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Capitulo I

Considerac¢oes Gerais



Resumo: Os carrapatos sdo vetores eficientes de varios agentes infecciosos, como protozoarios, virus e
bactérias, tanto para humanos como para animais, sendo sua importancia na satude publica, cada vez mais
reconhecida. Dentre as varias enfermidades infecciosas transmitidas ao homem as riquetsioses possuem um
papel de destaque nas Américas. No Brasil as bactérias Rickettsia rickettsii e a Rickettsia parkeri sdo as Unicas
transmitidas por carrapatos e comprovadamente associadas a doenca infecciosa humana. Sendo as infecgdes por
ambas associadas a cenarios epidemioldgicos de origem antropica com modificagdes comportamentais de
hospedeiros e ambientais. Nos dois casos hd um desequilibrio nas relagcdes entre hospedeiros ¢ parasitas e
incremento das doengas infecciosas. Nesta tese sdo discutidas em trés artigos a relacdo entre riquétsias
patogénicas ou de patogenicidade desconhecida, com vetores, hospedeiros e ambiente em trés cenarios eco
epidemiologicos, distintos e caracterizados por alteragdes ambientais de origem antrépica de intensidade
diversa. No primeiro, foi estudada a relagdo entre riquétsias e populagdes dos carrapatos Amblyomma triste,
Rhipicephalus microplus, Amblyomma sculptum em cervos-do- pantanal mantidos em piquetes apds sua retirada
de seu ambiente natural, a varzea. No segundo artigo foi pesquisada a relag@o entre cdes, riquétsias e carrapatos
Amblyomma ovale no remanescente mais bem preservado de Mata Atlantica do interior, o Parque Nacional de
Iguacu (PNI) e em fragmentos florestais urbanos deste. No terceiro artigo pesquisou-se em area sob efeito
antropico intenso riquétsias em carrapato argasideo nidicola, Ornithodoros cerradoensis, espécie recém descrita

no Cerrado goiano na regido de Araguapaz-GO.

Palavras chaves: Areas antropizadas; Carrapatos; Rickettsia spp

Abstract: Ticks are efficient vectors of various infectious agents, such as protozoa, viruses and bacteria, for
both humans and animals, and their importance in public health is increasingly recognized. Among the various
infectious diseases transmitted to man, rickettsial diseases have a prominent role in the Americas. In Brazil,
Rickettsia rickettsii and Rickettsia parkeri are the only bacteria transmitted by ticks and have been shown to be
associated with human infectious disease. As infections by both are associated with epidemiological scenarios
of anthropic origin with host and environmental behavioral changes. In both cases there is an imbalance in the
relationship between hosts and parasites and an increase in infectious diseases. In this thesis, the relationship
between pathogenic rickettsiae or unknown pathogenicity is discussed in three articles, with vectors, hosts and
the environment in three different eco-epidemiological scenarios characterized by environmental changes of
anthropic origin of different intensity. In the first, the relationship between rickettsiae and populations of ticks
Amblyomma triste, Rhipicephalus microplus, Amblyomma sculptum in wetland deer kept in paddocks after their
removal from their natural environment, the floodplain, was studied. In the second article, the relationship
between dogs, rickettsiae and ticks Amblyomma ovale was investigated in the best-preserved remnant of inland
Atlantic Forest, the Iguagu National Park (PNI) and in urban forest fragments of it. In the third article, an area
under intense anthropic effect was investigated for rickettsiae in argasid tick, Ornithodoros cerradoensis, a
species recently described in the Cerrado of Goias in the region of Araguapaz-GO.

Key words: Anthropized areas; Ticks; Rickettsia spp



Introducio

Estima-se que aproximadamente 60% dos patdgenos humanos sdo zoonoéticos e que 75% das doencgas
humanas emergentes sdo de origem animal (OIE, 2015). Além disso, observagdes multidisciplinares apontam
que a intensificagdo da agricultura e de outras alteragdes ambientais de origem antropica em associagdo com
alteragdes do comportamento humano, elevam o risco de emergéncia destas doengas (Jones et al., 2013).
Segundo estas observagoes, as informagdes disponiveis ndo sdo suficientes para avaliar a complexidade das
inter-relagdes biodticas e abidticas das zoonoses o que limitam nossa capacidade de prever, prevenir e responder
a emergéncia delas. Por este motivo, uma abordagem baseada no conceito de Saude tinica, que integre a saude
humana, animais e meio ambiente pode fornecer uma oportunidade antecipada para deteccdo e prevengao de
doengas zoondticas. Pesquisas que que conectem a dinamica das alteragdes ambientais com seu efeito sobre
populagdes de patogenos, vetores e variagdes no risco de exposi¢do humana, sdo essenciais para medicina
preventiva e a saude global.

Vetores sdo importantes agentes de transmissdo de patdgenos zoondticos. Estes animais ndo apenas
transportam patégenos entre hospedeiros como ajudam no processo infeccioso ao transpor e/ou controlar
barreiras do hospedeiro. Entre outros, vetores perfuram a principal barreira fisica, a pele, e ainda sdo capazes
de controlar os processos reativos do hospedeiro como inflamagdo e resposta imune facilitando,
respectivamente, o acesso e a proliferacdo em hospedeiros de microrganismos patogénicos (Wikel et al., 2017).

Carrapatos sdo vetores que transmitem a maior variedade de organismos patogénicos em relacdo a
qualquer outro grupo de artropodes e sua saliva pode causar toxicoses locais ou sist€émicas graves em
hospedeiros (Jongejan e Uilenberg, 2004). Além disso, em fun¢do de sua longevidade ambiental e transmissao
transovariana e perpetuacdo transestadial de microrganismos, carrapatos além de vetores sdo reservatorios de
agentes patogénicos como ¢ o caso do agente da Febre Maculosa Brasileira, a bactéria Rickettsia rickettsii e
virus da Peste Suina Africana (Dixon et al., 1988; Labruna 2009).

Em sistematica, carrapatos sdo artropodes da classe Arachnida, subclasse Acari e ordem Ixodida
subdividida nas familias, [xodidae e Argasidae, amplamente distribuidas no mundo, Nuttalliellidae, com apenas
uma espécie conhecida, com distribuigéo restrita  Africa do Sul e Tanzania (Guglielmone et al., 2010) e uma
ultima familia ja extinta denominada Deinocrotonidae,

Sdo ectoparasitas de uma ampla variedade de espécies terrestres, incluindo aves, répteis e mamiferos
(Sonenshine et al., 2002). Carrapatos obrigatoriamente, necessitam de sangue para seu desenvolvimento em
pelo menos um estagio de seu ciclo de vida, possuem uma longevidade excepcional, grande potencial
reprodutivo, e a capacidade de transmissdo transovariana e perpetuagdo transestadial de patdgenos (Labuda e
Nuttall., 2004).

As duas principais familias de carrapatos, Ixodidaec e Argasidaec englobam espécies vetores de
microrganismos com consideravel importancia para a saude publica. Por exemplo, membros do género
Ornithodoros sdo transmissores do virus da peste suina africana (Beck et al., 1986), bactéria Coxiella burnetii,
agente da febre Q aguda e de endocardite em seres humanos e animais (Almeida et al. 2012; Griffin et al. 2012)

e de diversas espécies de Borrelia que causam a febre recorrente, em humanos e animais (Estrada-Pefia e



Jongejan, 1999). No Brasil, algumas espécies desse género estio ligadas a casos de toxicose em humanos, com
manifestacdes clinicas que incluem prurido no local da picada, edema e eritema, lesGes em bolhas e
envolvimento sistémico (febre transitdria, dispnéia e mal-estar) (de Oliveira et al., 2018). E mais recentemente
foi realizado o isolamento de Borrelia venezuelensis a partir de Ornithodoros rudis coletados no Maranhao
(Munoz-Leal et al., 2018).

Dentre as varias enfermidades infecciosas transmitidas pela familia Ixodidae, ao homem estdo, as
riquetsioses, encefalites virais, erliquiose, anaplasmose, babesiose ¢ borreliose (Jongejan e Uilenberg, 2004). A
doenga de Lyme, causada pela infec¢do pela bactéria Borrelia burgdorferi, é a doenga transmitida por vetores
com maior impacto sobre a saude publica nos Estados Unidos e Europa (Brisson et al. 2008).

Dentre as doencas transmitidas por carrapatos a seres humanos nas Américas as riquetsioses possuem
uma grande relevancia. Riquétsias sdo bactérias do género Rickettsia da ordem Rickettsiales, familia
Rickettsiaceae, parasitas intracelulares obrigatorios, em formato de bastonetes, Gram-negativas, que podem ser
transmitidas aos seres humanos através da picada de vetores artropodes (Raoult e Roux, 1997). Os membros
deste género sdo subdivididos em diversos grupos: 1) grupo tifo (GT), composto pelas espécies Rickettsia
prowazekii € Rickettsia typhi; 2) grupo da febre maculosa (GFM) representado por mais de vinte espécies, a
exemplo da Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri ; 3) grupo de transi¢do, onde estdo inseridas Rickettsia
akari, Rickettsia felis ¢ Rickettsia australis; 4) grupo Canadensis, formado pela espécie Rickettsia canadensis e
afins; 5) grupo Bellii, representado pela espécie Rickettsia bellii (Weinert et al., 2009).

Cerca de 22 espécies e subespécies de riquétsias sdo relatadas como patogénicas para o ser humano
sendo alguma destas: Rickettsia rickettsii, Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi, Rickettsia conorii subsp.
Conorii, Rickettsia conorii subsp. israelensis, Rickettsia conorii subsp. caspia, Rickettsia conorii subsp. indica,
Rickettsia sibirica subsp sibirica, Rickettsia sibirica subsp. mongolotimonae, Rickettsia heilogjiangensis,
Rickettsia slovaca, Rickettsia marmionii, Rickettsia raoutii, Rickettsia africae, Rickettsia parkeri, Rickettsia
australis, Rickettsia honei, Rickettsia japonica, Rickettsia massiliae, Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia akari
e Rickettsia felis (Merhej e Raoult, 2011).

No Brasil duas riquetsioses pertencentes ao grupo da febre maculosa possuem relevancia na satde
publica, Rickettsia rickettsii ¢ a Rickettsia parkeri (Oliveira et al., 2016). Estas bactérias sdo transmitidas através
da picada de carrapatos infectados e a infeccdo humana € caracterizada por sintomatologia inespecifica
principalmente no inicio da doenga, como febre elevada, nauseas e vomitos, cefaléia e mialgia intensa e/ou
prostracdo. Alguns pacientes podem desenvolver manifestagcdes dermatologicas sugestivas com exantema
predominantemente nas regides palmar e plantar e/ou escara de inoculacdo (Faccini-Martinez et al., 2014). A
evolugcdo do quadro clinico pode ser variavel, de leves e atipicos até casos graves, com manifestacdes
hemorragicas e disfun¢do multipla dos o6rgaos, dependendo de fatores como patogenicidade da espécie de
riquétsia infectante e tempo do inicio do tratamento com antibidticos (Angerami et al., 2009; Faccini-Martinez
et al., 2014).

A Rickettsia rickettsii, o agente etiologico da Febre Maculosa Brasileira e a espécie mais patogénica,
associada a casos graves, de rapida evolucao e elevada letalidade. Duas espécies de carrapatos no Brasil

reconhecidamente transmitem doenca. Um deles, o carrapato estrela, Amblyomma sculptum é vetor em areas



antropizadas com elevada densidade de capivaras principalmente na regido Sudeste. O outro carrapato,
Amblyomma aureolatum, é vetor em areas de interface de Mata Atlantica de altitude, com o cdo atuando como
agente de transporte de carrapatos infectados da mata aos domicilios (Pinter e Labruna, 2006; Szab¢ et al .,
2013a; Scinachi et al., 2017).

A bactéria R. parkeri foi isolada pela primeira vez nos Estados Unidos no ano de 1937 de um carrapato
da espécie Amblyomma maculatum coletado de bovino, no Texas. Porém sua patogenicidade foi reconhecida
apenas em 2004 (Paddock et al., 2004). A infeccdo humana gerada por essa bactéria causa uma doenga febril
ndo letal, com sintomas clinicos mais brandos quando comparados com aqueles causados pela R. rickettsii. De
forma contrastante com a riquetsiose citada acima a doenca pela R. parkeri ¢ frequentemente associada a uma
les@o necrotica, a escara de inoculagdo no local da picada e linfadenopatia regional (Angerami et al., 2009;
Faccini-Martinez et al., 2018).

Segundo Nieri-Bastos et al., (2018) no Brasil a R. parkeri é representada por trés clados: R. parkeri
sensu stricto (s.s.), associada aos carrapatos Amblyomma triste, a linhagem NOD, composta por dois isolados
de carrapatos de Amblyomma nodosum; e a linhagem da Mata Atlantica, composta por seis isolados das espécies
Amblyomma ovale ou Amblyomma aureolatum.

Destas, duas sdo sabidamente patogé€nicas para humanos, a Rickettsia parkeri sensu stricto (s.s.) e
Rickettsia parkeri cepa mata Atlantica. Esta lltima ¢ a tinica associada a casos clinicos humanos confirmados
em laboratdrio no Brasil. Considera-se a R. parkeri cepa Mata Atlantica como uma das principais espécies na
génese de febre maculosa no pais, predominantemente em areas de Mata Atlantica nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste associada sempre associada ao carrapato Amblyomma ovale ( Spolidorio et al., 2010; Silva et al., 2011;
Krawczak, 2016; Seva et al., 2019).

Outro cendrio de transmissdo de Febre Maculosa no Brasil ainda sem uma prova direta ¢ causada por
R. parkeri s.s. Neste cendrio o patdgeno estd associado ao vetor, carrapatos adultos da espécie Amblyomma
tigrinum no Pampa brasileiro no Rio Grande do Sul ( Weck et al., 2017, 2016; Dall’Agnol et al., 2018). Perfil
semelhante ao padrao epidemioldgico sugerido em algumas regides da Argentina, onde A. tigrinum ¢ apontado
como o vetor de R. parkeri (Romer et al., 2014).

No Brasil, a emergéncia e reemergéncia das febres maculosas estdo associadas aos efeitos da acgao
antropica, para fins econdomicos e/ou sociais, com dois cenarios ecoepidemioldgicos em areas endémicas. O
cendrio mais prevalente ¢ aquele em que houve a expansdo e aumento da densidade populacional da capivara,
hospedeiro amplificador da bactéria Rickettsia rickettsii e do carrapato vetor Amblyomma sculptum em areas
urbanas e rurais (Szabd et al., 2013b).

Diversos fatores levaram ao aumento populacional da capivara, destacam-se entre estes a maior oferta
de alimentos em especial de cana-de-acticar e o carisma do animal cujas populacdes sdo toleradas em estreito
contato com o homem (Polo et al., 2015; Pajuaba et al., 2019). O segundo cenario se da pela expansdo urbana
nas proximidades ou em remanescentes florestais da Mata Atlantica e posse irresponsavel de cdes. A incursdo
destes carnivoros domésticos em areas de mata, estabelece um fluxo de vetores (Amblyomma aureolatum e

Amblyomma ovale) e dois patdogenos associados (R. rickettsii e R. parkeri cepa da Mata Atlantica,



respectivamente) para dentro dos domicilios (Pinter et al., 2004; Pinter e Labruna, 2006; Angerami et al., 2012;
Szabo et al., 2013a;).

