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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

MARCOS ANTONIO CORREIA RODRIGUES DA CUNHA

A Doenca de Lyme (DL) é uma zoonose transmitida por carrapatos e causada por
Borrelia burgdorferi sl. Tem clinica variavel e evolucao cronica, sendo considerada um
agravo desabilitante severo. No Brasil, é diagnosticada em todas as regifes, com
maior agregado de casos reconhecidos para o Estado do Espirito Santo (ES).
Entretanto, os fatores predisponentes e determinantes para a manutencdo e
transmissdo de seu bioagente ainda ndo sdo identificados no pais, o que limita
criticamente as acdes preventivas e de controle. A identificacdo das espécies de
borrélias circulantes na area de estudo permitira inferir sobre a fauna de vetores e
vertebrados envolvidos no ciclo de DL, bem como orientar acdes em saude. O objetivo
desse projeto é a caracterizacao do ciclo de Borrelia sp. na reserva biologica de Duas
Bocas, municipio de Cariacica / ES, &rea considerada como foco ativo de DL e com
cenario ecoepidemiolégico favoravel a circulacdo deste bioagente. Entre novembro de
2016 e agosto de 2018 foram feitas duas investigacBes na area da reserva. Foram
coletados 5.843 espécimes de potenciais vetores e capturados 145 espécimes de
vertebrados. Novecentos e doze espécimes de potenciais vetores, distribuidos em 233
amostras, e 24 amostras de sangue foram submetidas a Reacdo em Cadeia pela
Polimerase para a pesquisa de fragmentos do gene 16S, género-especifico para
Borrelia spp. Nenhuma amostra analisada foi positiva.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION/PHD THESIS IN VIGILANCE AND CONTROL OF VECTORS

MARCOS ANTONIO CORREIA RODRIGUES DA CUNHA

Lyme disease (DL) is a zoonosis transmitted by ticks and caused by bacteria of the
genus Borrelia. It has variable clinical and chronic evolution, being considered a severe
disabling illness. In Brazil, it is diagnosed in all regions, with the highest number of
cases recognized for the State of Espirito Santo (ES). However, the predisposing and
determinant factors for the maintenance and transmission of its bioagent are not yet
identified in the country, which critically limits preventive and control actions. The
identification of the species of circulating spores in the study area will allow to infer
about the fauna of vectors and vertebrates involved in the DL cycle, as well as guiding
actions in health. The objective of this project is the characterization of the cycle of
Borrelia sp. in the biological reserve of Duas Bocas, Cariacica/ ES, an area considered
as an active focus of DL and with an ecoepidemiological scenario favorable to the
circulation of this bioagent. Between November 2016 and August 2018 two
investigations were made in the reserve area. A total of 5,833 specimens of potential
vectors were collected and 145 vertebrate specimens were captured. Nine hundred
and twelve specimens of potential vectors, distributed in 233 samples, and 24 blood
samples have been submitted to Polymerase Chain Reaction to investigate fragments
of the 16S gene, specific for Borrelia spp. No analyzed sample was considered
positive.
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INTRODUCAO

A doenca de Lyme (DL) € uma antropozoonose multissistémica, de evolugéo
cronica e clinica varidvel. Tem distribuicdo mundial, com concentracdo de casos
reconhecidos nas regifes temperadas do hemisfério norte, sendo considerada endémica
em diferentes areas da América do Norte, Europa e Asia, ocorrendo principalmente no
periodo da primavera e verdao!22,

O Eritrema Migratdrio (EM) € um rash cutaneo que surge na DL, no local da picada
do carrapato, poucos dias ap0s a inoculagéo do bioagente, e precede todas as fases da
doenca, sendo utilizado como marcador para o diagnéstico por ser considerado o sinal
de maior frequéncia clinica. Sinais e sintomas comuns na fase inicial da doenca incluem
achados inespecificos como febre, mialgias, dor de cabeca, artralgias e linfadenopatias.
Manifestacfes clinicas nas fases mais avancadas incluem quadros -cardiacos,
musculoesqueléticos, neuroldgicos e de artropatias, sendo considerada uma doenca
debilitante severa3456.738,

A DL é causada por bactérias unicelulares, helicoidais, finas, alongadas e muito
moveis, sem parede celular rigida, com comprimento entre 10-30 um e diametro entre
0,2-0,3 um, classificadas como género Borrelia®!°. Estas bactérias pertencem ao filo
Spirochaetes, classe Spirochaetia e a ordem Spirochaetales, que inclui trés familias,
todas com importancia em saude publica: Spirochaetaceae (com destaque para o proprio
género Borrelia e para o género Treponama), Leptospiraceae (com algumas espécies
patogénicas dentro do género Leptospira) e Brachyspiraceae!! 12,

Borrélias responsaveis pela DL ou Borreliose de Lyme, pertencem ao complexo

Borrelia burgdorferi sensu lato e incluem, atualmente, 20 genoespécies conhecidas,



sendo que existem outras espécies que ainda necessitam de caracterizacao filogenética.
Atualmente, oito destas genoespécies sdo clinicamente relevantes: B. burgdorferi s.s.,
B. garinii, B. afzelii, B. lusitaniae, B. valasiana, B. bavariensis, B. bissettii e B. spielmanii.
As genoespecies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii ttm sido as mais diretamente
relacionadas as manifestacdes clinicas!3141516.17,

Diferentes artropodes podem se infectar com B. burgdorferi s.l., mas somente
carrapatos parecem ter importancia como vetores no seu ciclo epidémico, variando em
espécie, segundo o continente, sendo carrapatos do género Ixodes considerados 0s
principais transmissores*>13.18.19.2021.22 - Além da transmissdo dessas espiroquetas via
carrapatos, alguns autores observam a possibilidade de outras vias de transmisséao,
como transfusdo sanguinea, transplante de tecido, via congénita, infeccdo oral e
ectoparasitos hematoéfagos. No entanto, essas formas de transmissdo ndo sao
consideradas na casuistica da doenga?3242526,

O Ciclo enzodtico no foco natural ocorre pela ingestdo de B. burgdorferi s.I. pelo
carrapato durante seu repasto sanguineo em vertebrados reservatorios. O carrapato
infectado faz a ecdise no ambiente e procura um novo vertebrado para se alimentar,
dando continuidade a circulacido da borrélia na area. Larvas e ninfas de carrapatos
infestam e contraem a infec¢cdo principalmente ao se alimentarem em animais de
pequeno porte, enquanto os artropodes adultos transmitem para os mamiferos de grande
porte. O homem contrai a zoonose ao ser picado pelo carrapato infectado, principalmente
pelas ninfas, que pelo seu tamanho diminuto, nem sempre sdo percebidas 52728,

No Brasil, aparentemente a DL é relatada a partir de 198752930, Desde entéo,
considerou-se haver diferencas significativas em aspectos epidemioldgicos e clinico-
laboratoriais entre a doenca presente no Brasil e a DL. Dessa forma, Gauditano et al.

sugeriram a mudanca de nomenclatura da enfermidade para Sindrome de Baggio-



Yoshinari (SBY), no intuito de desvincular a doenca brasileira da DL e incentivar as
pesquisas desta enfermidade emergente no pais®3.,

Assim, por exemplo, o EM, lesao classica na DL, inicia-se em média oito a nove
dias apds a picada, no sitio de inoculagdo da B. burgdorferi s.l., onde pode-se observar
uma macula ou papula avermelhada, expandindo-se de forma centrifuga, que
classicamente atinge diametro superior a 5 cm. No Brasil, os dados disponiveis indicam
que o EM aparece em média 30 dias ap0s a picada do carrapato, perdurando por periodo
que varia de poucos dias a meses. O eritema € geralmente uniforme em sua fase inicial,
resultando em uma placa avermelhada em expansao com diferentes intensidades dessa
cor, podendo surgir uma papula no centro, correspondendo ao local da picada do
carrapato®?.

As técnicas soroldgicas tém sido amplamente utilizadas para pesquisa de
anticorpos anti-IgG e anti-lgM no pais, tanto em humanos quanto em animais, nas areas
consideradas de risco ou enzodtica para a borrelioses, servindo como suporte na
confirmagéo de casos clinicos e para definir o perfil epidemiolégico dessa enfermidade
no terrotdrio brasileiro. O ensaio ELISA indireto € o método mais utilizado para fins de
diagndstico e levantamento epidemiologico, em todas as regides onde a borreliose é
descrita, sendo considerado a principal ferramenta para diagndstico desta enfermidade33.

Cada técnica de detecgéo de anticorpos tem vantagens e desvantagens quanto a
sensibilidade, especificidade, facilidade de padronizagao e custo. Entretanto o ELISA é
0 mais empregado e reconhecido método para diagnosticar eficazmente a borreliose.
Porém, devem ser estabelecidos critérios, padroes de controle adequados, com o titulo
minimo e linha de corte (“cutoff’) seguros. Neste contexto os “kits” comerciais para
diagndstico devem ser evitados, devido a possibilidade de ocorréncia de reagdes

cruzadas com outras espécies de Borrelia spp.”-834.



Diferentes tipos de antigenos podem ser utilizados na pesquisa de anticorpos anti-
Borrelia spp., além do extrato de célula total sonicado da B. burgdorferi, como as
proteinas recombinantes3®, os peptideos e até mesmo as espiroquetas integras. Porém,
estas demonstraram resultados inferiores, quando comparado aos outros tipos de
antigenos. Vérias proteinas de superficie de B. burgdorferi foram avaliadas para atuarem
como antigeno em testes soroldgicos, entretanto esta espiroqueta produz distintas
proteinas externas de membrana durante a infecgdo em mamiferos6.

Segundo Mantovani, embora testes como o ELISA e WB sejam uteis do ponto de
vista pratico para método diagnostico, estes devem ser interpretados com muita cautela,
devido a possivel ocorréncia de falsos negativos e positivos®’. Yoshinari et al. afirmam
ainda, que deve-se levar em consideragao que os titulos dos ensaios no pais sao baixos
e flutuantes e que a interpretagdo dos resultados de sorologias realizadas com
metodologias adaptadas ao nosso meio € diferente das realizadas nos EUA e Europa e
Asia2.

SBY, Lyme simile, Lyme-Like ou Borreliose Brasileira estd assinalada em todas
as regibes do pais, com casos concentrados nos estados da regido Centro Oeste,
Sudeste e Sul (Parana), envolvendo o bioma Cerrado e parte do bioma Mata Atlantica.
Entretanto, apesar de seu reconhecimento clinico e sorolégico no territorio nacional, os
fatores predisponentes e determinantes para a manutencdo e transmissao de seu
bioagente ainda ndo sao identificados, o que limita criticamente as acfes preventivas e
de controle. A principal dificuldade para o reconhecimento da Doenca de Lyme no Brasil
€ o fato de n&o haver o isolamento do bioagente em humanos, hospedeiros vertebrados
ou vetores>30:38.39.4041.42 nas Jreas consideradas endémicas, o que ndo parece ser
incomum para diferentes focos reconhecidos de DL no mundo*4344, Diversas espécies

de vertebrados e vetores foram apontadas como potencialmente envolvidas no ciclo da



SBY. Entretanto, em que pese achados clinicos, epidemioldgicos e sorologicos, poucos

estudos tem conseguido alguma evidéncia da circulacédo de seu agente etiolégico*>46,

Justificativa

O Espirito Santo (ES) € o estado brasileiro com o maior agregado de casos
registrados de Doenca de Lyme*2. O Nucleo Especial de Vigilancia Epidemiolégica do
ES vem investigando casos clinico notificados em grande parte dos municipios do
estado. Entretanto, a andlise de amostras coletadas durante o periodo mérbido nao
tém obtido éxito no isolamento do bioagente causador da Doenca de Lyme.

O encontro do microrganismo em potenciais vetores ou hospedeiros
vertebrados, associados aos registros de casos, permitira maior robustez aos critérios
diagnésticos, especialmente os epidemiolégicos, e permitirdo a obtencdo de
indicadores de vulnerabilidade que deverdo nortear as estratégias para prevencao e
controle do agravo.

