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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Leonardo Moerbeck da Costa Moreira

A Febre Maculosa (FM) é uma zoonose re-emergente transmitida por artrépodes com
distribuicdo mundial, que apresentam conexdo de morbi-mortalidade aquelas espécies de
riquétsias encontradas em uma determinada area. O presente estudo teve o objetivo de
analisar a circulagdo de bactérias do género Rickettsia na regido do Macico de Baturite,
Estado do Ceara, regido Nordeste do Brasil, buscando apoiar as a¢fes de saude na regido.
A area de estudo se caracteriza pela presenca de fragmentos florestais e uma complexa
formacéo vegetal fazendo parte do Complexo Mata Atlantica, no interior do Bioma Caatinga.
Reagfes em cadeia da polimerase foram realizadas para a detecgéo de fragmentos de DNA
dos genes gltA e ompA de bactérias do género Rickettsia. Aferiu-se a Frequéncia Minima de
Vetores Infectados (FMVI). A partir de acdes de vigilancia de ambiente e investigacfes de
casos para FM, 1727 espécimes de potenciais vetores de riquétsias foram coletados a partir
de 12 espécies de hospedeiros vertebrados que totalizaram 260 individuos. 887 espécimes
de potenciais vetores foram submetidos a PCR, dos quais 35 foram positivos ao menos para
um dos genes analisados. Treze amostras positivas para ambos 0s genes foram
sequenciadas. A analise filogenética, verificou a presencga de quatro espécies de riquétsias,
sendo trés pertencentes ao Grupo Febre Maculosa (GFM): Rickettsia sp. strain Atlantic
rainforest, que apresenta elevada relacdo filogenética com R. parkeri, R. peacokii e R.
philipii. Essa riquétsia do GFM foi verificada infectando Amblyomma ovale e Rhipicephalus
sanguineus, com FMVI de 11.65% e 3.17%, respectivamente. Esses artropodes infectados
estavam parasitando cdes provenientes dos municipios de Aratuba e Mulungu, o primeiro
municipio com casos confirmados, e 0 segundo ainda sem casos confirmados de FM.
Candidatus Rickettsia andeanae infectando Amblyomma parvum, parasitando animais
silvestres no municipio de Redenc¢éo, ainda sem casos confirmados de FM. Rickettsia felis,
infectando Ctenocephalides felis, e apresentando FMVI de 20.93%; além de Rickettsia bellii
infectando A. nodosum e A. ovale encontrados em tamandua no municipio de Baturité e em
cao no municipio de Guaramiranga, respectivamente. Ambos 0s municipios positivos para
casos de FM. O presente estudo concluiu que A. ovale atua como vetor primario de
Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest, além de ter papel fundamental na manutencdo do
ciclo epidémico na regido. C. felis foi incriminada como potencial vetor capaz de manter o
ciclo de R. felis na regido estudada. Cédes atuam como principal hospedeiro vertebrado no
ciclo epidémico de Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest e no ciclo enzodético de R. felis na
regido estudada. O presente estudo registra pela primeira vez a ocorréncia de Amblyomma
aureolatum, bem como, demonstra pela primeira vez a presenca de Rickettsia sp. strain
Atlantic rainforest em A. ovale e R. sanguineus; Candidatus Rickettsia andeanae em A.
parvum e R. bellii em A. nodosum e A. ovale em area endémica de FM no Estado do Ceara.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Leonardo Moerbeck da Costa Moreira

Spotted Fever (SF) are reemerging arthropod-borne zoonosis with worlwide distribution, featuring
morbidity and mortality rates connected to those Rickettsiae species found in a specific area. The
presente study aims to analyse Rickettsiae circulation in the Macico de Baturité Region, Ceara State,
Northeastern Brazil, seeking support health actions in the region. The study field features forest
fragments and a complex plant formation, resembling itself to the Atlantic rainforest complex, within
the semi-arid brazilian biome (Caatinga). Polymerase chain reaction was performed to detect gltA and
ompA DNA rickettsial gene fragments. Minimum Infected Vectors Frequency (MIVF) was performed.
From government actions of environmental monitoring and investigations of SF human cases, 1727
Rickettsiae potential vectors specimens from were collected from 12 different vertebrate hosts, which
add up to 260 subjects. It was performed PCR to 887 Rickettsiae potential vectors specimens, in
which 35 were positive, at least for one of the analyzed genes. Thirteen positive samples for both
rickettsial genes were sequenced. The phylogenetic analysis performed verified that there were four
different rickettsial species, in which three belonged to Spotted Fever Group (SFG): Rickettsia sp.
strain Atlantic rainforest, which is highly related to R. parkeri, R. peacokii and R. philipii. This SFG
Rickettsiae was infecting Amblyomma ovale and Rhipicephalus sanguineus tick species, which
showed MIVF of 11.65% and 3.17%, respectively. These positive arthropods were parasiting dogs
from the municipality of Aratuba and Mulungu, where the first municipality features confirmed human
cases, and the late has no confirmed SF human cases yet. Candidatus Rickettsia andeanae was
found infecting Amblyomma parvum ticks, which was found parasiting wild animals in the municipality
of Redencdo, still with absence of SF human cases. Rickettsia felis was found infecting
Ctenocephalides felis, and showing MIFV of 20.93%; besides, Rickettsia belli was found infecting
Amblyomma nodosum and Amblyomma ovale parasiting anteater in Baturité municipality and dogs in
Guaramiranga municipality, respectively. Both municipalities have already registered SF human
cases. The present study concludes that A. ovale plays a role as a primary vector of Rickettsia sp.
strain Atlantic rainforest, and also it has a fundamental role of maintenance the epidemic cycle in the
studied region. C. felis was characterized as the potential vector of keeping R. felis cycle within the
studied region. Dogs make a role as the main vertebrate host within the epidemic cycle of Rickettsia
sp. strain Atlantic rainforest and within the enzootic cycle of R. felis in the studied area. The present
study records Amblyomma aureolatum, as well as, Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest infecting A.
ovale and R. sanguineus; Candidatus Rickettsia andeanae infecting A. nodosum; R. bellii infecting A.
ovale and A. nodosum; by the first time within endemic SF area in the Ceard State, northeastern
Brazil.
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1 INTRODUCAO

Riquetsioses sd0 moléstias re-emergentes causadas por bactérias Gram
negativas, pleomorficas, intracelulares obrigatorias, pertencentes a classe das
Alphaproteobactérias da ordem Rickettsiales transmitidas por artrépodes com
distribuicdo mundial (Parola et al 2013). A Febre Maculosa (FM) € uma zoonose com
conexdo de morbi-mortalidade as espécies de riquétsias existentes em determinada
area, compartilhando de elementos epidemiolégicos (Rudakov et al 2003).

A ordem Rickettsiales é composta por duas familias: Anaplasmataceae,
constituida por espécies dos géneros: Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia e
Wolbachia; e Rickettsiaceae, de importancia na saude publica, constituida por
espécies dos géneros Orientia e Rickettsia (Dumler et al 2011).