Por outro lado, por motivos nao claros, determinadas riquetsioses transmitidas por carrapatos no Brasil
nao estdo descritas ou ndo estdo presentes em todas as areas propensas, apesar de contextos ecoepidemiologicos
supostamente adequados. Por exemplo a riquetsiose causada pela bactéria R. parkeri s.s. e transmitida para
humanos pelo carrapato Amblyomma triste a qual foi diagnosticada no Uruguai e Argentina ( Romer et al.,
2011;Venzal et al., 2012) mas nunca foi descrita no Brasil muito embora o patdégeno tenha sido relatado no pais
em elevadas taxas (Silveira et al., 2007; Barbieri et al., 2019). Também nao ha relatos de febre maculosa por
R. parkeri cepa Mata Atlantica na regido da maior reserva de Mata Atlantica do interior do Brasil, o Parque
Nacional do Iguagu, apesar da abundancia do vetor, o carrapato Amblyomma ovale (Suzin et al., 2020).

No conjunto, as observagdes indicam que agdes antropicas estdo implicadas no aumento dos casos de
doenga humana transmitidas por determinadas espécies de carrapatos e causadas por seus patogenos. Isso
poderia ocorrer por desequilibrios populacionais (aumento) do vetor e seus microrganismos ou simplesmente
maior exposicdo e contato do ser humano com populagdes em equilibrio natural. De fato, sabe-se que
interferéncias humanas resultam em mudangas nas relagdes patdogeno-parasita e ou hospedeiro parasita. Uma
das consequéncias que podem ser geradas € o de incremento de doengas infeciosas existentes e ou surgimento
de outras novas (Szabo et al., 2003; Rhyan e Spraker, 2010).

Em face dos expostos, esta tese explorou trés contextos ecoepidemioldgicos (trés artigos) envolvendo
carrapatos e riquétsias patogénicas ou de patogenicidade desconhecida, porém sob efeito antropico diverso.
Explorou-se em cada uma delas as espécies de carrapatos e de riquétsias e suas possiveis interagdes com outras
espécies de vetores e de riquétsias do meio, a relagdo com o hospedeiro mantenedor do vetor principal ¢ o
ambiente deste. Em cada caso foram discutidas as condi¢des ecoepidemioldgicas que poderiam favorecer ou
desfavorecer infec¢cdo ¢ doenga humana.

O primeiro artigo descreve a dinamica ao longo de anos das taxas de infec¢@o por R. parkeri s.s. de
carrapatos 4. triste de cervos do pantanal em cativeiro mantidos em piquetes ap0s retirada do seu habitat natural,
a varzea. Neste artigo ¢ ainda explorado um possivel “spill over” da riquetsia para carrapatos Rhipicephalus
microplus e Amblyomma sculptum infestando os mesmos hospedeiros. O segundo artigo discorre sobre pesquisa
pelo patégeno R. parkeri cepa Mata Atlantica em carrapatos 4. ovale em uma area com impacto antropico
reduzido, o Parque Nacional do Iguagu e fragmentos proximos. Neste caso ¢ ainda analisada a possivel
interferéncia da Rickettsia bellii sobre a amplificagdo da riquétsia patogénica. Por ultimo estudou-se em uma
area do Cerrado goiano muito antropizado uma provavel nova espécie de riquétsia em uma espécie recém
descoberta de carrapato do género Ornithodoros, O. cerradoensis, encontrada em uma area modificada e

destinada para criagdo de tartarugas.
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Resumo: Carrapatos possuem grande especificidade macro e microambiental e alteragdes de origem antrépica
podem provocar profundas modificagcdes nas relagdes com seus hospedeiros. Entre outros, podem alterar a
transmissao de microrganismos patogénicos e amplificar a ocorréncia de doengas infecciosas nos hospedeiros.
O objetivo do trabalho foi avaliar a relagéo entre as populagdes de carrapatos Amblyomma triste, Rhipicephalus
microplus, Amblyomma sculptum em cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) apds sua retirada de
ambiente natural a varzea, para cativeiro em um centro de conservagdo, devido a constru¢do da Usina
Hidrelétrica Trés Irmaos, no rio Tieté e realizar a pesquisa de riquétsias nesses ectoparasitas. Para esse fim,
foram realizadas coletas de carrapatos em cervos-do-pantanal no Centro de Conservacao do Cervo do Pantanal
(CCCP) em Promissao, SP durante nove anos consecutivos (2000 a 2008) os quais ficavam alocados em recintos
no interior de piquetes, que poderiam se tornar alagaveis dependendo da €poca do ano. Amostras de DNA dos
carrapatos coletados foram testadas para presenga de material genético de Rickettsia por uma sequéncia de
reacoes em cadeia pela polimerase (PCR). No total, foram coletados 1012 carrapatos de 26 cervos-do-pantanal.
A prevaléncia por A. triste diminuiu em 45% a partir do 3% ano de coleta, enquanto a prevaléncia por R.
microplus aumentou em aproximadamente 40% e o A. sculptum foi o carrapato com menor intensidade de
infestagdo em todo o periodo. A mudanga na proporcao entre as duas espécies mais prevalentes foi atribuida ao
novo ambiente, restrito em tamanho e com uma 4rea mais seca e propicia para o R. microplus e menos adequado
para o A. triste. A pesquisa do DNA de riquétsia (PCR) em 424 carrapatos (42% do total), dividos em 276 pools
identificou, 20 amostras positivas, para o gene gltA, caracteristico do género Rickettsia sp. Destas, 18 eram
provenientes de carrapatos 4. triste e revelaram também o gene ompA caracteristico do grupo da febre maculosa.
As amostras com DNA estavam distribuidas ao longo dos nove anos de observacdo. Onze amostras,
sequenciadas demonstraram identidade de 100% com a Rickettsia parkeri sensu stricto. Nas duas amostras
provenientes de R. microplus, ndo houve amplificagdo do gene ompA e também ndo geraram produto em uma
PCR especifica para Rickettsia bellii. O sequenciamento do gene glt4 também foi 100% semelhante com
Rickettsia parkeri s.s.. sugerindo uma degradagdo parcial do DNA da Rickettsia neste carrapato. Em conclusio,
as mudangas no ambiente dos cervos-do-pantanal alteraram as populagdes de carrapatos e revelou a manutengao,
pelo menos temporaria, da bactéria R. parkeri em carrapatos A. triste, mesmo em cativeiro.

Palavras-chave: Amblyomma triste; Cervos-do-pantanal ; Rhipicephalus microplus, Rickettsia parkeri s.s.

Abstract: Ticks have high macro and microenvironmental specificity, and environmental changes of anthropic
origin can alter relationships with their hosts. Among others, they may alter the transmission of pathogenic
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microorganisms and amplify the occurrence of infectious diseases. The objective of the work was to evaluate
the relationship between the populations of ticks Amblyomma triste, Rhipicephalus microplus, Amblyomma
sculptum in deer of the Pantanal (Blastocerus dichotomus) after its removal from its environment for captivity
in a conservation center, due to the construction of the Trés Irmaos Hydroelectric Plant, on the Tiet€ River and
to carry out rickettsial research on these ectoparasites. For this purpose, deer ticks were collected at the Pantanal
Deer Conservation Center (CCCP) in Promissdo, SP for nine consecutive years (2000 to 2008), which were
allocated in enclosures inside floodable paddocks but with a small and constantly dry area. DNA samples from
the collected ticks were tested for the presence of Rickettsia genetic material by a sequence of polymerase chain
reactions (PCR). In total, 1012 ticks from 26 deer were collected over nine consecutive years. The prevalence
of A. triste decreased by 45% after the 3rd year of collection, while the prevalence by R. microplus increased
by approximately 40% and A. sculptum was the tick with the lowest infestation intensity throughout the period.
The change in the proportion between the two most prevalent species was attributed to the new environment
with a restricted size and with the dry area more suitable for R. microplus. The search for rickettsia DNA (PCR)
in 424ticks (42% of the total), divided into 276 pools, identified 20 positive samples for the glt4 gene,
characteristic of the genus Rickettsia sp. Of these, 18 were from A. friste ticks and revealed the presence of the
ompA as well, a gene characteristic of the spotted fever group. These samples were distributed over the nine
years of observation. Eleven samples, sequenced, showed 100% identity with Rickettsia parkeri ss. Two
samples from R. microplus did not amplify ompA gene neither yielded product in a PCR specific for Rickettsia
bellii. Sequencing of the glt4 gene in the DNA of these two ticks was also 100% similar with Rickettsia parkeri
sensu stricto. indicating DNA degeneration in R. microplus. In conclusion, the changes in the deer environment
changed the tick populations and revealed the maintenance, at least temporary, of the R. parkeri bacteria in A.
triste ticks, even in captivity.

Keywords: Amblyomma triste; Marsh deer; Rhipicephalus microplus, Rickettsia parkeri

1. Introducao

De acordo com Sauer et al. (1995) os carrapatos superam todos os outros artropodes em nimero e
variedade de doencas transmissiveis para animais domésticos e perdem apenas para os mosquitos como vetores
de doengas humanas. No entanto, a maior parte dos estudos estao relacionados a carrapatos e seus hospedeiros
domésticos, mesmo que a maior parte das espécies de ixodideos tenham relagdo com animais silvestres
(Hoogstraal, 1985; Tatchell, 1987; Szab¢ et al., 2007).

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) originalmente encontrado por toda a América do Sul,
tem sido apontado como um dos principais hospedeiros dos adultos de Amblyomma triste no Brasil (Szabo et
al., 2003; Barros-Battesti et al., 2006). Tanto o hospedeiro quanto o parasita estdo associados a areas imidas,
pantanosas ¢ ambientes propensos a inundacdes (Sinkoc et al., 1998; Labruna et al., 2002; Szab¢ et al., 2003 ¢
2007).

Andriolo et al. (2013) observou que populagdes deste cervideo sofreram um declinio populacional entre
30% a 50% nos ultimos 18 anos, associado, a redugdo drastica do seu habitat pelo represamento de rios para
construgdo de usinas hidrelétricas. O que gera mudangas ambientais significativas em varios niveis ecologicos,
sendo uma delas, o aumento nas infesta¢cdes de carrapatos nos cervos-do-pantanal remanescentes apos a perda
de habitat (Szabo et al.,2003).

Merece destaque a nogao de que niveis elevados de infestagao e alta concentragdo de hospedeiros podem
favorecer a disseminagao de patdogenos associados aos carrapatos (Paddock e Yabsley, 2007). Entre as doengas

transmitidas por esses artropodes, as bactérias do género Rickettsia, pertencentes ao grupo da Febre Maculosa,
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possuem grande relevancia na satde publica, sendo a bactéria Rickettsia rickettsii e Rickettsia parkeri, as Ginicas
bactérias com patogenicidade associada a doengas humanas no Brasil (Oliveira et al., 2016).

A bactéria R. parkeri foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos durante a primeira metade do
século 20, em carrapato Amblyomma maculatum no Texas (Parker et al., 1939). No entanto, sua patogenicidade
para seres humanos foi reconhecida somente em 2004 (Paddock et al., 2004). Nesse mesmo ano, foi relatada,
infectando carrapatos A4. triste no Uruguai e mais tarde, foi considerada o agente etioldgico da febre maculosa
Uruguaia (Conti-Diaz et al., 2009). Caso semelhante ocorreu na Argentina em 2008, sendo a R. parkeri o agente
etiologico de casos clinicos de febre maculosa, associado a picadas do carrapato A4. triste (Romer et al., 2001;
Nava et al., 2008).

Segundo Nieri-Bastos et al., (2018) no Brasil a R. parkeri é representada por 3 clados: R. parkeri sensu
stricto (s.s.), associada aos carrapatos A. triste; a linhagem NOD, composta por dois isolados de carrapatos de
Amblyomma nodosum; e a linhagem da Mata Atlantica, composta por seis isolados das espécies Amblyomma
ovale ou Amblyomma aureolatum. Duas delas, sdo sabidamente patogénicas para humanos, Rickettsia parkeri
sensu stricto ¢ Rickettsia cepa Mata Atlantica, sendo esta Ultima, associada a casos clinicos humanos
confirmados em laboratério, nos estados de Sdo Paulo (Spolidorio et al. 2010), dois casos na Bahia (Silva et
al., 2011, da Paixdo Seva et al., 2019) e Santa Catarina (Krawczak et al., 2016) e atualmente, tem sido
reconhecida como uma das principais espécies de riquétsias envolvidas em casos de febre maculosa no pais.

Rickettsia parkeri sensu stricto no Brasil, ainda nio foi associada a casos humanos da doenga, porém ¢
encontrada em carrapatos adultos de A. triste com uma taxa de infecg¢@o variando entre 7,23 a £10% (Silveira
et al., 2007; Melo et al., 2015). No Uruguai e na Argentina o carrapato 4. friste estd frequentemente associado
a picadas humanas e em animais (Venzal et al., 2003; Guglielmone et al., 2006; Nava,2011). No entanto, ao
contrario do observado nestes paises, no Brasil nunca houve relato fidedigno de picadas por este carrapato em
humanos (Silveira et al.,2007; Szab¢ et al. 2019a).

Em condiges naturais o A. triste ¢ um carrapato de trés hospedeiros, e os estagios imaturos (larvas e
ninfas) alimentam-se, principalmente, em roedores e aves. No Brasil, os estagios adultos sdo encontrados
principalmente parasitando cervo-do-pantanal (Szab¢ et al., 2003). Sabe-se que a maioria das doengas causadas
por vetores emergem de maneira acidental, principalmente por atitudes antropogénicas como, invasdes de areas
naturais, que favorecem um maior contato, dos seres humanos com a vida selvagem (Rhyan e Spraker, 2010).
Essas alteragdes ambientais em detrimento de motivos econdmicos € ou sociais, geram, mudangas nas relacdes
patogeno-parasita e ou hospedeiro parasita. Como exemplo, o proprio cervo-do-pantanal, naturalmente
infestado por carrapatos A. triste, contudo, devido a constante perda de habitat, acabam partilhando areas de
pastagens com bovinos e consequentemente sdo parasitados pelo carrapato bovino Rhipicephalus microplus os
tornando potencialmente expostos a agentes infecciosos transmitidos por este carrapato (Szabd et al., 2003;
Szabo et al., 2007).

Entre os patogenos relacionados ao R. microplus, podemos citar bactérias do género Anaplasma e
protozoarios do género Babesia e Mogiana virus, pertencente ao grupo Jingmenvirus, patogénico para humanos.

Apesar de ser considerado pouco relevante na epidemiologia da Febre Maculosa, existem relatos destes
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carrapatos infectados por riquétsias do GFM (Guglielmone et al., 2006; Bermudez et al., 2009; Moura-
Martiniano et al., 2014; Pesquera et al., 2015; Pascoal,2018; Tayra et al., 2020). Assim como, ha exposi¢ao do
R. microplus a patdgenos associados ao 4. triste, como exemplo a R. parkeri quando as duas espécies de
carrapato infestam o mesmo cervo.

De acordo com Cunningham (1996) e Zeimes et al (2014) mudancas no ambiente do hospedeiro ou do
parasito dificultam o monitoramento e o controle de patdgenos. Em vista dos expostos, o trabalho propds realizar
a pesquisa de riquétsias nesses ectoparasitas e avaliar a relagdo entre as populagdes de A. triste, R. microplus,
A.sculptum em cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) nascidos em cativeiro no Centro de Conservacio
do Cervo do Pantanal e descendentes de varias geragdes da populagdo resgatada da Usina Hidrelétrica (UHE)

de Trés Irmaos, no rio Tieté, bacia do Alto Parana.

2.Material e Métodos
2.1 Local da coleta

Carrapatos para este estudo foram coletados no Centro de Conservagdo do Cervo do Pantanal (CCCP)
de 2000 a 2008. O CCCP localiza-se em uma Area de Preservagdo permanente de aproximadamente 765
hectares, no municipio de Promissdo, Sdo Paulo em um dos remanescentes de varzea do rio Tieté, junto ao
Bolsdo do Ribeirdo dos Patos. O clima na cidade de Promissao ¢ imido e quente, com temperaturas em geral
variando de 17 °C a 31 °C, com chuvas ao longo do ano inteiro com precipitagdo média mensal de 80 mm.

