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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Ingrid Benevides Machado

O estado de Goias (GO), considerado indene para a Febre Maculosa (FM) até 2012,
tem assinalado casos da doenca em diferentes regibes sendo, até o momento, o
principal estado da regido Centro-Oeste para este agravo. O desconhecimento sobre
os ciclos enzoo6tico e epidémico, bem como diferencas clinicas observadas, fazem
dessa regido area de interesse epidemioldgico. O presente trabalho objetivou
analisar a biodiversidade de potenciais vetores e riquétsias em areas sob vigilancia
de ambiente ou investigacdo de casos para FM, em GO, buscando apoiar as acdes
em saude. Entre novembro de 2014 a marco de 2016 foram coletados 5.294
potenciais vetores, em hospedeiros e ambiente, de diferentes regides do estado. Do
total de espécimes, 83,38% (4.414), foram representados por carrapatos do género
Amblyomma; 12,30% (651), de Rhipicephalus, 4,10% (217), de Dermacentor; dos
espécimes de pulgas 0,17% (9), pertenciam ao género Ctenocephalides e 0,09% (1),
de Xenopsylla. Foram encontrados somente 0,04% (2), de acaros do género
Androlaelaps. A analise morfologica e molecular dos espécimes do complexo
Amblyomma cajennense permitiu identificar Amblyomma sculptum, na maioria das
areas investigadas, com trés exemplares de Amblyomma cajennense sensu stricto
(s.s.), na regido Norte de Goids e um Unico espécime de A. cajennense S.S.
observado para a regido Centro Oeste do estado parasitando um mesmo hospedeiro
que outra fémea de A. sculptum. A pesquisa de fragmentos de genes de riquétsias
resultou na deteccdo de Rickettsia belli em Amblyomma rotundatum e em
Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.); Rickettsia sp. str. NOD, em Amblyomma
nodosum e Rickettsia felis em Ctenocephalides felis. No presente trabalho foi
calculada a Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI), com (100%) de FMVI,
no municipio de Trindade, por Rickettsia sp. str. NOD em A. nodosum, seguido do
municipio Gameleira de Goias com (33,33%), para R. felis em C. felis. Rickettsia sp.
str. NOD parece desenvolver ciclo enzoético no municipio de Trindade. Este € o
primeiro relato desta riquétsia no estado de Goias. R. felis, espécie considerada
patogénica € apontada em area de casos confirmados de FM em C. felis, coletada
em cao domestico, apontando para o risco da circulacdo de riquétsias patogénicas
em animais de habito antrépico e o risco do aparecimento de novos ciclos
epidémicos de FM. Foi avaliada a elevada frequéncia 37,36% (1978) de exemplares
do complexo A. cajennense, no qual estdo incluidos os espécimes de A. sculptum,
espécie considerada importante no ciclo de Rickettsia rickettsii em regido de Cerrado
e de Mata Atlantica antropizada, apontando para o risco da circulacdo desse
potencial vetor em areas de casos confirmados de FM.

PALAVRAS-CHAVE: Rickettsia, complexo, vetor, Cerrado, Goias.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSITY AND HEALTH

Ingrid Benevides Machado

The state of Goias (GO), considered indigene for Spotted-Fever (SF) until 2012, has
been reported cases in different regions, being, up to now, the main state of the
Midwest region for SF. Lack of knowledge about the enzootic and epidemic cycles,
as well as clinical differences observed, characterizes this region as an area of
epidemiological interest. This study aimed to analyze the biodiversity of potential
vectors and rickettsia in areas under environmental surveillance or investigation of
SF cases in GO, trying to contribute supportting health actions. Between November
2014 and March 2016, 5,294 potential vectors were collected, in hosts and
environment, from different regions. Up to 83.38% (4.414) was represented by the
genus Amblyomma, 12.30% (651), by Rhipicephalus and 4.10% (217); by
Dermacentor. About fleas, 0.17% (9), belonged to the genus Ctenocephalides and
0.09% (1), to Xenopsylla. Just 0.04% (2), were referred to a mite belonged to genus
Androlaelaps. The morphological and molecular analysis of the Amblyomma
cajennense complex allowed the identification of Amblyomma sculptum in most of
the investigated areas, with three specimens of Amblyomma cajennense sensu
stricto (s.s), found in the Northern region of Goias and a single specimen of A.
cajennense s.s. was observed in the Midwest region of the state parasitizing a same
host as another female of A. sculptum did. The search for fragments of rickettsial
genes resulted in the detection of Rickettsia bellii in Amblyomma rotundatum and
Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.); Rickettsia sp. str. NOD in Amblyomma
nodosum and Rickettsia felis in Ctenocephalides felis. The Minimum Frequency of
Infected Vectors (FMVI) was calculated, presenting FMVI (100%) in the municipality
of Trindade by Rickettsia sp. str. NOD in A. nodosum followed by the municipality of
Gameleira de Goias presenting FMVI (33.33%) for R. felis in C. felis. Rickettsia sp.
str. NOD, seems to develop enzootic cycle in the municipality of Trindade. This is the
first report for rickettsia in the state of Goias. R. felis, considered pathogenic, wa
reported in an area of SF positive cases of in C. felis collected in domestic dogs.
These results, point out to the risk of circulating pathogenic rickettsia in anthropic
animals and to the risk of the emergency of new epidemic SF cycles. It was
evaluated the high frequency 37,36% (1978) of specimens of the complex A.
cajennense, in which the specimens of A. sculptum, a species considered important
in the Rickettsia rickettsii cycle in Cerrado and Atlantic Anthropic Forest, are
included, pointing to the risk of the circulation of this potential vector in areas of
confirmed SF cases.

KEY WORDS: Rickettsia, complex, vector, Cerrado, Goias.
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1 INTRODUCAO

Riquetsioses sdo zoonoses ocasionadas por bactérias pertencentes a ordem
Rickettsiales, familia Rickettsiaceae e género Rickettsia. Sao bactérias Gram-
negativas, de forma bacilar, intracelulares obrigatérias, que podem multiplicar-se no
citoplasma ou no nucleo de células eucaridticas (Roux et al. 1997; Ogrzewalska et
al. 2009; Krawczak et al. 2016).

Atualmente ha grande discussdo em termos filogenéticos quanto ao
agrupamento das diversas riquétsias detectadas e identificadas até o momento.
Gillespie et al. (2008), ao identificar quatro diferentes linhagens de riquétsias, propés
considerar os ja estabelecidos agrupamentos e incluir um novo grupo, denominando-
o de Grupo Transicional (GTR), no qual estédo incluidas Rickettsia akari Huebner et
al. 1946, Rickettsia australis Philip 1950 e Rickettsia felis Bouyer et al. 2001 emend.
La Scola et al. 2002.

No entanto, tradicionalmente, considera-se que o género Rickettsia pode ser
subdividido em trés grupos: o Grupo Tifo (GT), Grupo Febre Maculosa (GFM) e um
terceiro grupo de bactérias de patogenicidade desconhecida, o Grupo Ancestral
(GA), que inclui Rickettsia canadensis McKiel et al. 1967 e Rickettsia belli Philip et al.
1983 (Stothard et al. 1994; Roux e Raoult 2000; Martins 2016). O GT € composto
por Rickettsia prowazekii da Rocha-Lima, 1916, transmitida por piolhos (Tifo
Epidémico), e Rickettsia typhi (Wolbach e Todd 1920) Philip 1943 veiculada por
pulgas (Tifo Murino), de ampla distribuicdo mundial (Raoult e Roux 1997; Fournier e
Raoult 2009; Martins 2016).

No GFM séo reconhecidas cerca de 60 espécies de Rickettsia, em sua
maioria transmitidas por carrapatos, com excecdo de R. akari e R. felis vetoradas,
respectivamente, por pequenos acaros e pulgas (Raoult e Roux 1997; Parola et al.
2005; Martins 2016). Até o momento o GFM inclui 13 espécies reconhecidas como
patogénicas ao homem, entre estas 11 sdo transmitidas por carrapatos (Martins
2016).

Ha uma grande diversidade de riquétsias espalhadas por todos os
continentes (Szabo et al. 2013; Parola et al. 2013). Algumas espécies do género
Rickettsia apresentam ampla distribuicdo, presentes em ao menos trés dos cinco
continentes, caso de Rickettsia massiliae Beati e Raoult 1993 e Rickettsia africae

Kelly et al, 1996, por exemplo (Parola et al. 2013).



Em um dado ecotépo, a disponibilidade de espécies de hospedeiros bem
como sua suscetibilidade a infecgbes por riquétsias e a infesta¢cdes por carrapatos
pode variar no espaco e ao longo do tempo. Além desta dinamica, riquétsias do
GFM envolvendo multiplos grupos de vetores e mamiferos podem coexistir na
mesma area, compartilhando ou ndo de elementos epidemiolégicos (Rudakov et al.
2003). Os diferentes tipos de atividades humanas e sua conexao com a atividade
sazonal dos carrapatos influenciam a manifestacdo epidémica da riquetsiose no foco
natural. Todos estes fatores contribuem para o aumento da complexidade da
epidemiologia das riguetsioses.

No Brasil foram assinaladas ao menos cinco espécies patogénicas do género
Rickettsia, sendo duas delas, Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest e Rickettsia
rickettsii  (Wolbach, 1919) Brumpt, 1922, consideradas as mais importantes
epidemiologicamente (Labruna et al. 2011; Szab¢ et al. 2013; Parola et al. 2013).

Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest foi assinalada nas regides Sul, Nordeste,
Centro-Oeste e parte da regidao Sudeste. Nos estados de Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Bahia, Ceara, Mato Grosso e Sao Paulo, em areas menos
degradadas de Mata Atlantica, porém ndo houve a ocorréncia de casos fatais
(Sabatini et al. 2010; Silva et al. 2011; Witter et al. 2015; Moerbeck et al. 2016;
Vizzoni et al. 2016; Oliveira et al. 2016a; Melo et al. 2016).

Rickettsia rickettsii € considerada a espécie mais patogénica e esta
assinalada principalmente na Regido Sudeste do pais, onde acontece a maioria
quase absoluta dos casos fatais (Gehrke et al. 2009; Moura-Martiniano et al. 2014,
Szab6 et al. 2013; Oliveira et al. 2016a). No periodo de 1997 a 2009, somente no
Estado de Sao Paulo foram registrados 45,1% do total de falecimentos por FMB em
todo o pais (Del Fiol et al 2010).

Rickettsia felis, entre as espécies patogénicas relatadas em territério nacional,
apresenta ampla distribuicdo, sendo assinalada nas cinco regifes do pais, e esta
fortemente associada a vetoragdo por Ctenocephalides felis (Bouché 1835) (Parola
et al. 2013, Horta et al. 2014, Moura-Martiniano et al. 2014), havendo, ao menos, um
caso associado a essa riquétsia no Brasil (Raoult et al. 2001). Contudo, ndo ha
confirmacéo de novos casos associados a R. felis no pais. Igualmente, Rickettsia
parkeri Lackman et al. 1965, espécie sabidamente patogénica, ja foi assinalada no
Brasil sem, contudo, haver comprovacdo de sua importancia epidemioldgica no

territorio nacional (Parola et al. 2013; Weck et al. 2016).
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Outra espécie, Rickettsia amblyommatis (= R. amblyommii, Karpathy et al.
2016), considerada com potencial patogénico, tem sido comumente encontrada em
algumas espécies de carrapatos do género Amblyomma no hemisfério ocidental
(Karpathy et al. 2016). No Brasil, R. amblyommatis tem sido assinalada nos estados
de Rondobnia, Para, Mato Grosso, Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais e Ceara, no
entanto, ndo ha até o momento casos clinicos associados a esta riquétsia em
territério nacional (Labruna et al. 2004a; Lopes et al. 2014; Nunes et al. 2015; Melo
et al. 2016).

No Brasil, algumas espécies de carrapatos foram incriminadas na participacao
de ciclos epidémicos de riquétsias patogénicas, caso das espécies Amblyomma
ovale (Kock 1844), Amblyomma aureolatum (Pallas 1772) e Amblyomma sculptum
Berlese 1888 (Guedes et al. 2005; Szabo et al. 2013; Pinter et al. 2016; Vizzoni et al.
2016).

Amblyomma ovale parece ser o principal vetor envolvido no ciclo epidémico
de Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest, alimentando-se de caes residentes em areas
proximas de areas naturais dos estados de Ceara, Sao Paulo, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, podendo, dessa forma, entrar em ambiente antrépico e infestar
humanos (Szabé et al. 2001; Labruna et al. 2005; Szabo6 et al. 2006; Sabatini et al.
2010; Szabo et al. 2013; Moerbeck et al. 2016; Vizzoni et al. 2016).

Amblyomma aureolatum € apontado como vetor de R. rickettsii em ao menos
um foco, na regido Metropolitana de Sdo Paulo, envolvendo cdes e humanos que
vivem proximos as bordas de Mata Atlantica (Pinter et al. 2016). Entretanto, o
principal ciclo de R. rickettsii parece ocorrer em regido de Cerrado e areas
degradadas do bioma Mata Atlantica, envolvendo capivaras, equinos, caes e A.
sculptum (Szabé et al. 2013); considerada a espécie de carrapato de maior impacto
na saude publica por ser associada a maioria dos 6bitos por FM no Brasil (Guedes
et al. 2005; Matias et al. 2015; Oliveira et al. 2016a). A espécie Amblyomma
dubitatum Neumann 1899, contudo, permanece tendo participacdo indeterminada
como vetor de R. rickettsii e de demais riquétsias patogénicas, sendo até momento
comumente infectado por R. bellii (Szabé et al. 2013).

Amblyomma sculptum faz parte das espécies que constituem o complexo
Amblyomma cajennense, com distribuicdo no norte da Argentina, Bolivia e Paraguai,
expandindo-se para os estados brasileiros do Parana, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Espirito Santo, Bahia,
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Tocantins, Maranhao, Piaui e Pernambuco (Nava et al. 2014; Martins et al. 2016).
Amblyomma cajennense s.s., outra espécie do complexo A. cajennense, ainda sem
associacdo com a ocorréncia de casos de FM, é encontrada na Regido Amazébnica
da Ameérica do Sul (Venezuela, Guianas e no Brasil). No Brasil, ocorre na Regiéo
Norte, nos estados do Para, Tocantins e Rondbnia, na Regido Nordeste, no estado
do Maranhdo e Regido Centro-Oeste nos estados de Goias e Mato Grosso (Martins
et al. 2016). Contudo, uma fémea de A. cajennense s.s. foi encontrada em
Porangatu, municipio do extremo Norte do estado de Goias, divisa com 0 estado do
Tocantins (Martins et al. 2016). Essa sobreposicdo de espécies proximas
morfologicamente pode levar a confusdo diagnostica e erro no entendimento
epidemiologico sobre a ocorréncia de vetores e espécies circulantes de riquétsias.

Neste contexto, a transmissdo de riquétsias nos diferentes espacos
geopoliticos brasileiros, em sua complexidade morfoclimatica, deve ser avaliada em
busca do reconhecimento dos possiveis vetores de FM que possam influenciar o
risco de infeccdo em determinada area pela competéncia vetorial e/ou manutencéo
da circulacdo de riquétsias em areas de transmisséao, risco, alerta, predisposta ou
silenciosa, apoiando as acdes basicas de saude (Pinter et al. 2016).

Apesar da confirmacdo de casos de FM em diversos municipios dos estados
brasileiros, assim como a circulacdo de riquétsias patogénicas em parte de essas
areas, ainda é incipiente o conhecimento relacionado a caracterizacdo do ciclo
enzodtico e epidémico desses bioagentes na regido do Cerrado brasileiro, o que
inviabiliza o correto direcionamento das politicas de saude publica.