Este estudo faz parte do Projeto “Investigagdo Ecoepidemiolégica de
Borrelioses de Interesse Médico no Brasil", apoiado pelo Ministério da Saude (TED
148/2017), envolvendo os Estados do Espirito Santo, Parana, Tocantins e Minas
Gerais, que juntos apresentam os maiores agregados de casos notificados e sorologia

positiva para Doenca de Lyme no Brasil*?.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de Borrelia burgdorferi sensu lato em area com registros
sorologicos de casos humanos de Doenca de Lyme e caracteristicas

ecoepidemioldgicas propensas ao desenvolvimento do ciclo de borrélias.

Objetivos Especificos

Pesquisar a presenca de Borrelia sp. em potenciais vetores e vertebrados na
area de estudo.

Identificar as espécies de borrélias circulantes na area de estudo

Caracterizar a fauna de vetores e vertebrados envolvidos no ciclo da doenga

de Lyme na é&rea de estudo.



MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

As coletas de campo foram realizadas entre 21 e 25 de novembro de 2016 e
entre 28 de julho e 10 de agosto de 2018, na reserva biolégica de Duas Bocas,
municipio de Cariacica / ES, em locais preservados ou com acesso de humanos, bem
como em areas antropizadas do entorno da reserva, sujeita ao efeito de borda (Figura
1). As coletas foram feitas em parceria entre equipes das Secretarias Estadual e
Municipais da Saude do ES, o Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores de
Riquetsioses (LIRN), do Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos
Silvestres Reservatérios (LABPMR), ambos do Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz, e
autorizadas por:

1) Autorizacdo de Pesquisa GRN n° 0262-2017 (processo n° 755612/1/16 -
Atualizacdo), do Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hidricos do
Estado do Espirito Santo (IEMA / ES) (Anexo A).

2) Licenca Permanente para coleta de material zoolégico n® 13373-1, do Instituto
Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade, do Ministério do Meio ambiente
(ICMBio / MMA) (Anexo B).

3) Autorizacdo para atividade com finalidade cientifica n® 63023-1, do Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade, do Ministério do Meio ambiente

(ICMBio / MMA) (Anexo C).



Captura de Vertebrados

Roedores e marsupiais

Duzentos e cinquenta armadilhas modelo Sherman e 250 armadilhas modelo
Tomahawk foram utilizadas nas capturas de roedores e marsupiais. As armadilhas
foram iscadas com uma mistura de banana, pasta de amendoim, aveia e sardinha, e
armadas, em transectos, a uma distancia de vinte metros uma da outra, por cinco dias
consecutivos, em dez diferentes pontos (trilhas, Figura 1). As cinco trilhas mais

proximas a area de circulacdo humana foram amostradas durante a primeira coleta

(2016).

Legenda

(/' Area de circulagéo humana na reserva

Estagéo de tratam ento de agua

@ Propriedade rural
o Triha

Minas Gerais

Google Earth

Figura 1 - Area de coleta evidenciando as trilhas de captura de roedores e marsupiais (linhas) e
principal area de circulacdo de humana. Fonte: Arquivo pessoal.

Morcegos

As coletas de quirGpteros foram realizadas durante a segunda etapa da
pesquisa (2018), as mesmas aconteceram por sete dias consecutivos e divididas em
duas etapas. No periodo diurno, entre 08:00 e 16:00 hs, com a utilizacdo de pugé, nos
forros dos dormitdrios, tineis e gruta da reserva. No periodo noturno, a captura foi

feita utilizando seis redes "Mist Net "(rede de neblina). As redes foram armadas antes
8



de escurecer, por volta das 17:00 hs, sendo observadas a cada 20 minutos até as

23:00 hs, quando foram fechadas (Figura 3).

Reserva Biolégica Estadual de Duas Bocas e entorno, Cariacica / ES gegenca

¥ (/ Area de circulagéo humana na reseva

&
- " - ® captura de aves
! captura de morcegos

Coleta de potenciais vetores em ambiente
A Estagéo de tratamento de agua
J  Promiedade rural

Google Earth

Goo,

faxar Technologies

Figura 2 - Area de coleta evidenciando os locais de coleta de potenciais vetores em ambiente,

captura de morcegos e aves. Fonte: Arquivo pessoal.



Captura com puca. B) Captura com rede de Neblina. Fonte: Ademar Ferreira da Silva.

Aves

As aves silvestres foram capturadas durante a segunda coleta (2018), por sete
dias consecutivos, utilizando-se 10 redes "Mist Net "(rede de neblina). As redes foram
armadas ao amanhecer, por volta das 06:00 hs, sendo observadas a cada 30 minutos

até as 18:00 hs, quando foram fechadas (Figura 4).
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Figura 4 - Captura de aves na Reserva Bioldgica de Duas Bocas, em Cariacica / ES, Brasil. Fonte:

Graziela Virginia Tolesano Pascoli

Coleta de Ectoparasitas
Coleta em vertebrados

-Ixodida
Os vertebrados eram inspecionados visualmente e os carrapatos retirados por
torcdo continua em torno do proprio eixo longitudinal (Figura 5).

A B

Figura 5 — Coleta de carrapatos em vertebrados na Reserva Biolégica de Duas Bocas, em Cariacica /
ES, Brasil: A) Ninfa em Sporophila nigricollis (seta vermelha). B) Larvas (setas vermelhas) em Cariama

cristata. Fonte: Graziela Virginia Tolesano Pascoli.
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Siphonaptera, Phthiraptera e Acari

Com a estrutura de um laboratério de campo montado, pequenos mamiferos
foram penteados por todo corpo, sobre uma vasilha com &agua filtrada, que era, em
seguida, coada em filtro de papel. Aves foram inspecionadas visualmente. Os
ectoparasitos encontrados foram coletados manualmente ou com auxilio de pincas
(Figura 6).

A

Flgura 6 — Coleta de ectoparasnos em vertebrados capturados na Reserva Bioldgica de Duas Bocas,

em Cariacica / ES, Brasil: A) Marsupiais. B) Morcegos. Fonte: Arquivo pessoal.

Coleta em ambiente
Coleta com Armadilha de Gelo Seco

Com a utilizacdo de armadilhas de gelo seco, tinhamos a emissdo de gas
carbdnico e atracdo dos carrapatos. As mesmas foram empregadas na area de
circulacdo humana e seu entorno (Figura 2 e 7), por sete dias consecutivos, no horario
de 07:00 as 11:00 hs, e de 13:00 as 17:00 hs., a uma distancia de 20 m entre elas. As

armadilhas eram vistoriadas a cada 15 minutos.
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& € .2
Figura 7 — Coleta de carrapatos em ambiente com gelo seco na Reserva Bioldgica de Duas Bocas,

em Cariacica / ES, Brasil: A) Armadilha de gelo seco. B) Ninfa de carrapato sendo atraida (seta

vermelha). Fonte: Arquivo pessoal.

Coleta com Pano de Arrasto

Trés flanelas de coloracdo branca eram arrastadas com o auxilio de hastes de
ferro nas areas de circulagdo humana e seu entorno (Figuras 2 e 8). O arrasto foi feito
por sete dias consecutivos nos horarios de 08:00 as 10:00 hs e de 15:00 as 17:00 hs.

As flanelas foram puxadas por um percurso de 50 metros e vistoriadas.
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Coleta de carrapat

7

A L& ‘ 1 T oy !
0s em ambiente pela técnica de arrasto na Reserva Bioldgica de Duas

Figura 8 —

Bocas, em Cariacica / ES, Brasil. Fonte: Arquivo pessoal.

Coleta por busca visual

Residéncias e galinheiros em torno da reserva, dormitérios, refeitorios, galpdes,
e arvores, dentro da reserva, foram vistoriadas visualmente para a presenca de

carrapatos (Figura 9).

Figura 9 — Coleta de carrapatos em ambiente por busca visual na Reserva Biol6gica de Duas Bocas,

em Cariacica / ES, Brasi: A) Galinheiro. B) Galpdo. Fonte: Arquivo pessoal.
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Todos os espécimes coletados eram fixados em isopropanol PA, segundo o

local de coleta, e enviados para o Laboratério de Referéncia (LIRN).

Coleta de Tecidos

Peqguenos mamiferos capturados foram sedados com a mistura de Quetamina
10% (200 mg/Kg) + Xilazina 2% (20 mg/Kg), na proporcao de 2:1. Os anestésicos
eram aplicados por via intramuscular em roedores e marsupiais e por via
intraperitoneal em morcegos (Figura 10). O sangue era coletado por puncéo cardiaca

(Figura 11). O coagulo foi armazenado a -20°C até a realizacdo da extracao de DNA

gendmico para pesquisa de Borrelia sp.

!

Figura‘lO — anestesia de marsupial na Reserva Biolégica de Duas Bocés, em Cariacica / ES, Brasil.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Alguns espécimes foram eutanasiados com Tiopental sodico 2,5 % (120
mg/Kg) e coletados fragmentos de figado, baco e rim, fixados em alcool absoluto para
pesquisa de Borrelia sp.. Fragmentos de medula foram retiradas do fémur ou da tibia

dos roedores para taxonomia por cariotipagem (Figura 11).

NS T ‘

Figura 11 — Coleta de material biolégico em pequenos mamiferos capturados na Reserva Bioldgica

i . Eee——

de Duas Bocas, em Cariacica / ES, Brasil. A) Coleta de sangue. B) Coleta de baco. Fonte: Arquivo

pessoal.

A coleta de sangue nas aves foi feita seguindo Clarck et al. preferencialmente
na veia ulnar (Figura 12). O volume ndo excedeu 1% da massa total da ave®®. Todas

as aves foram liberadas ap6s o procedimento de coleta.
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Figura 12 - Coleta de sangue em aves capturadas na Reserva Biolégica de Duas Bocas, em

Cariacica / ES, Brasil. Fonte: Graziela Virginia Tolesano Pascoli

Identificacdo de Potenciais Vetores

Os ectoparasitos foram identificados por andlise morfolégica seguindo as
chaves dicotdmicas e metodologias apropriadas para cada grupo: Acari#/:4849.50,51
Ixodida®%5354, Siphonaptera® e Phthiraptera56°’. Espécimes testemunhos foram
depositados na Colecdo de Artropodes Vetores Apteros de Importancia em Satde das
Comunidades (CAVAISC-IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil (Numero de
tombamento: Carrapato — IXO 2966 a IXO 2981, Piolho — PHT 399 e PHT 400, Acaros

— ACA 4090 a ACA 4132).
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Biologia Molecular

Identificacdo molecular de carrapatos

Quando a diagnose taxondmica especifica das amostras de carrapato nao foi
conclusiva através das analises morfologicas, os exemplares foram submetidos a
identificacdo genotipica através de analises moleculares.

Inicialmente, essas amostras tiveram o DNA gendmico (DNAQ) extraido através
da técnica de extracdo por solucédo saturada de NaCl®*® e armazenado a —20 °C. Os
artropodes foram triturados em banho de N2, e ressuspendidos em um volume maximo
de 400 ul de solugéo 1 (NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM pH 8,0). Em
seguida foi adicionado SDS 2% e 0,4 mg/ml Proteinase K (Ambion®, Austin, EUA) e
o material incubado em banho - maria a 56 - 60 °C por 1 a 2 h. ApGs esta incubacéao,
a mistura foi acrescentada de 2,57 mM de NaCl, e a mesma foi homogeneizada e
centrifugada a10.000 g por 30 min; o sobrenadante foi precipitado em igual volume de
isopropanol. O DNAg foi ressuspendido em 30 pl de agua ultra pura livre de DNase e
RNase. Amostras representantes foram selecionadas aleatoriamente para
quantificacdo em espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™,
Waltham, EUA).

Para a identificagcdo molecular, os carrapatos foram submetidos a amplificacéo
de fragmentos parciais dos genes mitocondriais 12S rDNA>® e 16S rDNA®, Essas
amplificacBes foram realizadas através da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR),
utilizando iniciadores e protocolos de amplificacéo disponiveis na literatura (Tabela 1).
As reacOes de PCR, foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Applied Biosystems®, Carlsbad, EUA).
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificacdo genotipica de

espécies de carrapatos

Gene AlVo Ollgonupleotldeo Sequéncia 5"- 3’ Tamanho do
Iniciador Fragmento
T2A AAAGAGTGACGGGCGATATGT o
12S rDNA T1B AAACTAGGATTAGATACCCT 340 pb
165+1 CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT o
165 rONA 16S-1 GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT ~ 460PP

Pesquisa do Bioagente

O DNAg dos ectoparasitos submetidos a pesquisa de Borrelia sp. foi obtido
pela técnica de extracdo por solucdo saturada de NaClI®®, conforme protocolo
supracitado, e 0s espécimes imaturos de carrapatos foram submetidos a extracdo de
DNAg individualmente ou em pools de 10 espécimes, jA o DNAg de carrapatos
adultos, bem como piolhos e pulgas foram obtidos individualmente. O DNAg de
tecidos de vertebrados foi extraido utilizando DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen®,
Hilden, Alemanha), seguindo recomendacdes do fabricante.