Apesar de divergéncias quanto a caracterizacdo fenotipica e genotipica,
tradicionalmente, o género Rickettsia é formado por trés grupos: Grupo Tifo (GT)
constituido por R. prowazekii transmitida por artrépodes da ordem Phthiraptera
(piolhos) e R. typhi por artrépodes da ordem Siphonaptera (pulgas); Grupo Ancestral
formado por R. bellii e R. canadensis, ambas de patogenicidade desconhecida a
humanos; e Grupo Febre Maculosa (GFM) composto por mais de 20 espécies do
género Rickettsia, como por exemplo: Candidatus R. amblyommii; Candidatus R.
andeanae; R. aeschlimannii; R. africae; R. australis; R. conorii subs. céspia; R.
conorii subs. conorii; R. conorii subs. indica; R. conorii subs. israelenses; R.
heilongjiangensis; R. helvética; R. honei; R. japonica; R. massilae; R. monacensis;
R. parkeri; R. philipii; R. raoultii; R. rickettsii; R. sibirica subs. mongolitimonae; R.
sibirica subs. sibirica; R. slovaca; R. sp. strain Atlantic rainforest ou Bahia e R.
tamurae todas vetoradas por ixodideos (carrapatos duros), a excecao R. akari e R.
felis, transmitidas por acaros e pulgas, respectivamente (Blair et al 2004, Gillespie et
al 2008, Parola et al 2013).

Dentre as riquétsias causadoras de FM destaca-se R. rickettsii, isolada pela
primeira vez nos E.U.A. em 1909. Esta espécie apresenta maior viruléncia a
humanos e é o agente etiolégico da “Rocky Mountain Spotted Fever’ (Febre
Maculosa das Montanhas Rochosas - FMMR) nos E.U.A. (Parola, Paddock e Raoult
2005), conhecida no Brasil como Febre Maculosa Brasileira (FMB), ou “Fiebre
Manchada” na Argentina, Costa Rica, México, Panama e Coldémbia, também

chamada neste ultimo pais de “Fiebre de Tobia” (Dias e Martins 1938, Hidalgo et al



2007, Parola et al 2013).

A FMB é uma moléstia reconhecida no Brasil desde o final dos anos 1920
(Dias e Martins 1938). Segundo Monteiro e Fonseca (1932), carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense sensu lato foram capazes de transmitir o agente etiologico,
R. rickettsii, para animais de laboratorio, e através da forma transovariana para sua
prole. Recentemente, Pinter e Labruna (2006) demonstraram a capacidade de ninfas
de Amblyomma aureolatum transmitirem o agente etiologico da FMB em cobaios,
aumentando assim o numero de vetores de R. rickettsii.

Os sinais e sintomas mais comuns em pacientes diagnosticados com FMB
sdo: febre alta, geralmente acompanhada de cefaleia, ndusea, vémito, anorexia e
mialgia. Manifestacbes severas podem incluir pneumonia, edema pulmonar,
gangrena, faléncia renal aguda e sindromes encefalicas agudas, como: confusdo
mental, convulsdo e coma (Lemos 2001). Os sinais e quadro sintomatolégico da FM
no Brasil varia de acordo com as regides envolvidas nos casos humanos, na regiao
Sudeste a maioria quase absoluta dos casos evolui ao Obito associados a R.
rickettsii, ao passo que na regido Sul e Nordeste os casos ndo evoluem ao 6bito
além dos pacientes apresentarem, com maior frequéncia, erupcao -cutanea
generalizada, linfonodos infartados, lesbes de mucosa e escaras de inoculagdo no
sitio de fixacdo do vetor, sendo esses casos associados a R. parkeri ou Rickettsia
sp. strain Atlantic forest (Labruna 2009, Silva et al 2011, Spolidorio et al 2010).

Diferentes espécies de carrapatos sao identificadas como vetores de
riquétsias em diferentes regides do globo terrestre. Nos EUA, os principais
carrapatos vetores sdo Dermacentor andersoni, D. variabilis, Amblyomma
cajennense sensu lato e Rhipicephalus sanguineus (Parola, Labruna e Raoult 2009)
ademais, R. rickettsii j& foi encontrada infectando naturalmente carrapatos de outras
espécies como: A. americanum nos EUA (Breitschwerdt et al 2011), A. imitator no
México (Oliveira et al 2010), A. nitens no Panama (Bermudez et al 2009) e
Haemaphysalis leporispalutris na Costa Rica (Hun et al 2008). No Brasil, as espécies
A. cajennense sensu lato e A. aureolatum séo vetores comprovados de R. rickettsii,
em areas endémicas de FMB (Pinter e Labruna 2006). A. cajennense sensu lato é a
principal espécie de carrapato vetor na América do Sul (Labruna et al 2011).

Até o inicio do século XXI apenas trés espécies de riquétsias eram
reconhecidas como circulantes na América do Sul, por intermédio de evidéncias
clinicas e soroldgicas, ainda assim, somente uma dessas espécies pertencia ao
GFM - R. rickettsii (Labruna 2009).



A partir de 2007, com o advento de técnicas moleculares outras espécies de
riquétsias do Grupo Febre Maculosa (RGFM), passaram a ser identificadas no Brasil
infectando ixodideos e também relacionadas em casos humanos, como é o caso da
espécie Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest relacionada a dois casos clinicos de
FM (Silva et al 2011, Spolidorio et al 2010), e que ja foi encontrada em carrapatos
das espécies Amblyomma aureolatum, Amblyomma ovale e Rhipicephalus
sanguineus, todos em regido de Mata Atlantica (Barbieri et al 2014, Medeiros et al
2011). Rickettsia parkeri identificada infectando carrapatos da espécie Amblyomma
triste (Silveira et al 2007); Rickettsia felis infectando pulgas do género
Ctenocephalides nas cinco regides geopoliticas do pais (Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul) (Horta et al 2014).

Outras espécies que apresentam potencial de patogenicidade desconhecido
também ja foram detectadas no Brasil: Rickettsia rhipicephali infectando
Haemaphysalis juxtakochii e cées, que apresentaram evidéncias sorolégicas quanto
ao prévio contato com este agente (Labruna et al 2005, Labruna et al 2007);
Rickettsia monteiroi infectando Amblyomma incisum na regido sudeste (Pacheco et
al 2011); Candidatus Rickettsia amblyommii infectando A. longirostre (Labruna et al
2011). Rickettsia bellii infectando pelo menos 11 espécies de ixodideos: A. ovale, A.
oblongoguttatum, A. scalpturatum, A. humerale, A. rotundatum, A. aureolatum, A.
dubitatum, A. incisum, A. nodosum, Ixodes loricatus e Haemaphysalis justakochi.
(Labruna et al 2011); e mais recentemente, Candidatus Rickettsia andeanae
infectando A. parvum nos Estados do Mato Grosso do Sul e do Piaui (Nieri-Bastos et
al 2014). Espécies de RGFM registradas apenas em vetores séo referenciadas
como de patogenicidade desconhecida, contudo, quando diagnosticadas em casos
humanos e associadas ao quadro sintomatolégico semelhante ao de FM, passam a
integrar o GFM, como por exemplo, R. parkeri (Paddock et al 2004, Romer et al
2011).

Atualmente, sabe-se que no ciclo enzodtico de RGFM, artropodes podem
atuar como vetores, bem como reservatérios (Parola e Raout 2001), além de serem
diagnosticadas em diferentes espécies de carrapatos, a partir do fragmento de
genes de DNA dessas bactérias (Parola et al 2013).