No estado de GO, estudos sorolégicos evidenciaram a circulacdo de
riquétsias em animais silvestres, cdes, equinos e humanos (Martins 2009; Reis
2012; Martins; Sousa-Martins 2014), com casos confirmados a partir de 2012
(Martins e Sousa-Martins 2014; Oliveira et al. 2016a; Sistema de Informagéo de
Agravos e Notificagdo - SINAN 2017). As principais manifestacdes clinicas em GO
sdo diferentes de aquelas registradas para outros focos, com destaque para o
sintoma de hepatoesplenomegalia (Oliveira et al. 2016a) e o ciclo de transmissao de
riquétsias até o momento é desconhecido.

O Servico de Referéncia Nacional em Vetores de Riquetsioses, do Instituto
Oswaldo Cruz / Fiocruz, em parceria com o Ministério da Saude e a Secretaria de
Saude do estado de Goias, tem participado da investigagdo de aglomerados

recentes de casos notificados (2013-2016), analisando potenciais vetores coletados
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em diferentes municipios de quatro das cinco regibes do estado, detectando
diferentes espécies de vetores infectados, destacando-se a infeccdo de Amblyomma
cajennese s.l. e A. dubitatum em areas com casos confirmados, sem, contudo, haver
confirmacédo das espécies de riquétsias circulantes.

A analise da circulacdo de riquétsias e vetores nas areas de foco de FM ou
com notificacdo de casos, pode permitir um melhor entendimento do cenério eco-
epidemioldgico, viabilizando medidas preventivas e agcdes em saude para o controle

da FM em essas areas.

1.1 Complexo Amblyomma cajennense

Durante muitos anos o nome Amblyomma cajennense (Fabricius 1787) foi
utilizado para designar uma Unica espécie. No entanto, Beati et al. (2013), ja
demonstrava evidéncias de especiacao alopatrica entre individuos de A. cajennense.
Para tanto, considerou dados moleculares e andlises filogenéticas que apontaram A.
cajennense como grupo monofilético e que poderia ser separado em seis unidades
filogenéticas de acordo com composicBes especificas de haplétipos e seus
respectivos habitats. Beati et al. (2013) apontavam, portanto, evidéncias
congruentes de que A. cajennense era um complexo de seis espécies que
hipoteticamente teriam iniciado um processo de especia¢cdo durante o Mioceno com
0 soerguimento dos Andes e consequente alteracdo do clima e ecologia da regiao
neotropical.

Nava et al. (2014) com base em dados morfolégicos, corroborou as
evidéncias de Beati et al. (2013), demonstrando que A. cajennense é um complexo
de seis espécies, distribuidas do sul dos estados Unidos a América do Sul, tendo
como ressalva, Chile e Uruguai. Algumas espécies estdo restritas a um territorio
isolado, caso de Amblyomma interandinum Beati et al. 2014, até o momento referida
somente no Peru, e de Amblyomma patinoi Labruna et al. 2014, relatado na regido
Andina da Colémbia, sendo incriminado como vetor de R. rickettsii e envolvido nos
casos de FM confirmados neste pais (Faccini-Martinez et al. 2015). Por outro lado,
algumas espécies estdo amplamente distribuidas por uma longa faixa territorial do
continente Americano, como, por exemplo, Amblyomma mixtum Koch 1844,
estendendo-se do sul dos estados Unidos (Texas) até a Colémbia (Nava et al. 2014,
Rivera-Paez et al. 2016).



Amblyomma tonelliae Nava et al. 2014 ocupa os territérios da Argentina,
Bolivia e Paraguai, onde também ocorre A. sculptum, evidenciando a simpatria de
essas espécies. No entanto, o processo de sobreposi¢cdo pode ocorrer entre outras
espécies do complexo, especialmente aquelas onde existe a intersecdo de nichos
ecoldgicos. E o caso, por exemplo, de A. sculptum e A. cajennense s.s. no Brasil.

Assim A. cajennense s.S. € relatada para a regiao Amazonica, estendendo-se
até a Guiana Francesa, Suriname, Guiana e Venezuela e A. sculptum ocorre nas
regides Sudeste, Nordeste, Centro Oeste e parte Sul do Brasil (Nava et al. 2014;
Martins et al. 2016).

Martins et al. (2016) verificou que as &reas de sobreposicdo entre as duas
espécies A. sculptum e A. cajennense s.S., ndo estdo restritas as areas de mata,
mas abrangem partes do bioma Cerrado. Sao relatadas até o momento trés areas
de sobreposicdo, sendo uma restrita ao estado do Mato Grosso, outra estendendo-
se de Rondbnia até Mato Grosso e uma terceira area de transi¢do entre o estado de
Tocantins e Goias. No entanto, é possivel que existam novas areas de sobreposicao
ainda desconhecidas. A descoberta dessas areas pode possibilitar uma maior
compreensao da dinamica de distribuicdo de A. cajennense s.s. e A. sculptum, em
busca de quais fatores estdo modulando os parametros de distribuicdo de ambas as
espécies, principalmente de A. sculptum, em detrimento de sua competéncia
vetorial. Portanto, estudos que envolvam a distribuicdo de A. cajennense s.s. e A.
sculptum podem contribuir para o entendimento do cenario epidemiolégico atual da
FM, principalmente nos estados brasileiros que recentemente confirmaram seus
primeiros casos da doenca, a exemplo de Goias, Rondbnia, Pernambuco e Mato

Grosso do Sul (Sistema de Informacgéo de Agravos e Notificacao - SINAN 2017).

1.1.1 Amblyomma sculptum e Febre Maculosa no Brasil

Atualmente, a FM é responsavel por niumeros consideraveis de Obitos no
Brasil, com uma taxa de letalidade de 85%, principalmente por tratar-se de uma
doenca multissistémica, de inicio subito e sintomatologia inespecifica, aléem de ser
considerada doencga negligenciada (Araujo et al. 2016). Somente entre os anos de
2001 e 2015 foram totalizados 1540 casos confirmados de FM em diferentes regides

do Brasil (Sistema de Informacéo de Agravos e Notificagdo — SINAN 2017).



A doencga ocasionada pela R. rickettsii no Brasil € denominada de Febre
Maculosa Brasileira (FMB). Considerando os dados das &reas de casos confirmados
de FMB e os estudos de distribuicdo das espécies do complexo A. cajennense, €
possivel avaliar que desde os primeiros casos de FMB relatados para os estados de
Séao Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Dias; Martins 1938; Del Fiol et al. 2010),
A. sculptum estava envolvido nestes cenarios epidemiolégicos como principal vetor
de R. rickettsii (Martins et al. 2016). A participacédo de A. sculptum na transmissao de
R. rickettsii € comprovada para toda a regido sudeste do Brasil e norte do Parana
(Parola et al. 2013; Oliveira et al. 2016b).

Estudos associam o avanco da FM ao aumento de areas degradadas,
viabilizando dessa forma a aproximacdo da populacdo humana com &reas de
entorno de borda de fragmentos florestais, possibilitando a entrada do homem em
area silvestre e o contato com riguétsias envolvidas nos ciclos enzodticos, dessa
forma possibilitando novos ciclos da doenca, onde o homem €& o hospedeiro
acidental (Aradjo et al. 2016). Martins et al. (2016), faz uma associagcdo com a
frequente presenca de A. sculptum nessas areas degradadas, apontando para a
adaptacdo desse vetor ao ambiente antropizado, facilitando o surgimento de
possiveis novos focos de FM.

A presenca de A. sculptum dos estados de Goias, Rondbnia, Pernambuco e
Mato Grosso do Sul, foi comprovada. A. sculptum é comprovadamente vetor
competente de R. rickettsii, mas ha registros de outras riquétsias detectadas nesta
espécie de carrapato, caso de R. amblyommatis (Nunes et al. 2015), levantando a
possibilidade de que A. sculptum possa estar envolvido em outros ciclos de
riquétsias patogénicas até o momento desconhecidos. Contudo, R. rickettsii
apresenta uma estreita interacado parasitaria com A. sculptum o que dificultaria a
participacdo dessa espécie de carrapato no ciclo de outras riquétsias patogénicas e
também como vetor competente das mesmas.

No caso do estado de Goias, embora existam casos confirmados de FM, nédo
foi assinalada até o momento a circulacdo de R. rickettsii em A. sculptum, assim
como em nenhum outro vetor, portanto, fazendo-se necessario novos estudos neste

sentido.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a biodiversidade de potenciais vetores e riguétsias em areas de
interesse epidemiolégico para Febre Maculosa (FM) no estado de Goias, bioma
Cerrado, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar a composicéo da fauna de potenciais vetores nas areas de estudo.

2. Detectar a circulagdo de riquétsias nas areas de estudo.

3. Identificar as espécies de riquétsias circulantes nas areas de estudo.

4. Caracterizar as espécies do complexo A. cajennense circulantes dentro do estado

de Goias e a sua relacdo com riguétsias patogénicas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade estudo e coleta de ectoparasitos

Os ectoparasitos foram coletados em areas de vigilancia de ambiente ou
investigacdo de casos de FM no estado de Goias. Foram incluidos 14 municipios

distribuidos em quatro grandes macrorregifes do estado (Figura 1).

Tt

LEGENDA

| Ipameri VIIl Trindade
Il Rio Quente IX Indiara
Il Piracanjuba X Jandaia

IV Bela Vista de Goids Xl Niquelandia
V Aparecida de Goiania XIl Bondpolis
VI Gameleira de Goids* Xlll Cavalcante

VIl Goiania* XIV Alto Paraiso de Goias

* Marcados em cinza escuro, municipios com casos confirmados de FM.

Figura 1 - A: Mapa do Brasil destacando o estado de Goias; B: Mapa demonstrando
as areas de coleta de ectoparasitos no Cerrado brasileiro, estado de Goias, Brasil.
VI, VII marcam as areas de vigilancia ambiental, e I-V, VIII-XIV indicam as areas de

investigagdo de casos de febre maculosa.

As coletas foram realizadas no periodo de novembro de 2014 a marco de
2016, em parceria com a Secretaria Estadual de Saude de Goias, em regido urbana,

rural e silvestre, tanto em ambiente como em hospedeiros vertebrados. As unidades
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amostrais de coletas foram constituidas por espécimes oriundos de um mesmo
hospedeiro ou ambiente (Figura 2).

Figura 2 - Fotos da coleta de ectoparasitos em hospedeiro ou ambiente em areas

de vigilancia ou de casos confirmados de FM, no periodo de novembro de 2014 a
marco de 2016, estado de Goids — A: técnica de arrasto; B: técnica de atragéo por
CO; (gelo seco); C: catacdo manual em hospedeiros vertebrados. Fonte: Arquivo
LIRN.

3.2 Diagnose de potenciais vetores de riquétsias

Os ectoparasitos foram encaminhados para o Laboratério de Referéncia
Nacional em Vetores das Riquetsioses, do IOC/Fiocruz, onde foram triados e
identificados segundo as chaves dicotdmicas de Amorim e Serra-Freire (1999) para
larvas; Durden e Keirans (1996), Martins et al. (2010, 2016) para ninfas; Aragao e

Fonseca (1961) e Barros-Battesti et al. (2006) para adultos de carrapatos. As pulgas
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foram identificadas com base na chave de Bicho e Ribeiro (1998) e de Linardi e
Guimaraes (2000), para acaros chaves de Fonseca (1957/58), Tripton (1960), Evans
e Till (1966), Furman (1972), Krantz e Walter (2009).

3.3 Anélises Morfoldgicas

As fémeas de A. sculptum e A. cajennense s.s. foram separadas
morfologicamente com base no formato da abertura genital, como descrito nos
trabalhos de Nava et al. (2014) e Martins et al. (2016). As fémeas de A. sculptum
apresentam abertura genital em forma de “U” e as fémeas de A. cajennense s.s.
abertura genital em forma de “V”.

Ninfas do complexo A. cajennense foram identificadas seguindo o protocolo
estabelecido por Martins et al. (2014) para separar A. sculptum e A. cajennense s.s.
com base na relagcdo largura do escudo/ comprimento do escudo (< 1,3 pum A.
cajennense s.s. /> 1,3 um A. sculptum).

Larvas e machos, que ainda nao dispdem de protocolos para separar
espécimes de A. sculptum e A. cajennense s.s. e demais exemplares do complexo
A. cajennense cuja analise morfoldgica foi inespecifica ou inconclusiva, atribuimos a

denominagédo A. cajennense s.l., seguindo Martins et al. (2016).

3.4 Anélises Moleculares

Amostras de exemplares identificados morfologicamente, bem como aqueles
sem diagnose especifica, foram caracterizadas molecularmente, como forma de
corroborar os resultados obtidos na analise morfolégica ou acrescentar novos dados

a identificacdo desses espécimes.

3.4.1 Caracterizacdo molecular de espécimes do complexo Amblyomma

cajennense

Extracdo: Espécimes do complexo A. cajennense foram encaminhados
individualmente para a extracao total de DNA gendémico (DNAg) (Aljanabi; Martinez

1997). Em conformidade com a técnica, o espécime foi macerado e posteriormente
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adicionados 400 pl de buffer A (NaCl 0,4M; EDTA 2mM pH 8,0; Tris HCI10 mM
pH8,0). Depois acrescentados 40ul de SDS 20% e 8ul de Proteinase K (20mg/ml),
em seguida misturados no vortex e incubados a 55-56°C por 1 hora. Apds o periodo
de incubacdo foram adicionados 300ul de NaCl 6M (ou 360ul de NaCl 5M) e
expostos ao Vortex por 30s. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm/30 min. e
0 sobrenadante transferido para um novo tubo, onde foram precipitadas com igual
volume de isopropanol por 1 hora a — 20°C, etapa na qual o material pdde ficar
varias horas (over night) no freezer, aguardando a continuacdo do processo. Por
conseguinte o material foi centrifugado a 10000rpm / 10min. a 4°C e o sobrenadante
desprezado. Apos esta etapa foi adicionado ao material aproximadamente 400 ul de
etanol 70° GL e o pellet lavado. Em seguida, o material foi centrifugado a 10000 rpm/
10min. O sobrenadante resultante foi desprezado e o tubo invertido sobre o papel
toalha para secar por aproximadamente 30 min. O pellet foi ressuspendido em 25l
de H20 milliQ e para o término da extracdo o material foi encaminhado a PCR ou
estocado a - 20° C.

Amplificacdo: Para a caracterizacdo molecular dos espécimes do complexo A.

cajennense 0s ectoparasitos foram submetidos a Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), onde foi amplificado fragmento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade II (COIl) (Tabela 1), de acordo com a metodologia descrita na literatura
(Bitencourth et al. 2016).

Eletroforese: As amostras contendo fragmentos de DNA amplificados foram
submetidas a eletroforese (89 volts por 90 minutos) em gel de agarose a 2%,
coradas por brometo de etidio (Sambrook; Russell 2001). Posteriormente, os géis
foram examinados em scanner de gel, com luz ultravioleta (UV), para observacéo

dos fragmentos de DNA amplificados.

Tabela 1 - Oligonucleotideo utilizado no presente trabalho para caracterizacéo

molecular de espécimes do complexo Amblyomma cajennense.

Gene Iniciador Sequéncia de nucleotideo (5-3)  Fragmento (ph) Referéncia
Citocromo Oxidase AcCOXIF AATGTYTGRTTWARTCGNCCTGGRA .
sbuidadel ' ACONR  ARATICWCCHATYATRSARCAMAT 0 Biewcouthetal 2016

COll = Citocromo Oxidase subunidade Il
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Também foi realizada PCR de aliquotas contendo pool de larvas e ninfas, a
fim de verificar a identidade desses espécimes, no entanto, este resultado ndo foi
utilizado para caracterizar espécimes do complexo A. cajennense no estado de

Goias, utilizando-se para esta finalidade aliquotas contendo espécime unico.

