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RESUMO GERAL

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Epidemiologia descritiva de carrapatos (Acari:
Ixodidae), piolhos (Phthiraptera: Trichodectidae) e Rickettsia spp. em quatis (Nasua
nasua) de habitos sinantropicos no Parque Nacional do Iguagu, Parand, Brasil. 2018. 73p.
Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Diferentes espécies do género Rickettsia tém registro confirmado no territorio brasileiro, tais
como Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia bellii, Rickettsia felis e Rickettsia
amblyommatis, sendo a primeira mais importante como causadora de doenga em humanos. Ha
um vasto conhecimento sobre a importancia de carrapatos na ecologia dessas bactérias,
contudo, ainda € limitado o conhecimento sobre alguns hospedeiros mamiferos silvestres. O
presente trabalho tem por objetivos avaliar a diversidade de carrapatos e piolhos parasitos de
quatis, bem como realizar a deteccdo molecular de Rickettsia spp. em quatis de habitos
selvagens e sinantropicos e nos carrapatos que os infestam, no Parque Nacional do Iguacu
(PNI), estado do Paran4, sul do Brasil. Amostras de pele e ectoparasitos foram obtidos de quatis
que frequentam as areas turisticas do PNI. Os ectoparasitos foram identificados
morfologicamente e amostras de cada espécie foram depositadas ha CAVAISC da FIOCruz.
Para pesquisa de DNA de Rickettsia spp., foi realizada Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR) para fragmentos dos genes htrA, gltA, ompA e ompB. As amostras positivas foram
sequenciadas em ambas as direcOes e submetidas a pesquisa de homologia pelo Genbank, sendo
realizada também anélise filogenética. Dentre os quatis avaliados, 99% (85/86) encontravam-
se infestados por ectoparasitos, sendo observados carrapatos em 99% dos animais, dos quais
foram identificadas larvas de Amblyomma spp. (n=23), ninfas de Amblyomma brasiliense
(n=77), Amblyomma coelebs (n=427) e Haemaphysalis juxtakochi (n=6), além de adultos de
Amblyomma ovale (n=46). Piolhos foram encontrados em menor prevaléncia (13%; 11/86),
sendo observadas ninfas (n=31) e adultos (n=9) de Neotrichodectes pallidus. Em relacdo a
infeccdo por Rickettsia spp., 3,00% (17/566) dos carrapatos avaliados amplificaram DNA de
Rickettsia sp., Rickettsia amblyommatis e Rickettsia bellii. Em amostras de pele dos quatis, 1%
(1/75) amplificou DNA de Rickettsia rhipicephalis. Quatis de habitos selvagens e sinantrépicos,
bem como o0s carrapatos que os infestam, sdo infectados por Rickettsia spp. no PNI, estado do
Parang, sul do Brasil.

Palavras-chave: carrapatos, piolhos, Rickettsia, quati, Parque Nacional do Iguacu.
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GENERAL ABSTRACT

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Descriptive epidemiology of ticks (Acari: Ixodidae),
lice (Phthiraptera: Trichodectidae) and Rickettsia spp. in quatis (Nasua nasua) of
sinanthropic habits in the Iguacu National Park, Parana, Brazil. 2018. 73p. Thesis (Doctor
Science in Veterinary Sciences, Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018.

Different species of the genus Rickettsia have been confirmed in the Brazil, such as Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia bellii, Rickettsia felis and Rickettsia amblyommatis,
being the first most important as causing disease in humans. There is extensive knowledge
about the importance of ticks in the ecology of these bacteria, but there is still limited knowledge
about some wild mammalian hosts. We aimed to evaluate the diversity of ticks parasites of
coatis, as well as perform the molecular detection of Rickettsia spp. in ticks and coatis of
sylvatic and synanthropic habits in the Iguacu National Park (INP), state of Parang, south of
Brazil. Skin samples and ectoparasites were obtained from coatis that frequent the tourist areas
of the INP. The ectoparasites were identified morphologically and samples of each species were
deposited in the CAVAISC of FIOCruz. For analysis of Rickettsia spp. DNA, PCR was
performed for fragments of the htrA, gltA, ompA and ompB genes. Positive samples were
sequenced in both directions and submitted to homology research by Genbank. Among the
coatis evaluated, 99% (85/86) were infested by ectoparasites, and ticks were observed in 99%
of the animals, of which Amblyomma spp. larvae (n=23), nymphs of Amblyomma brasiliense
(n=77), Amblyomma coelebs (n=427) e Haemaphysalis juxtakochi (n=6), as well as
Amblyomma ovale adults (n=46). Lice were found in a lower prevalence (13%, 11/86), with
nymphs (n=31) and adults (n=9) of Neotrichodectes pallidus. In relation to Rickettsia spp.
infection, 3.00% (17/566) of the evaluated ticks amplified DNA of Rickettsia sp., Rickettsia
amblyommatis and Rickettsia bellii. In skin samples, 1% (1/75) amplified Rickettsia
rhipicephali DNA. Coatis with sylvatic and synanthropic habits, as well as the ticks that infest
them, are infected by Rickettsia spp. in the INP, state of Parana, southern Brazil.

Keywords: Ticks, lice, Rickettsia, coatis, Iguazu National Park.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica é a segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano.
Apesar de aproximadamente 91,5% de sua area original ter sido destruida, esse bioma ainda é
responsavel por abrigar mais de 20.000 espeécies de plantas, 849 espécies de aves, 370 espécies
de anfibios, 200 espécies de répteis, 270 de mamiferos e cerca de 350 espécies de peixes
(MYERS et al., 2000, MMA, 2018). As unidades de conservacdo desempenham um papel
importante na manutencao da biodiversidade, embora elas possam ser consideradas pequenas
quando comparadas as areas remanescentes da floresta (MYERS et al., 2000).

O Parque Nacional do Iguagu (PNI) é uma das maiores areas de conservacdo da Mata
Atlantica, que compreende uma extensdo de 185 mil hectares e abriga as Cataratas do Iguacu
(FERNANDES; GARCIA, 2011), recebendo anualmente cerca de 1,5 milh&o de visitantes de
diversas regides do mundo (ICMBIO, 2016). O PNI apresenta abundante riqueza faunistica,
merecendo destaque mamiferos como onga-pintada, anta, quati, veado, cutia e caititu, dentre
outras espécies (FERNANDES; GARCIA, 2011).

As diferentes espécies de animais silvestres podem funcionar como reservatorios de
agentes zoonoticos na natureza e, quando em contato intimo com seres humanos, funcionam
como veiculadores desses patdgenos para os habitats antropicos (JORGE et al., 2010). Os quatis
(Nasua nasua) sao carnivoros da familia Procyonidae que estdo amplamente distribuidos na
América do Sul, sendo uma das espécies que apresentam maior sinantropia nas areas de
visitacdo do PNI, especialmente préximo ao mirante das cataratas (FERNANDES; GARCIA,
2011). Dessa forma, é importante o conhecimento sobre a ecoepidemiologia de agentes
zoonoticos que infectam esses animais de habitos sinantrépicos, uma vez que eles podem servir
como fonte de infeccdo aos seres humanos.

Carrapatos, piolhos e pulgas sdo considerados 0s principais artropodes que infestam os
animais. Esses ectoparasitos apresentam importancia nao so por causarem espoliacdo sanguinea
e/ou dano epitelial nos hospedeiros, mas também pela capacidade de algumas espécies em
transmitir patégenos para os animais, incluindo os seres humanos (TUFF, 1977; LINARDI;
GUIMARAES, 2000; BARROS-BATTESTI et al., 2006). Borrelia spp. e Rickettsia spp., por
exemplo, sdo bactérias que necessitam de artropodes para completar seu ciclo de transmissao
para outros hospedeiros (CUTLER et al., 2010; PAROLLA et al., 2013).

As bactérias do género Rickettsia sdo responsaveis por causar, pelo menos, duas
rickettsioses no territério brasileiro. A Febre Maculosa é causada por Rickettsia rickettsii e
transmitida por Amblyomma aureolatum e Amblyomma sculptum (complexo Amblyomma
cajennense) (SZABO et al., 2013a). Ha alguns anos, a Febre Maculosa da Mata Atlantica, uma
rickettsiose mais branda que a FM, foi descrita por Spolidorio et al. (2010), sendo causada por
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica e transmitida por Amblyomma ovale e A. aureolatum
(SZABO et al., 2013b).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Parque Nacional do Iguagu

O Parque Nacional do Iguacu (PNI) é uma unidade de conservacéo federal administrada
pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBIo). Esta localizado na mesorregido
Oeste do estado do Parana (Fig. 1-A, 1-B), no Sul do Brasil, sendo o segundo parque nacional
criado no territério brasileiro, no ano de 1939 (FERNANDES; GARCIA, 2011).
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Figura 1. Localizacdo do Parque Nacional do Iguacu (PNI). A) Mapa do estado do Parand, com
destaque ao municipio de Foz do Iguacu (vermelho); B) Limites do Parque Nacional do Iguagu
(&rea continua verde no territdrio brasileiro) que compreende 14 municipios paranaenses, com
destaque a area turistica do parque (ponto vermelho); C) Locais de acesso aos pontos turisticos
do PNI: Ponto | — mirantes das cataratas; Ponto Il — acesso ao passeio de barco; Ponto 11l —
acesso aos passeios de ecoturismo (de carro, bicicleta ou a pé).

Sua area constitui 0 maior remanescente de Mata Atlantica do Sul do Brasil,
apresentando 185 mil hectares de area verde distribuidos em 14 municipios paranaenses (Fig.
1-B), além de sitiar o Rio Iguacu e as mundialmente conhecidas Cataratas do Iguacu. A sede
do PNI (Fig. 1-C) esté localizada no municipio de Foz do Iguacgu, no extremo Oeste do estado
do Parand, fazendo fronteira com o Paraguai e a Argentina (Fig. 1-B). Nessa area do Parque
esta localizado o acesso turistico as Cataratas do Iguagu (Ponto I, Fig. 1-C), onde concentra-se
todo fluxo de visitantes do PNI (FERNANDES; GARCIA, 2011).

O complexo das Cataratas do Iguagu recebe anualmente cerca de um milhdo e meio de
visitantes de diversas regides do mundo (ICMBIO, 2016), atraidos pela beleza e pela rica
biodiversidade do Parque. Além da visita ao mirante das cataratas e seu entorno (ponto I, Figura
1), os visitantes podem ter acesso ainda a uma trilha de nove quilémetros em meio a floresta
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(ponto 11, Figural) que pode ser percorrida de bicicleta ou a pé, e também a outra trilha de trés
quilémetros (ponto I, Figura 1) que leva ao rio Parana para o passeio de bote inflavel até a
queda das cataratas (FERNANDES; GARCIA, 2011).

Em todos os passeios do parque, seja pelas trilhas ou acerca das cataratas, € praticamente
inevitavel se avistar pelo menos algumas espécies da fauna local. Insetos, anfibios, répteis e,
principalmente, aves e mamiferos, sdo facilmente visualizados, tornando o passeio ainda mais
atrativo. Dentre os mamiferos, onca-pintada, quati, veado, anta, cachorro-do-mato e caititu (Fig.
2) sdo algumas das espécies mais encontradas pelas trilhas e na rodovia BR-469, estrada que
atravessa 0 PNI. Os quatis (Nasua nasua) sdo, sem duvida, a espécie que apresenta maior
sinantropia no parque, uma vez que frequentam as mesmas areas que os visitantes em busca de
sobras de alimento, inclusive em lanchonetes e restaurantes (MYERS et al., 2000,
FERNANDES; GARCIA, 2011).

Figura 2. Algumas espécies de mamiferos silvestres do Parque Nacional do Iguacu. A) Onca-
pintada (Panthera onca); B) Anta (Tapirus terrestris); C) Queixada (Tayassu pecari); D)
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous); E) Veado-mateiro (Mazama americana); F) Quatis
(Nasua nasua). Fontes: Figs. A — D: Projeto Carnivoros do Iguacu; Fig. E — F: arquivo pessoal.

2.2 Nasua nasua: o quati



Nasua nasua, conhecido popularmente como quati ou coati, € um carnivoro de pequeno
a médio porte pertencente a Familia Procyonidae. Apresenta orelhas pequenas e arredondadas,
cabeca triangular, focinho afilado e bastante moével, membros anteriores mais curtos que 0s
posteriores e cauda longa ornamentada por varios anéis escuros. Apresenta pelagem longa que
varia de alaranjada a marrom-escura (Figura 3) (CHEIDA; SANTQOS, 2010).

Figura 3. Quatis adultos forrageando na BR-469, interior do PNI. Fonte: Arquivo pessoal.

A distribuicao dos quatis vai desde o sul da Colémbia até o sul do Paraguai, estendendo-
se também ao norte da Argentina (EISENBERG; REDFORD, 1999). Eles sdo encontrados em
todo o territorio brasileiro exceto em algumas regides do Rio Grande do Sul (CHEIDA;
SANTOS, 2010). A espécie ocorre em qualquer tipo de vegetacdo de florestas tropicais e
costuma viver em grupos de até vinte animais. Os machos permanecem no bando até os dois
ou trés anos de idade, quando sdo entdo expulsos pelas fémeas. Esses carnivoros possuem
habitos diurnos e sdo onivoros, apesar da maior parte de sua alimentacdo ser a base de frutas
(EISENBERG; REDFORD, 1999).

Os quatis podem albergar uma diversidade de agentes parasitarios e, devido a alta
dispersdo dentro de seu territorio, acabam se tornando também dispersores desses agentes nos
habitats silvestres. Esses procionideos ja foram assinalados como hospedeiros de Leishmania
shawi (LAINSON et al., 1989), Dirofilaria incrassata (VICENTE et al., 1997), Hepatozoon
procyonis (RODRIGUES et al., 2007), Trypanosoma evansi (HERRERA et al., 2004;
MAGALHAES-MATOS et al., 2016), Trypanosoma cruzi (HERRERA et al., 2008),
Leishmania panamensis (LAINSON et al., 2010), Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis,
Achantocheilomena reconditum, Mansonella sp. e Brugia sp. (MORAES et al., 2017).

2.3 Ectoparasitismo em quatis

A infestacdo por ectoparasitos em quatis, assim como ocorre com outras espécies de
carnivoros, pode ser considerada um achado comum. Embora escassas, as descri¢cdes desses
parasitos em quatis demonstram a ocorréncia frequente da infestacdo por carrapatos, além de
piolhos e pulgas (LABRUNA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; GARCIA et al., 2013;
ESTEVAM, 2017).



No Brasil, registros prévios da infestagdo por carrapatos em quatis descrevem o
parasitismo por Amblyomma aureolatum, Amblyomma brasiliense, Amblyomma cajennense,
Amblyomma coelebs, Amblyomma humerale, Amblyomma naponense, Amblyomma nodosum,
Amblyomma oblongoguttatum, Amblyomma ovale, Amblyomma parvum, Amblyomma
rotundatum, Amblyomma sculptum, Amblyomma tigrinum, Ixodes loricatus, Rhipicephalus
microplus e larvas de Amblyomma spp. (ARAGAO, 1936; BARROS; BAGGIO, 1992;
PEREIRA et al., 2000; ARZUA et al., 2005; LABRUNA et al., 2005a; RODRIGUES et al.,
2006; GARCIA et al., 2013; ACOSTA et al., 2016; WITTER et al., 2016; ESTEVAM, 2017).