As reacdes de PCR para pesquisa de Borrelia sp. foram realizadas utilizando
oligonucleotideos iniciadores para deteccdo dos genes Flagellin (Fla)®, RNA
ribossomal 16S%3 e da regido intergénica IGS®! (Tabela 2). O preparo das solucdes e
as condicbes dos ensaios de PCR foram adequados para cada tipo de gene
pesquisado®?, em cada reacdo foi utilizado como controle positivo DNA de B.
burgdorferi quantificado (15.000 cépias por ul) (AmpliRun®, Vircell, Granada,
Espanha) e como controle negativo agua ultra pura livre de DNase e RNase. As

reacoes de PCR, foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700
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(Applied Biosystems®, Carlsbad, EUA) e T-Professional Gradient Thermocycler

(Biometra Ltd., Goettingen, Germany).

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificacdo genotipica de

espécies de Borrelia

Oligonucleotideo Tamanho do

Gene Alvo Iniciador Sequéncia 5’- 3 Fragmento
12 etapa; FlaLL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT
FlaRL GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT 665 phb 62
Flagellin (Fla)
23 etapa: FlaLS AACAGCTGAAGAGCTTGGAATG 354 ph 62
FlaRS  CTTTGATCACTTATCATTCTAATAGC
16RNAR CTGGCAGTGCGTCTTAAGCA o
16S rRNA 16RNAL CATATAGTCTTACTATGCCACTTATG 1336 Pb
Regido
ntoreAniea IGSb GTTAAGCTCTTATTCGCTGATGGTA  oor oer 1 s
9 IGSa CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC P

(IGS) rrfA —rrlB

Eletroforese, Purificacdo e Sequenciamento de Nucleotideos

Para visualizagdo dos produtos amplificados, os amplicons foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio.
Posteriormente, os géis foram observados em scanner de gel MiniBis Pro® (DNR Bio-
Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel) com luz ultravioleta. Imagens digitais de
cada gel foram geradas e arquivadas. Todos os produtos da PCR que
corresponderam ao tamanho de DNA esperado, para cada marcador, foram
selecionados para purificagdo e sequenciamento.

As amostras de DNA amplificado foram purificadas utilizando o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean up System (Promega®©, Madison, EUA), seguindo as

recomendacdes do fabricante.
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Posteriormente, os produtos da PCR purificados foram encaminhados para o
sequenciamento do DNA, cujas reac¢0es foram executadas utilizando, separadamente
cada iniciador empregado na PCR e o Kit BigDye™Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems®, Carlsbad, EUA), de acordo com o manual do fabricante. Em
seguida, as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em formamida e aplicadas
em sequenciador automético ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems®,
Carlsbad, EUA) na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PDTIS) da Fiocruz/RJ

para determinagédo das sequéncias em ambas as diregbes (3’- 5’ e 5’- 3).

Andlise das sequéncias de DNA

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente e as sequéncias consenso
geradas no programa ChromasPro 1.5 (Tecbhnelysium Pty Ltd, Queensland,
Australia). Inicialmente essas sequéncias foram identificadas, por avaliacdo de
similaridade, através de analise comparativa com as sequéncias depositadas no
GenBank, com auxilio do BLASTN®3,

As sequéncias produzidas e sequéncias disponiveis no banco de dados do
GenBank, para cada gene analisado, foram automaticamente alinhadas através do
algoritmo de alinhamento multiplo Clustalw®4, disponivel no programa MEGA 6.0%.

Todos os alinhamentos foram inspecionados manualmente.

Andlises Filogenéticas

A fim de investigar as relagdes evolutivas entre as amostras de carrapato
analisadas, foi realizada reconstrucéo filogenética concatenada para as sequéncias
obtidas dos genes 12S rDNA e 16S rDNA.

Os alinhamentos foram concatenados no programa SeaView®. As inferéncias

filogenéticas, através de andlise de maxima verossimilhanca, foram realizadas no
21



programa PhyML 3.087 utilizando o modelo evolutivo GTR+G (através do Bayesian
Information Criterion), indicado pelo programa MEGA 6.0%, que melhor se ajustava
ao conjunto de dados analisados. Valores de apoio estatistico dos ramos internos
foram estimados com o teste aLRT (approximate likelihood ratio test) com 1000

réplicas®®.
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RESULTADOS

Captura de vertebrados

Foram capturados e/ou inspecionadas 9 espécimes de Marsupiais, 24
espécimes de Roedores, 34 espécimes de Morcegos (Tabela 3), 10 espécimes de
cées (Canis lupus familiaris) e 68 espécimes de aves (Tabela 4), totalizando 145

vertebrados analisados.

Os vertebrados capturados foram devidamente identificados pelo Laboratorio
de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Reservatorios Silvestres (LABPMR), do
Instituto Oswaldo Cruz / Fiocruz, com base na morfologia externa, cariotipos e

filogenias moleculares com o gene MT-CYB.

Tabela 3 — Marsupiais, roedores e morcegos capturados e/ou examinados na Reserva

Biol6gica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito Santo, no periodo de 28 de julho e 10 de

agosto de 2018

Espécie Nome comum (n)
Marsupiais
Didelphis aurita gamba-de-orelha-preta 4
Marmosops incanus cuica 2
Monodelphis Americana cuica-de-trés-listras 3
Subtotal 9
Roedores
Akodon cursor rato-do-chéo 19
Nectomys squamipes* Rato d'agua 1
Oligoryzomys nigripes rato-do-mato 1
Rattus rattus* rato-preto
Subtotal 24
Morcegos
Artibeus lituratus Morcego-da-cara-branca 4
Carollia perspicillata Morcego-de-cauda-curta 11
Desmodus rotundus Morcego-vampiro 2
Molossus rufus Molosso-negro 16
Myotis nigricans Morcego-borboleta-preto 1
Subtotal 34
TOTAL 67

(n): nimero de espécimes examinados; *Espécies encontradas parasitadas por carrapato.
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Tabela 4 — Aves capturadas e/ou examinadas na Reserva Bioldgica de Duas Bocas,

Cariacica, Espirito Santo, no periodo de 28 de julho e 10 de agosto de 2018

Espécie

Nome comum

—~
=}
~

Chloroceryle americana
Nyctidromus albicollis
Cariama cristata*
Columbina talpacoti
Leptotila rufaxilla
Euphonia violacea
Stelgidopterix ruficollis
Cacicus haemorrous
Dacnis cayana
Sicalis flaveola
Sporophila caerulescens
Sporophila nigricollis*
Volatinia jacarina
Glaucis hirsutus
Troglodites musculus
Turdus albicollis
Turdus flaviceps
Turdus leucomelas*
Elaenia flavogaster
Pitangus sulphuratus
Xenops minutus
Myiozetetes similis

Gallus gallus domesticus

TOTAL

Martim-pescador-pequeno

Bacurau

Seriema

Rolinha
Juriti-gemedeira

Gaturamo-verdadeiro
Andorinha-serradora
Guaxe

Sai-azul

Canario-da-terra
Coleirinho
Baiano
Tiziu
Balanga-rabo-de-bico-torto
Corruira
Sabia-coleira
Sabid-uma
Sabia-barranco
Guaracava-de-barriga-amarela
Bentevizinho-de-penacho-vermelho
Bico-virado-miado

bentevizinho-de-penacho-vermelho

O P N RPN O R P NP ONO®WR P O© W R P P Rk P

Galo / galinha
68

(n): nimero de espécimes examinados; *Espécies encontradas parasitadas por carrapatos.

Identificac&o de ectoparasitos
Foi realizada a diagnose de 4.481 espécimes de Amblyomma sculptum; 1.061
de Amblyomma dubitatum, 35 de Rhipicephalus sanguineus, um de Amblyomma sp.,

dois de Amblyomma nodosum, trés de Ctenocephalides felis, dois de Polygenis sp.,
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cinco de Adoratopsylla sp., oito de Phthiraptera e 245 de Mesostigmata, totalizando
5.843 espécimes identificados (Tabela 5).

Tabela 5 - Espécies de potenciais vetores de Borrelia sp. coletados na Reserva
Biolégica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito Santo, no periodo de 21 a 25 de novembro
de 2016 e de 28 de julho a 10 de agosto de 2018

Vetores
Ambiente / hospedeiro (n) Tecido* Sangue
Espécie (n)
Ambiente (NA) NA NA Amblyomma sculptum 4.400
Amblyomma dubitatum 1.044
Amblyomma sp. 1
Acaros 19
Subtotal 5.464
Marsupiais (9) 8 9 Acaros 2
Adoratopsylla sp. 5
Subtotal 7
Roedores (24) 23 24 Amblyomma dubitatum 16
Acaros 223
Piolhos 8
Subtotal 247
Morcegos (34) 34 33 Acaros 1
Subtotal 1
Caninos (10) 0 2 Rhipicephalus sanguineus 35
Amblyomma sculptum 3
Ctenocephalides felis 3
Polygenis sp. 2
Subtotal 43
Humanos (5) 0 0 Amblyomma sculptum 13
Amblyomma dubitatum 1
Subtotal 14
Aves (68) 0 33 Amblyomma nodosum 2
Amblyomma sculptum 65
Subtotal 67
TOTAL 5.843

(n): nmero de espécimes; NA: ndo se aplica; *Tecido= Fragmentos de baco

by

No total, 61 espécimes de ixodideos foram submetidos a identificacdo
molecular (Apéndice A, Apéndice B — Figura B1). Para a maioria das amostras (47) s6
foi possivel concluir o diagnéstico especifico através das analises genéticas. Foram

identificadas 14 aliquotas de larvas de Amblyomma dubitatum Neumann, 1899 e 13
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de Amblyomma sculptum Berlese, 1888. Em diferentes aliquotas de uma mesma
amostra (LIC 8869, aliquotas A e B; LIC 8876, aliquotas A e C; e LIC 8902, aliquotas
I-K, H, C, D e F) foi observada a presenca dessas duas espécies de carrapato
(Apéndice A).

Os Morfotipos 1 e 3 corresponderam a ninfas de A. sculptum, enquanto os
Morfotipos 2, 4 e 5 foram identificados como ninfas de A. dubitatum. A amostra LIC
8879Z, apesar de nao ter amplificado para nenhum dos marcadores analisados, por
corresponder ao Morfotipo 2 pode ser diagnosticada como A. dubitatum.

A amostra LIC 8898K foi morfologicamente identificada como A. sculptum, mas
as andlises moleculares concluiram que o espécime era A. dubitatum. Caso
semelhante ocorreu com a amostra LIC 8909A, onde caracteristicas morfologicas
indicavam a presenca de ninfa de A. dubitatum, mas genotipicamente o espécime
correspondeu a A. sculptum. As amostras LIC 8907 e LIC 8908 foram diagnosticadas
morfologicamente como A. dubitatum, entretanto a verificacdo molecular concluiu que
esses espécimes correspondem a ninfas de Amblyomma nodosum (Neumann, 1899)
(Apéndice A). Para as outras amostras (14), a identificacdo molecular dos carrapatos
confirmou a diagnose morfolégica desses espécimes (Apéndice A).

A reconstrucao filogenética (Apéndice B — Figura B1) corroborou a identificacao
molecular de todas as amostras através da avaliacdo de similaridade utilizando o
BLASTN. Onde, as sequéncias das amostras analisadas agruparam com as mesmas

espécies de ixodideos com as quais tiveram similaridade.

Pesquisa de Borrelia sp.
Um total de 1.135 espécimes de ectoparasitos, distribuidos em 441 amostras

(Apéndice C), e 166 amostras de tecidos (sangue e baco) de vertebrados (Apéndice D),
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foram submetidos a extragdo de DNAg e as PCRs para pesquisa de Borrelia sp.