3.4.2 Pesquisa de riquétsias

Extracdo: Para pesquisa e identificacdo das riquétsias, seguiu-se a técnica descrita
acima de Aljanabi e Martinez (1997). As amostras foram definidas por espécime

anico ou reunidos em grupo (pool), segundo o estadio e/ou sexo.

Amplificacdo: A pesquisa de genes de riquétsias foi realizada, em todas as

amostras, através da PCR. As amplificac6es foram executadas utilizando iniciadores

e protocolos disponiveis na literatura (Tabela 2).

Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados no presente trabalho para deteccdo de

riquétsias.
Gene Iniciador Sequéncia de nucleotideo (5'- 3 Fragmento (ph) Referéncia
Rickettsia sp. CS2-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT
Girenespeciic)) O CS233  GCTICCTIAAAATICAATAAATCAGGAT - Labrura etal. 2004
S Rr 190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
Rickettsia sp. GFM ~ omp A 532 Regneryetal. 1991
Rr 190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
Rickettsia sp. GFM + 120-M59 CCGCAGGGTTGGTAACTGC
GT oMPE o007 CCTTTTAGATTACCGCCTAA 862 Route Reouit 2000
Rickettsia spp. Gene D D1738f GTATCTGAA TTAAGC AATGCG 744 Sekeyova etal. 2001
D2482r CTATAA CAG GATTAA CAG CG
Rickettsia spp. Gene D D129 CCAAATICTTCTT AATACA CC 657 Sekeyova etal. 2001
D2482r CTATAA CAG GAT TAA CAG CG

GFM = Grupo Febre Maculosa; GT = Grupo Tifo.

Eletroforese: Apdés a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese (89 volts
por 90 minutos) em gel de agarose 2%, coradas por brometo de etidio (Sambrook;

Russell 2001). Posteriormente, 0s géis analisados com auxilio de luz UV.

13



3.4.3 Purificacédo, sequenciamento do DNA e edicdo de sequéncias

Purificacdo: Os amplicons que corresponderam ao tamanho de produto amplificado
esperado foram purificados com o Kit Nucleospin Extract 1l (Macherey-Nagel), de

acordo com o manual do fabricante.

Sequenciamento _do DNA: As reacdOes de sequenciamento das amostras

purificadas foram executadas na Plataforma de sequenciamento de DNA da
FIOCRUZ/ RJ, utilizando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit, de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Nessas reacfes foram utilizados os mesmos
iniciadores empregados na PCR, para determinacdo das sequéncias em ambas as
diregdes (3-5 e ©&5’-3’). Posteriormente, as amostras foram precipitadas,

ressuspendidas em formamida e aplicadas em sequenciador automatico ABI 3730.

Edicdo de sequéncias: As sequéncias obtidas para cada gene foram editadas e

consenso geradas no programa ChromasPro 1.5 (Technelysium, Queensland,
Australia). Em seguida, identificadas por avaliacdo de similaridade, através de
analise comparativa com as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank,
com auxilio do programa BLASTN (National center for Biotechnology Information
2016). Todas as sequéncias obtidas no presente trabalho foram depositadas no
GenBank sob os niumeros de acesso KY753097 - KY753130.

3.4.4 Analise Filogenética

Para caracterizar molecularmente e entender a relacdo entre os diferentes
espécimes do complexo A. cajennense estudados, frente ao conhecimento
disponivel na literatura, as sequéncias geradas e sequéncias disponiveis no
Genbank, para o gene COIl, foram submetidas a reconstrucédo filogenética por
analise de Maxima Verossimilhanca no programa PhyML 3.0 (Guindon et al. 2010),
utilizando o modelo evolutivo HKY+G, indicado pelo programa MEGA versédo 6.0
(Tamura et al. 2013). Valores de confianga nos ramos internos foram estimados com
o teste aLRT (approximate likelihood ratio test) com 1000 réplicas (Anisimova e
Gascuel 2006). Como grupo externo foi utilizado Amblyomma sphenodonti

(Dumbleton 1943).
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Para aprofundar o conhecimento de identificacdo das riquétsias, foi realizada
reconstrucdo filogenética, para cada gene, utilizando a mesma andlise e critérios
empregados na reconstrucao filogenética de A. cajennense s.l., onde para 0s genes
gltA e ompA foi empregado na reconstrucdo o modelo evolutivo T92+G e para o
ompB GTR+G. Para gerar maior robustez na identificacdo das riquétsias detectadas
no atual trabalho, foi feita reconstrucéo filogenética concatenada para os genes gltA,
ompA e ompB, empregando o modelo evolutivo T92+G. Para reconstrucéo
filogenética das riquétsias procurou-se utilizar sequéncias a partir de genomas
completos. Quando ndo havia genoma completo foram utilizadas sequéncias
parciais.

Os numeros de acesso das sequéncias do GenBank utilizadas nas arvores
filogenéticas dos espécimes do complexo A. cajennense e das riquétsias, foram

organizados em duas tabela, as quais encontram-se no Anexo D.

3.4.5 Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI)

No presente trabalho a FMVI foi calculada para cada espécie mediante 0s
resultados obtidos na PCR (Burket et al. 1998). Este indicador permite inferir a
frequéncia minima de vetores infectados de uma determinada espécie para cada
area estudada.

FMVI = n° de amostras positivas para cada espécie

n° total de vetores de cada espécie

3.5 Confeccdo dos mapas de distribuicdo dos espécimes do complexo

Amblyomma cajennense e das riquétsias identificadas

Para a confeccdo dos mapas de distribuicio de A. cajennense s.s. e A.
sculptum foram utilizadas as coordenadas dos espécimes de cada amostra em que
foram realizadas a analise morfolégica e também dos espécimes submetidos a
analise molecular.

Os shape files utilizados foram obtidos no site do IBGE (www.ibge.gov.br) = (i)
estados do Brasil, (i) Principais municipios, Biomas e recursos hidricos do estado de
Goiés (iii) Biomas e relevo do estado de Goias. O Programa utilizado na confecgao

dos mapas foi o Qgis “Las Palmas” versao 2.18 (http://qgis.org/en/site/ ). Os mapas
15
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foram confeccionados utilizando os recursos (plugins do Qgis) Open Layers - Big
Maps - Bing Aerial e OSM Land TF Outdoors.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultado da triagem e identificacdo dos ectoparasitos coletados

Foram coletados, triados e identificados um total de 5.294 ectoparasitos, entre

carrapatos, 4caros e pulgas (Tabela 3).

Tabela 3 - Ectoparasitos coletados em areas de vigilancia de ambiente ou
investigacdo de casos Febre Maculosa (FM) no estado de Goias/ Brasil.

Ano  Ectoparasitos coletados e identificados ~ LL NN (J9) (R9) Total de exemplares por espécie
2014 Amblyomma dubitatum 0 0 0 2 2
Amblyomma sculptum 30 0 6 44 80
Amblyomma cajennense s.s. 0 0 0 1 1
Amblyomma cajennense s.l. 163 17 69 22 271
Amblyomma rotundatum 41 0 0 8 49
Amblyomma parvum 0 0 0 1 1
2015 Amblyomma nodosum 0 0 3 0 3
Amblyomma naponense 0 1 0 0 1
Anocentor nitens (= Dermacentor nitens) 217 0 0 0 217
Ctenocephalides felis 0 0 2 5 7
Amblyomma sculptum 16 1 2 120 139
Amblyomma cajennense s.s. 0 0 0 3 3
Amblyomma cajennense s.l. 666 660 120 38 1484
Amblyomma dubitatum 2224 129 18 8 2379
Amblyomma rotundatum 0 0 0 1 1
2016 Rhipicephalus (Boophilus) microplus 572 0 8 32 612
Rhipicephalus sanguineus 0 0 14 25 39
Xenopsylla sp. 0 0 0 1 1
Androlaelaps sp. 0 0 0 2 2
Ctenocephalides felis 0 0 0 2 2
TOTAL 3929 808 242 315 5294

LL - larvas / NN - ninfas / && - machos / @9 - fémeas

4.2 Resultado da andlise morfolégica dos espécimes do complexo Amblyomma
cajennense

Abaixo estao listados os resultados da analise morfolégica dos espécimes do
complexo A. cajennense coletados no presente trabalho, seguidos dos seus
respectivos hospedeiros/ ambiente, local de coleta e coordenadas. Estao grifados os
municipios de origem dos espécimes. Em negrito e grifado estdo as macrorregides
de Goias e apenas em negrito o coédigo de registro dos espécimes na colecao
CAVAISC/ FIOCRUZ.
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Localidades e coordenadas do material obtido no presente estudo

Macrorregido Centro Oeste de Goias: Jandaia: LIC 6753 - 2 99 Amblyomma
sculptum - Pasto (Rio Capivari - Fazenda Braveza) (-17.059277,-50.028783) / LIC
6753 - 7 34 Amblyomma cajennense s.l. - Pasto (Rio Capivari - Fazenda Braveza) (-
17.059277,-50.028783) / LIC 6753 - 2 NN Amblyomma cajennense s.l. - Pasto (Rio
Capivari - Fazenda Braveza) (-17.059277,-50.028783) / LIC 6753 - 113 LL
Amblyomma cajennense s.l. - Pasto (Rio Capivari - Fazenda Braveza) (-17.059277 -
50.028783) / LIC 6754 - 20 44 Amblyomma cajennense s.l. - Mata (Rio Capivari -
Fazenda Braveza) (-17.059277,-50.028783) / LIC 6754 - 22 99 Amblyomma
sculptum - Mata (Rio Capivari - Fazenda Braveza) (-17.059277,-50.028783) Indiara:
LIC 6752 - 1 & Amblyomma cajennense s.I. - Mata (Rio Capivari) (-17.3167, -
50.1167) / LIC 6752 - 1 @ Amblyomma sculptum - Mata (Rio Capivari) (-17.3167, -
50.1167) Trindade: LIC 6759 - 1 & Amblyomma cajennense s.l. - Myrmecophaga
tridactyla (Central-Reg. IBAMA 286) (-16.645043, -49.497331) Goiania: LIC 6751 - 2
Q9 Amblyomma sculptum - Hydrochoerus hydrochaeris - (Central- Jardim Goias) (-
16.694256, -49.239415) / LIC 6751 - 7 NN Amblyomma cajennense s.l. -
Hydrochoerus hydrochaeris - (Central- Jardim Goias) (-16.694256, -49.239415) / LIC
7282 - 1 Q Amblyomma sculptum - Mata - (Campus Samambaia - UFG) (-16.598773,
-49.263759) / LIC 7283 - 10 &4 Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Campus
Samambaia - UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7283 - 16 %9 Amblyomma
sculptum - Mata - (Campus Samambaia - UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7283
- 7 LL Amblyomma cajennense s.I. - Mata - (Campus Samambaia - UFG) (-
16.598773, -49.263759) / LIC 7285 - 44 NN Amblyomma cajennense s.l. - Mata -
(SINTUFG - Campus Samambaia / UFG) (-16.671897, -49.244404) / LIC 7285 - 102
LL - Amblyomma cajennense s.I. - Mata - (SINTUFG - Campus Samambaia / UFG) (-
16.671897, -49.244404) / LIC 7288 - 8 44 Amblyomma cajennense s.l. - Mata -
(Campus Samambaia / UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7288 - 11 ¢
Amblyomma sculptum - Mata - (Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -
49.263759) / LIC 7288 - 1 N Amblyomma cajennense s.. - Mata - (Campus
Samambaia / UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7292 - 3 99 Amblyomma
sculptum - Mata / Aviario / Horta - (Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -
49.263759) / LIC 7293 - 3 44 Amblyomma cajennense s.l. - Horta / Piscicultura -
(Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7293 - 2 Q¢

Amblyomma sculptum - Horta / Piscicultura - (Campus Samambaia/ UFG) (-

18



16.598773, -49.263759) / LIC 7295 - 19 9 Amblyomma sculptum - Canavial -
(Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7295 - 23 &&
Amblyomma cajennense s.l. - Canavial - (Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -
49.263759) / LIC 7295 - 30 LL Amblyomma cajennense s.l. - Canavial - (Campus
Samambaia/ UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7296 - 13 44 Amblyomma
cajennense s.l. - Bananal - (Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -49.263759) /
LIC 7296 - 15 99 Amblyomma sculptum - Bananal - (Campus Samambaia/ UFG) (-
16.598773, -49.263759) / LIC 7296 - 3 NN Amblyomma cajennense s.|. - Bananal -
(Campus Samambaia/ UFG) (-16.598773, -49.263759) / LIC 7297 - 36 J4J
Amblyomma cajennense s.|. - Mata - (Lago da Capivara - Campus Samambaia/
UFG) (-16.603884, -49.259627) / LIC 7297 - 52 29 Amblyomma sculptum - Mata -
(Lago da Capivara - Campus Samambaia/ UFG) (-16.603884, -49.259627) / LIC
7301 - 221 LL Amblyomma cajennense s.l. - Canavial - (Campus Samambaia/ UFG)
(-16.598773, -49.263759) / LIC 7305 - 77 LL Amblyomma cajennense s.l. - Marsupial
- (Aviario - Campus Samambaia/ UFG) (-16.600172, -49.275984) / LIC 7313 - 16 LL
Amblyomma cajennense s.l. - Didelphis sp. - Goiania (-16.666667, -49.25) Aparecida
de Goiania: LIC 6749 - 1 ¢ Amblyomma sculptum** - Myrmecophaga tridactyla -
(Central - Aparecida de Goiania) (-16.822510, -49.245431) / LIC 6749 - 1 ¢
Amblyomma cajennense s.s.** - Myrmecophaga tridactyla - (Central - Aparecida de
Goiania) (-16.822510, -49.245431) / LIC 6749 - 13 44 Amblyomma cajennense s.l. -
Myrmecophaga tridactyla - (Central - Aparecida de Goiania) (-16.822510, -
49.245431) / LIC 6749 - 4 29 Amblyomma sculptum - Myrmecophaga tridactyla -
(Central - Aparecida de Goiéania) (-16.822510, -49.245431) Bela Vista de Goias: LIC
6750 - 2 43 Amblyomma cajennense s.l. - Myrmecophaga tridactyla - (Central - Bela
Vista de Goias) (-16.972514, -48.955071) / LIC 6750 - 1 ¢ Amblyomma sculptum -
Myrmecophaga tridactyla - (Central - Bela Vista de Goias) (-16.972514, -48.955071).
Macrorregido Nordeste de Goids: Alto Paraiso de Goias: LIC 6748 - 1 &

Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Povoado Séao Jorge- Velho) (-14.176611, -
47.813946). Macrorregido Norte _de Goias: Niguelandia: LIC 6755 - 1 ¢
Amblyomma sculptum - Mata - (Pousada Vida de Peixe - Lago Serra da mesa) (-
14.065766, -48.360898) / LIC 6755 - 3 &4 Amblyomma cajennense s.l. - Mata -
(Pousada Vida de Peixe - Lago Serra da mesa) (-14.065766, -48.360898) / LIC 6756
- 2 34 Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Cachoeira - Lago Serra da mesa) (-
14.463986, -48.456796) / LIC 6756 - 3 9 Amblyomma sculptum - Mata -
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(Cachoeira - Lago Serra da mesa) (-14.463986, -48.456796) / LIC 6757 - 1 &
Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Pousada Vida de Peixe - Lago Serra da mesa)
(-14.065766, -48.360898) / LIC 6758 - 2 29 Amblyomma sculptum - Mata -
(Pousada Vida de Peixe - Lago Serra da mesa) (-14.065766, -48.360898) Bondpolis:
LIC 8140 - 60 NN Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Fazenda S&o Jo&do da Mata
- Corrego) (-13.635833, -49.81) / LIC 8141 - 21 NN Amblyomma cajennense s.l. -
Mata - (Fazenda Sao Jodo da Mata - Corrego) (-13.635833, -49.81) / LIC 8142 - 34
NN Amblyomma cajennense s.l. - Mata - (Fazenda S&o Jodo da Mata - Corrego) (-
13.635833, -49.81) / LIC 8142 - 3 99 Amblyomma cajennense s.s. - Mata -
(Fazenda Sao Jodo da Mata - Coébrrego) (-13.635833, -49.81). Macrorregido
Sudeste de Goias: Ipameri: LIC 8010 - 4 LL Amblyomma cajennense s.l. - Pasto -
(Chacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri) (-17.720297, -48.167422) / LIC 8010 -
228 NN Amblyomma cajennense s.l. - Pasto - (Chacara Camélia-Estrada de Ferro-
Ipameri) (-17.720297, -48.167422) / LIC 8012 - 2 LL Amblyomma cajennense s.l. -
Pasto - (Chacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri) (-17.720297, -48.167422) / LIC
8012 - 216 NN Amblyomma cajennense s.l. - Pasto - (Chacara Camélia-Estrada de
Ferro-lpameri) (-17.720297, -48.167422).