Comparada aos carrapatos, a diversidade de piolhos e pulgas sobre quatis € bem menor.
Em relacdo as pulgas, é registrada infestacdo apenas por Ctenocephalides felis felis e
Rhopalopsyllus lutzi lutzi em quatis no territorio brasileiro. De forma semelhante,
Neotrichodectes pallidus é a Unica espécie de piolho que tem sido encontrada sobre esses
animais (RODRIGUES et al., 2006; ESTEVAM, 2017).

Juntos, carrapatos, piolhos e pulgas sdo os principais artropodes que infestam os
animais. Esses ectoparasitos apresentam importancia ndo s6 por causarem espolia¢éo sanguinea
e/ou dano epitelial nos hospedeiros, mas também pela capacidade de algumas espécies em
transmitir patdgenos para 0s animais, incluindo os seres humanos (TUFF, 1977; LINARDI;
GUIMARAES, 2000; BARROS-BATTESTI et al., 2006). Borrelia spp. e Rickettsia spp., por
exemplo, sdo bactérias que necessitam de artropodes para completar seu ciclo de transmissdo
para outros hospedeiros (CUTLER et al., 2010; PAROLLA et al., 2013).

2.4 Riquétsias patogénicas para seres humanos e outros animais

O género Rickettsia é formado por bactérias pleomdrficas gram-negativas e divide-se
em quatro grupos de acordo com padr@es antigénicos, morfoldgicos, moleculares e ecoldgicos:
o Grupo Tifo, que compreende as espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, associadas
a piolhos e pulgas, respectivamente; o Grupo da Febre Maculosa, composto por mais de 20
espécies, estando a grande maioria associada a carrapatos; 0 Grupo Rickettsia canadenses, com
R. canadensis sendo transmitida por carrapatos; e 0 Grupo Rickettsia bellii, constituida por R.
bellii e outras cepas simbiontes, encontradas em carrapatos (MERHEJ; RAOULT, 2011). No
Brasil, as principais espécies responsaveis por causar doenca em humanos sdo Rickettsia
rickettsii e Rickettsia parkeri (PAROLLA et al., 2013; SZABO et al., 2013a).

A Febre Maculosa (FM), também conhecida como febre das montanhas rochosas, é uma
enfermidade que tem como agente etiologico Rickettsia rickettsii, uma bactéria que parasita o
endotélio vascular de seres humanos, animais domeésticos e silvestres (SANGIONI, 2010). R.
rickettsii pode ser transmitida por uma diversidade de espécies de carrapatos como, por
exemplo, Dermacentor variabilis nos Estados Unidos (CARMICHAEL; FUERST, 2010), A.
aureolatum e A. sculptum, vetores do agente no Brasil (SZABO et al., 2013a).

Em humanos, a FM apresenta um quadro clinico inicial semelhante a outras
rickettsioses, o que dificulta o diagnostico preciso. Porém, a doenca pode evoluir
desenvolvendo febre, mialgia, trombocitopenia, distarbios renais, gastrointestinais e
hemorragicos, sendo as petéquias e sufusdes cutdneas 0s sintomas mais caracteristicos
(ANGERAMI et al., 2006). No Brasil, a FM é considerada uma doenga com alta letalidade
(SVS/IMS, 2010).

No ambiente domeéstico, cées e equinos sdo 0s principais reservatorios de R. rickettsii.
Equinos apresentam grande importancia epidemiolégica, pois também sdo o0s principais
hospedeiros do vetor A. sculptum (LEMOS et al., 1996). Sinais clinicos observados em cées
assemelham-se aos descritos em seres humanos, incluindo febre, letargia, anorexia, lesdes
oculares, trombocitopenia e anemia (PIRANDA et al., 2008).



No inicio desta década, Spolidorio et al. (2010) descreveram o quadro clinico de uma
doenca febril aguda em um homem com registro de picada de carrapato em area de mata
Atlantica no estado de Sdo Paulo. Além do quadro sistémico, o paciente desenvolveu uma lesdo
papular com escaras no local da picada do carrapato. Anélises moleculares e filogenéticas
demonstraram que a doenca foi causada por uma cepa de Rickettsia até entdo desconhecida,
detectada em fragmento de pele préximo a lesdo. Anos ap6s, Szabd et al. (2013b) isolaram um
agente riquetsial de A. ovale coletado também no estado de S&o Paulo, que apresentou 100%
de similaridade com Rickettsia sp. detectada em humano por Spolidorio et al. (2010). Com base
nas evidéncias moleculares e epidemiologicas, uma vez que ambas as detec¢Ges ocorreram em
areas de Mata Atlantica, este agente foi definido por Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica. E
provavel que este agente pertenca a espécie Rickettsia parkeri, uma vez que a cepa esta
estritamente relacionada a essa espécie de acordo com as analises filogenéticas (SPOLIDORIO
et al., 2010; SZABO et al., 2013b). Atualmente acredita-se também que A. aureolatum é um
possivel vetor desse agente no Brasil (BARBIERI et al., 2014).

Em relacdo aos hospedeiros silvestres, algumas espécies tém apresentado
soropositividade para agentes riquetsiais, embora o seu isolamento e deteccdo molecular sejam
dificeis. A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) tem sido considerada o principal sentinela e
amplificador da bactéria (SOUZA et al., 2009).

Soropositividade para agentes etioldgicos de rickettsioses ja foi registrada em
procionideos, como no estudo realizado por Castellaw et al. (2011) nos Estados Unidos, que
detectou anticorpos anti-Rickettsia parkeri em guaxinins (Procyon lotor). Inoue et al. (2011)
também detectaram soropositividade, dentre outros agentes, para Rickettsia japonica em
guaxinins de vida livre no Japdo. No Brasil, entretanto, pesquisas sorologicas ou mesmo
moleculares em procionideos ainda sdo incipientes.



CAPITULO I

CARRAPATOS (ACARI: IXODIDAE) E PIOLHOS (PHTHIRAPTERA:
TRICHODECTIDAE) INFESTANDO QUATIS (Nasua nasua LINNAEUS, 1766) DE
VIDA LIVRE COM HABITOS SELVAGENS E SINANTROPICOS NO PARQUE
NACIONAL DO IGUACU, ESTADO DO PARANA

Artigo publicado na revista Systematic & Applied Acarology
Vol. 22, n. 6, p. 779-784 (2017)
(Anexo 1)



RESUMO

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Carrapatos (Acari: Ixodidae) e piolhos
(Phthiraptera: Trichodectidae) infestando quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) de vida
livre com hébitos selvagens e sinantrépicos no Parque Nacional do Iguacu, estado do
Parana. 2018. 18p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Satde Publica, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Este trabalho descreve a infestacdo por carrapatos e piolhos em quatis (Nasua nasua
Linnaeus, 1766) de vida livre com habitos selvagens e sinantropicos do Parque Nacional do
Iguacu (PNI), estado do Parana, sul do Brasil. Durante os meses de setembro de 2014 e marco-
abril de 2015, carrapatos e piolhos foram coletados de 86 coatis de hébitos sinantrépicos no
PNI. Dentre os animais analisados, 99% (85/86) encontravam-se infestados por ectoparasitos,
sendo observadas larvas de Amblyomma spp. (n=23), ninfas de Amblyomma brasiliense (n=77),
Amblyomma coelebs (n=427) e Haemaphysalis juxtakochi (n=6), além de adultos de
Amblyomma ovale (n=46). Piolhos foram encontrados em menor prevaléncia (13%, 11/86),
sendo observadas ninfas (n=31) e adultos (n=9) de Neotrichodectes pallidus. Os resultados
obtidos demonstram quatis selvagens com habitos sinantropicos como hospedeiros competentes
para carrapatos ixodideos e piolhos, artropodes responsaveis pela transmissdo de patdgenos
para carnivoros, outros animais selvagens e seres humanos. Este trabalho apresenta o primeiro
registro de H. juxtakochi infestando quatis no Brasil.

Palavras-chave: Procyonidae, carrapatos, piolhos, Mata Atlantica, Parque Nacional do Iguagu,
Brasil.



ABSTRACT

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Ticks (Acari: Ixodidae) and lice (Phthiraptera:
Trichodectidae) infesting free-living coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) with sylvatic
and synanthropic habits in the Iguagu National Park, state of Parana. 2018. 18p. Thesis
(Doctor Science in Veterinary Sciences, Veterinary Sciences). Instituto de Veterindria,
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

This research describes the infestation by ticks and lice in free-living coatis (Nasua
nasua Linnaeus, 1766) with synanthropic habits living at the Iguagu National Park (INP), state
of Parana, southern Brazil. During the months of September 2014 and from March to April
2015, ticks and lice were collected from 86 free-living coatis with synanthropic habits from
INP. Among the animals analyzed, 99% (85/86) were infested with ectoparasites, Amblyomma
spp. larvae (n=23), nymphs of Amblyomma brasiliense (n=77), Amblyomma coelebs (n=427)
and Haemaphysalis juxtakochi (n=6) being observed, as well as Amblyomma ovale adults
(n=46). Lice were found in lower prevalence (13%, 11/86), nymphs (n=31) and adults (n=9) of
Neotrichodectes pallidus. Summary results show feral coatis with synanthropic habits as
competent hosts for ixodid ticks and lice, arthropods responsible for the transmission of
pathogens for carnivores, others wildlife and humans. This paper presents the first record of H.
juxtakochi infesting coatis in Brazil.

Keywords: Procyonidae, ticks, lice, Atlantic forest, Iguacu National Park, Brazil.



1 INTRODUCAO

Os carrapatos, piolhos e as pulgas sdo considerados os principais artropodes que
infestam os animais. Esses ectoparasitos apresentam importancia ndo s6 por poder causar
espoliacdo sanguinea e/ou dano epitelial nos hospedeiros, mas também pela capacidade de
algumas espécies em transmitir patdgenos para os animais, incluindo o ser humano (TUFF,
1977; LINARDI; GUIMARAES, 2000; BARROS-BATTESTI et al., 2006). Animais silvestres
apresentam uma consideravel diversidade de espécies de ectoparasitos (BARROS-BATTESTI
et al., 2006), embora pouco se conheca sobre a ecoepidemiologia dessas infestacdes nas
diferentes regides do Brasil.

O Parque Nacional do Iguacu (PNI) é uma das maiores areas de conservacao da Mata
Atléntica, que compreende uma extensdo de 185 mil hectares e abriga as Cataratas do Iguacu
(FERNANDES; GARCIA, 2011), recebendo anualmente mais de 1,5 milhdo de visitantes de
diversas regides do mundo (ICMBIO, 2016). O PNI apresenta abundante riqueza faunistica,
merecendo destaque mamiferos como onga-pintada, anta, quati, veado, cutia e caititu, dentre
outras espécies. Os quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) sdo carnivoros da familia Procyonidae
que estdo amplamente distribuidos na América do Sul, sendo uma das espécies que apresentam
maior sinantropia nas areas de visitacdo do PNI, especialmente proximo ao mirante das
cataratas (CACERES, 2011).

O conhecimento sobre a dindmica da infestagdo por ectoparasitos em quatis €
fundamental, uma vez que estabelece o papel da espécie como hospedeira de diferentes
ectoparasitos, inclusive aqueles transmissores de patégenos para outros animais e seres
humanos que frequentam os mesmos habitats (SPOLIDORIO et al., 2010; SZABO et al., 2013;
SOARES et al., 2015). Assim, 0 objetivo deste estudo foi descrever a infestacdo por carrapatos
e piolhos em quatis de habitos selvagens e sinantrépicos nas areas de visitacdo do PNI, estado
do Paran4, sul do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e legais da pesquisa cientifica

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

2.2 Critérios de inclusdo e amostragem

Os critérios de inclusdo utilizados neste trabalho foram (1) a avaliacdo de quatis
selvagens sub-adultos e adultos que apresentassem habitos selvagens e sinantropicos em (2)
locais com fluxo intenso de visitantes no PNI. Partindo desses critérios, foram escolhidos trés
pontos de coleta no interior do PNI (Fig. 4.3).

O ndmero amostral necessario para esta pesquisa foi calculado de acordo com a
prevaléncia esperada (MEDRONHO, 2009), obtido através da formula de amostragem aleatéria
simples, representada a seguir:

(2(ay2)] 7 (1 — 7)
5-2

mn =

Onde:

n = NUmero amostral

Z (2= Valor-z de nivel o (para intervalo de confianca de 95%: 1,96)
7 = Prevaléncia esperada (com base na literatura: 0,631)

¢ = Erro esperado (0,05)

Baseando-se na prevaléncia para ninfas de carrapatos obtidas de quatis em Juiz de Fora,
Minas Gerais (RODRIGUES et al., 2006), obteve-se um valor amostral de 358 animais.
Contudo, sabendo-se que a populacdo de quatis sinantropicos no PNI é bem menor que o valor
exigido, foi realizado um célculo de reducdo para populacgdes finitas. O valor foi obtido a partir
da seguinte equacao:

Onde:

n' = Numero amostral ajustado;

n = Populacdo real (= 100);

N = NUmero amostral exigido (n = 358).
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O valor da populacdo real de quatis sinantrépicos foi obtido segundo estimativa
informada pelos funcionarios do Parque. Apds o ajuste no valor amostral, obteve-se um n
minimo de 78 animais.

2.3 Area de estudo e origem dos animais

Os animais analisados nesta pesquisa foram amostrados das areas de visitacdo turistica
do PNI, no municipio de Foz do Iguacu, localizado na mesorregido Oeste do estado do Parana.
As areas amostradas compreendem os mirantes das cataratas (ponto | - 25°41'03"S,
54°26'24"W, com uma extensao total de aproximada de 1,2 Km) e o acesso a duas trilhas no
interior da floresta (ponto Il - 25°39'05"S, 54°26'16"W e ponto 11 - 25°37'36"S, 54°27'39"W)
(Figura 4).

Os quatis sub-adultos e adultos foram amostrados a medida que eram avistados nesses
pontos, sendo realizada assim uma amostragem ndo-probabilistica acidental. Além dos pontos
de captura, também foram examinados quatis acidentalmente atropelados na rodovia BR-469
no interior do parque, logo apds que eram recolhidos pelos funcionarios do Projeto Carnivoros
do Iguacu. No interior do PNI, essa rodovia interliga a entrada principal a area do mirante das
cataratas, tendo extensdo aproximada 10,6 Km e interligando os trés pontos de coleta.

‘Ponto 1

’Ponto Il

BRASIL
(PARANA)

JParque Nacional do Iguacu®

Image:©:20186/DigitaiGlobe.
Image ©2016.CNESHAstrium
2050 m s

‘ Google Earth

Google Earth : ;
o e v t0d0um O NS 6/12/2016  25°33)422004'S  54926'20.14"0 elev. 220 m  altitude do ponto de visdo 9.53 km O

Figura 4. Local de captura dos animais avaliados. 4.1) Mapa do estado do Parana, com destaque
ao municipio de Foz do Iguagu (vermelho); 4.2) Limites do Parque Nacional do Iguacu (area
continua verde no territdrio brasileiro) com destaque a area turistica do parque, onde foram
realizadas as coletas (ponto vermelho); 4.3) Pontos de amostragem dos quatis nas areas
turisticas do parque.