Os cervos-do-pantanal que se encontravam no CCCP nos periodos da coleta, a excecdo de uma fémea
oriunda do resgate e que viveu por 16 anos no local, eram animais nascidos em cativeiro e descendentes de
varias geracOes da populacdo resgatada em 1990 da Usina Hidrelétrica de Trés Irmaos, no rio Tieté, bacia do
Alto Parana. Os animais eram mantidos em trés recintos de nove hectares subdivididos em varios piquetes, com
aproximadamente 2.000m? cada e cercados por um alambrado com dois metros de altura (Figura A).

Cada recinto abrigava um ou varios individuos, a depender de sua faixa etaria (filhotes ou jovens) e
sexo (casal ou grupo de fémeas a espera do manejo reprodutivo). A parte externa ao fundo dos recintos,
encontrava-se a varzea com vegetacao nativa da margem do rio Tieté.

Em cada recinto, na parte mais alta dos piquetes onde o solo era menos umido havia uma area de aterro
gramada de aproximadamente 100 a 200m?, onde se localizava o comedouro e bebedouro dos animais. O aterro
teve com o objetivo, servir de refugio para os animais em periodos de alagamentos sazonais nos recintos ou

quando havia a abertura das comportas da Usina Mario Lopes Ledo localizada acima do CCCP.
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Figura 1 - Ambientes onde se encontravam os cervos-do-pantanal no Centro de Conservagao do
Cervo-do-Pantanal em Promissao SP
O CCCP possui uma fauna muito rica e diversa, com relatos, frequentes de capivaras (Hydrochoerus
hydrochaeris) nas proximidades dos piquetes ¢ de outros mamiferos (cervos-do-pantanal nativos da regido,
Puma yagouaroundi, Leopardus tigrinus, Dasypus novemcinctus, Chrysocyon brachyurus, Myrmecophaga
tridactyla, Puma concolor). Foram ainda registrados répteis (Salvator merianae, Tropiduridae, sucuri, Bothrops
spp, Polychrus acutirostris, Caiman latirostris), aves migratorias (Cairina moschata, Anhima cornuta, Chauna
torquata, Mycteria americana, Nannopterum brasilianus) e alguns anfibios com o Chaunus paranaenses.
Aves e pequenos roedores como preas (Cavia aperea) tinham acesso aos recintos através das malhas
do alambrado. Embora ndo houvesse a circulagdo de animais domésticos nos piquetes, uma propriedade
particular confrontante ao CCCP mantinha gado de corte, sendo sua divisa proxima aos recintos dos cervos-do-
pantanal. Episodios de invasdo dos bovinos ocorreram ocasionalmente. Posteriormente, o gado de corte da
propriedade foi substituido pelo cultivo de cana de agucar. Os equinos que existiam no centro, permaneciam em
uma area distante dos recintos dos cervos-do-pantanal, entretanto eram utilizados para realizagdo de rondas de

seguranga em todo o CCCP, incluindo os arredores dos piquetes dos animais.

2.2 Coleta e identificacio dos carrapatos

As coletas de carrapatos foram realizadas em 26 cervos-do-pantanal durante nove anos consecutivos
entre 2000 a 2008. Para as analises as coletas foram agrupadas em trés periodos, cada um compreendendo trés
anos; 2000 a 2002 (147 coletas em 15 cervos-do-pantanal), 2003 a 2005 (30 coletas em 12 cervos-do-pantanal)
e 2006 a 2008 (39 coletas em 11 cervos-do-pantanal). O niamero de coletas por hospedeiro individual variou no
periodo compreendido pelo estudo e foi realizado em média cinco vezes por animal.

As coletas foram realizadas sem nenhuma forma de contencdo ¢ de acordo com a visualizagdo de
carrapatos, em sua maioria durante a alimentac¢do dos animais. Sendo entdo subordinada ao temperamento do

animal e aceitacdo da aproximagdo humana. Por esse motivo, animais mais agressivos (machos adultos) ou
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ariscos nao foram examinados. Portanto, em func¢do da visualizacdo e acesso mais faceis, as coletas foram
preponderantemente de carrapatos adultos e da regido cervical. Exames em que ndo se coletou carrapatos nao
foram anotados.

Os carrapatos coletados foram acondicionados em frascos em alcool 70° GL até sua identificagio e
processamento no Laboratorio de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIX). Ninfas e adultos dos carrapatos foram identificados de acordo
com chaves dicotomicas (Martins et al. 2010; Onoftio et al. 2006).

2.3 Extracao de DNA e deteccio molecular de Riquétsia
Para a detec¢do de Rickettsia, o DNA foi extraido de amostras de carrapato usando a técnica de
guanidina isotiocianato fenol de acordo com Sangioni, et al. (2005) e submetidos a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Para confirmar o sucesso da extragdo de DNA foi realizada uma PCR para amplificacdo
do gene mitocondrial 16S rDNA de carrapatos (Mangold et al, 1998). Confirmado o sucesso da extragdo, cada
amostra de DNA foi testada para presenca de material genético de Rickettsia por uma sequéncia PCRs usando
os primers CS-78 e CS-323, visando um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (g/t4), comum ao género
Rickettsia (Labruna et al., 2004). Amostras que apresentaram fragmento visivel do tamanho esperado, foram
entdo testadas usando os iniciadores Rr190.70p e Rr190.701n que amplificam um fragmento do gene que
codifica uma proteina de membrana externa 190-kDa (ompA) presentes apenas em riquétsias do GFM
(Regnery et al., 1991). Amostras que produziram fragmentos de DNA visiveis para o gene g/t4, mas nao
apresentaram produtos para o gene ompA, eram entdo submetidas a uma ultima amplificacdo usando
iniciadores especifico para um fragmento de 338 pb do gene glt4 da Rickettsia bellii (Szabo et al., 2013).
Cada reacdo de PCR incluiu controles negativos (agua ultrapura) e positivos (Rickettsia vini para gene
gltA e ompA e R. bellii para gene especifico da R. bellii).
Amostras positivas foram purificadas com o kit PureLink® (Invitrogen Life Technologies) e enviadas
para sequenciamento em laboratorio credenciado de acordo com protocolo do fabricante. As sequéncias parciais

obtidas foram editadas manualmente pelo programa SeqMan Pro da Lasergene versdo 15 (DNASTAR, Inc.

Madison, WI, EUA) e comparadas através do programa BLASTn (Altschul et al., 1990).

2.4. Analise dos dados

Apesar da coleta de carrapatos, subordinada e restringida pelo temperamento de cada cervo, ser muito
subestimada, houve um padrio representativo das infestagdes. Consideramos a avaliacdo da regido cervical e a
coleta preponderantemente de carrapatos adultos como o padrdo e que permitiu uma comparagdo entre as
infestacdes da mesma espécie de carrapato ao longo do periodo de nove anos do estudo. Para esse fim os dados
das infestagdes foram agrupados em triénios (2000-2002, 2003-2005 e 2006-2008) por espécie de carrapato e a
evolucdo das infestagdes dada pela comparacdo entre os tri€nios. Como os dados ndo apresentaram uma
distribui¢do normal pelo teste de D'Agostino & Pearson, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste

de Dunn (P < 0.05) para comparar as medianas das infestacdes entre os triénios.
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Para essa analise foi utilizado o software Prisma 5.0. Para as comparacdes das infestacdes entre os
triénios foram também calculados pardmetros de infestacdo adaptados de Bush et al. (1997) da seguinte forma:
1) intensidade média de infestagdo por espécie de carrapato (ntimero total de carrapatos de uma espécie/niimero
de coletas em hospedeiros infestados com aquela espécie) e 2) prevaléncia de infestagao (numero total de coletas
de carrapatos/numero de coletas em hospedeiros infestados com uma espécie especifica de carrapato)

A analise dos dados sobre a deteccdo de DNA de riquétsias em carrapatos foi descritiva.

2.5. Autorizacoes

A captura ¢ manuseio de animais selvagens foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente-MMA -
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade ICMBio, N° 36413-1. Os carrapatos ¢ outras
amostras biologicas foram coletadas como parte da rotina de manejo e avaliagdo sanitaria dos animais

dispensando a necessidade de aprovagdo por Comité de Etica em Experimentacio Animal.

3. Resultados
3.1.Infestacdes por carrapatos
Um total de 216 coletas de carrapatos foram realizadas em 26 cervos-do-pantanal ao longo dos nove
anos. O niimero de coletas por animal variou de um a 38. No total foram coletados 1012 carrapatos de trés
espécies, R. microplus, A. triste ¢ A. sculptum (Tabela 1). Os cervos-do-pantanal foram infestados,
predominantemente, por carrapatos adultos com excecao da espécie A. sculptum em que o parasitismo por ninfas

prevaleceu em dois dos periodos do estudo (2000-2002/2003-2005) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de carrapatos de acordo com estdgio e género coletados de cervos-do-pantanal
(Blastocerus dichotomus) (n=26) no Centro de Conserva¢ao do Cervo-do-Pantanal em Promissao- CPPP, Sao
Paulo, em trés triénios consecutivos, de 2000-2008.

Espécies d 2000-2002 2003-2005 2006-2008

species de Adultos ) Adultos . Adultos . Total
carrapatos ———— Ninfas ———— Ninfas ———  Ninfas

F M F M F M

R. microplus 176 3 - 27 8 - 264 46 4 528

A. triste 254 126 39 11 4 2 17 18 - 471
A. sculptum 1 - 5 1 - 3 2 - 1 13

Total 431 129 44 39 12 5 283 64 5 1012

Ao longo de nove anos a espécie mais prevalente foi o carrapato A. triste, encontrado em 58,8 % das
coletas (Tabela 2). De forma oposta, o carrapato A. sculptum foi encontrado apenas ocasionalmente (4,6% das
coletas) nos cervos-do-pantanal infestados. Embora encontrado em apenas 36,6% das coletas em animais

infestados o maior nimero de carrapatos coletados foi da espécie R. microplus (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero total de carrapatos por espécie e sua prevaléncia em 216 coletas ao longo de nove anos de
26 cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) infestados do Centro de Conservagdo do Cervo-do-Pantanal
em Promissdo- CPPP, Sdo Paulo. 2000-2008.

Espécie de carrapato Total de carrapatos N de coletas Prevaléncia (%)
com a espécie
R. microplus 528 79 36,6
A. triste 471 127 58,8
A. sculptum 13 10 4,6
Total 1012 216 -

*prevaléncia: (nimero de coletas em hospedeiros infestados com uma espécie especifica de carrapato/
numero total de coletas ao longo dos nove anos)*100.

Dados sobre as coletas de carrapatos por tri€nio, prevaléncia de espécies, intensidade média e amplitude
de infestacdo nos animais infestados estdo apresentados na Tabela 3. O carrapato A. sculptum foi o menos
prevalente com valores sempre inferiores a 7% no periodo do estudo. A maior intensidade média de infestagao

ocorreu pelo carrapato R. microplus no terceiro triénio.

Tabela 3. Numero de coletas, hospedeiros, carrapatos e prevaléncia, intensidade média e amplitude de
infestagdo por espécie de carrapato de cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) (n=26) infestados do
Centro de Conservagdo do Cervo-do-Pantanal em Promissdao- CPPP, Sdo Paulo, em trés triénios consecutivos,
de 2000-2008.

Espécie N° de carrapatos N° de coletas Prevaléncia Intensidade média (amplitude)
(N° hospedeiros) (%)
2000-2002
R. microplus 179 29 (6) 19,7 6,2 (1-27)
A. triste 419 116 (13) 78.9 3,6 (1-61)
A. sculptum 7 73) 4,8 1(1-1)
2003-2005
R. microplus 35 19 (6) 63,3 1,8 (1-4)
A. triste 17 9(®) 30 1,9 (1-5)
A. sculptum 4 2(2) 6,7 2 (1-3)
2006-2008
R. microplus 314 31 (8) 79,5 10,1 (1-211)
A. triste 35 8(5) 20,5 4,4 (1-21)
A. sculptum 2 1(1) 2,6 2 (2-2)

No periodo do estudo foi observado uma inversdo na prevaléncia das duas espécies mais numerosas do
primeiro para o terceiro tri€nio (Tabela 3 e Figura 2). No periodo de 2000 a 2002 houve maior prevaléncia do
A. triste (78,9%) nas coletas em relacdo as outras espécies. No entanto, essa prevaléncia diminuiu para 20,5%
no ultimo triénio. De forma oposta a prevaléncia de R. microplus de 19,5% do primeiro tri€nio, aumentou para

79,5% no terceiro triénio.
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Figura 2. Prevaléncia de infestagdo por espécie de carrapatos de cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus)
infestados do Centro de Conservacdo do Cervo-do-Pantanal em Promissdo- CPPP, Sdo Paulo, em trés triénios
consecutivos, de 2000-2008.

Na comparag@o entre a intensidade das infestagdes por espécie de carrapato ao longo do tempo
observou-se que a mediana das infestagdes pelo carrapato A. triste foi significativamente maior (P<0.0001) no
primeiro triénio em relag@o aos outros dois tri€nios. De forma inversa, a mediana das infestagoes pelo carrapato
o carrapato R. microplus foi significativamente maior (P<0.0001) no terceiro triénio em relagdo aos outros dois

triénios (Figura 3).

Amblyomma triste Rhipicephalus microplus

4- 154
b
b

n® carrapatos
n? carrapatos

Figura 3. Média e desvio padrdo da infestagdo por carrapatos Amblyomma triste € Rhipicephalus microplus de
cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) infestados do Centro de Conservacao do Cervo-do-Pantanal em
Promissdo- CPPP, Sdo Paulo, em trés triénios consecutivos, de 2000-2008. Letras diferentes indicam medianas
significativamente diferentes (P<0.0001).
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por carrapatos 4. sculptum e A. triste e um animal foi parasitado pelos carrapatos R. microplus e A. triste no terceiro triénio.

3.2.Pesquisa do DNA de Rickettsia sp. em carrapatos

Em relagdo a prevaléncia mista de parasitismo nos hospedeiros, no periodo de 2000-2002 cinco cervos-do-pantanal foram parasitados simultaneamente

Pesquisa de DNA de Rickettsia sp. foi realizada em pelo menos 50% dos carrapatos disponiveis por hospedeiro, levando em consideracdo, espécie e

data de coleta, totalizando 424 carrapatos dos 1012 disponiveis (42% do total). Destes 236 eram da espécie R. microplus, 181 A. triste e 7 A. sculptum. Para

extracdo ¢ PCR os carrapatos foram processados individualmente ou agrupados em 276 pools de amostras contendo cada entre 2 a 16 carrapatos sempre da

mesma espécie, estagio ¢ data de coleta (Tabela 5).

Em 20 amostras do DNA de carrapatos de oito cervos-do-pantanal obteve-se amplificagcdo do gene g/t4. A maioria das amostras amplificadas foi do

triénio de 2000 a 2002 (Tabela 5).

Tabela 4. Niimero amostras de carrapatos por espécie submetidos a pesquisa molecular de Rickettsia sp oriundos de cervos-do-pantanal (Blastocerus dichotomus)

do Centro de Conservagdo do Cervo-do-Pantanal em Promissdo- CPPP, Sdo Paulo de 2000-2008. Numero de pools entre parénteses.

