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RESUMO

RODRIGUES, Viviane Zeringéta. Deteccdo molecular de riquétsias do grupo febre
maculosa e diversidade de carrapatos em aves silvestres na Zona da Mata, MG, Brasil.
2017. 48p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O presente estudo avaliou o parasitismo por carrapatos em aves silvestres coletadas no Jardim
Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora, localizado em um fragmento de Mata
Atlantica no estado de Minas Gerais, Brasil, além de examinar os carrapatos quanto a
presenca de agentes riquetsiais. Nos meses de Julho e Agosto de 2014 e nos mesmos meses de
2015 foram capturadas 260 aves representando 19 familias e 52 espécies; destas 69 (26,5%)
estavam parasitadas por carrapatos, totalizando 159 larvas (LL) e 22 ninfas (NN). O DNA dos
carrapatos foi extraido individualmente e testado através de técnicas de reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) a fim de amplificar os genes 16S e 12S rDNA e, apds 0 sequenciamento,
foram identificadas as seguintes espécies: Amblyomma longirostre (45 LL, 4 NN),
Amblyomma calcaratum (9 LL, 15 NN), Amblyomma nodosum (2 NN), Amblyomma parkeri
(21 LL), Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (77 LL) e Haemaphysalis leporispalustris (17 LL,
1 NN). Para pesquisa da presenca de genes riquetsiais foi utilizado PCR e sequenciamento dos
seguintes genes: gltA, htrA, ompA e ompB, que revelaram a presenca de Rickettsia
amblyommatis (anteriormente “Candidatus Rickettsia amblyommii”) em A. longirostre
(13/49, 26%), e Rickettsia parkeri (estirpe ApPR) nas espécies Amblyomma parkeri (21/01;
5%) e Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (42/77; 55%). Além disso, foi detectada presenca de
Rickettsia rhipicephali em 31(40%) dos 77 Amblyomma sp. haplotipo Nazaré. Este é o
primeiro registro deste agente riquetsial em uma espécie do género Amblyomma. O potencial
patogénico desta bactéria € indeterminado, poréem esta associacdo com o género Amblyomma
é inédita e pode vir a representar preocupacao para a saude publica e/ou animal.

Palavras-chave: Amblyomma sp. haplétipo Nazaré, Mata Atlantica, Passeriformes.



ABSTRACT

RODRIGUES, Viviane Zeringdta. Molecular detection of Rickettsias of the spotted fever
group and tick diversity in wild birds on Zona da Mata, MG, Brazil. 2017. 48p Thesis
(Doctor in Sciences, Veterinarian Parasitology) Instituto de Veterindria. Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

This study evaluated the parasitism of wild birds by ticks collected in the Botanical Garden of
the Federal University of Juiz de Fora, located in a fragment of Atlantic Forest in the state of
Minas Gerais, Brazil, and in addition examined the ticks for the presence of rickettsial agents.
During July and August 2014 and in the same months of 2015 were captured 260 birds
representing 19 families and 52 species; of these 69 (26.5%) were found to be infested by
ticks, 159 larvae (LL) and 22 nymphs (NN). The DNA of ticks was extracted and tested
individually using polymerase chain reaction technique (PCR) to amplify a fragment of the
genes 16S and 12S rDNA, and after sequencing the following species have been identified:
Amblyomma longirostre (45 LL, 4 NN), Amblyomma calcaratum (9 LL, 15 NN), Amblyomma
nodosum (2 NN), Amblyomma parkeri (21 LL), Amblyomma sp. haplotype Nazaré (77 LL),
and Haemaphysalis leporispalustris (17 LL, 1 NN). For detect the presence of Rickettsia was
used PCR and sequencing of the following genes gltA, htrA, ompA and ompB, revealed the
presence of Rickettsia amblyommatis (before “Candidatus Rickettsia amblyommii”) in A.
longirostre (13/49, 26%), and R. parkeri (strain ApPR) in A. parkeri (1/21; 5%) and in
Amblyomma sp. haplotype Nazaré (42/77; 55%). In addition, we detected Rickettsia
rhipicephali in 31(40%) of the 77 Amblyomma sp. haplotype Nazaré. This is the first record
of this rickettsial agent in a specie of the genus Amblyomma. The pathogenic potential of this
bacterium is undetermined, but the unprecedented association with Amblyomma ticks may
represents a cause for concern to public and/or animal health.

Keywords: Amblyomma sp. haplotype Nazaré, Atlantic Forest, Passeriformes.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo de espécies de carrapatos parasitando aves capturadas no
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de Rickettsia. 1/C: infestado/capturado (%), IM: intensidade média, A: abundancia, LL.:
larva, NN: ninfa, Aca: Amblyomma calcaratum, Alo: Amblyomma longirostre, Ano:
Amblyomma nodosum, Apa: Amblyomma parkeri, ANa: Amblyomma sp. haplétipo
Nazaré, Hle: Haemaphysalis leporispalustris. *Espécies de aves relatadas com ao
menos um espécime com mais de uma espécie de carrapato. ®Espécies de aves que
continham algum carrapato positivo para Rickettsia.

Tabela 2. Espécimes de aves capturadas no Jardim Botanico da Universidade Federal
de Juiz de Fora, Minas Gerais, infestadas com larvas e/ou ninfas*, infectadas por
espécies de Rickettsia. Aca- Amblyomma calcaratum, Alo- Amblyomma longirostre,
Apa- Amblyomma parkeri, ANa- Amblyomma sp. haplétipo Nazaré, Hle-
Haemaphysalis leporispalustris
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1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo ectoparasitos hemat6fagos encontrados principalmente em areas
temperadas e tropicais, sendo relatados em mamiferos, anfibios, répteis e aves. Na fauna do
Brasil ja& foram relatadas 69 espécies de ixodideos, sendo que 32 pertencem ao género
Amblyomma. Estes artropodes sdo importantes vetores de agentes patogénicos, veiculando
espécies de bactérias, helmintos, protozoarios e virus, incluindo aqueles de importancia
zoondtica. Em relacdo aos animais silvestres, acdes antropogénicas como o desflorestamento
para ampliagdo de areas urbanas, degradacdo do ambiente natural, agricultura e o ecoturismo,
aumentam a possibilidade de contato entre animais silvestres e carrapatos, e desses com
humanos e animais domeésticos.

Esta maior proximidade pode levar ao parasitismo casual de humanos por carrapatos
que antes eram encontrados somente em espécies silvestres. Consequentemente, 0s agentes
patogénicos veiculados por estes artrépodes e que circulam sem sintomatologia entre seus
hospedeiros preferenciais, ao entrar em contato com o homem através da infestacdo por
carrapatos, podem causar doencgas, por exemplo, a Febre maculosa, fatal se ndo diagnosticada
rapidamente, cujo agente etiologico é a bactéria Rickettsia rickettsii (Rickettsiales:
Rickettsiaceae).

Destaca-se entre a vida silvestre a avifauna, que esta associada a uma ampla gama de
organismos, e desempenha importante papel no transporte e ciclo de vida de algumas espécies
de carrapatos, principalmente nos estagios de larva e ninfa, mais comumente encontrados
nestes hospedeiros. A identificacdo morfologica correta destes é dificil, pois ndo existe chave
especifica para larvas, e no caso de ninfas, apesar de haver uma chave para espécies do género
Amblyomma, sua utilizacdo requer treinamento prévio. Os métodos moleculares, embora mais
confiaveis para identificacdo especifica destes ectoparasitos, sdo ainda onerosos no caso do
Brasil, pois tanto o equipamento como 0s reagentes sdo importandos. A relacdo aves-
carrapatos-patdgenos ainda € pouco conhecida na regido Neotropical devido a sua grande
biodiversidade. No Brasil, os estudos tem se concentrado nos biomas Cerrado e Mata
Atlantica, com grande riqueza nos demais biomas ainda por ser pesquisada. Em relacéo as
espécies de Rickettsia em carrapatos coletados de aves silvestres no Pais, ja foram relatadas as
seguintes especies: Rickettsia bellii, “Candidatus Rickettsia andeanae”, Rickettsia
amblyommatis (anteriormente Rickettsia amblyommii e “Candidatus Rickettsia amblyommii’)
e cepas de Rickettsia parkeri. As espécies de Rickettsia sdo divididas em dois grupos
principais: o grupo febre maculosa (GFM) e o grupo tifo (GT). Algumas destas espécies de
Rickettsia encontradas em carrapatos de aves possuem patogenicidade definida, como R.
parkeri, que nos Estados Unidos tem comprovado potencial patogénico causando doenca mais
branda que a febre maculosa, causada por R. rickettsii, e outras tem patogenicidade
desconhecida como R. amblyommatis.

O presente estudo realizou o inventario das espécies de carrapatos coletados de aves
capturadas no Jardim Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora, além de avaliar a
presenca de espécies de Rickettsia do grupo febre maculosa nestes artrépodes. O local
representa rico patriménio ambiental para 0 municipio de Juiz de Fora com grande valor
ecoldgico, e em futuro préximo com previsdo de abertura a visitacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Brasil abriga extensa biodiversidade de fauna e flora, distribuida por sete biomas:
Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Campos Sulinos, Pantanal, além da Zona
Costeira e Marinha (MMA, 2002). O Estado de Minas Gerais abriga trés destes biomas:
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, sendo os dois ultimos considerados hotspots (MYERS et
al., 2000), areas onde existe grande biodiversidade e concentracdo de espécies endémicas
(MYERS, 1988).

O bioma Mata Atlantica abrange 17 Estados brasileiros: Alagoas, Bahia, Ceara,
Espirito Santo, Piaui, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Paraiba, Pernambuco, Parana, Santa Catarina, Sergipe, Rio Grande do Norte e Rio Grande do
Sul (SOSMA & INPE, 2015). Abriga grande diversidade bioldgica do Pais, além de altos
niveis de endemismo se comparada a outros biomas (MMA, 2002). E considerado um dos
biomas mais ricos e ameagados do mundo (MMA, 2002), composto por inimeras formagdes
vegetais, delineando um conjunto de ecossistemas, apresentando grande diversidade
faunistica, mesmo com sua cobertura vegetal reduzida (SOSMA & INPE, 2015). O percentual
que resta do bioma original varia de acordo com alguns trabalhos, por exemplo, Ribeiro et al.
(2009) avaliam em torno de 11%, destacando que a maioria dos fragmentos s&o menores que
50 ha (hectares) e Sosma & Inpe (2015) 7%. A metodologia diferente utilizada nestes
trabalhos para avaliar a area degradada pode justificar as variacfes, porém fica evidente a
necessidade de empenho nacional para a conservacao do que resta da Mata Atlantica e tentar
recompor, pelo menos, parte das areas degradadas.

Minas Gerais é o Estado que possui a maior area remanescente de Mata Atlantica do
pais, sendo também o lider em desmatamento. Na ultima avaliagio do SOSMA, o que
colaborou para a colocacdo do estado nesta posicdo foi o rompimento da barragem no
municipio de Mariana em novembro de 2015, sendo registrado nesta ocasido 169 ha de
desmatamento. Mesmo com os impactos sofridos por este bioma com a ocupa¢do humana e
exploracdo de recursos, o bioma abriga em torno de 20 mil espécies de plantas, 280 de
anfibios, 200 de répteis (CAMPANILI & PROCHNOW, 2006), 298 de mamiferos (PAGLIA
et al., 2012) e 891 de aves (LIMA, 2014).

A pressdo antropica devido a ocupacdo desordenada do ambiente e exploracao
predatoria de recursos como conversdao de areas de vegetacdo natural em lavouras, em
pastagem e construcdo de estradas, gera maior proximidade entre os animais silvestres, seres
humanos e animais domésticos. E consequentemente, maior acesso dos ectoparasitos de
animais silvestres a novos hospedeiros, que podem transmitir agentes patogénicos causando
doencas, os quais em hospedeiros silvestres circulam silenciosamente. Além desta maior
proximidade, a propria fragmentacdo de habitats florestais pode induzir efeitos sobre a
abundancia de carrapatos (OGRZEWALSKA et al., 2011a), diretamente relacionada com a
abundancia de hospedeiros que podem ficar contidos em determinado fragmento. Quanto
menor o fragmento, maior o indice de parasitismo Portanto, quanto maior a abundancia de
hospedeiros, maior a probabilidade de expansdo das populacdes de carrapato (RANDOLPH,
2004).

Além do fator degradacdo ambiental, o comportamento humano pode ter influéncia na
incidéncia de doencas transmitidas por carrapatos aos humanos quando estes se expdem a
ambientes favoraveis para presenca destes parasitos, por exemplo, na pratica de arvorismo e
escalada em areas de mata, o que pode vir a coincidir com a abundancia destes artropodes em
determinados momentos (RANDOLPH, 2010).



2.1 Avifauna Brasileira

A avifauna desempenha papel importante nas relacbes tréficas dentro das
comunidades bioldgicas como dispersora de sementes, polinizadora de flores, além de exercer
também controle bioldgico, e ser carreadora de parasitos por longas distancias. Estes parasitos
que as aves carregam, particularmente artropodes, podem por sua vez estar servindo como
reservatorios de agentes patogénicos, sendo que as aves podem, portanto, contribuir para
manutencdo da circulacéo destes agentes indiretamente (HORNOK et al., 2014, BERTHOVA
et al.,, 2015). De acordo com Piacentini et al. (2015) as espécies de aves do Brasil sdo
classificadas, em sua maioria, como residentes (88,2%), porém o pais é rota para espécies
migratérias que ao se reunirem em &reas de concentracdo para descanso ou alimentacdo
podem manter contato interespecifico, tendo chances de ocorrer transferéncia de parasitos
para outras espécies hospedeiras (HOOGSTRAAL et al., 1963; OLSEN et al.,, 1995;
HUBALEK, 2004).