O ponto | consiste no entorno do mirante das cataratas e de um hotel no interior do
parque, enquanto que os pontos Il e I1l sdo 0s acessos a duas trilhas em meio a floresta, que
eram avaliados até um raio de 100 metros ao longo da rodovia e das trilhas.

As capturas dos quatis foram realizadas durante 0 més de setembro de 2014 e entre 0s
meses de marco e abril de 2015, totalizando um esforgo amostral de 42 dias de coleta realizadas
nos periodos matutino e vespertino (das 9:00 as 16:00 horas).
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2.4. Captura e contengdo dos animais

Os trajetos definidos eram executados até se avistar um bando de quatis, fazendo-se
entdo a atragdo do bando com iscas de banana, abacaxi ou pasta de amendoim. A captura ativa
foi feita com auxilio de puca (nylon multifilamento, 60 x 120cm), sendo entdo realizada a
contencdo com o auxilio dos pés e manualmente com luvas de couro, pra evitar que o animal
se debatesse na rede do puca. Além da busca ativa, armadilhas modelo tomahawk (90x45x50cm
e 50x21,5x20 cm) foram instaladas durante todo o dia, uma por ponto de coleta, sendo
conferidas ao final de cada manhd e tarde.

Os quatis foram contidos quimicamente recebendo uma pré-anestesia de Atropina 1%
(Sulfato de Atropina®, UCB, 1mg/Kg SC) e Xilazina 2% (Anasedan®, Cespo, 2mg/Kg IM)
(exceto fémeas gestantes), sendo anestesiados com uma associac¢ao de Tiletamina + Zolazepan
(Zoletil®50, Virbac, 7mg/mL, IM).

Durante o plano anestésico, 0s animais eram monitorados quantos aos seus parametros
vitais (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e temperatura retal), sendo registrados em
uma ficha epidemiolégica (Anexo V). Dados biol6gicos (sexo, biometria, idade estimada, fase
reprodutiva), sanitarios (manifestacdo de sinais clinicos, presenca de lesdes, infestacdo por
ectoparasitos), comportamentais (invasdo de lixeiras, habito gregario/solitario) e outros dados
relevantes também foram registrados nessa ficha.

Os quatis capturados foram identificados com brincos numerados para se evitar a
recaptura. ApOs recuperacdo completa da anestesia, os animais foram reintroduzidos aos
respectivos habitats de origem.

2.5 Pesquisa e identificacédo dos ectoparasitos

Carrapatos e piolhos foram pesquisados em toda a superficie corporal dos quatis. Os
carrapatos foram removidos manualmente através de movimentos circulares em sentido horario
para evitar a danificacdo das estruturas do aparelho bucal, importantes para a identificacéo
morfoldgica. Os piolhos foram removidos manualmente ou com auxilio de pente fino. Apos a
coleta de todos os carrapatos e piolhos encontrados, as amostras foram identificadas por
hospedeiro, armazenadas em RNAlater® e encaminhadas ao Laboratério de Doencas
Parasitarias (UFRRJ) para identificacao.

A identificacdo taxondmica dos carrapatos foi realizada em microscopio estereoscopio
(Olympus® SZX16, programa cellSens 1.12) com base nos aspectos morfoldgicos, de acordo
com Barros-Battesti et al. (2006) para adultos, Cooley (1946) e Kohls (1960) para ninfas de
Haemaphysalis e Martins et al. (2010) para ninfas de Amblyomma. Larvas de carrapatos foram
classificadas apenas em nivel de género por ndo haver literatura para identificacdo especifica
no Brasil.

Os piolhos foram clarificados em Hidroxido de Potassio 10% (KOH) e identificados
pela morfologia em microscopio dptico (Olympus BX45®) com base em Tuff (1977) e
comparados com a descri¢do de Werneck (1936).

Apos identificadas, as espécies de carrapato e piolho foram depositadas na Colecéo de
Artropodes Vetores Apteros de Importancia na Satide das Comunidades do Instituto Oswaldo
Cruz (CAVAISC — FIOCruz), na cidade do Rio de Janeiro. Outros ectoparasitos como pulgas
e acaros nao foram considerados para este estudo.

2.6. Determinacao dos indices de ecologia parasitaria
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Para esta pesquisa foram determinadas a prevaléncia, a intensidade média e a
abundancia parasitaria da infestacdo por carrapatos, piolhos e por ambos. Os parametros de
ecologia parasitéaria analisados foram calculados e expressos segundo Bush et al. (1997).
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3 RESULTADOS

Durante as coletas foram obtidas amostras de 86 quatis do PNI, sendo 84 oriundos de
captura e dois atropelados. Um total de 619 ectoparasitos foi coletado desses animais,
compreendendo 579 carrapatos e 40 piolhos.

Dentre os carrapatos, que infestaram 99% (85/86) dos quatis, foram obtidas amostras de
larvas de Amblyomma spp., ninfas de Haemaphysalis juxtakochi (Figs. 5.1 e 5.2), Amblyomma
brasiliense (Fig. 5.3 e 5.4) e Amblyomma coelebs (Fig. 5.5 e 5.6), bem como adultos de
Amblyomma ovale (Figs. 5.7 a 5.10; Figs. 7.2 e 7.4). Em relacdo aos piolhos (Fig. 6), amostras
de ninfas e adultos de Neotrichodectes pallidus foram coletadas de 13% (11/86) dos quatis. A
diversidade de espécies, estagios de desenvolvimento, nimeros absolutos de parasitos e 0s
indices de ecologia parasitaria sdo apresentados na Tabela 1. Amostras dos ectoparasitos foram
depositadas na colecdo sob os numeros CAVAISC-1XO 2424, 2425, 2426, 2427, 2428 e 2429
para carrapatos e CAVAISC-PHT 190 e 191 para piolhos.

Tabela 1. Ectoparasitos e indices de ecologia parasitaria obtidos de quatis de vida livre do
Parque Nacional, Paran4, Brasil.

Taxon Estagio Nimero de Prevaléncia Intensidade Abundancia
9 parasitos (+/Y) média + DP média + DP
Ixodidae
Amblyomma sp. Larvas 23 14% (12/86) 1,9+1,3 0,3+0,8
Amblyomma brasiliense Ninfas 77 45% (39/86) 2,0+£1,0 0,9+1,2
Amblyomma coelebs Ninfas 427 96% (83/86) 5,1+4,5 5,0£4,5
Haemaphysalis juxtakochi Ninfas 6 6% (5/86) 1,240,4 0,1+0,3
46 0
Amblyomma ovale Adultos (223, 249) 23% (20/86) 2,325 0,5+1,5
Phtiraptera
Ninfas, 40
Neotrichodectes pallidus Adultos (31n, 64, 13% (11/86) 3,6£2,6 0,5£1,5
39)
Total 619 99% (85/86) 7,316,1 7,246,1

+/t: animais infestados/total. DP: desvio padréo.
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Figura 5: Ixodideos que infestam quatis no Parque Nacional do Iguacu. 5.1) vistas dorsal e 5.2) ventral de ninfa de Haemaphysalis juxtakochi;
5.3) vistas dorsal e 5.4) ventral de ninfa de Amblyomma brasiliense; 5.5) vistas dorsal e 5.6) ventral de ninfa de Amblyomma coelebs; Amblyomma
ovale adultos: macho, vistas 5.7) dorsal e 5.8) ventral; fémea, vistas 5.9) dorsal e 5.10) ventral. Fonte: Arquivo pessoal.

16



.

Figura 6: Piolhos que infestam quatis no Parque Nacional do Iguagu. 6.1) ninfa e adultos 6.2) macho e 6.3) fémea de Neotrichodectes pallidus.
Aumento de 1000X. Fonte: Arquivo pessoal.

|
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Os carrapatos infestavam principalmente as regides ventrais abdominal e toracica,
comissura labial, regido ventral do pescoco e espaco interdigital. A infestacdo por piolhos foi
observada principalmente no tronco (dorsal e ventral) e na cauda (Fig. 7).

Figura 7. Infestacdo por carrapatos e piolhos em quatis do Parque Nacional do Iguagu. 7.1)
Ninfas de carrapatos na regido abdominal, proximo a um mamilo; 7.2) Fémeas de Amblyomma
ovale infestando a regido toracica ventral, entre os membros anteriores; 7.3) Ninfas de
carrapatos infestando a comissura labial; 7.4) Fémea de A. ovale na regido ventral do pescoco;
7.5) Ninfas de carrapato no espaco interdigital do membro posterior direito; 7.6) Piolhos adultos
infestando a regido inguinal de um quati adulto. Fonte: Arquivo pessoal.
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4 DISCUSSAO

Os quatis analisados apresentaram altas prevaléncia (99%) e abundéancia (7.2) de
infestacdo por ectoparasitos, representados principalmente por carrapatos, que corresponderam
a 93% do total de ectoparasitos obtidos. A espécie de carrapato mais abundante e a que também
infestou a maioria dos animais foi Amblyomma coelebs Neumann, 1899, sugerindo que 0s
quatis apresentam uma importancia para a ecologia desta espécie de carrapato no PNI.

No Brasil, registros prévios da infestacdo por carrapatos em quatis descrevem o
parasitismo por Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772), Amblyomma brasiliense Aragéo, 1908,
Amblyomma cajennense Fabricius, 1787, Amblyomma coelebs Neumann, 1899, Amblyomma
humerale Koch, 1844, Amblyomma naponense (Packhard, 1869), Amblyomma nodosum
Neumann, 1899, Amblyomma oblongoguttatum Koch, 1844, Amblyomma ovale Koch, 1844,
Amblyomma parvum Aragdo, 1908, Amblyomma rotundatum Koch, 1844, Amblyomma
sculptum Berlese, 1888, Amblyomma tigrinum Koch, 1844, Ixodes loricatus Neumann, 1899,
Rhipicephalus microplus Canestrini, 1887 e larvas de Amblyomma spp. (ARAGAO, 1936;
BARROS; BAGGIO, 1992; PEREIRA et al., 2000; ARZUA et al., 2005; LABRUNA et al.,
2005a; RODRIGUES et al., 2006; GARCIA et al., 2013; ACOSTA et al., 2016; WITTER et
al., 2016; ESTEVAM, 2017).

E importante destacar a ocorréncia de A. ovale infestando quatis no PNI, espécie de
carrapato cuja forma adulta infesta comumente carnivoros (LABRUNA et al. 2005a) e € vetor
de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica, agente etioldégico de uma riquetsiose recentemente
descrita com importancia para humanos (SZABO et al. 2013). Ressalta-se também que existe
uma espécie de protozoario que infecta procionideos, Hepatozoon procyonis, cujo vetor ainda
é desconhecido (CLARK et al. 1973, MASSARD; MASSARD, 1978, RODRIGUES et al.
2007). Deve ser investigado se A. ovale possui papel vetorial para esse agente, uma vez que
essa espécie de carrapato ja é vetor conhecido de Hepatozoon canis para cdes domésticos
(FORLANO et al. 2005), podendo também ter importancia para quatis. Este trabalho também
registra a infestacdo por Haemaphysalis juxtakochi Cooley, 1946, espécie da qual LABRUNA
et al. (2005b) isolaram a bactéria Rickettsia rhipicephali Burgdorfer et al., 1978 no estado de
Rond6nia, na Amazonia brasileira.

Amblyomma coelebs, A. brasiliense Aragdo, 1908 e A. ovale foram recentemente
registrados infestando quatis do Parque Nacional del Iguazu, em Puerto Iguazu, Argentina
(LAMATTINA etal. 2014). Embora esta area seja fisicamente separada do PNI pelo rio lguacu,
similaridades entre a fauna de ectoparasitos de ambas as areas pode ser observada. Isto pode
ser explicado pela similaridade entre as condi¢Ges climaticas e ambientais de ambos 0s parques,
como temperatura, umidade, pluviosidade, bem como pela co-ocorréncia de espécies
hospedeiras das formas adultas desses carrapatos, que séo antas (Tapirus terrestris Linnaeus,
1758), porcos-do-mato (caititu Pecari tajacu Linnaeus, 1758 e queixada Tayassu pecari Link,
1795) e carnivoros, respectivamente (BARROS-BATTESTI et al. 2006).

Diferente do que foi reportado na Argentina por Lamattina et al. (2014), no presente
estudo foi observada infestacéo por ninfas de H. juxtakochi, uma espécie cujos adultos infestam
mamiferos da familia Cervidae (BARROS-BATTESTI et al. 2006), tal como Mazama
americana Erxleben, 1777 (JONES et al. 1972) e Mazama nana Hensel, 1872 (MARTINS et
al. 2007). Formas imaturas de H. juxtakochi parasitam aves como Pyrrhocoma ruficeps
Strickland, 1844 (ARZUA et al. 2005) e Harpia harpyja Linnaeus, 1958 (LABRUNA et al.
2010), podendo infestar também mamiferos como roedores, primatas, antas e porcos-do-mato
(JONES et al. 1972). Embora ninfas de H. juxtakochi tenham sido registradas parasitando quatis
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no Panama (FAIRCHILD et al. 1966), este € o primeiro registro da espécie infestando quatis
no Brasil.

Em menor prevaléncia e abundancia (13%; 0.47) foi observada a infestacéo por piolhos
Neotrichodectes pallidus (Piaget, 1880), diferente do que foi registrado por Rodrigues et al.
(2006). Este estudo foi realizado com quatis de uma &rea urbana de Mata Atlantica na cidade
de Juiz de Fora, estado de Minas Gerais, no sudeste do Brasil, sendo que N. pallidus foi
observado em 52.6% (10/19) dos animais e em maior abundancia (3.21) que a observada no
presente trabalho. Esses dados sugerem que os quatis analisados na Mata Atlantica de Juiz de
Fora apresentam um papel epidemioldgico mais importante para a manutencéao de piolhos que
0s quatis do PNI que, por sua vez, tém sido mais importantes como hospedeiros de carrapatos
do género Amblyomma, devido sua maior prevaléncia, intensidade e abundancia parasitarias.
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5 CONCLUSAO

Quatis selvagens de habitos sinantrépicos nas areas turisticas do PNI s&o altamente
infestados por carrapatos e piolhos, principalmente por carrapatos A. coelebs, agindo também
como hospedeiros e dispersores de carrapatos vetores de patdgenos, como A. ovale e H.
juxtakochi.

