene ndo demonstraram boas
amplificacBes nas reacdes de PCR realizadas, principalmente quando comparadas aquelas
provenientes de extracbes com o0 uso de Kit comercial (DESLOIRE et al. 2006). Desloire et
al. (2006) ainda relacionaram a ineficiéncia deste método a presenca de inibidores que se
intensificaram nas amostras extraidas de acaros ingurgitados.

Ganz e Gill (2013) j& haviam sugerido que a diluicdo de amostras extraidas com
InstaGene apresentasse uma melhora na amplificacéo, pois do mesmo modo que o DNA seria
diluido, os inibidores também o seriam. Mesmo assim, ainda que as amostras diluidas tenham
demonstrado melhora na intensidade das bandas reveladas no gel para este protocolo, uma
metodologia que dependesse de uma diluicdo do DNA extraido se tornaria inviavel diante de
uma grande quantidade de amostras, que € o esperado em avaliagbes ambientais. Assim,
levando-se em consideragdo este fato alem da ineficiéncia do protocolo 2 (InstaGene) na
extracdo de DNA de larvas de A. parvum, optou-se pela eliminacdo desta metodologia pois, as
solucdes extraidas revelaram curta longevidade que, apds trés meses conservadas a -20°C
perderam intensidade das bandas amplificadas quando comparadas as bandas amplificadas
logo apos a extracao.

Hill e Gutierrez (2003), sem razdo conhecida, relataram a maior susceptibilidade do
DNA de ixodideos a degradacdo e ainda acrescentam que essa degradacgédo foi intensificada
em metodologias que utilizam etanol no passo da precipitacdo. Comparativamente, nos
resultados analisados neste estudo, somente amostras extraidas com InstaGene demonstraram
uma visivel degradacédo no decorrer do tempo.

S80 escassos 0s estudos que avaliam diferentes metodologias na deteccdo de
microrganismos presentes em ixodideos. Junttila et al. (1999) analisou diferentes métodos de
deteccdo de Borrelia burgdorferi em Ixodes ricinus, onde uma das metodologias que visou a
extracdo gendmica através do InstaGene se mostrou menos eficiente do que a deteccdo por
microscopia de campo escuro e por cultura. Este autor ndo relata os motivos baixa detec¢édo
através da PCR, mas é provavel que a baixa eficiéncia da extracdo associada a presenca de
inibidores seja crucial na amplificagdo do DNA de microrganismos que, naturalmente se
encontram em menor quantidade do que o DNA do proprio carrapato.

Halos et al. (2004) comparou metodologias de extracdo de DNA baseada em Kit
comercial (0 mesmo utilizado no presente estudo) e em fenol:cloroférmio de Dermacentor sp.
Rhipicephalus sp. e Ixodes ricinus e verificou que tanto fenol:cloroférmio quanto kit
(utilizando pérolas de vidro como meio auxiliar de disrupcdo tecidual) apresentaram
resultados semelhantes e satisfatorios. Esse mesmo autor ainda verificou, durante a analise
das metodologias de extracdo, uma diferenca na amplificacdo das amostras dependendo da
espécie de carrapato analisada.

De fato, se a finalidade da extracdo gendmica for a analise do DNA do carrapato,
ambos os métodos fenol:cloroférmio e kit ofereceram bons resultados, e ainda, se a intencdo
de analise for imediata, InstaGene também pode ser uma ferramenta rapida e Gtil ao levar-se
em consideracdo a possivel necessidade de diluicdo das amostras. Contudo, nas analises da
microbiota, fenol:cloroférmio parece, a principio, levar vantagem sobre o kit, jA que mesmo
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em amostras diluidas 100 vezes foi possivel a deteccdo de DNA amplificAvel em algumas
amostras. A literatura ndo demonstra a utilizacdo de uma metodologia padrédo para extracdo de
DNA de carrapatos visando a deteccdo de microrganismos presentes em ixodideos. Anélises
da presenca de Rickettsia em carrapatos foi verificada com a utilizagdo de Kits comerciais
(ABARCA et al. 2012; VENZAL et al. 2013; MUKHERJEE et al. 2014) e pelo método que
utiliza tiocianato de guanidina seguido de purificacdo com cloroférmio (SANGIONI et al.
2005; LABRUNA 2008; OGRZEWALSKA et al. 2011, 2014; SARAIVA et al. 2013).