** Foram encontrados um espécime fémea de A. sculptum e outro espécime
fémea de A. cajennense s.s. em um mesmo hospedeiro M. tridactyla no municipio de
Aparecida de Goiania, macrorregido Centro Oeste de Goias (LIC 6749). As fotos dos
espécimes (visdo dorsal), (visdo ventral) e da abertura genital de A. cajennense s.s.
na Figura 3 fémea e de A. sculptum na Figura 4 .

As ninfas de trés diferentes macrorregides do estado de Goiads foram
mensuradas, os resultados encontram-se na Tabela do Anexo A. No entanto, 0s
resultados obtidos com base nas mensuragbes das ninfas (relagdo Larg./Compr.)
foram inconclusivos. Dessa forma, todos os espécimes de ninfas submetidos a
analise morfolégica e que ndo obtivemos sequéncias dos mesmos, estes foram

identificados como A. cajennense s.|.
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A 1 mm B 1mm

Figura 3 - Fotos de espécime fémea de Amblyomma cajennense s.s. coletado em
Myrmecophaga tridactyla no municipio de Aparecida de Goiania, estado de Goias —
A: Espécime fémea de Amblyomma cajennense s.s. (visdo dorsal); B: Espécime
fémea de Amblyomma cajennense s.s. (visdo ventral); C: Abertura genital do

espécime fémea de Amblyomma cajennense s.s.
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A 1 mm B

Figura 4 - Fotos de espécime fémea de Amblyomma sculptum coletado em
Myrmecophaga tridactyla no municipio de Aparecida de Goiania, estado de Goias —
A: Espécime fémea de Amblyomma sculptum (visdo dorsal); B: Espécime fémea de
Amblyomma sculptum (visdo ventral); C: Abertura genital do espécime fémea de

Amblyomma sculptum.
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4.3 Resultado da analise molecular dos espécimes do complexo Amblyomma

cajennense

Foram submetidos 485 (24,52%) espécimes do complexo A. cajennense a
PCR com o gene COIl e foram obtidas dezoito sequéncias de A. sculptum, dessas,
quinze foram utilizadas para caracterizar os espécimes do complexo A. cajennense
nos municipios de Goids, por tratar-se de amostras contendo espécime Unico
(Tabela 4), as respectivas sequéncias encontram-se no Anexo B e Anexo C. Onze
amostras apresentaram 99% de identidade com A. sculptum, trés apresentaram 98%
de identidade com A. sculptum e uma 97% de identidade com A. sculptum (Tabela
4).

A reconstrucao filogenética dos espécimes de A. sculptum através do gene
COll (Figura 5), apresentou resultados condizentes com a identificacdo de A.
sculptum através de busca no BLASTN e também com a andlise morfoldgica dos
espécimes do complexo A. cajennense (Tabela 4).

Foi possivel comprovar a presenca de A. sculptum em trés macrorregides do
estado de Goias, area de Cerrado. Somente no municipio de Goiania, endémico da
FM, foram caracterizados quatro espécimes de A. sculptum, trés fémeas e uma ninfa
(Tabela 4). Em Aparecida de Goiania, municipio vizinho de Goiania, foram
caracterizados seis espécimes de A. sculptum, trés machos e trés fémeas. No
municipio de Trindade, também vizinho de Goiania, foi caracterizado um espécime
macho de A. sculptum (Tabela 4).

Para a macrorregido Norte do estado, foi comprovada a presenca de A.
cajennense s.s. mediante analise morfologica de fémeas do complexo A. cajennense
oriundas do municipio de Bondpolis e a analise molecular possibilitou caracterizar a
presenca de A. sculptum em um dos municipios dessa regido, precisamente
Niquelandia. Ainda ndo ha relatos de FM confirmados nesta regido de Goias (Tabela
4).

Na regido Nordeste de Goias foi caracterizada a presenca de A. sculptum
mediante um espécime macho, chamando a atencdo para a circulacdo do vetor
competente de R. rickettsii em uma regido onde ainda ndo ha casos confirmados de
FM (Tabela 4).
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Para a macrorregido sudeste do estado, onde também ndo h& casos
confirmados de FM, foi caracterizada a presenca de A. sculptum no municipio de
Ipameri (Tabela 4).

Na filogenia inferida com base no gene COIl é possivel observar
agrupamentos claramente definidos. O filodendograma da Figura 5 demonstra que a
sequéncia do espécime de Alto Paraiso de Goiads (LIC 6747) é filogeneticamente
proxima ao haplétipo H, haplétipo B e haplotipo D, do estado do Rio de Janeiro
(Figura 5).

As sequéncias obtidas, provenientes dos municipios de Jandaia (LIC 6753H),
Goiania (LIC 7311A, LIC 7285A, LIC 7287A e LIC 7298B), Ipameri (LIC 8010A),
Aparecida de Goiania (LIC 6749E, LIC 6749H, LIC 6749B, LIC 6749A e LIC 6751A)
e Trindade (LIC 6759B), formam juntos um (nico agrupamento, e estdo
filogeneticamente préximas ao haploétipo C do estado do Rio de Janeiro (Figura 5).

Sequéncias do municipio de Goiania (7283B), Jandaia (LIC 6754Q) e
Niquelandia (LIC 6758) agruparam e estdo proximas em termos filogenéticos as
sequéncias obtidas no GenBank dos estados do Rio de Janeiro e Mato Grosso
(Figura 5).

E possivel, avaliar na filogenia inferida com base no gene COIl, trés
diferentes agrupamentos filogenéticos de sequéncias provenientes de espécimes de
A. sculptum oriundos de diferentes regides do estado de Goias.

As sequéncias de A. sculptum obtidas no presente trabalho foram
depositadas no GenBank, com 0s seguintes numeros de acesso: LIC 6749H
(KY753097), 6751A (KY753098), LIC 6753H (KY753099), LIC 6759B (KY753100),
LIC 7283B (KY753101), LIC 7285A (KY753102), LIC 7287A (KY753103), LIC 7298B
(KY753104), LIC 7311A (KY753105), LIC 8010A (KY753106), LIC 6749C
(KY753107), LIC 6749E (KY753108), LIC 6754Q (KY753109), LIC 6758 (KY753110),
LIC 6749B (KY753111), LIC 6747 (KY753112), LIC 6749F (KY753113), LIC 6749A
(KY753114).
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Tabela 4 - Identificacdo, através de busca no BLASTN, de sequéncia parcial do gene Citocromo Oxidase subunidade Il (COIl) de

amostras de espécimes unicos do complexo Amblyomma cajennense.

Gene Amostra (LIC) Estadio Municipio Local Macrorregides de GO Hospedeiro / Procedéncia ldentidade (%) N°de acesso no Genbank
6749A 1¢  Aparecida de Goiania Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla Amblyomma sculptum 98 KF787613
67498 1¢  Aparecida de Goiania Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla Amblyomma sculptum 98 KF787613
6749C 1¢ Aparecida de Goiania Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Amblyomma sculptum 99 KF787613
6749E 19 Aparecida de Goiania Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Amblyomma sculptum 99 KF787613
6749F 19 Aparecida de Goiania Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Amblyomma sculptum 99 KF614683
6749H 19 Aparecida de Goiénia Central - GO Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Amblyomma sculptum 99 KF787613
6751A 1 Goiania Central- Jardim de Goias Centro Oeste  Hydrochoerus hydrochaeris  Amblyomma sculptum 99 KF787613
col 7285A 1 Goiania SINTUFG Centro Oeste Mata Amblyomma sculptum 99 KF614683
7287A 1 Goiania Campus Samambaia- UFG Centro Oeste Ambiente Amblyomma sculptum 99 KF614683
7311A IN Goiania Avidrio-Campus Samambaia-UFG Centro Oeste Canis lupus familiaris ~ Amblyomma sculptum 99 KF614683
6754Q 1 Jandaia Rio Capivari (margem) Centro Oeste Mata Amblyomma sculptum 99 KF614678
67598 1 Trindade Cental-Reg. IBAMA 286 Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Amblyomma sculptum 98 KF787613
6758 1 Niquelandia ~ Pousada Vida de Peixe - Lago Serra da Mesa Norte Mata Amblyomma sculptum 97 KF614678
6747 1¢  Alto Paraiso de Goids Povoado Séo Jorge-Velho Nordeste Mata Amblyomma sculptum 99 KF614680
8010A 19 lpameri Chécara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Amblyomma sculptum 99 KF787613

38 = Macho; 2 = Fémea; N = Ninfa
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aAmostra LIC 6754Q
83%| AAmostra LIC 6758

aAmostra LIC 7283B

92%)|
95%|

Amblyomma sculptum

Municipios de coleta / Procedéncia

Jandaia / Ambiente
Niquelandia / Ambiente

Goiania / Ambiente

Amblyomma sculptum (Mato Grosso/ Brasil)
Amblyomma sculptum (Rio de Janeiro/ Brasil)
Amblyomma sculptum (Rio de Janeiro/ Brasil)
Amblyomma sculptum (Mato Grosso/ Brasﬂ;
Amblyomma sculptum (Mato Grosso/ Brasil
Amblyomma sculptum (Mato Grosso/ Brasil)

Amblyomma sculptum éYungas-Argentlna{
Yungas- Argentina

989 Amblyomma sculptum (Yungas- Argentina)

aAmostra LIC 6753H
aAmostra LIC 7311A
aAmostra LIC 8010A
84%( s Amostra LIC 7285A
aAmostra LIC 6749C
aAmostra LIC 6749E
aAmostra LIC 6749H
aAmostra LIC 6749B
AAmostra LIC 6759B
AAmostra LIC 6749F
aAmostra LIC 7287A
aAmostra LIC 6749A
91% aAmostra LIC 6751A

21 sAmostra LIC 7298B

4‘74Amostra LIC 6747

80%)

99%
86% Amblyomma patinoi(Colémbia)

Amblyomma sphenodonti

0.05

Amblyomma sculptum (Yungas- Argentina)
Amblyomma sculptum(Yungas- Argentina)
Amblyomma sculptumHaplétipo C (Rio de Janeiro/ Brasil)

Jandaia / Ambiente

Goiania / Canis lupus familiaris

Ipameri / Ambiente

Goiania / Ambiente

Aparecida de Goiania / Myrmecophaga tridactyla

Aparecida de Goiania / Myrmecophaga tridactyla
Aparecida de Goiania / Myrmecophaga tridactyla
Aparecida de Goiania / Myrmecophaga tridactyla
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Figura 5 - Filogenia inferida por analise de Maxima Verossimilhanca, de sequéncias

parciais do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade Il (490 pb),

representando as relacdes entre amostras coletas em Goias e espécies do

complexo Amblyomma cajennense de diferentes locais das Américas. Os numeros

sobre os ramos representam valores de suporte (70% cut-off). Os triangulos indicam

as seaquéncias obtidas neste estudo.
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4.4 Resultado da caractetrizacdo molecular das riquétsias

Foram submetidos a PCR 734 (13, 86%) exemplares de ectoparasitos
ditribuidos em 217 aliquotas para pesquisa de riquétsias. Uma tabela contendo a
frequéncia absluta de vetores coletados (N), frequéncia de vetores submetidos a pcr
para deteccdo de riquétsias (n) e seus respectivos hospedeiros, encontra-se no
Anexo H.

Na Tabela 5 estdo relacionados os resultados apurados com base nas
sequéncias obtidas de fragmentos dos genes gltA, ompA e ompB mediante busca no
BLASTN da identidade (%) das riguetsias detectadas no presente trabalho.

Entre as amostras consideradas positivas, nove amplificaram fragmento do
gene gltA. A Figura 6 apresenta a respectiva arvore filogenética, na qual € possivel
identificar trés diferentes espécies do género Rickettsia no estado de Goias. Em
duas dessas amostras provenientes do municipio de Gameleira, municipio endémico
da FM, cujo os espécimes de C. felis foram coletados em Canis lupus familiaris,
foram detectadas R. felis (LIS 652 D/ LIS 652 E).

A reconstrucao filogenética com base no fragmento de gene gltA, demosntrou
ainda que R. bellii foi detectada em cinco amostras (LIC 8010E1, LIC 8010F1, LIC
8010G1, LIC 8012K1, LIC 8012L1) de A. cajennense s.l. no municipio de Ipameri
(Figura 6). R. bellii também foi identificada em uma amostra (LIC 6754Z) oriunda do
municipio de Jandaia, sendo este municipio proximo as areas de casos confirmados
da FM no estado de Goias (Figura 6). As sequéncias de R. bellii provenientes de
ambos 0s municipios Jandaia e Ipameri, formam um Gnico agrupamento, com valor
de suporte alto (100%), junto a sequéncia de R. bellii obtida no GenBank, como
pode ser verificado na Figura 6.

A riguétsia detectada na amostra LIC 6759A proveniente de Amblyomma
nodosum (Neumann 1899), na arvore do gltA ficou filogeneticamente proxima a
Rickettsia sp. strain. NOD e R. parkeri foi incluida neste mesmo agrupamento
(Figura 6).
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Tabela 5 - Identificacdo através de busca no BLASTN das riquétsias detectadas por analise de sequéncias de nucleotideos de

fragmento dos genes ompA, gltA e OmpB.