Sabidamente, vetores e hospedeiros de riguétsias variam no tempo e
espaco. R. rickettsii tem sido descrita como 0 agente etiologico da FMB transmitida
pelo carrapato A. cajennense sensu lato desde a década de 1920 (Dias e Martins,
1938). Ja com o advento da biologia molecular, p6de-se constatar a ocorréncia de R.
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rickettsii em A. aureolatum (Pinter e Labruna, 2006), A. cajennense sensu lato
(Guedes et al. 2005), C. felis, R. sanguineus (Gehrke et al. 2009) e A. dubitatum
(Moura-Martiniano et al. 2014). Assim, diferentes espécies de carrapatos, e também
pulgas passaram a ser consideradas importantes na transmissdao de RGFM no
Brasil. A importancia do cdo (Canis familiaris) e de outros animais domésticos e
silvestres nas RGFM foi pela primeira vez assinalada em 1933, em uma lista
publicada em Minas Gerais por Octavio de Magalhaes e Adyr Rocha (Lemos 1991).

No Brasil, casos de oObito de FM vinculados & R. rickettsii ocorrem em sua
maioria quase absoluta na regido sudeste, principalmente no Estado de Séao Paulo,
frequentemente associados a A. cajennense sensu lato e A. aureolatum (Labruna
2009). Nos dultimos anos, novos casos de FM em pacientes apresentando
sintomatologia diferente da forma classica, e posteriormente, identificando o agente
etioldgico como Rickettsia sp. strain Atlantic Forest, foram observados nos Estados
de Séo Paulo - em é&rea de reserva florestal de Mata Atlantica, e Bahia - parque
nacional que possui uma variedade de ecossistemas — (Spolidorio et al 2010, Silva
et al 2011). Investigacbes de potenciais vetores foram realizadas em diferentes
areas de Mata Atlantica no pais incriminando A. ovale como o possivel vetor dessa
nova cepa de riquétsia. Ademais, formas adultas séo frequentemente encontradas
em cdaes localizados em éareas rurais e proximos a ambientes florestais (Szabo et al
2013).

Em 2010, o Estado do Ceara registrou seu primeiro caso confirmado de FM,
mais precisamente na regido do Maci¢co de Baturité, no municipio de Aratuba. Nos
anos seguintes, de 2011 a 2014 houve a confirmacdo de mais oito casos nos
municipios de Aratuba (um caso), Baturit¢ (um caso), Fortaleza (um caso),
Guaramiranga (quatro casos) e Pacoti (um caso), todos 0s municipios pertencentes
a regidao do Macico de Baturité, area de estudo do presente trabalho, a excecéo do
municipio de Fortaleza, capital do Estado do Ceara (SINAN/SVS/MS, 2015). Em que
pese, algumas notificacfes ainda permanecem sem confirmagéo pela auséncia de
provas laboratoriais ou pela auséncia de avaliagéo de risco de areas com circulagéo
de riquétsias.

A regido do Macico de Baturité possui caracteristicas particulares de floresta
de inclusdo do complexo florestal de Mata Atlantica tropical dentro do bioma
Caatinga, cujo os focos caracterizam-se como areas de borda de fragmentos
florestais com proximidade aos ambientes rural e peri-urbano. O comportamento dos

animais domeésticos, em particular os cées pertencentes as comunidades locais,
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bem como os préprios humanos, que transitam livremente a mata, somados a
presenca de animais silvestres parasitados por diferentes artropodes, associados as
condi¢cdes geo-climaticas especificas da area do presente estudo, propiciam um
ambiente favoravel a concentracdo de potenciais vetores de riquétsias, bem como o
aparecimento de casos de Febre Maculosa.

Apesar de casos confirmados de FM, frente & presenca de riquétsias
patogénicas em diferentes regides do pais, a caracterizagcdo do ciclo enzootico e
epidémico desses bioagentes ainda € incipiente, ndo sendo possivel um

direcionamento adequado das politicas de saude publica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a circulacdo de bactérias do género Rickettsia na regido do Macico

de Baturité, Estado do Ceard, buscando apoiar as acfes de saude na regiao.

2.2 Objetivos Especificos

- ldentificar a fauna de ectoparasitos potenciais vetores de riquétsias e de
seus hospedeiros vertebrados.

- Identificar as riquétsias circulantes em potenciais vetores.

- Analisar parametros eco-epidemiol6gicos associados aos focos de febre

maculosa.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areade Estudo

O estudo foi realizado em nove municipios da regido do Macico de Baturité
(Aracoiaba, Aratuba, Baturité, Capistrano, Guaramiranga, Itapiuna, Mulungu, Pacoti
e Redencdo), Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco de 2013.

A regido do Macico de Baturité se caracteriza pela presenca fragmentos
florestais e uma complexa formacgéo vegetal com caracteristicas gerais de floresta
tropical umida, que atualmente fazem parte do Complexo florestal da Mata Atlantica,
representando um ambiente de excecao no interior do bioma Caatinga (Figs. 1 e 2).
A faixa de temperatura anual (19 a 22°C) é atenuada devido as partes mais elevadas
do relevo, com até 600m. Tais caracteristicas morfolégicas e climéaticas da regido
desempenham papel singular isolando fisicamente as espécies que ocorrem nesta
regiao (Fig. 3) (Workshop Mata Atlantica do Nordeste, 1993).



) PALMAciA

PAC ‘ACARAPE
\:L “He REDL

N
MULUNGU . /M \ BARREIRA
. \w] TURITE

NS
0 ARATOBA ARACOIAEA”’

Jv“x,cms\wno "3 * OCARA
ITAPIONA ‘f_\_] , \

\

Figura 1 — Mapa do Brasil, Estado do Ceara, destacando os municipios formadores

da Regido do Macico de Baturité.




Figura 2 — Fotos da regiao do Macico de Baturité, Estado do Ceara onde foram
realizadas as coletas de potenciais vetores de riquétsias, no periodo de Abril de
2011 a Marco de 2013 exemplificando os diferentes ambientes da regido - A:
ambiente rural; B: ambiente de fragmento florestal com complexa formagéo vegetal

de Mata Atlantica; C: ambiente peri-domiciliar.



TIPOS CLIMATICOS

Figura 3 — Caracterizacdo climatica do Estado do Ceara, destacando a regido do
Macico de Baturité. Azul escuro: Clima Tropical Subquente Subumido; Azul claro:
Clima Tropical Quente Umido; Verde: Clima Tropical Quente Subumido; Amarelo:
Clima Tropical Quente Semi-Arido Brando; Laranja: Clima Tropical Quente Semi-
Arido.

3.2 Coleta de Ectoparasitos

Todas as coletas de potenciais vetores de riquétsias ocorreram durante
vigilancia de ambiente e investigacdo de casos para Febre Maculosa pela 42
Coordenadoria Regional de Saude da Secretaria Estadual de Saude do Ceara (4°
CRES/SES/CE).