Vale ressaltar que a aplicacdo de uma técnica de extracdo gendmica que seja
inteiramente eficiente para todas as espécies de carrapatos é improvavel, tendo em vista as
diferencas apresentadas neste estudo entre A. longirostre, A. parvum e R. microplus e no
estudo de Halos et al. (2004) visto entre Dermacentor, Rhipicephalus e Ixodes ricinus. Por
fim, pouco se sabe sobre a diversidade da microbiota existente em carrapatos e ainda suas
individualidades no que diz respeito a cada espécie de ixodideo. Por isso, a padronizacdo da
metodologia de extracdo que aperfeicoe a maior recuperacdo de DNA microbiano proveniente
de carrapatos € necessaria, ja que diversos estudos que relacionam agentes patogénicos
transmitidos por estes animais sdo realizados frequentemente.
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5 CONCIDERACOES FINAIS

Os novos registros de aves silvestres hospedeiras de carrapatos demonstrou a relevancia de
inquéritos parasitologicos em remanescentes de Mata Atlantica do estado do Rio de
Janeiro.

Amblyomma longirostre foi a espécie mais prevalente relacionada a aves silvestres na Mata
Atlantica do Rio de Janeiro.

Aves pertencentes a Dendrocolaptidae tem estreita relacdo com A. longirostre.

A identificacdo de larvas de A. longirostre através da descricdo feita por Barros-Battesti, et
al. (2005) foi uma alternativa eficiente, sem a necessidade de clarificagdo, porém
dependente do estado de ingurgitamento do espécime coletado.

A alta prevaléncia de “Ca. Rickettsia amblyommii” encontrada em A. longirostre
demonstra a existéncia de uma relacdo ecoldgica proxima desses dois organismos que
necessita de maiores estudos para compreensao do real papel desta bactéria no ixodideo.

A utilizagdo das endonucleases Mspl e Rsal na digestdo do amplicon ompB geraram
padrdes de bandas que permitiram a diferenciagdo entre as espécies de Rickettsia
encontradas associadas a aves silvestres.

O protocolo PCR-RFLP desenvolvido se apresentou como uma répida (24 a 48 horas),
robusta e eficiente metodologia para o diagnostico de Rickettsia encontradas associadas a
aves silvestres.

A extracdo genémica que tenha por finalidade a analise do DNA do carrapato pode utilizar
0s metodos fenol:cloroformio e kit (Qiagen).

A metodologia de extracdo, para analise do DNA do carrapato, baseada na utilizacdo do
InstaGene requer, para melhor eficiéncia, uma analise imediata do material extraido, alem
da diluicdo das amostras.

A aplicacdo de uma técnica de extracdo genbmica que seja inteiramente eficiente, na
analise da microbiota para todas as espécies de carrapatos, & improvavel.

Para analise da microbiota de ixodideos A. longirostre, A. parvum e R. microplus sugere-se
a extracdo baseada na metodologia que utiliza fenol:.cloroformio ou que utiliza o kit

(Qiagen).
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DETECTION AND IDENTIFICATION OF Rickettsia AGENTS IN
TICKS COLLECTED FROM WILD BIRDS IN BRAZIL BY
POLYMERASE CHAIN REACTION-RESTRICTION FRAGMENT
LENGTH POLYMORPHISM (PCR-RFLP) ANALYSIS*

fsis Daniele Alves Costa Santolin'*, Katia Maria Famadas? and Douglas McIntosh?