Gene Amostra (LIC) Ectoparasito Estadio Municipio Local Macrorregides de GO Hospedeiro /Procedéncia  Identidade (%) N°deacesso no Genbank
67542 Amblyomma rotundatum ~ 30LL  Jandaia Rio Capivari (margem) Centro Oeste Mata Rickettsia belli 98 CP000087
6759A Amblyomma nodosum 14  Trindade Cental-Reg. BAMA 286 Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Rickettsia africae 100 HQ335126.1
6759A Amblyomma nodosum 1§ Tindade Cental-Reg. BAMA 286 Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla ~ Rickettsia parkeri 100 CP003341.1
6759A Amblyomma nodosum 14  Trindade Cental-Reg. BAMA 286 Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Rickettsia sibirica 100 KU310587
652D Ctenocephalides felis 19 Gameleira  Fazenda Mucambinho-Mucambinho Norte Canis lupus familiaris ~ Rickettsiafelis 99 JQ674484

gitA 652E Ctenocephalides felis 10 Gamelira  Fazenda Mucambinho-Mucambinho Norte Canis lupus familiaris ~ Rickettsiafelis 99 JQ674484
8010EL  Amblyommacajennense s.l. 3NN |pameri  Chéacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Rickettsia belli 97 CP000087

8010FL  Amblyommacajennense s.l. 3NN |pameri  Chacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Rickettsia belli 97 CP000087

8010G1  Amblyomma cajennense s.|. 3NN Ipameri  Chéacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Rickettsia belli 99 CP000087

8012K1  Amblyomma cajennense s.|. 20LL  Ipameri  Chéacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Rickettsia belli 100 EUB26511

8012L1  Amblyommacajennense s.|. 20LL  lpameri  Chacara Camélia-Estrada de Ferro-lpameri Sudeste Pasto Rickettsia belli 99 CP000087

A 6759A Amblyomma nodosum 14 Trindade CentaI-Reg.'IBAMA 286 . Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Rickettsia sp. 99 KP987310

652D Ctenocephalides felis 19 Gameleira  Fazenda Mucambinho-Mucambinho Norte Canis lupus familiaris ~ Rickettsiafelis 99 AJ563398

6759A Amblyomma nodosum 14 Trindade Cental-Reg. BAMA 286 Centro Oeste Myrmecophaga tridactyla  Rickettsia parkeri 99 CP003341

ompB 652D Ctenocephalides felis 10 Gameleira  Fazenda Mucambinho-Mucambinho Norte Canis lupus familiaris ~ Rickettsiafelis 99 KF056801
652E Ctenocephalides felis 10 Gamelira  Fazenda Mucambinho-Mucambinho Norte Canis lupus familiaris ~ Rickettsiafelis 99 KF056801

38 = Macho; @ = Fémea; LL = Larvas; NN = Ninfas
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triangulos indicam as sequéncias obtidas neste estudo.

Rickettsia bellii

Figura 6 - Filogenia inferida através da reconstrucdo por Maxima Verossimilhanca de sequéncias parciais do gene gltA de

riquétsias. A arvore foi enraizada por midpoint root. Os nimeros sobre 0s ramos representam valores de suporte (70% cut-off). Os
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Foi detectada a presenca do gene ompA em duas amostras (LIC 6759A) e (LIS
652D) (Tabela 5). Na filogenia inferida com base no gene ompA (Figura 7), € possivel
observar que a sequéncia proveniente da amostra LIC 6759A encontra-se no mesmo
ramo da sequéncia obtida no GenBank de Rickettsia sp. str. NOD com alto valor de
suporte (97%) e no mesmo agrupamento, R. parkeri (Figura 7).

A partir da reconsrucdo filogenética com base em fragmento do gene ompB,
também foi possivel separar em um mesmo agrupamento a sequéncia obtida no presente
trabalho do LIC 6759A e a sequéncia de Rickettsia sp. str. NOD obtida no GenBank
(Figura 8).

As sequéncias provenientes de duas amostras (LIS 652D / LIS 652E) de C. felis,
coletados de Canis lupus familiaris no municipio de Gameleira, formaram um Unico
agrupamento com a sequéncia de R. felis obtida no GenBank, com alto valor de suporte
(100%) (Figura 8).

Como forma de aumentar a resolucdo filogenética, as sequéncias obtidas dos
fragmentos dos genes gItA, ompA e ompB, foram concatenadas e geraram um quarto
filodendograma (Figura 9). Nessa arvore filogenética, a sequéncia obtida a partir da
amostra LIC 6759A agrupa com sequéncias provenientes do GenBank de Rickettsia sp.
str. NOD, com alto valor de suporte (98%), corroborando os resultados obtidos nos
filodendogramas anteriores (Figura 9).

As sequéncias de R. felis provenientes das amostras (LIS 652D / LIS 652E)
formaram um Unico agrupamento com a sequéncia de R. felis obtida no GenBank (valor
de suporte 93%), corroborando os resultados anteriores (Figura 9).

As sequéncias de R. bellii oriundas de amostras dos municipios de Jandaia e
Ipameri ficaram agrupadas e apresentaram filogenia proxima de R. bellii (Figura 9), com
valor de suporte alto (100%) também corroborando os resultados dos filodendogramas do
gltA, ompA e ompB.

As sequéncias de organismos do género Rickettsia obtidas no presente trabalho
encontram-se relacionadas no Anexo E, Anexo F e Anexo G e foram depositadas no
GenBank, sob os seguintes numeros de acesso: gltA: LIC 6754Z (KY753117), LIC 6759A
(KY753118), LIS 652D (KY753119), LIS 652E (KY753120), LIC 8010E1(KY753121), LIC
8010F1 (KY753122), LIC 8010G1 (KY753123), LIC 8012K1 (KY753124), LIC 8012L1
(KY753125), ompA: LIC 6759A (KY753126), LIS 652D ( KY753127), ompB: LIC 6759A
(KY753128), LIS 652D (KY753129), LIS 652E (KY753130).
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Figura 7 - Filogenia inferida através da reconstrucdo por Maxima Verossimilhanca de sequéncias parciais do gene ompA de
riquétsias. A arvore foi enraizada por midpoint root. Os niameros sobre os ramos representam valores de suporte (70% cut-off). Os

triangulos indicam as sequéncias obtidas neste estudo.
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Figura 8 - Filogenia inferida através da reconstrugcdo por Maxima Verossimilhanca de sequéncias parciais do gene ompB de
riquétsias. A arvore foi enraizada por midpoint root. Os nimeros sobre os ramos representam valores de suporte (70% cut-off). Os

triangulos indicam as sequéncias obtidas neste estudo.
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Figura 9 - Filogenia concatenada de sequéncias parciais dos genes gltA, ompA e ompB de riquétsia, inferida através de analise de

Maxima Verossimilhanca. A arvore foi enraizada por midpoint root. Os niumeros sobre os ramos representam valores de suporte
(70% cut-off). Os triangulos indicam as sequéncias obtidas neste estudo.
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4.5 Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI)
A frequéncia minima de vetores infectados foi calculada mediante os resultados obtidos da anélise molecular dos
ectoparasitos obtidos no presente trabalho, em busca da deteccdo de possiveis riquétsias circulantes nas areas de coleta. O

resultado obtido encontra-se relacionado na Tabela 6.

Tabela 6 - Frequéncia minima de vetores infectados por riquétsia (%) de cada espécie de ectoparasito por municipio do estado de
Goias, Brasil, no periodo de novembro de 2014 a marco de 2016.

Municipios
Vetor Gameleira . Alto Paraiso Aparecida BelaVista _ . . . N . . .
Niquelandia Bondpolis Cavalcante Goiédnia Indiara Trindade Jandaia Piracanjuba Rio Quente Ipameri
de Goias de Goias de Goiania de Goiés
Amblyomma sculptum S 0 0 0 — 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amblyomma cajennense s. s. - - 0 S S 0 — — — — — - - I
Amblyomma cajennense s. I. _ 0 0 0 S 0 0 0 0 0 0 0 0 7
Amblyomma dubitatum - - _ _ _ _ _ 0 — — — _ _ —
Amblyomma rotundatum _ _ _ _ 0 _ _ - 3 _ _ _
Amblyomma nodosum _ _ - - - - 0 S N 100 N — - -
Amblyomma naponense - — — — — S — — N N 0 - - N
Amblyomma parvum _ _ S 0 S S S N - N — - -
Rhipicephalus (Boophilus) microplus - - — — — — — 0 J— N N - - J—
Rhipicephalus sanguineus _ _ S S S S S 0 N - N - - N
Dermacentor nitens 0 _ _ — S S — — - — - - I
Ctenocephalides felis 33,33 _ - - - - - 0 I — I - — —
Xenopsylla sp. _ _ - - - - S 0 N - N — - -
0

Androlaelaps sp. S S S S S S - - - - - - -

s.l.: sensu lato; s.s.: sensu stricto; "0" vetores presentes em determinado municipio, no entanto, que nao apresentaram fragmentos de DNA de organismos do

género Rickettsia; " " Vetores ausentes neste municipio.
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4.6 Mapas demonstrando os padrées de distribuicdo dos espécimes do
complexo Amblyomma cajennense, areas de circulacdo das riquétsias

detectadas no presente trabalho e &reas de casos confirmados de FM (SINAN)

Foram confeccionados dois mapas para demonstrar os padrbes de
distribuicdo de A. cajennense s.s., A. sculptum e A. cajennense s.l., apontando 0s
municipios onde foram detectadas as riquétsias no presente estudo e assim
relaciona-los com as areas de casos confirmados de FM no estado de Goias (Figura
10, Figura 11).

0.00 10.00 20.00

Brasil

= Amblyomma cajennense s.s.

°  Amblyomma sculptum

Amblyomma cajennense s.1.

O Rickettsia belli

© Rickettsia felis

2000 0 2000 km Rickettsia sp. strain NOD
I

Casos confirmados

0.00

Figura 10 - Mapa dos principais municipios, biomas e recursos hidricos do estado
de Goias, Brasil. Os pontos marcados no formato de circulo assinalam a presenca
de Amblyomma cajennense s.l., Amblyomma sculptum e Amblyomma cajennense
s.s. identificados no presente estudo. Pontos marcados em losango referem-se as
riquétsias identificadas no presente estudo e pontos marcados em estrela as areas

de casos confirmados de FM.
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Figura 11 - Mapa dos biomas e relevo do estado de Goias, Brasil. Os pontos
marcados no formato de circulo assinalam a presenca de Amblyomma cajennense
s.l., Amblyomma sculptum e Amblyomma cajennense s.s. identificados no presente
estudo. Pontos marcados em losango referem-se as riquétsias identificadas no

presente estudo e pontos marcados em estrela as areas de casos confirmados de
FM.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foi comprovada por morfologia a ocorréncia de A.
sculptum nos municipios de Aparecida de Goiania, Trindade, Jandaia, Bela Vista de
Goiés, Indiara, Goiania (Centro Oeste), Niquelandia (Norte), Alto Paraiso de Goias
(Nordeste) e Ipameri (Sudeste), tais resultados foram corroborados por meio da
analise molecular e atestam os obtidos por Nava et al. (2014) e Martins et al. (2016).

Foram encontrados machos e fémeas de A. sculptum em municipio endémico
da FM no estado de Goias, caso de Goiania, garantindo a perpetuacao do ciclo das
riquétsias em vetores competentes nessas areas (FiguralO, 11). A presenca de
fémeas e machos de A. sculptum em municipio onde ainda ndo h& casos
confirmados de FM aponta para o risco de um possivel cenario futuro de ciclos
endémicos de FM em Goias ressaltando a importancia dos trabalhos de vigilancia
nessas areas, caso de Aparecida de Goiania (Figura 10, 11).

A presenca de A. sculptum em 9 dos 14 municipios incluidos no presente
estudo demonstra que esta espécie esta bem distribuida nas areas de Cerrado do
estado de Goias e também evidencia um aumento nos padrées de distribuicdo
conhecidos até o momento para esta espécie em Goias, uma vez que, A. sculptum
foi relatado por Martins et al. (2016) em trés municipios da regido norte do estado,
sendo estes: Estrela Norte, Porangatu e Santa Tereza de Goias e também no
municipio de Cumari, regido sudeste.

Foi comprovada por meio da andlise morfolégica a presenca de um espécime
fémea de A. cajennense s.s. (Figura 10, 11) no municipio de Aparecida de Goiania,
Centro Oeste de Goias. Este achado apresenta uma informacdo nova em termos de
distribuicdo de A. cajennense s.s., até entdo relatado nos estados de Ronddnia,
Mato Grosso, Parana, Maranh&o, Tocantis e parte da divisa de Goids com o estado
do Tocantins (Martins et al. 2016). O espécime de A. cajennense s.s. foi coletado em
M. tridactyla juntamente com um espécime fémea de A. sculptum, delimitando uma
possivel nova area de sobreposicdo no estado de Goias e ainda demonstrando que
diferentes espécies do complexo A. cajennense podem parasitar simultaneamente o
mesmo hospedeiro (Figura 10, 11).

A anélise morfologica das fémeas de A. sculptum, corroborou os resultados
obtidos na andlise molecular e atestam o protocolo proposto por Martins et al. (2016)
para a identificacdo de fémeas de A. sculptum e A. cajennense s.s. mediante a
morfologia da abertura genital.
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No caso dos espécimes de ninfas do complexo A. cajennense, nao foi
possivel identifica-los com base na mensuragédo do escudo, considerando a relagéo
(Larg./Compr.), pois os resultados obtidos néo corroboram os da analise morfolégica
dos adultos, especificamente para 0 municipio de Bondpolis. Por tratar-se de um
estudo envolvendo &reas de sobreposicdo de duas espécies do complexo A.
cajennense, optamos por considerar somente o0s resultados obtidos na analise
molecular desses espécimes de ninfas. Para os espécimes de ninfas cuja diagnose
foi inespecifica denominamos A. cajennense s.l. (Martins et al. 2016). Os resultados
obtidos com base nas mensuracdes das ninfas encontram-se relacionados na tabela
do Anexo A. Tais resultados apontam para a necessidade de uma continuidade de
estudos que envolvam novas avaliagcdes da morfologia de ninfas de A. sculptum e A.
cajennense s.s., uma vez considerada a dificuldade da diagnose dessas formas
imaturas em um grupo que apresenta elevada taxa de variacdo intraespecifica e
assim estabelecer novos critérios de diagnose a serem incorporados no protocolo ja
descrito por Martins et al. (2016).

Para a caracterizacdo molecular dos espécimes de A. cajennense s.l.
utilizamos o gene COIl, em decorréncia desse marcador apresentar melhor sucesso
na amplificacdo e também na reconstrugéo filogenética, além de ser utilizado em
outros estudos de caracterizacdo molecular de A. cajennense s.l. e assim dispor de
sequéncias desse gene no GenBank para comparacdo e realizacdo de andlises
(Burkman 2009; Beati et al. 2013; Bitencourth et al. 2016).

No presente estudo foram detectadas a presenca de organismos do género
Rickettsia nos municipios de Gameleira, Jandaia, Trindade e Ipameri. R. felis foi
detectada por meio de analise molecular em duas amostras de C. felis (LIS 652D e
LIS 652E), em area de fazenda. Este resultado aponta para o risco da circulacao de
riquétsias patogénicas em &reas de intensa movimentacdo de visitantes no
municipio de Gameleira. Neste caso, R. felis pertence ao grupo FM (Labruna et al.
2011). Esta riquétsia é comumente relatada em C. felis, este sifondptero é
considerado vetor competente de R. felis (Parola et al. 2016). No presente estudo,
os exemplares de C. felis infectados por R. felis foram coletados parasitando um
cdo, animal de habito doméstico, o que pode contribuir para a ocorréncia de

infec¢des do hospedeiro e do homem (Gazéta et al. 2009; Pinter et al. 2016).
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E importante ressaltar que a segunda maior FMVI no presente estudo deve-se
a R. felis (33,33%) infectando C. felis no municipio de Gameleira (Tabela 6),
municipio onde foi relatado o primeiro caso de FM no estado de Goiés.

A Rickettsia felis foi assinalada em diversos paises e foi detectada em vetores
distribuidos por todos os continentes (Reif; Macaluso 2009). Ha relatos da
patogenicidade dessa riquétsia em humanos, em paises como: EUA (Texas)
primeiro caso relatado em 1994, Espanha, Germania, Franca, Egito, México, Brasil,
Tailandia, Taiwan, Coréia do Sul e Laos (Schriefer et al. 1994; Zavala-Velazquez et
al. 2000; Raoult et al. 2001; Richter et al. 2002; Parola et al. 2003; Perez-Arellano et
al. 2005; Choi et al. 2005; Znazen et al. 2006; Phongmany et al. 2006; Parker et al.
2007; Tsai et al. 2008; Reif; Macaluso 2009). Embora existam focos ativos dessa
riquétsia em outros continentes, caso da Africa subsaariana, onde R. felis tem sido
responsavel por cerca de 15% da febre de origem desconhecida e ainda
apresentado casos assintomaticos (Parola et al. 2016), no Brasil, no entanto, até o
momento ha apenas um relato de R. felis associada a casos humanos (Raoult et al.
2001). Dessa forma, embora R. felis esteja circulante nos estados brasileiros,
incluindo o estado de Goids, como assinalado no presente estudo e ocorra a
presenca de vetores competentes para disseminacao deste bioagente (Moerbeck et
al. 2016), ndo ha registros de focos ativos desta riquétsia em territorio nacional.