Animais domésticos foram submetidos ao processo de escovacgdo e catacao
ativa de ectoparasitos, bem como animais silvestres, que foram recolhidos,
devidamente tratados e abrigados, pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres do
Ibama no Estado do Ceard. Ja os roedores capturados foram contidos
mecanicamente, com o0 auxilio de pincas, e escovados para a retirada de
ectoparasitos (Fig. 4A), seguindo a técnica utilizada pela equipe de campo do
programa de controle e vigilancia do foco de peste bubénica da Fundacdo Nacional
de Saude (Carvalho, 1999).

Vetores apteros em humanos (Homo sapiens Linnaeus, 1758) foram obtidos
através da entrega voluntaria dos espécimes por pessoas parasitadas durante as
acOes de vigilancia de ambiente e investigacdo de casos. Somente ectoparasitos

coletados em sitios de fixacdo evidentes as equipes de campo foram considerados
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como oriundos de humanos (Fig 4B). Todos os carrapatos foram removidos dos
hospedeiros através de torcdo em torno do proprio eixo longitudinal do idiossoma,
com a finalidade de preservar a integridade morfologica para a diagnose. Quanto a
coleta em ambiente, utilizou-se a técnica de arrasto e busca ativa direta em areas
rurais e peri-urbanas proximas da borda de mata e em regido peri-domiciliar ou em
area apontada como provavel local de infestacdo por ectoparasitos. Todos 0s
ectoparasitos coletados foram depositados em microtubos de 1.5mL contendo
isopropanol P.A., sendo identificados por fichas de encaminhamento de amostras

pela equipe de vigilancia de ambiente e investigacdo de casos de Febre Maculosa.
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Figura 4 — A: Foto de R. sanguineus parasitando roedor capturado durante
vigilancia de ambiente e investigacdo de casos de FM, na regido do Macico de
Baturité, Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco de 2013. B: Escara
de inoculacdo no sitio de fixacdo de potencial vetor de riquétsias em humano

morador da regido do Maci¢o de Baturité.
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3.3 Amostragem de Hospedeiros Vertebrados

As diferentes espécies de hospedeiros vertebrados obtidos para a coleta de
potenciais vetores de riquétsias foram: cao (Canis familiaris Linnaeus, 1758); cavalo
(Equus caballus Linnaeus, 1758); gato (Felis catus Linnaeus 1758); jumento (Equus
asinus Linnaeus, 1758); cervideo; tamandua (Fam.: Myrmecophagidae), tatu (Fam.:
Dasypodidae); guaxinim (Fam.: Procyonidae) e roedores (Cerradomys spp. Weksler
Percequillo Voss, 2006) e (Oligoryzomys spp. Bangs, 1900).

Os animais domésticos — cao, cavalo, gato e jumento — foram obtidos durante
investigacdo de areas de foco de Febre Maculosa pela equipe de vigilancia de
ambiente e investigacdo de casos para Febre Maculosa da 4 CRES/SES/CE.

Os animais silvestres como roedores, foram capturados com o auxilio de
armadilhas tipo Sherman e Tomahawk, iscadas com banana e mandioca e
identificados através de caracteres externos seguindo Emmons e Feer 1997 e
revalidados por Bonvicino et al (2008). Ja os demais animais silvestres como
cervideo, guaxinim, tamandua e tatu foram capturados no entorno da mata que
apresentava atividade antropica dos municipios da regido do Macico de Baturité e
foram classificados através de caracteres externos até o menor nivel taxondmico
possivel pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres do lbama no Estado do

Ceara.

3.4 Triagem e Identificac&o dos Ectoparasitos

Uma vez realizada a coleta em campo, todos 0s potenciais vetores de
riquétsias foram encaminhados ao Laboratério Central do Estado do Ceara
(LACEN/CE) e, posteriormente, encaminhados ao Laboratorio Referéncia Nacional
de Vetores das Riquetsioses (LIRN/IOC/FIOCRUZ), seguindo o fluxo estabelecido
pela Rede Nacional de Vigilancia de Ambiente da Febre Maculosa e outras
Riguetsioses.

Os carrapatos foram taxonomicamente identificados seguindo Amorim e Serra-
Freire (1999) para estagio larval; Martins et al (2010) para estagio de ninfa, Aragéo e
Fonseca (1961), Barros-Battesti et al (2006) para estagio adulto. Linardi e
Guimardes (2000); Price et al (2003) e Krantz (2009) foram utilizados para

classificacdo taxonémica de pulgas, piolhos e acaros, respectivamente.
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3.5 Pesquisa de Bioagente

Os espécimes foram dispostos em microtubos de 1.5mL, individualmente ou
reunidos em grupos. Esses grupos foram formados por individuos da mesma
espécie, estagio de desenvolvimento (larva, ninfa e adulto) e sexo. Além disso, todos
individuos que formaram um mesmo grupo, foram provenientes do mesmo
hospedeiro vertebrado. Posteriormente, as amostras foram submetidas a extracao
de DNA gendmico, PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), purificacdo do
fragmento de DNA amplificado considerado positivo, clonagem e sequenciamento do

mesmo.

3.5.1 Extracdo de DNA genémico

O DNAg das amostras foi obtido através da técnica de extracdo enzimética
previamente descrita por Aljanabi e Martinez, 1997.

Apés a retirada de todo o conteudo liquido (isopronanol P.A.) no microtubo,
0s potenciais vetores ali contidos foram imergidos em nitrogénio liquido por 20
segundos, e triturados com pistilos de vidro previamente esterilizados em autoclave
a 121°C por 30min. Em seguida o material macerado foi submetido as seguintes
etapas:

Ressuspensédo em 400uL de solugao “Buffer” A (NaCl a 0.4M; EDTA a 2mM
pH 8.0 e Tris Hcl a 10mM pH 8.0);

Adicdo 40uL de solugdo SDS a 20% e 8upL de solugao Proteinase K
(Invitrogen®) a 0.4 mg/mL;

Homogeneizacao em vortex por 30s;

Banho maria a 55°C — 56°C por duas horas;

Adicdo de 300l de solugéo NaCl 6M;

Homogeneizacédo em vortex por 30s;

Centrifugacéo a 10.000 rpm por 30 min;

Transferéncia do sobrenadante (600uL) para um novo microtubo de 1.5mL
DNAse e RNAse “free”;

Adicao de 600uL de isopropanol P.A;;

Armazenamento das amostras em freezer -20°C por duas horas;

Centrifugacao a 10.000 rpm por 10 min;

Descarte do sobrenadante e ressuspensédo em 600uL com etanol 70°GL;

Centrifugacéo a 10.000 rpm por 10 min;
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Descarte do sobrenadante

Ressuspenséao em 25uL em agua Mili-Q®;

Armazenamento em freezer -20°C.

Todas as amostras extraidas foram submetidas a PCR para ITS2 (espacador

transcrito interno) dos potenciais vetores buscando validar o protocolo de extracao.