Nenhuma amostra foi positiva para presenca de Borrelia sp., pelas técnicas utilizadas.
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DISCUSSAO

O ES destaca-se por apresentar uma das maiores densidades populacionais do
pais, possuir um fluxo turistico consideravel e, ainda, por apresentar grandes areas
rurais e de Unidades de Conservacéo. Essa variedade de cenérios, e suas areas de

transicéo, sdo propicias ao desenvolvimento de diferentes zoonoses.

Casos de borreliose sdo relatados no ES desde a década de 90, mas sem
confirmacéo laboratorial para maioria dos casos. Assim, entre 1995 e 2012, diversos
casos foram notificados em diferentes municipios do Estado (Secretaria de Estado da
Saude do Espirito Santo — SESA/ES, dados ndo publicados), e entre 2013 e 2015
foram confirmados, por exames laboratoriais, 73 casos (Gerenciador de Ambiente
Laboratorial do Ministério da Saude do Brasil — GAL/MS, dados ndo publicados),
apontando uma condicdo de endemicidade no ES. O agregado de casos mais
recentes ocorreu na Reserva Bioldégica de Duas Bocas, municipio de Cariacica,
totalizando oito casos confirmados (SESA/ES, dados n&o publicados). Todos os
pacientes eram residentes ou trabalhadores da Reserva (SESA/ES, dados nao

publicados).

Além disso, o0 ES € o Estado brasileiro com maior nimero de casos de DL-simile
diagnosticados no Brasil*? e guarda uma alta relacéo entre esses casos e a presenca
de aves migratérias, consideradas possiveis dispersoras de B. burgdorfei s.1.6°. Dessa
forma, a area escolhida para o estudo, pode ser considerado como uma das areas

mais importantes, epidemiologicamente, para estudo de borreliose no Brasil.

Do ponto de vista metodoldgico, a técnica de PCR tem alta especificidade, mas
sua sensibilidade é variavel para a deteccdo de Borrelia sp.®’. Neste estudo, foi

28



realizada analise molecular do gene rRNA 16S, considerado alvo primario para
deteccdo de bactérias do género Borrelia em estudos desenvolvidos em diferentes
partes do mundo’?%233470.71 nor se tratar de um gene de baixa taxa de evolugéo e
com regides conservadas nestes organismos, além de codificar uma das principais
proteinas de superficie externa’?’3. De forma adicional, foram realizados ensaios
moleculares para pesquisa do gene género-especifico Flagelina (fla)?3, que utiliza a
Nested-PCR como abordagem para aumentar a especificidade e a sensibilidade da
deteccdo de patdgenos, particularmente importante quando amostras ambientais
complexas’*’®, bem como foi realizada a andlise de regido espacadora intergénica
(IGS), que é conhecida por ser muito variavel entre as cepas de B. burgdorferi s.l. e j&
ter sido amplamente utilizada para diferenciacdo de espécies na Europa®l. Assim,
consideramos que o resultado ora obtido para a pesquisa de Borrelia sp. fornece
dados que nos permite interpretacdes confidveis pelas evidéncias baseadas em uma

ampla andlise para a presenca de fragmentos de genes de Borrelia sp.

7

Ainda do ponto de vista metodolégico, é oportuno observar que o ciclo
enzodtico de B. burgdorferi s.l., conhecido paras as areas endémicas, garante a
circulacdo permanente do patdégeno em um determinado foco pela presenca do
vertebrado reservatério infectado, uma vez que, diferente de outras doencas
transmitidas por carrapatos, a importancia para manutencéo de B. burgdorferi s.I. no
ambiente através da transmissao transovariana permanece inconclusiva. Assim, o
ciclo inicia-se com a infeccdo dos estagios imaturos, especialmente larvas, durante
seu repasto sanguineo em vertebrados reservatérios, principalmente pequenos
mamiferos e aves. A borrélia passa por um processo de amplificacdo durante as
sucessivas fases de alimentacdo e pode chegar até vertebrados de grande porte por

sua infestacao por carrapatos adultos infectados. O homem é um hospedeiro acidental
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e 0 ciclo epidémico ocorre principalmente no periodo de primavera e verdo, pelo

aumento da atividade de humanos e carrapatos, especialmente ninfas34527:44,

Nesse sentido, buscamos analisar amostras de carrapatos em ambiente e
vertebrados da area de estudo (Tabela 5). Para isso foram feitas duas campanhas de
coleta, uma no final da primavera (2016), onde ocorre maior numero de ninfas e a
literatura aponta como periodo mais propenso a ocorréncia do ciclo epidémico da
DL34527.44 e outra no periodo de inverno (2018), com maior frequéncia de larvas e

maior possibilidade de infeccéo de carrapatos e hospedeiros vertebrados®2744,

Assim, em que pese a area de estudo reunir caracteristicas de interesse
epidemioldgico para a circulagdo de B. burgdorferi s.l.,, de buscarmos amostras de
vetores e vertebrados em periodos de maior chance para o desenvolvimento dos
ciclos desse bioagente e da seguranca metodoldgica adotada para a deteccdo de
Borrelia sp., nenhuma amostra de potencial vetor e vertebrado foi positiva, sinalizando
para a auséncia desse bioagente na area investigada.

Em consonancia com nossos resultados, Spolidorio et al., em estudo sobre
zoonoses transmitidas por carrapatos no ES, analisaram amostras de sangue de
humanos, caes e cavalos. Todas as amostras analisadas foram negativas, pela PCR,
para a presenca de Borrelia sp. Contudo, em ensaios sorologicos, além de poucas
amostras de humanos e equinos reativas, foi possivel detectar positividade em 51%
das amostras caninas, sugerindo que caes e, consequentemente seus carrapatos,
poderiam fazer parte do ciclo epidemiolégico do agente causador da SBY*‘:,
corroborando outros estudos que assinalam positividade em sangue de caes no pais,
em diferentes areas’®7":78.79,

Apesar de termos analisado amostras de sangue de caes residentes no entorno

da reserva, bem como de seus ectoparasitos (Tabela 5), ndo encontramos
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positividade naguelas amostras, indicando que nossa area de estudo, de fato, ndo tem
a presenca de Borrelia sp. ou as diferencas metodologicas entre os dois estudos nao
permitiram uma proximidade de resultados. Ainda nesse sentido, Bhide et al.,
trabalhando em areas reconhecidamente endémicas para DL, chamam a atencéo
para o papel de cdes como sentinelas na identificacdo de novos focos e mudanca na
endemicidade de focos conhecidos, uma vez que sua soropositividade é curta apés a
infeccéo por B. burgdorferi s.1.8%, 0 que ndo pode ser confirmado em nosso estudo.
Outros trabalhos sinalizam, sorologicamente, para 0s equinos como possiveis
reservatérios de B. burgdorferi s.|.-78.79.81.82.838485 antretanto, mesmo considerando a
grande frequencia de A. sculptum, ectoparasito comum de equinos, coletado em

nosso estudo (Tabela 5), ndo foram encontrados equinos na area investigada.

Apesar do relato da presenca de Borrelia sp. em diferentes artropodes
hematéfagos?>26, algumas espécies de carrapatos estdo, reconhecidamente,
envolvidas na sua transmissdo em diferentes partes do mundo#131819.20.21,22,23.86 Ng
Brasil, relatos de B. burgdorfgeri s.|. em carrapatos sdo raros e as espeécies
observadas infectadas parecem ndo ter importancia epidemiol6gica®’ 8. Alguns
estudos sugerem Amblyomma sculptum e Rhipicephalus sanguineus como possiveis
transmissores de B. burgdorferi s.l. no pais?41, Entretanto, a auséncia de amostras
positivas para a presenca de fragmentos de genes de B. burgdorferi s.l. em nossos
resultados, ndo nos permite corroborar com aqueles estudos. lgualmente, ndo foram
coletados carrapatos do género Ixodes na area analisada (Tabela 5), considerado o
género transmissor de B. burgdorferi s.l. nos paises endémicos, e parasitos comuns
em espeécies de pequenos mamiferos e aves, vertebrados reservatérios importantes
no ciclo enzoético da DL?"44. Logo, a auséncia de Ixodes sp. em nossa coleta e o
resultado negativo para a pesquisa de Borrelia sp. em diferentes espécies de
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carrapatos, pequenos mamiferos e aves, amostrados em nossa pesquisa, néo indica
a existéncia de um ciclo enziodtico para B. burgdorferi s.l. no local de estudo.

Curiosamente, é facil observarmos uma grande populacdo de capivaras na
area da Reserva de Duas Bocas, que se aproxima diariamente da area de circulacéo
humana (Figuras 1 e 2) em busca de alimento. E provavel que, por esse motivo,
tenhamos encontrado A. sculptum e A. dubitatum com as maiores frequéncias (Tabela
5), especialmente na area de coleta de potenciais vetores no ambiente, dentro ou bem
proxima a area de circulagdo humana (Figura 2). Nao foi possivel analisarmos o
sangue das capivaras, mas a pesquisa de Borrelia sp. em seus ectoparasitos mais
importantes (A. sculptum e A. dubitatum) n&o sinalizam para a participacédo daquele
roedor no ciclo de borrélias na area investigada. Além disso, apesar de capivaras
serem apontadas como possiveis reservatérios no ciclo da SBY?®4, ndo encontramos
nenhuma literatura que mostrasse sua infecgéo por Borrelia sp.

Os critérios técnicos para o diagnéstico da DL vém sendo modificados ao longo
do tempo, buscando facilitar a pratica médica. Os protocolos estabelecidos para os
paises endémico podem variar, mas tém em comum o diagnéstico clinico-
epidemioldgico, considerando os sinais (especialmente o EM), sintomas e contato
com o carrapato infectado, em area reconhecidamente de transmissdo®*4. Logo, a
caracterizacdo do caso, com a comprovacao do agente etioldégico no paciente e no
ambiente é fundamental para a definicdo de uma area como sendo de transmissao.
Dessa forma, mesmo considerando que o ES apresenta o maior agregado de casos
diagnosticados como borreliose Lyme-simile no Brasil*?, o fato de ndo haver a
identificacdo especifica do agente etiologico, ndo permite apontar, com seguranca,
que a area de estudo é de transmissdo. Nesse sentido, nossos resultados nao

conseguem corroborar para a utilizacao do critério epidemioldégico como base para o
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diagnéstico deterministico na area analisada. Ao contrario, a auséncia de amostras
positivas sugerem nao haver a circulacao de B. burgorferi s.l. nessa area.

De forma geral, no Brasil, as tentativas em caracterizar o agente etiolégico da
provavel borreliose brasileira tem falhado. Alguns autores apontam para possiveis
diferencas entre B. burgdorferi s.l. e a espécie de borrélia circulante no pais ou ainda
para a presenca de uma espiroqueta ndo descrita>373%78, A evolucéo clinica da
doenca, no territério nacional, tem sido substancialmente diferenciada daquela
considerada tipica da DL, ao ponto de criarmos uma entidade nosoldgica para 0s
casos brasileiro®3139, Alguns estudos tém chamado a atencéo para o fato de que a
diversidade clinica da DL, observada em diferentes paises, esta ligada as
caracteristicas proprias da espécie de B. burgdorferi s.l. circulante na area de
transmiss&ao8%%%91 e que uma Borrelia genotipicamente diferente poderia levar a uma
doenca com caracteristicas de evolucdo propria. Nesse sentido, Sinsk et al.®?
Chamam a atencgéo para a existéncia de, ao menos, nove enfermidades distintas que
possuem como agente etioldégico espiroquetas do género Borrelia: (1) Febre
recorrente epidémica humana, causada pela Borrelia recurrentis; (2) Febre recorrente
endémica, causada por mais de 20 espécies do género Borrelia; (3) Borreliose aviaria,
causada por Borrelia anserina; (4) Aborto epizo6tico bovino, causado por Borrelia
coriaceae; (5) Borreliose bovina, ocasionada pela Borrelia theileri; (6) Enfermidade
ainda ndo nominada, causada pela Borrelia miyamotoi; (7) Doenca de Masters ou
STARI (Southern Tick Associated Rash lliness), determinada pela Borrelia lonestari;
(8) DL, causada por B. burgdorferi sensu lato; (9) SBY, causada por Borrelia ndo
descrita.