Espécies de Periodo Periodo Periodo
carrapatos 2000-2002 2003-2005 2006-2008
Ne Ne Ne N° amostras N° Ne N° N° N° N° Ne N° amostras
Hospedeiros  Hospedeiros ~ Amostras de Hospedeiros  Hospedeiros ~ Amostras amostras Hospedeiros Hospedeiros Amostras de
Analisados Positivos de carrapatos Analisados Positivos de de Analisados Positivos de carrapatos
carrapatos positivas carrapatos  carrapatos carrapatos positivas
analisado analisado positivas analisado
R. microplus 06 02 79 02 07 - 23 - 08 - 53 -
A. triste 13 03 91 14 09 01 14 01 06 02 11 03
A. sculptum 02 - 02 - 01 - 01 - 01 - 02 -
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Entre os oito cervideos em que as amostras amplificaram fragmentos para o gene ompA, dois animais,
apresentaram amostras positivas em meses e anos de coletas diferentes (2000, 2001 e ou 2002). O restante dos
cervos-do-pantanal tinha um ou dois carrapatos 4. triste com DNA de Rickettsia spp. em apenas uma coleta.

Das 20 amostras positivas para o gene glt4, 18 eram de A. triste (taxa de infecgdo 9,9%) provenientes
de seis cervos- do- pantanal diferentes. Nestas amostras uma sequéncia parcial do gene ompA foi também
amplificada. Dessas nove amostras foram sequenciadas e apresentaram homologia de 100% com Rickettsia
parkeri sensu stricto detectado em A. tigrinum no bioma Pampa no Rio Grande do Sul (acesso no GenBank
KX196265.1).

As duas amostras restantes eram de R. microplus coletados em dois cervos- do- pantanal distintos, uma
coletada em janeiro de 2000 e a outra em novembro de 2001. Ambas amplificaram o gene glt4 (taxa de infec¢ao
de 0,8%) mas ndo o fizeram para o gene ompA. As duas amostras foram sequenciadas e apresentaram 100% de
identidade com Rickettsia parkeri isolada de A. triste coletado em Paulicéia, SP (acesso no GenBank
EF102236.1). Nenhuma amostra foi positiva para o gene especifico de Rickettsia bellii.

No total, 11 amostras foram sequenciadas sendo uma amostra de cada cervo e/ou amostras do mesmo

animal, porém, coletadas em anos diferentes.

4. Discussiao

Duarte et al. (2012), observou que a expansao agricola, urbanizagdo de areas naturais e alagamentos,
para construgoes de usinas hidrelétricas, levam a eliminagdo de areas naturais e consequentemente a retragao da
populagdo de cervos-do-pantanal. Em vista disso, sua criagdo em areas de conservagdo ¢ uma alternativa para
preservacao da espécie. De forma temporaria ou ainda para estudos, os animais podem ser mantidos em areas
mais reduzidas que permitam manejo e reprodugdo, como ¢ o caso do Centro de Conservagdo do Cervo do
Pantanal em Promissao.

No entanto, com o deslocamento do habitat natural, o risco de mudancas ou introdu¢do de novas
relacdes parasita-hospedeiro deve ser considerado (Cunningham, 1996). Neste contexto ¢ importante ponderar
que o cervo-do-pantanal vive em ambientes alagados como varzeas de rios (Andriolo et al., 2013). Neste
trabalho a relagdo entre carrapatos e cervo-do-pantanal foi avaliada por nove anos em um centro de conservagdo
em uma area de varzea ligeiramente alterada. As alteragcdes compreendiam, a formagdo de piquetes que
restringiam a movimentagdo dos animais e a presenca de aterro de dimensdes reduzidas, que, entretanto, foram
suficientes para modificar as relagdes cervo-carrapato. A possibilidade dessas modifica¢des influenciarem a
difusdo de patdogenos (Rickettsia) foi também estudada.

A obtencdo e quantificagdo das amostras de carrapatos foi restrita pela inviabilidade de acesso e de
contengdo frequentes de um animal selvagem de grande porte. A coleta, da forma realizada, foi parcial e restrita
a carrapatos maiores. Porém, apesar dos vieses, esta situacdo criou um padrdo definido pela regido cervical
como ponto anatdmico e, majoritariamente de carrapatos adultos como alvos da coleta. Interessante mencionar

a este respeito que o padrao adotado mundialmente para avaliacdo dos niveis de infestagdo de bovinos pelo
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carrapato R. microplus segue padroes grosseiramente semelhantes; contagem de teledginas entre 4,5 a 8 mm de
tamanho em apenas um dos lados do animal (Campos Pereira et al., 2008). Com essa metodologia foi possivel
avaliar a infestag¢do dos cervos- do- pantanal com frequéncia e periodo prolongados e, mesmo que as infestagdes
determinadas tenham sido subdimensionadas, refletiram as variagdes nos niveis de infestacdo ao longo do
tempo. As comparacdes das infestagdes foram feitas apenas por espécie e ndo entre espécies. A base desta
atitude € o saber que as duas espécies prevalentes em cervos- do- pantanal possuem biologia distinta, sendo uma
monoéxena (R. microplus) e a outra trioxena (4. triste). Além disso, enquanto esta tltima realiza um ciclo de
vida por ano (Nava et al., 2011), a primeira pode realizar varios anualmente (Campos Pereira et al., 2008).
Nestas condi¢des o carrapato R. microplus pode atingir infestagdes muito mais intensas e que impedem uma
comparacdo numérica direta das infestagGes entre as duas espécies.

Observou-se no trabalho a prevaléncia de infestacdo dos cervos- do- pantanal por R. microplus crescente
do primeiro para o terceiro triénio e de forma oposta decrescente tanto por A. triste como por A. sculptum. A
intensidade média de infestagdo foi elevada nas trés espécies de carrapatos no primeiro tri€nio, ¢ depois
decresceram, com excecdo do R. microplus. A intensidade de infestagdo média de cervos- do- pantanal por R.
microplus no terceiro tri€nio foi a maior observada entre todas as infestagdes dos nove anos de observacgao.

Labruna et al. (2003) e Szab¢ et al., (2003) observaram que em seu ambiente natural, a varzea, o cervo-
do-pantanal ¢ o hospedeiro primario do adulto de A4. triste. Posteriormente Szabo et al. (2007) descreveram a
associa¢do da varzea com a infestacdo ambiental de A. triste. Observacdes estas reforcadas por Nava et al.
(2011), que também associou essa espécie de carrapatos com areas alagadigas no delta do rio Parana, na
provincia de Buenos Aires, Argentina.

Dessa forma a diminui¢do da populacdo dessa espécie de carrapato pode ser atribuida as areas de
ambiente mais seco dos recintos dos cervos- do- pantanal em cativeiro, inadequados para a fase ndo parasitaria
do A. triste. Outra possibilidade ¢ a diminui¢do nos recintos e no entorno, de hospedeiros para as fases imaturas
do carrapato A. triste. Ao contrario do carrapato R. microplus, a espécie A. triste € trioxena e as larvas e ninfas
se alimentam em roedores da subfamilia Sigmodontinae e de cavideos e os adultos nos cervos- do- pantanal
(Nava et al., 2011). Observagdes anedoticas no local indicaram a diminuic@o da populacao de preas (C. aperea)
no CCCP (L. Tonelotto, observacao pessoal) considerado um importante hospedeiro para larvas e ninfas de 4.
triste (Nava et al., 2011). No entanto ¢ importante ressaltar que, a diminuicdo da populagdo de A. triste ndo foi
absoluta até o final das coletas. Essa situagdo deve ter ocorrido pela manutengédo do ciclo de vida deste carrapato
nas areas com ambiente de varzea existentes nos recintos.

Por outro lado, o incremento na prevaléncia e intensidade média de infestacdo dos animais pelo R.
microplus ocorreu pelo ambiente mais seco ¢ permissivo ao desenvolvimento da fase ndo parasitaria nos
piquetes. Apesar do CCCP localizar-se em uma area de preservagdo com areas alagaveis, varzea, nas partes
mais baixas, no intuito de facilitar o0 manejo dos animais, houve uma modificagdo importante no ambiente. A
constru¢do de um pequeno aterro com pastagem criou um microambiente seco ao longo de todo o ano para o

desenvolvimento da fase ndo parasitaria do R. microplus.
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Além disso, ha de se considerar o acesso diario dos cervos- do- pantanal ao aterro fornecendo aos
carrapatos hospedeiro frequentemente. Esta condi¢do equivale a uma elevada densidade de hospedeiro para o
parasita e favorece seu ciclo de desenvolvimento (Goater et al., 2014; Estrada-Pefia et al., 2006). No conjunto
estas alteragdes favoreceram o carrapato bovino e sdo considerados os principais fatores para a infestagdo mais
intensa e prevalente dos cervos- do- pantanal com R. microplus no terceiro triénio.

Situagdo similar ao do CCCP foi registrada em condig¢des mais naturais por Szab¢ et al (2003) ao longo
das margens do rio Parana. Esses autores observaram que as populagdes de cervos- do- pantanal mais infestados
por R. microplus provinham de areas com varzea mais estreita € com inclusio de pastos de bovinos em sua area
de vida.

Rhipicephalus microplus é um carrapato exotico originario da Asia tropical e subtropical introduzido
no Brasil com bovinos (Barré e Uilenberg, 2010). O ciclo de vida deste carrapato ¢ monoxeno ¢ esta associado
em toda sua abrangéncia geografica a bovinos (Guglielmone et al., 2003). Esta espécie ¢ frequentemente
coletada de uma ampla diversidade de hospedeiros como onga pintada (Panthera onca), raposinha
(Lycalopex vetulus); Tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla); cdo doméstico (Canis familiaris) mas
sempre em areas partilhadas com bovinos (Cangado et al., 2009; Campos Pereira et al.,2008; Guglielmone et
al., 2003; Labruna et al.,2001; Szabo et al., 2001; 2019b). Considerando a auséncia de bovinos nos piquetes e a
frequéncia elevada de teledginas nos cervos- do- pantanal, este trabalho demonstra de forma inequivoca que o
cervo-do-pantanal, nas condigdes do Centro de Conservacao, ¢ capaz de manter populagdes do carrapato R.
microplus mesmo na auséncia do hospedeiro principal.

O carrapato A. sculptum foi aquele com a menor intensidade de infestacdo em todo o trabalho e cuja
prevaléncia decresceu do primeiro periodo do estudo até o terceiro. Esta espécie ¢ tipica do Cerrado (Martins
et al., 2016) e tem como um dos seus principais hospedeiros os equinos, utilizados no CCCP para a ronda de
seguranga no entorno dos recintos. Apesar de ndo terem acesso ao interior dos recintos dos cervos- do- pantanal,
os cavalos foram as mais provaveis fontes de infestagdo dos cervos- do- pantanal por A. sculptum. Apesar de
serem capazes de sobreviver em pastos, necessitam de um certo grau de sombreamento por plantas invasoras
(Labruna et al., 2001). Podemos supor neste caso que os piquetes ndo forneceram ambiente propicio e o/ou os
cervos- do- pantanal ndo sdo hospedeiros adequados para um ou todos os estagios parasitarios do 4. sculptum.

Alguns fatores que ndo foram abordados neste trabalho podem ter influenciado as infestagdes. As
alteragdes sazonais e variagOes interanuais do clima da regido podem ter contribuido com alteragdes ambientais
de relevancia na biologia dos carrapatos. A exemplo, reducdo de chuvas (volume e frequéncia) e periodos mais
prolongados de seca e temperatura elevadas, podem ter contribuido para a reducdo da umidade do solo e
diminuicdo da ldmina de agua nos recintos dos animais.

Mesmo considerando a degradagdo do DNA em carrapatos estocados em alcool por muitos anos a
prevaléncia de carrapatos A. triste com DNA da bactéria R. parkeri s.s. neste estudo (9,9%), foi semelhante a
registrada em estudos anteriores realizados na Argentina (Nava et al., 2008), Brasil (Silveira et al., 2007), (
Melo et al., 2015) e Uruguai (Pacheco et al. 2006 ). Nestes a taxa de infeccdo variou de 2,6 a +10 %. Esta taxa

parece ser relativamente constante e um dado relevante por se tratar de um microrganismo patogénico para seres
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humanos. Neste sentido sabe-se que na Argentina e Uruguai carrapatos A. friste sdo responsabilizados como
vetores da riquétsia e doenca humana (Monje et al., 2016; Venzal et al., 2012). Situacdo similar € observada
nos Estados Unidos com uma espécie de carrapato morfologica e geneticamente muito proxima do 4. triste, o
Amblyomma maculatum (Lado et al., 2018). Existem registros de R. parkeri em A. maculatum nos Estados
Unidos, associados a casos humanos de riquetsiose com presenca de escara de inoculacdo (Paddock e
Goddard,2015; Biggs et al., 2016).

Outro carrapato morfoldgico e geneticamente muito proxima do A. triste, Amblyomma tigrinum (Lado
et al., 2018) parece ter a mesma relagcdo com R. parkeri e doenga humana no sul do Brasil. Em um estudo
conduzido por Weck et al. (2016) foi proposto pela primeira vez, que a R. parkeri s.s. poderia estar associada a
febre maculosa no pampa brasileiro, devido a detecgdo de carrapatos A. tigrinum, coletados no domicilio de um
paciente com febre maculosa.

Contudo até o momento, ndo existem relatos fidedignos de picadas humanas por 4. triste no Brasil um
fato curioso, uma vez que seres humanos sdo sabidamente expostos a este vetor (Szabo et al., 2019b). Ha de se
considerar, porém, que condi¢gdes ndo antevistas poderdo alterar o comportamento deste carrapato e assim
causarem infec¢ao humana por R. parkeri a semelhanca do Uruguai e Argentina.

Um dado interessante € o fato que mesmo isolados em piquetes e fora de seu habitat natural, cervos-
do- pantanal e A4. triste foram capazes de manter a infecg¢do dos carrapatos por R. parkeri até o final do periodo
de estudo. Neste sentido algumas hipoteses sdo possiveis. Por exemplo, € possivel que o 4. triste mantenha R.
parkeri por infecgdo transovariana e transestadial perpetuando-se na populagdo de carrapatos. Esta situacdo foi
comprovada em condig¢des laboratoriais por Nieri - Bastos et al. (2013). Estes autores observaram a manutengao
da infeccao por cinco geracdes consecutivas a partir de carrapatos obtidos naturalmente infectados por R.
parkeri. Outra possibilidade a ser considerar nesta situacdo ¢ a infeccdo de carrapatos pelo processo da co-
alimentacdo (Labuda et al., 1993) sobre cervos- do- pantanal com outros carrapatos infectados.

Neste estudo encontramos parasitismo simultaneo de A. triste € R. microplus nos cervideos, e de dois
carrapatos desta ultima espécie, foi possivel amplificar o gene gl/t4, com identidade de 100% com R.parkeri
s.s., mas sem amplificagdo do gene ompA caracteristico do grupo da febre maculosa. Por se tratar de amostras
estocadas no alcool 70% por até 18 anos, o DNA pode ter se degradado, ndo amplificando fragmentos
especificamente do para o gene ompA. Porém € mais provavel que a degradagdo tenha ocorrido no carrapato R.
microplus por ndo ser hospedeiro e vetor da bactéria. Neste contexto, Cordeiro et al. (2018) observaram
experimentalmente que o carrapato R. microplus ndo era capaz de transmitir a R. parkeri s.s. para cobaias. Em
nosso caso a hipotese de aquisicdo por co-alimentagdo e posterior degradacdo do DNA de R. parkeri pelo
carrapato R. microplus, pode ser aventada pela observacdo de uma das amostras positivas de R. microplus ser
oriunda de um cervo que partilhava o mesmo recinto na mesma data de coleta com outro animal que forneceu
um carrapato A. triste positivo para o gene ompA.