3.5.2 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

Todas as amostras foram processadas para deteccao de fragmentos de DNA
bactérias do género Rickettsia spp. utilizando oligonucleotideos para amplificar
fragmentos do gene citrato sintase (gltA), género-especificos, e do gene da proteina
de membrana externa A (gene ompA), grupo febre maculosa (GFM) especifico (Tab.
1). Nas reacbes de PCR foram utilizadas solu¢cdes de 100 a 150ng DNA (1pL);
19.4uL agua MiliQ®; 2.5uL Buffer 10X sem MgCl,; 0.8uL de MgCl,; 0.2uL de solugéo
dNTP a 2.5mM; 0.5uL de cada oligonucleotideo a 10uM e 0.1uL de Tagq DNA-
polimerase Platinum® a 5U/uL, totalizando 25uL de produto final. Todas as reagdes
realizadas apresentavam o ciclo de 94°C 3'30” [94°C 30", 48°C ou 55°C 30", 72°C
1’/Kb] 40 ciclos; 72°C 7’; 20°C «. As temperaturas de anelamento na PCR variavam
de acordo com o gene pesquisado, ou seja, para amplificacdo da regido CS2 e CS4
relativa ao gene gltA de Rickettsia spp. a temperatura de anelamento na reacéo foi
de 48°C, ja para as reacgdes correspondentes ao gene ompA, a temperatura de
anelamento foi de 55°C. Como controle positivo, utilizou DNAg de R. rickettsii (Pinter
e Labruna, 2006) e como controle negativo agua Mili-Q®. Apds realizacdo da PCR,
todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%,
coradas com brometo de etideo e observada em luz ultravioleta no transiluminador
DNR Mini Bis Pro Uniscience®, com a finalidade de visualizar o fragmento de DNA
amplificado (Sambrook & Russel, 2001).
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Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos

fragmentos dos genes riquetsiais.

. ] R Produto do
Gene Oligonucleotideo Sequéncia Nucleotidica (5’->3’)
Fragmento (pb)
A* CS-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 101
J CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGA
At CS-239 GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 834
J CS-1069 CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
| Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
ompA’ 532
Rr190.602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

Labruna et al (2004); 'Regnery et al (1991).

3.5.3 Purificacdo, Clonagem e Sequenciamento

Todas as amostras positivas para ambos os genes foram purificadas
utilizando o sistema HiYield™ Gel/PCR DNA Mini Kit (Real Genomics™) de acordo
com as instrugdes contidas no manual do fabricante. O produto final purificado foi
quantificado no NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) através da aplicacao direta de
1uL de amostra. As purificacdes que apresentavam DNA em quantidade suficiente
foram utilizadas em reagdes de sequenciamento que totalizavam 10puL e continham:
1pL de Reaction Kit; 1.5uL de BigDye Sequencing Buffer (5X); 1uL do mesmo
oligonucleotideo iniciador utilizado nas reac¢des de PCR inicial (senso ou antissenso)
na concentracdo de 3.2pmol; volume de amostra contendo DNA a ser sequenciado
(5 a 20ng para fragmentos com tamanhos entre 500-1000pb) e agua Mili-Q para
completar o volume. A ciclagem béasica para reacdo de sequenciamento com o
BigDye Terminator Cicle Sequencing Kit v3.1 foi: 96°C 1’ [96°C 15”; 50°C 15”; 60°C
4’] 25 a 40 ciclos e 4°C a 8°C~. Apds a reagdo no termociclador as placas de
sequenciamento passaram por uma etapa de precipitacdo do material antes de
serem analisadas pelo sequenciador ABI 3130x1 — Applied Biosystems®.

Das amostras positivas obtidas ap0s o sequenciamento da por¢do CS4 do
gene gltA, trés amostras (LIC 4316, LIC 4317 e LIC 4328) foram escolhidas para
analise posterior e os oligonucleotideos iniciadores CS-78 e CS-323; Rr190.70p e
Rr190.602n foram utilizados para amplificar a por¢cdo CS2 do gene gItA e a porgao
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inicial do gene ompA, respectivamente. Para essas trés amostras de DNA, os trés
fragmentos amplificados (CS2, CS4 e ompA) foram clonados utilizado o sistema
TOPO® TA Cloning® com pCR™4-TOPO TA Vector de acordo com as
especificacdes do fabricante. Os clones foram sequenciados com oligonucleotideos
M13F e M13R.

3.5.4 Analise das Sequéncias

O produto final do sequenciamento foi analisado e editado pelo programa
SEQMAN® do pacote de programas para Windows Lasergene DNASTAR™. As
sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com as sequéncias de
riquétsias previamente depositadas e disponiveis no banco de dados do GenBank
utilizando oS algoritmos BLASTN e BLASTP, respectivamente
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLASTY/).

3.5.5 Analise Filogenética

Para a reconstrucéo filogenética, foi utilizado o método (Neighbor-joining) no
programa MEGA 5.2 (Tamura et al 2011). As sequéncias analisadas foram
previamente alinhadas utilizando a ferramenta ClustalW disponivel no mesmo
programa. O modelo evolutivo escolhido foi Kimura dois-parametros com 1000

repeticdes e exclusdo dos “gaps” presentes no alinhamento.

3.5.6 Frequéncia Minima de Vetores Infectados (FMVI)

O resultado do calculo deste indicador permite inferir, com seguranca, a
frequéncia minima de vetores infectados de uma dada espécie em uma determinada
area. A FMVI foi calculada para cada espécie apds obter os resultados na PCR
(Burket et al 1998).

FMVI = n® de amostras positivas para cada espécie

n° total de vetores de cada espécie
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4 RESULTADOS

4.1 Hospedeiros Vertebrados Obtidos na Area de Estudo

Os hospedeiros vertebrados parasitados por possiveis vetores de riquétsias
totalizaram 260 espécimes durante vigilancia de ambiente e investigacdo de casos
para Febre Maculosa pela 4 Coordenadoria Regional de Saude da Secretaria
Estadual de Saude do Ceara (4* CRES/SES/CE) (Tab. 2).

Tabela 2 — Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de hospedeiros vertebrados com
potenciais vetores riquétsias (carrapato, pulga, piolho e acaro) coletados em
diferentes municipios da regido do Macico de Baturité Estado do Ceara, no periodo
de Abril de 2011 a Margo de 2013.

Hospedeiro Vertebrado n %
Canis familiaris 188 72.3
Bos taurus 28 10.8
Equus asinus 18 6.9
Equus caballus 6 2.3
Felis catus 3 1.2
Cerradomys sp. 5 1.9
Oligoryzomys sp. 4 15
Cervidae 1 0.4
Dasypodidae 1 0.4
Myrmecophagidae 1 0.4
Procyonidae 1 0.4
Homo sapiens 4 15
TOTAL 260 100
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4.2 Distribuicdo de Artropodes Coletados e Identificados

Dos 1727 potenciais vetores de riquétsias identificados, 824 foram
provenientes de Aratuba, municipio que apresentou o primeiro caso de FM na regiao
do Macico de Baturité. A procedéncia dos demais potenciais vetores de riquétsias é
demonstrada na tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de potenciais vetores de riquétsias
(carrapatos, pulgas, piolhos, acaros) coletados em diferentes municipios da regiao
do Macico de Baturité Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco de
2013.

Regido Municipio n %
Aracoiaba 167 9.67
Aratuba * 824 47.71

Baturité * 96 5.56

Capistrano 111 6.43

Macico de Baturité Guaramiranga * 100 5.79
Itapiuna 48 2.78

Mulungu 259 15

Pacoti * 24 1.39

Redencéo 98 5.67

TOTAL 1727 100

* = Municipios com casos confirmados de Febre Maculosa (Fonte: SINAM, 2015).