ABSTRACT. Santolin .D.A.C., Famadas K.M. & McIntosh D. Detection and identifi-
cation of Rickettsia agents in ticks collected from wild birds in Brazil by polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis.
[Deteccao e identificacdo de Rickettsia em carrapatos coletados de aves silvestres no
Brasil pela PCR-RFLP.] Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, 35(Supl.2):68-73,
2013. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Instituto de Veterinaria,
Anexo 1, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Campus Seropédica, BR 465
Km 7, Seropédica, RJ 23897-970, Brasil. E-mail: isis@santolin.com.br

The detection and identification of Rickettsia bacteria in tick populations have be-
come easier and more precise during the last 25 years as result of the developmental of
robust molecular biology based methods. Currently, seven species of Ricketssia have
been described in Brazilian ticks, using PCR for detection and amplicon sequencing for
identification. In silico analysis of sequences encoding the g/tA, htrA and ompB genes
of those species was performed and revealed the basis for a novel PCR-RFLP method
that allows their differential identification. The method was evaluated using larvae and
nymphs of Amblyomma longirostre, A. ovale and A. varum collected from birds in the
Tingua Biological Reserve, in Rio de Janeiro State. The species “Candidatus Rickettsia
amblyommii” was identified in 100% of the 4. longirostre examined, while the other
two tick species were PCR negative. The basic method employs the restriction endo-
nucleases Mspl and Rsal and can be performed in the course of a single working day.
It offers a convenient and cost effective means to perform large scale analysis of tick
populations, and should be of benefit to researchers who lack the financial or technical
resources necessary for sequence based identification.

KEY WORDS. Rickettsia, detection, PCR, ticks.

RESUMO. Rickettsioses transmitidas por carrapa-
tos sdo doencgas zoondticas graves e potencialmente
ameacadoras a vida. A detecgdo e identificacdo de
bactérias do género Rickettsia em populagdes de
carrapatos tornaram-se mais faceis e precisas nos
ultimos 25 anos, devido ao desenvolvimento de
métodos baseados em biologia molecular. Atual-
mente, sete espécies de Rickettsia foram descritas

nos carrapatos brasileiros, utilizando PCR para a
deteccdo e sequenciamento de “‘amplicons’” para a
identificagdo. A analise in silico de sequéncias que
codificam os genes gltA , htrA e ompB dessas es-
pécies foi realizada e revelou ser a base para um
novo método de PCR-RFLP, que permite a identi-
ficagcdo diferencial das sete espécies brasileiras. O
método foi avaliado utilizando larvas e ninfas de
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Detection and identification of Rickettsia agents in ticks collected from wild birds in Brazil

Amblyomma longirostre, Amblyomma ovale ¢ Am-
blyomma varium coletadas em aves na Reserva
Biologica do Tingud, no estado do Rio de Janeiro.
A espécie “Candidatus Rickettsia amblyommii” foi
identificada em 100% dos A. longirostre examina-
dos, enquanto que as outras duas espécies de carra-
patos foram PCR negativos. O método bésico em-
prega as endonucleases de restricio Mspl e Rsal e
pode ser realizada no decurso de um tunico dia de
trabalho. Dispde de um conveniente e rentavel meio
para executar a analise em grande escala de popula-
¢oes de carrapatos, e deve ser um beneficio para os
pesquisadores que nao dispdoem de recursos finan-
ceiros ou técnicos necessarios para a identificagao
baseado no sequenciamento.

PALAVRAS-CHAVE. Rickettsia, detecgdo, PCR, carrapatos.