DNA bacteriano ndo foi amplificado em nenhuma das amostras do carrapato 4. sculptum apesar da
observagdo das infestagdes mistas com o carrapato A. triste. Isso podera ter ocorrido pelo numero menor de

amostras testadas e pela inadequagéo desta espécie de artropode como hospedeiro para a R. parkeri s.s. como
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observado para o carrapato do boi. A relagdo entre A. sculptum e R. parkeri ¢ desconhecida. Recentemente
Szabo et al. (2019a) relatou A. sculptum infectado com R. parkeri cepa NOD, porém o mesmo a atribui como
uma infeccdo acidental, resultante de uma co-alimentagdo simultanea com 4. nodosum em um mesmo
hospedeiro. Em verdade o carrapato 4. sculptum esta mais associado a transmissao de outra espécie de bactéria,
R. rickettsii em areas com presenca de capivaras (Labruna, 2009).

Em conclusdo podemos observar que mudancas no ambiente para cervo-do-pantanal podem alterar de
forma significativa as infestagdes por carrapatos e que este hospedeiro se torna susceptivel ao carrapato do boi,
R. microplus. A infestagdo simultinea de cervos- do- pantanal com R. microplus e A. triste infectado por R.
parkeri s.s parece ser capaz de transmitir o patdgeno através da co-alimentagdo. Contudo o papel do R.
microplus como vetor dessa bactéria, precisa ser melhor investigado, assim como o intercdmbio entre estas
espécies de carrapatos e outros microrganismos patogénicos como Babesia, Anaplasma ou ainda outras espécies

de riquétsias.
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Capitulo II1

Pesquisa de Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica no Parque Nacional do Iguacu
e em areas adjacentes em Foz de Iguacu-Parana.
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Resumo: A Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (RPMA) € uma bactéria associada a fragmentos do bioma
Mata Atlantica, responsavel por uma doenga febril ndo letal, caracterizada por uma escara de inoculagdo no
local da picada, e linfadenopatia. A epidemiologia desta riquétsia esta intimamente conectada ao Amblyomma
ovale e caes. O Parque Nacional do Iguacu (PNI) é o maior remanescente florestal de Mata Atlantica de interior
do Brasil, mantendo seu status de conservac¢ao, com pouca interferéncia humana. A saber, nenhuma pesquisa
por riquétsias em carrapatos foi conduzido neste local. Portanto o objetivo deste trabalho foi pesquisar e
determinar taxas de infec¢do de riquétsias em especial a RPMA, em carrapatos A. ovale do PNI, fragmentos
florestais urbanos proximos e de caes com acesso aos mesmos. Além disso, bem como comparar os resultados
com aqueles obtidos em trabalhos realizados em areas de Mata Atlantica costeira. Amostras de DNA dos
carrapatos coletados foram testadas para presenca de material genético de Rickettsia por uma sequéncia de
reagdes em cadeia pela polimerase (PCR). Foram processados 180 pools de carrapatos destes, 62 (34,4%) foram
positivos para Rickettsia bellii ¢ ndo houve amplificagdo para o gene ompA de Rickettsia do grupo da febre
maculosa. Em cinco anos de coleta e pesquisa ndo se detectou nenhuma amostra de RPMA, o que difere das
taxas de infecgdo encontradas em 4. ovale coletados em Mata Atlantica costeira no Brasil. Uma explicagao para
esse resultado, seria a ocorréncia de uma interferéncia riquetsial em que as elevadas taxas de infecgdo por R.
bellii na populacdo de A. ovale estariam impedindo a transmissdo transovariana de RPMA o que explicaria a
relacdo inversa observada no PNI e fragmentos. Em conclusdo, presumimos que a exposi¢do de seres humanos
a RPMA transmitida pelo carrapato A.ovale nas area de Mata Atlantica dentro do PNI e em fragmentos urbanos
adjacentes pode ser minimizada pela alta taxa de infec¢ao encontrada por R. bellii.

Palavras chaves: Amblyomma ovale; Caes; Rickettsia bellii; Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica.

Abstract: Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest (RPMA) is a bacterium associated with fragments of the
Atlantic forest biome, responsible for a non-lethal febrile disease, characterized by an inoculation eschar at the
site of the bite, and lymphadenopathy. The epidemiology of this rickettsia is closely linked to Amblyomma ovale
and dogs. The Iguacu National Park (PNI) is the largest forest remnant of the Atlantic Forest in the interior of
Brazil, maintaining its conservation status, with little human interference. Namely, no research for tick
rickettsiae has been conducted at this location. Therefore, the aim of this work was to research and determine
infection rates of rickettsiae, especially RPMA, in 4. ovale ticks from the PNI, nearby urban forest fragments
and from dogs with access to them. In addition, as well as compAring the results with those obtained in works
carried out in coastal Atlantic Forest areas. DNA samples from the collected ticks were tested for the presence
of Rickettsia genetic material by a sequence of polymerase chain reactions (PCR). 180 tick pools of these were
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processed, 62 (34.4%) were positive for Rickettsia bellii and there was no amplification for the Rickettsia ompA
gene of the spotted fever group. In five years of collection and research, no RPMA sample was detected, which
differs from the infection rates found in 4. ovale collected in coastal Atlantic Forest in Brazil. One explanation
for this result would be the occurrence of rickettsial interference in which the high rates of infection by R. bellii
in the population of A. ovale would be preventing the transovarian transmission of RPMA, which would explain
the inverse relationship observed in the PNI and fragments. In conclusion, we assume that the exposure of
humans to RPMA transmitted by the A.ovale tick in the Atlantic Forest areas within the PNI and in adjacent
urban fragments can be minimized by the high infection rate found by R. bellii.

Key words: Amblyomma ovale; Dogs; Rickettsia bellii; Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica

1. Introducio

As riquetsioses sdo doengas infecciosas causadas por bactérias intracelulares do género Rickettsia.
Muitas s@o zoonoses transmitidas por carrapatos, possuem ampla distribuicdo geografica e representam um
potencial risco a saide humana (Parola et al., 2013) .

Tradicionalmente, as espécies de Rickettsia sao classificadas em dois grupos principais: o grupo tifo
(GT) e o grupo da febre maculosa (GFM), além de duas espécies genética e antigeneticamente distintas desses
grupos a Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis (Fournier and Raoult, 2009; Parola et al., 2013).

O GFM ¢ o de maior relevancia para satide publica no Brasil, com duas espécies desse grupo, Rickettsia
rickettsii € a Rickettsia parkeri, consideradas agentes de doenga infecciosa para os seres humanos (Oliveira et
al., 2016).

Segundo Nieri-Bastos e colaboradores (2018) no Brasil a R. parkeri é representada por trés clados,
sendo a Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (RPMA) um destes. Esta riquétsia foi descoberta no pais em
2009, e esta associada a fragmentos do bioma Mata Atlantica, com quatro casos confirmados em laboratorio
através de técnicas moleculares, um no estado de Sao Paulo (Spolidorio et al., 2010), dois na Bahia (Silva et al.,
2011; Seva et al., 2019) e outro em Santa Catarina (Krawczak, 2016).

A infec¢ao por RPMA causa uma doenga febril ndo letal, com sintomas clinicos mais brandos quando
comparados com aqueles causados pela R. rickettsii, incluindo uma escara de inoculagdo no local da picada e
linfadenopatia (Angerami et al., 2009; Faccini-Martinez et al., 2020).

O diagndstico sorologico padrao do Ministério da Saude, ndo distingue riquetsioses por espécie de
agente infectante e sintomatologia. Contudo, doenca com epidemiologia e caracteristicas clinicas da RPMA foi
observada em dezenas de casos em Santa Catarina (Angerami et al., 2009). Portanto, considerando essa
sintomatologia, mais branda, é possivel supor um nimero muito maior de infecgdes por RPMA entre as doengas
febris em areas de Mata Atlantica no Brasil.

Outra caracteristica importante da RPMA ¢ a sua associa¢do com o carrapato Amblyomma ovale € caes
(Szab¢ et al., 2013a). O DNA da RPMA através de pesquisas moleculares ¢é recorrentemente encontrado nesta

espécie de carrapato, mas, ndo em outras, sendo isolada unicamente em carrapatos deste espécime.
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Caes com acesso & Mata Atlantica ao longo das costa brasileira sdo frequentemente infestados com
carrapatos A. ovale infectados com RPMA e desenvolvem elevados titulos de anticorpos contra a riquétsia,
finalmente os quatro casos confirmados da doenga no Brasil estdo associados a este contexto epidemiologico
descrito (Spolidorio et al., 2010; Silva et al., 2011; Szabo et al., 2013b; Barbieri et al., 2014; Krawczak et al.,
2016; Luz et al., 2016; Moerbeck et al., 2016; Oliveira et al., 2019; Sabatini et al., 2019; Seva et al., 2019;
Faccini-Martinez et al., 2020).

O A. ovale é um carrapato de trés hospedeiros; os estdgios imaturos parasitam pequenos roedores e aves
e os adultos se alimentam em carnivoros (Guglielmone et al., 2014). Caes com acesso a Mata Atlantica sdo
hospedeiros alternativos aos carnivoros selvagens e carreiam carrapatos aos domicilios elevando a probabilidade
de contato entre humanos, carrapatos ¢ RPMA (Szabo et al., 2013a; 2013b). A situagdo assim descrita é
considerada a retaguarda epidemiologica da RPMA (Szabé et al., 2013a; 2013b).

Embora pesquisa por RPMA em carrapatos da espécie 4. ovale tenha sido conduzida na Mata Atlantica
ao longo de toda a costa brasileira, 0 mesmo nao ocorreu em Mata Atlantica do interior. O Parque Nacional do
Iguacu (PNI) possui o maior remanescente florestal de Mata Atlantica da regido Sul e do interior do Brasil.
Com um perimetro de 420 km, cercado em sua maioria por fazendas e areas de monoculturas, o PNI se
estendendo por 14 municipios, abriga uma elevada diversidade de carrapatos incluindo os da espécie 4. ovale
(Suzin et al., 2020).

Entretanto, apesar da grande biodiversidade de animais vertebrados e de ixodideos, nenhuma pesquisa
sistematica por riquétsias em carrapatos foi conduzida nesta regido. Em funcao dos expostos, este trabalho teve
por objetivo coletar carrapatos da espécie A. ovale do PNI e fragmentos florestais urbanos em Foz do Iguacu,
tanto do ambiente como de caes com acesso aos mesmos e pesquisar nestes riquétsias em especial a RPMA. Foi
ainda objetivo determinar as taxas de infecg¢@o por riquétsias em carrapatos e comparar estas taxas entre os locais

de coleta e entre carrapatos do ambiente e com aqueles coletados em caes.

2. Material e Métodos
2.1 Local da coleta

Este estudo foi realizado no Parque Nacional do Iguagu - PNI (25° 05 'a 25°41'S; 53°40'a 54° 38'W) e
em fragmentos florestais espalhados na cidade de Foz do Iguagu de maio de 2015 a janeiro de 2020. O parque
fica no sudeste do Estado do Paran4, no sul do Brasil, e faz uma triplice fronteira Argentina-Brasil-Paraguai.
Possui o maior remanescente da floresta atlantica do sul do Brasil (Ribeiro et al., 2009), com uma area de
185.262,5 ha e um perimetro de 420 km em 14 municipios.

O parque € coberto por Mata Atlantica semi-decidua e Floresta de Araucaria. O clima é temperado
umido, com precipitacdo anual de 1.800 mm (Di Bitteti et al., 2003; Alvares et al., 2013). A umidade relativa
do ar esta acima de 60% e a temperatura média anual da regido ¢ de 20,7 © C (Maack, 2012).

O PNI possui uma fauna muito diversificada, incluindo mamiferos de médio a grande porte, como onga-

pintada, anta, quati, veado, cutia e queixada, entre outras espécies (Suzin et al. 2020).
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2.2 Amostragem de carrapatos Amblyomma ovale

As coletas foram realizadas visando carrapatos Amblyomma ovale, vetor da Rickettsia parkeri cepa
Mata Atlantica e parasitas comuns de cdes que tém acesso as florestas tropicais do Atlantico (Szabo et al.,
2013a).

Ambiente: Os carrapatos de vida livre foram coletados no Parque Nacional do Iguagu através de duas
técnicas em sete trilhas utilizadas por animais silvestres dentro da floresta as quais compreendiam 3.375 m.
Cinco destas trilhas ficavam no municipio de Foz do Iguagu (total de 1.575 m) e duas no municipio de Céu Azul
(total de 1.800 m) os quais ficavam aproximadamente 90 km um do outro.

Os dois lados de cada trilha eram amostrados através de busca visual e do arraste de flanela. Espécimes
adicionais de carrapatos foram obtidos no PNI casualmente durante os trabalhos de campo, os quais foram
analisados em outras pesquisas. A busca visual consistiu em inspecionar visualmente a vegetacao, sobretudo as
folhas voltadas paras as trilhas (Silva et al., 2008; Szabo et al., 2009; Ramos et al., 2014).

Imediatamente ap6s a busca visual empregou-se o arraste de flanela, que consiste em arrastar uma
flanela clara (2 m de comprimento x 1 m de largura) ao longo das trilhas. Para evitar a perda de espécimes, a
flanela foi vistoriada a cada quinze metros.

Além disso, amostras foram coletadas fora dos limites do PNI em cinco fragmentos florestais urbanos
do municipio de Foz do Iguagu com metodologia similar. O arraste era realizado em um km de extensdo, da
borda de cada fragmento em diregdo ao o interior da mata.

Os fragmentos possuem area média de 31,3 hectares (min. 3,3 ha — max. 99 ha) e distam em média 9.2
km do PNI (min. 8 km - max. 10 km).

Caes domésticos: Carrapatos de cdes em propriedades vizinhas e com acesso tanto aos fragmentos
florestais urbanos como ao PNI foram coletados. No caso do PNI as coletas se estenderam ao longo de dois tergos
do contorno da reserva abrangendo diversos municipios até a cidade de Lindoeste, em uma extensio aproximada

de 150 km de coleta (Figura 1).
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Figura 1. Imagem aérea do Parque Nacional do Iguagu, Parana (area verde escura), a extensdo de amostragem
de cdes nas propriedades do entorno (linha vermelha) e fronteira com Argentina ¢ Paraguai (linha amarela).
Imagem Google Earth.

Animais selvagens: os carrapatos de animais selvagens foram coletados fortuitamente de animais
mortos na estrada ou capturados para outros estudos sobre ecologia de carrapatos que serdo detalhados em outras
pesquisas.

Um carrapato também foi coletado fortuitamente, em um humano.

Apo0s a coleta, os carrapatos foram acondicionados em frascos e conservados em alcool 70°. Todos os
recipientes foram identificados com o local, data e origem (hospedeiro) e levados ao laboratorio para

identificagdo e pesquisa de infeccdo por Rickettsia.

2.3 Identificacdo dos carrapatos
Os carrapatos 4. ovale foram identificados com o auxilio de lupa e esteromicroscopio, usando chaves

taxondmicas (Martins et al., 2016; Onofrio et al., 2006) no Laboratério de Ixodologia da UFU.

2.4 Extracio de DNA e detec¢cdo de Riquétsia

Para a deteccdo de Rickettsia, o DNA foi extraido de amostras de carrapatos usando a técnica de
guanidina isotiocianato fenol de acordo com (Sangioni et al., 2005).

Os carrapatos adultos e ninfas foram processadas individualmente ou em pools de 02 a 04 carrapatos.
Cada pool foi constituido por carrapatos do mesmo local, da mesma data de coleta ou de um tinico hospedeiro.

Apos essa etapa, cada amostra de DNA foi testada para presenca de material genético de Rickettsia por uma
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sequéncia de reagdes em cadeia pela polimerase (PCR). Inicialmente o sucesso da extracao de DNA foi avaliada
por uma PCR para gene mitocondrial 16S rDNA de carrapatos (Mangold et al., 1998).

Posteriormente todas as amostras positivas para o gene 16S rDNA , foram testadas usando os primers
CS-78 e CS-323, que amplificam um fragmento do gene citrato sintase (g/t4), comum ao género Rickettsia
(Labruna et al., 2004).