Do total de potenciais vetores de riquétsias coletados na regido estudada,
ectoparasitos encontrados sobre animais de importancia zootécnica corresponderam
a frequéncia relativa de 41.7%, ao passo que artropodes coletados em animais de

companhia totalizaram 47.3% (Tab. 4).
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Tabela 4 — Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de potenciais vetores de riquétsias

coletados sobre hospedeiros vertebrados e no ambiente na regido do Macico de
Baturité Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marc¢o de 2013.

Ectoparasitos

Hospedeiro Carrapatos Pulgas Piolhos Acaros TOTAL

n % n % n % n % n %
Canis familiaris 748 43.31 60 3.47 5 0.29 0 0 813  47.07
Bos taurus 331 19.17 0 0 0 0 0 0 331 19.17
Equus asinus 289 16.73 0 0 0 0 0 0 289 16.73
Equus caballus 100 5.79 0 0 0 0 0 0 100 5.79
Homo sapiens 4 0.23 0 0 0 0 0 0 4 0.23
Felis catus 0 0 4 0.23 0 0 0 0 4 0.23
Dasypodidae 13 0.75 0 0 0 0 0 0 13 0.75
Cervidae 7 0.41 0 0 0 0 0 0 7 0.41
Myrmecophagidae 7 0.41 0 0 0 0 0 0 7 0.41
Procyonidae 2 0.12 0 0 0 0 0 0 2 0.12
Oligoryzomys sp. 2 0.12 4 0.23 0 0 27 1.56 33 1.91
Cerradomys sp. 1 0.06 1 0.06 0 0 46 2.66 48 2.78

Ambiente 71 4.11 5 0.29 0 0 0 0 76 4.4
TOTAL 1575 91.21 74 4.28 5 0.2 73 4.22 1727 100

Dos 1727 potenciais vetores de riquétsias obtidos no presente estudo,

identificou-se 17 espécies de artrépodes na area estudada (Tab. 5). Dessas 17

espécies identificadas, 15 foram submetidos a PCR, totalizando 887 espécimes.

Todos os espécimes de &caro e piolho submetidos a PCR foram negativos

qguanto a infeccéo por bactérias do género Rickettsia. Os Unicos espécimes de pulga

gue ndo foram submetidos a PCR Pulex irritans e Polygenes bohlsi bohlsi, estéo

depositados na Colecdo de Artropodes Vetores Apteros de Importancia em Salde
das Comunidades (CAVAISC) sob os codigos CAVAISC-SIPHO 185 e CAVAISC-
SIPHO 186, respectivamente (Tab. 6).



Tabela 5 — Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) das espécies de potenciais vetores de riquétsias coletados na regido do Macico de

Baturité Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Mar¢o de 2013.

Municipio

Vetor Aracoiaba Aratuba Baturité Capistrano Guaramiranga Itapiuna Mulungu Pacoti Redencéo TOTAL

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
A. aureolatum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 006 O 0 1 0.06
A. cajennenses.l. 0 0 1 006 O 0 2 012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 017
A. longirostre 0 0 1 006 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.06
A. nodosum 0 0 0 0 7 041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 041
A. ovale 0 0 98 567 2 0.12 2 012 17 098 O 0 51 295 5 029 1 0.06 176 10.19
A. parvum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0.87 15 0.87
Amblyomma sp. 0 0O 68 394 O 0 0 0 4 023 O 0 0 0 0 0 0 0 72 4.16
A. tigrinum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.06 1 0.06
'A. nitens 57 33 131 759 5 029 28 12 65 376 22 127 77 446 8 046 46 266 439 2542
B. microplus 31 1.8 181 1048 55 3.18 55 3.18 1 006 O 0 2 012 0 0 21 122 346 20.03
R. sanguineus 75 434 223 129 27 156 24 139 10 058 21 122 113 654 7 041 14 081 514 29.76
C. felis 4 023 37 214 O 0 0 0 3 017 5 029 16 093 3 017 O 0 68 3.94
P. bohlsi bohlsi 0 0 1 006 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.06
'P. irritans 0 0 1 006 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0.06
X. cheopis 0 0 4 023 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0.23
G. tiptoni 0 0 73 423 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 73 4.23
H. spiniger 0 0 5 029 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0.29
TOTAL 167 9.67 824 47.71 96 556 111 .43 100 578 48 278 259 15 24 139 98 568 1727 100

A: Amblyomma; s.I.: Sensu lato; 'A: Anocentor; B: Boophilus; R: Rhipicephalus; C: Ctenocephalides; P: Polygenis; 'P: Pulex; X: Xenopsylla; G: Gigantolaelaps; H: Heterodoxus.

21



Tabela 6 - Frequéncia absoluta das espécies de potenciais vetores submetidos a PCR e frequéncia absoluta de positivos a presenca de

fragmentos de DNA de Rickettsia coletados na regido do Maci¢o de Baturité Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco de

2013.
Municipio
Aracoiaba Aratuba Baturité Capistrano Guaramiranga Itapiuna Mulungu Pacoti Redencéao TOTAL
vetor PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos PCR Positivos
A. aureolatum 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 0 0 - 1 0
A. cajennense s. | 0 - 1 0 0 - 2 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 3 0
A. longirostre 0 - 1 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 1 0
A. nodosum 0 - 0 - 3 2 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 3 2
A. ovale 0 - 64 6 1 0 1 0 11 2 0 - 33 4 3 0 1 114 12
A. parvum 0 - 0 - 0 - 0 - - 0 - 0 - 0 - 9 2 9 2
Amblyomma sp. 0 - 68 0 0 - 0 - 0 0 - - 0 - 0 - 72 0
A. tigrinum 0 - 0 - 0 - 0 - - 0 - - 0 - 1 0 1 0
'A. nitens 30 0 58 0 2 0 16 0 19 0 13 0 27 2 6 0 22 0 193 2
B. microplus 6 0 62 0 11 0 15 0 1 0 0 - 2 0 0 - 7 0 104 0
R. sanguineus 18 0 142 2 8 0 16 0 6 0 11 2 77 3 5 0 11 0 294 7
C. felis 2 0 33 3 0 - 0 - 3 0 5 0 14 7 3 0 0 - 60 10
P. bonhlsi bohlsi 0 - - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - -
P. irritans 0 - - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - -
X. cheopis 0 - 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0
G. tiptoni 0 - 26 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 26 0
H. spiniger 0 - 3 0 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 3 0
TOTAL 56 0 461 11 25 2 50 0 44 2 29 2 153 16 18 0 42 2 887 35

A: Amblyomma; s.I.: Sensu lato; 'A: Anocentor; B: Boophilus; R: Rhipicephalus; C: Ctenocephalides; P: Polygenis; 'P: Pulex; X: Xenopsylla; G: Gigantolaelaps; H: Heterodoxus.
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4.3 Andlise das Sequéncias

Das amostras consideradas positivas, treze foram sequenciadas para a regido
denominada CS4 do gene gltA. A figura 5 demonstra o resultado da arvore
filogenética e pode-se verificar que ha quatro diferentes espécies de bactérias do
género Rickettsia sp. na regido do Macico de Baturité. A andalise demonstrou a
presenca da espécie Rickettsia felis em seu vetor mais comum, pulgas da espécie
Ctenocephalides felis. Este artrépode foi encontrado em dois municipios parasitando
animais domeésticos (caes — Canis familiaris e gatos — Felis catus) em um municipio
com caso de FM j& confirmado (Aratuba) e outro sem caso confirmado de FM
(Mulungu).