INTRODUCTION

Tick-borne rickettsioses are zoonotic infections,
with a global distribution, caused by intracellular
bacteria belonging to the spotted fever group (SFG)
of the genus Rickettsia (Parola et al. 2013). Howe-
ver, due to shared symptoms with other bacterial
and viral infections, it is thought that many human
rickettsial infections are misdiagnosed (Abdad et al.
2011). Rickettsial infections of ticks can be deter-
mined by immunological, cell culture or molecular
biology based methods including PCR, PCR-RFLP,
isothermal amplification techniques and increasin-
gly by nucleotide sequencing (Parola et al, 2013). It
is of interest to note, that prior to 2004 the only tick-
-associated rickettsia species documented in Brazil
was R. rickettsii, the eitological agent of Brazilian
spotted fever (BSF). However, during the last deca-
de an additional 6 species (“Candidatus Rickettsia
amblyommii”, R. bellii, R. monteiroi, R. parkeri, R.
rhipicephali and Rickettsia sp. Pampulha strain),
have been detected in a variety of tick species, pa-
rasitizing a range of hosts including wild animals
and birds (Labruna et al. 2011, Parola et al. 2013).
In this context, the species “Candidatus Rickettsia
amblyommii” has emerged as the Rickettsia most
frequently isolated from bird ticks in Brazil and has
been identified in Amblyomma cajennense, A. coele-
bs, A. geayi, A. auricularium and Amblyomma lon-
girostre (Ogrzewalska 2010, Labruna et al. 2004a,
Labruna et al. 2011, Parola et al. 2013, Saraiva et
al. 2013). The only other species of SFG Rickettsia
detected in bird ticks in Brazil to date has been R.
parkeri (Ogrzewalska et al. 2011a, Ogrzewalska et
al. 2013, Pacheco et al. 2012).

The pathogenic potential for humans of the more
recently isolated species is unclear. Yet, it is perti-
nent to note that data from serological surveillance
of dogs in the Patanal region of Brazil, provided
evidence for infection by R. amblyommii most li-
kely via the tick A. cajenennse (Melo et al. 2011).
Moreover, a subsequent study of birds and other
wild animals in the Atlanic Forest in Sao Paulo sta-
te, Brazil (Orgzewalska et al. 2012), also recorded
high levels of sero-conversion for R. amblyommii
in small mammals and detected R. amblyommii by
PCR in 41.7% of the A. longirostre ticks collected
from birds, demonstrating that this Rickettsia spp.
is widely distributed and is circulating within wild
and domestics animal populations in Brazil.

Significant advances in our understanding of the
biology, ecology and epidemiology of tick-borne
rickettsioses in Brazil have been made in the last
decade (Parola et al. 2013). Nevertheless, continued
progress in this field will depend upon the perfor-
mance of large scale surveys of tick populations
using molecular detection and identification me-
thods. The costs and high level of technical ability
required to competently undertake sequencing ba-
sed analysis, serve to make the use of this approach
impractical for many laboratories. In an attempt to
address this constraint, the current study employed
bioinformatical methods to develop a robust and
cost effective molecular detection protocol, based
on polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) analysis, whi-
ch can be used as an alternative to sequencing. In
addition, we report the application of this method to
the detection and identification of Ricketssia in A.
longirostre ticks collected from birds in the State of
Rio de Janeiro, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

DNA derived from cell cultures or tick extracts previously
determined by PCR and sequence analysis to be positive for
* Candidatus Rickettsia amblyommii (strain ARANHA), R.
bellii, R. felis or R. parkeri (strain NOD), were used as positi-
ve controls for all PCR and restriction digests. Amplification
of a 401 base pairs (bp), fragment of the citrate synthase gene
gltA, which is conserved in all Rickettsia species reported to
date in Brazil, was performed using the primers (forward)
CS-78 and (reverse) CS-323 (Labruna et al. 2004b). The pri-
mers 17KDF (5"GGAACCAGGCGGTATGAATAA3") and
17KDR (5"ACTTGCCATAGTCCGTC