Da mesma forma, Miziara et al.”®> advogam que a biodiversidade e o clima

peculiar do Brasil, provavelmente contribuiram para o surgimento de uma borreliose
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com caracteristicas microbioldgicas, laboratoriais e clinicas especificas, diferentes
daquelas observadas no Hemisfério Norte. Os autores consideram que uma
espiroqueta, com caracteristicas morfologicas e genéticas proprias, pode ter se
adaptado para sobreviver as condicfes de biodiversidade ecolégica do pais por
passagem de Borrelia burgdorferi pelo trato digestivo de carrapatos.

Entretanto, a maioria dos exames utilizados como método laboratorial de
diagnéstico é considerada de baixa sensibilidade na fase inicial da doenca e, de outra
forma, nas fases mais avancadas, podem haver resultados falso-positivos, devido a
reacao cruzada com outras doencas. Assim, em areas que ndo sdo comprovadamente
endémicas para borreliose, o diagnostico definitivo necessita da realizacdo de exame
confirmatério, que demonstre a presenca do agente>2744949 o que nédo ocorreu em

nossa area de estudo.

Outrossim, os exames laboratoriais, em acordo com protocolo estabelecido
para cada ensaio, sdo considerados confirmatérios do caso®#4. Logo, o sangue do
paciente suspeito deve ser, inicialmente, analisado por um teste de maior
sensibilidade (ELISA - ensaio imunoenzimatico, ou ELFA - imunoensaio fluorescente
ligado a enzima) que, resultando em amostra positiva ou duvidosa, deve ser
submetido a um teste mais especifico (rotineiramente o WB - Western blot), buscando
detectar a presenca de anticorpos anti-B. burgdorferi s.l., uma vez que nos ensaios de
maior sensibilidade pode haver deteccdo de anticorpos contra outras doencas®44.
Contudo, o diagnostico laboratorial no Brasil ndo tem seguido 0s critérios
internacionais, adotando um entendimento préprio?%3° e, portanto, ndo possibilita uma

analise comparativa com resultados obtidos para areas sabidamente endémicas.

Dessa forma, nossos resultados, além de nao corroborar com a base

epidemioldgica para um diagnostico determinisitco, somados as caracteristicas



clinicas proprias de uma possivel espiroquetose Lyme-simile, de duavidas no
diagnéstico laboratorial utilizados no pais, bem como pela auséncia da caracterizacao
do envolvimento de B. burgdorferi s.I. na maioria quase absoluta dos casos
diagnosticados no Brasil, ndo possibilita, com a robustez necessaria, substanciar a

existéncia de Borrelia sp. circulando na area sob investigacgao.

Além disso, em que pese o fato de que dois, dos trés casos suspeitos de DL no
Brasil, confirmados pelos critérios internacionais, serem residentes do ES (GAL/MS,
dados nédo publicados), Oliveira et al.®® consideram que afirmar a existéncia de DL no
Brasil ainda seria impreciso, ja que ndo foi possivel avaliar de forma detalhada a
histéria clinica e epidemioldgica desses casos, ndo sendo considerado, por exemplo,

a possibilidade de infec¢ao fora do pais.

Assim, sob a 6tica da vigilancia em salde, nossa area de estudo néo evidencia
elementos determinantes para sua caracterizagéo sendo de circulagéo de Borrelia sp.
ou de transmissao de borreliose. Contudo, mesmo que raros, 0s encontros de Borrelia
sp. ou B. burgdorferi s.l. no pais, em humanos?®’:98.99.100 e yvetores®’-88191 hem como
da deteccdo de trés casos suspeitos de DL que se enquadram nos critérios
interacionais adotados para as areas endémicas®, ndo nos permite descartar a
presenca de DL no ES ou de outra espiroquetose na Reserva Biologica de Duas Bocas

OuU em seu entorno.

Vale a pena ressaltar a importancia do trabalho integrado de vigilancia, uma
vez que as mesmas amostras analisadas para a presenca de genes de Borrelia sp.
estdo sendo analisadas para riquétsias.

Assim, de forma adicional, 1024 espécimes de carrapatos e pulgas (A.

sculptum, A. dubitatum, Amblyomma sp., R. sanguineus, C. felis e Polygenis sp.),
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distribuidos em 343 amostras, foram submetidos a pesquisa de Rickettsia sp.
utilizando oligonucleotideos iniciadores para deteccdo de gene género-especifico
(gltA)® e gene grupo-especifico para deteccdo do Grupo Febre Maculosa (ompA®9).
Um total de 58 espécimes foram positivas para a presenca de riquétsias (A. sculptum,
A. dubitatum, Amblyomma sp., R. sanguineus e C. felis), com maior prevaléncia para
A. sculptum, considerado o principal vetor de Rickettsia rickettsii no Brasil, com 38
exemplares positivo, seguido do A. dubitatun, com 6 exemplares positivos.

Esses dados, devido a relevancia do género Rickettsia para a saude publica,
serdo finalizados (PCR para novos genes e sequenciamento) e serdo incluidos no

estudo da area.
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CONCLUSOES

N&o encontramos evidéncia da circulacdo de Borrelia burgdorferi s.l. na area
investigada. Entretanto, a grande presenca de Amblyomma sculptum na Reserva
Biologica de Duas Bocas, indica uma vulnerabilidade da area de estudo para o

surgimento de casos de Febre Maculosa.
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Condicionantes Especificas:

Ressaltamos que, quando da realizagdo das atividades de campc, é obrigatério o
porte desta autorizagzo (original ou cépia) para seguranga do pesquisador.

Fica cancelada a Autorizacdo GRN n2 023-2016.

O corte ou poda de vegetagdo, para abertura de trilhas ou outros fins, sé sera
permitido mediante autorizagao do gestor da UC e/ou do IEMA, bem como, com
o acompanhamento de funcionario da unidade, nos casos que couber.

A captura de mamiferos de pequeno porte — paguenos roedores, marsupiais e
morcegos - estd autorizada para os fins cdesse projeto, com a utilizagdo de
armadilhas modelo Sherrnan e Tomahawk, nucd e redes de neblina, conforme

informado em projeto, e devera ser direcioneda para as espécies alvo desta
pesquisa.

A coleta de mamiferos de pequeno porte - paguenos roedores, marsupiais e
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evitando-se a captura ou manejo de espécies em extingdo, fémeas prenhas ou

lactantes.

A captura e manuseio de aves-estdo autorizados em uma_nica_campanha de
campo e para os fins desse projeto, nas quantidades maximas de até 10 (dez)
casais de cada espécie, evitando-se espécies em extingdo e liberando-se todas as
aves apos o procedimento de coleta de sangue e ectoparasitas.

A coleta de amostras de sangue dos animais capturados e_de_espécimes de
carrapatos e pulgas estd autorizada, devendo o pesquisador apresentar uma
relagdo do material coletado a gestdo da unidade de conservagdo a cada
campanha, inclusive quando houver coleta imprevista.

Todas as marcagdes e materiais utilizados devem ser removidos ao final da
pesquisa.

Condicionantes Documentais:

Alteragdes, no escopo do projeto e/ou no croggrama de atividades, deverdo ser
comunicadas ao gestor da unidade de conservacdo e/ou a Geréncia de Recursos
Naturais/IEMA com antecedéncia minima de 30 (trinta) dias.

BR 262, Km 0, Jardim América, s/n, Cariacica, Espirito Santo — CEP 29.140-500 — Telefax: (27)

3636-2569.
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Conforme disposto na Resgl_ugéo IBGE n2 012005, a pesquisa e seus produtos
finais — tabelas, planilhas, listas, imagens, mapas e/ou projegdes - devem utilizar o
sistema geodésico SIRGAS 2000 ou UTM WGS84 para apresentar as coordenadas
dos pontos/estagdes amostrais.

A Planilha do SISBIO deve ser entregue ao IEMA, conjuntamente com o0s
Relatérios.

0O Relatério Parcial devera ser apresentado, em meio digital e impresso, de acordo
com a data prevista nesta Autorizacdo de Pesquisa, englobando: a planilha SISBIO
e o registro fotografico dos espécimes (se houver).

O Relatorio Final devera ser apresentado, em meio digital e impresso, de acordo
com a data prevista nesta Autorizagdo de Pesquisa, englobando: a planilha SISBIO,
o registro fotogréfico (se houver) e outros produtos que considerar importante
para a gastdo e planejamento ecoldgico da unidade de conservagao.

Apés o término da pesquisa, o pesquisador devera realizar uma apresentagdo da
pesquisa e seus resultados a equipe da unidade de conservacao, técnicos da Sede
IEMA, e, se for o caso, aos proprietarios da RPPN e comunidades, em linguagem
acessivel.

Os artigos produzidos, também, devem ser apresentados em meio digital e em
até 30 (trinta) dias apés sua publicagdo em revistas cientificas.

Como contrapartida do pescuisadlor, deve ser disponibilizado todo o material
produzido durante a pesquisa, em meio digital, como: audiovisual, dados brutos,
imagens, mapas, shapes e outros, os quais compordo o banco de dados das
Unidades de Conservacio da pesquisa, visando a melhoria da gestdo desta.

Condicionantes Gerais:

As metodologias a serem utilizadas nas UCs estaduais devem ser somente aquelas
autorizadas pelo IEMA.

Deve ser inserido, no item “Reconhecimento/Agradecimento” do artigo cientifico,
o nome da unidade de conservacio e da Autarquia que propiciou a pesquisa.

Essa autorizacdo e os resu'tacos ndo poderao ser utilizados para fins comerciais,
industriais, esportivos ou para a realizagdo de atividades inerentes ao processo de
licenciamento de empreendimentos.

Essa autorizacdo ndo exime 0s pesquisadores de obter as anuéncias previstas em
outros instrumentos legais.

BR 262, Km 0, Jardim América, s/n, Cariacica, Espirito Santo — CEP 29.140-500 — Telefax: (27)

3636-2569.
www.meioambiente.es.gov.br
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GOVERNQO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO
Secretaria do Meio Ambiente ¢ Recursos Hidricos
Instituto Estadual de Meio Ambiente ¢ Recursos Hidricos - IEMA

Folhan24/4

Conforme Artigo 19° do Decreto n? 4.225-N/1998, o pesquisador que nio
cumprir com as obrigagdes estabelecidas, poderd ter sua autorizegdo suspensa
e/ou cancelada e estara sujeito ao indeferimeanto de novos pedidos de pesquisa
em Unidades de Conservacdo geridas por esta autarquia.

Cariacica - ES, 09 de julho de 2018.

Atenciosamente,

IDALUCIA SCHIMITH BERGHER
Gerente de Recursos Naturais
GRN/DT/IEMA

Ao Sr. Gilberto S Gazéta

Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz

Entomologia - Lab. Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses

Av. Brasil, 4365, anexo posterior do Pavilhdo Lauro Travassos, salas 01 & 10
Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP: 21040-360

C/C:
Fabiano Novelli — Reserva Bioldgica de Duas Bocas - CGEUC/GRN/DT/IEMA

S:\GRN\2018 GRN - Docs\Apoio Acministrativo\2018- Autorizacdc de Pesquisa em UC\APUC 026A-
2017_75561271_Gilberto Salles Gazeta_Atualizacao.doc

BR 262, Km 0, Jardim Ameérica, s/n, Cariacica, Espirito Santo — CEP 29.140-500 - Telefax: (27)@
3636-2569.
www.meioambiente.es.gov.br
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ANEXO B - Licenca permanente para coleta de material zooldgico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
.~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoologico

Numero: 13373-1 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituicdo : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observagoes, ressalvas e condicionantes

1A participacdo do(a) pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizac&o depende de autorizacio expedida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT);
Allicenca permanente ndo & valida para:
a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingéo:
b) manutenc&o de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e
d) realizacéo de pesquisa em unidade de conservacao federal ou em caverna.
A restric&o prevista no item d néo se aplica &s categorias Reserva Particular do Patrimonio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protecéo
Ambiental constituidas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual apresentacéo a fiscalizagdo;

4 |Estalicenca permanente néo exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais. industriais, esportivos ou para realizacdo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos.

5 |Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instruc8o Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o case)

s |© orgéo gestor de unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das auterizacdes concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condicSes para a realizagéo de pesquisa nessas unidades de conservacéo.
O titular de licenga ou autorizagcao e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condicéo in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissdo da licenca permanente.
O titular de auterizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacdo,

11 | omissé&o ou falsa descri¢do de informages relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material biclogico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

12 A \‘i_\:gtngf permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisader com a instituicao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiéo da
solicitacéo.