Um carrapato da espécie Amblyomma parvum encontrado em cervideo
apresentou infeccdo por Candidatus Rickettsia andeanae, no municipio de
Redencéo, localidade esta que ainda ndo apresenta casos confirmados de FM.

Rickettsia bellii foi encontrada em duas espécies de carrapato (Amblyomma
nodosum e Amblyomma ovale), em dois municipios com casos ja confirmados de
FM, Baturité e Guaramiranga, respectivamente.

Dentre todas as sequéncias, seis (46%) apresentaram identidade
filogeneticamente proxima a Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest. Dessas
sequéncias, cinco foram provenientes de ixodideos da espécie A. ovale e uma de
Rhipicephalus sanguineus, todos potenciais vetores encontrados parasitando cées
(C. familiaris). Quatro sequéncias provenientes de Aratuba (municipio com casos
confirmados de FM) e duas sequéncias de Mulungu (municipio ainda sem casos
confirmado de FM).

O fragmento de 608pb ndo apresentou resolucao filogenética a ponto de ser
capaz de distinguir espécies distintas do género Rickettsia, principalmente do GFM,
como por exemplo, R. peacokii, R. philipii e R. parkeri, que agruparam-se no mesmo
ramo. Apesar da politomia presente nesse ramo da arvore filogenética, todas as
espécies agrupadas nesta regido demonstraram diferenca quando comparadas a

Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest.
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Rickefisia rickettsiistr Brazil (CP003305) Collection site/ Vector/ Host
Rickettsia nckeitsi str Sheila Smith (CPO00848)
Richefisia peacockii str Rustic (CPO01227)
Richeftsia philjpil str 364D (CP003308)
Rickefisia sp. Aadb (KJB55083)
FRichetisia parheristr. Necocli 10,11 (KJ158742)
Rickefisia parkeri str. Atlantic rainforest (JQ806783)
A Rickeftsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4323 (KT153038) Aratuba/A. ovale / Canis familiaris
A Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4317 (KT153031) Aratuba/A. ovale / C. familiaris
A Rickeftsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4316 (KT153032) Aratuba/R. sanguineus / C. familiaris
A Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4299 (KT153041) Aratuba/A. ovale / C. familiaris
A Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4276 (KT153037) Mulungu /A, ovale / C. familiaris
A Rickeftsiasp str Atlantic rainforest LIC4275 (KT153042) Mulungu / A. ovale / C. famifiaris
Rickefisia sp Atlantic rainforest (G(855235)
|- Rickefisia africae ESF-5 (CPO01612)
Richefisia parkeri str Portsmouth (CPO033471)
<{F\’FD.‘(E‘H§FE parkeriMaculatum 20 (U&3732)
Richefisia parkeri str. At24 (EF 102236)
— Ricketisia conarlistr Malish 7 (AE00BS14)
L Ricketisia slovaca 13-B (CP002428)
Ricketisia hellongiiangensis 154 (CPO02912)
qp ' Rickeltsia jgoonica YH (AP0115633)
— Rickeftsia monianensis str.OSU 85930 (CPO03340)
%[Rickeffs.la massiliae str AZTE0 (CPO03319)
Rickettsia rhipicephali str. 3-7-femaleB-CWPP (CPO03342)
A Rickettsia andeanae str. Redencao LIC4328 (KT153033) Redengio/A. parvum/ Cervidae
FRicketisiasp. Argentina (EF451001.1)
57|Ca. Ricketisia andeanae str. T163 (GU1E3051.1)
Ca. Ricketisia andeanae str. T124 (GU168050.1)
Ca. Rickeffsia amblyvormii str GAT-30V (CPO03334)

ﬁﬁ Richetisia akari str Hartford (CPO0084T)
Rickettsia australis str. Cutlack (CP003338)

A Rickeltsia felis LIS428 (KT153034) Mulungu / C. felis / C. familiaris
A Rickettsia felis LIS428 (KT153038) Mulungu /C. felis / C. familiaris
— A Rickeffsia felis LIS436 (KT153038) Mulungu / C. felis / C. familiaris

A Rickettsia felis LIS437 (KT153040) Aratuba/C. felis / Felis catus
99| Rickettsia feiis URRWXCaI2 (CPOD00S3)
Richelisia felisisolate LI1B (JMN375488)
Ricketisia felisisolate LIT7 (JN375500)
FRichetlsia canadensis str M cKiel (CPO00403)
Ricketisia prowazefi str NMRC M adrid E (CP004888)
499|—— Richelisia fyohistr TH1527 (CPO03397)
Rickeftsia belli str. Pontal (EUSET181)
A Rickeltsia belli str. Baturite LIC4327 (KT153043) Baturité/ A. nodosum/ Tamandua tetradactyla
A Rickettsia belli str. Guaramiranga LIC4315 (KT 153036) Guaramiranga/A. ovale / C. familiaris
Rickettsia beili str. HJ7 (DQEE5204)
Rickettsia belli OS5 85389 (CPOD0B43)
Ricketisia belli str. Peruibe (JCQ906786)

Figura 5 — Arvore filogenética do fragmento "CS4" do gene riquetsial gltA através do
método Neighbor-joining com distancias evolutivas estabelecidas por Kimura dois-
parametros a partir de potenciais vetores de riguétsias infectados provenientes da
regido do Macico de Baturité, Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco
de 2013.

Com a finalidade de elevar a resolucéo filogenética, uma nova analise com
trés amostras foi realizada para o gene gltA. Duas amostras do fragmento CS4 do
gene gltA identificadas como Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest foram selecionadas
e seus fragmentos CS2 e CS4 foram amplificados e clonados. A terceira amostra

escolhida continha o DNA da espécie Candidatus R. andeanae. A sequéncia de
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DNA do gene gItA obtida continha 1106pb apds a unido de ambas as porcdes
através das suas regifes de intersecdo. A arvore filogenética obtida nessa andlise
apresenta uma melhor resolucdo aquela obtida anteriormente, e os fragmentos
pertencentes as amostras LIC 4316 e LIC 4317 agruparam no mesmo ramo com as
sequéncias de Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest e R. parkeri. As espécies R.
rickettsii, R. peacokii, R. philipii e R. africae que apareciam no mesmo ramo na

analise anterior, agora encontram-se em ramos diferentes (Fig. 6).