Registra-se pela primeira vez a infestagdo por H. juxtakochi em quatis no Brasil.
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CAPITULO Il

QUATIS (Nasua nasua LINNAEUS, 1766) (CARNIVORA: PROCYONIDAE) E
CARRAPATOS (ACARI: IXODIDAE) COMO HOSPEDEIROS DE Rickettsia spp. NO
PARQUE NACIONAL DO IGUACU, ESTADO DO PARANA, SUL DO BRASIL
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RESUMO

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Quatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) (Carnivora:
Procyonidae) e carrapatos (Acari: Ixodidae) como hospedeiros de Rickettsia spp. no
Parque Nacional do Iguagu, estado do Parand, sul do Brasil. 2018. 24p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinarias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

Animais silvestres apresentam consideravel importancia na ecologia de agentes infecciosos,
uma vez que podem funcionar como seus hospedeiros ou mesmo de possiveis vetores. O
presente trabalho teve por objetivo realizar a deteccdo molecular de Rickettsia spp. em
carrapatos oriundos de quatis e em pele de quatis selvagens e sinantrépicos do Parque Nacional
do Iguacu (PNI), estado do Parana. Este trabalho foi realizado sobre um total de 566 carrapatos
descritos por Magalhdes-Matos et al. (2017), compreendendo larvas de Amblyomma spp., ninfas
de Haemaphysalis juxtakochi, Amblyomma brasiliense, Amblyomma coelebs e adultos de A.
ovale. Além disso foram obtidas também amostras de peles de quatis do PNI. A extracdo de
DNA dos carrapatos foi realizada individualmente através do método de fenol-cloroférmio,
enquanto que as amostras de pele foram extraidas com um kit comercial. A triagem das
amostras pela PCR foi realizada através da amplificacdo de fragmentos dos genes htrA e gltA.
Amostras positivas para ambos os alvos foram também testadas para os genes ompA e ompB.
O fragmento de cada amostra positiva foi sequenciado para 0s genes gltA, ompA e ompB em
ambas as direcOes e submetidos a pesquisa de homologia no Genbank. Amostras de A.
brasiliense (3%, 2/75), A. coelebs (2,14%, 9/420), A. ovale (13%, 6/45) e pele de quati (1%,
1/75) amplificaram DNA de Rickettsia spp. Através do sequenciamento, observou-se
identidade com Rickettsia bellii em A. ovale e Rickettsia amblyommatis em A. coelebs, enquanto
que na amostra de pele foi detectado Rickettsia rhipicephali. Quatis de habitos selvagens e
sinantrépicos que habitam o PNI, bem como seus carrapatos, sao infectados por Rickettsia spp.

Palavras-chave: Procyonidae, carrapatos, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia amblyommatis,
Mata Atlantica.
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ABSTRACT

MAGALHAES-MATOS, Paulo Cesar. Coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) (Carnivora:
Procyonidae) and ticks (Acari: Ixodidae) as host of Rickettsia spp. in the Iguacu National
Park, state of Parand, southern Brazil. 2018. 24p. Thesis (Doctor Science in Veterinary
Sciences, Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e
Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Wild animals are of considerable importance in the ecology of infectious agents, since they can
function as their hosts or even their vectors. We aim to perform the molecular detection of
Rickettsia spp. in ticks and skin from coatis of sylvatic and synanthropic habits of the Iguacu
National Park (PNI), state of Parana. This survey was carried out on a total of 566 ticks
described by Magalhdes-Matos et al. (2017), comprising larvae of Amblyomma spp., nymphs
of Haemaphysalis juxtakochi, Amblyomma brasiliense, Amblyomma coelebs, and adults of
Amblyomma ovale. DNA extraction from ticks was performed individually using the phenol-
chloroform method, while the skin sample was extracted with a commercial kit. Screening of
samples by PCR was performed by the analysis of fragments of htrA and gltA genes. Positive
samples for both fragments were also tested for the ompA and ompB genes. The fragment from
each positive sample of tick was sequenced to gltA, ompA e ompB in both directions and
subjected to homology screening at Genbank. Samples of A. brasiliense (3%, 2/75), A. coelebs
(2.14%, 9/420), A. ovale (13%, 6/45) and coati skin (1%, 1/75) amplified Rickettsia spp. DNA.
Through sequencing, it was observed that A. ovale were infected by Rickettsia bellii and A.
coelebs by Rickettsia amblyommatis, while skin samples amplified Rickettsia rhipicephalis
DNA. Coatis of sylvatic and synanthropic habits as well as their ticks are infected by Rickettsia
spp. in PNI, state of Parand, southern Brazil.

Keywords: Procyonidae, ticks, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia amblyommatis, Atlantic
Rainforest.
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1 INTRODUCAO

O Parque Nacional do Iguacu (PNI) é uma das maiores areas de conservacao da Mata
Atlantica, que compreende uma extensdo de 185 mil hectares e abriga as Cataratas do Iguacu
(FERNANDES; GARCIA, 2011), recebendo anualmente cerca de 1,5 milh&o de visitantes de
diversas regides do mundo (ICMBIO, 2016).

O PNI apresenta abundante riqueza faunistica, merecendo destaque mamiferos como
onga-pintada, anta, quati, veado, cutia e caititu, dentre outras espécies. Os quatis (Nasua nasua
Linnaeus, 1766) sdo carnivoros da familia Procyonidae que estdo amplamente distribuidos na
América do Sul, sendo uma das espécies que apresentam maior sinantropia nas areas de
visitacdo do PNI, especialmente proximo ao mirante das cataratas (CACERES, 2011).

O conhecimento sobre a dindmica da infestagdo por ectoparasitos em quatis é
fundamental, uma vez que estabelece o papel da espécie como hospedeira de diferentes
ectoparasitos, inclusive aqueles transmissores de patdgenos para outros animais e seres
humanos que frequentam os mesmos habitats (SPOLIDORIO et al., 2010; SZABO et al., 2013;
SOARES et al., 2015). Carrapatos, por exemplo, sdo importantes vetores de bactérias dos
géneros Rickettsia e Borrelia (CUTLER et al., 2010; PAROLLA et al., 2013), além de ser um
achado frequente em quatis (RODRIGUES et al., 2006; ESTEVAM, 2017). Contudo, ainda é
pouco conhecida a importancia direta dos quatis como hospedeiros de microrganismos
transmitidos por carrapatos, tais como aqueles dos géneros Rickettsia.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi realizar o diagndstico molecular de
Rickettsia spp. em carrapatos oriundos de quatis e em pele de quatis selvagens e sinantropicos
do Parque Nacional do Iguacu (PNI), estado do Paran4, sul do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e legais da pesquisa cientifica

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

2.2 Area de estudo

Este estudo foi desenvolvido no PNI, uma unidade de conservacao federal administrada
pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio). O PNI esta localizado no municipio
de Foz do Iguacgu, na mesorregido Oeste do estado do Parana, e compreende uma area total de
185 mil hectares com grande riqueza de fauna e flora (FERNANDES; GARCIA, 2011). O PNI
recebe anualmente cerca de 1,5 milh&o de turistas de diversas regides do mundo, sendo um dos
parques brasileiros que mais atraem visitantes (ICMBIO, 2016).

As capturas dos quatis foram realizadas durante 0 més de setembro de 2014 e entre 0s
meses de marco e abril de 2015, totalizando um esforgo amostral de 42 dias de coleta realizadas
nos periodos matutino e vespertino (das 9:00 as 16:00 horas). Na area turistica do PNI foram
escolhidos trés pontos de coleta: os mirantes das cataratas (ponto | - 25°41'03"S, 54°26'24"W,
com uma extensdo total de aproximada de 1,2 Km) e o acesso a duas trilhas no interior da
floresta (ponto 11 - 25°39'05"S, 54°26'16"W e ponto 11 - 25°37'36"S, 54°27'39"W) (Figura 4).

2.3 Obtencdo das amostras

Quando avistados, quatis sub-adultos e adultos eram atraidos com isca de banana,
abacaxi ou pasta de amendoim e capturados ativamente com auxilio de pucd (nylon
multifilamento, 60 x 120 cm). Armadilhas modelo tomahawk (90x45x50cm e 50x21,5x20 cm)
também foram instaladas durante todo o dia, uma em cada ponto de coleta. Apds contidos, 0s
quatis receberam uma pré-anestesia com Atropina 1% (Sulfato de Atropina® UCB, 1mg/Kg
SC) e Xilazina 2% (Anasedan® Cespo, 2mg/Kg IM) (exceto fémeas gestantes), sendo
anestesiados com uma associagdo de Tiletamina + Zolazepan (Zoletil® 50, Virbac, 7mg/mL,
IM).

Com o objetivo de avaliar o potencial de quatis como hospedeiros de Rickettsia spp.
utilizando tecidos coletados de forma néo invasiva, optou-se pela coleta de fragmentos de pele.
Um fragmento desse tecido foi coletado da borda posterior da base da orelha esquerda de cada
quati. Antes da coleta foram realizadas tricotomia e assepsia do local com etanol 70°, seguido
de seccdo com tesoura cirdrgica e pinca dente de rato. Os fragmentos foram armazenados em
microtubos de 1,5mL com solucdo de RNAlater® e imediatamente congelados a -20°C até a
extracdo de DNA.

Neste estufo foi avaliado um total de 566 carrapatos, dentre eles larvas de Amblyomma
spp., ninfas de Haemaphysalis juxtakochi, Amblyomma brasiliense e Amblyomma coelebs, e
adultos de Amblyomma ovale, previamente descritos por Magalhdes-Matos et al. (2017),
excetuando-se as amostras que foram depositadas em colegdo ixodoldgica. Os ectoparasitos
foram armazenados em RNAlater® e, apos identificados, foram congelados a -20°C.
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Informacdes individuais dos animais foram registradas em uma ficha de coleta. A
estimativa da idade foi realizada de acordo com Olifiers et al. (2010), sendo classificados em
filhotes (até 6 meses), sub-adultos (6 meses a 2 anos) e adultos (acima de dois anos).

Todos os animais analisados foram marcados com brincos enumerados para evitar a
recaptura. Apoés as coletas, os animais foram monitorados até a recuperacéo total da anestesia,
qguando eram reintroduzidos no mesmo habitat de origem.

2.4 Anélises moleculares
2.4.1 Extracdo de DNA

Antes da extracdo de DNA, todos os carrapatos foram sequencialmente lavados em
solucdo de hipoclorito de sodio a 1%, alcool etilico 70% e Tampéo fosfato-salino (PBS). A
extracdo de DNA foi realizada individualmente de cada carrapato pelo método fenol-
cloroférmio, de acordo com o protocolo estabelecido por Santolin (2014) (Anexo V). Para
extracdo de DNA da pele dos quatis foi utilizado um kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue,
QIAGEN), seguindo o protocolo de extracdo de DNA para tecidos animais indicado pelo
fabricante.

O DNA extraido dos carrapatos e da pele dos quatis foi quantificado, analisado quanto
a pureza (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers) e padronizado a 50ng para a
realizacdo das anélises moleculares.

2.4.2 Reacao em cadeira pela polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para pesquisa de DNA de Rickettsia spp. tanto nas amostras de
carrapatos quanto de pele. Para triagem das amostras foram empregados os iniciadores 17k3 e
17k5, que amplificam um fragmento de 549pb do gene htrA (que codifica um antigeno de
membrana de 17kD) e os iniciadores CS-239 e CS-1069, que amplificam um fragmento de
834pb do gene gltA (que codifica a enzima citrato sintase), especificos para o género Rickettsia
(LABRUNA et al., 2004a). Foram consideradas positivas as amostras que amplificaram para
ambos 0s genes avaliados.

As amostras positivas na triagem foram submetidas a dois protocolos adicionais de
PCR: um utilizando os iniciadores Rr190.70p e Rr190.602n, que amplificam um fragmento de
532pb do gene ompA (que codifica um antigeno de membrana de 190kD) (REGNERY et al.,
1991); e outro protocolo com os iniciadores 120-M59 e 120-807, que amplificam 856pb do
gene OmpB de Rickettsia spp. (ROUX; RAOULT, 2000).

Para todas as reagOes, 0 master mix continha tampdo 1X (5X Colorless GoTaq®,
Promega®), 2,5mM de MgCl, (Promega® MgCl. Solution), 200uM de DNTP’s, 10pmoles de
cada iniciador, 0,75U de Taq polimerase (GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 100ng de DNA
e 4gua proporcional para se obter um volume final de 25puL.

As seguintes condicOes foram utilizadas para as reac6es de PCR: desnaturacdo inicial a
95°C por cinco minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 20 segundos, 52°C por 20 segundos
e 72°C por 25 segundos, com extensao final a 72°C por 5 minutos (MCINTOSH et al., 2015,
modificado). As reagdes ocorreram em termociclador modelo T100 (Bio-rad®). Como controle
positivo das reacoes foi utilizado DNA de Rickettsia parkeri cepa At24 isolada de Amblyomma
triste em Paulicéia, estado de S&o Paulo (SILVEIRA et al., 2007). Como controles negativos
foi utilizado &gua ultra pura aplicada dentro e fora do fluxo laminar de preparacdo do master
mix, além de um controle de extracdo (amostra sabidamente negativa extraida junto com as
amostras teste).
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2.4.3 Eletroforese e analise dos resultados

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

2.4.4 Sequenciamento

As amostras de DNA de Rickettsia em carrapatos foram sequenciadas para 0s genes
gltA, ompA e ompB, enquanto que nas amostras de pele foram avaliados os genes htrA e gltA.
O material para sequenciamento foi purificado a partir de 15uL do produto de PCR das amostras
positivas, sendo tratados com Exo-Sap-IT (GE Healthcare®), seguindo o protocolo indicado
pelo fabricante. Os fragmentos foram sequenciados em ambas as dire¢des em um analizador
genético automatizado (ABI 3730 DNA Analyser, Thermo Fisher Scientific®). As sequéncias
obtidas foram alinhadas atraves do programa ClustalW e submetidas a pesquisa de homologia
com outras sequéncias depositadas no GenBank, utilizando-se a ferramenta BLASTn.

2.5 Andlise filogenética

As arvores filogenéticas foram construidas a partir dos fragmentos dos genes gItA, ompA
e ompB das amostras positivas para Rickettsia spp. em carrapatos. Para todas as analises
filogenéticas realizadas, as sequéncias obtidas no sequenciamento e as obtidas em bancos de
dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) no programa Seaview4
(GOUY etal., 2010). As relacGes filogenéticas foram estimadas usando inferéncia filogenética
por Méxima Verossimilhanca (MV) implementado na ferramenta PhyML (GUINDON;
GASCUEL, 2003) sob um modelo de evolucédo de sequéncia que foi escolhido depois de testes
de modelos alternativos hierarquicamente pela computacdo usando o critério de informacéo
Bayesiano, determinado no MEGA versdo 7 (KUMAR et al., 2016). O suporte estatistico dos
clados foi medido por uma busca heuristicas com 1.000 repeti¢cdes de bootstrap.
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3 RESULTADOS

Embora as 566 amostras de carrapatos tenham sido obtidas de 86 animais
(MAGALHAES-MATOS et al., 2017), amostras de pele foram coletadas de apenas 75 quatis.
Dentre estes, 49 eram fémeas e 26 machos, enquanto que em relacdo a idade, nove eram filhotes,
33 sub-adultos e 33 adultos.

Através da PCR, 3,00% (17/566) dos carrapatos e 1% (1/75) dos quatis amplificaram
DNA de Rickettsia spp. para os genes avaliados (Tab. 2; Figs. 8, 9, 10, 11 e 12). As sequéncias
de todas as amostras positivas sao apresentadas no anexo VI.

Tabela 2. Nimeros de amostras coletadas e prevaléncia de Rickettsia spp. por hospedeiro.

Espécie do hospedeiro Numero de Espécie de Rickettsia Prevaléncia molecular
amostras htrA e gltA ompA e ompB
Amblyomma spp. 21 - 0% NA
Haemaphysalis juxtakochi 5 - 0% NA
Amblyomma brasiliense 75 Rickettsia sp. 3% (2/75) 3% (2/75)
Amblyomma coelebs 420 Rickettsia amblyommatis  2,14% (9/420) 2,14% (9/420)
Amblyomma ovale 45 Rickettsia bellii 13% (6/45) 0%
Nasua nasua (pele) 75 Rickettsia rhipicephali 1% (1/75) 1% (1/75)

*NA: ndo avaliado.