13 Este documento ndo dispensa a obtencdo de autorizac@o de acesso ao componente do patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da
legislacdo vigente.

14 | As atividades contempladas nesta autorizacdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (cle abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacéo.

Taxons autorizados

3 Nivel taxonémico Taxon(s)

1 | ORDEM Rodentia, Didelphimorphia

2

Destino do material biclégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

|1 Museu Nacional (UFRJ) | colecdo

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 91827146 ml‘l‘mm“l””“‘

Pagina 1/2 |
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v  Ministério do Meio Ambiente - MMA
-~ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagéo e Informacgédo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoologico

Namero: 13373-1 Data da Emisséao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigdo : FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. , a coleta imprevista de material bioloégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta ser comunicada ao Ibama por meio do relatorio de atividades. O transporte do material
bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida anotagéo.
O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica, preferencialmente
depositado em colegao biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegoes Biologicas (CCBIO).

Nivel Taxon™ Qtde. Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico mais especifico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da péagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 91827146 ml‘lquHHl“l‘ll‘

Pégina 2/2
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ANEXO C - Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 63023-1 ‘ Data da Emissao: 13/06/2018 18:39 Data para Revalidagao*: 13/07/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no crenograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Roberto do Val Vilela CPF: 165.927.918-61

Titulo do Projeto: INVESTIGACAO ECOEPIDEMIOLOGICA DE BORRELIOSE DE INTERESSE MEDICO NO BRASIL

Nome da Instituicao : Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ CNPJ: 33.781.055/0012-98

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (mé&s/ano) [Fim (més/ano)
1 [ Coleta na Regido Metropolitana de Vitéria 06/2018 06/2018
2 | Coleta na Regido Metropolitana de Curitiba 10/2018 10/2018
3 | Coleta na Regido Metropolitana de Belo Horizonte 06/2019 06/2019
4 | Coleta na Regido Metropolitana de Palmas 10/2019 10/2019

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada.
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do orgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidacle de conservacéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo
federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documente somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biclégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material biologica ndo consignade devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

Este documento NAQ exime o pesquisador fitular da necessidace de atender ao disposto na Instrug@o Normativa [bama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O titular de licenca ou autorizac&o e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
6 | ao grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populac@es do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ.

O titular de autorizag&o ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagéo vigente, ou quando da inadequacéo,
7 | omisséao ou falsa descricéo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

Este documente ndo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispGe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
8 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo € desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizag&o devera contactar a administrag@o da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condi¢Ses para realizacio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

As redes de neblina utilizadas para a captura de morcegos deverdo ser checadas no minimo a cada 20 minutos. N3o esta autorizada a coletae o
transporte de fémeas gravidas ou em processo de amamentacéo.

No momento da submisséao do relatério € necessario informar as espécies de ectoparasitas identificadas no estudo. Quando a solicitagéo for
submetida novamente a andlise, devera ser realizada a inclusdo da atividade "Coleta/transporte de espécimes in situ” (no item Taxon(s) X
Atividades) para esses invertebrados, uma vez que eles constituem espécimes ndo amostras biolégicas (partes de individuos ou carcagas).

2 Esta autorizagdo ndo exime seu titular de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema Nacional de
Anilhamento de Aves Silvestres - SNA.

Equipe
[#] Nome Fungéo [ CPF [Doc. Identidade [ Nacionalidade

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 39574135 “ll”‘l‘lHHl‘"l‘ Hl‘
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Ministéerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 63023-1 Data da Emissao: 13/06/2018 18:39 Data para Revalidacao*: 13/07/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatéric de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Roberto do Val Vilela CPF: 165.927.918-61

Titulo do Projeto: INVESTIGAGAO ECOEPIDEMIOLOGICA DE BORRELIOSE DE INTERESSE MEDICO NO BRASIL

Nome da Instituicdo : Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ CNPJ: 33.781.055/0012-98
1 | Beatriz Elise de Andrade Silva z"e‘:{f;f‘éecn'm nivel 107.955.567-64 208923029 DETRAN-RJ Brasileira
2 | ALINE DA PENHA VALADARES Bicloga 111.462.837-92 2069497 SPTC-ES Brasileira
3 | GRAZIELA VIRGINIA TOLESANO PASCOLI S;z‘j:';:";:‘s'es’”"“"s‘ 039.120.306-13 28878716 SSP-SP Brasileira
4 | LUCIANO LYRIO SALLES Guarda Endemias/Bidlogo 912.480.517-34 785475 SPTC-ES Brasileira
5 | Socrates Fraga da Costa Neto Bolsista tecnico nivel 098.931.347-65 126332089 IFP-RJ Brasileira
6 | Ademar Ferreira da Silva Pesquisador responsavel 644.608.517-68 52147824 Detran Rio-RJ Brasileira
coleta de quirépteros
. § Discente Mestrado / .
7 | Camila dos Santos Lucio PPGBS/IOC/Fiocruz 134.577.197-56 129872941 detran-RJ Brasileira
8 | Gilberto Salles Gazéta Coordenador 531.362.766-04 M3 148428 SSP-MG Brasileira
9 | Cynthia Ite Coordenadora de campo 269.131.368-97 283926211 SSP-SP Brasileira
3 Stefan Vilges de Oliveira Consultor técnico 986.894.100-82 3078738451 SSP-RS Brasileira
1 . Discente Mestrado / ) L
1 Karina Varella Arpon PPGRP/IOC/Fioeruz 160.227.107-07 27.246.974-3 ifp-RJ Brasileira
1 . N Discente Doutorado / .
P Jeiel Gabrir Carvalhaes PPGBS/IOC/Fiocruz 086.576.357-71 119878916 IFP-RJ Brasileira
; Filipe Veiga de Brito Estagiario 094.163.087-06 02563721170 Detran-RJ Brasileira
1 MARCIO SALES ABREU JUNIOR Bolsista técnico nivel superior | 133.478.927-47 04244796700 DETRAN-RJ Brasileira
; Vanessa de Carvalho Brandéo Bolsista técnico nivel superior | 013.142.272-38 5944494 ssp-PA Brasileira
T . . Discente Doutorado / . L
5 elizabeth cristina Ferreira dos santos PPGRS/IOC/Fiocruz 072.880.537-50 107681157 ifp-RJ Brasileira
; Adilson Arimatéa Rosa Meédlico Veterinario 386.482.295-53 541.398 SSP-SE Brasileira
| Marcos Antonio Correia Rodrigues da Cunha Medico Veterinario, 104.393.677-78 1310195544 SSP-BA Brasileira
8 Referéncia Técnica Estadual
; Rute Hilario Albuquerque de Sousa Bolsista técnico nivel superior | 105.633.747-80 201770211 DETRAN-RJ Brasileira
g Karina Diniz Pontes Tavares Bolsista PIBIC 116.173.647-62 300865698 Detran-RJ Brasileira
5 Medico veterinario CRMV ES
1 Augusto Marchon Zago 0184 Funcéo vigilancia em 493.400.697-49 357347 SSP-ES Brasileira
saude

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricao do local Tipo

1 | VITCRIA ES Regifo Metropolitana de Vitoria Fora de UC Federal
2 | CURITIBA PR Regiao Metropolitana de Cutitiba Fora de UC Federal
3 | BELO HORIZONTE MG Regiao Metropolitana de Belo Horizonte Fora de UC Federal
4 |PALMAS TO Regiao Metropolitana de Palmas Fora de UC Federal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticag@o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 39574135 Hll”‘l‘lHHl‘"lH‘l‘
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Ministéerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 63023-1 ‘ Data da Emissao: 13/06/2018 18:39 Data para Revalidacao*: 13/07/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Roberto do Val Vilela CPF: 165.927.918-61

Titulo do Projeto: INVESTIGAGAQ ECOEPIDEMIOLOGICA DE BORRELIOSE DE INTERESSE MEDICO NO BRASIL

Nome da Instituicdo : Instituto Oswaldo Cruz - |IOC/FIOCRUZ CNPJ: 33.781.055/0012-98
Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1| Captura de animais silvestres in situ Chiroptera, Aves

2 | Coleta/transporte de amostras bioclégicas in situ Chiroptera, Aves

3| Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Chiroptera (*Qtde: 12)

4 | Marcac@o de animais silvestres in situ Chiroptera, Aves

Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amostras biolégicas (Aves) Fezes, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Sangue, Ectoparasita
) ) Sangue, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Fezes, Ectoparasita, Fragmento de
2 | Amostras biologicas (Qutros mamiferos) L
tecido/drgdo
3 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina
4 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina
5 | Método de marcacéo (Aves) Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha metalica (padrao CEMAVE)
6 | Método de marcacao (Outros mamiferos) “Tags”
Destino do material biolégico coletado
[#] Nome local destino [ Tipo Destino

[ 1 [ Museu Nacional (UFRJ) | colecdo

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 39574135 H““‘l‘lHHl‘"l‘ Hl‘
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacd@o e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 63023-1 | Data da Emissao: 13/06/2018 18:39 | Data para Revalidagao™: 13/07/2019
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APENDICES

Apéndice A - Identificacdo molecular de carrapatos coletados na Reserva Bioldgica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito

Santo, no periodo de 28 de julho a 10 de agosto de 2018

Amostras Identificacdo Morfolégica Identificacdo molecular utilizando o gene 12S rDNA* Identificacdo molecular utilizando o gene 16S rDNA*
99,66% (289/290) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,73% (374/375) de identidade com Amblyomma
LIC 8880A  1larva de Amblyomma sp. (AY342257) dubitatum (KY707774, KX137896)
99,64% (274/275) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,53% (426/428) de identidade com Amblyomma
LIC8880B 1 larva de Amblyomma sp. (AY342256, AY342257) dubitatum (DQ858955, DQ858954)
0 . .
LIC 8880E 5 larvas de Amblyomma sp Sem sucesso na PCR 99,77% d(jsi;/:tluzr?w) (%edggggggd%g%rgsgrggyomma
99,68% (316/317) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,77% (427/428) de identidade com Amblyomma
LIC 8881 1larva de Amblyomma sp. (AY342257) dubitatum (DQ858955, DQB58954)
0 . .
LIC 8879B 1 Ninfa Morfotipo 3 100.00% (S71/371) de |d(e£>t(|ggg;z9clc;m I Sem sucesso no sequenciamento
. . 100,00% (330/330) de identidade com Amblyomma sculptum  99,76% (415/416) de identidade com Amblyomma sculptum
LIC 8879S 1 Ninfa Morfotipo 3 (KY273542, KX622791, KF614698) (JX573118)
. . 100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum  99,76% (414/415) de identidade com Amblyomma sculptum
LIC 8879X 1 Ninfa Morfotipo 3 (KY273542, KX622791, KF614698) (JX573118)
LIC 8879z 1 Ninfa Morfotipo 2 Sem sucesso na PCR Sem sucesso na PCR
0 . .
LIC 8879A1 1 Ninfa Morfotipo 5 Sem sucesso na PCR 99,54% (429/‘;?&))“2?“ﬂe(?gggz;?og Amblyomma
0 . . 0 . .
LIC 8878E 1 Ninfa Morfotipo 1 99,70% (328/329) de identidade com Amblyomma sculptum 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma sculptum

(KY273545, KY273542, KX622791, KF614698, JX573118)

(JX573118)
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Amostras Identificacdo Morfoldgica Identificacdo molecular utilizando o gene 12S rDNA* Identificagdo molecular utilizando o gene 16S rDNA*

. . 99,70% (328/329) de identidade com Amblyomma sculptum 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

LIC 8878G 1 Ninfa Morfotipo 1 (KY273545, KY273542, KX622791, KF614698, JX573118) sculptum (JX573118)
LIC 8878H 1 Ninfa Amblyomma sculptur  99,70% (332/333) de identidade com Amblyomma sculptum 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

Morfotipo Maior (KY273546) sculptum (JX573118)
LIC 8878l 1 Ninfa Amblyomma sculptur  99,70% (329/330) de identidade com Amblyomma sculptum 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

Morfotipo Maior (KY273545, KY273542, KX622791, KF614698, JX573118) sculptum (IX573118)
1 Ninfa Amblyomma dubitatu . 99,54% (430/432) de identidade com Amblyomma