A Mata Atlantica abriga 891 espécies de aves, das quais 213 sdo endémicas (LIMA,
2014). A maioria das espécies de aves silvestres parasitadas por carrapatos no Brasil
pertencem a ordem Passeriformes (LUZ & FACCINI, 2013), sendo que seus habitos podem
influenciar em sua infestacdo, por exemplo, aves mais generalistas, tanto na ocupacao do
territorio quanto no forrageio, sdo mais susceptiveis a alta intensidade de parasitismo
(MATURANO et al., 2015). O método de captura também é um fator que limita a
amostragem das aves, pois a maioria dos estudos utiliza redes de neblina com 3 metros de
altura, selecionando individuos que tem habito de voar nesta altura. Aléem do comportamento
do hospedeiro, a prevaléncia destes artropodes também ira variar de acordo com o tipo de
vegetacdo da regido amostrada (OGRZEWALSKA et al., 2011a).

2.2 Carrapatos Parasitos de Aves Silvestres no Brasil

Carrapatos sdo artropodes parasitos obrigatérios classificados na subclasse Acari,
ordem Ixodida. Compreendem trés familias Argasidae (carrapatos moles), Ixodidae
(carrapatos duros) e Nuttalliellidae (representante da familia ocorre somente na Africa). Os
carrapatos duros sdo parasitos com maior frequéncia de hospedeiros mamiferos, seguido pelas
aves. Podem parasitar também representantes das ordens Testudines, Squamata, Anura e
Crocodilia (GUGLIELMONE et al., 2014). No Brasil sdo relatadas em torno de 69 espécies
de carrapatos representantes das familias Ixodidae e Argasidae (DANTAS-TORRES et al.,
2009a; NAVA et al,, 2014; KRAWCZAK et al., 2015; BARROS-BATTESTI, 2015; WOLF
et al., 2016).

O estudo do parasitismo de aves por carrapatos no Brasil tem adquirido maior
destague nos Gltimos anos, com pesquisas realizadas em diferentes biomas: Amazénia, Mata
Atlantica, Cerrado e Pantanal (LUZ & FACCINI, 2013; RAMOS et al, 2015;
OGRZEWALSKA & PINTER, 2016). No entanto, dada a enorme &rea coberta por esses
habitats e rica biodiversidade, incluindo 1919 espécies de aves registradas no Brasil
(PIACENTINI et al., 2015), o conhecimento deste tema deve ser considerado ainda em
progresso. Embora a Mata Atlantica seja 0 bioma mais estudado com relacdo a interacdo
aves/carrapatos (OGRZEWALSKA et al.,, 2008, 2009a, 2012; LUGARINI et al., 2015;
MATURANO et al., 2015), se considerarmos sua extensao territorial, fatores geograficos,
variacdo de altitudes e diferencas de solo e relevo (CAMPANILI & PROCHNOW, 2006),
muitas lacunas no conhecimento cientifico ainda precisam ser preenchidas.

Aves silvestres brasileiras sdo hospedeiras de carrapatos dos géneros Amblyomma,
Ixodes, Haemaphysalis Ornithodoros e Rhipicephalus (BARROS-BATTESTI et al., 2006;
LUZ & FACCINI, 2013; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016). Até o momento foram
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publicados em torno de 66 trabalhos relatando esta interacdo (pesquisa realizada com busca
pelas palavras no titulo, palavras-chave e resumo: birds + ticks + Brazil na base de dados
Scopus até o dia 09/01/2016). A avaliacdo de caracteres morfoldgicos juntamente com
técnicas biomoleculares vem auxiliando na identificacdo dos carrapatos, principalmente
daqueles coletados em hospedeiros silvestres, pois geralmente o nimero de individuos é alto e
no caso de aves silvestres a maioria sdo de estagios imaturos. Para o género Amblyomma, o
género mais comum em aves silvestres no Pais, existe chave de adultos (BARROS-
BATTESTI et al., 2006) e de ninfas (MARTINS et al., 2010), porém para larvas, ainda é
preciso recorrer a técnicas biomolecurales para identificacdo correta.

2.2.1 Amblyomma

O género de carrapatos mais representativo no pais é o Amblyomma, com 32 espécies,
sendo também o género mais registrado parasitando aves com as espécies: Amblyomma
aureolatum (Pallas, 1722), Amblyomma auricularium (Conil, 1878), Amblyomma brasiliense
Aragdo 1908, Amblyomma cajennense complexo, Amblyomma calcaratum Neumann, 1899,
Amblyomma coelebs Neumann, 1899, Amblyomma dissimile Koch, 1844, Amblyomma geayi
Neumann, 1899, Amblyomma humerale Koch, 1844, Amblyomma longirostre Koch, 1844,
Amblyomma naponense (Packard, 1869), Amblyomma nodosum Neumann, 1899, Amblyomma
ovale Koch, 1844, Amblyomma pacae Aragédo, 1911, Amblyomma parkeri Fonseca e Aragéo,
1952, Amblyomma parvum Aragdo, 1908, Amblyomma triste Koch, 1844, Amblyomma
varium Koch, 1844, Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (OGRZEWALSKA & PINTER,
2016).

A espécie mais comumente encontrada em aves da ordem Passeriformes é A.
longirostre, seguida de A. nodosum e A. aureolatum, e no caso de aves ndo passeriformes os
carrapatos mais relatados sdo A. pacae, A. cajennense lato sensu e A. longirostre (LUZ &
FACCINI, 2013; MATURANO et al., 2015; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016).

As especies de Amblyomma possuem particularidades como hospedeiros preferenciais,
principalmente na fase adulta na qual sdo mais especificos. Por exemplo, os adultos de A.
longirostre preferem se alimentar de mamiferos da ordem Rodentia, como o porco-espinho
(BARROS-BATTESTI et al.,, 2006), e os estdgios imaturos parasitam aves silvestres
(OGRZEWALSKA et al, 2008, 2010, 2012; TOLESANO-PASCOLI et al., 2010;
LUGARINI et al., 2015; RAMOS et al., 2015). Para esta espécie ha relatos de parasitismo
humano acidental no Brasil (GUGLIELMONE et al., 2006). Ja os adultos de A. nodosum
preferem mamiferos da ordem Xenarthra, como tamanduas, e 0s estagios imaturos sao
frequentemente encontrados em aves silvestres, tendo preferéncia por aves com habitos de
forragear perto do solo (BARROS-BATTESTI et al., 2006; LUGARINI et al., 2015; LUZ et
al., 2016). E A. aureolatum, a terceira espécie mais comum relatada em Passeriformes,
parasitam carnivoros na fase adulta, e aves e roedores silvestres nos estadgios imaturos
(BARROS-BATTESTI et al., 2006). Para A. aureolatum hé relatos de parasitismo humano na
Argentina, Brasil, Guiana Francesa e Paraguai (GUGLIELMONE et al., 2006).

2.2.2 Ixodes

Representantes do género Ixodes somam em torno de 46 espécies na regido
Neotropical. Na fase adulta parasitam preferencialmente vertebrados da ordem Rodentia e
marsupiais, € na fase imatura, parasitam pequenos mamiferos, como roedores (BARROS-
BATTESTI et al., 2006). No Brasil sdo registradas apenas oito espécies deste género
(ONOFRIOQ et al., 2009), sendo que seu primeiro relato em aves silvestres ocorreu em 1994
com Ixodes auritulus Neumann, 1904 parasitando o género Turdus (ARZUA et al., 1994).



S4o trés as espécies associadas a aves no Pais (OGRZEWALSKA E PINTER 2016): 1.
auritulus (ARZUA et al., 1994, 2005; GONZALEZ-ACUNA et al., 2005), Ixodes fuscipes
Koch, 1844 (ARZUA et al., 2005) e Ixodes paranaensis Barros-Battesti, Arzua, Pichorim e
Keirans, 2003 (BARROS-BATTESTI et al., 2003; DANTAS-TORRES et al., 2009b;
TOLESANO-PASCOLLI et al., 2014; LUZ et al., 2016).

2.2.3 Haemaphysalis

O género Haemaphysalis compreende 167 espécies, porém apenas trés ocorrem na
regido Neotropical: Haemaphysalis juxtakochi Cooley, 1946, Haemaphysalis leporispalustris
(Packard, 1869) e Haemaphysalis cinnabarina Koch, 1844, sendo que as duas primeiras
espécies possuem relatos de infestacdo em humanos (COOLEY 1946; HARRISON et al.,
1997; GUGLIELMONE et al., 2006; BARROS-BATTESTI et al., 2006; BERMUDEZ et al.,
2012; GUGLIELMONE et al., 2014). A fase imatura é comumente relatada parasitando
pequenos roedores e aves, e 0s adultos parasitam mamiferos maiores (SAMUEL et al., 2001,
OGRZEWALSKA et al., 2010, ZERINGOTA et al., 2016).

O primeiro registro de H. juxtakochi parasitando aves silvestres no Brasil foi em 2005
(ARZUA et al., 2005), seguido por relato em 2010 (OGRZEWALSKA et al., 2010).
Trabalhos desenvolvidos no sul da América do Sul relataram H. juxtakochi em aves na
Argentina (BELDOMENICO et al., 2003) e no Uruguai (VENZAL et al.,, 2005). Ja H.
leporispalustris é amplamente distribuido pelas Américas, tendo como hospedeiros
preferenciais coelhos silvestres e lebres (GUGLIELMONE et al.,, 2014). Pesquisas na
Argentina (BELDOMENICO et al.,, 2003; FLORES et al., 2014) e nos Estados Unidos
(MUKHERJEE et al., 2014; SCHNEIDER et al., 2015) observaram estagios imaturos deste
carrapato parasitando aves como hospedeiros alternativos. No Brasil existe um anico relato
deste carrapato associado com aves no sudeste do estado de S&o Paulo (OGRZEWALSKA et
al., 2012).

2.2.4 Rhipicephalus

O género Rhipicephalus possui em torno de 70 espécies no mundo, sendo que no
Brasil sdo encontradas apenas duas espécies: Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888) e
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), sendo o primeiro parasito preferencial de bovinos
e 0 segundo parasito preferencial de canideos (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Existem
poucos relatos de R. sanguineus parasitando aves no pais (DIOGO et al., 2003; SZABO et al.,
2008; LUZ et al., 2012; LUGARINI et al., 2015), sendo esta relacdo esporadica quando aves
de habito sinantropico tem contato com cdes domésticos (OGRZEWALSKA & PINTER,
2016). Ha relato de parasitismo ocasional em humanos por ambas espécies (GUGLIELMONE
et al., 2006).

2.2.5 Ornithodoros

O género Ornithodoros, pertencente a familia Argasidae, e na regido Neotropical séo
encontradas cerca de 52 espécies (BARROS-BATTESTI et al., 2006; ESTRADA-PENA et
al., 2010; GUGLIELMONE et al., 2010). Este género foi relatado parasitando aves silvestres
no Brasil recentemente em Minas Gerais (TOLESANO-PASCOLI et al., 2014), sendo que na
ocasido o espécime ndo foi identificado em nivel especifico, pois estava danificado; em
trabalho posteiror foram coletados espécimes, identificados através de técnicas moleculares,
de Ornithodoros mimon em aves silvestres no Mato Grosso do Sul (RAMOS et al., 2015).
Esta espécie na fase adulta parasita preferencialmente mamiferos da ordem Chiroptera
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(BARROS-BATTESTI et al., 2006) e nas fases imaturas tem sido relatado em pequenos
mamiferos da ordem Rodentia e Didelphimorphia (SPONCHIADO et al., 2015). O
parasitismo de humanos por O. mimon ja foi relatado, sendo um carrapato agressivo, com
intensa resposta inflamatdéria no local da picada e dor para o hospedeiro (BARROS-
BATTESTI et al.,, 2011; LANDULFO et al., 2012; LABRUNA et al., 2014).

2.3 Rickettsia spp. Encontradas em Carrapatos

Rickttsia spp. sdo bactérias pertencentes a familia Rickettsiaceae, ordem Rickettsiales.
De acordo com o banco de dados “List of prokaryotic names with standing in nomenclature”
(LPSN) http://www.bacterio.net/rickettsia.html, consultado em margo de 2017, existem 29
espécies de Rickettsia. Este género era dividido em dois grandes grupos: grupo da febre
maculosa (GFM) com espécies transmitidas por carrapatos, pulgas e acaros, € 0 grupo tifo
(GT) com espécies transmitidas por pulgas e piolhos (AZAD & BEARD, 1998). Mais
recentemente o grupo foi reorganizado com uso de ferramentas moleculares e analise
multigénica em cinco grupos: grupo Bellii (Rickettsia bellii), grupo canadensis (Rickettsia
canadensis e Rickettsia tarasevichiae), GT (Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi), grupo de
transicdo (Ricekttsia australis e Rickettsia akari) e 0 GFM (que inclui mais de 20 espécies)
(WEINERT et al., 2009; MERHEJ & RAOULT, 2011).