Amostras positivas para esse gene, eram entdo testadas usando os iniciadores Rr190.70p e Rr190.701n
que amplificam um fragmento do gene ompA, que codifica uma proteina de membrana externa de 190-kDa,
presente apenas em riquétsias do GFM (Regnery et al., 1991). Amostras que amplificaram o gene g/t4 e néo
amplificaram fragmentos presentes no GFM, foram testadas, usando primers especifico para um fragmento de
338 pb do gene gitA da R. bellii (Szabd et al., 2013a).

Cada reagdo de PCR incluiu controles negativos (agua ultrapura) e positivos (R. vini para gene glt4 e
ompA e R.bellii para gene especifico da R. bellii).

Amostras positivas foram purificadas com o kit PureLink® (Invitrogen Life Technologies) ¢ enviadas
para sequenciamento em laboratorio credenciado para posterior comparagao das sequéncias através do programa

BLAST para inferir as semelhancas mais proximas disponiveis no GenBank (Altschul et al., 1990).

2.5 Aspectos éticos

A coleta de carrapatos de caes e animais silvestres foi aprovada pelo Comité Institucional de Cuidado
¢ Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (protocolo 033/14 e 158/16). A autorizagdo para
amostragem de carrapatos dentro do parque foi concedida pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil (licenga

SISBIO n° 48141-5).

3. Resultados

Somando todas as coletas de ambiente, cdes, animais selvagens e de um humano (coleta fortuita) foram
obtidos 195 carrapatos da espécie A. ovale. Essas amostras foram processadas em 180 pools (Tabela 01).
Destes, em 62 pools (34,4%) foram identificados o DNA da bactéria Rickettsia bellii por PCR ou
sequenciamento do gene citrato sintase (g/¢t4) especifico.

Neste ultimo caso observou-se em trés amostras (trés fémeas do carrapato 4. ovale) uma homologia de
100% com sequencias do DNA de R. bellii de amostras do Brasil (strain Peruibe e Pontal, acessos GenBank
JQ906786 e EU567181, respectivamente). As reacdes para o gene ompA de Rickettsia do grupo da febre
maculosa ndo resultaram em produto, assim como nao houve amplificagdo de DNA de carrapatos originarios

de animais selvagens ou humano (Tabela 1).
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Tabela 01. Total de carrapatos coletados, de amostras (pools) processadas e de amostras com DNA de Rickettsia
bellii em carrapatos Amblyomma ovale do ambiente, cdes, animais selvagens ou humano no Parque Nacional
do Iguagu e entorno, Parana 2015-2020.

Origem da amostra  Total de carrapatos Total de pools para Pools com DNA
coletados pesquisa de riquétsia de R. bellii (%)

Ambiente 129 114 45 (39,5)

Caes domésticos 57 57 17 (29,8)

Animais selvagens 8 8 0

Humanos 1 1 0

Total 195 180 62 (34,4)

Carrapatos do ambiente
Dos 129 carrapatos coletados no ambiente 116 eram adultos e apenas 13 eram ninfas. Oito destas ninfas,
e nenhum adulto, foram coletados de fragmentos florestais urbanos (Tabela 2). A taxa de infec¢do por R. bellii
no interior do PNI foi semelhante nos dois municipios, Foz do Iguagu e Céu Azul. Metade das ninfas dos

fragmentos florestais também continha DNA desta riquétsia (Tabela 02).

Tabela 02. Total de amostras (pools) do carrapato Amblyomma ovale coletadas do ambiente e testados para
pesquisa de Rickettsia e de amostras com DNA de Rickettsia bellii, de acordo com a origem no Parque Nacional
do Iguagu e entorno - Parana, 2015-2020.

Numero de amostras Parque Nacional do Iguacu Fragmentos
(pools) Foz do Iguacu Céu Azul Avulsos
adultos ninfas adultos ninfas adultos ninfas
Testados 38 4 56 2 8 6
Infectados 18 0 24 0 0 3
Total infectados 42,9% 41,4% 0 50 %

Carrapatos de animais

Amostras de caes totalizaram 57 carrapatos 4. ovale (56 adultos e uma ninfa) coletados de 24 animais.
Foram ainda avaliados sete adultos e uma ninfa de carrapatos provenientes de cinco animais selvagens de quatro
espécies, um quati (Nasua nasua), dois cachorros-do-mato (Cerdocyon thous), um mao-pelada (Procyon
cancrivorus) € um pequeno roedor (4kodon sp.) (Tabela 3). Os carrapatos dos animais foram todos processados
individualmente ¢ DNA de R. bellii foi detectado em 17 carrapatos adultos (taxa de infec¢do de 29,8%)
provenientes seis caes (25% dos caes). Merece mencao a coleta de 14 carrapatos de um tnico animal em Céu
Azul dos quais 11 (78,6%) apresentaram DNA de R. bellii. Nao houve amplificacdo de produto nos carrapatos

de animais selvagens (Tabela 3).
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Tabela 03. Total de carrapatos coletados de cdes, animais selvagens ¢ humano no Parque Nacional do Iguagu ¢
entorno, Parand, 2015-2020.

Hospedeiros Adultos Ninfas N° Total de Taxa de infecciio por
(n° animais analisados) carrapatos R. bellii (%)
coletados

Canis lupus familiaris (24) 56 01 57 17 (29,8%)
Cerdocyon thous (2) 05 - 05 0
Animais selvagens Nasua nasua (1) 01 - 01 0
Procyon cancrivorus (1) 01 - 01 0
Akodon sp (1) : 01 01 0

Na comparagdo das taxas minimas de infecgdo dos carrapatos A. ovale com a bactéria R bellii
(quantidade de pools de carrapato com amplificagdo do DNA da bactéria em relagdo ao niimero total de pools
avaliados) observou-se uma faixa de valores entre 20 ¢ 50% se considerados os locais de origem das amostras

ambientais, carrapatos de cdes, género ¢ estagio dos carrapatos adultos (Figura 2). Se constituiram em excegido

a regra os carrapatos de animais selvagens ¢ humanos, néo infectados.
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Figura 02. Taxa minima de infec¢do por R bellii em amostras (pools): A - do ambiente ¢ de cdes ¢ B — de

acordo com género dos adultos ¢ estagios dos carrapatos no Parque Nacional do Iguagu ¢ entorno, Parana 2015-
2020.
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Considerando a elevada taxa de infecgdo pela bactéria R. bellii em carrapatos A. ovale em nosso estudo

acoplado a auséncia do DNA da RPMA assim como a frequente relacdo inversa entre as taxas de infecgdo de

carrapatos 4. ovale por estas riquétsias na literatura, investigou-se uma possivel relagdo entre estas infecgdes

em estudos realizados em populacdes do carrapato nas Américas. Para esse fim buscou-se na literatura dados

sobre taxas de infec¢@o que tenham utilizado no minimo 10 carrapatos e pesquisado as duas espécies de riquétsia

(Tabela 4). As respectivas taxas de infec¢do foram extraidas ou ainda calculadas a partir dos dados disponiveis

nos artigos. Aplicou-se o teste de correlacdo de Spearman (P < 0.05) e observou-se uma correlagdo negativa

moderada entre as duas taxas de infec¢do (rs=-0.5195; n=20; P=0.0188)

Tabela 04. Origem geografica e taxas minimas de infeccdo por Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (RPMA) ou

Rickettsia bellii de carrapatos Amblyomma ovale coletados do ambiente e animais.

Fonte

Barbieri et al., 2014

Bitencourth et al., 2019

Bitencourth et al., 2019

Costa et al., 2017

Faccini-Martinez et al.,
2020

Krawczak et al., 2016

Labruna et al., 2004

Labruna et al., 2004

Lamattina et al., 2018

Londono et al., 2014

Luzetal., 2016

Medeiros et al., 2011

Melo et al., 2016

Moerbeck et al., 2016

Oliveira et al., 2019

Abrangéncia geografica
das amostras

Blumenau

Macico de Baturité

Sul e Sudeste

Maranhdo

Espirito Santo

Cerro Largo

Monte Negro

Governador Jorge Teixeira

Missiones

Antioquia e Cordoba

Ubatuba

Santa Catarina

Poconé

Macigo Baturité

I1héus

Estado
ou Pais

SC

CE

RJ, PR, RS, SC

MA

ES

RS

RO

RO

Argentina

Colombia

SP

SC

MT

CE

BA

Carrapatos
Testados

71

58

88

44

144

38

78

43

100

115

79

82

13

114

27

Infectados
com R. bellii

(%)
0

8 (13,8)

3(6,8)

20 (25,6)

14 (32,6)

24 (24)

1(0,9)

1(0,9)

Infectados

com RPMA (%)

6 (7.8)

10 (17,2)

9(9,1)

1(0,7)

4 (10,5)

1(1,0)

8(6,1)

8 (10,1)

3(3,7)

2 (15,4)

54,4

4 (14,8)
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Sabatini et al., 2010 Parque Estadual da Serra SP 93 1(1,1) 11(11,8)
do Mar

Sanchez-Montes et al., 2019 Vera Cruz México 22 0 6 (27,3)

Szabo et al., 2013 Peruibe SP 250 4 (1,6) 31(12,4)

Vogel et al., 2018 Reserva Bosawas Nicaragua 127 0 18 (14,2)

Este trabalho Parque Nacional do PR 180 62 (34,4) 0

Iguagu

4. Discussao

O objetivo maior deste trabalho foi pesquisar e determinar as taxas de infecgdo por RPMA em carrapatos
da espécie A. ovale do PNI, fragmentos florestais urbanos em Foz do Iguagu, e de cdes com acesso a estes locais.
Entretanto, em cinco anos de coleta e pesquisa em 180 pools constituidos a partir de 195 carrapatos ndo se
detectou nenhuma amostra de RPMA. Esse nimero indica que, se ocorrer a RPMA na regido abrangida, a taxa
de infeccdo na populacdo de carrapatos 4. ovale € inferior a 0,5% e, portanto, um niimero maior de carrapatos
teria que ser examinado para se obter uma amostra infectada. Consoante com essa observagdo, Lamattina et al.
(2018) observaram na Mata Atlantica da provincia de Misiones, Argentina e contigua ao PNI uma tinica amostra
coletada em um Nasua nasua (um pool com dois adultos de 4. ovale) com RPMA em 177 carrapatos examinados
(taxa de infec¢do minima e maxima de 0,6% e 1,1%, respectivamente).

Em contrapartida, taxas de infeccdo por RPMA no 4. ovale em outras areas, predominantemente da
Mata Atlantica costeira do Brasil, sdo em geral mais elevadas, variando entre 0,7% a 15,4% (média e mediana
de 8,6 e 8,9%, respectivamente), levando em considera¢do pesquisas em que mais de 10 carrapatos foram
testados (Barbieri et. al., 2014; Faccini-Martinez et al., 2020; Fournier et al., 2020; Krawczak et al., 2016; Luz
et al., 2016; Medeiros et al., 2011; Melo et al., 2016; Moerbeck et al., 2016; Nieri-Bastos et al., 2016; Oliveira
et al., 2019; Sabatini et al., 2019; Szab¢ et al., 2013).

Em outros paises americanos, mais especificamente Colombia, Belize, Nicaragua e México também
foram detectados taxas de infeccdo por RPMA em A. ovale de, respectivamente, 6,1, 3,0, 14,3 ¢ 27,3% (
Londono et al., 2014; Lopes et al., 2016; Vogel et al., 2018 correcdo da espécie de riquétsia por Krawczak et
al., 2018% Sanchez-Montes et al., 2019).

Por outro lado, em nosso trabalho foi detectada elevada taxa de infec¢ao dos carrapatos 4. ovale com a
bactéria Rickettsia bellii. Esta espécie de riquetsia ocupa uma posic¢ao basal em todos os estudos filogenéticos
indicando uma divergéncia precoce no género Rickettsia durante a evolucdo (Krawczak et al., 2018b).
Rickettsia bellii é considerada a riquetsia com a mais ampla distribuicdo em carrapatos tendo sido relatada em
pelo menos 25 espécies de cinco géneros nas Américas (Ogrzewalska e Pinter, 2016; Costa et al., 2017b;
Krawczak et al., 2018Db).

Essa ampla difusdo e as frequentes altas taxas de infecgdo com R. bellii em populagdes de carrapato

ocorrem pela sua transmissao transovariana e perpetuagdo transestadial no vetor sem a necessidade de infecg¢ao
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de hospedeiro vertebrado (Horta et al., 2006; Sakai et al., 2014; Krawczak et al., 2018b). De fato, considerando
sua transmissdo horizontal e associagdo de genoétipos especificos dessa riquetsia com diferentes espécies de
carrapatos, a bactéria R. bellii pode ser considerado um endosimbionte do artropode (Krawczak et al., 2018b).

Embora possa haver soro conversdo de animais parasitados por carrapatos infectados com R. bellii
(Pacheco et al., 2007) sua patogenicidade para humanos e animais ¢ desconhecida (Parola et al., 2013;
Krawczak et al., 2018b).

Ainda que os trabalhos sobre a infec¢do do carrapato 4. ovale por riquétsias sejam heterogéneos quanto
ao numero de amostras, localizagdo e abrangéncia geografica analisados, origem das amostras (ambiente,
espécie de hospedeiro), nimero de amostras sequenciadas e o alvo dessas (espécies de riquétsias), uma relacdo
inversa é frequentemente observada entre as taxas de infecgdo por RPMA e R. bellii.

De fato, agregando os nossos resultados com aqueles da literatura com um minimo de dez carrapatos
avaliados e que ndo restringiram a pesquisa a uma riquétsia especifica, observamos uma correlacdo negativa na
ocorréncia de RPMA e R. bellii em carrapatos A. ovale nas Américas. ExplicagOes para esta relagdo inversa nas
taxas de infec¢do por RPMA e R. bellii em populagdes do carrapato 4. ovale sao ainda especulativas, mas uma
provavel seria a ocorréncia de uma interferéncia riquetsial. Este fendmeno se refere ao impedimento da
transmissao transovariana de uma espécie de riquétsia sobre outra espécie em um mesmo carrapato.

A interferéncia foi bem caracterizada em carrapatos da espécie Dermacentor variabilis cuja infecgdo
por Rickettsia montana e Rickettsia rhipicephali impediram a transmissao transovariana reciproca (Macaluso et
al., 2002).

Neste contexto, Sakai et al. (2014) observaram em carrapatos Amblyomma dubitatum, previamente
infectados com R. bellii, a perpetuacao transestadial mas ndo transovariana de Rickettsia rickettsii. No conjunto,
esses resultados indicam que a R. bellii ¢ capaz de impedir a transmissdo transovariana de outras espécies de
riquétsias. Assim as elevadas taxas de infec¢do de R. bellii na populagdo de A. ovale estariam impedindo a
transmissdo transovariana de RPMA o que explicaria a relagdo inversa observada no PNI e arredores incluindo
o lado Argentino da Mata.

Considerando as evidéncias circunstanciais da interferéncia riquetsial da R. bellii sobre RPMA, surge a
davida sobre os fatores que manteriam ou dificultariam a infec¢do do carrapato 4. ovale com R. bellii. Varios
fatores teriam que ser testados para se obter uma resposta. Um destes, seria o estudo de uma possivel associacdo
de gendtipos da R. bellii com populagdes especificas de 4. ovale, as quais ja foram demonstradas anteriormente
(Bitencourth et al., 2019; Fournier et al., 2019). Adicionalmente Krawczak et al (2018b) demonstraram haver
genotipos de R. bellii espécie-especificos e trabalhos mais minuciosos poderiam indicar se esta especificidade
atinge subpopulagdes da mesma espécie de carrapato.