LIC 8873A Morfotipo 1 Sem sucesso no sequenciamento dubitatum (KU894374)
LIC 8873B 1 Ninfa Amblyomma dubitatu ~ 99,65% (287/288) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma

Morfotipo 2 (AY342257) dubitatum (KU894374)
LIC 8873C 1 Ninfa Amblyomma sculptur  99,70% (329/330) de identidade com Amblyomma sculptum 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

Morfotipo Maior (KY273545, KY273542, KX622791, KF614698, JX573118) sculptum (IX573118)
. 99,31% (430/433) de identidade com Amblyomma

LIC 8874E 1 larva de Amblyomma sp. Sem sucesso no sequenciamento sculptum (JX573118)

99,65% (283/284) de identidade com Amblyomma dubitatum
LIC 8875A 1 larva de Amblyomma sp. (AY342256, AY342257) Sem sucesso ha PCR
99,65% (284/285) de identidade com Amblyomma dubitatum

LIC 8875B 1 larva de Amblyomma sp. (AY342256, AY342257) Sem sucesso na PCR
. . 99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma

LIC 8875P 1 Ninfa Morfotipo 2 (AY342256, AY342257) dubitatum (KU894374)
. . 99,65% (285/286) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,54% (430/432) de identidade com Amblyomma

LIC 8875Q 1 Ninfa Morfotipo 2 (AY342256, AY342257) dubitatum (KU894374)
. . 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

LIC 8875R 1 Ninfa Morfotipo 3 Sem sucesso na PCR sculptum (JX573118)
. . 99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma

LIC 8875S 1 Ninfa Morfotipo 3 Sem sucesso na PCR sculptum (JX573118)
99,77% (431/432) de identidade com Amblyomma

LIC 8876A 1 larva de Amblyomma sp. Sem sucesso na PCR sculptum (JX573118)
99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma

LIC 8876C 5 larvas de Amblyomma sp Sem sucesso na PCR dubitatum (KU894374)
1 Ninfa Amblyomma sculptul . 99,77% (431/432) de identidade com Amblyomma

LIC 8872B Morfotipo Maior Sem sucesso no sequenciamento sculptum (JX573118)
LIC 8872D 1 Ninfa Amblyomma dubitatu  99,66% (289/290) de identidade com Amblyomma dubitatum 99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma

Morfotipo 4

(AY342257)

dubitatum (KU894374)
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Amostras Identificacdo Morfoldgica

Identificacdo molecular utilizando o gene 12S rDNA*

Identificagdo molecular utilizando o gene 16S rDNA*

LIC 8869A 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8869B 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8882A 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8882B 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8897E 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8897K 3 larvas de Amblyomma sp
LIC 8902I 1 larva de Amblyomma sp.
LIC 8902J 10 larvas de Amblyomma sg
LIC 8902K 10 larvas de Amblyomma sg
LIC 8902H 1 larva de Amblyomma sp.

LIC 8902C 1 larva de Amblyomma dubitai

LIC 8902D 1 larva de Amblyomma dubitat

5 larvas de Amblyomma

LIC 8902F dubitatum

LIC 8903B 1 larva de Amblyomma dubital

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

LIC 8900D1 Morfotipo 1

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698, JX573118)

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,64% (275/276) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

Sem sucesso no sequenciamento
Sem sucesso no sequenciamento

100,00% (330/330) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

Sem sucesso no sequenciamento

99,65% (281/282) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (284/285) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,64% (274/275) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (282/283) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (281/282) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,53% (424/426) de identidade com Amblyomma
dubitatum (DQ858955, DQ858954)

99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

Sem sucesso na PCR

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (IJX573118)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,77% (430/431) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,77% (431/432) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

Sem sucesso na PCR

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

58



Amostras

Identificacdo Morfoldgica

Identificacdo molecular utilizando o gene 12S rDNA*

Identificagdo molecular utilizando o gene 16S rDNA*

LIC 8900E1

LIC 8900F1

LIC 8898K

LIC 8898M

LIC 8898N

LIC 88980

LIC 8898P

LIC 8898Q

LIC 8898R

LIC 8898S

LIC 8898T

LIC 8898U
LIC 8907
LIC 8908

LIC 8909A

LIC 8909B

1 Ninfa Morfotipo 5

1 Ninfa Morfotipo 3

1 Ninfa Amblyomma sculptul

1 Ninfa Amblyomma sculptul
1 Ninfa Amblyomma sculptul

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Morfotipo 3

1 Ninfa Morfotipo 3
1 Ninfa Amblyomma dubitatu
1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 Ninfa Amblyomma dubitatu

1 larva de Amblyomma sp.

Sem sucesso no sequenciamento

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

Sem sucesso no sequenciamento

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

99,65% (286/287) de identidade com Amblyomma dubitatum
(AY342256, AY342257)

100,00% (330/330) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

99,70% (332/333) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273546)

Sem sucesso na PCR
Sem sucesso na PCR
Sem sucesso na PCR

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(KY273542, KX622791, KF614698)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,77% (431/432) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,77% (431/432) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,30% (428/431) de identidade com Amblyomma
dubitatum (KU894374)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

99,27% (406/409) de identidade com Amblyomma
nodosum (FJ424402)

100,00% (406/406) de identidade com Amblyomma
nodosum (FJ424402)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

Sem sucesso na PCR
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Amostras

Identificacdo Morfologica Identificacdo molecular utilizando o gene 12S rDNA*

Identificagdo molecular utilizando o gene 16S rDNA*

LIC 8909J

LIC 8909K

LIC 8909L

100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum

1larva de Amblyomma sp. (KY273542, KX622791, KF614698)

1 larva de Amblyomma sp.  100,00% (330/330) de identidade com Amblyomma sculptum
(Pequena) (KY273542, KX622791, KF614698)

1 larva de Amblyomma sp.  100,00% (331/331) de identidade com Amblyomma sculptum
(Pequena) (KY273542, KX622791, KF614698)

99,77% (432/433) de identidade com Amblyomma
sculptum (JX573118)

Sem sucesso na PCR

Sem sucesso na PCR

* |dentidade com sequéncias depositadas no GenBank: Porcentagem, residuos idénticos/ residuos alinhados, espécie e nUmero de acesso no GenBank
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Apéndice B - Identificacdo molecular de carrapatos coletados na Reserva Bioldgica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito
Santo, no periodo de 28 de julho a 10 de agosto de 2018

Figura B1 Filogenia concatenada, inferida por andlise de maxima verossimilhangca com modelo evolutivo GTR+G, de sequéncias parciais dos genes
mitocondriais 16S rDNA e 12S rDNA (427 + 339 pb) de carrapatos coletados no Espirito Santo. Os nimeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico
(70% “cut-off”).
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Apéndice C — Amostras de potenciais vetores de Borrelia sp. submetidos a anélise por
biologia molecular, coletados na Reserva Biol6gica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito
Santo, no periodo de 21 a 25 de novembro de 2016 e de 28 de julho a 10 de agosto de
2018

Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.

LIC 8277 Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8278A Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8278B Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8278C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8278D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8278E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278G Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278H Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278 Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278J Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8278K Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8278L Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8278M Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 5LL
LIC 8279A Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8279B Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8279C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8279D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8279E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8279F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8280A Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8280B Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8280C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8280D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8280E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8280F Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8280G Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 10LL
LIC 8280H Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 10LL
LIC 8280l Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 10LL
LIC 8281A Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8281B Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8281C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8281D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8281E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8281F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8281G Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
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Amostra

Hospedeiro / Ambiente

Espécie de potencial vetor de

Borrelia sp.

LIC 8281H
LIC 8281l
LIC 8281J
LIC 8182A
LIC 8182B
LIC 8182C
LIC 8182D
LIC 8182E
LIC 8182F
LIC 8182G
LIC 8182H
LIC 8182l
LIC 8182J
LIC 8182K
LIC 8283A
LIC 8283B
LIC 8283C
LIC 8283D
LIC 8283E
LIC 8283F
LIC 8283G
LIC 8283H
LIC 8283
LIC 8283J
LIC 8283K
LIC 8284A
LIC 8284B
LIC 8284C
LIC 8284D
LIC 8284E
LIC 8284F
LIC 8284G
LIC 8284H
LIC 8284l
LIC 8284J
LIC 8284K
LIC 8284L
LIC 8284M
LIC 8284N
LIC 82840
LIC 8284P
LIC 8284Q

Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)

Ambiente (Pasto)

Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma dubitatum 2NN
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 13
Amblyomma dubitatum 13
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma dubitatum 2NN
Amblyomma dubitatum 2NN
Amblyomma sp. 15LL
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma dubitatum 13
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN

Amblyomma sculptum 2NN
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.

LIC 8284R Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8284S Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8284T Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8285A Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8285B Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285G Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8285H Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285l Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285J Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285K Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285L Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285M Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285N Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 82850 Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8285P Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8286A Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8286B Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8286C Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8286D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8286E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8286F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8286G Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8286H Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8287A Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8287B Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8287C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8288A Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288B Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288C Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288D Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288E Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288F Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288G Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288H Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8288l Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8288J Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8288K Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8288L Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
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Amostra

Hospedeiro / Ambiente

Espécie de potencial vetor de

Borrelia sp.

LIC 8288M
LIC 8288N
LIC 82880
LIC 8288P
LIC 8288Q
LIC 8288R
LIC 8288S
LIC 8288T
LIC 8288U
LIC 8288V
LIC 8288X
LIC 82887
LIC 8288A1
LIC 8288B1
LIC 8288C1
LIC 8289A
LIC 8289B
LIC 8290A
LIC 8290B
LIC 8290C
LIC 8291A
LIC 8291B
LIC 8291C
LIC 8292A
LIC 8292B
LIC 8293
LIC 8294
LIC 8295A
LIC 8295B
LIC 8295C
LIC 8295D
LIC 8295E
LIC 8295F
LIC 8295G
LIC 8295H
LIC 8295I
LIC 8296A
LIC 8296B
LIC 8296C
LIC 8297
LIC 8298
LIC 8299A

Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)

Ambiente (Mata)

Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)
Ambiente (Pasto)

Ambiente (Pasto)

Ambiente (Pasto)

Canis familiaris (Cao)
Canis familiaris (Cao)

Homo sapiens (Humano)

Ambiente (Galinheiro)

Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20L
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma dubitatum 19
Amblyomma dubitatum 13
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma dubitatum 19
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma dubitatum 19
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 13
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma dubitatum 13
Amblyomma dubitatum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sp. 20LL
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 2NN
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 19

Amblyomma dubitatum @
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.
LIC 8299B Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 13
LIC 8299C Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299D Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299E Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299F Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299G Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299H Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299I Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299J Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299K Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299L Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 19
LIC 8299M Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8299N Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 82990 Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8299P Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8299Q Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8299R Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8299S Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8299T Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8299U Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8299V Ambiente (Pasto) Amblyomma sculptum 2NN
LIC 8299X Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 82997 Ambiente (Pasto) Amblyomma dubitatum 2NN
LIC 8299A1 Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 30LL
LIC 8299B1 Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 30LL
LIC 8299C1 Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 30LL
LIC 8299D1 Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 30LL
LIC 8299E1 Ambiente (Pasto) Amblyomma sp. 30LL
LIS 815A Canis familiaris (Cé&o) Ctenocephalides felis 13
LIS 815B Canis familiaris (C&o) Polygenis sp. 19
LIC 8869A Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8869B Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8869C Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8869D Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8869E Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8870A Ambiente (gruta) Amblyomma sculptum 19
LIC 8870B Ambiente (gruta) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8870C Ambiente (gruta) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8870D Ambiente (gruta) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8871 Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 13
LIC 8872A Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 19
LIC 8872B Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.

LIC 8872C Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8872D Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8872E Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8872F Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8872G Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873A Ambiente (casa de formacao) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8873B Ambiente (casa de formacao) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8873C Ambiente (casa de formagé&o) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873D Ambiente (casa de formacao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873E Ambiente (casa de formacao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873F Ambiente (casa de formacao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873G Ambiente (casa de formacéo) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873H Ambiente (casa de formacao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8873 Ambiente (casa de formacao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8874A Ambiente (administragao) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8874B Ambiente (administragao) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8874C Ambiente (administracéo) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8874D Ambiente (administragao) Amblyomma sculptum 1N

Lic 8874E Ambiente (administragao) Amblyomma sculptum 1L

LIC 8875A Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8875B Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8875C Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8875D Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875E Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875F Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875G Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1IN

LIC 8875H Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1IN

LIC 8875l Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875J Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875K Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875L Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875M Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875N Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 88750 Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875P Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8875Q Ambiente (alojamento) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8875R Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8875S Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N

LIC 8876A Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1L

LIC 8876B Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1L

LIC 8876C Ambiente (préximo a represa) Amblyomma dubitatum 5LL
LIC 8876D Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1N
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.