O GFM inclui o agente da riquetsiose humana, R. rickettsii, que causa 0 mais severo
quadro de febre maculosa no mundo, denominada Febre Maculosa das Montanhas Rochosas
nos Estados Unidos, Febre Maculosa Brasileira no Brasil e Fiebre Manchada em outros paises
da América Latina (LABRUNA & MACHADO, 2006; SZABO, 2013a). Esse grupo inclui
também espécies com patogenicidade indefinida para humanos como R. amblyommatis, R.
parkeri e R. rhipicephalii (PAROLA et al., 2005; LABRUNA et al., 2011; PAROLA et al.,
2013). Através do avanco das ferramentas para identificacdo de agentes patogénicos
transmitidos ao homem, novas espécies e novas cepas de Rickettsia tem sido identificadas. .

Os carrapatos estdo entre 0s maiores transmissores de agentes patogénicos para
animais, e as bactérias do género Rickettsia sdo caracterizadas como a mais antiga zoonose
transmitida pelos carrapatos (PAROLA et al., 2005). A febre maculosa esta incluida na lista
de doencas negligenciadas da Academia Brasileira de Ciéncias (SOUZA, 2010), sendo que no
Brasil de 2005 a 2010 foram registrados 75 dbitos por Rickettsia, dos quais 15 foram casos
relatados no estado de Minas Gerais (ARAUJO et al., 2015). Entre 2008 e novembro de 2016
foram registrados 46 Obitos por febre maculosa em Minas Gerais (SES-MG, 2016).

Em setembro de 2016, em Belo Horizonte, capital do Estado de Minas Gerais, uma
crianca de 10 anos faleceu devido a febre maculosa, fato que levantou novamente a discussdo
sobre a presenca de capivaras proximas a locais de circulagdo de pessoas. Estes roedores
podem ser consideros hospedeiros amplificadores da bactéria R. rickettsii (SOUZA et al.,
2009) e séo frequentemente parasitados pelo carrapato Amblyomma sculptum, pertencente ao
complexo A. cajennense, que pode parasitar humanos por ndo ser tdo especifico na escolha do
hospedeiro. No referido caso em MG, a crianca esteve no Parque Ecoldgico Promotor
Francisco Lins do Rego, na orla da Lagoa Pampulha. O Parque recebe visita da populacéo
constantemente por abrigar belo conjunto arquitetdnico e em Julho de 2016, recebeu da
Organizacdo da Nacdes Unidas o titulo de Patrimdnio Cultural da Humanidade, motivo para
maior atracdo de publico.

No Brasil as espécies de carrapatos mais competentes do ponto de vista vetorial de R.
rickettsii sdo: A. sculptum e A. aureolatum (LABRUNA, 2009). Espécies de Rickettsia tém
sido relatadas em carrapatos coletados de aves silvestres em investigacOes realizadas no
Brasil, por exemplo, R. parkeri em A. parkeri, R. amblyomattis em A. longirostre (PACHECO
et al., 2012), Rickettsia parkeri-like em A. calcaratum (OGRZEWALSKA et al., 2013) e A.

6


http://www.bacterio.net/rickettsia.html

nodosum, e também ‘Candidatus Rickettsia andenae’ e R. amblyommatis em A. parvum
(LUGARNI et al., 2015), além de Rickettsia bellii, que ndo pertence ao GFM, em A. nodosum
(OGRZEWALSKA et al., 2009b) e em A. auricularium (LUGARNI et al., 2015).

N&o ha relatos de Rickettsia rickettsii, 0 agente etioldgico da febre maculosa brasileira
(FMB), em carrapatos coletados de aves, sendo somente relatado em espécies do complexo A.
cajennense e em A. aureolatum (PAROLA et al., 2013), espécies estas que ja foram
encontradas associadas a aves no Brasil (OGRZEWALSKA & PINTER, 2016).

2.3.1 Rickettsia spp. detectadas em carrapatos parasitando aves silvestres no Brasil

Existem diversos relatos de parasitismo de carrapatos em aves silvestres infectados
com Rickettsia no Pais, sendo que o primeiro trabalho a evidenciar essa relacdo foi publicado
em 2008. Alguns exemplos sdo as espécies ou cepas estreitamente relacionadas a Rickettsia
amblyommatis, Rickettsia bellii, Rickettsia parkeri e “Candidatus Rickettsia andenae”
(OGRZEWALSKA et al., 2008, 2010, 2011, 2009, 2013; PACHECO et al, 2012;
LUGARINI et al., 2015; RAMOS et al., 2015; OGRZEWALSKA & PINTER 2016).

Rickettsia amblyommatis, anteriormente Rickettsia amblyommii e “Candidatus
Rickettsia amblyommii” (KARPATHY, et al., 2016), possui patogenicidade indeterminada
(Parola et al., 2013) e foi isolada pela primeira vez de Amblyomma americanum (Linnaeus,
1758) em 1974 nos Estados Unidos (BURGDORFER et al., 1981). Foi detectada pela
primeira vez no Brasil em A. cajennense e A. coelebs coletados no ambiente no estado de
Rondbnia (LABRUNA et al., 2004a).

Carrapatos infectados com esta bactéria parasitando aves foram relatados pela primeira
vez no Pais no Estado de S&o Paulo em A. longirostre parasitando Conopophaga lineata
(OGRZEWALSKA et al., 2008). No Brasil as espéecies de carrapatos infectados com R.
amblyommatis encontrados parasitando aves sdo: A. auricularium, parasitando Troglodytes
musculus e Lanio pileatus relatado por Lugarini et al. (2015); A. geayi relatado no trabalho de
Ogrzewalska et al. 2010; A. nodosum parasitando Thamnophilus doliatus e Herpsilochmus
longirostris relatado por Ogrzewalska & Pinter (2016); A. varium parasitando Elaenia
flavogaster e Thamnophilus sp. relatado por Ogrzewalska & Pinter (2016) e A. parvum
parasitando Lanio pileatus de acordo com Lugarini et al. (2015), sendo que o maior nimero
de registros € em A. longirostre nos trabalhos de Ogrzewalska et al. (2008, 2010, 2011),
Pacheco et al. (2012), parasitando Neopelma pallescens, Chiroxiphia pareola, Myiothlypis
flaveola, Tachyphonus rufus relatados no trabalho de Lugarini et al. (2015) e parasitando
Piranga flava, Chloroceryle aenea e Tangara sayaca no trabalho de Ramos et al. (2015). Em
alguns trabalhos ndo é possivel verificar a espécie de ave na qual foi identificado carrapato
infectado com Rickettsia, ficando o registro da espécie de carrapato com a espécie de
Rickettsia encontrado parasitando aves em determinada localidade. Isso ocorre ndo s para R.
amblyommatis, mas também para outras espécies que serdo abordadas na presente revisao.

Rickettsia bellii € uma espécie que durante muito tempo foi considerada néo
patogénica, até que pesquisadores realizaram uma infeccdo experimental e teve como
resultado reacdo inflamatdéria e escaras no hospedeiro (OGATA et al., 2006), sendo
considerada a partir de entdo de patogenicidade indeterminada (PAROLA et al., 2013). No
Brasil ha relatos de R. bellii em varias espécies de carrapatos como por exemplo Amblyomma
ovale, Amblyomma scalpturatum, Amblyomma oblongoguttatum (LABRUNA et al. 2004a),
Haemaphysalis juxtakochi (LABRUNA et al., 2007b) e A. aureolatum (PINTER &
LABRUNA, 2006; MORAES-FILHO et al., 2009). Evidéncias soroldgicas de contato de
capivaras com R. bellii foram verificadas por Pacheco et al. (2007) no Estado de S&o Paulo,
sendo que amostras deste estudo apresentaram positividade para R. parkeri. As espécies de
carrapatos relatadas infectadas com R. bellii parasitando aves sdo: A. auricularium
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parasitando Lanio pileatus de acordo com Lugarini et al. (2015) e Amblyomma nodosum
parasitando Thamnophilus caerulescens, Thamnophilus pelzeni, Conopophaga lineata e
Platyrinchus mistaceus de acordo com Ogrzewalska et al. (2009).

J& a espécie R. parkeri foi identificada em Amblyomma maculatum em 1939, nos
Estados Unidos e sua patogenicidade sé foi comprovada apds 65 anos de sua descoberta
(PADDOCK et al., 2004). Grande parte das Rickettsias patogénicas foram inicialmente
identificadas em artrépodes e anos depois em amostras de humanos (MERHEJ et al., 2014).
Rickettsia parkeri é considerada patogénica nos Estados Unidos e, quando acomete humanos,
apresenta sintomas mais brandos que a R. rickettsii (PADDOCK et al., 2004), além de,
frequentemente apresentar uma erupc¢do cutanea no local da picada do carrapato (PADDOCK
et al., 2004). No Brasil foram publicados trés trabalhos com relatos de caso de riquetsiose
humana devido a infeccdo por Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica, geneticamente relacionada a
R. parkeri, R. africae, R. sibirica, todos eles com relatos de erupcdo cuténea e diagndstico
através de sorologia do paciente e analise molecular de amostra de pele retirada do local da
picada do carrapato: Spolidorio et al. (2010) relataram o primeiro caso de riquetsiose em
paciente no sudeste do Brasil, Silva et al. (2011) relataram caso na Bahia (cepa Bahia = cepa
Mata Atlantica), e Krawczak et al. (2016b) relataram caso em Blumenau, Estado de Santa
Catarina.

Quando uma bactéria é detectada em carrapatos com tendéncia natural de parasitar
humanos, como € o caso de alguns carrapatos os quais ja foram relatados positivos para a
presenca de R. parkeri no Brasil, como A. aureolatum e A. ovale (SZABO et al., 2013b,
BARBIERI et al.,, 2014), existe motivo para preocupacdo pois pode existir uma relacéo
estabelecida entre hospedeiro e ectoparasito, aumentando as chances de transmissdo de
agentes patogénicos. Assim, existe a possibilidade de algumas das muitas riquetsias
endossimbiontes serem patogénicas sob certas circunstancias, porém isso sO podera ser
comprovado apds seus isolamentos em doentes (RAOULT & PAROLA, 2007).

O primeiro relato de R. parkeri no Brasil foi publicado por Labruna et al. (2004b), os
quais detectaram uma riquétsia molecularmente muito préxima a R. pakeri, Rickettsia africae
e Rickettsia sibirica, na época denominada de cepa COOPERI, do grupo febre maculosa em
A. dubitatum (= Amblyomma cooperi). No decorrer dos anos foram sendo identificadas
diferentes espécies de carrapatos infectadas com cepas de R. parkeri: R. parkeri em
Amblyomma triste (SILVEIRA et al.,, 2007); Rickettsia cepa Mata Atlantica em R.
sanguineus, A. ovale (SABATINI et al., 2010) e A. aureolatum (MEDEIROS et al., 2011);
Rickettsia spp. cepa CG (grupo canadense) segregado do mesmo cluster de R. parkeri cepa
COOPERI em A. nodosum (ALMEIDA et al., 2013); R. parkeri cepa ApPR (similar a R.
africae, R. sibirica e R. parkeri) em A. parkeri (PACHECO et al., 2012); R. parkeri cepa
NOD em A. longirostre (PACHECO et al., 2012), A. nodosum (OGRZEWALSKA et al.,
2009b, 2011a) e A. calcaratum (OGRZEWALSKA et al., 2013). As trés ultimas espécies de
carrapatos citadas infectadas com R. parkeri cepa NOD foram coletadas de aves silvestres.
Estes trabalhos com carrapatos oriundos do ambiente e de diferentes animais indicam a
circulacdo das cepas de R. parkeri e refletem sua presenca em diversas regies do Brasil.

As espécies de carrapatos relatadas infectadas com R. parkeri parasitando aves sdo: A.
nodosum parasitando Thamnophilus caerulescens, Arremon flavirostris, Conopophaga
lineata, Myiothlypis flaveola, Casinornis rufus, Thamnophilus pelzelni de acordo com
Ogrzewalska et al. (2009), Tangara cayanna de acordo com Ramos et al. (2015) e
Thamnophilus pelzelni de acordo com Lugarini et al. (2015); A. longirostre de acordo com
Pacheco et al. (2012); A. calcaratum parasitando Ramphocelus carbo relatado por
Ogrzewalska et al. (2013) e A. parkeri parasitando Chiroxiphia caudata de acordo com
Pacheco et al. (2012).



Alguns estudos no Pais abordam testes soroldgicos positivos para R. parkeri, por
exemplo: Labruna et al. (2007a) relataram c8es de area rural e urbana de Rond6nia com soros
homdlogos a R. parkeri, podendo servir como sentinelas para riquetsioses humanas; Pacheco
et al. (2007) relataram soros homélogos a R. parkeri em 34% das capivaras avaliadas em S&o
Paulo; e Horta et al. (2007) evidenciaram homologia em cavalo, gambas e cdo, também em
Séo Paulo. A distribuicdo desta riquétsia aumentou no Pais com relatos de infeccdo por R.
parkeri em cdes no Rio Grande do Sul (SAITO et al., 2008) e soropositividade no norte do
Parani em equideos (OTOMURA et al., 2010; TOLEDO et al., 2011), seres humanos e cées
(TOLEDO et al., 2011; TAMEKUNI et al., 2011). Além disso, no Pantanal, Widmer et al.
(2011) relataram um jaguar soropositivo para R. parkeri, assim como o carrapato A. triste
coletado neste felino; destacaram ainda o risco para salde humana e animal com relagcdo ao
turismo no local.