Outros fatores a serem considerados na maior ou menor taxa de infecgdo seriam aqueles ecologicos que
favoreceriam RPMA sobre R. bellii de acordo com caracteristicas ambientais, riqueza ¢ abundancia de
hospedeiros. Neste contexto ha de se explorar o papel do cdo como amplificador da taxa de infec¢ao por RPMA
uma vez que se trata de uma espécie muito abundante em bordas de Mata Atlantica (Torres and Prado, 2010;

Fournier et al., 2020) se tornando nesse perimetro um importante, se ndo o principal, hospedeiro para adultos
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do carrapato 4. ovale. Esse provavel papel é refor¢ado pela observacao de que os carrapatos 4. ovale coletados
de cdes possuem uma taxa de infeccdo por RPMA sempre superior aqueles dos coletados do mesmo ambiente,
pelo menos nos trabalhos que permitiram tal comparacéo. Indicam isso os trabalhos de Krawczak et al. (2016),
Luz et al. (2016), Sabatini et al. (2010) e Szabo et al. (2013) em que as taxas de infeccdo ambiental foram de,
respectivamente, 12,5; 5; 6,3 ¢ 8,8 ¢ em cdes de 15;9,6; 13,6 € 12,9.

Tendo o possivel papel do cdo como amplificador em mente, merece mengdo o fato de que a maioria
dos trabalhos com 4. ovale e riquétsias terem sido realizados em areas de Mata Atlantica com elevado impacto
antropico. Esse impacto ocorre tanto nas bordas como no interior da mata, infiltrada por residéncias e até
vilarejos, todos com populagdes de cdes. No outro extremo, o PNI ¢ uma extensa area de Mata Atlantica
compacta com seu perimetro bem delineado sem essa permeagdo antropica (e de cdes/residéncias) tdo intensa.

Em conclusdo, presumimos que a exposicao de seres humanos a RPMA transmitida pelo carrapato
A.ovale nas area de Mata Atlantica dentro do PNI e em seu fragmentos urbanos pode ser minimizada pela alta
taxa de infeccdo encontrada por R. bellii. De qualquer forma todas as hipdteses aqui levantadas deverdo ser
reforgadas com observagdes de campo mais minuciosas ¢ com delineamento mais quantitativo bem como

testadas em experimentos laboratoriais.
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Resumo: O género Ornithodoros é o maior representante da familia Argasidae no Brasil. Esses carrapatos sdo
ectoparasitas xerofilos com baixa especificidade parasitaria ¢ que se alimentam de pequenos hospedeiros
vertebrados, animais domésticos e seres humanos. Sao vetores de agentes patogénicos importantes, dentre eles
Borrelia, Coxiella, e alguns virus. A fauna destes carrapatos no Brasil é provavelmente muito mais diversa do
que o conhecido e o seu papel epidemioldgico como vetores de riquétsias € uma incdgnita. O objetivo do
trabalho foi pesquisar DNA de riquétsias em uma espécie recém descoberta de carrapato o Ornithodoros
cerradoensis, coletados na regido de Araguapaz-GO. Para tal, amostras de DNA dos carrapatos coletados foram
testadas para presenca de material genético de Rickettsia por uma sequéncia de reagdes em cadeia pela
polimerase (PCR). A taxa de infec¢do por Rickettsia spp encontrada foi de 56,6% afetando todos os estagios do
carrapato. De acordo com as analises das arvores filogenéticas dos genes gltd, ompA e ompB ¢ geneticamente
distante das outras riquetsias com homologia inferior a 99% e parece se localizar entre riquetsias do Grupo da
Febre Maculosa do Grupo de Transicdo. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor caracterizagdo genética
e filogenética dessa provavel espécie nova de riquetsia. Sua patogenicidade, distribuicdo geografica e presenga
em outros vetores ¢ ainda desconhecida.

Palavras chaves: Rickettsia spp; Ornithodoros cerradoensis, Cerrado, Goias, Brasil

Abstract: The genus Ornithodoros is the largest representative of the family in Brazil. Ticks from this genus
are xerophilous ectoparasites, lack high parasitic specificity, and feed on small vertebrate hosts, domestic
animals and humans. Ticks from this genus are vectors of important pathogens such as Borrelia, Coxiella, and
viruses. The fauna of these ticks in Brazil is probably much more diverse than the known and their
epidemiological role as vectors of rickettsiae is unknown. The objective of this work was to search for rickettsiae
DNA in a newly discovered species of tick Ornithodoros cerradoensis, collected in the region of Araguapaz,
Goias state, Brazil. DNA samples from the collected ticks were tested for the presence of Rickettsia genetic
material by a sequence of polymerase chain reactions (PCR). The rate of infection with Rickettsia spp was of
56,6% and the bacteria was found in all tick stages. Analysis of the nucleotide sequences of three genes (g/tA4,
ompA and ompB) showed that this new Rickettsia is distinct from others from the same genus with less than
99% of homology to the closest ones and preliminary phylogenetical analysis placed it between Spotted Fever
and Transitional Rickettsia groups. Further studies are necessary for a better genetic and phylogenetic
characterization of this new Rickettsia. For the moment being, its pathogenicity for hosts, geographic
distribution and its presence in other vectors is unknown.

Key words: Rickettsia spp; Ornithodoros cerradoensis, Cerrado, Goias- Brazil.
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1. Introducao

O género Rickettsia, pertencente a familia Rickettsiaceae € constituido por bactérias gram-negativas
intracelulares obrigatérias e com nimero crescente de espécies novas descritas (Parola et al., 2013). O género ¢é
caracterizado por uma diversidade antigénica, ecoldgica, de patogenicidade e predilegdo por hospedeiros
artropodes que incluem piolhos, pulgas, carrapatos e dcaro (Eremeeva et al., 2006).

Os métodos moleculares e filogenéticos separaram as espécies de Rickettsia em quatro grupos: grupo
do tifo (TG), grupo da febre maculosa (SFG) o qual foi dividido em dois clados irmdos, um dos quais agora ¢
designado como grupo de transi¢do (TRG), e um grupo ancentral (Rickettsia canadensis ¢ grupo Rickettsia
bellii) (Diop et al., 2019).

A maioria das espécies de riquétsias sdo transmitidas por carrapatos ixodideos no entanto, alguns
estudos associaram esses agentes a carrapatos da familia Argasidae. Nesta Familia o género Ornithodoros € o
mais representativo com pelo menos 130 espécies (Mufioz-Leal et al., 2018 e 2020). Devido ao seu
comportamento nidicola os carrapatos deste género possuem baixa especificidade por hospedeiros, parasitando
aqueles disponiveis no seu micro-habitat como pequenos vertebrados, animais domésticos e seres humanos
(Felsenfeld, 1971; Kent, 2009).

O género Ornithodoros engloba espécies vetores, transmissores de agentes patogénicos a exemplo do

virus da peste suina africana (Beck et al., 1986), da bactéria Coxiella burnetii, agente da febre Q aguda e
endocardite em seres humanos e animais (Almeida et al. 2012; Griffin et al., 2012) e diversas espécies de
Borrelia , patdgenos da febre recorrente em humanos e animais (Estrada- Pefia e Jongejan, 1999).
No Brasil, algumas espécies de Ornithodoros estao ligadas a casos de toxicose em humanos, com manifestagdes
clinicas que incluem prurido no local da picada, edema e eritema, lesdes em bolhas e envolvimento sist€émico
(febre transitoria, dispnéia e mal-estar) (de Oliveira, 2018). E mais recentemente foi realizado o isolamento de
Borrelia venezuelensis a partir de Ornithodoros rudis coletados no Maranhdo (Mufioz-Leal et al., 2018).

O papel epidemiologico desempenhado por esses argasideos como vetores de Rickettsia spp. € pouco
conhecido, com alguns relatos de carrapatos parasitados por esse microrganismo. Constituem alguns exemplo
disso, a bactéria Rickettsia sibirica em Ornithodoros papillipes, Rickettsia bellii e Rickettsia hoogstraalii em
Carios capensis, Rickettsia helvetica em Argas vespertilionis , Rickettsia lusitaniae isolada em Ornithodoros
erraticus ¢ algumas riquétsias ainda nao formalmente descritas (Podboronov e Pchelkina.,1989; Duh et al.,
2010; Milhano et al., 2014; Hornok et al., 2019).

O género Ornithodoros é o maior representante da familia no Brasil, sendo encontrado nos cinco biomas
(Munoz-Leal et al., 2020). Recentemente foi descrita uma nova espécie deste género em uma area de cerrado
no estado de Goias e morfologicamente e geneticamente relacionada ao grupo Onithodoros talaje. Esta nova
espécie € nidicola, parasita de pequenos roedores e foi denominado de Ornithodoros cerradoensis (Munoz-Leal
et al., 2020). Como ndo existe nenhuma informag¢do sobre microganismos patogénicos associados a este
argasideo, este trabalho teve como objetivo pesquisar DNA de riquétsias nesta espécie de carrapato coletado na

regido de sua descri¢do, Araguapaz-GO.
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2.Material e Métodos
2.1 Local da coleta

O estudo foi conduzido em fazenda particular localizada no Municipio de Araguapaz (15 © 04' 18” S,
500 25' 03” O) no Estado de Goias, Brasil. A fazenda, com aproximadamente, 960 ha possui 60% de sua area
preservada e estd inserido no bioma cerrado. Exibe uma fitofisionomia caracterizada por uma paisagem rochosa,
relevo acidentado com serras que variam de 348 a 471 m. O clima ¢ caracterizado por verdo quente e chuvoso
e inverno seco, com temperatura minima de /6 °C e maxima de 34 °C sendo raramente inferior a /3 °C ou

superior a 38 °C. A principal atividade econdmica da fazenda ¢ a criacdo comercial de cagados e gado.

2.2 Coleta de carrapatos

As coletas de carrapato estdo detalhadas em Muifioz-Leal et al. (2020). Resumidamente, coletas foram
realizadas em margo de 2013, setembro de 2014, 2015, 2017 ¢ 2019. Inicialmente (2013) larvas de Ornithodoros
spp. nao identificadas foram coletadas de preas (Cavia aperea) e pequeno roedor silvestre (Thrichomys sp.).
Em coletas posteriores (2014-2019) carrapatos em fase ndo parasitaria foram também obtidas em fendas e
cavidades entre pedras, refugio e/ou tocas dos hospedeiros. Para a localizacdo dos parasitas nestes locais foi
realizada a inspec¢do visual e peneiramento do solo (Figura 1a). Para a captura dos hospedeiros foram utilizadas
15 armadilhas do tipo Tomahawk iscadas com pedagos de cenoura ¢ maca e checadas trés vezes ao dia (Figura
1b). Os animais capturados foram entdo inspecionados por carrapatos sob anestesia e ap6s recuperagao do efeito
dos farmacos, soltos no local de captura. Posteriormente, os carrapatos foram identificados e descritos como

uma nova espécie denominada de Ornithodoros cerradoensis (Munoz-Leal et al., 2020).

Figura 01. a) Coleta de O. cerradoensis com o revolvimento do solo e das cavidades com auxilio de uma pa
com seu posterior peneiramento; b) armadilhas Tomahawk armadas nos locais provaveis de infestacdo em
Araguapaz-GO.

Apos as coletas, as larvas foram conservadas em alcool 70°, enquanto ninfas e carrapatos adultos eram

acondicionados vivos em frascos de acrilico até sua identificagdo e mantidos em temperatura de -80° C para
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posterior processamento no Laboratorio de Ixodologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIX).As identificagdes morfologicas do O. cerradoensis foram

realizadas de acordo com Muiioz-Leal et al., 2020.

2.4 Extracao de DNA e detec¢cdo de Riquétsia

Para a deteccdo de Rickettsia, o DNA foi extraido de amostras de carrapatos usando a técnica de
guanidina isotiocianato fenol de acordo com Sangioni et al. (2005) e o sucesso da extracdo de DNA foi avaliada
por uma reag¢do em cadeia pela polimerase (PCR) para gene mitocondrial 16S rDNA de carrapatos (Mangold et
al., 1998).

Confirmado o sucesso da extragdo, cada amostra de DNA foi testada para presenca de material genético
de Rickettsia por uma sequéncia PCRs usando os primers CS-78 e CS-323, visando um fragmento de 401 pb
do gene citrato sintase (g/t4), comum ao género Rickettsia (Labruna et al., 2004). Amostras que apresentaram
fragmento visivel do tamanho esperado, foram entdo testadas usando os iniciadores Rr190.70p ¢ Rr190.701n
que amplificam um fragmento do gene que codifica uma proteina de membrana externa 190-kDa (ompA)
presentes apenas em riquétsias do GFM (Regnery et al., 1991). Amostras que produziram fragmentos de DNA
visiveis para o gene g/t4, mas ndo apresentaram produtos para o gene ompA, foram entdo testadas, com os
primers 120-M59 e 120-807 que amplificam um fragmento de 856 pb da proteina de membrana externa 135-
kDa do gene ompB, também presentes em riquétsias do GFM (Regnery et al., 1991), amostras negativas nessa
reacdo eram entdo submetidas a uma ultima amplificacdo usando iniciadores especifico para um fragmento de
338 pb do gene gltA da Rickettsia bellii (Szab¢ et al., 2013).

Cada reagdo de PCR incluiu controles negativos (agua ultrapura) e positivos (Rickettsia vini para gene
gltd, ompA e ompB e R.bellii para gene especifico da R. bellii). Os carrapatos foram processados
individualmente ou em pools (amostras) contendo DNA de 02 a 06 carrapatos. Cada poo! foi constituido por
carrapatos da mesma espécie, estagio e ou sexo, data de coleta ou hospedeiro.

Amostras positivas foram purificadas com o kit PureLink® (Invitrogen Life Technologies) e enviadas
para sequenciamento em laboratorio credenciado para posterior compAracdo das sequéncias através do

programa BLAST para inferir as semelhangas mais proximas disponiveis no GenBank (Altschul et al., 1990).

2.6 Arvore Filogenética

As relagdes filogenéticas foram avaliadas usando duas sequéncias obtidas de O. cerradoensis para os
genes gltA e ompA e uma sequéncia para o gene ompB. Ambas arvores foram inferidas por meio de Maxima
Verossimilitude. Os alinhamentos foram construidos com o programa MAFFT (Katoh et al. 2002). Os genes
foram concatenados manualmente, ¢ os modelos de substitui¢cao de nucleotideos foram calculados com MEGA7
(Kumar et al. 2016). O modelo GTR+G+I foi escolhido para git4 e ompA, e o GTR para ompB. As arvores

filogenéticas foram construidas com o software PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010).

2.5 Autorizacoes
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A captura e manuseio de animais selvagens foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente-MMA-Instituto
Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade ICMBio, (licengas n° 36413-1 e 65137-1) e aprovada pela
Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (protocolos.
003/13 e 069/18).

3. Resultados

Um total de 99 carrapatos (37 fémeas, 33 machos, 26 ninfas e 03 larvas) O. cerradoensis, foram
processados para pesquisa de Rickettsia sp., 23 individualmente e 76 em 30 pools contendo entre dois e seis
carrapatos, resultando em 53 amostras de DNA extraido. Destes, seis carrapatos foram coletados de dois
Thrichomys spp (03 larvas e 01 ninfa) e de dois Cavideos (02 ninfas) e o restante do ambiente. O numero de
amostras processadas de acordo com o ano de coleta, estagio de vida e respectivas taxas de infec¢do estdo

detalhadas na Tabela O1.

Tabela 01. Total de amostras do carrapato Ornithodoros cerradoensis coletadas do ambiente e de pequenos
roedores ¢ testados para pesquisa de Rickettsia spp. de acordo com os anos de coleta em Araguapaz-GO, 2014-
2019.