No presente estudo foi detectado R. bellii mediante analise molecular em seis
amostras, cinco provenientes de A. cajennense s.l.,, em area de mata no municipio
de Ipameri e uma proveniente de Amblyomma rotundatum (Koch 1844), em area de
mata, municipio de Jandaia. A. rotundatum comumente encontrado parasitando
animais anfibios e répteis néo esta envolvido no ciclo epidémico da FM. No entanto
apresenta uma importante funcéo ecoldgica na regulacédo da populacédo de anfibios
(Woehl 2002) e ainda é possivel que contribua na manutencdo de R. bellii em areas
de circulacdo dessa riquétsia (Horta et al. 2015).

A R. bellii embora pertenca ao grupo ancestral (GA) das riquétsias, cuja a
patogenicidade até o momento € desconhecida, tem sido assinalada com um
importante papel na ecopepidemiologia das riquetsioses. Estudos tem levantado a
hipotese de que R. bellii tem uma importante funcdo na inibicdo da infeccdo por
demais riquétsias patogénicas em carrapatos do género Amblyomma, quando ja
infectados por esta riquétsia (Pacheco et al. 2009). Esta hip6tese tornar-se ainda

mais coerente quando considerado o fato de que no Brasil, R. belli € comumente
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encontrada infectando carrapatos, principalmente do género Amblyomma, tanto em
ambiente, como em hospedeiros vertebrados (Labruna et al. 2004a; Labruna et al.
2007; Pacheco et al. 2009; Mclintosh et al. 2015). E possivel que este fenémeno
ocorra em alguns municipios de GO, principalmente no municipio de Ipameri, onde
foi encontrada a maior FMVI com R. bellii (7%), seguido do municipio de Jandaia
com FMVI de (3%).

Atualmente sabe-se que uma vez infectado por uma determinada Rickettsia, o
carrapato torna-se refratario a infeccdo por uma segunda espécie de Rickettsia
(Burgdorfer et al. 1981). Neste contexto, Macaluso et al. (2002) demonstrou
experimentalmente que ao infectar um carrapato em laboratério com uma segunda
Rickettsia, esta ultima tinha sua transmissao transovariana inibida.

Pacheco et al. 2009, verificaram uma elevada taxa de infecgdo (23,8%) por R.
bellii em carrapatos da espécie A. dubitatum. Dos dezesseis municipios analisados,
em dez foram verificados a presenca de R. belli em A. dubitatum. Neste mesmo
trabalho, observaram a auséncia de infeccado por organismos de género Rickettsia
em A. sculptum, portanto, retomam a discussdo da possivel participacdo de R. bellii
na infeccdo de potenciais vetores de riquétsias, tornando-os refratarios a infeccao
por outras riquétsias patogénicas. Tais dados, suscitam a relevancia de novos
estudos com a finalidade de aprofundar o conhecimento do real papel de R. bellii na
ecoepepidemiologia da FM no Brasil.

No presente trabalho R. bellii foi detectada somente em carrapatos do género
Amblyomma, este resultado chama a atencéo para a frequéncia da infec¢éo por R.
bellii em carrapatos deste género. Alguns autores tem relacionado estes relatos ha
um possivel episédio de co-evolucdo simbiodtica envolvendo esta riquétsia e 0s
carrapatos do género Amblyomma (Labruna et al. 2004b; Mcintosh et al. 2015).

Embora a patogenicidade de R. bellii seja desconhecida, alguns trabalhos ja
tem relatado determinada sintomatologia em cobaios infectados por R. bellii em
laboratoério (Ogata et al. 2006). Tal dado chama atencdo para as areas onde foram
detectadas R. bellii no presente trabalho, pois ainda que nao haja casos humanos de
FM nessas areas e R. bellii ainda apresente patogenicidade desconhecida ou
indeterminada, a circulacao de riquétsias do grupo GA em areas nao consideradas
endémicas da FM, indica que hé viabilidade para que o ciclo destra riquétsia ocorra,
logo estdo incluidos nestas areas (vetores, patdgeno e hospedeiros). E importante

ressaltar que mutacbes nestes organismos podem ocorrer e possibilitar o
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aparecimento de novas estirpes de riquétsias, sendo estas patogénicas ou nao
(Blanc et al. 2007).

Outra riquétsia identificada no presente trabalho € Rickettsia sp. str. NOD em
A. nodosum, coletado em M. tridactyla no municipio de Trindade. Esta riquétsia tem
sido assinalada em outros estados do Brasil, como S&o Paulo, Parana, Mato Grosso
do Sul e Mato Grosso, sendo comumente relacionada com A. nodosum, embora
haja relatos dessa riquétsia infectando outras espécies de carrapatos como
Amblyomma calcaratum Neumann 1899 e Amblyomma longirostre (Koch 1844)
(Ogrzewalska et al. 2009; Ogrzewalska et al. 2013; Witter et al. 2015).

No presente trabalho, apresentamos o primeiro relato de Rickettsia sp. str.
NOD no estado de Goias em area de Cerrado. Embora nédo existam casos humanos
associados a Rickettsia sp. str. NOD, esta riquétsia apresenta uma filogenia préxima
a riquétsias sabidamente patogénicas R. parkeri, R. sibirica e R. africae (Figuras 6,
7, 8 e 9). Novos estudos tem apontado Rickettsia sp. str. NOD como uma estirpe
semelhante a R. parkeri e que considerando tal proximidade entre estirpes,
Rickettsia sp. str. NOD deve ser considerada como um potencial agente patogénico
para humanos (Ogrzewalska et al. 2013). Tais dados sobre Rickettsia sp. str. NOD
suscitam a importancia de trabalhos de vigilancia epidemiol6gica no municipio de
Trindade.

Amblyomma nodosum, espécie na qual foi detectada Rickettsia sp. str. NOD
no presente trabalho, apresenta em sua forma imatura o habito de parasitar aves,
ndo apresentando especificidade parasitaria (Pinheiro et al. 2015), j& em sua forma
adulta costuma parasitar tamanduas (Jones et al. 1972; Ogrzewalska et al. 2009;
Pinheiro et al. 2015). Por parasitar hospedeiros que estédo integrados as areas de
mata, € possivel que A. nodosum esteja envolvido em ciclos enzodticos de
riquétsias, podendo contribuir para a manutencdo de riquétsias patogénicas e nao
patogénicas em uma determinada area. Dessa forma, riquétsias patogénicas e de
patogenicidade desconhecida, tem sido relatadas em A. nodosum, caso de R.
parkeri (GFM), R. bellii (GA) e Rickettsia sp. str. NOD (GFM) (Ogrzewalska et al.
2009; Pinheiro et al. 2015). Tais dados apontam para a possibilidade de A. nodosum
atuar na disseminacdo de riquétsias e participar de ciclos enzodéticos em area de
mata preservada do IBAMA, municipio de Trindade.

A maior FMVI (100%) registrada no presente trabalho, deve-se a infeccao de

Rickettsia sp. str. NOD em um unico exemplar de A. nodosum para 0 municipio de
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Trindade, esse dado aponta para a probabilidade de demais espécimes de A.
nodosum estarem infectados por Rickettsia sp. str. NOD na area de estudo,
ressaltando o perigo da circulacdo de riquétsias consideradas como um potencial
agente patogénico para humanos (Ogrzewalska et al. 2013) em areas onde ainda
ndo ha casos humanos confirmados de FM.

No mapa dos principais municipios, biomas e recursos hidricos do estado de
Goiés (Figura 10), é possivel observar os pontos que delimitam os locais onde foram
detectadas as riquétsias do presente trabalho e que coincidem com areas proximas
a rios. Estas areas sao relevantes, pois atraem uma diversidade de hospedeiros
vertebrados em busca de agua e demais recursos, portanto, ha uma grande
probabilidade de tornar-se infestada por carrapatos. O acesso de humanos a essas
areas aumenta a possibilidade de infeccdo por riquétsias (Nasser et al. 2015).
Ressaltando que alguns desses pontos demarcam areas do campus Samambaia da
UFG, préximos ao no estado de Goias, onde foi relatado recentemente um caso de
FM em um professor de agronomia da universidade. Portanto, a aproximagéo de
humanos com essas areas de mata, rios e pastagens podem representar risco de
novas infeccoes.

No mapa dos biomas e relevo do estado de Goias (Figura 11) é possivel
observar que Goias é constituido por areas de planalto, sendo formado por planaltos
baixos, planaltos médios e por serras e montanhas. Comprovadamente o aumento
da temperatura e umidade podem influenciar processos como reproducdo e
oviposicdo de algumas espécies de carrapatos no periodo de vida livre, caso de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) comumente encontrado em
bovinos (Santos Junior et al. 2000). Logo areas mais baixas, onde as temperaturas
tendem a ser mais elevadas, podem estar mais suscetiveis a novos episédios de
infestacdo. No mapa é possivel avaliar que municipios endémicos da FM, Gameleira
e Goiania, estdo localizados exatamente em areas de planalto baixo, ressaltando a
hipétese do aspecto morfoclimatico como um fator contribuinte para acelerar ou

delongar os processos reprodutivos em carrapatos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem fazer as seguintes conclusées:

e Amblyomma sculptum, A. dubitatum, A. cajennense s.l., Rhipicephalus
sanguineus e C. felis foram as espécies encontradas, potencialmente envolvidas
nos ciclos da FM;

¢ Rickettsia felis foi a Unica espécie sabidamente patogénica detectada em area
de foco de FM no estado de Goias;

e Amblyomma sculptum estd presente em diferentes municipios e regides,
evidenciando um aumento nos padrdes de distribuicdo para esta espécie no
estado de Goias e assinalando essas areas como predispostas a formacéo de
focos de FM;

e Amblyomma cajennense s.s. esta presente em duas diferentes macrorregioes,
assinalando o aumento da area de distribuicdo de esta espécie em area do
bioma Cerrado, bem como sua possivel sobreposicdo de nicho ecoldgico com A.
sculptum na area de estudo;

¢ Rickettsia bellii, espécie de patogenicidade desconhecida para humanos, foi a
riquétsia mais detectada, sendo registrada em diferentes regiées e espécies de
carrapatos na area de estudo;

e Rickettsia sp. str. NOD foi relatada pela primeira vez no municipio de Trindade,
estado de Goias, area de Cerrado;

e Myrmecophaga tridactyla parece ser hospedeiro importante das espécies do

complexo A. cajennense na area de estudo.
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8 ANEXOS

ANEXO A

Mensuracdo de ninfas do complexo de Amblyomma cajennense coletadas no
periodo novembro de 2014 a margco de 2016, area de Cerrado, em trés diferentes
macrorregioes do estado de Goias (Norte, Centro Oeste e Sudeste), Brasil.

Macrorregiéo Bondpolis  Mensuragdes (Larg) Mensuracdes (Compr) Relagéo (Larg) / (Compr)

Espécime 1 0,86 pm 0,57 pm 1,5pum
Espécime 2 0,94 pm 0,60 pm 1,5pum
Espécime 3 0,90 pm 0,50 pm 1,8 um
Espécime 4 0,87 pm 0,52 ym 1,6 ym
Espécime 5 0,91 um 0,58 um 1,5um
Espécime 6 0,88 um 0,59 pm 1,4 ym
Norte Espécime 7 0,88 um 0,54 um 1,6 um
Espécime 8 0,88 um 0,56 um 1,5um
Espécime 9 0,82 ym 0,58 pm 1,4 ym
Espécime 10 0,89 um 0,55 pm 1,6 ym
Espécime 11 0,84 um 0,55 pm 1,5pum
Espécime 12 0,89 um 0,54 pm 1,6 ym
Espécime 13 0,95 ym 0,63 pm 1,5 pum
Macrorregiéo I[pameri Mensurag®es (Larg) Mensuracdes (Compr) Relagéo (Larg)/(Compr)
Espécime 14 0,95 pm 0,57 pm 1,6 ym
Espécime 15 0,85 um 0,53 um 1,6 ym
Espécime 16 0,87 um 0,54 pm 1,6 ym
Espécime 17 0,72 um 0,49 um 1,4 um
Espécime 18 0,73 um 0,46 pm 1,5pum
Sudeste Espécime 19 0,80 um 0,56 um 1,4 um
Espécime 20 0,88 um 0,50 pm 1,7 ym
Espécime 21 0,88 um 0,50 pm 1,7 pm
Espécime 22 0,90 um 0,58 um 1,5um
Espécime 23 0,92 ym 0,56 pm 1,6 ym
Espécime 24 0,90 pm 0,48 ym 1,8 um
Macrorregiéo Goiania Mensurag6es (Larg) Mensuracdes (Compr) Relagéo (Larg) / (Compr)
Espécime 25 0,91 pm 0,65 pm 1,4 ym
Centro Oeste Espécime 26 0,85 um 0,60 um 14 um
Espécime 27 0,81 ym 0,50 pm 1,6 ym

Compr = Comprimento; Larg = Largura; um = micrébmetro
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ANEXO B

Sequéncias de Amblyomma sculptum obtidas no presente trabalho de
fragmentos do gene COIll e depositadas no GenBank, provenientes de
aliguotas contendo espécime unico, utilizados para a caracterizacdo molecular
de espécimes do complexo Amblyomma cajennense coletados no periodo de
novembro de 2014 a marco de 2016, em area de Cerrado, estado de Goias,

Brasil.