No Estado do Rio Grande do Sul, R. parkeri foi detectada em A. ovale coletados de
caes e na vegetacdo e R. amblyommatis foi detectada em larvas de A. longirostre coletados na
vegetacao, além disso cdes, gambas e roedores da regido estavam positivos para sorologia de
R. amblyommii, porém o resultado mostrou que estas sorologias foram positivas também para
R. parkeri e com titulos bem superiores, o que evidenciou que estes anticorpos foram
estimulados por esta espécie de bactéria, ou seja houve uma reacdo cruzada (KRAWCZAK et
al., 2016a). A técnica soloroldgica de imunofluorescéncia indireta é considerada de referéncia
para diagnostico laboratorial das espécies de Rickettsia devido ao custo e tempo para resposta,
porém com a expansao destes agentes relatados como patogénicos ou com patogenicidade
indeterminada, estudos deverdo ser conduzidos para que seja possivel identificar através
destre protocolo a espécie que infecta 0 organismo, ou sera necessario maior tempo e recurso
financeiro para que o diagnostico seja conduzido através de outras técnicas como moleculares,
isolamento ou histopatologico. Pornwiroon et al. (2016) identificaram cinco proteinas
imunoreativas, como potenciais biomarcadores, expressas por R. parkeri que ndo foram
expressas por R. amblyommatis, contudo mais estudos sdo necessarios para definir a
especificidade destas proteinas para diferenciacao das espécies de Rickettsia.

“Candidatus Rickettsia andenae”, a tltima espécie que ja foi relatada em carrapatos
parasitando aves no Brasil, tem potencial patogénico desconhecido. O primeiro relato dela no
Pais foi em Amblyomma parvum coletados no Pantanal e no Cerrado (NIERI-BASTOS et al.,
2014) , seguido por relato em Amblyomma sculptum também no Cerrado (WITTER et al.,
2015). As espécies de carrapatos relatadas infectadas por “Candidatus Rickettsia andenae”
parasitando aves sdo: A. parvum parasitando Myiarchus tyrannulus e Turdus amaurochalinus
e A auricularium parasitando Turdus amaurochalinus, sendo todos registros realizados por
Lugarini et al. (2015).

Embora as investigacfes sobre a relacdo aves/carrapatos/patdgenos estejam sendo
realizadas em varias regides do Brasil (OGRZEWALSKA et al., 2008, 2010, 2011b, 2012;
MARTINS et al., 2014; LUGARINI et al., 2015; RAMOS et al., 2015, OGRZEWALSKA &
PINTER, 2016), ao ser considerada as dimensdes quase continentais do Pais, juntamente com
a gama de biomas e ecOtopos existentes, é evidente que o nosso conhecimento sobre esta
associacdo esta longe de ser completo. O presente trabalho teve como objetivo realizar o
primeiro inquérito de associacdes entre riquétsias e carrapatos em aves em um fragmento
remanescente de Mata Atlantica semi-decidua inserido em regido urbana densamente povoada
na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de Estudo

O estudo foi realizado no Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), caracterizado como fragmento de Mata Atlantica, inserido em uma area urbana
densamente povoada de Juiz de Fora, no estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil (S 21 °
43" 40.03", W 43 ° 22" 47.36") (Figura 1). A area tem 84,5 hectares (ha) e ¢é parte da Mata do
Krambeck, um fragmento contiguo de 292,89 ha legalmente classificado como area de
protecdo ambiental (IEF-MG, 2015) e caracterizado como remanescente de floresta semi-
decidua (SOSMA & INPE, 2015). E uma floresta em regeneracéo tendo passado por cortes de
vegetacdo nativa e plantio de café. A &rea contém variedade de espécies de insetos, grande
diversidade de plantas e também €é considerado refugio para a vida selvagem local (MACIEL
& BARBOSA, 2015). Apresenta cursos d’agua, nascentes, lagoas e faz fronteira com o Rio
Paraibuna (D’AGOSTO, 2011) o que facilita o transito, por exemplo, de capivaras que vivem
na beira do Rio e podem se refugiar nas dguas do Jardim Botéanico. O clima da regido €
tropical de altitude do tipo Cwa segundo a Classificagdo de Képpen (1970), onde do més de
abril ao més de agosto é caracterizado como estacdo fria e seca e de setembro a margo &
caracterizado como estacao chuvosa, com verdo brando ou moderadamente quente e imido. O
municipio apresenta altitude de 715 metros.

A importancia do Jardim Botanico para a regido € a preservacao de espécies nativas de
fauna e flora, para que o prejuizo a natureza seja estagnado, ainda que seja o Jardim aberto
para fins de pesquisa e algumas areas abertas a visitacdo, o local tende a se tornar um
patrimoénio cultural e natural do municipio (D’AGOSTO, 2011).

3.2 Captura dos Hospedeiros e Coleta dos Carrapatos

Quatro expedicdes de campo durante Julho e Agosto de 2014, e Julho e Agosto de
2015, cada uma com duracéo de cinco dias, foram realizadas com autoriza¢ao do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO, protocolo ndmero 29268/ANO).
Foram utilizadas 10 redes de neblina (12m de comprimento x 3m de largura, malha de 16
mm) que ficaram abertas entre 06h e 16h, sendo as vistorias realizadas a cada 20-30 minutos.

500 1000 m
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— /

Figura 1. Jardim Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora cercado por area
densamente urbanizada, localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, onde foram
capturadas as aves e coletados os carrapatos. A area circulada no fragmento florestal indica
os limites do Jardim Boténico e o ponto branco indica o local de captura.
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As aves capturadas foram colocadas em sacos de pano para que pudessem ser pesadas
(foram utilizadas Pesola® de 60, 100 e 300gr,) e em seguida medidas com régua ornitologica
(Avinet®), fotografadas e identificadas de acordo com Sigrist (2014), com nomenclatura
baseada em Piacentini et al. (2015).

As aves foram examinadas para verificar a presenca de carrapatos; quando presentes,
eles foram removidos utilizando pinga e colocados individualmente em tubos de 1,5 ml com
tampa de rosca contendo 250ul de RNAlater® (Ambion). As aves foram marcadas para
identificar possiveis recapturas, pintando as unhas com tinta atoxica (Acrilex®) e liberadas.

3.3. Identificacdo Morfoldgica dos Carrapatos

Os carrapatos coletados foram levados ao Laboratério de Artrépodes Parasitos da
UFJF elou Laboratorio de Bioimagens da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) e identificados em microscopio estereoscopico (Olympus SZX7). A base do capitulo
foi considerada como caracteristica diferencial para identificacdo em nivel de género de larvas
seguindo a caracterizacdo proposta na chave de larvas proposta por Clifford et al. (1961), e as
ninfas do género Amblyomma foram identificadas com a utilizacdo da chave de Martins et al.
(2010). Apos a identificacdo foram armazenados congelados (-20°C) em RNAlater® até o
momento da extracdo do DNA. Prevaléncia, intensidade média e abundéncia das infestacbes
foram calculadas seguindo as recomendagdes de Bush et al. (1997).

3.4. Analise Molecular

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular da
UFRRJ. O DNA total foi extraido a partir de amostras individuais de carrapatos utilizando o
método das perolas de vidro/fenol:cloroformio relatado por Santolin et al. (2013). Em cada
bateria de extracdo foi acrescentado um controle negativo, no caso um espécime de Cotesia
flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae), por ndo gerarem amplicons para o
gene alvo, validando assim que a bateria ndo tenha sofrido contaminagéo.

A identificacdo molecular dos carrapatos, em nivel de espécie, foi realizada por
amplificacdo de PCR e sequenciamento de fragmento mitocondrial de 460 pares de bases (pb)
que codifica 0 gene 16S rRNA utilizando os métodos descritos por Mangold et al. (1998), e
de um fragmento de gene de 380pb que codifica o gene mitocondrial 12S rRNA (BEATI et
al., 2012).

Para investigar a presenca de Rickettsia, as amostras de DNA foram analisadas
inicialmente por PCR utilizando os iniciadores CS-239 e CS-1069, que amplificam um
fragmento de 834 pb do gene gltA de todas as espécies de Rickettsia e os iniciadores 17k-5 e
17k-3, que amplificam um fragmento de 549-pb do gene riquetsial htrA (LABRUNA et al.,
2004c). As amostras que foram positivas para estes dois ensaios foram ainda testadas por
protocolos de PCR adicionais, a fim de proceder a caracterizacdo genética da Rickettsia. Para
os protocolos adicionais foram utilizados os iniciadores Rr190.70p e Rr190.602n, que
amplificam um fragmento de 532 pb do gene riquetsial ompA (REGNERY et al., 1991), e 0s
iniciadores 120-M59 e 120-807, que amplificam um fragmento de 865 pb do gene riquetsial
ompB (ROUX & RAOULT, 2000).

Em todos os casos, o mix para PCR (25ul) conteve tampao de 2,5uL polimerase
Platinum Tag DNA (Life Technologies, Brasil), 2,5mM MgClz, 200uM de dNTPs, 20 pmoles
de cada iniciador, 0,5 unidades de polimerase Platinum Taq DNA e 2ul de DNA. Todas as
amostras foram inicialmente aquecidas a 95°C durante 5 minutos para desnaturar o molde e
ativar a polimerase, seguido por 40 ciclos repetidos de desnaturacdo a 95° C durante 20 seg,
anelamento a 52° C durante 20 seg e extensao a 72° C durante 25seg, seguido por uma
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extensdo final a 72° C durante cinco minutos. Um total de 12,5uL de cada produto de PCR
foram analisados por electroforese em gel (agarose 1,5%), com confirmagdo dos tamanhos
dos amplicons obtidos através de comparacdo com um DNA marcador de peso molecular
(DNA Ladder Gene Ruler 100 pb, produto # SM024, Thermo Scientific).

3.5. PCR - Polimorfismos de Fragmentos de Restrigcao

Apb6s a identificacdo das amostras positivas para ompB, a técnica PCR -
polimorfismos de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) relatada por Santolin et al. (2013) foi
utilizada como método de triagem preliminar das espécies de Rickettsia. Aliquotas (5 uL) do
fragmento amplificado, que foram positivos para a analise inicial da reacdo de PCR de ompB,
foram digeridos com enzimas de restricdo Rsal e Mspl e os padrdes de bandas resultantes
foram analisados utilizando géis poliacrilamida (Santolin et al., 2013). Os amplicons de
controle positivo foram produzidos a partir de DNA extraido das seguintes espécies de
Rickettsia do GFM: R. amblyommatis (“"Candidatus R. amblyommii” AC37), Rickettsia felis
(estirpe Pedreira), R. parkeri (estirpe Mata Atlantica- A010), R. rickettsii (estirpe Taiacu) e R.
rhipicephali (estirpe HJ#5). Todas estas amostras foram gentilmente cedidas pelo Dr. Marcelo
B. Labruna do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo. Amplicons para controle
negativo foram adicionados a bateria sem a presenca das enzimas.

3.6. Sequenciamento de Nucleotideos

Para identificacdo molecular de todos os carrapatos foi realizado sequenciamento dos
genes 16S rRNA e 12S rRNA. E para investigacdo da presenca de Rickettsia todas as
amostras positivas para o gene ompB foram sequenciadas e algumas amostras destas foram
selecionadas para sequenciamento dos demais genes riquetsiais utilizados no presente estudo
gltA, htrA e ompA.

O sequenciamento dos nucleotideos foi realizado utilizando 10ul de produtos de PCR
que foram tratados com illustra ExoProStar (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do
fabricante e sequenciados em ambas direcOes, utilizando os iniciadores de amplificacdo
através do BigDye Ready Reaction mix (ABI Corp); os produtos da reagdo foram analisados
em analisador genético automatico 3500 (ABI Corp). As sequéncias obtidas foram
comparadas utilizando o programa Sequencher (Versao 5.1, Gene Codes Corporation) e foram
inseridas no algoritmo de pesquisa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) e a base de dados de
nucleotidos NCBI a fim de determinar a identidade do gene.
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4. RESULTADOS

Um total de 260 aves representando quatro ordens (Apodiformes, Piciformes,
Psittaciformes e  Passeriformes), 18 familias (Cardinalidae, = Conopophagidae,
Dendrocolaptidae, Furnariidae, Parulidae, Passerellidae, Picidae, Pipridae, Platyrinchidae,
Psittacidae, Rhynchocylidae, Thamnophilidae, Thraupidae, Trochilidae, Troglodytidae,
Turdidae, Tyrannidae e Vireonidae) e 52 espécies foi capturado. A ordem Passeriformes, com
15 familias (83,3%) e 44 espécies (86,2%), foi a mais representativa (Figura 2), e as espécies
mais frequentes foram Tachyphonus coronatus e Basileuterus culicivorus com 26 individuos
capturados de cada (Figura 3). Carrapatos (169 larvas e 22 ninfas) foram coletados de 69
(26,5%) aves todas pertencentes a ordem Passeriformes, exemplares de 13 familias (72,2%)
(Tabela 1).

niversidade Federal de Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Seta vermelha indica presenca de carrapatos. A- Lanio melanops,
B- Platyrinchus mystaceus, C- Sittasomus griseicapillus, D- Tachyphonus coronatus, E-
Troglodytes musculus e F- Turdus rufiventris.
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Corythopis delalandi
Poecilotriccus plumbeiceps
Attila rufus

Maonaocus manacus
Lathrotriccus euler
Tolmaomyias sulphurescens
Leptopogon amouracephalus
Chiroxiphio coudata
Xipharhynchus fuscus
Picumnus cirmatus