Ornithodoros cerradoensis

Numero
de amostras 2014 2015 2017 2019 Total
(pools) larvas ninfas ninfas adultos ninfas adultos ninfas
Testados 02 03 01 16 10 19 02 53
Infectados 01 01 - 12 05 09 02 30
Total infectados 02 (40%) - 17 (65,38%) 11 (52,38%) 30(56,60%)

Das 30 amostras positivas (56,60%) para o gene glt4, 18 amplificaram fragmentos do gene ompA4 e 12

amostras do gene ompB. Em nenhuma amostra ocorreu a amplificagdo do gene especifico de R. bellii.

Tabela 02. Amostra positivas de acordo com os fragmentos de genes pesquisados.

Genes
Local de coleta Estagio
(ntimero de hospedeiro) (nimero de pools) gltA ompA ompB
Positivo Positivo Positivo

Ambiente Ninfas (n=13) 7 3 4
Adultos (n=35) 21 13 8

Cavideo (2) La}rvas (n=2) ! ! )
Ninfas (n=1) 1 1 _

Thrichomys spp (2) Ninfas (n=2) - - -
Total 53 30 18 12
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Sequenciamento

Para a confirmagao das espécies de carrapatos o gene 16S rDNA mitocondrial foi sequenciado em trés
amostras de carrapatos (uma ninfa coletada em 2014 de um Thrichomys spp, um macho e uma fémea coletados
do ambiente em 2017 e 2019, respectivamente). Todas as sequencias geradas foram 100% idénticas entre si e
ao O. cerradoensis (MT235764.1).

Os produtos amplificados do gene glt4 e o gene ompA de duas amostras, um pool com duas fémeas
(352pb) e um pool com duas ninfas (350pb) foram sequenciadas. A homologia nucleotidica com sequéncias
correspondentes disponiveis no GenBank do gene g/t4 variou entre 98,12- 98,86%, quando comparados com
sequencias das bactérias Rickettsia raoultii (MT178338.1), Rickettsia conorii (MF002509.1), Rickettsia
heilongjiangensis (AP019865.1) e Rickettsia africae (MH751467.1), todos do grupo da Febre Maculosa. As
sequencias geradas para o gene ompA das mesmas amostras apresentaram homologia de 87,60% ¢ 85,39% com
Rickettsia asembonensis (MK923742.1); 80.75 e 81.80% com Rickettsia japonica (MK102720.1). e 79,41 e
81,25% para R. raoultii (MT178338.1).

Uma amostra do gene ompB proveniente de um pool com 02 machos de O. cerradoensis (773pb) gerou
uma sequéncia 92,55% homologa a Rickettsia massiliae (MK066335.1), 92,15% semelhante a Rickettsia
raoultii strain IM16 (CP019435.1), 91,80 e 91,11% idénticos a Rickettsia rhipicephali (KX018051.1) e
Rickettsia montanensis (AF123716).

As similaridades maximas de sequencias dos trés genes sequenciados com aquelas disponiveis no
Genbank se encontram na Tabela 03.

Na analise da arvore filogenética concatenada dos genes glt4 € ompA ¢ analise feita para o gene ompB

a riquétsia do O. cerradoensis ficou em um ramo separado entre o GT e o GFM (figura 02 e 03).
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Figura 02. Arvore filogenética concatenada dos genes glt4 e ompA (alinhamento de gltA, 262 pb; ompA 485

pb; concatenado: 747 pb) das sequéncias de DNA de Rickettsia spp. de O. cerradoensis coletados em
Araguapaz- GO.
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Figura 03. Arvore filogenética do gene ompB (alinhamento de 766 pb) das sequencias de DNA de Rickettsia
spp. de O. cerradoensis coletados em Araguapaz- GO.
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Tabela 03. Sequencias nucleotidicas de bactérias do género Rickettsia no Genbank e similaridades com os genes gltA, ompA e ompB de amostras obtidas em carrapatos

Ornithodoros cerradoensis.

Gene Rickettsia spp (n° de acesso Genbank) % de Identidade
Amostra Amostra02 Amostra Fonte de Isolamento Pais
01 03

gltA Rickettsia raoultii (MT178338.1) 98.44 98.86 - Dermacentor nuttalli China
Rickettsia conorii (MF002509.1) 98.44 98.86 - Rhipicephalus turanicus China
Rickettsia heilongjiangensis (AP019865.1) 98.12 98.58 - Haemaphysalis concinna Japao
Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (MN027564.1) 98.12 98.58 - Homo sapiens Brasil
Rickettsia africae (MH751467.1) 98.58 98.12 - Amblyomma hebraeum Africa do Sul
Rickettsia sibirica (MF002541.1) - 98.58 - Dermacentor nuttalli China
Rickettsia slovaca (MF002529.1) - 98.58 - Dermacentor marginatus China
Rickettsia massiliae (MF002497.1) - 98.58 - Rhipicephalus turanicus China
Rickettsia amblyommatis (MG712729.1) 98.12 - - Amblyomma longirostre Costa Rica
Rickettsia montanensis (MH425446.1) 98.12 - - Dermacentor variabilis Estados Unidos

ompA  Rickettsia asembonensis (MK923742.1) 87.60 85.39 - Ctenocephalides canis Peru
Rickettsia japonica (MK102720.1 81.48 82.52 - Haemaphysalis longicornis China
Rickettsia raoultii (MT178338.1) 79.41 81.25 - Dermacentor nuttalli China

ompB  Rickettsia massiliae (MK066335.1) - - 92.55 Rhipicephalus sanguineus s.1. México
Rickettsia rhipicephali (KX018051.1) - - 91,88 Amblyomma sp. haplotype Nazare Brasil
Rickettsia raoultii (EU036984) - - 91,61 Dermacentor nuttalli Rissia
Rickettsia aeschlimannii (AF123705) 91,49 Hyaloma marginatum Marrocos
Rickettsia montanensis (AF123716) 91,11 Microtus sp Estados Unidos
Rickettsia amblyommatis (MG674592.1) - - 90,95 Amblyomma pseudoconcolor Brasil
Rickettsia felis (KX090276) - - 90,24 Pulex irritans Madagascar
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5. Discussao

Neste estudo, identificamos uma provavel espécie nova de Rickettsia em uma espécie de
carrapato, Ornithodoros cerradoensis, recém descrita no cerrado em uma fazenda do municipio de
Araguapaz, Goias.

A elevada prevaléncia da riquétsia nas amostras do carrapato (56,6%) com DNA presente em
todas as campanhas de coleta (exce¢dao do ano de 2015, em que apenas uma ninfa foi coletada) e em
todos os estdgios de vida (larva, ninfa e adultos) indicam transmissdo transovariana, perpetuagdo
transestadial e relacdo simbiotica da bactéria com o seu hospedeiro invertebrado. Relagdo semelhante é
descrita para a bactéria R. bellii em diversas espécies de carrapatos (Krawczak et al., 2018) e a bactéria
Candidatus Rickettsia andeanae em Amblyomma maculatum (Paddock et al., 2015). A importancia desta
forma de relagao ¢ a possivel interferéncia com a transmissao de outras espécies deste género de bactéria,
as vezes patogénicas (Paddock et al., 2015).

Os carrapatos vetores das espécies das riquétsias com maior homologia com a espécie de nosso
estudo (Tabela 03) pertencem em sua maioria a familia Ixodidade (Philip et al., 1981;Gage et al., 1994;
Vitale et al., 2006; Parola et al., 2009; Garcia-Garcia et al., 2010; Jia et al., 2014; Yan et al., 2019).
Excecdo a estes, a bactéria Rickettsia felis e Rickettsia japonica, sendo descritas nos argasideos Carios
capensis, infestando ninhos de pelicanos marrons (Pelecanus occidentalis) e Carios dewae coletado de
um morcego (Reeves et al., 2006; Izzard et al., 2018). Neste contexto a presenca da Rickettsia do
carrapato O. cerradoensis devera ser pesquisada em outros artropodes vetores, em especial aqueles que
compartilham os mesmos hospedeiros com o carrapato O. cerradoensis.

A caracteriza¢do dessa Rickettsia do carrapato O. cerradoensis como nova espécie € ainda
precoce, mas muito provavel. Na comparacdo das sequencias nucleotidicas dos trés genes estudados
com daqueles de outras espécies do GenBank, a Rickettsia do O. cerradoensis se posiciona distante das
outras riquétsias, com homologia sempre inferior a 99%. Estando de acordo com os critérios de Raoult
et al. (2005) para a identificacdo de novas espécies de Rickettsia. De acordo com esses critérios, para
ser classificado como uma 'mova' espécie de Rickettsia, o isolado ndo deve exibir graus de similaridade
de nucleotideos maiores ou iguais a 99,9%, 98,8%, 99,2% e ou 99,3% com os genes glt4, ompA, ompB
e sca4, respectivamente, quando comparados com uma espécie homologo valida.

Além disso, parece formar um ramo separado entre as riquétsias do GFM e do GT. Porém, para
maiores inferéncias, analises com genes adicionais e de sequencias mais longas sdo necessarias para o
posicionamento filogenético mais correto e a caracterizagdo do microrganismo. Para permitir essas
analises, tentativas de isolamento dessa nova espécie de Rickettsia spp esta em andamento no
laboratorio.

De forma mais especifica, as sequéncias parciais dos para os trés genes testados (glt4, ompA ¢
ompB), mostraram se similares em sua maioria com as riquétsias do grupo da Febre Maculosa. Muitas
das espécies que apresentaram alguma similaridade sdo de patogenicidade desconhecida como exemplo,

Rickettsia montanensis, Rickettsia rhipicephali e R. asembonensis ou possuem manifestacdes clinicas
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semelhantes, incluindo febre, erupgdes cutaneas, linfadenopatia e a formagao de lesdo papular tipica
(“tache noir”) a exemplo da Rickettsia raoultii e Rickettsia asembonensis. Com excegdo da Rickettsia
conorii que geralmente resulta em quadros clinicos mais severos.

A R. raoultii foi a Unica que apresentou similaridade com os trés genes utilizados nos
sequenciamentos. Esta riquétsia ¢ endémica em muitos paises europeus e algumas partes da Asia (Speck
etal., 2012; Spitalska et al., 2012; Tian et al., 2012), tendo como principais vetores carrapatos da familia
Ixodidae, em especial os do género Dermacentor spp. (Li et al., 2018).

Na arvore concatenada dos genes g/t4 e ompA nossa sequéncia apresentou uma proximidade
maior com R. asembonensis, a qual também apresentou maior identidade nucledtidica com as sequencias
comparadas no Genbank para o gene ompA. Esta riquétsia faz parte do grupo de transigdo junto com a
Rickettsia felis, porém diferiu o suficiente para ser considerada uma espécie separada (Jiang et al., 2013;
Maina et al., 2016). Embora alguns autores considerem a R. felis deletéria para humanos, a
patogenicidade das R. asembonensis permanece desconhecida (Pérez-Osorio et al., 2008; Jiang et al.,
2013; Loyola et al., 2018). Deve-se ressaltar que na reconstru¢do da arvore filogenética, a R.
asembonensis ficou em um ramo fora do GT, o que pode ter ocorrido devido as curtas sequencias dos
genes gltd e ompA geradas neste trabalho.

Na arvore filogenética construida com o gene ompB, a riquétsia do carrapato O. cerradoensis
parece ser filogeneticamente mais proximo com o GFM. Em termos de identidade nucleotidica nossa
sequéncia apresentou maior homologia (90.25%- 92.55) com o grupo que abriga a bactéria R. massiliae
uma espécie descrita em varios locais do mundo como Africa Central, Arizona, Portugal, Argentina,
Italia, Suiga, transmitida pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus (s.l.) e associada a doenca em
humanos (Dupont et al., 1994; Bernasconi et al., 2002; Eremeeva et al., 2006; Vitale et al., 2006, Garcia-
Garcia et al., 2010; Cicuttin and Nava, 2013; Milhano et al., 2014; Scarpulla et al., 2016). Entretanto
também apresentou uma similaridade (90,24%) com Rickettsia felis do GT. Essa riquétsia € conhecida
como um simbionte da Ctenocephalides felis, porém ja foi isolada de argasideos a exemplo do Carios
capensis na Georgia, EUA (Reeves et al., 2006; Duh et al., 2010). Considerada por alguns como
patogeno riquétsia emergente com distribuicdo mundial em mamiferos, humanos e ectoparasitas (Pérez-
Osorio et al., 2008).

Em conclusdo, a recém descrita espécie de argasideo, O. cerradoensis, parece coexistir com
uma riquétsia em simbiose com caracteristicas genéticas que a posicionam na filogenia entre os grupos
da Febre Maculosa e grupo de transicao. Estudos adicionais sdo necessarios para melhor caracterizagao
genética e filogenética dessa provavel espécie nova de riquétsia. Também ¢é importante a investigagdo
de possiveis efeitos patogénicos deste microrganismo em hospedeiros infectados, sua presenga em

outras espécies de vetores e abrangéncia geografica.
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Anexo I. Numeros de acesso das sequéncias disponiveis no Genbank utilizadas na elaboragdo das
arvores filogenéticas.

Gene e n° de acesso

Espécie de Rickettsia spp.

gltA ompA ompB
Rickettsia prowazekii CP004889
Candidatus Rickettsia Senegalensis KT304219
Rickettsia felis NC _007109.1 NC_007109.1 AF182279
Rickettsia lusitaniae - - JQ771937
Candidatus Rickettsia asembonensis MK923743 MK923742 IN315972
Rickettsia hoogstraalii CCXMO01000001 CCXMO01000001 EF629536
Rickettsia akari CP000847 CP000847 AF123707
Rickettsia australis CP003338 CP003338 AF123709
Rickettsia montanensis NC 017043 NC 017043 AF123716
Candidatus Rickettsia andeanae GU169051 JN180850 GU395297
Rickettsia amblyommatis an13 - - CP015012.1
Rickettsia amblyommatis Ac37 CP012420 CP012420 -
Rickettsia amblyommatis GAT-30V CP003334 CP003334 -
Rickettsia amblyommatis Ac/pa KX151486 LANRO01000001.1 -
Rickettsia sp. ARANHA - - AY360214
Rickettsia sp. AL EU274654 EU274656 EU274657
Rickettsia raoultii Khabarovsk CP010969 CP010969 EU036984
Rickettsia raoultii IM16 CP019435 CP019435 -
Rickettsia aeschlimannii HMO050289 HMO050290 AF123705
Rickettsia rhipicephali CP013133 CP013133 DQ865209
Rickettsia massiliae CP000683 CP000683 AF123714
Rickettsia gravesii DQ269435 DQ269437 -
Candidatus Rickettsia tasmanensis - - GQ223393
Rickettsia vini JF803266 JF758828 KT187395
Rickettsia japonica AP017580 APO017580 AF123713
Rickettsia japonica argasii JQ727682 JQ727681 JQ727680
Rickettsia heilongjansensis CP002912 CP002912 -
Rickettsia conorii AE006914 AE006914 -
Rickettsia honei AF022817 AJTTO01000010 AF123711
Rickettsia peacockii HF912416 HF912418 -
Rickettsia rickettsii CP000766 CP000766 GU395293
Candidatus Rickettsia wissemanii LT558852 LT558853 LT558854
Candidatus Rickettsia nicoyana KX228143 KY296502 KX228145
Rickettsia philipii CP003308 CP003308 -
Rickettsia slovaca CP002428 CP002428 AF123723
Rickettsia sibirica HM050296 HM050272 AY331393
Rickettsia sp. NOD EU567177 EU567180 -
Rickettsia africae CP001612 CP001612 AF123720
Rickettsia parkeri Portsmouth CP003341 CP003341 -
Rickettsia parkeri Maculatum 20 - - AF123717
Rickettsia parkeri str. Atlantic rainforest KJ855083 KJ855085 GQ855236
Rickettsia canadensis CP000409 CP000409 -
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