LIC 6749A / 15 / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
TTAATGTGGTGGTTTAGTCCCCCCCACATAGCATCCATTTTTATTCCTAGAA
AATGAAAATAGGTTCATGAGTGAATCACATCAGCTGATGTAATTAGAAATTT
AATTATAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGA
ATGAATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTT
GTTGAAATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTG
ATTGATGTTTGGGCATTAAAAATATTTCATCTGTTAAATAAAGAAGATGAAG
GGAAGGTAAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGACTGTTCAAAT
AATCTCAATTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGAGTTTATTA
TAATATTAACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTA
TTGAGTGGTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTCCATAATGGGAGAATTTAA

LIC 6749B / 15 / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
TAAATTCTCCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATTAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTT
TAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTA
ATTACATCAGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAA
AAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTA
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Continuacdo Anexo B

LIC 6749C / 15 / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
CCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAATAATCATTAT
TTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAATAAACTCTTT
TACTAGACGGTCAATAACAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATTTGAACAGT
CATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCATCTTCTTT
ATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTATCGGCCA
TCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATTTGACTCA
TTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTTTAGAAAC
CGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTAATTACATC
AGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAAAAATGGA
TGCTATTCCAGGCCGACTAA

LIC 6749E / 19 / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
TAAATTCACCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTT
TAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTA
ATTACATCAGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAA
AAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTA
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Continuacdo Anexo B

LIC 6749F / 19 / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
CCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAATAATCATTAT
TTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAATAAACTCTTT
TACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATTTGAACAGT
CATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCATCTTCTTT
ATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTATCGGCCA
TCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATTTGACTCA
TTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTTTAGAAAC
CGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTAATTACATC
AGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAAAAATGGA
TGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTA

LIC 6749H / 1Q / Municipio - Aparecida de Goiania / Hospedeiro -
Myrmecophaga tridactyla
TAATGTTTGATTTAGTCGGCCTGGGATAGCATCCATTTTTATTCCTAGTGAT
GGAATGGTTCATGAGTGAATCACATCAGCTGATGTAATTAGAAATTTAATTA
TAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGAATGA
ATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTTGTTGA
AATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTGATTGA
TGTTTGGGCATTAAAAATTTCATCTGTTAAATAAAGAAGATGAAGGGAAGGT
AAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGACTGTTCAAATAATCTCAA
TTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGAGTTTATTATAATATTA
ACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTATTGAGTG
GTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTCCATAATGGGAGAATTTAATAA

56



Continuacdo Anexo B

LIC 6751A / 15 [ Municipio - Goiania / Hospedeiro - Hydrochoerus

hydrochaeris
CCTATGCAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAATAATCATTATTTC
TATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAATAAACTCTTTTAC
TAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATTTGAACAGTCATT
CCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCATCTTCTTTATTT
AACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTATCGGCCATCAA
TGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATTTGACTCATTTTT
AATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTTTAGAAACCGAT
AACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTAATTACATCAGCT
GATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAAAAATGGATGCT
ATCCCAGGCCGACTA

LIC 7285A / 1S | Municipio - Goiania / Procedéncia - Mata
TTAATGTTTGGTTAGTCGGCCTGGAATAGCATCCATTTTTATTCCTAGTGAT
GGAATGGTTCATGAGTGAATCACATCAGCTGATGTAATTAGAAATTTAATTA
TAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGAATGA
ATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTTGTTGA
AATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTGATTGA
TGTTTGGGCATTAAAAATTTCATCTGTTAAATAAAGAAGATGAAGGGAAGGT
AAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGACTGTTCAAATAATCTCAA
TTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGAGTTTATTATAATATTA
ACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTATTGAGTG
GTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTGCATGATGGGGAGAATTTAACAA
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Continuacdo Anexo B

LIC 7287A / 15 / Municipio - Goiania / Procedéncia - Ambiente

TCGTTAAATTCTCCCTATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCA
ATAATAATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATT
ATAATAAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGA
TTATTTGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCC
CTTCATCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAA
AATTATCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAA
GAATTTGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCC
GTCTTTTAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAA
TTTCTAATTACATCAGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAG
GAATAAAAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAACCCCAAACATTAATAAA

LIC 7311A / 1N / Municipio - Goiania / Hospedeiro - Canis lupus familiaris
TAAATTCACCAATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTT
TAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTA
ATTACATCAGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAA
AAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTAATAA
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Continuacdo Anexo B

LIC 6754Q / 15 | Municipio - Jandaia / Procedéncia - Mata

TAAATTCTACCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAA
TAATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAA
TAAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTAT
TTGAACAATCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTC
ATCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATT
ATCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAATAAAGAAT
TTGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTT
TTAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCT
AATCACATCAGCTGATGTTATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATA
AAAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTAA

LIC 6759B / 15 | Municipio - Trindade / Hospedeiro - Myrmecophaga
tridactyla
TAAATTCTCCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATTAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTT
TAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTA
ATTACATCAGCTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAA
AAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTA
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Continuacdo Anexo B

LIC 6758/ 15 I Municipio - Niguelandia / Procedéncia - Mata

AATTCTACCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAATA
ATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAATA
AACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATTT
GAACAATCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCAT
CTTCTCTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTAT
CGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAATAAAGAATTT
GACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTTT
AGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTAA
TCACATCAGCTGATGTTATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATAAA
AATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTAA

LIC 6747 I 15 | Municipio - Alto Paraiso de Goias / Procedéncia - Mata
TAAATTCACCCATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTCTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGATCATATGAATACTCCGATTTCAATAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATACCAATTCATTCCGTCTT
TTAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCT
AATCACATCAGCTGATGTTATTCACTCATGAACCATTCCATCACTAGGAATA
AAAATGGATGCTATTCCAGGCCGACTAAACCAAACATTA
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Continuacdo Anexo B

LIC 8010A / 12 / Municipio - Ipameri / Procedéncia - Pasto
TAATGTTTGGTTTAGTCGGCCTGGAATAGCATCCATTTTTATTCCTAGTGAT
GGAATGGTTCATGAGTGAATCACATCAGCTGATGTAATTAGAAATTTAATTA
TAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGAATGA
ATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTTGTTGA
AATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTGATTGA
TGTTTGGGCATTAAAAATTTCATCTGTTAAATAAAGAAGATGAAGGGAAGGT
AAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGACTGTTCAAATAATCTCAA
TTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGAGTTTATTATAATATTA
ACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTATTGAGTG
GTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTCCATAATGGGAGAATTTA
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ANEXO C

Sequéncias de Amblyomma sculptum obtidas no presente trabalho de
fragmentos do gene COIll e depositadas no GenBank, provenientes de
aliguotas em pool de ninfas ou larvas do complexo Amblyomma cajennense
identificadas mediante analise molecular, coletados no periodo de novembro

de 2014 a marco de 2016, em area de Cerrado, estado de Goias, Brasil.

LIC 6753H / 30LL / Municipio - Jandaia / Procedéncia - Pasto
TAAATTCTCCTATCATGGAGCAAATAGCTTTTTTTCATGACCACTCAATAAT
AATCATTATTTCTATTACTATTATTACAATATATATAATTGTTAATATTATAAT
AAACTCTTTTACTAGACGGTCAATAATAGAAGGACAAGAAATTGAGATTATT
TGAACAGTCATTCCCGCAATTACATTAATTTTTATTGCTTTACCTTCCCTTCA
TCTTCTTTATTTAACAGATGAAATTTTTAATGCCCAAACATCAATCAAAATTA
TCGGCCATCAATGATATTGGTCATATGAATACTCCGATTTCAACAAAGAATT
TGACTCATTTTTAATTCCAGAAACAGATCTAGATATCAATTCATTCCGTCTTT
TAGAAACCGATAACAATTTAATAATTCCATTTAATACTATAATTAAATTTCTA
ATTACATCAGCTTGATGTGATTCACTCATGAACCATTCCTTCCATTTTTGGA
ATAAAAATGGATGCTATTCCAGGGCGGGGTAAACCAAAACATTAAAAA

LIC 7283B / 6LL / Municipio - Goiania / Procedéncia - Mata
TTAATGTTTGGTTTAATCGACCTGGAATAGCATCCATTTTTATTCCTAGTGA
TGGAATGGTTCATGAGTGAATAACATCAGCTGATGTGATTAGAAATTTAATT
ATAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGAATG
AATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTTATTG
AAATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTGATTG
ATGTTTGGGCATTAAAAATTTCATCTGTTAAATAGAGAAGATGAAGGGAAG
GTAAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGATTGTTCAAATAATCTC
AATTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGAGTTTATTATAATAT
TAACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTATTGAG
TGGTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTCCATGATGGGTGAATTACA
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Continuacdo Anexo C

LIC 7298B / 10LL / Municipio - Goiania / Procedéncia - Curral
TAATGTTTGGTTTAGTCGCCCTGGAATAGCATCCATTTTTATTCCTAGTGAT
GGAATGGTTCATGAGTGAATCACATCAGCTGATGTAATTAGAAATTTAATTA
TAGTATTAAATGGAATTATTAAATTGTTATCGGTTTCTAAAAGACGGAATGA
ATTGATATCTAGATCTGTTTCTGGAATTAAAAATGAGTCAAATTCTTTGTTGA
AATCGGAGTATTCATATGACCAATATCATTGATGGCCGATAATTTTGATTGA
TGTTTGGGCATTAAAAATTTCATCTGTTAAATAAAGAAGATGAAGGGAAGGT
AAAGCAATAAAAATTAATGTAATTGCGGGAATGACTGTTCAAATAATCTCAA
TTTCTTGTCCTTCTATTATTGACCGTCTAGTAAAAGGGTTTATTATAATATTA
ACAATTATATATATTGTAATAATAGTAATAGAAATAATGATTATTATTGAGTG
GTCATGAAAAAAAGCTATTTGCTGCATGATTGGTAAATTTA
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ANEXO D

NUumeros de acesso do GenBank das sequéncias do gene Citocromo Oxidase |l
(COIl) utilizadas na reconstrucao filogenética do complexo Amblyomma

cajennense.
Espécie Gene Numeros de acesso (GenBank) Procedéncia
. KF787609, KF787610 Rondénia/ Brasil
Amblyomma cajennense s.s. KF787599, KF787608 Guiana Francesa
KF787620, KF787619, KF787621, KF787618 Mato Grosso/ Brasil
KF787617, KF787616, KF614679, KF614683 Rio de Janeiro/ Brasil
KF614684, KF614678, KF614680, KF614677 Rio de Janeiro/ Brasil
Amblyomma sculptum KF614682, KF614681 Rio de Janeiro/ Brasil
KF787614, KF787615, KF787613, KF787612 Yungas/ Argentina
coil KF787611 Yungas/ Argentina
Amblyomma interandinum KF787627, KF787631 Peru
KF787591, KF787595 Texas
Amblvomma mixtum KF787582, KF787587, KF787590 México
Y KF787572, KF787581 Equador
KF787583, KF787586 Costa Rica
Amblyomma tonelliae KF787622, KF787624- KF787626, KF787623 Argentina (Chaco), Paraguai
Amblyomma patinoi KF787596, KF787598 Colémbia
Amblyomma sphenodonti JN863731 llhas Stephens/ Nova Zelandia

COll - Citocromo Oxidase Il / s.s. - sensu stricto
Numeros de acesso do GenBank das sequéncias dos genes gltA, ompA e
ompB utilizadas nareconstrucao filogenética de Rickettsia.

Numeros de acesso (GenBank)

Espécie gltA ompA ompB
Rickettsia africae CP001612 AF123706
Rickettsia akari CP000847  CP000847 CP000847

CP012420  CP012420 CP012420

ME G I ETS CP003334  CP003334 CP003334

Rickettsia andeanae KT153033 KF030932 KF030933
Rickettsia asemboensis KX196267 - KX544817
Rickettsia australis CP003338 CP003338 CP003338
Rickettsia bellii CP000087 - -

Rickettsia conorii AE006914 NC_003103 AF123721
Rickettsia felis CP000053 - KF056801
Rickettsia heilongjiangensis CP002912 CP002912 CP002912
Rickettsia japonica AP017602 AP017602 AP017602
Rickettsia massiliae CP000683 CP000683 CP000683
Rickettsia montanensis NC_017043 FM883670 AF123716
Rickettsia parkeri CP003341  CP003341 AF123717
Rickettsia peacockii CP001227 FM883671 HF935081
Rickettsia prowazekii CP004889 CP004889 CP004889
Rickettsia rhipicephali CP003342 CP003342 AF123719
Rickettsia rickettsii CP000766 = CP000766 CP000766
Rickettsia sibirica AABWO01000001 U43807  AF123722
Rickettsia slovaca CP003375  CP003375 CP003375

KT153032  GQ855237 KX130669

Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest ~ JQ906783 KT153044 KJ855086
- KT153045 GQ855236

Rickettsia sp. str. NOD EU567177 EU567180 EU567179
Rickettsia typhi CP003398 CP003398 CP003398
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ANEXO E

Sequéncias de organismos do género Rickettsia obtidas no presente trabalho
do fragmento de gene gltA e depositadas no GenBank, provenientes de
aliguotas contendo espécime unico ou pool de espécimes do complexo
Amblyomma cajennense, coletados no periodo de novembro de 2014 a marco

de 2016, em area de Cerrado, estado de Goias, Brasil.

LIC 6754Z | Rickettsia bellii | 30LL Amblyomma rotundatum |/ Municipio -
Jandaia / Procedéncia - Mata
TGCAAGTATCGGTGAGGATGTAATTGATATTAGTAAAGTATATTCTGAAGC
GGATTGCTTTACTTACGATCCTGGTTTTATGTCTACTGCTTCGTGTAGATCA
ACTATAACTTATATAGATGGTGATCAAGGAATTTTGCGGCATCGTGGTTAT
GATATAAAAGATTTAGCCGAAAAAAGCGACTTTTTAGAGGTGGCATATTTAT
TGATTTATGGGGAATTACCAAATAATAAGCAGTATAATGATTTTACTAAAAC
GGTTGCTCATCATGCGTTAGTTAATGAAAGATTACATTATTTATTCCAAACG
TTTTGTAGCTCTTCGCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCGATTGGTTCT
CTTTCTGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCA

LIC 6759A / Rickettsia sp. str. NOD / 158 Amblyomma nodosum |/ Municipio
- Trindade / Hospedeiro - Myrmecophaga tridactyla
TGCAAGTATCGGTGAGGATGTAATCGATATAAGTAGGGTATCTGCGGAAG
CCGATTGCTTTACTTACGACCCGGGTTTTATGTCTACTGCTTCTTGTCAGTC
TACTATCACCTATATAGATGGTGATAAAGGAATCTTGCGGCATCGAGGATA
TGATATTAAAGACTTAGCTGAGAAAAGTGATTTTTTAGAAGTGGCATATTTA
CTGATTTATGGGGAACTACCAAGTGGCGAGCAGTATAATAATTTCACTAAA
CAGGTTGCTCATCATTCATTAGTGAATGAAAGATTACACTATTTATTTCAAA
CCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCTGTCGGTT
CTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCA
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Continuacdo Anexo E

LIS 652D / Rickettsia felis | 19 Ctenocephalides felis | Municipio -
Gameleira / Hospedeiro - Canis lupus familiaris
AATTCAATAAATCAGGATAAAATGCCGAAAGAGAACCAACGGCCGCAAGCA
TAATAGCCATAGGATGAGAAGAGCTACAAAATGTTTGAAATAAATAGTGTAA
TCTTTCATTCACTAATGAATGATGAGCAACCTGTTTAGTGAAATTATTATACT
GCTCGATGCTTGGCAATTCTCCGTAGATTAGCAAATATGCCACTTCTAAAA
AATCACTTTTCTCGGCTAAATCTTTAATGTCATATCCTCGATGTCGCAAGAT
TCCTTTATCACCGTCTATATAAGTGATAGTAGACTGACAAGAAGCAGTAGA
CATAAAGCCCGGGTCATAAGTAAAACAATCGGCTTCCGAAGATACCCTGCT
TATATCGATTACATCCTCACG

LIS 652E / Rickettsia felis | 15 Ctenocephalides felis /| Municipio -

Gameleira / Hospedeiro - Canis lupus familiaris
CGTGAGGATGTAATCGATATAAGCAGGGTATCTTCGGAAGCCGATTGTTTT
ACTTATGACCCGGGCTTTATGTCTACTGCTTCTTGTCAGTCTACTATCACTT
ATATAGACGGTGATAAAGGAATCTTGCGACATCGAGGATATGACATTAAAG
ATTTAGCCGAGAAAAGTGATTTTTTAGAAGTGGCATATTTGCTAATCTACGG
AGAATTGCCAAGCATCGAGCAGTATAATAATTTCACTAAACAGGTTGCTCA
TCATTCATTAGTGAATGAAAGATTACACTATTTATTTCAAACATTTTGTAGCT
CTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCCGTTGGTTCTCTTTCGGCAT
TTTATCCTGATTTATTGAATT

66



Continuacdo Anexo E

LIC 8010E1 / Rickettsia bellii / 3NN Amblyomma cajennense s. |. /
Municipio - Ipameri / Procedéncia - Pasto
CTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGATAAAATGCAGAAAGAGAACCAACCG
CCGCAAGCATACATAGCACATAGGATACGTTGCAGAGCTACAAAACGTTTG
GAATAAATAATGTAATCTTTCATTAACTAACGCATGATGAGCAACCTTTTTA
GTAAAATCATTATACTGCTTATTATTTGGTAATTCCCCATAAATCAATAAATA
TGCCACCTCTAAAAAGTCGCTTTTTTCGGCTAAATCTTTTATATCATAACCA
CGATGCCGCAAAATTCCTTGATCACCATCTATATAAGTTATAGTTGATCTAC
ACGAAGCAGTAGACATAAAACCCGGATCGTAAGTAAAGCAATCCGCTTCA
GAATATACTTTACTAATATCAATTACATCCTCACCGATACTTGCA