Tiaris fuliginosus

Sittasomus griseicapillus
Platyrinchus mystoceus

Espéciesde aves

Troglodytes musculus

Lanio melanops
Turdus rufiventris

Mionectes rufiventris

Thalurania gloucopis
Basilevterus culicivarus

Tachyphonus coronatus

a 5 10 15 20 25 30

Mumero de individuos capturados

Figura 3. Numero de individuos capturados das vinte espécies de aves mais frequentes no
Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

Nenhum carrapato foi encontrado nas seguintes espécies de aves (numero de
individuos entre parénteses): Camptostoma obsoletum (Temminck, 1824) (2), Chiroxiphia
caudata (Shaw and Nodder, 1793) (5), Cranioleuca pallida (Wied, 1831) (3), Dacnis cayana
(Linnaeus, 1766) (1), Eupetomena macroura (Gmelin, 1788) (1), Florisuga fusca (Vieillot,
1817) (1), Furnarius figulus (Lichtenstein, 1823) (2), Hylophilus poicilotis Temminck, 1822
(1), Lathrotriccus euleri (Cabanis, 1868) (5), Lepidocolaptes squamatus (Lichtenstein, 1822)
(2), Manacus manacus (Linnaeus, 1766) (4), Phaethornis pretrei (Lesson and Delattre, 1839)
(2), Picumnus cirratus Temminck, 1825 (6), Pipraeidea melanonota (Vieillot, 1819) (1),
Psittacara leucophthalmus (Statius Muller, 1776) (1), Serpophaga subcristata (Vieillot, 1817)
(1), Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) (1), Sporophila caerulescens (Vieillot, 1823) (1),
Synallaxis albescens Temminck, 1823 (1), Synallaxis spixi Sclater, 1856 (2), Tangara
cyanoventris (Vieillot, 1819) (3), Tangara sayaca (Linnaeus, 1766) (1), Thalurania glaucopis
(Gmelin, 1788) (25), Thamnophilus caerulescens Vieillot, 1816 (2), Todirostrum
poliocephalum (Wied, 1831) (1), Tolmomyias sulphurescens (Spix, 1825) (5),  Turdus
leucomelas Vieillot, 1818 (2), Veniliornis maculifrons (Spix, 1824) (1), Volatinia jacarina
(Linnaeus, 1766) (2) and Xiphocolaptes albicollis (Vieillot, 1818) (1).
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Tabela 1. Distribuicdo de espécies de carrapatos parasitando aves capturadas no Jardim
Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora e a presenga de Rickettsia spp. I/C nimero
de infestado/capturado (prevaléncia %), IM: intensidade média, A: abundancia, LL: larva,
NN: ninfa. Aca: Amblyomma calcaratum, Alo: Amblyomma longirostre, Ano: Amblyomma
nodosum, Apa: Amblyomma parkeri, ANa: Amblyomma sp. hapldtipo Nazaré, Hle:
Haemaphysalis leporispalustris. *Espécies de aves relatadas com ao menos um especime com
mais de uma espécie de carrapato. @ Espécies de aves que continham algum carrapato positivo

para Rickettsia.

Aves Carrapatos
Familia Espécies 1/C (%) IM A Espécies LL NN
Cardinalidae

Cyanoloxia brissonii*e
(Lichtenstein, 1823)

Conopophagidae
Conopophaga lineata*e (Wied,
1831)

Dendrocolaptidae
Sittasomus griseicapilluse
(Vieillot, 1818)

Xiphorhynchus fuscuse
(Vieillot, 1818)

Furnariidae
Synallaxis ruficapilla
Vieillot, 1819

Parulidae

Basileuterus culicivoruse
(Deppe, 1830)

Passerellidae
Arremon semitorquatus
Swainson, 1838

Platyrinchidae
Platyrinchus mystaceuse
Vieillot, 1818

Rhynchocyclidae
Leptopogon amaurocephalus*e
Tschudi, 1846

Corythopis delalandi
(Lesson, 1830)

Mionectes rufiventrise
Cabanis, 1846

1/1(100) 2 2

1/1(100) 2 2

7/11(63,6) 3 21

4/6 (66,6) 2 8

12500 1 1

226(7,7) 1 2

3/3(100) 2 6

4/12 (33,3) 3,25 13

15200 2 2

1/6 (16,6) 1 1

217 (11,7) 15 3

Alo 1
ANa 1
Aca 1
ANa 1
Alo 16
Apa 1
ANa 4
Alo 2
ANa 6
Alo 1
Alo 1
ANa 1
Hle 5 1
Aca 2
Alo 5
ANa 6
Alo 1
ANa 1
Hle 1
Alo 3
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Tabela 1. (Continuacdo)

Aves

Carrapatos

Familia Espécies 1/C (%) IM A Espécies LL NN
Rhynchocyclidae
Poecilotriccus plumbeiceps 1/4 (25) 1 1 Aca 1
(Lafresnaye, 1846)
Thamnophilidae
Pyriglena leucoptera*e 1/1(100) 2 2 Aca 1
(Vieillot, 1818) ANa 1
Thraupidae
Lanio melanops*e 10/14 4,7 47 Aca 1 5
(Vieillot,1818) (71,4) Alo 5
Ano 1
Apa 16
ANa 12
Hle 7
Tachyphonus coronatus*e 15/26 2,8 42 Aca 5
(Vieillot,1822) (57,6) Alo 8 2
ANa 27
Coereba flaveolae 1/1 (100) 1 1 Alo 1
(Linnaeus, 1758)
Tiaris fuliginosus 2/6 (33,3) 1 2 Aca 1
(Wied, 1830) Apa 1
Troglodytidae
Troglodytes musculus® 4/12 (33,3) 25 10 Aca 4
Naumann, 1823 Alo 2
Apa 3
Hle 1
Turdidae
Turdus albicollise Vieillot, 1818  1/1 (100) 7 ANa 7
Turdus rufiventris*e 5/15(33,3) 1,8 Aca 2
Vieillot, 1818 Alo 1
Ano 1
ANa 2
Hle 3
Tyrannidae
Attila rufuse (Vieillot, 1819) 2/4 (50) 45 9 Aca 1
ANa 8
Total 69/174 (39,6) 2,7 191 169 22

Larvas foram identificadas morfologicamente como dos géneros Amblyomma (n=152)
e Haemaphysalis (n=17). Com relagdo as ninfas, em alguns casos ndo foi possivel identifica-
las morfologicamente em nivel especifico, devido a danos no momento da retirada do
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hospedeiro, como por exemplo, hipostdmio rompido, portanto a identifiagdo morfolégica das
22 ninfas coletadas foi: Amblyomma sp. (n=7), A. longirostre (n=3), A. calcaratum/nodosum
(n=11) e Haemaphysalis sp. (n=1). A identificacdo definitiva de todos os carrapatos foi
realizada pelo sequenciamento dos fragmentos 16S e 12S rDNA, sendo encontrados: A.
calcaratum (9 LL e 15 NN), A. longirostre (45 LL e 4 NN), A. nodosum (2 NN), A. parkeri
(21 LL), Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (77 LL) e Haemaphysalis leporispalustris
(Packard, 1869) (17 LL e INN) (Figura 4).

Nas amostras de A. calcaratum, foram identificados trés haplétipos através dos
fragmentos de 16S rDNA, haplétipos 1 e 2 que mostraram 100% (403/403 bases) e 99%
(401/403 bases) de similaridade de nucle6tidos com sequéncia derivada de carrapatos
coletados de aves no sul do Brasil (nimero de acesso no GenBank JN573302), e haplétipo 3
que apresentou 98% de similaridade de nucleotideos (397/405 bases) com a sequéncia
JN573302 e 100% de similaridade com a sequéncia KF179346, depositada no GenBank como
A. calcaratum coletados de aves no Paraguai. Em contraste, os fragmentos 12S de todas as
amostras de A. calcaratum foram idénticos e apresentaram 99% de similaridade de
nucledtidos (312/315 bases) com a sequéncia AY342261, depositada no GenBank como
Amblyomma sp. USNTC 119956 coletado da ave Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) no
Brasil

As sequéncias dos fragmentos dos genes 12S e 16S de A. longirostre apresentaram
100% (316/316 bases) e 100% (408/408 bases) de similaridade de nucleotideos com as
sequéncias do GenBank EU805558 e JN800424 derivadas de A. longirostre coletados em
aves no Brasil. As duas ninfas de A. nodosum foram idénticas para ambos os fragmentos 12S
e 16S e mostraram 100% de similaridade de nucleotideos com as sequéncias AY?225321
(342/342 bases; 12S rDNA) e FJ424402 (389/389 bases; 16S rDNA), depositados no
GenBank como A. nodosum coletado de aves no Peru e sul do Brasil, respectivamente. As
sequéncias obtidas a partir das 21 larvas de A. parkeri foram idénticas e revelaram 100% de
similaridade (410/410 bases) para a sequéncia parcial de 16S JN573300 e 100% de
similaridade (314/314 bases) para a sequéncia parcial de 12S EU805551 depositadas no
GenBank como A. parkeri coletados no Brasil.

O sequenciamento dos fragmentos de 16S rDNA das 77 larvas identificadas
morfologicamente como Amblyomma sp., foram idénticos entre si e com 100% (410/410
bases) de similaridade de nucleotidos a sequéncia JN800432, depositada no GenBank como
Amblyomma sp. MO-2012 (cepa Nazare B), designada como "haplotipo Nazaré”, um
carrapato coletado de aves silvestres no estado de Sdo Paulo, Brasil (OGRZEWALSKA et al.,
2012). O sequenciamento dos fragmentos de gene de 12S rDNA desses carrapatos nao
revelaram semelhanca significativa com nenhuma sequéncia depositada no GenBank, 0 mais
proximo foi 93% (282/303 bases) de similaridade com a sequéncia de 12S A. parkeri
(EUB05551) e 92% (280/303 bases) de similaridade com a sequéncia AY342263 depositada
no GenBank como 12S rDNA parcial de espécime adulto de Amblyomma geayi Neumann,
1899 coletado no Brasil.

Os 18 carrapatos restantes (9,4%) caracterizados morfologicamente como
Haemaphysalis sp. foram identificados através de analise das sequéncias parciais de 16S
rDNA como sendo idénticas entre si, € mostraram 99,9% de similaridade (376/377 bases) com
a sequéncia JN800434 depositada no GenBank como sequéncia parcial de 16S rDNA de H.
leporispalustris cepa Mairipord E, coletados em L. melanops no Brasil (OGRZEWALSKA et
al., 2012). O sequenciamento do 12S revelou niveis de similaridade de nucle6tidos de 99,4%
(339/341 bases), com a sequéncia de AM410574, depositada no GenBank como 12S rDNA
de H. leporispalustris coletado nos Estados Unidos da América (EPIS et al., 2008).

17



Figura 4. Carrapatos coletados em Passeriformes no Jardim Botanico da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil. A Carrapatos fixados na cabeca de um
espécime de Lanio melanops (Thraupidae), B, C e D - larvas de Haemaphysalis
leporispalustris em diferentes niveis de ingurgitamento.

Os numeros de acesso no GenBank para sequéncia de nucleotideos para as sequéncias
mitocondriais parciais de 16S rDNA obtidos no presente estudo sdo KU953951 (A.
calcaratum haplétipo 1), KU953952 (A. calcaratum haplotipo 2), KU953953 (A. calcaratum
haplotipo 3), KU953954 (Amblyomma sp. haplotipo Nazaré) e KU096986 (Haemaphysalis
leporispalustris). As sequéncia mitocondriais parciais de 12S rDNA foram depositados no
GenBank com 0s seguintes nimeros de acesso KU953955 (A. calcaratum), KU953956
(Amblyomma sp. haplétipo Nazaré) e KU096987 (Haemaphysalis leporispalustris).

Os dados sobre prevaléncia, intensidade média e abundancia das infestagdes por
carrapato estdo descritos na Tabela 1. Observou-se que oito espécies de aves apresentaram
individuos infestados com mais de uma espécie de carrapato, sendo que C. brissonii, L.
amaourocephalus, C. lineata, P. leucoptera, e T. rufiventris apresentaram espécimes
parasitados com duas espécies de carrapatos, T. coronatus e T. musculus apresentaram
espécimes parasitados com trés espécies de carrapato e um espécime de L. melanops estava
parasitado com quatro espécies de carrapato. Além disso, das 69 aves parasitadas, 34 estavam
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infestadas com carrapatos que foram subsequentemente identificados como positivos para
Rickettsia, sendo 27 aves com carrapatos positivos para uma espécie de Rickettsia, seis aves
com carrapatos positivos para duas espécies de Rickettsia e um espécime de T. coronatus com
carrapatos positivos para trés espécies de Rickettsia (Tabela 2).

Verificou-se ainda que houve casos onde a mesma ave estava parasitada por carrapatos
da mesma espécie infectados ou ndo com Rickettsia (ex. T. coronatus com dois carrapatos A
longirostre positivos para R. amblyommatis e um negativo), diferentes espécies de carrapatos
infectados com a mesma Rickettsia (ex. L. melanops com carrapatos Amblyomma sp.
haplétipo Nazaré e A. parkeri positivos para R. parkeri), e ainda carrapatos da mesma espécie
infectados com diferentes espécies de Rickettsia (ex. P. mystaceus com trés exemplares de
Amblyomma sp. haplétipo Nazaré positivos para R. parkeri e trés exemplares positivos para R.
rhipicephali) (Tabela 2).