AGG 3), were employed to amplify a 407 bp fragment
of the genus specific gene /itrA and the primers 120-M59f
and120-807, were used to amplify an 856-bp fragment of the
rickettsial 135-kDa outer membrane protein gene (ompB)
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(Roux and Raoult, 2000). The PCR mixtures (25 pL) con-
tained 2.5uL of Platinum Taq DNA polymerase buffer (Life
Technologies, Brasil), 1.5 mM MgCl, 200 uM dNTPs , 20
pmoles of each primer, 1 unit of Platinum Taq DNA polyme-
rase and 2 pL of DNA template. Samples were initially heated
to 95°C for 5 min to denature the template and activate the
polymerase, followed by 40 repeated cycles of denaturation
at 95°C for 20 seconds, annealing at 52°C for 20 seconds, and
extension at 72°C for 30 seconds (gl/tA and htrA) or for 40
seconds (ompB), followed by a final extension at 72°C for five
minutes. PCR products were analyzed by gel electrophoresis
(1.5 % agarose), with confirmation of amplicon sizes achieved
via comparison to a DNA molecular weight marker (GeneRu-
ler 100 bp DNA Ladder, product # SM024, Thermo Scientific).

Restriction digestion of amplicons employed three restric-
tion endonucleases; HindIll, Mspl and Rsal (New England
Biolabs), selected based upon the in silico digestion analysis
reported below. Digestion mixtures contained approximately
700 ng of amplicon (calculated spectrophotometrically using
a NanoDrop apperatus), 1.2 pL of the appropriate reaction bu-
ffer, 5 units of restriction endonuclease and molecular biology
grade water to a final volume of 12 pL. Incubation was at 37°C
for 3 h, followed by electrophoresis in agarose gels (2.0%) at a
constant voltage of 5V/cm for 90 min. Gels were stained with
ethidium bromide, observed and digitally photographed under
ultra-violet illumination in a Gel Doc XR photo-documenter
(Bio-Rad). Banding patterns were compared between sam-
ples and via comparison to a DNA molecular weight marker
(GeneRuler 50 bp DNA Ladder, product # SM0371 Thermo
Scientific). The resulting images were analyzed using Quanti-
ty-One software (Bio-Rad), to accurately establish the size of
individual restriction fragments.

Sequence alignment and in silico restriction analysis
was performed using the following nucleotide sequences,
corresponding to the complete or partial coding regions of
the rickettsial genes gl/tA- (GenBank accession numbers;
JX867425, IN37840, CP003334 (R. amblyommii), CP000087,
CP000849, JQ906786, DQ865204, DQS517288 (R. bellii),
CP000053, JQ674484, JN315968 (R. felis), CP003319,
KF826286, CP000683 (R. massaliae), F1269035 (R. montei-
roi), CP003341, EF102236, JN126320, JQ906783, EU567177
(R. parkeri), CP003342, DQ865206, U11020, US9721 (R. rhi-
picephali), CP003311, CP003306, CP003305, CP000848 (R.
rickettsii), IN190455 (Pampunha strain); strA- (GenBank ac-
cession numbers; U11013, AY375162, CP003334, AY360215,
EU274655 (R. amblyommii), CP000087, CP000849,
AF445380, DQ865205, AY362702 (R. bellii), CP000053,
AF195118, GU447234, KF241854, AB114813, DQ102709
(R. felis), CP003319, CP000683, (R. massaliae), CP003341,
U17008, EUS67178 (R. parkeri), CP003342, DQ865207 (R.
rhipicephali), CP003311, CP003306, CP003305, CP000848
(R. rickettsii), IN190456 (Pampunha strain); or ompB- (Gen-
Bank accession numbers; CP003334, AY360214, EU826515,
AY375164, EU544299, EU728827, EU274657 (R. am-
blyommii), AF182279, CP000053, GQ385243, KF056801
(R. felis), CP003319, AF123714, CP000683 (R. massaliae),
JQ906785, GQ855236, EU567179, CP003341, EF102239 (R.
parkeri), CP003342, AF123714, AF123719 (R. rhipicephali),
CP003311, CP003306, CP003305, CP000848 (R. Rickettsii).
All sequences were downloaded in FASTA format and alig-

ned with the appropriate PCR primers employing the program
Sequencher® (Version 5.1; Genecodes Corporation). In silico
restriction digestion of the resulting virtual amplicons, was
performed using the program NEBcutter V2.0 developed by
Vincze et al. (2003) and available on-line at www.tools.neb.
com/NEBcutter2/.