PM C+ C+ C- 147 317 391 138 159 160 206 241 273 131 157 C-
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400ph
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Figura 8. Fotografia de gel de agarose demonstrando os produtos de PCR obtidos apds
amplificacdo de um fragmento do gene gltA de Rickettsia spp., com aproximadamente 834 pares
de base (seta), em amostras de carrapatos: padrdo molecular (PM), controles positivos de
Rickettsia parkeri cepa At24 (C+), controle negativo (C-: agua distribuida dentro do fluxo
laminar), amostras teste positivas (147, 317, 391 — A. ovale; 138, 159, 160, 206, 241, 273 — A.
coelebs; 131, 157 — A. brasiliense) e controle negativo (C-: Controle ambiental). Fonte: Arquivo
pessoal.
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Figura 9. Fotografia de gel de agarose demonstrando os produtos de PCR obtidos apds
amplificacdo de um fragmento do gene htrA de Rickettsia spp., com aproximadamente 549
pares de base (seta), em amostras de carrapatos: padrdao molecular (PM), controles positivos de
Rickettsia parkeri cepa At24 (C+), controle negativo (C-: agua distribuida dentro do fluxo
laminar), amostras teste positivas (147, 317, 391 — A. ovale; 138, 159, 160, 206, 241, 273 — A.
coelebs; 131, 157 — A. brasiliense) e controle negativo (C-: Controle ambiental). Fonte: Arquivo
pessoal.
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Figura 10. Fotografia de gel de agarose demonstrando os produtos de PCR obtidos apds
amplificagdo de um fragmento do gene ompA de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa,
com aproximadamente 533 pares de base (seta), em amostras de carrapatos: padrdo molecular
(PM), controles positivos de Rickettsia parkeri cepa At24 (C+), controle negativo (C-: dgua
distribuida dentro do fluxo laminar), amostras teste positivas (138, 159, 160, 206, 273, 519,
521, 524 — A. coelebs; 131, 157 — A. brasiliense) e controle negativo (C-: controle ambiental).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 11. Fotografia de gel de agarose demonstrando os produtos de PCR obtidos apds
amplificacdo de um fragmento do gene ompB de Rickettsia spp. do grupo da febre maculosa,
com aproximadamente 856 pares de base (seta), em amostras de carrapatos: padrdo molecular
(PM), controle positivo de Rickettsia parkeri cepa At24 (C+), amostras teste positivas (138,
159, 160, 206, 273, 519, 521 — A. coelebs; 157 — A. brasiliense) e controle negativo (C-: controle
ambiental). Fonte: Arquivo pessoal.

Das seis amostras de A. ovale positivas na triagem (htrA e gltA), duas foram oriundas
de fémeas e quatro de machos, que infestavam 6% (5/86) dos quatis. O resultado do
sequenciamento do fragmento do gene gItA demonstrou que duas das sequéncias obtidas
(amostras 5 e 16) apresentaram 100% de identidade com cepas de R. bellii (Tab. 3), enquanto
uma terceira (amostra 22), muito proxima a essas, possui um maximo de 99,8% (601/602) de
identidade com R. bellii cepa RB-CL (KX137900). A analise filogenética para gltA demonstrou
que essas sequéncias estdo no mesmo clado que R. bellii, sendo que a amostra 22 diferenciou-
se das demais (Fig. 12). As sequéncias das outras trés amostras (8, 17 e 39) apresentam 99,3%
identidade com cepas de R. bellii (Tab. 3), sendo idénticas entre si. No dendograma formado,
essas amostras também se apresentaram dentro do clado de R. bellii, porém em um cluster
diferente. Estas amostras foram consideradas como uma cepa diferente, definida como R. bellii
cepa AoNa (Fig. 12). Nenhuma das seis amostras positivas de A. ovale amplificou para o gene
ompA e ompB, 0 que é esperado uma vez que R. bellii ndo pertence ao Grupo da Febre
Maculosa.

Um total de 7% (6/86) dos quatis apresentou-se infestado por A. coelebs positivos para
Rickettsia sp. Todas as amostras positivas na triagem foram também positivas para 0s genes
ompA e ompB.

Em relacdo aos fragmentos dos genes gltA, ompA e ompB, 0 sequenciamento revelou
identidade com cepas de R. amblyommatis (Tabs. 3, 4 e 5). Nas andlises filogenéticas, observou-
se que para todos os genes avaliados, R. amblyommatis detectada no presente trabalho
encontrou-se no mesmo clado que outras sequéncias de R. amblyommatis (ou R. amblyommi)
depositados no Genbank, porém agrupadas em um cluster diferente (Figs. 12, 13 e 14). Desse
modo, propde-se que 0 agente em questao seja uma cepa diferente, denominada como Rickettsia
amblyommatis cepa Foz.
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Tabela 3. Sequéncias homologas aos fragmentos do gene gltA de Rickettsia spp. detectados em
carrapatos de guatis do Parque Nacional do Iguacu, Parang, Brasil.

Espécie de NUmero de QC*;

Espécie/cepa homologa Homologia Gaps
carrapato acesso E valor
A. ovale R. bellii cepa RB-CL* KX137900  100% (602/602) 99%; 0.0 0
R. bellii cepa CR00012* KX009410  100% (602/602) 99%; 0.0 0
R. bellii cepa AAMG! KX020409  100% (602/602) 99%; 0.0 0
R. bellii cepa RB-CL? KX137900 99,3% (598/602)  100%; 0.0 0
R. bellii cepa CR000122 KX009410 99,3% (598/602)  100%; 0.0 0
Rickettsia sp. cepa LIC2937A-CS42 KF195974  99,3% (598/602)  100%; 0.0 0
R. bellii cepa AAMG? KX020409 99,3% (598/602)  100%; 0.0 0
A. coelebs R. amblyommatis cepa LIC 5303A KY273595  99,6% (599/602)  100%; 0.0 0
R. amblyommatis cepa An13 CP015012  99,5% (599/602)  100%; 0.0 0
R. amblyommatis cepa Ac37 CP012420  99,5% (599/602)  100%; 0.0 0

*Query cover. Sequéncias homologas a cepa de R. bellii encontrada nas amostras 5 e 16. 2Sequéncias homoélogas a R. bellii cepa
AoNa, encontrada no presente trabalho.

Tabela 4. Sequéncias homologas aos fragmentos do gene ompA de Rickettsia sp. cepa Foz
detectados em A. coelebs de quatis do Parque Nacional do Iguagu, Parana, Brasil.

— - T
Especie de Espécie/cepa homéloga Nimero de Homologia QC*; Gaps
carrapato acesso E valor
A. coelebs gr;lggslgeitus R. amblyommii clone Mato KT722803  100% (473/473) 100%: 0.0 0
Rickettsia sp. cepa A45 JN615562  100% (473/473) 100%; 0.0 0
R. amblyommatis clone 4872 KX576685  100% (473/473) 100%; 0.0 0
Rickettsia amblyommii cepa Texas A&M  EF194096  99,8% (472/473)  100%; 0.0 0
*Query cover.

Tabela 5. Sequéncias homdlogas aos fragmentos do gene ompB de Rickettsia sp. cepa Foz
detectados em A. coelebs de quatis do Parque Nacional do Iguacu, Parana, Brasil.

Espécie de Namero de QC~;

Espécie/cepa homéloga Homologia Gaps
carrapato acesso E valor
A coelebs - Candidatus 1. amblyommit clone KX363846  97,8% (677/692)  100%;0.0 O
R. amblyommatis cepa Ac/Pa KX151487  97,8% (677/692)  100%; 0.0 0
R. amblyommatis cepa Ac37 CP012420  97,8% (677/692)  100%; 0.0 0
R. amblyommatis clone Viana KY628368 97,8% (677/692)  100%; 0.0 0

*Query cover.
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Rickettsia rickettsii str. Brazil NC 016813
Rickettsia rickettsii str. Arizona NC 016909
Rickettsia rickettsii str. Colombia NC 016908
Rickettsia rickettsii str. lowa NC 010263
Rickettsia rickettsii str. Sheila Smith NC 009882
Rickettsia peacockiiNC 012730
Rickettsia sibirica U59734
Rickettsia coronii NC 003103
Rickettsia parkeri U59732
Rickettsia africae NC 012633
72| L Rickettsia slovaca NC 016839
Rickettsia japonica NC 016050
'Rickettsia heilongjiangensisNC 015866
g1 Ricketisia rhipicephali U59721
‘|—L Rickettsia massiliae NC 009900
Rickettsia aeschlimannii KU961540
i~ Rickettsia raoultii KU961538
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 138*

R ambly str. Foz - 159*
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 160*
100 Rick ia ambly is str. Foz - 206*
L Rickettsia amblyommatis str. Foz - 273*

— Rickettsia amblyommatis CP015012
Rickettsia montana U74756

98 |: Rickettsia tamurae KT753273
Rickettsia monacensis LN794217
Rickettsia helvetica U59723
98 Rickettsia australis U59718

Rickettsia akari NC 009881

100 Rickettsia felis NC 007109
Rickettsia asembonensis KY650697

100 Rickettsia canadensis NC 009879
100 — Rickettsia typhi NC 006142

L Rickettsia prowazekiiNC 000963
7 Rickettsia bellii str. AoNa - 8*
99 | Rickettsia bellii str. AoNa - 17*
Rickettsia bellii str. AoNa - 39*
Rickettsia bellii - 5*
Rickettsia bellii - 16*
Rickettsia bellii - 22*
Rickettsia belli NC007940

100

003

Figura 12. Andlise filogenética de Rickettsia amblyommatis, Rickettsia belli e outras espécies de Rickettsia baseada em sequéncias do gene gltA
utilizando o método de méxima verossimilhanga. Modelo evolutivo Tamura 3-parameter + Gamma. Bootstrap: 1000. *: presente estudo
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Rickettsia amblyommatis str. Foz - 138*
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 159*
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 160™
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 206*
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 273*
Rickettsia amblyommatis str. Foz - 519*

Rickettsia amblyommatis str. Foz - 521*

Rickettsia amblyommatis str. Foz - 524*

Rickettsia amblyommi EF194096

Rickettsia aeschlimanniiHQ335157

Rickettsia massiliae CP003319

Rickettsia rhipicephaliCP013133

Rickettsia raoultii CP010969

a9 Etckeﬂsia heilongjiangensisCP002912
Rickettsia japonica AP011533

Rickettsia conorii NC009879

— Rickettsia africae CP001612

77 — Rickettsia sibirica RSU43807
—— Ricketisia parkeri CP003341

— Rickettsia slovaca CP002428

Rickettsia honei DQ309096

Rickettsia peacockii CP001227

Rickettsia philipii CP003308

Rickettsia ricketisii str. Sheila Smith CP000848

Rickettsia montana U43801

Rickettsia akari CP000847

ickettsia monacensis LN794217

100
Rickettsia tamurae DQ103259

Rickettsia felis KY 172885

Figura 13. Analise filogenética de Rickettsia amblyommatis e outras espécies de Rickettsia baseada em sequéncias do gene ompA utilizando o
método de maxima verossimilhanca. Modelo evolutivo Tamura 3-parameter + Gamma. Bootstrap: 1000. *: presente estudo.
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Rickettsia amblyommatis st. Foz - 138*
Rickettsia amblyommatis st. Foz - 159*
Rickettsia amblyommatis st. Foz - 160*
Rickettsia amblyommatis st. Foz - 206*

Rickettsia amblyommatis st. Foz - 273"

100 Rickettsia amblyommatis st. Foz - 519*

Rickettsia amblyommatis st. Foz - 521*

Rickettsia amblyommatis st. Foz - 534*

Rickettsia amblyommatis KY628368

Rickettsia raoultii DQ365798

85 Rickettsia massiliae AF123714

Rickettsia rhipicephali AF123719

Rickettsia aeschlimannii AF123705
100

Rickettsia heilongjiangensis AY260451
100,

Rickettsia japonica AB003681

86 Rickettsia honei AF123711

Rickettsia rickettsii str. Sheila Smith CP000848

Rickettsia slovaca AF123723

Rickettsia coronii AF123721

92
Rickettsia mongolotimonae AF123715

Rickettsia africae AF123706

Rickettsia parkeri AF123717

Rickettsia akari AF123707

100

Rickettsia felis AF182279

Figura 14. Analise filogeneética de Rickettsia amblyommatis e outras espécies de Rickettsia
baseada em sequéncias do gene ompB utilizando o0 método de méxima verossimilhanca. Modelo
evolutivo General Time Reversible + Gamma. Bootstrap: 1000. *: presente estudo.
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As duas amostras positivas de A. brasiliense apresentaram bandas inespecificas na
amplificacdo dos fragmentos dos quatro genes avaliados, o que dificultou a analise do
sequenciamento, bem como chegar a uma conclusdo mais precisa.

Em relacdo as amostras de quati, a Unica amostra de pele positiva na triagem (Fig. 15)
foi também positiva para o gene ompA. A analise das sequéncias de htrA e gltA obtidas
demonstrou 100% de homologia para ambos os genes com Rickettsia rhipicephali (Tab. 6).
Dois espécimes de A. coelebs que infestavam esse mesmo animal ndo foram positivos pela PCR
para Rickettsia spp. O animal em questdo era uma fémea adulta com temperatura corporal,
frequéncias cardiaca e respiratéria dentro da normalidade para a espécie, ndo apresentando
alteracdes sugestivas de doenca.

htrA gltA

PM C+ C- 74 73 75 C- PM C+ C- 73 74 75 C-

2Kb
1,65Kb

1Kb
850pb
650pb
500pb
400pb
300pb
200pb
100pb

Figura 15. Fotografia de gel de agarose demonstrando os produtos de PCR para os genes htrA
(549 pares de base, seta preta) e gltA (834 pares de base, seta branca) em amostras de pele de
quatis: padrdo molecular (PM), controles positivos de Rickettsia parkeri (C+), controle negativo
(C-: aguas distribuidas dentro e fora do fluxo laminar) e amostras teste (73, 74, 75). Fonte:
Arquivo pessoal.

Tabela 6. Sequéncias homologas aos fragmentos do gene htrA e gltA de Rickettsia rhipicephali
detectados em amostra de pele de quati do Parque Nacional do Iguacu, Parand, Brasil

Hospedeiro e Espécie/cepa homéloga Ndmero de Homologia QC™; Gaps
gene alvo acesso E valor
N. nasua R. rhipicephali cepa RrMG KX018048  100% (477/477) 100%; 0.0 0
htrA R. rhipicephali cepa HJ#5 CP013133  100% (477/477)  100%; 0.0 0
R. rhipicephali cepa HJ5 DQ865207  100% (477/477) 100%; 0.0 0
N. nasua R. rhipicephali cepa RrMG KX018048  100% (616/616) 100%; 0.0 0
gltA R. rhipicephali cepa HJ#5 CP013133  100% (616/616)  100%; 0.0 0
R. rhipicephali cepa 3-7-female6-CWPP  CP003342  100% (616/616) 100%; 0.0 0
*Query cover.
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4 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que se propde a avaliar de forma especifica a importancia de
quatis e seus carrapatos como hospedeiros de Rickettsia spp. O DNA desse agente foi detectado
nos carrapatos A. coelebs, A. brasiliense e A. ovale. O presente trabalho também relata, pela
primeira vez, a deteccdo de DNA de Rickettsia spp. em fragmento de tecido de um quati e em
A. brasiliense.