De 191 carrapatos examinados por PCR utilizando as sequéncias gItA e htrA como
alvos, 87 (46%) produziram produtos de amplificacdo do tamanho esperado. Cada um destes
87 também foram positivos nos ensaios utilizando as sequéncias ompA e ompB como alvo. Os
dados da andlise da PCR-RFLP do fragmento ompB forneceram identificagBes presumiveis
como R. amblyommatis em 13 carrapatos da espéecie A. longirostre (10 larvas e 3 ninfas), R.
parkeri em A. parkeri (1 larva) e em Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (42 larvas), e R.
rhipicephali ou Rickettsia massiliae em Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (31 larvas). As
identificagOes obtidas pela PCR-RFLP foram confirmadas e/ou aumentadas por analise das
sequéncias. Todos os carrapatos positivos para Rickettsia (N=87) tiveram um fragmento do
gene ompB sequenciado e fragmentos de todas as quatro sequéncias-alvo de Rickettsia no
caso de dois especimes de carrapatos A. longirostre (1LL, 1 NN) infectados com R.
amblyommatis, um espéecime de A. parkeri (LL) e trés Amblyomma sp. haplétipo Nazaré (LL)
infectados com R. parkeri e de sete Amblyomma sp. haplétipo Nazaré (LL) infectados com R.
rhipicephali.

A andlise das sequéncias dos produtos gerados pela amplificacdo do ompB de 13 A.
longirostre infectados com R. amblyommatis, mostrou que eles foram idénticos entre si e com
100% (817/817 bases) de similaridade com a sequéncia parcial de ompB depositada de R.
amblyommatis (KJ534313) detectada em A. longirostre do estado da Bahia, Brasil
(MCINTOSH et al., 2015). As sequéncias dos amplicons de gltA, htrA e ompA derivadas de
trés destes carrapatos foram idénticas e demonstraram niveis de similaridade de 100%
(480/480 bases) para htrA, 100% (788/788 nucledtidos) para gItA e 100% (487/487 bases)
para ompA para com as sequéncias parciais de R. amblyommatis, nGmeros de acesso no
GenBank KJ534311 (htrA), KJ534310 (gltA) e KJ534312 (ompA).

As sequéncias dos fragmentos de ompB derivados de 42 Amblyomma sp. haplotipo
Nazaré e um A. parkeri foram consideradas, por PCR-RFLP, infectadas com R. parkeri, por
serem idénticas entre si e mostrarem 99,9% de similaridade (713/714 bases) com a sequéncia
JN126322 depositada no GenBank como sequéncia parcial de ompB de Rickettsia parkeri
estirpe ApPR. Os fragmentos de ompB também mostraram 99,6% de similaridade (815/818
nucleotideos) com a sequéncia que corresponde a R. africae (CP001612). Os produtos de gltA
obtidos a partir de quatro carrapatos (trés Amblyomma sp. hapl6tipo Nazaré e um A. parkeri)
foram sequenciados e mostraram 100% (706/706) de similaridade a sequéncia de JN126320,
depositado no GenBank como R. parkeri cepa ApPR, detectado em A. parkeri coletados em
aves no sul do Brasil (PACHECO et al., 2012). Os amplicons de ompA destes mesmos quatro
carrapatos mostraram 99,9% de similaridade de nucleétidos (490/491) com R. parkeri cepa
ApPR (JN126321), e os amplicons de htrA foram 100% (497/497) similares com isolados de
R. rickettsii (CP003305).
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Tabela 2. Especimes de aves capturadas no Jardim Boténico da Universidade Federal de Juiz
de Fora, Minas Gerais, infestadas com larvas e/ou ninfas, infectadas ou ndo por espécies de
Rickettsia. Cada linha representa um espécime de ave. Aca- Amblyomma calcaratum, Alo-
Amblyomma longirostre, Apa- Amblyomma parkeri, ANa- Amblyomma sp. hapl6tipo Nazaré,
Hle- Haemaphysalis leporispalustris, *-ninfas.

NUmero de Espécies de Rickettsia ~ Rickettsia Rickettsia

Espécies de aves carrapatos carrapatos  parkeri  rhipicephali amblyommatis

Negativo

Cyanoloxia brissonii 2 Alo 1*
ANa 1

Conopophaga lineata 2 Aca 1*
ANa 1

Sittasomus griseicapillus ANa 3

ANa 1

Xiphorhynchus fuscus ANa 1

ANa 5

Basileuterus culicivorus Alo 1

ANa 1

Platyrinchus mystaceus ANa 3 3

Alo 1

NP ok ko] k| k| w

Alo 1
ANa 1

Leptopogon amaurocephalus

[y

Mionectes rufiventris Alo 1

Pyriglena leucoptera 2 Aca 1*
ANa 1

Lanio melanops 2 Aca 1*
ANa 1

3 Alo 2
ANa 1

1 ANa 1

14 Aca 1,1*
ANa 2
Hle 7
Apa 1 2

2 Alo 1
ANa 1

6 Aca 1*
ANa 4 1

Tachyphonus coronatus 2 Alo 1* 1

N

Alo 1*
ANa 1

Alo 1

ANa 1

ANa 2 1 1

Aca 1*
ANa 1

ANa 1

Alo 1*

S 1NN N I N Y

Alo 2 1
Aca 1*
ANa 1

18 Alo 1
ANa 6 11
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Tabela 2. (Continuagéo)

NUmero

s Espécies de  Rickettsia Rickettsia Rickettsia .
Espécies de aves de caerapatos parkeri rhipicephali amblyommatis Negativo
carrapatos
Coereba flaveola 1 Alo 1
Turdus albicollis 7 ANa 7
Turdus rufiventris 3 Aca 1*
ANa 2
1 Alo 1*

Attila rufus 8 ANa 7 1
Total 113 43 31 13 26

Os amplicons de ompB gerados a partir de 31 Amblyomma sp. hapl6tipo Nazaré,
identificados por PCR-RFLP como infectados com R. rhipicephali ou Rickettsia massiliae
foram sequenciados e mostraram 100% (818/818) de similaridade com a sequéncia
correspondente da R. rhipicephali cepa HJ#5 (CP013133) e 99,8% (815/817) de similaridade
com sequéncia depositada como Rickettsia sp. R300 (AY472014), ambas os quais foram
detectadas em H. juxtakochi no Brasil (LABRUNA et al., 2005). O sequenciamento dos
produtos de glItA de seis destes carrapatos revelaram 100% (788/788) de similaridade com a
sequéncia da cepa R. rhipicephali HJ#5 (CP013133) e 99,9% (787/788) de similaridade com a
sequéncia Rickettsia sp. R300 (AY472038). As sequéncias de htrA e ompA destes seis
carrapatos demonstraram 100% de similaridade (501/501 e 491/491) com as sequéncias
correspondentes CP013133 da cepa HJ#5, e AY472039 e AY472040 da Rickettsia sp. R300.
Assim sendo, estes carrapatos foram considerados infectados com R. rhipicephali,
representando a primeira deteccdo desta espécie em carrapatos do género Amblyomma.

As novas sequéncias identificadas como R. parkeri infectando carrapatos neste estudo
foram depositadas no GenBank com o0s nimeros de acesso KX018050 (ompB) e KX018052
(htrA). E 0s nimeros de acesso para as sequéncias parciais derivadas de carrapatos infectados
com R. rhipicephali sdo KX018048 (gltA), KX018049 (ompA), KX018051 (ompB) e
KX018053 (htrA).
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5 DISCUSSAO

Os dados parasitologicos das aves capturadas neste estudo foram muito semelhantes
aos relatados para outras regifes de Mata Atlantica no sudeste e sul do Brasil com relacdo a
diversidade (LUZ & FACCINI, 2013; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016). Com relacdo a
prevaléncia das espécies de carrapatos, pode-se afirmar que Amblyomma longirostre foi a
Unica que revelou resultado similar aos demais estudos desenvolvidos na Mata Atlantica com
25,7% de prevaléncia (OGRZEWALSKA et al., 2008, 2011b, 2012; LUGARINI et al., 2015;
LUZ et al., 2016).

O encontro de A. nodosum (1%) foi menos frequente do que o registrado em outras
pesquisas (LUZ & FACCINI, 2013), por exemplo, Luz et al. (2016) em estudo realizado em
fragmento de Mata Atlantica relataram 49% de seus carrapatos como A. nodosum, sendo o0
namero total de carrapatos semelhante ao do presente estudo. De acordo com Ogrzewalska et
al. (2011a) ha diferenca na distribuicdo dos carrapatos de acordo com a fragmentacdo
florestal, sendo que para A. nodosum, por exemplo, sua abundancia em aves é maior em
pequenos fragmentos. Considerando o tamanho do fragmento do presente estudo pequeno 0s
resultados aqui apresentados sdo divergentes de Luz et al. (2016). Estudos futuros seréo
necessarios para aventar uma hipdtese plausivel para tentar explicar tal divergéncia.

Ja a prevaléncia de A. parkeri (11%) e A. calcaratum (12,6%) foram maiores que
dados de estudos anteriores para 0 mesmo bioma (OGRZEWALSKA et al., 2008, 2011b,
2012; LUGARINI et al., 2015; MATURANDO et al., 2015; LUZ et al., 2016). As diferencas
em relacdo a estudos anteriores para a prevaléncia de carrapatos do presente estudo podem ter
ocorrido devido a localizacdo do ponto de coleta ou devido a amostragem limitada ao mesmo
periodo de dois meses para ambos 0s anos, refletindo talvez a sazonalidade, ou ao encontro de
espécies hospedeiras alternativas no local. Acredita-se que o maior diferencial seja devido a
identificacdo em nivel de espécie através do sequenciamento do 16S rDNA de todas as
amostras de carrapatos, 0 que nao ocorreu nos estudos anteriores, nos quais identificacfes de
proporcoes significativas de larvas foram feitas em nivel de género (LABRUNA et al., 2007c;
OGRZEWALSKA et al., 2010, 2012; MARTINS et al., 2014; MATURANO et al., 2015). No
trabalho de Maturano et al. (2015), por exemplo, com amostragem de carrapatos 12 vezes
maior que a do presente estudo (n= 2391) foi encontrada prevaléncia para A. parkeri de
14,3%, porém apenas 5,3% do material foi identificado em nivel de espécie. Se fizermos uma
equivaléncia do percentual de prevaléncia desta espécie para 0s demais carrapatos que nédo
foram identificados, e se houvesse a identificacdo molecular do restante da amostra, este
trabalho teria grande probabilidade de revelar o maior nimero de A. parkeri encontrados em
aves silvestres do Pais.

A prevaléncia de H. leporispalustris no presente estudo (9,4% - 18/191 carrapatos)
também foi superior a prevaléncia relatada em recentes trabalhos conduzidos em Sao Paulo,
Brazil, 0,1% (1 LL/736 carrrapatos; OGRZEWALSKA et al., 2012), Argentina 1,9% (11 LL e
4 NN/771 carrapatos; FLORES et al., 2014) e no estado do Rio de Janeiro, Brasil 4,7% (4 LL/
85 carrapatos; ZERINGOTA et al., 2016). No caso de H. leporispalustris, pode haver uma
possivel sobreposicdo de nicho ecoldgico das aves parasitadas e dos hospeiros primarios, que
sdo coelhos silvestres, pois ambos utilizam bordas de florestas. O habito de forrageamento
destas aves é de solo ou entre folhagens mais baixas onde buscam insetos ou gramineas
(STOTZ et al., 1996), o que pode favorecer o contato com estdgios imaturos destes
carrapatos.

As aves podem ser consideradas hospedeiros essenciais para estagios imaturos de A.
calcaratum, A. longirostre e A. nodosum, hospedeiros possivelmente importantes para A.
parkeri e hospedeiros alternativos para H. leporispalustis (OGRZEWALSKA & PINTER,
2016). Com relacéo as espécies de aves parasitadas por H. leporispalustris, A. semitorquatus,
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C. delalandi e T. musculus séo relatadas pela primeira vez como hospedeiras na América do
Sul, enquanto T. rufiventris € um novo registro para o Brasil, uma vez que ja foi registrado na
Argentina (FLORES et al., 2014).

Um aspecto surpreendente desta pesquisa foi a predomindncia de larvas de
Amblyomma sp. haplotipo Nazaré (77/191= 40.3%), um carrapato considerado mais proximo
a A. parkeri e A. longirostre, com base em similaridades da sequéncia do 16S rDNA
(OGRZEWALSKA et al., 2012; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016). Antes do presente
estudo, os registros desse carrapato estavam limitados a identificacdo de 12 larvas coletadas
em seis espécies de aves capturadas em area de Mata Atlantica no municipio de Nazaré
Paulista, no Estado de Sdo Paulo durante 2010/2011 (OGRZEWALSKA et al., 2012). O
sequenciamento de um fragmento do 12S rDNA, refor¢ou os dados do 16S rDNA existentes e
demonstrou que os carrapatos foram mais semelhantes a A. parkeri (93% de similaridades) e a
A. geayi (92% de similaridade). Em contraste com as observagdes realizadas através do 16S
rDNA, o sequenciamento do 12S rDNA revelou apenas 82% de similaridade com A.
longirostre. Certamente o sequenciamento de outros marcadores serd necessario para elucidar
a posicdo taxonbmica deste hapldtipo. Os dados apresentados neste estudo ampliam os
registros de hospedeiros para este haplotipo, com mais 13 espécies de aves: C. brissonii, C.
lineata, S. griseicapillus, X. fuscus, B. culicivorus, P. mystaceus, L. amaurocephalus, P.
leucoptera, T. albicollis, T. rufiventris, A. rufus, e a familia Thraupidae, com maior nimero de
carrapatos nas espécies L. melanops (12LL) e T. coronatus (27LL) (Tabela 1). Pode-se inferir
que a familia Thraupidae seja importante na manutencao do ciclo bioldgico de Amblyomma
sp. hapldtipo Nazaré no Jardim Boténico da UFJF, visto que foi encontrado 50,6% dos
carrapatos desta especie em dois representantes desta familia. Com essa grande
representatividade em dois anos consecutivos, pode-se inferir também que o hospedeiro
primario deste haplétipo seja residente do Jardim Botanico.