Birds were collected between May 2011 to April 2012 in
the Tingud Biological Reserve at Municipality of Nova Iguacu
in the State of Rio de Janeiro, Brazil (22° 28°-22° 39’S and 43°
13°-43° 34’W). All collections were made with the authoriza-
tion of IBAMA (process # 27967-2). The identification and
classification of the captured bird specimens were performed
according to the guidelines of the Brazilian Ornithological
Records Committee (2011). Ticks were removed with forceps
and placed in individual 1.5 mL screw capped micro-centri-
fuge tubes containing 500 pl of RNALater® (Ambion). Upon
arrival in the laboratory ticks were identified morphologically
to the genus level following Barros-Battesti et al. (2006), whe-
reas Amblyomma nymphs were identified based on the study
of Martins et al. (2010). Following identification, the ticks
were stored frozen (-20°C) in RNALater® until processed for
DNA extraction. Representative samples of ticks collected in
this study were deposited in the Acarology Collection of the
Instituto Butantan (IBSP), Sao Paulo, Brazil - curator Dr. DM
Barros-Battesti (records: 10,940, 10,941, 10,942). Molecular
identification at the species level was performed by PCR am-
plification and sequencing of a 460bp fragment of the mito-
chondrial sequence encoding 16S rRNA, using the methods
reported by Mangold et al. 1998).

DNA was extracted from ticks as follows; individual ticks
were washed twice with ImL of ice cold phosphate buffered
saline (PBS; pH 7.2) to remove excess RNALater® then re-
-suspended in 250 pl of PBS in a screw capped 1.5mL micro-
centrifuge tube containing @ 50 mg of acid-washed, 425-600
microns, glass beads (Sigma-Aldrich; product # G8772). The
tubes were placed on a mini-beadbeater-16 apparatus (Bios-
pec; Bartlesville, USA), and the ticks were disrupted by a sin-
gle cycle of agitation (60 seconds). Cell lysis was completed
by the addition of 250 pl of cell disruption solution (20mM
Tris-HCL, 20mM EDTA, 400mM NaCl, 1% sodium dodecyl
sulphate, 10mM CaCl,) and 20 pl of proteinase K (20ug mL™';
Sigma-Aldrich). Lysates were incubated for 3 hr at 56°C and
DNA was extracted by single rounds of phenol and phenol
chloroform treatment, followed by precipitation with an equal
volume of isopropanol for 30 minutes at room temperature.
Precipitated (16,000 X g) DNA pellets were desalted twice
with 70% ethanol and re-suspended overnight at 4°C in 50
ul of Buffer AE = 10 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA (pH 9.0),
with subsequent storage at minus -20°C. The resulting DNAs
were subjected to PCR-RFLP analysis as described above.

RESULTS AND DISCUSSION

Despite the significant progress of recent years,
there are still numerous gaps in our understanding
of the biology of tick-borne Rickettsia in Brazil
(Szab¢ et al. 2013). In order to fill those gaps, there
is a pressing need to perform extensive surveillance
of Brazilian tick populations for the presence of Ri-
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ckettsia agents (Ogrzewalska et al. 2012, Parola et
al. 2013). On the one hand this could be simply and
readily achieved, at least in terms of total detection
rates, via PCR based screening with genus specific
primers as employed in the current study. On the
other hand, accurate identification at the species or
sub-species levels (as required for detailed epide-
miological investigations, identification of outbreak
strains, or phylogenetic studies), requires post am-
plification analysis in the form of sequencing of PCR
products (Parola et al. 2013). Unfortunately, in spi-
te of continual reductions in the cost of sequencing
methodologies, the routine application of sequen-
cing as a technique for bacterial identification is still
not financially viable or practical for many labora-
tories, owing to the technical intricacies and trai-
ning required to perform proficient analysis of large
quantities of sequencing data. In light of those res-
traints, the application of alternative and less expen-
sive methods for analysis of PCR products should
be advocated as a means of performing preliminary
molecular analysis of isolates and in order to select
representative groups of tick derived amplicons for
sequencing. One such alternative method is PCR-
-RFLP, which relies upon restriction endonuclease
based digestion of PCR amplicons to generate a se-
ries of differently sized fragments, which occur as
a result of mutations in restriction site sequences,
the acquisition or deletion of recognition sites, or
insertions and deletions in the sequences between
recognition sites (Rameshkumar et al. 2012). The
digested DNA is separated electrophoretically in
gels (agarose or polyacrylamide) and the image of
the gel is recorded digitally for posterior analysis
of banding patterns. (Rameshkumar et al. 2012). A
number of PCR-RFLP protocols have been reported