Nesta pesquisa, DNA de R. bellii foi detectado em carrapatos da espécie A. ovale
recuperados de quatis, sendo possivel a diferenciacédo de duas cepas. Esses achados corroboram
com as informagdes disponiveis na literatura, uma vez que a infecgdo por R. bellii é comumente
observada na natureza em diferentes espécies de carrapatos ixodideos, inclusive A. ovale
(LABRUNA et al., 2011). Em um estudo conduzido com carrapatos de vida livre de &reas
florestais do estado de Ronddnia, Labruna et al. (2004a) detectaram uma prevaléncia que variou
de 25,6% a 32,6% de R. bellii em A. ovale, indices superiores ao observado no presente estudo.

Rickettsia bellii € uma bactéria de patogenicidade desconhecida, por nunca ter sido
detectada em humanos ou outros animais até o presente momento. Por ser considerada a espécie
mais primitiva do género, além de ter alta prevaléncia em populacdes de Amblyomma spp.,
considera-se que um possivel processo de co-evolucdo simbidtica tenha ocorrido entre o
carrapato hospedeiro e a bactéria (LABRUNA et al., 2004a; MCINTOSH et al., 2015). Mesmo
sendo um agente de patogenicidade desconhecida, a deteccéo de R. bellii nas populacGes de A.
ovale de quatis do PNI é¢ um achado importante, uma vez que a presenca de um agente riquetsial
no carrapato pode inibir a transmissdo transovariana de outras riquétisias (BURGDORFER et
al., 1981; MACALUSO et al.,, 2002; LABRUNA et al., 2004a), como, por exemplo, R.
rickettsii, que apresenta alta patogenicidade.

Dentre as seis sequéncias de R. bellii avaliadas no presente estudo foram observadas
basicamente dois genotipos diferentes no fragmento de gltA, o que indica que A. ovale de quatis
do PNI apresentam pelo menos duas cepas de R. bellii. Duas das sequéncias € idéntica a outras
cepas relatadas na literatura, como R. bellii cepa RB-CL detectada em Ixodes loricatus no Rio
Grande do Sul, também no sul do Brasil (KRAWCZAK et al., 2016). Uma terceira sequéncia
(amostra 22) apresenta um nucleotideo de diferenca das cepas relatadas na literatura,
destacando-se inclusive na arvore filogenética. Em relacdo ao outro gendtipo, trés sequéncias
de R. bellii apresentavam quatro nucleotideos de diferenca das outras amostras e dos isolados
depositados no Genbank, pertencendo a uma nova cepa descrita aqui como R. bellii cepa AoNa.

Amblyomma ovale € um dos principais vetores de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica,
espécie pertencente ao Grupo da Febre Maculosa (GFM) e agente etiol6gico de uma riquetsiose
branda para humanos (denominada como Febre Maculosa da Mata Atlantica), caracterizada
inicialmente no Brasil por Spolidorio et al. (2010) e Szabd et al. (2013b). No presente estudo
ndo foi detectado DNA desta cepa nos A. ovale avaliados, o que pode ter ocorrido pelo processo
de inibicdo citado anteriormente ou, simplesmente, porque o agente ndo ocorre em A. ovale do
PNI.

As analises das sequéncias de DNA nas amostras de A. coelebs apresentaram identidade
com cepas de R. amblyommatis em todos os genes avaliados. O diagnéstico de R. amblyommatis
€ um achado comum em carrapatos do género Amblyomma no Brasil, como observa-se com
Amblyomma auriculatum (SARAIVA et al., 2013), Amblyomma calcaratum (LUZ et al., 2017),
Amblyomma longirostre (MCINTOSH et al., 2015; KRAWCZAK et al., 2016; LUZ et al.,
2017) e Amblyomma pacae (LOPES et al., 2016), por exemplo. Labruna et al. (2004a)
detectaram esse agente pela primeira vez no pais em A. cajennense sensu latum e A. coelebs,
inclusive sugerindo que Rickettsia sp. cepa ARANHA, anteriormente descrita por eles em A.
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longirostre (LABRUNA et al., 2004b), seja na verdade uma cepa de R. amblyommatis, uma vez
que ela é altamente relacionada a esta espécie.

Os registros presentes na literatura demonstram que a prevaléncia de R. amblyommatis
em A. coelebs esta em torno de 10-15%. Ao pesquisarem agentes riquetsiais em carrapatos do
género Amblyomma no estado de Rondonia, Amazonia brasileira, Labruna et al. (2004a)
detectaram a prevaléncia de 10% (1/10) de infeccdo em A. coelebs avaliados, além de
observarem também a presenca do agente em 26,8% (11/41) de Amblyomma cajennense. Parola
et al. (2007) detectou o agente em 15,4% (2/13) dos A. coelebs avaliados na Guiana Francesa.
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram uma prevaléncia de 2,14% (9/420) de R.
amblyommatis em A. coelebs, valor inferior ao observado nos outros estudos. Isso demonstra
que a prevaléncia de R. amblyommatis parece ser menor em A. coelebs da Mata Atléantica do
sul do Brasil que na regido Amazonica. Além disso, € importante destacar que 0 numero
amostral de carrapatos pode influenciar na prevaléncia observada, uma vez que pequenas
amostras tendem a ndo demonstrar com fidedignidade a prevaléncia real que ocorre na
populacéo.

No presente trabalho, DNA de Rickettsia sp. foi detectado através da PCR em ninfas de
A. brasiliense. Outros autores ja realizaram pesquisa de Rickettsia sp. em carrapatos dessa
espécie através de métodos moleculares, ndo detectando, contudo, a presenca de organismos
riquetsiais (SABATINI et al., 2010; LUZ et al., 2017; MARTINS et al., 2017). As amostras
positivas de A. brasiliense foram submetidas a diferentes condi¢es de amplificacdo na tentativa
de remover as reacdes inespecificas que foram detectadas nos trés genes avaliados, contudo ndo
se obteve sucesso. Confirma-se que esta € o primeira deteccdo molecular de Rickettsia sp. em
A. brasiliense, embora ndo tenha sido possivel confirmar qual espécie de Rickettsia ocorre nesse
carrapato.

N&o hé registros na literatura sobre a infeccdo de quatis por Rickettsia spp. Sabe-se que
0 guaxinim (Procyon lotor), uma espécie de procionideo norte-americano, ja se apresentou
soropositivo para R. parkeri, porém sem evidéncias moleculares de infeccdo (CASTELLAW et
al., 2011). No Brasil, Soares et al. (2015) pesquisaram DNA de Rickettsia em carrapatos e
mamiferos selvagens da regido amazonica, dentre eles o quati. Os autores coletaram amostras
de pulmao e figado de quati, porém ndo detectaram DNA de Rickettsia atraves da PCR.

No presente trabalho, optou-se por coletar amostra de pele da orelha de cada animal,
uma vez que seria um método nao invasivo de obtencdo de tecidos. Além disso, a coleta de pele
também baseou-se no fato de que Rickettsia spp. causa quadros de baixa riquetsemia mesmo na
fase aguda da infeccdo, fazendo com que a amostra de sangue, por exemplo, ndo seja tdo
confiavel para refletir a prevaléncia real no hospedeiro vertebrado. Dessa forma, amostras de
pele demonstram apresentar maior sensibilidade de deteccdo quando comparadas com amostras
de sangue (DEMMA et al., 2005). Um dos quatis do PNI foi positivo na PCR para Rickettsia
sp., amplificando fragmentos dos genes htrA e gltA. A andlise das sequéncias desses genes
demonstraram que a espécie detectada no quati é Rickettsia rhipicephali.

Rickettsia rhipicephali ocorre na Asia, Europa e no Novo Mundo, onde distribui-se
desde a América do Norte até a America do Sul. Na América do Norte e Central, infecta
Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor occidentalis, Dermacentor variabilis e Dermacentor
andersoni (PAROLA et al., 2013). No Brasil, o agente ja foi detectado em H. juxtakochi
(LABRUNA et al., 2007a) e, mais recentemente, em Amblyomma sp. (ZERINGOTA et al.,
2017). Rickettsia rhipicephali é considerada uma bactéria de patogenicidade desconhecida, pois
embora nédo exista relato de casos em humanos, a inoculagao intradérmica em porquinhos-da-
india induziu a formagao de escaras de inoculagéo, sugerindo que o0 agente possa ser patogénico
também para humanos (LA SCOLA et al., 2009; PAROLA et al., 2013).

Este é o primeiro estudo que detecta a infec¢do natural por R. rhipicephali em quati. Em
contrapartida, o agente ndo foi detectado nos carrapatos que infestavam os quatis, inclusive em
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H. juxtakochi. E importante ressaltar, contudo, que foi obtida uma pequena populagio de H.
juxtakochi (n=5) nos quatis analisados, o que pode ter influenciado nesse resultado. Isso nao
descarta a possibilidade de que H. juxtakochi, bem como outras espécies do género
Amblyomma, possam estar funcionando como vetores de R. rhipicephali para quatis e também
outras espécies silvestres e domésticas.

Alguns estudos epidemioldgicos tém demonstrado a soropositividade de caes
domésticos para agentes riquetsiais no Brasil, inclusive para R. rhipicephali, o que pode
demonstrar um papel desses animais como hospedeiros da bactéria (LABRUNA et al., 2007b;
SAITO et al., 2008). Coelho et al. (2016) demonstraram recentemente soropositividade de
pequenos mamiferos selvagens para R. rickettsii, R. parkeri, R. bellii e R. rhipicephali,
demonstrando que este agente também circula em populacbes silvestres. Partindo dessas
informacdes e dos resultados obtidos nesta pesquisa, torna-se fundamental a realizacdo de
estudos soroldgicos em quatis para se ter uma nocao real da dindmica de R. rhipicephali nessas
populacdes animais.

A grande populacdo de quatis de hébitos selvagens e sinantrépicos presentes no PNI
(CACERES, 2011), a sua capacidade de dispersio no ambiente (ALLEVATO, 2013), de
hospedar carrapatos vetores (MAGALHAES-MATOS et al., 2017), bem como o contato com
outras espécies silvestres e domésticas (cdes do entorno no parque) (CACERES, 2011;
MORAES et al., 2017) pode fazer do quati um eficaz dispersor de carrapatos e dos agentes
transmitidos por eles. A presenca de turistas no interior do parque nas mesmas areas ondem os
animais circulam é também um fator importante que aumenta a probabilidade de transmissao
desses agentes para 0s seres humanos.
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5 CONCLUSAO

Os quatis do Parque Nacional do lguagu apresentam importancia ecoldgica para
manutencdo de carrapatos infectados por Rickettsia sp., Rickettsia amblyommatis e Rickettsia
bellii. Além disso, os proprios quatis sdo infectados por Rickettsia rhipicephali, demonstrando
que participam direta e indiretamente da epidemiologia de Rickettsia spp. no Parque Nacional
do lguagu, Foz do Iguacu, estado do Parand, Brasil.
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3 CONCLUSOES GERAIS

Quatis de habitos selvagens e sinantropicos nas areas turisticas do PNI sdo altamente
infestados por ectoparasitos, principalmente por carrapatos A. coelebs, agindo também como
hospedeiros e dispersores de carrapatos vetores de patdgenos, como A. ovale e H. juxtakochi.
Esses animais também séo hospedeiros de piolhos Neotrichodectes pallidus.

Os quatis do PNI apresentam importancia ecoldgica para manutencdo de carrapatos
infectados por Rickettsia sp., Rickettsia bellii e Rickettsia amblyommatis.

Quatis sao infectados por Rickettsia rhipicephali, demonstrando que também participam
diretamente da epidemiologia desse agente no PNI.
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Ticks (Acari: Ixodidae) and lice (Phthiraptera: Trichodectidae) infesting free-
living coatis (Nasua nasua Linnaeus, 1766) with sylvatic and synanthropic
habits in the Atlantic rainforest of Southern Brazil
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Abstract

This research describes the infestation by ticks and lice in free-living coatis (Nasua nasua Linnacus, 1 766) with
sylvatic and synanthropic habits living at the Iguagu National Park (INP), state of Parana, southern Brazil,
During the months of September 2014 and from March to April 2015, ticks and lice were collected from 86 free-
Iving coatis from INP, Among the amimals analvzed, 9% (B3/86) were infested with ectoparastes,
Amblvamma spp. larvae (r=23), nym phs of Amblhyomma brasiliense (n=77), Amblvomma coelebs (r=427) and
Haemaphysalis juxtakochi (n=6) being observed, as well as Amblvomma ovale adults (n=46). Lice were found
in lower prevalence (13%, 11/86), nymphs (n=31) and adults {r=9) of Neoirichodectes pallidus. Summary
results show feral coats with svlvatic and synanthropic habits as competent hosts for ixodid ticks and lice,
arthropods responsible for the transmission of pathogens for carnivores, others wildlife and humans, This paper
presents the first record of H. juxiakochi mfesting coatis in Brazil,

Key words: Procvonidae, Ticks, lice, Atlantic forest, Iguagu National Park, Brazil

Introduction

Ticks, lice, and fleas are considered the main arthropods infesting animals. These ectoparasites are
important not only because they suck blood and/or cause epithelial lesions in hosts, but also because
of the ability some species have to transmit pathogens to animals, including humans (Tuff 1977,
Linardi & Guimardes 2000, Barros-Battesti er al. 2006), Wild animals present a substantial diversity
of species of ectoparasites { Barros-Battesti ef al. 2006), although not much is known about the eco-
epidemiology of such infestations in different regions of’ Brazil,

The Iguagu National Park (INP) is one of the largest conservation areas of the Atlantic forest,
comprising 457,794 acres. It comprises the lguagu Falls (Caceres 2011 ), receiving annually around
1.5 million visitors from many regions of the world (ICMBio 2016). INP has a very diverse fauna,
deserving highlight mammals such as the jaguar, tapir, coati, deer, agouti, and the collared peccary,
among other species. The coatis ( Nasua nasua Linnaeus, 1766 are carnivores from the Procyonidae
family, widely distributed all over South Amenca, and 1t 1s one of the species presenting the largest
synanthropy in the areas of visitation at the INP, especially near the viewpoint of the lguacu falls
{Caceres 201 1).

© Systematic & Applied Acarology Society 779
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fadaral c 550 da raquiaizacio fundiiria anconim-5a am cursa.

E2la docurmanto s amanie DoJ8E ser UBRZAd0 Para 45 WS previ s Na MaYUgan Hamaiva ICMER n° 032014 0d N3 DS¥UEs Hormaia ICMEm i 102010, na que
3 |especitca esta Autodzagie, nie padendo ser ulizado pars fins comerdsis, iIndustriais au esparivos. O material biokigies edetads devert ser ullizads para alivklades
cieniificas ou diddicas no dmiito do ensing i

4 A auionz aG10 para anvia ao axlanda da matana nas consknada devard sar mauanda par mes do andamea @ weara. ama. gov. br {Sanigos an-lna -
| |Licanca para imponiagdo ou @xpodag o da Sora @ fauna - CITES a nao CITES).