Grande variedade de espécies de carrapatos parasitam aves brasileiras (26 espécies),
silvestres ou ndo, sendo no presente estudo registradas seis espécies de carrapatos parasitando
aves silvestres, e alguns destes carrapatos (nove especies) tem possibilidade de estar
infectados com agentes riquetsiais de patogenicidade indeterminada (OGRZEWALSKA &
PINTER, 2016). Estudos soroldgicos, que consistem em deteccdo de anticorpos anti-rickettsia
com maior reatividade, em animais domésticos (cdes e cavalos) realizados na Amazonia,
Pantanal e Cerrado, forneceram evidéncias de contato com o0s agentes riquetsiais detectados
nestes carrapatos (MELO et al., 2011; SPOLIDORIO et al., 2013; AMORIM et al., 2013;
ALVES et al.,, 2014; MINERVINO et al., 2015; COSTA et al., 2015). Assim, existe a
possibilidade das aves desempenharem papel na manutencdo da circulacdo destes agentes
através dos carrapatos, e mais estudos com relacdo a viabilidade destes hospedeiros serem
reservatorios de potenciais patdgenos para 0 homem e animais, como sugerido por
investigadores europeus (HORNOK et al.,, 2014; BERTHOVA et al., 2015), devem ser
realizados.

As espécies de Rickettsia encontradas neste estudo sdo relatadas pela primeira vez no
estado de Minas Gerais. Rickettsia amblyommatis foi a primeira Rickettsia do GFM a ser
encontrada infectando carrapatos de aves no Brasil (OGRZEWALSKA et al., 2008), e
subsequentemente emergiu como a Rickettsia mais comumente detectada em carrapatos de
aves no Pais (OGRZEWALSKA et al., 2008, 2010, 2011b, 2012; PACHECO et al., 2012;
SANTOLIN et al., 2013; LUGARINI et al., 2015; RAMOS et al., 2015). Possivelmente isso
veio a refletir o fato de A. longirostre ser a espécie de carrapato predominante em associacao
com aves do Brasil (LUZ & FACCINI, 2013; OGRZEWALSKA & PINTER, 2016) e a
deteccdo deste agente nesta espécie de carrapato ndo é incomum desde que foi relatada pela
primeira vez (OGRZEWALSKA et al., 2008, 2010, 2011, 2012; PACHECO et al., 2012,
RAMOS et al., 2015, LUGARINI et al., 2015). Consequentemente, a deteccdo deste agente
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riquetsial em 27% (13/49) dos carrapatos coletados desta espécie neste estudo é esperada, e
aumenta a hipotese que esta relacdo possa ser simbionte, como sugerido por outros autores
(PERLMAN et al., 2006; SOCOLOVSCHI et al., 2009). H& evidéncias soroldgicas de R.
amblyommatis reportadas em cdes (MELO et al, 2011; SPOLIDORIO et al., 2013,
MINERVINO et al., 2015; COSTA et al., 2015) e em equideos (AMORIM et al., 2013;
ALVES et al., 2014) a partir de diferentes regides do Brasil. No entanto, baseado no fato de
ndo haver registros de A. longirostre parasitando cavalos e apenas um Unico relato em cédo
(MORAES-FILHO et al., 2009), parece improvavel que R. amblyommatis seja transportado
por A. longirostre. Em vez disso, héa evidéncias que indicam que membros do complexo A.
cajennense sejam as provaveis fontes de contaminagdo por R. amblyommatis (ALVES et al.,
2014; NUNES et al., 2015; WITTER et al., 2015; MELO et al., 2015; FACCINI-MARTINEZ
et al., 2016). Porém, ndo ha registros de infeccéo riquetsial no limitado nimero de carrapatos
do complexo A. cajennense que foram relatados em associagdo com aves no Brasil até o
momento (OGRZEWALSKA et al., 2009a, 2011a; RAMOS et al., 2015).

Em contraste com R. amblyommatis, a patogenicidade de R. parkeri é firmemente
estabelecida nos Estados Unidos (PADDOCK et al., 2004), e ha relatos de infec¢cbes humanas
confirmadas para a cepa Mata Atlantica no Brasil, cepa relacionada a R. parkeri
(SPOLIDORIO et al., 2010; SILVA et al., 2011; KRAWCZAK et al., 2016b) e mesma
variante encontrada no presente estudo. Rickettsia parkeri ou suas variagdes genéticas (NOD,
ApPR e Paraiba), é a segunda especie do GFM a ser identificada em associacdo com
carrapatos de aves brasileiras (LUZ & FACCINI, 2013; OGRZEWALSKA & PINTER,
2016). A cepa NOD foi inicialmente relatada em ninfas de A. nodosum coletados de aves
capturadas no estado de S&o Paulo, bioma Mata Atlantica, e Mato Grosso, bioma Cerrado
(OGRZEWALSKA et al., 2009b, RAMOS et al., 2015), em ninfas de A. calcaratum também
no Cerrado (OGRZEWALSKA et al., 2013) e em ninfas de A. longirostre no estado do
Parand, Mata Atlantica (PACHECO et al., 2012). Além disso, também foi relatada em adulto
de A. nodosum coletado de um tamandua Tamandua tetradactyyla (Linnaeus 1758) no
municipio de Cuiaba, area caracterizada pelos biomas Pantanal e Cerrado (WITTER et al.,
2015). A variante de R. parkeri Paraiba foi relatada em larvas de A. nodosum coletados de
aves no nordeste do Brasil, Mata Atlantica (LUGARINI et al., 2015) e finalmente a cepa
ApPR foi inicialmente reportada infectando larvas de A. parkeri coletados em aves no estado
do Parana, também Mata Atlantica (PACHECO et al., 2012). No presente estudo foi detectada
uma variante de R. parkeri, que demonstrou quase 100% de similaridade de nucleotideos com
as sequéncias de gltA, ompA e ompB depositadas no GenBank como derivadas da cepa ApPR.
Esta variante, que ocorreu em A. parkeri (1 de 21 larvas) e em Amblyomma sp. haplétipo
Nazaré (42 de 77 larvas), também apresentou niveis elevados de similaridade de nucleotideos
(para gItA e ompA) a uma variante descrita como proxima a cepa ApPR, detectada nas
mesmas duas espécies de carrapatos coletados das aves de Sdo Paulo (OGRZEWALSKA et
al., 2012).

No caso de A. parkeri, no presente estudo um dos 21 exemplares coletados estava
infectado com R. parkeri ApPR, 0 que é muito abaixo dos niveis reportados por Pacheco et al.
(2012) com 2/4 e por Ogrzewalska et al. (2012) com 7/14. Em contraste, a infec¢do de 42 dos
77 Amblyomma sp. haplétipo Nazaré registrados neste estudo, é semelhante a infeccdo de 3
dos 6 registrados em Sdo Paulo (OGRZEWALSKA et al., 2012). Deve-se levar em conta no
momento de comparar 0s numeros de carrapatos coletados/infectados dos trabalhos que nem
todos os carrapatos foram identificados a nivel especifico. Porém, fica claro que estes dados
indicam uma distribuicdo ampla desta cepa e que o elevado numero de carrapatos
Amblyomma sp. haplétipo Nazaré infectados representa um hospedeiro favoravel para esta
Rickettsia. Pode-se considerar provavel que a proximidade taxonémica entre A. parkeri e
Amblyomma sp. haplétipo Nazaré explique em parte esta observacao.
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E interessante notar que a Unica larva de A. parkeri infectada com a cepa ApPR, foi
uma das trés que foram recuperadas a partir de um espécime de L. melanops, que estava co-
infestada com sete larvas de H. leporispalustris, duas larvas de A. calcaratum e duas larvas de
Amblyomma sp. haplétipo Nazaré, sendo este haplotipo também infectado com a cepa ApPR
(Tabela 2). O fenbmeno da co-infestacdo de aves com duas ou mais espécies de carrapatos ja
foi reportado anteriormente, por exemplo, por Ogrzewalska et al. (2012) em um espécime de
Tolmomyias parasitado com A. parkeri e A. longirostre, e por Ramos et al. (2015) com um
espécime de Tolmomyias com A. longirostre e A. nodosum, e um espécime de Xiphorhyncus
com A. longirostre e Ornithodoros mimon, no entanto, os pesquisadores ndo deram muito
destaque a esta relacdo por ndo ser objetivo do trabalho ou talvez porque muitos dos
carrapatos encontrados tenham sido identificados em nivel de género.

Evidéncias que suportem a hipoOtese de que as aves se tornem riquetsémicas e que
possam servir como reservatorios/amplificadores de Rickettsia do GFM foram apresentadas
recentemente por pesquisadores hungaros (HORNOK et al., 2014) e eslovacos (BERTHOVA
et al., 2015), que utilizaram ensaios de PCR em tempo real altamente sensiveis para detectar o
DNA de Rickettsia helvética no sangue de aves infestadas com Ixodes ricinus, Haemaphysalis
concinna e Hyalomma sp. Foi observado no presente estudo um L. melanops parasitado pelos
carrapatos A. parkeri e Amblyomma sp. haplétipo Nazaré positivos R. parkeri, porém nédo é
possivel afirmar se a infeccdo destes foi durante a alimentacdo na ave ou se foi um acaso
ambas espécies ja estarem positivas para mesma espécie de Rickettsia. O encontro de um
nimero grande de carrapatos infectados com R. parkeri ApPR é notavel; no entanto, a
patogenicidade desta cepa ainda ndo € determinada para o pais e com a auséncia de evidéncias
soroldgicas € impossivel determinar se a mesma seria transmitida para humanos e outros
animais. Além disso, os métodos disponiveis atualmente para a deteccdo de anticorpos anti-R.
parkeri sdo incapazes de diferenciar entre as variantes genéticas de R. parkeri registradas até
0 momento no Brasil.

O encontro de R. rhipicephali no presente estudo representa seu primeiro registro em
carrapatos do género Amblyomma. Rickettsia rhipicephali € uma espécie do GFM que tem
patogenicidade indeterminada (PAROLA et al., 2013), sendo descrita pela primeira vez em
carrapatos R. sanguineus recuperados de cdes no sul dos Estados Unidos na década de 70
(BURGDORFER et al., 1975) e em seguida relatada no norte, leste e oeste do Pais em
espécimes de Dermacentor (PHILIP & CASPER, 1981; PHILIP et al., 1981; WIKSWO et al.,
2008; SHAPIRO et al., 2010; MITCHELL et al., 2016). Além disso, R. rhipicephali foi
relatada em carrapatos da espécie Rhipicephalus na Afica central e alguns paises europeus na
década de 90 (PAROLA et al., 2013). Mais recentemente foi detectada em R. sanguineus e R.
haemaphysaloides Supino, 1897 em Taiwan (TSUI et al., 2007; HSU et al., 2011). Esta
bactéria nunca foi detectada em carrapatos do género Amblyomma, no entanto ja foi
encontrada em H. juxtakochi em quatro estados do Brasil: Ronddnia, Sdo Paulo, Mato Grosso
e Espirito Santo. Em Ronddnia foi detectada por PCR em um macho de Haemaphysalis
juxtakochi na fase de vida livre, cepa designada R300 (LABRUNA et al., 2005). Em Séao
Paulo foi realizado isolamento e caracterizacdo molecular de R. rhipicephali (isolado HJ#5) a
partir de um adulto de vida livre de H. juxtakochi (LABRUNA et al., 2007¢). No Mato Grosso
a bactéria foi detectada em uma ninfa de H. juxtakochi coletada do roedor Dasyprocta azarae
Lichtenstein, 1823, capturado na regido amazdnica (SOARES et al, 2015); e mais
recentemente no Espirito Santo foi detectada em 2 ninfas de H. juxtakochi coletadas na
vegetacdo (ACOSTA et al., 2016). Sem davida, a deteccdo de R. rhipicephali em 40% (31/77)
dos carrapatos Amblyomma sp. haplétipo Nazaré coletados de dez espécies de aves no
presente estudo € uma importante descoberta. Varias pesquisas que investigam associacfes
ave/carrapatos foram realizadas no estado de Sao Paulo, onde o isolado HJ#5 foi relatado pela
primeira vez, no entanto ndo é comum fazer PCR de um namero grande de larvas, diferente
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do presente estudo, talvez por isso esta bactéria ndo tivesse sido detectada em carrapatos de
aves até o momento.