for different Ricketssia species (Gage et al. 1994,
Matsumoto & Inokuma, 2009, Peniche-Lara et al.
2013), but none of those protocols would permit the
differential identification of the seven species of ri-
ckettsia recorded to date in Brazil.

Based on the in silco restriction digests perfor-
med in the current study, using virtual amplicons
generated from GenBank derived sequences, we
identified the enzymes Mspl and Rsal as being ca-
pable of providing differential identification of the 7
species of Rickettsia reported from Brazilian ticks,
as well as R. massiliae, which has been reported in
ticks from Argentina (Parola et al. 2013) and R. fe-
lis. The species R. felis is generally considered to be
carried by fleas, but a number of alternative arthro-
pod vectors for this bacterium, including ticks, have
recently been reported in a variety of geographical
locations (Abdad et al. 2011). As such, we consi-
dered it both prudent and justified to include this
species in our analysis.

As shown in Table 1, the majority of the Ricket-
tsia species could be easily differentiated based
upon comparison of the banding patterns generated
by Mspl and Rsal digestion of the ompB amplicon.
However, sequences corresponding to the 856 bp
amplicon were not available for R. monteiroi or for
Rickettsia species Pampulha strain. In addition, the
primers used in the current study do not amplify the
ompB gene of R. bellii. Nevertheless, differential
identification based on unique banding patterns (Ta-
ble. 1), could be achieved using Mspl and Rsal to
digest the htrA amplicon of Rickettsia species Pam-
pulha strain, Mspl and Sacl to cut the AtrA ampli-
con of R. monteiroi and HindIlIl to cleave the htrA
amplicon of R. bellii.

To assess the utility of this method with field

Table 1. PCR-RFLP fragment sizes predicted following endonuclease digestion of a PCR generated 407 bp
amplicon of the gene htrA and for a PCR generated 856-bp amplicon of the gene ompB.

Rickettsia Species Fragment sizes in base pairs generated

from 407 bp amplicon htrA

Fragment sizes in base pairs generated
from 856-bp amplicon of ompB

Banding pattern Banding pattern Banding pattern Banding pattern

Mspl Rsal Mspl Rsal
“Candidatus Rickettsia amblyomii” 250, 157 298, 82, 27 505, 222, 129 599, 174, 83
R. bellii 305,102 149, 137, 54, 33, 34 NA NA
R. felis 200, 157, 50 298,82, 27 363, 309, 87, 63, 40 599, 174, 89
R. massiliae 250, 102, 55 298, 82,27 505, 222, 129 559, 174, 40, 83
R. monteiroi* 407 195. 97, 82, 33 NA NA
R. parkeri 246,157, 4 298, 82, 27 505, 222, 129 391, 169, 144, 83, 39, 30
R. rhipicephali 246, 102, 55, 4 298,82,27 636, 220 559, 174, 83, 40
R. rickettsii 250,157 298,82, 27 353, 152, 129, 125,97 144,129, 125, 97, 96,