O 1iular de Rcenga ou aularizagio e os memibros da sua equipe deverio oplar par métodos de colela e iInsvumenios de caplura diredonados, semgpre que passivel,
ag grps laxondmico de ineesse, eitands a mane ou dane sigrificalive a aulros grupes; & empregar estarge de coleta ou caplum que nilo comprmeta a viabilidade

o

dg_r, plies do gripo o e em eandiGho in sit,
O thular

da aulonzagio ou de boanga pasmanania, assET O 45 MEmionos de sua aquipa, quanda da wolbgio da bagkslag 3o vigenta, ou quanda da nadequagia,
6 |omissio ou lakss desaicio de infarmagies rebevantes que subsidiaram a expadi;Bo do alo, paderd, medianie deck o mafivada, ler a aulanizagio ou Boenga
SUEDENSA OU revogada palo ICMB, nos lermas da Bgislago braslaira am vigor.

Este documenio ndio dispensa o cumgrimento da legislaciio que dispde sobre acesso a componente do patriménio gendico existente no ferrl drio nadonal, na
7 |platafosna confinental & na zona econdmica exclisiva, ou a0 conhediment o iradidonal assadiada ao patdménio gendlica, para fins de pesquisa dentiica,
. 80 & desamahimanta lcn . Vaja maioras informaghas am waw. mma.gov. e gen.
Em caso de pesquiza em UNID ADE DE CONSERV, 0, o pesquizadaor lular desia aulanizagio deverd conlaclar 8 adminisiragio da unidade a fm de CONFIRMAR
A5 DATAS das expedighes, as condighes para realizagho das coletas e de uso da inka-estrtura da unidade.

Outras ressalvas

1}¥0s Irabalhos de campo devem ser agendados com as chefias das UC's com anlecedéncia minima de 15 dias para que sejaminformadas as
ressalvas e especificidades de cada uma, sendo acordados os procedimentos e afvidades possiveis. Z) Todos os equipamentos e estruluras de
apoio, bem como marcaches e sinalizaches, deverfo ser refirados ao ¥mmino das afvidades. 3) No Pama Tijuca, os pesquisadores dewerfo
ponar obpia da aulonizagao e eslar devidamente ienlificados, por melo de crachd efou uniforme, sempre que comparecerem d UC para realizar

1 |as awvidades. 4) Mo Pama Iguagu, 100as a5 alvidaces que envolam capiura & conengio quimica dos animais deverdo Ser comunicadas, para
que técricos envolvidos com o Projeto Cambvoros do lguagu (projeio insflucional do parque) acompanhem @ possam coletar amosiras de sangue
fparasitas, conforme objetivo do refenido projeto, 5) Ma Flona de Tefé o pesquisador deve solicitar autorizagho para as comunid ades ribeidnhas
localizadas nas &reas onde serdo feftas as viagens de campo, &) No Parna latiaia sugere-se ler o Boleim do Pesquisador n™ 3 além de uma
prévia discussdo sobre o manuselo dos qualis.

Equipe

# Homa Fungio CPF Doc. Wantidade Haclonalidade
1 | Mamio Barieon Cepeda Colabamdar 085.536.037-88 124937 508 IFP-RJ BimzileEra

2 | Buna de Araveds Bada Colabamdar 101 .354.697-08 201 804135 DETRAN-RMR) | Bmsiksbra

3 [ Cargling Marofta Ribeim Colabomdor 095.775. 11787 020292850-3 DET RAN-RJ

Este documento (Autorizacho para atividades com finalidade cientifica) foi expadido combase na Instrugio Nomativa n® 032014, Alravés do cbdigo
de aulenticacho abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade desie documenio, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (weww icmibio, gov, brisisbio),

i 111

I Pagina 1/4 |

56



Anexo IV — Modelo da ficha de coleta de amostras bioldgicas a campo.
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SRR, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Instituto de Veterinaria - Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias
Departamento de Epidemiologia e Satde Publica

+ | Laboratério de Doengas Parasitarias

Projeto: “Pesquisa de carrapatos e Rickettsia spp. em Nasua nasua (Carnivora:
Procyonidae) de habitos selvagens e sinantrépicos”

Coleta N°

Local:

Data: Equipe:

Responséavel pelo local da coleta:

Identificacdo:

Sexo:

Idade:

Historico (origem):

Contencao e inspecao
Anestesia:

Temperatura: FC:

FR:

Sinais clinicos:

Biometria
Denticéo: Canino superior:

Peso: Cabeca: Corpo:

Membro anterior: Circ. torécica:

Ambiente
( ) Vida Livre. Bioma:

Canino inferior:
Cauda:
Circ. pescoco:

( ) Cativeiro. Caracteristicas:

Contato com outros animais: () N&o. () Sim:

Proximidade com humanos:

Material coletado

() Sangue total () Soro () Esfregaco sanguineo () Ectoparasitos

( ) Fezes () Pele ( ) Orgdos

() Outros

Informagdes adicionais:
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Anexo V - Protocolo de extragdo de DNA (Fenol/Fenol-cloroférmio) segundo Santolin
(2014).

1 - Colocar os carrapatos em um tubo com tampa de rosca autoclavado. Lava-los 1x com hipoclorito de sédio
1%, 1x em alcool 70% e 3x em PBS (ou HBSS).
2 — Acrescentar 50ug de beads autoclavados (para larva e ninfa) OU 7 esferas de zirconio [2,0 a 2,5 mm]
autoclavadas (para adultos).
e Opcéo para adultos: Cortar o carrapato, macerar com pistilo e adicionar os minibeads, mantendo os tubos
sobre um bloco frio.
3 — Acrescentar 200 microlitros de HBSS. Triturar por 60 segundos no Minibeadbeater.
4 — Dar um spin. Adicionar 200 microlitros de Digest buffer 2X concentrado + 20 microlitros de Proteinase K (e
50 microlitros de CaCl, [50 mM], caso o Digest utilizado ndo tenha).
5 — Deixar a temperatura de 56 graus Celsius por no minimo 3 horas.
e Opcdo para adultos: Overnight
6 — Centrifugar na velocidade de 16000xg por um minuto (ou dar um spin).
7 — Retirar 400 microlitros do tubo e adicionar em um novo tubo com 200 microlitros de HBSS.
8- Adicionar 600 microlitros de Fenol em capela de exaustdo, inverter o tubo 5x (agitar vigosoramente).
9 — Centrifugar por 5 minutos a 16000 xg.
10 — Aliquotar 550 microlitros do sobrenadante para outro tubo.
11 — Colocar 550 microlitros de Fenol-cloroférmio em capela de exaustdo, inverter o tubo 5x.
12 — Centrifugar por 5 minutos a 16000 x g.
13 — Aliquotar 500 microlitros do sobrenadante para outro tubo.
e Opgdo para larvas e ninfas: Adicionar 10 microlitros de tRNA (diluido em PBS na propor¢éo 1:10)
14 — Colocar 500 microlitros de Isopropanol.
15- Aguardar 20 minutos a temperatura ambiente.
16 — Centrifugar por 20 minutos 16000 xg.
17 — Observe a formagédo do “pellet”. Jogue fora o sobrenadante.
18 — Adicione 500 microlitros de etanol 70% gelado, inverter 5x.
19 — Centrifugar por 5 min a 16000 xg.
20 — Despreze o sobrenadante.
21 — Adicione 500 microlitros de etanol 70% gelado, inverter 5x.
22 — Centrifugar por 5 min a 16000x g.
23 — Despreze novamente o sobrenadante.
24 — Secar em papel toalha e colocar a 70 graus Celsius por 5 minutos para secar o alcool.
25 — Adicionar 50 microlitros de TE 1X.
26 — Deixar o DNA em geladeira (2-8 graus Celsius) em “over night” e no dia seguinte colocar a 56°C por 15
minutos, homogeneizar e armazenar em freezer até o processamento.

e Opgdo: 65°C por uma hora e armazenar em freezer até o processamento.
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Anexo VI — Contigs das amostras sequenciadas de Rickettsia spp.

GENE htrA
e Hospedeiro: Nasua nasua
Amostra: Quati 74

Sequéncia:

5’GTTGGCGGCATGCATTACCGTATGCTTTTTGTTGTTTTCCGCCTATTACAACTGTTTGAG
TGTACTCACGGCAATATTGACCGGTGCTATTTCTATAAGTTTTATTAGGTGTTATGTAACC
GTAATTGCCGTTATCCGGATTACGCCATTCTACGTTACTACCGCTAGGAGCTGTTTCTAAA
GCTCTCTGTGAGGTAAGTTCTGCAAGTCTTCTATCCTGCTCATCCATACCTGCACCGATTT
GTCCACCAAGAACTGCTCCAAGTAATGCACCTACACCTACTCCAACAAGCTGTCCTTTGC
CCTTACCGAATTGAGAACCAAGTAATGCACCTCCAGCACCGCCAAGAAGTGTTCCTGTAC
CTTGTTTATTCATACCGCCCGGACTGTTACAGGCTTGTAACATAGAAGCTGCAAGAGCTA
TAATCATAATTTTAGATAATAGTTTCATATAATTCTCTCTAAATTAATATATAA3’

GENE gltA

e Hospedeiro: Nasua nasua
Amostra: Quati 74

Sequéncia:

S’GAACATTTGCGACGGTATACCCATAGCTTTATAGATAATACCCGAATAAAAATCAACAT
TTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTTCTAT
TGCTATTTGTAAGAGCGGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTGCAC
GTTTCTTTAAGTACTGCGGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATATACGATGACCAAAACCCA
TTAACCTAAATGGATCATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACTCTGA
ACTACCGATTTCTTTAAGCATATTTATTACCACTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGGTCCC
CAAAGTGAGGCAATACCTGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGCCGGC
AATTCGGACTGTTGAAGTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATATCTT
ATTAAGAGCATTTTTTATTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAACATC
ATATGCAGAAAATTTTCGGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGTCCT
ATAGAATATTTA3’

e Hospedeiro: Amblyomma ovale
Amostra: 5
Sequéncia:

5’GCGGGGGGTATACCCATCGCTTTATAAATAATACCCGAATAAAAATCAACGTTTGGATA
TAATTTTCTCTCAATAAAATACTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTCTATCGCTATT
TGTAGTAATGGGTTGTTATCTAGCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGCAGGTCTCTTT
AAGCACTGCCGCACGCGGATCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGCCCATTAGCCT
AAAATTATCATTTTTATCTTTAGCTTTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCTACACTGCCTA
TTTCTTTCAGCATATTTATCACTGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGACCCCAAAGCGA
TGCAATACCAGTACTGACGCAAGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCGGCAATTCTGA
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CTGTTGAAGTAGAAGCATTTTGCTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATCTTGTTTAAGG
CATTTTTTATTACTGGATTTACTTTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACATCATATGCAA
GAAATTTTCAGTAAAATCTAAAGAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTGACCTATAGAAT
ATTTATAAGACATTGCAGCAATAGTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCTGTAAGTTC
ATAATCC3

Amostra: 8
Sequéncia:

5’TGTGAACATCTGCGGGGGTATACCCATCGCTTTATAAATAATACCCGAATAAAAATCAA
CGTTTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATACTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTC
TATCGCCATTTTTAGTAATGGGTTGTTATCTAGCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGC
AGGTCTCTTTAAGCACTGCCGCACGCGGATCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGC
CCATTAGCCTAAAATTATCATTTTTATCTTTAGCTGTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCT
ACACTGCCTATTTCTTTCAGCATATTTATCACTGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGAC
CCCAAAGCGATGCAATACCAGTACTGACGCAAGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCG
GCAATTCTGACTGTTGAAGTAGAAGCATTTTGCTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATC
TTGTTTAAGGCATTTTTTATTACTGGATTTACTTTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACAT
CATATGCAAGAAATTTTCAGTAAAATCTAAAGAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTCACC
TATAGAATATTTATAAGACATTGCAGCAATAGTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCT
GTAAGTTCATAATCCGCTTCTTTAAAAAAATY

Amostra: 16
Sequéncia:

5’GGGGTATACCCATCGCTTTATAAATAATACCCGAATAAAAATCAACGTTTGGATATAAT
TTTCTCTCAATAAAATACTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTCTATCGCTATTTGTA
GTAATGGGTTGTTATCTAGCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGCAGGTCTCTTTAAG
CACTGCCGCACGCGGATCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGCCCATTAGCCTAAA
ATTATCATTTTTATCTTTAGCTTTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCTACACTGCCTATTT
CTTTCAGCATATTTATCACTGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGACCCCAAAGCGATG
CAATACCAGTACTGACGCAAGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCGGCAATTCTGACT
GTTGAAGTAGAAGCATTTTGCTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATCTTGTTTAAGGCA
TTTTTTATTACTGGATTTACTTTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACATCATATGCAAGA
AATTTTCAGTAAAATCTAAAGAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTGACCTATAGAATATT
TATAAGACATTGCAGCAATAGTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCTGTAAGTTCATA
ATCCY

Amostra: 17
Sequéncia:

5’TATAAATAATACCCGAATAAAAATCAACGTTTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATAC
TCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTCTATCGCCATTTTTAGTAATGGGTTGTTATCTA
GCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGCAGGTCTCTTTAAGCACTGCCGCACGCGGATC
ATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGCCCATTAGCCTAAAATTATCATTTTTATCTTTA
GCTGTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCTACACTGCCTATTTCTTTCAGCATATTTATCAC
TGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGACCCCAAAGCGATGCAATACCAGTACTGACGCA
AGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCGGCAATTCTGACTGTTGAAGTAGAAGCATTTTG
CTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATCTTGTTTAAGGCATTTTTTATTACTGGATTTACT
TTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACATCATATGCAAGAAATTTTCAGTAAAATCTAAA
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GAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTCACCTATAGAATATTTATAAGACATTGCAGCAATA
GTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCTGTAAGTTCATAATCCGCT?’