Pesquisas soroldgicas em animais para possiveis reacdes homélogas aos antigenos de
R. rhipicephali, utilizando imunofluorescéncia indireta, vem sendo realizadas no Brasil e
forneceram provas de que carrapatos infectados com este agente podem ter infectado cavalos
(AMORIM et al., 2013) e cdes (SPOLIDORIO et al., 2013; MINERVINO et al., 2015). Por
exemplo, antigenos de R. rhipicephali foram considerados como possivel antigeno envolvido
em uma reacdo homdloga em 10 dos 103 cédes Rickettsia-soropositivos de comunidades
indigenas no Estado de Mato Grosso (MINERVINO et al., 2015). Menor ocorréncia em
reacdo homobloga foi observada no estado do Para, onde dois de 41 cées foram considerados
soropositivos para R. rhipicephali (SPOLIDORIO et al., 2013). Amorim et al. (2013) também
relataram soropositivos cinco de 273 cavalos amostrados com possiveis reacdes homologas a
R. rhipicephali no estado de Mato Grosso. Além disso, carrapatos da espécie H. juxtakochi
infectados com R. rhipicephali foram identificados no Estado do Mato Grosso (SOARES et
al., 2015) e em S&o Paulo (LABRUNA et al., 2007b), no entanto o papel patogénico desta
espécie ainda permanece desconhecido (PAROLA et al., 2013).

A presenca de uma quarta Rickettsia do GFM em carrapatos coletados de aves
brasileiras, e em associacdo com possiveis espécies cripticas de Amblyomma, destacam a
importancia do trabalho continuo nesta area. Evidentemente, as pesquisas em outras regioes
da Mata Atlantica serdo necessarias para determinar se esta associacdo se estende para alem
da regido estudada no presente inquérito. Até o momento, ndo ha infeccdes confirmadas em
seres humanos atribuidas a R. rhipicephali e é impossivel determinar se a prevaléncia elevada
desta bactéria neste género de carrapato representa uma ameaca para a saude humana ou
animal, ou se essa associacdo € simbiotica.
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6 CONCLUSOES

Das 16 familias de Passeriformes capturadas no Jardim Botéanico da Universidade
Federal de Juiz Fora, Thraupidae, Rhyncociclydae e Parulidae foram as trés familias mais
amostradas. Os carrapatos encontrados no presente estudo foram: A. calcaratum, A. nodosum,
A. parkeri, A. longirostre, Amblyomma sp. hapl6tipo Nazaré e H. leporispalustris, com
destaque para Amblyomma sp. haplétipo Nazaré identificado como espécie predominante
infestando aves silvestres na regido estudada .

A familia Thraupidae parece ser importante para a manutencdo do ciclo do
Amblyomma sp. haplotipo Nazaré no local do estudo e pelo alto parasitismo encontrado pode-
se inferir que as aves sejam hospedeiras para as larvas de Amblyomma sp. haplétipo Nazaré e
que o hospedeiro primario seja residente do Jardim Botanico.

As espécies de Rickettsia detectadas nos carrapatos foram: R. parkeri, R.
amblyommatis e R. rhipicephali, sendo a ultima reportada pela primeira vez em carrapatos do
género Amblyomma. Destaque novamente para os exemplares de Amblyomma sp. haplétipo
Nazaré, os quais a maioria foram posivitos para Rickettsia: R. parkeri ApPR (54,54%) e R.
rhipicephali (40,25%).

A identificacdo molecular de todos espécimes de carrapatos e espécies de Rickettsia
foi determinante para o encontro de Amblyomma sp. haplotipo Nazaré, H. leporispalustris, R.
parkeri e R. rhipicephali, que foram os grandes achados do presente estudo. Além disso, a
utilizacdo do RNAlater® pode ter favorecido uma melhor conservagéo do DNA.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A associagdo entre R. rhipicephali e Amblyomma sp. haplétipo Nazaré é sem
precedentes e deve ser considerada um motivo de preocupagdo para saude publica. Existe
necessidade de estudos aprofundados sobre este carrapato, a fim de determinar seus
hospedeiros, ciclo bioldgico, posicdo taxonémica dentro do género Amblyomma e a sua
propenséo para infestar humanos.
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Abstract Birds are an important component of the life histo-
ries and bioecology of a number of tick species and of some
tick associated pathogens. An examination of the data
concerning bird/tick associations in the Neotropics, showed
that the tick Haemaphysalis leporispalustrisis (Packard,
1869) was rarely recorded infesting birds. The current study
reports parasitism by H. leporispalustris in wild birds collect-
ed from Atlantic rain forest environments in the states of Rio
de Janeiro (4LL) and Minas Gerais (17LL, 1NN), Brazil. All
ticks were identified morphologically tothe genus level; total
DNAwas extracted from each Haemaphysalis tick and exam-
ined by PCR and nucleotide sequencing of fragments of the
eukaryotic genes encoding 16S rRNA and 12S rRNA. The
bird species Arremon semitorquatus, Corythopis delalandi,
Fluvicola nengeta, Troglodytes musculus, and Volatinia
jacarina were recorded as hosts for H. leporispalustris for
the first time in South America, and Turdus rufiventris repre-
sented a new record for Brazil.
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Introduction

The genus Haemaphysalis comprises 167 known species, but
only three occur in the Neotropical Region: Haemaphysalis
juxtakochi Cooley, 1946, Haemaphysalis leporispalustris
(Packard, 1869) and Haemaphysalis cinnabarina Koch,
1844; the first two with reports of human infestations
(Cooley 1946; Harrison et al. 1997; Guglielmone et al.
2006; Bermudez et al. 2012; Guglielmone et al. 2014).
These species are three-host ticks, with immatures reported
as feeding on small mammals and birds, and adults feeding
on larger mammals (Samuel etal. 2001).

Haemaphysalis leporispalustris is widely distributed
throughout the Americas, with species of wild rabbits and
hares related as the main hosts for all developmental stages
(Guglielmone et al. 2014). However, based on observations
from Argentina (Beldomenico et al. 2003; Flores et al. 2014)
and the USA (Mukherjee et al. 2014; Schneider et al. 2015),
immature stages of this tick can parasitize birds as alternative
hosts. In Brazil there exists a single confirmed report of this
tick in association with birds in the South-Eastern state of S&o
Paulo (Ogrzewalska et al. 2012), but this may simply reflect
the limited number of surveys conducted to date on bird-tick
associations (Luzand Faccini 2013).

The host relationships of H. leporispalustris is relevant due

mainly to the possibility that this tick may be involved in
maintaining and disseminating pathogens including the etio-
logical agent of rocky mountain spotted fever (RMSF)
Rickettsia rickettsii (Parker et al. 1951; Fuentes et al. 1985;
Parola 2007; Hun et al. 2008), Rickettsia parkeri (Henning
et al. 2014), Rickettsia bellii and Rickettsia canadensis
(Parola et al. 2013), Borrelia burgdorferi (Banerjee et al.
1995), Babesia sp. (Yabley et al. 2006), Anaplasma bovis
(Goethert and Telford 2003 ), and Anaplasma
phagocytophilum (Schmitz etal. 2014). Furthermore, this tick
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abstrac t

The current study evaluated parasitism of wild birds by ticks in a fragment of Atlantic Forestin the state
of Minas Gerais, Brazil, and examined the ticks for rickettsial agents. Birds were captured during 2014
and 2015 and ticks were identified by sequencing fragments of the 16S and 12S ribosomal DNA. Among
260 birds representing 19 families and 52 species, a total of 69 (26.5%) were found to be infested by larvae
(LL) and/or nymphs (NN) of Amblyomma longirostre (Koch, 1844) (45 LL, 4 NN), Amblyomma calcaratum
Neumann, 1899 (9LL, 15NN), Amblyomma nodosum Neumann, 1899 (2NN), Amblyomma parkeriFonseca
and Aragao, 1952 (21 LL), Amblyomma sp. haplotype Nazaré (77 LL), and Haemaphysalis leporispalustris
(Packard, 1869) (17 LL, 1 NN). The use of PCR and sequencing of the rickettsial genes gitA, htrA, ompA
and ompB, revealed the presence of “Candidatus Rickettsia amblyommii” in A. longirostre (13/49;26%)
and Rickettsia parkeri (strain ApPR) inboth A. parkeri(1/21;5%) and haplotype Nazaré (42/77; 55%) ticks.
In addition, we detected Rickettsia rhipicephali in 31 (40%) of the 77 haplotype Nazaré ticks. This is the
first record of this rickettsial agent in a species of the genus Amblyomma. The pathogenic potential of this
bacterium is undetermined, but the unprecedented association with Amblyomma ticks may represent a
cause for concern for publicand/or animal health.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

inBrazil (Piacentinietal., 2015), our knowledge of this topic should
be considered asa workin progress.

The study of parasitism of birds by ticks in Brazil has gathered
steady momentum during the last fifteen years, with surveys con-
ducted in different biomes including the Amazon Forest, Atlantic
Forest, Cerrado and Pantanal (Luz and Faccini, 2013; Ramos et al,,
2015; Ogrzewalska and Pinter, 2016). However, it would be fair to
state, that given the enormous area covered by these habitats and
the extreme biodiversity including 1919 species of birds registered

* Corresponding author.

E-mail addresses: vivianezr@yahoo.com.br (V. Zeringoéta),
ralphmaturano@gmail.com (R. Maturano), hermesluz@globomail.com (H.R. Luz),
senra.tatiane@gmail.com (T.O.S. Senra), erik.daemon@ufjf.edu.br (E. Daemon),
jlhfaccini@globo.com (J.L.H. Faccini), pus972@yahoo.co.uk (D. McIntosh).

http:/ /dx.doi.org/10.1016 /j.ttbdis.2016.10.001
1877-959X/© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

The Atlantic Forest contains a vast diversity of species and even
withits greatly reduced vegetation cover (SOSMA and INPE, 2015) is
home to over 20,000 species of plants, 280 amphibians, 200 types of
reptiles (Campanili and Prochnow, 2006), 298 mammalian species,
of which 90 are endemic (Paglia et al., 2012) and 891 bird species
of which 213 are classified as endemic (Lima, 2014). One of the
consequences of deforestation is the greater proximity of humans
with wild animals that may act as fortuitous hosts for the native
ixodofauna, whichmay in turnbe associated with pathogens. Frag-
mentation of forest habitats can induce significant effects upon the
abundance of ticks (Ogrzewalska et al., 2011a), and the higher the
abundance of hosts, the higher the probability that tick populations
willexpand (Randolph, 2004).
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ANEXO C

Lista com as sessenta e nove espécimes de aves capturadas no Jardim Boténico da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, infestadas com carrapatos (larvas e/ou
ninfas), infectadas ou ndo por espécies de Rickettsia. Cada linha representa um espécime de
ave. Aca- Amblyomma calcaratum, Alo- Amblyomma longirostre, Apa- Amblyomma parkeri,
ANa- Amblyomma sp. haplétipo Nazaré, Hle- Haemaphysalis leporispalustris, *-ninfas.

Espécies de aves

NUmeros
de
carrapatos carrapatos

Espécies
de

Rickettsia Rickettsia Rickettsia

parkeri rhipicephali ~ amblyommatis Negativo

Cyanoloxia brissonii

2

Alo
ANa

1*

Conopophaga lineata

ANa
Aca

Sittasomus griseicapillus

ANa

Apa

Alo

Alo

Alo

Alo

| o o k| K~

ANa

Xiphorhynchus fuscus

ANa

ANa

Alo

Alo

Synallaxis ruficapilla

Alo

Basileuterus culicivorus

Alo

ANa

Arremon semitorquatus

HI

HI

HI

Platyrinchus mystaceus

Aca

ANa

Alo

Alo

Leptopogon
amaurocephalus

N S| R o N R W N R R R R k| o R k| k| o o B k| w

Alo
ANa

Corythopis delalandi

HI

Mionectes rufiventris

Alo

Alo

Poecilotriccus plumbeiceps

Aca

Pyriglena leucoptera

[T SN A O

ANa
Aca

1*
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Anexo C (Continuagao)

Nameros  Especies Rickettsia Rickettsia Rickettsia

Espécies de aves de de parkeri rhipicephali ~ amblyommatis Negativo
carrapatos carrapatos
Lanio melanops 1 Alo 1
2 ANa 1
Aca 1*
3 Alo 2
ANa 1
2 Ano 1*
Alo 1
10 Apa 10
ANa 1
Apa 3
ANa 1
Aca 2*
14 Apa 1 2
Aca 1,1*
ANa 2
HI 7
2 Alo 1
ANa 1
6 ANa 4 1
Aca 1*
Tachyphonus coronatus 2 Alo 1 1
2 ANa 1
Alo 1*
1 Alo 1*
1 ANa 1
1 ANa 1
1 Aca 1*
1 Aca 1*
1 Alo
4 ANa 2 1
2 ANa
Aca 1*
1 Aca 1*
5 Alo 2 1
ANa 1
Aca 1*
ANa 1
Alo 1
18 ANa 6 11
Coereba flaveola 1 Alo
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Anexo C (Continuacao)

Nameros  Especies Rickettsia Rickettsia Rickettsia

Espécies de aves de de parkeri rhipicephali ~ amblyommatis Negativo
carrapatos carrapatos
Tiaris fuliginosus 1 Apa 1
1 Aca 1*
Troglodytes musculus 1 Aca 1
3 Aca 3
5 Apa 3
Alo 1
HI 1
1 Alo 1
Turdus albicollis 7 ANa 7
Turdus rufiventris 1 Ano 1*
1 Aca 1*
3 HI 3
3 ANa 2
Aca 1*
1 Alo 1*
Attila rufus 8 ANa 7 1
Aca 1
Total 191 43 31 13 104
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