LIC 8010F1 / Rickettsia bellii | 3NN Amblyomma cajennense s. |. /
Municipio - lpameri / Procedéncia - Pasto
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAATTGATATTAGTAAAGTATATTCTGAAGCG
GATTGCTTTACTTACGATCCGGGTTTTATGTCTACTGCTTCGTGTAGATCAA
CTATAACTTATATAGATGGTGATCAAGGAATTTTGCGGCATCGTGGTTATG
ATATAAAAGATTTAGCCGAAAAAAGCGACTTTTTAGAGGTGGCATATTTATT
GATTTATGGGGAATTACCAAATAATAAGCAGTATAATGATTTTACTAAAAAG
GTTGCTCATCATGCGTTAGTTAATGAAAGATTACATTATTTATTCCAAACGT
TTTGTAGCTCTTCGCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCGGTTGGTTCTC
TTTCTGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCA
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Continuacdo Anexo E

LIC 8010G1 / Rickettsia bellii /| 3NN Amblyomma cajennense s. |. /
Municipio - Ipameri / Procedéncia - Pasto
GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGATAAAATGCAGAAAGAGAACCAACC
GCCGCAAGCATAATAGCCATAGGATGCGAAGAGCTACAAAACGTTTGGAA
TAAATAATGTAATCTTTCATTAACTAACGCATGATGAGCAACCTTTTTAGTAA
AATCATTATACTGCTTATTATTTGGTAATTCCCCATAAATCAATAAATATGCC
ACCTCTAAAAAGTCGCTTTTTTCGGCTAAATCTTTTATATCATAACCACGAT
GCCGCAAAATTCCTTGATCACCATCTATATAAGTTATAGTTGATCTACACGA
AGCAGTAGACATAAAACCCGGATCGTAAGTAAAGCAATCCGCTTCAGAATA
TACTTTACTAATATCAATTACATCCTCACCGATACTTGCA

LIC 8012K1 / Rickettsia bellii | 20LL Amblyomma cajennense s. |. /
Municipio - Ipameri / Procedéncia - Pasto
CGTGAGGATGTAATTGATATTAGTAAAGTATATTCTGAAGCGGATTGCTTTA
CTTACGATCCGGGTTTTATGTCTACTGCTTCGTGTAGATCAACTATAACTTA
TATAGATGGTGATCAAGGAATTTTGCGGCATCGTGGTTATGATATAAAAGA
TTTAGCCGAAAAAAGCGACTTTTTAGAGGTGGCATATTTATTGATTTATGGG
GAATTACCAAATAATAAGCAGTATAATGATTTTACTAAAAAGGTTGCTCATC
ATGCGTTAGTTAATGAAAGATTACATTATTTATTCCAAACGTTTTGTAGCTCT
TCGCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCGGTTGGTTCTCTTTCTGCATTTT
ATCCTGATTTATTGAATT
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Continuacdo Anexo E

LIC 8012L1 / Rickettsia bellii | 20LL Amblyomma cajennense s. |. /
Municipio - Ipameri / Procedéncia - Pasto
TGCAAGTATCGTGAGGATGTAATTGATATTAGTAAAGTATATTCTGAAGCG
GATTGCTTTACTTACGATCCGGGTTTTATGTCTACTGCTTCGTGTAGATCAa
CTATAACTTATATAGATGGTGATCAAGGAATTTTGCGGCATCGTGGTTATG
ATATAAAAGATTTAGCCGAAAAAAGCGACTTTTTAGAGGTGGCATATTTATT
GATTTATGGGGAATTACCAAATAATAAGCAGTATAATGATTTTACTAAAAAG
GTTGCTCATCATGCGTTAGTTAATGAAAGATTACATTATTTATTCCAAACGT
TTTGTAGCTCTTCGCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGGCGGTTGGTTCTC
TTTCTGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTT
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ANEXO F

Sequéncias de organismos do género Rickettsia obtidas no presente trabalho
do fragmento de gene ompA e depositadas no GenBank, provenientes de
aliguotas contendo espécime unico ou pool de espécimes do complexo
Amblyomma cajennense, coletados no periodo de novembro de 2014 a marco

de 2016, em area de Cerrado, estado de Goias, Brasil.

LIC 6759A | Rickettsia sp. str. NOD / 18 Amblyomma nodosum | Municipio
- Trindade / Hospedeiro - Myrmecophaga tridactyla
TATTTCTCCAAAATTATTTCAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCT
TTATTCACCACCTCAACCGCAGTCGATAATGCTGAGTAGTAGCGGGGCAC
TCGGTGTTGCTGCAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCAGCATTTAGTG
ATAATGTTGGCAATAATAATTGGAATGAGATAACGGTTGCAGGGGTAGCTA
GTGATGTTCCTGCTGGCAGTCCTCAAAACAATTGGGCATTTACTTACGGTG
GTGATTATACTATCACTGCAGATGCAGCCGATCGTATTATTACGGCTATAA
ATGTTGCGGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAATATTGCTCAAAATACCGTTG
TTGGTTCGATTATAACGAGAGGTAACTTCTTGCCTGTTACTATTACTGCCG
GCAAAAGCTTAACTTTAAACGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTT
TGATGCTCCTGCCGATAATATATAGTAGGTTTAGGAGATATAGCTTTAGGG
GGAGC

LIS 652D / Rickettsia felis | 19 Ctenocephalides felis | Municipio -
Gameleira / Hospedeiro - Canis lupus familiaris

TATTTCTCCAAAATTATTTCAAAAAGCAATTCAAAAAGGTCTTAAAACTGCTT
TATTCACCACCTCAACCGCAGCGATAATGCTAACCGGTAGTGGAGTCCTTG
GTGCTGCAAGAACCGTAACTGCTGATGGTGCAGAGCTTGCAGCCGGAACA
AATATAGGTCCTGGAGCCGGTGCTTTTGTAGCGGGTTCTACTTTACAATAT
ACCGGTGCTTTTACGGTTACTGATGCTGACGTAAGTGTTCGTGCATTAGAT
TTAAATAATTTTGCAGCAGGTCTTTTTTCAGTAACTGGTGATATTTCATTAG
GTTCAGTGGTAGATACGGGAGGAGCTAATAAACTTGCAGTTAATATTGATG
ATGGTTTAACCTTAACTTTAACAGGTACCGGTACTGCAGCCTACGGTGCAA
ATCCTGCGTTGTTATTCCAAGGTGGACAAGCTGCTGCTAATAATACATATA

CTGCTTTAGGTAATATAACTCTAGGGGGAGCGAATGCTGCACTA
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ANEXO G

Sequéncias de organismos do género Rickettsia obtidas no presente trabalho
do fragmento de gene ompB e depositadas no GenBank, provenientes de
aliguotas contendo espécime unico ou pool de espécimes do complexo
Amblyomma cajennense, coletados no periodo de novembro de 2014 a marco

de 2016, em area de Cerrado, estado de Goias, Brasil.

LIC 6759A | Rickettsia sp. str. NOD / 1£ Amblyomma nodosum | Municipio
- Trindade / Hospedeiro - Myrmecophaga tridactyla
TACCATAGTAGCCAGTTTTGCAGGTTCAGCTATGGGTGCTGCTATACAGCA
GAATAGAACAACAAACGCAGATGCTACAACTGTTGATGGTGCGGGATTTGA
CCAAACTGCAGTTCCTGCAAATGTTGCAGTTCCTCTAAATGCAGTTATTACT
GCTGCTGTTCATAAGGGTATTAATTTAAATACTCCAGCCGGTAGTTTTAACG
GTTTGTTTTTAAATACTGCAAACAATTTAGCAGTGACAGTGAGTGAAGATAC
TACCTTAGGGTTCATCACTCGTGCTGTTAATAACGCTAACTTICTITAACCTT
ACGCTTAATGCCGGTAAAACTCTTACTATAACAGGTCAAGGTATTACTAATG
TACAAGCTGCTGCTACAAAAAATGCTCAAAATGTTGTTGTACAAGTTAATAA
TGGTGCTGCTATTGAAAATAATGATCTTCAAGGTGTAGGAACAATAGACTT
CGGTGCTGCGGCTTCTACATTAGTATTTAATITAGCAAATCCTACAACTCAA
AAAGCTCCTCTTATACTTGGAGATAATGCTATAATAGTTAATGGTGCTAACG
GTACATTAAATGTTACTAATGGATTITATTGAAGTTTCAAGTAAAAGTTTTIGCT
ACTGTTAATGCAATTAATATCGGTGACGGTCAAGGTATCATATTCAATACTG
ATGCTAATAATGCTAATGCTTTAAATTTACAAGCAGGTGGTACTACTATTAA
TTTTAATGGAACAGACGGTACGGGTAGATTAGTATTGTTAAGTAAGAATGC
TGCTGCTACCGACTTTAACGTTACAGGAAGTT
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Continuacédo Anexo G

LIC 652D |/ Rickettsia felis | 12 Ctenocephalides felis | Municipio -
Gameleira / Hospedeiro - Canis lupus familiaris
GCAGCATTACTAATACTAATACTAATCGGTACCGGTACCGTCTGTTAAAATT
AATAGTAGCACCACCTACTTGTAAATTTAAAGCATTACCGGCAGTAGCATC
AGTATTGAAAATGAAACCTTGACCGTCACCGATATTAATTGTCTTAATAGTA
GCAAAAGTTTCATCTGAAACTTGAATAAATCCATTAGTAACATTTAATGTAC
CGTTAGCACCATTAGCTATTACAGCATTATCTCCAAGTATAAGAGGAGCTC
TTTGAGTTGTAGGGTTTGTTAAATTAAATACTAATGTAGAAGGCGCAGCAC
CAAAATCTATTGTTCCTACACCGCTAAGATCATTATTGGCAATAGCATTACC
ACCATTAACTTGTGCAACAGCATTTTGAGCATTTTTTGTAGCAGCAGCTTGT
CCAGCAGTAATACCTTGTCCTGTTATGGTAAGAGTTTTACCGGCACCAAGA
GTAAAATTAAAGAAGTTACCGTTATTAGCAGCATTAGTGATAAATCCTAAAG
TAGTATCTTCACTAACTGTCGCTGCTAAATTGTTTGCAGTATCTAAAAACAA
ACCGTTAAAACTACCTGCTGGAGTATTAAAATTAATACCATTATTAGCATTA
GCCGTAATAACTGCATTTGGAGCAACTGCAAGATTTGCAGGAGCGGCAGT
TTGGTCAAATCCCGCACCGTCAACAGTTGTAGCAGCTCCGACTGTIGTICT
ATTCTGCTGTGTAGCAGCACCCATAGCTGAGCCTGCGAAGCCGGCTACTA
TGGTAGCTGTAGAAGCAGTTACA
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Continuacédo Anexo G

LIC 652E /| Rickettsia felis | 1 Ctenocephalides felis | Municipio -
Gameleira / Hospedeiro - Canis lupus familiaris
ATAGTAGCCGGCTTCGCAGGCTCAGCTATGGGTGCTGCTACACAGCAGAA
TAGAACAACAGTCGGAGCTGCTACAACTGTTGACGGTGCGGGATTTGACC
AAACTGCCGCTCCTGCAAATCTTGCAGTTGCTCCAAATGCAGTTATTACGG
CTAATGCTAATAATGGTATTAATTTTAATACTCCAGCAGGTAGTTTTAACGG
TTITGTTTTTAGATACTGCAAACAATTTAGCAGCGACAGTTAGTGAAGATACT
ACTTTAGGATTTATCACTAATGCTGCTAATAACGGTAACTTCTTTAATTTTAC
TCTTGGTGCCGGTAAAACTCTTACCATAACAGGACAAGGTATTACTGCTGG
ACAAGCTGCTGCTACAAAAAATGCTCAAAATGCTGTTGCACAAGTTAATGG
TGGTAATGCTATTGCCAATAATGATCTTAGCGGTGTAGGAACAATAGATTTT
GGTGCTGCGCCTTCTACATTAGTATTTAATTITAACAAACCCTACAACTCAAA
GAGCTCCTCTTATACTTGGAGATAATGCTGTAATAGCTAATGGTGCTAACG
GTACATTAAATGTTACTAATGGATTTATTCAAGTTTCAGATGAAACTTTTIGCT
ACTATTAAGACAATTAATATCGGTGACGGTCAAGGTTTCATTTTCAATACTG
ATGCTACTGCCGGTAATGCTTTAAATTTACAAGTAGGTGGTGCTACTATTAA
TTTTAACGGAACAGACGGTACCGGTAGATTAGTATTATTAAGTAATGCTGC
TGGTGGCGGTGCTACCGACTTTAATGTTACAGGAAGTTTAGGCGGA
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ANEXO H

Frequéncia absoluta de vetores coletados (N) e de exemplares submetidos a PCR (espécime Unico e pools) (n)

provenientes de 14 municipios do estado de Goias, Brasil.

Hospedeiros
Vetores Ambiente Canis lupus familiaris ~ Myrmecophaga tridactyla  Hydrochoerus hydrochaeris  Didelphis sp. Rodentia ~ Marsupialia ~ Bostaurus Bufo spp. TOTAL
N=9 a9k N=3 1364% N=1 45 N=2 9% N=) 90 N=1 45 N=3 D360 N=1 450 -

Ixodida N n N n N n N n N n N n N n N n N n
Amblyomma cajennnse s.. e L Y e e il 7 (N Y S R U RO R BT - L7 L
Amblyomma cajennense s.5. f y 0 0 " P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 P
Amblyomma dubitatum 21 % 0 0 0 0 ? ? o 0o 0o 0o o 0o o o o o 2 K
Amblyomma naponense 1' 0 0 0 0 0 0 0 o o 0 o 0o 0o 0o 0o 0o o ¢? 0
Amblyomma nodosum 0 0 0 0 a ra 0 0 o 0o 0 0o 0o 0o o o o o i
Amblyomma parvum { { 0 0 0 0 0 0 o o 0o 0o o 0o o o o o f ¢
Amblyomma rotundatum I (! 0 0 0 0 0 0 o 0o 0o 0o o o o o £ g %
Amblyomma sculptum nfME g ? o hen ¥ ? 0 0 0 0 0 0 0 0 o g ggthHkn gehi
Dermacentor nitens af o 0 0 0 0 0 0 o o 0 0o o o o o o0 o )
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 517’ % 0 0 0 0 0 0 o 0o 0o 0o o o & A o o & @
Rhipicephalus sanguineus 0 0 % 1 0 0 0 0 o 0o 0o 0o 0o 0o 0o 0o o 0 ¥ ki
Siphonaptera
Ctenocephalides fels 0 0 " 74 0 0 0 0 ff 0 0 0 0 0 o 0 o d® g
Xenopsylla sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 o o 2 & o 0o 0o 0o 0o o7 ?
Mesostigamata
Androlaelaps sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 o o & o 0o 0o 0o 0o 0o o ?d 0
TOTAL 4984 612 4 2 3 u 15 § i 23 1 1 60 A 7 1 1 59 3

Municipios do estado de Goias: *Alto Paraiso de Goias, "Aparecida de Goiania, ° Bela Vista de Goias, “Bondpolis, *Cavalcante, 'Gameleira de Goiéas,

9Goiania, "Indiara, 'Ipameri, ‘Jandaia, “Niquelandia, 'Piracanjuba, "Rio Quente, "Trindade.
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