Amostra: 22
Sequéncia:

5’CGGGGGTATACCCATCGCTTTATAAATAATACCCGAATAAAAATCAACGTTTGGATATA
ATTTTCTCTCAATAAAATACTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTCTATCGCTATTTG
TAGTAATGGGTTGTTATCTAGCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGCAGGTCTCTTTAA
GCACTGCCGCACGCGGATCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGCCCATTAGCCTAA
AATTATCATTTTTATCTTTAGCTTTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCTACACTGCCTATT
TCTTTCAGCATATTTATCACTGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGACCCCAAAGCGATG
CAATACCAGTACTGACGCAAGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCGGCAATTCTGACT
GTTGAAGTAGAAGCATTTTGCTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATCTTGTTTAAGGCA
TTTTTTATTACTGGATTTACTTTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACATCATATGCAAGA
AATTTTCAGTAAAATATAAAGAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTGACCTATAGAATATT
TATAAGACATTGCAGCAATAGTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCTGTAAGTTCATA
ATCCGCTTCTTTAA3’

Amostra: 39
Sequéncia:

5’GGGGGTATACCCATCGCTTTATAAATAATACCCGAATAAAAATCAACGTTTGGATATAA
TTTTCTCTCAATAAAATACTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGCTCTATCGCCATTTTT
AGTAATGGGTTGTTATCTAGCTGCCCTAATTCTTTTAACACCTCCTTGCAGGTCTCTTTAA
GCACTGCCGCACGCGGATCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAGCCCATTAGCCTAA
AATTATCATTTTTATCTTTAGCTGTCGCTATATATTTAGGTATATTCTCTACACTGCCTATT
TCTTTCAGCATATTTATCACTGCTTCATTAGCCCCGCCATGAGCAGGACCCCAAAGCGATG
CAATACCAGTACTGACGCAAGCAAAAGGGTTAGCTCCTGAAGAGCCGGCAATTCTGACT
GTTGAAGTAGAAGCATTTTGCTCATGATCAGCATGTAAAATAAATATCTTGTTTAAGGCA
TTTTTTATTACTGGATTTACTTTATATTTTTCACAAGGTGTGGCAAACATCATATGCAAGA
AATTTTCAGTAAAATCTAAAGAATTATCGGGATAAACAAAAGGCTCACCTATAGAATATT
TATAAGACATTGCAGCAATAGTTGGTATTTTAGCTATCATTCTAATAGCTGTAAGTTCATA
ATCCGCTTCTTTAAAAAAATTCAGCA3’

e Hospedeiro: Amblyomma coelebs
Amostra: 138
Sequéncia:

5’TCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTTCTATTGCTATTTGTAAGAGC
GGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTGCACGTTTCTTTAAGTACTGC
GGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAACCCATTAACCTAAATGGATC
ATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACTCAGAACTACCGATTTCTTTAA
GCATATTTATTACCGCTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGGTCCCCAAAGTGAGGCAATAC
CCGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGCCGGCAATTCGGACTGTTGAA
GTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATATCTTATTAAGAGCATTTTTTA
TTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAACATCATATGCAGAAAATTTTC
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GGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGTCCTATAGAATATTTATAAGA
CATTGCGGCAATGGTAGGTATCTTAGCAATCATTCTAATAGCGGTAAGTTCGTAATC?

Amostra: 159
Sequéncia:

5’GTGAACATTTGCGACGGTATACCCATAGCTTTATAGATAATACCCGAATAAAAATCAAC
ATTTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTTCT
ATTGCTATTTGTAAGAGCGGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTGC
ACGTTTCTTTAAGTACTGCGGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAAC
CCATTAACCTAAATGGATCATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACTC
AGAACTACCGATTTCTTTAAGCATATTTATTACCGCTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGGT
CCCCAAAGTGAGGCAATACCCGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGCC
GGCAATTCGGACTGTTGAAGTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATAT
CTTATTAAGAGCATTTTTTATTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAAC
ATCATATGCAGAAAATTTTCGGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGT
CCTATAGAATATTTATAAGACATTGCGGCAATGGTAGGTATCTTAGCAATCATTCTAATA
GCGGTAAGTTCGTAATCTGCTTCCTTAAAATTCAATAAAZS’

Amostra: 160
Sequéncia:

S’ACATTTGCGACGGTATACCCATAGCTTTATAGATAATACCCGAATAAAAATCAACATTT
GGATATAATTTTCTCTCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTTCTATTG
CTATTTGTAAGAGCGGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTGCACGT
TTCTTTAAGTACTGCGGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAACCCATT
AACCTAAATGGATCATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACTCAGAAC
TACCGATTTCTTTAAGCATATTTATTACCGCTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGGTCCCCA
AAGTGAGGCAATACCCGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGCCGGCAA
TTCGGACTGTTGAAGTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATATCTTATT
AAGAGCATTTTTTATTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAACATCATA
TGCAGAAAATTTTCGGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGTCCTATA
GAATATTTATAAGACATTGCGGCAATGGTAGGTATCTTAGCAATCATTCTAATAGCGGTA
AGTTCGTAATCTGCTTCCTTAAAATTCAATAZ’

Amostra: 206
Sequéncia:

5S’GTGAACATTTGCGACGGTATACCCATAGCTTTATAGATAATACCCGAATAAAAATCAAC
ATTTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTTCT
ATTGCTATTTGTAAGAGCGGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTGC
ACGTTTCTTTAAGTACTGCGGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAAC
CCATTAACCTAAATGGATCATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACTC
AGAACTACCGATTTCTTTAAGCATATTTATTACCGCTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGGT
CCCCAAAGTGAGGCAATACCCGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGCC
GGCAATTCGGACTGTTGAAGTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATAT
CTTATTAAGAGCATTTTTTATTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAAC
ATCATATGCAGAAAATTTTCGGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGT
CCTATAGAATATTTATAAGACATTGCGGCAATGGTAGGTATCTTAGCAATCATTCTAATA
GCGGTAAGTTCGTAATCTGCTTCCTTAAAATTCAATAAAZ’
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Amostra: 273
Sequéncia:

5’CCGTGAACATTTGCGACGGTATACCCATAGCTTTATAGATAATACCCGAATAAAAATCA
ACATTTGGATATAATTTTCTCTCAATAAAATATTCATCTTTAAGAGCGATAGCTTCAAGTT
CTATTGCTATTTGTAAGAGCGGATTGTTGTCTAGCTGCCCGAGTTCCTTTAATACTTCTTTG
CACGTTTCTTTAAGTACTGCGGCACGCGGGTCATAGTTTTTATATACACGATGACCAAAA
CCCATTAACCTAAATGGATCATTTTTATCCTTAGCTTTAGCTATATATTTAGGAATATACT
CAGAACTACCGATTTCTTTAAGCATATTTATTACCGCTTCATTAGCCCCGCCGTGAGCAGG
TCCCCAAAGTGAGGCAATACCCGTGCTAATACAAGCAAAAGGGTTAGCTCCGGATGAGC
CGGCAATTCGGACTGTTGAAGTAGAAGCATTCTGCTCATGATCGGCATGTAGGATAAATA
TCTTATTAAGAGCATTTTTTATTATTGGATTTACTTTATATTTCGTACAAGGCGTTGCAAAC
ATCATATGCAGAAAATTTTCGGTAAAATCTAACGAATTATCAGGATAAATAAACGGTTGT
CCTATAGAATATTTATAAGACATTGCGGCAATGGTAGGTATCTTAGCAATCATTCTAATA
GCGGTAAGTTCGTAATCTGCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGATAAAATGCCGA3’

GENE ompA

e Hospedeiro: Amblyomma coelebs
Amostra: 138
Sequéncia:

5’ATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACAGCATTAGTACCGTTTAAAGTTA
AGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCTCCCGTCACAATCGAACCAA
CGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTAGTACCCGCAACATTTATAGCCG
TAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGATCACCACCGTAAGTAAATGCCC
TATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCTACCCCTTCAGCCGTTATCTCATT
CCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCATTATTAGTAGAAATAACACCTGC
AGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCGCTGCAGTTGAGGTGGTGAATAA
AGCGGCTTTAAGAC3’

Amostra: 159
Sequéncia:

S’TCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACAGCATTAGTACCGTTTAAAGTTAA
GCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCTCCCGTCACAATCGAACCAAC
GACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTAGTACCCGCAACATTTATAGCCGT
AATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGATCACCACCGTAAGTAAATGCCCT
ATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCTACCCCTTCAGCCGTTATCTCATTC
CAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCATTATTAGTAGAAATAACACCTGCA
GCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCGCTGCAGTTGAGGTGGTGAA3’

Amostra: 160
Sequéncia:

5’TCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACAGCATTAGTACCGTTTAAAGTTAA
GCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCTCCCGTCACAATCGAACCAAC
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GACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTAGTACCCGCAACATTTATAGCCGT
AATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGATCACCACCGTAAGTAAATGCCCT
ATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCTACCCCTTCAGCCGTTATCTCATTC
CAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCATTATTAGTAGAAATAACACCTGCA
GCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCGCTGCAGTTGAGGTGGTGAATAAA
GCGGCTTTAAGAC3’

Amostra: 206
Sequéncia:

5’AACCTGTATAATTATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACAGCATTAGTA
CCGTTTAAAGTTAAGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCTCCCGTC
ACAATCGAACCAACGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTAGTACCCGCA
ACATTTATAGCCGTAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGATCACCACCG
TAAGTAAATGCCCTATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCTACCCCTTCA
GCCGTTATCTCATTCCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCATTATTAGTAG
AAATAACACCTGCAGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCGCTGCAGTTG
AGGTGGTGAATAAAGCGGCTTTAAGACCTTGTTGTAT3’

Amostra: 273
Sequéncia:

S"TGTATAATTATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACAGCATTAGTACCGT
TTAAAGTTAAGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTACCTCCCGTCACAA
TCGAACCAACGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTAGTACCCGCAACAT
TTATAGCCGTAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGATCACCACCGTAAG
TAAATGCCCTATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCTACCCCTTCAGCCGT
TATCTCATTCCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCATTATTAGTAGAAAT
AACACCTGCAGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCGCTGCAGTTGAGGT
GGTGAATAAAGCGGCTTTAAGACCT?

Amostra: 519
Sequéncia:

STATTTCCTAAACCTGTATAATTATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACA
GCATTAGTACCGTTTAAAGTTAAGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTA
CCTCCCGTCACAATCGAACCAACGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTA
GTACCCGCAACATTTATAGCCGTAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGA
TCACCACCGTAAGTAAATGCCCTATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCT
ACCCCTTCAGCCGTTATCTCATTCCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCAT
TATTAGTAGAAATAACACCTGCAGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCG
CTGCAGTTGAGGTGGTGAATAAAGCGGCTTTA3’

Amostra: 521
Sequéncia:

STTATATTTCCTAAACCTGTATAATTATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCA
ACAGCATTAGTACCGTTTAAAGTTAAGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAG
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TTACCTCCCGTCACAATCGAACCAACGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGA
GTAGTACCCGCAACATTTATAGCCGTAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTA
TGATCACCACCGTAAGTAAATGCCCTATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTA
GCTACCCCTTCAGCCGTTATCTCATTCCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTG
CATTATTAGTAGAAATAACACCTGCAGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTA
TCGCTGCAGTTGAGGTGGTGAATAAAGCGGCTTTAAGACCTTGTTGT3?

Amostra: 524
Sequéncia:

S’TATTTCCTAAACCTGTATAATTATCGGCAGGAGCATCAAAACCATGATTTGCAGCAACA
GCATTAGTACCGTTTAAAGTTAAGCTTTTGCCGGCAGTAATAGTAACAGGCAACAAGTTA
CCTCCCGTCACAATCGAACCAACGACGGTATTTTGAGTAATATTTAGACCTACGGGAGTA
GTACCCGCAACATTTATAGCCGTAATAATACGACCGGCTTCATTTGCAGTGATAGTATGA
TCACCACCGTAAGTAAATGCCCTATTGTCTTGAGGACCGTTAGCAGGAGTACCATTAGCT
ACCCCTTCAGCCGTTATCTCATTCCAATTATTGACAGCAGCAAGATCATTAAATGCTGCAT
TATTAGTAGAAATAACACCTGCAGCAACACCGAGTGCCCCGCTACTACTCAGCATTATCG
CTGCAGTTGAGGTGGTGAATAAAGCGGCTTTAAGACY’

GENE ompB

e Hospedeiro: Amblyomma coelebs
Amostra: 138
Sequéncia:

S’CATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTAAAATTAATAGTAG
CACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTATTGAAAATGAAAC
CTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTATCTGAAACTTGAAT
AAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTAAAGCATTCTTTCCA
AGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATACTAATGTAGAAGCC
GCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATCAATAGCAACACCA
CCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGCTTGTGCATTAGTAA
TACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAAGTTAAAGGAGTTAG
CGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATTCACTGTCACTGCTAA
ATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGGAGTATTTAAATTAAT
ACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGCAACATTTGCAGCAGC
GGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCA3Z’

Amostra: 159
Sequéncia:

5’GTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTAAAA
TTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTATTG
AAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTATCT
GAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTAAA
GCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATACTA
ATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATCAA
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TAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGCTTG
TGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAAGTT
AAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATTCAC
TGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGGAGT
ATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGCAAC
ATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCAACAGTTGTCGCAACTCCGTT
TGTTGTTCTATTCTGCTGTGTAGCAGCACCCATAGCTGAACCTGC3’

Amostra: 160
Sequéncia:

5’GTCGGTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATT
AAAATTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGT
ATTGAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTT
ATCTGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATT
AAAGCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAAT
ACTAATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTA
TCAATAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCA
GCTTGTGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTA
AAGTTAAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCA
TTCACTGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTG
GAGTATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCG
CAACATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCAZ’

Amostra: 206
Sequéncia:

5’TCGGTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTA
AAATTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTA
TTGAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTA
TCTGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTA
AAGCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATA
CTAATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATC
AATAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGC
TTGTGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAA
GTTAAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATT
CACTGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGG
AGTATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGC
AACATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATC3’

Amostra: 273
Sequéncia:

5’TCGGTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTA
AAATTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTA
TTGAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTA
TCTGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTA
AAGCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATA
CTAATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATC
AATAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGC
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TTGTGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAA
GTTAAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATT
CACTGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGG
AGTATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGC
AACATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCA3’

Amostra: 519
Sequéncia:

5’GGTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTAAA
ATTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTATT
GAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTATC
TGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTAA
AGCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATACT
AATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATCA
ATAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGCTT
GTGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAAGT
TAAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATTCA
CTGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGGAG
TATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGCAA
CATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCAACAGTTGTCGCAACTCCGT
TTGTTGTTCTATTCTGCTGTGTAGCAGCACCCATAGCTGAACCTGCAAAAZ’

Amostra: 521
Sequéncia:

5’AGTCGGTAGCAGCACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCAT
TAAAATTAATAGTAGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAG
TATTGAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTT
TATCTGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTAT
TAAAGCATTCTTTCCAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAAT
ACTAATGTAGAAGCCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTA
TCAATAGCAACACCACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCA
GCTTGTGCATTAGTAATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTA
AAGTTAAAGGAGTTAGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCA
TTCACTGTCACTGCTAAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTG
GAGTATTTAAATTAATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCG
CAACATTTGCAGCAGCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCAACAY’

Amostra: 524
Sequéncia:

S’ACCATTCTTACTTAATAATACTAATCTACCCGTACCTTCTGTTCCATTAAAATTAATAGT
AGCACCACCTGCTTGTAAATTTAAAGCATTACCGACAGTAGCATTAGTATTGAAAATGAA
ACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGCCTTAACAGTAGCAAAACTTTTATCTGAAACTTGA
ATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTACCGTTAGCACCATTAACTATTAAAGCATTCTTTC
CAAGTGTAAGAGGAGCCTTTTGAGTTGTAGGATTTGCTAAATTAAATACTAATGTAGAAG
CCGCAGCACCCAAGTCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTATCAATAGCAACAC
CACCATTAAATTGTGCAACAACATTTTGAGCATTTTTTGTAACAGCAGCTTGTGCATTAGT
AATACCTTGACCTGTTATAGTAAGAGTTTTACCGGCATCAAGAGTAAAGTTAAAGGAGTT
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AGCGTTATTAACAGCATTAGTGATGAACCCTAAGGTGGTATCTTCATTCACTGTCACTGCT
AAATTGTTTGCAGTATTTAAAAACAAACCGTTAAAACTACCGGCTGGAGTATTTAAATTA
ATACCATTATTAGCATTAGCAGTAATAACTGCATTTAGAGCAACCGCAACATTTGCAGCA
GCGGCAGCTTGGTCAAATCCTACACCATCAACA3Z’
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