83, 79,73, 30

Rickettsia sp. Pampulha strain 200, 157,50 207, 82, 69, 22, 27 NA NA

NA = No sequence available. * Digestion of the 407 bp amplicon htrA amplicon of R. monteiroi with the restriction endonuclease
Sacl generates a unique banding profile based on two bands with molecular masses of 216 & 191bp.
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samples, ticks were collected from wild birds and
examined for the presence of amplifiable rickett-
sial DNA. DNA was extracted from a total of 19
ticks represented by 17 A. longirostre (13 larvae
and 4 nymphs), one larvae of A. ovale, and a single
nymph of 4. varium collected from specimens of
Dendrocincla turdina, Sittasomus griseicapillus,
Xiphorhynchus fuscus, and Xiphorhynchus gutta-
tus. All (17/17) of the A. longirostre generated am-
plicons of the predicted size when examined using
each of the three PCR assays. In contrast, the other
two tick species were recorded as universally ne-
gative for amplifiable rickettsial DNA. Subsequent
digestion of the 17 ompB amplicons with Mspl and
Rsal revealed that in all cases the ticks were in-
fected with “Candidatus Rickettsia amblyommii”
(Figure 1). This finding was not unexpected given
the predominance of this species in the majority of
studies on birdtick-associated rickettsia conducted
in Brazil (Ogrzewalska et al. 2008, Ogrzewalska et
al. 2010, Ogrzewalska et al. 2011b, Orgzewalska et
al. 2012 Labruna et al. 2011). It is of interest that,
based upon sequencing data, two genetic variants
of “Candidatus Rickettsia amblyommii” denomina-
ted strains ARANHA and AL have been described
infecting immature stages of 4. longirostre in Bra-
zil (Parola et al. 2013). Differential identification
of the three “species” could not be attained using
digestion of the ompB amplicon. However, it was

—— 599bp

— 391bp

— 174bp

— 83bp

Figure 1. Ethidium bromide-stained agarose (2%) gel analysis
of PCR-RFLP banding patterns produced by Mspl and Rsal
digestion of ompB amplicons generated from 4 Amblyomma
longirostre larve using the 120-M59 and 120-807 primer pair.
Lanes 1, 2, 3 and 4 = patterns of bird tick DNA samples,
lane 5 = Rickettsia amblyommii (strain ARANHA), lane 6
= Rickettsia felis, Lane 7 =Rickettsia parkeri (strain NOD),
each digested with Mspl restriction endonuclease. Lane M =
DNA size marker (Thermo scientific GeneRuler; 50 bp DNA
ladder). Lanes 8, 9, 10 and 11= patterns of bird tick DNA
samples, lane 12= Rickettsia amblyommii (strain ARANHA),
lane 13 = Rickettsia felis, lane 14= Rickettsia parkeri (strain
NOD), each digested with Rsal. Band sizes are indicated in
base pairs (bp).

observed that all of the AtrA sequence deposited in
the GenBank as being derived from “Candidatus
Rickettsia amblyommii” contained a single site for
the enzyme HindIIl which upon digestion would
yield two fragments of 203 and 204 base pairs in
size. This restriction site was found to be absent
from the sequences deposited for strains ARA-
NHA (GenBank accession number AY360215),
and AL (GenBank accession number EU274655).
As such, PCR-RFLP using this sequence and the
enzyme HindlIll, provides a possible means for di-
fferentiation between the classical strain and the
Brazilian variants. The AtrA amplicons from our
tick samples were not cut upon digestion with Hin-
dIIl, indicating that they were either strain ARA-
NHA or AL.

In conclusion, we report the development of a
simple and robust PCR-RFLP protocol, which is
based upon widely employed rickettsial gene tar-
gets and PCR assays and that allows the rapid (24
to 48 hour), identification of each of the tick-asso-
ciated Rickettsia species which have been reported
to date in Brazil. The method is cost effective and
provides a technically uncomplicated alternative to
sequence based identification. It is our hope that the
availability of this protocol may serve to stimula-
te increased research on the study of this important
group of emerging and re-emerging pathogens.
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