LIC 8876E Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8876F Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8876G Ambiente (préximo a represa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8877A Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8877B Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8877C Ambiente (alojamento) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878A Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 13
LIC 8878B Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878C Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878D Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878E Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878F Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878G Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878H Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878l Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8878J Ambiente (ponte) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879A Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 13
LIC 8879B Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879C Ambiente (rampa) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8879D Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8879E Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879F Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879G Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879H Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879l Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879J Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8879K Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8879L Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879M Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879N Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 88790 Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879P Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879Q Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879R Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879S Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879T Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879V Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879V Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879X Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879Z Ambiente (rampa) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8879A1 Ambiente (rampa) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8880A Nectomys squamipes (rato d'agua) Amblyomma dubitatum 1L
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.

LIC 8880B Nectomys squamipes (rato d'agua) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8880C Nectomys squamipes (rato d'agua) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8880D Nectomys squamipes (rato d'agua) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8880E Nectomys squamipes (rato d'agua) Amblyomma dubitatum 5LL
LIC 8881 Rattus rattus (rato-preto) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8882A Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8882B Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8882C Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8882D Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8883A Canis familiaris (céo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8883B Canis familiaris (céo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8884A Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8884B Canis familiaris (céo) Rhipicephalus sanguineus 1%
LIC 8884C Canis familiaris (céo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8884D Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8884E Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8884F Canis familiaris (céo) Rhipicephalus sanguineus 1N
LIC 8885A Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8885B Canis familiaris (co) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8885C Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8886A Canis familiaris (co) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8886B Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8887A Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8887B Canis familiaris (co) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8887C Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8888 Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8889A Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 19
LIC 8889B Canis familiaris (co) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8890A Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 1%
LIC 8890B Canis familiaris (cdo) Rhipicephalus sanguineus 13
LIC 8897A Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8897B Ambiente (pasto) Amblyomma sculptum 13
LIC 8897C Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8897D Ambiente (pasto) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8897E Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8897F Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 13
LIC 8897G Ambiente (pasto) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8897H Ambiente (pasto) Amblyomma sculptum 1N
LIC 88971 Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8897J Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8897K Ambiente (pasto) Amblyomma dubitatum 3L
LIC 8898A Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 19
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Amostra

Hospedeiro / Ambiente

Espécie de potencial vetor de

Borrelia sp.

LIC 8898B
LIC 8898C
LIC 8898D
LIC 8898E
LIC 8898F
LIC 8898G
LIC 8898H
LIC 8898I
LIC 8898J
LIC 8898K
LIC 8898L
LIC 8898M
LIC 8898N
LIC 88980
LIC 8898P
LIC 8898Q
LIC 8898R
LIC 8898S
LIC 8898T
LIC 8898U
LIC 8898V
LIC 8898X
LIC 8898Z

LIC 8898A1

LIC 8898B1

LIC 8898C1

LIC 8898D1

LIC 8898E1

LIC 8898F1

LIC 8898G1

LIC 8898H1
LIC 889811
LIC 8898J1

LIC 8898K1
LIC 8898L1

LIC 8898M1

LIC 8898N1

LIC 889801

LIC 8898P1

LIC 8898Q1

LIC 8898R1

LIC 889851

Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)
Ambiente (mata)

Ambiente (mata)

Amblyomma sculptum 18
Amblyomma dubitatum 1%
Amblyomma dubitatum 19
Amblyomma dubitatum 13
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma sculptum 19
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma dubitatum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N
Amblyomma sculptum 1N

Amblyomma sculptum 1N
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.
LIC 8898T1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8899A Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8899B Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900A Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 19
LIC 8900B Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8900C Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 13
LIC 8900D Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900E Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900F Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900G Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900H Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900l Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900J Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900K Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900L Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900M Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900N Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 89000 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900P Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900Q Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8900R Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900S Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900T Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900U Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900V Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900X Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8900Z2 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1IN
LIC 8900A1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900B1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900C1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900D1 Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900E1 Ambiente (mata) Amblyomma dubitatum 1N
LIC 8900F1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900G1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8900H1 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 890011 Ambiente (mata) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8901 Homo sapiens (Humano) Amblyomma sculptum 13
LIC 8902A  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 13
LIC 8902B Ambiente (macacao da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8902C Ambiente (macacdo da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8902D Ambiente (macacdo da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8902E Ambiente (macacao da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 1L
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Espécie de potencial vetor de

Amostra Hospedeiro / Ambiente Borrelia sp.
LIC 8902F Ambiente (macacédo da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 5LL
LIC 8902G  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8902H Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 1L
LIC 89021  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8902 Ambiente (macacao da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 10LL
LIC 8902K Ambiente (macacao da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 10LL
LIC 8902L  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 10LL
LIC 8902M  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 10LL
LIC 8903A  Ambiente (macacéo da equipe de coleta) Amblyomma sculptum 13
LIC 8903B Ambiente (macacao da equipe de coleta) Amblyomma dubitatum 1L
LIC 8904 Homo sapiens (Humano) Amblyomma dubitatum 19
LIC 8907 Turdus leucomelas (sabid-barranco) Amblyomma nodosum 1N
LIC 8908 Sporophila nigricollis (baiano) Amblyomma nodosum 1N
LIC 8909A Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1N
LIC 8909B Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8909C Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8909D Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8909E Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8909F Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 5LL
LIC 8909G Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 5LL
LIC 8909H Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 5LL
LIC 8909l Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 5LL
LIC 8909J Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 5LL
LIC 8909K Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIC 8909L Cariama cristata (siriema) Amblyomma sculptum 1L
LIS 881 Canis familiaris (cdo) Ctenocephalides felis 19
LIS 882 Canis familiaris (cdo) Ctenocephalides felis 19

&-Macho, ?-Fémea, N-Ninfa, L-Larva
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Apéndice D — Amostras de vertebrados submetidos a andlise por biologia molecular,
coletados na Reserva Bioldgica de Duas Bocas, Cariacica, Espirito Santo, no periodo

de 21 a 25 de novembro de 2016 e de 28 de julho a 10 de agosto de 2018

Amostra

Espécie

Tipo de amostra
biolégica

10/17RN
11/17RN
215/18RN
216/18RN
217/18RN
218/18RN
219/18RN
220/18RN
221/18RN
222/18RN
223/18RN
224/18RN
225/18RN
226/18RN
227/18RN
228/18RN
229/18RN
230/18RN
231/18RN
232/18RN
233/18RN
234/18RN
235/18RN
236/18RN
237/18RN
238/18RN
239/18RN
240/18RN
241/18RN
242/18RN
243/18RN
244/18RN
245/18RN
246/18RN
247/18RN
248/18RN
249/18RN

Canis familiaris (cd0) — mine
Canis familiaris (cdo) — malu
Didelphis aurita (gamba-de-orelha-preta) — 20428
Didelphis aurita (gambéa-de-orelha-preta) — 20429
Akodon cursor (rato-do-chéo) — 20430
Akodon cursor (rato-do-chéo) — 20431
Rattus rattus (rato-preto) — 20432
Akodon cursor (rato-do-chéo) — 20433
Oligoryzomys nigripes (rato-do-mato) — 20434
Monodelphis americana (cuica-de-trés-listras) — 20435
Didelphis aurita (gamba-de-orelha-preta) — 20642
Akodon cursor (rato-do-chéo) — 20643
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20644
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20645
Akodon cursor (rato-do-chdo) — 20646
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20647
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20648
Akodon cursor (rato-do-chdo) — 20649
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20650
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20651
Akodon cursor (rato-do-chdo) — 20652
Nectomys squamipes (Rato d'agua) — 20653
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20654
Marmosops incanus (cuica) — 20655
Marmosops incanus (cuica) — 20656
Didelphis aurita (gamba-de-orelha-preta) — 20657
Rattus rattus (rato-preto) — 20658
Akodon cursor (rato-do-ch&o) — 20659
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20660
Akodon cursor (rato-do-ch&o) — 20661
Akodon cursor (rato-do-ch&o) — 20662
Rattus rattus (rato-preto) — 20663
Akodon cursor (rato-do-chao) — 20664
Monodelphis americana (cuica-de-trés-listras) — 20665
Monodelphis americana (cuica-de-trés-listras) — 20666
Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) - 20394

Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20395

Sangue Total
Sangue Total
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo
Baco e Coagulo

Baco e Coagulo
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Tipo de amostra

Amostra Espécie biol6gica
250/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20396 Baco e Coagulo
251/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20397 Baco e Coagulo
252/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20398 Baco
253/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20399 Baco e Coagulo
254/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20400 Baco e Coagulo
255/18RN Myotis nigricans (morcego-borboleta-preto) — 20401 Baco e Coagulo
256/18RN Artibeus lituratus (morcego-da-cara-branca) — 20402 Baco e Coagulo
257/18RN Artibeus lituratus (morcego-da-cara-branca) — 20403 Baco e Coagulo
258/18RN Artibeus lituratus (morcego-da-cara-branca) — 20404 Bacgo e Coagulo
259/18RN Desmodus rotundus (morcego-vampiro) — 20405 Baco e Coagulo
260/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20406 Bacgo e Coagulo
261/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20407 Bacgo e Coagulo
262/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20408 Baco e Coagulo
263/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20409 Bacgo e Coagulo
264/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20410 Bacgo e Coagulo
265/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20411 Baco e Coagulo
266/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20412 Baco e Coagulo
267/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20413 Bacgo e Coagulo
268/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20414 Baco e Coagulo
269/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20415 Baco e Coagulo
270/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20416 Bacgo e Coagulo
271/18RN Artibeus lituratus (morcego-da-cara-branca) — 20417 Baco e Coagulo
272/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20418 Baco e Coagulo
273/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) — 20419 Bacgo e Coagulo
274/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20420 Baco e Coagulo
275/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20421 Baco e Coagulo
276/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20422 Bacgo e Coagulo
277/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20423 Bacgo e Coagulo
278/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20424 Baco e Coagulo
279/18RN Molossus rufus (molosso-negro) — 20425 Baco e Coagulo
280/18RN Desmodus rotundus (morcego-vampiro) -20426 Bacgo e Coagulo
281/18RN Carollia perspicillata (morcego-de-cauda-curta) -20427 Baco e Coagulo
294/18RN Gallus gallus domesticus (galo) — 1 Coagulo
295/18RN Gallus gallus domesticus (galo) — 2 Coagulo
296/18RN Gallus gallus domesticus (galo) — 3 Coagulo
297/18RN Gallus gallus domesticus (galo) — 4 Coagulo
298/18RN Gallus gallus domesticus (galo) — 5 Coagulo
299/19RN Gallus gallus domesticus (galinha) — 1 Coagulo
301/18RN Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADB10 Sangue Total
302/18RN Sporophila nigricollis (baiano) — ADB35 Sangue Total
303/18RN Cariama cristata (siriema) — ADB60 Sangue Total
304/18RN Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB0O1 Sangue Total
305/18RN Turdus albicollis (Sabia-coleira) — ADBO3 Sangue Total
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Amostra

Espécie

Tipo de amostra

biolégica

306/18RN
307/18RN
308/18RN
309/18RN
310/18RN
311/18RN
312/18RN
313/18RN
314/18RN
315/18RN
316/18RN
317/18RN
318/18RN
319/18RN
320/18RN
321/18RN
322/18RN
323/18RN
324/18RN
325/18RN
326/18RN
327/18RN

Sporophila nigricollis (baiano) — ADB04
Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB05
Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB06

Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADBO7
Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADB08
Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADB09
Dacnis cayana (sai-azul) — ADB11
Turdus flaviceps (sabia-uma) — ADB14
Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADB15

Pitangus sulphuratus (Bentevizinho-de-penacho-vermelho) — ADB28

Nyctidromus albicollis (bacurau) — ADB30
Turdus leucomelas (sabia-barranco) — ADB31
Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB32
Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB33
Leptotila rufaxilla (juriti-gemedeira) — ADB34
Sporophila caerulescens (coleirinho) — ADB36
Volatinia jacarina (tiziu) — ADB37
Sporophila caerulescens (coleirinho) — ADB43
Sicalis flaveola (Canério-da-terra) — ADB46
Troglodites musculus (Corruira) — ADB51
Sicalis flaveola (Canério-da-terra) — ADB56

Stelgidopterix ruficollis (andorinha-serradora) — ADB62

Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total
Sangue Total

Sangue Total
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