Rickettsia parkeri str. Necocli10.11 (KJ158742)
Rickettsia sp. Aad6 (KJ855083)
A Rickettsia sp. str. Aratuba LIC4317 (KT153031)
A Rickettsia sp. str. Aratuba LIC4316 (KT153032)
Rickeftsia sp.Atlantic rainforest (GQ855235)
Rickettsia parkeristr. Atlantic rainforest (JQ906783)
Rickettsia parkeristr.Portsmouth (CP003341)
Rickettsia parkeriMaculatum 20 (U59732)
Rickettsia parkeristr. At24 (EF102236)
— Rickettsia africae ESF-5 (CP001612)
— Rickettsia conoriistr Malish 7 (AEQ06914)
Rickettsia peacockiistr.Rustic (CP001227)
Rickettsia philipii str.364D (CP003308)
7 |95 Rickettsia rickettsiistr.Brazil (CP003305)
Rickettsia rickettsii str.Sheila Smith (CP000848)
L Rickettsia slovaca 13-B (CP002428)
Rickettsia heilongjiangensis 054 (CP002912)
948‘— Rickettsia japonicaYH (AP011533)
7 Rickettsia massiliae str.AZT80 (CP003319)
_E Rickettsia rhipicephalistr. 3-7-femaleB-CWPP (CP003342)
A Rickettsia andeanaestr. Redencao LIC4328C (KT153033)

{0

Rickettsia sp. Argentina (EF451001)

100 |ps|Ca. Rickettsia andeanae str. T163 (GU169051)

Ca. Rickettsia andeanae str. T124 (GU169050)

Ca. Rickettsia amblyommiistr. GAT-30V (CP003334)

Rickettsia montanensis str.OSU 85930 (CP003340)

92 Rickettsia felis URRWXCal2 (CP000053)
Rickettsia akaristr Hartford (CP000847)

.
Rickettsia australis str.Cutlack (CP003338)

99
ickettsia prowazekiistt NMRC Madrid E (CP004888)

R
—100: Rickettsia typhistr. TH1527 (CP003387)

Rickettsia canadensis str.McKiel (CP000409)
Rickettsia belliiOSU 85389 (CP000349)

91

L —
0.02

Figura 6 — Arvore filogenética concatenada dos fragmentos "CS2" e "CS4" do gene
riquetsial gItA através do meétodo Neighbor-joining com distancias evolutivas
estabelecidas por Kimura dois-parametros a partir de potenciais vetores de
riquétsias infectados provenientes na regido do Macico de Baturité, Estado do

Ceard, no periodo de Abril de 2011 a Margo de 2013.
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A mesma estratégia de clonagem foi utilizada para amplificar os fragmentos de
DNA do gene ompA dessas mesmas trés amostras, assim a arvore filogenética
obtida com fragmento de 533pb demonstrou que as amostras LIC 4316 e LIC 4317
agruparam no mesmo ramo com sequéncias de Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest.
Nessa andlise filogenética, as amostras e as sequéncias de R. parkeri fazem parte
do grupo irméo. J4 para amostra LIC 4328, ambas as andlises, de fragmentos da
maior porcdo do gene gItA, como do gene ompA demonstraram que essa amostra
esta filogeneticamente relacionada com Rickettsia sp. Argentina, tendo em vista que
esta espécie de riquétsia € semelhante a Candidatus R. andeanae (Parola et al
2013) (Fig. 7).

Rickettsia sp. Aa46 (KJ855085)
Rickettsia parkeri strain Necocli 10.11 (KJ158741)

Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4317 (KT153045)
| A Rickettsia sp. str. Atlantic rainforest LIC4316 (KT153044)
Rickettsia sp. Atlantic rainforest (GQ855237)
| Rickettsia parkeri str. Atlantic rainforest (JQ906784)
— Rickettsia africae ESF-5 (CP001612)
Rickettsia parkeri str. Portsmouth (CP003341)
4{ Rickettsia parkeri Maculatum 20 (U43802)

99 | Rickettsia parkeri str. At24 (EF102238)
— Rickettsia slovaca 13B (CP002428)

Rickettsia phifipii str. 364D (CP003308)
4‘_{ Rickettsia rickettsii str. Brazil (CP003305)
99 %9 71 Rickettsia rickettsii str. Sheila Smith (CP000848)
L Rickettsia conorii str. Malish 7 (AE006914)
72 Rickettsia heifongjiangensis 054 (CP002912)
0

93

’7 10 Rickettsia japonica YH (AP011533)
93 r Rickettsia andeanae str. Redencao LIC4328 (KT153046)
99 L Rickettsia sp. Argentina (EF451004)
Ca. Rickettsia amblyommii str. GAT-30V (CP003334)
Rickettsia massiliae str. AZT80 (CP003319)
Wr_ Rickettsia rhipicephali str. 3-7-female6-CWPP (CP003342)
Rickeftsia montanensis str. OSU 85930 (CP003340)
Rickettsia australis str. Cutlack (CP003338)

Rickettsia akari str. Hartford (CP000847)

100

———

—
0.02

Figura 7 — Arvore filogenética a partir de fragmento do gene riquetsial ompA através
do método Neighbor-joining com distancias evolutivas estabelecidas por Kimura
dois-parametros a partir de potenciais vetores de riquétsias infectados provenientes
da regido do Macico de Baturité, Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a
Marco de 2013.
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Todas as sequéncias geradas no presente estudo foram depositadas no
GenBank. Os fragmentos das regidbes CS4 sob os acessos: KT153035; KT153031;
KT153032; KT153041; KT153037; KT153042; KT153033; KT153034; KT153038;
KT153039; KT153040; KT153043 e KT153036. Os fragmentos gerados pela unido
das regifes de intersecdo dos fragmentos CS2 e CS4 sob acessos: KT153031;
KT153032 e KT153033. E os fragmentos do gene ompA sob acessos: KT153045;
KT153044 e KT153046.

4.4 Frequéncia Minima de Vetores Infectados

Calculada a partir de dos resultados da PCR para cada espécie encontrada

em cada municipio da regido do Macico de Baturité (Tab. 5).

Tabela 7 — Frequéncia minima de vetores infectados por riquétsias (%) para cada
espécie de potenciais vetores analisados por municipio da regido do Macico de
Baturité, Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a Marco de 2013.

Vetor / Municipio Aracoiaba Aratuba Baturité Capistrano Guaramiranga Itapiuna Mulungu Pacoti Redencdo TOTAL

A. aureolatum - - - - - - - 0 - 0
A. cajennense s. |. - 0 - 0 - - - - - 0
A. longirostre - 0 - - - - - - - 0
A. nodosum - - 66.7 - - - - - - 66.7
A. ovale - 9.38 0 0 18.18 - 12.12 0 0 10.53
A. parvum - - - - - - - - 22.22 22.22
Amblyomma sp. - 0 - - 0 - - - - 0
A. tigrinum 0 0
'A. nitens 0 0 0 0 0 0 7.41 0 0 1.04
B. microplus 0 0 0 0 0 0 0
R. sanguineus 0 1.41 0 0 18.18 3.9 0 0 2.38
C. felis 0 9.1 - 0 0 50.0 0 16.67
X. cheopis - 0
G. tiptoni - 0
H. spiniger - 0

A: Amblyomma; s.I.: Sensu lato; 'A: Anocentor; B: Boophilus; R: Rhipicephalus; C: Ctenocephalides; X: Xenopsylla;
G: Gigantolaelaps; H: Heterodoxus; “0”: vetores encontrados em determinada regido, porém negativos para
fragmentos de DNA de Rickettsia; “-“: vetores ausentes em determinada regido.
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4.5 Artrépodes Infectados por Riguétsias

Dos 887 espécimes que tiveram seu DNAg extraido, 13 amostras foram
sequenciadas com éxito para fragmento dos genes gItA ou ompA, totalizando, quatro
espécies de riguétsias (Tab. 6).

Tabela 8 — Distribuicdo das amostras sequenciadas com as respectivas identidades
dos géneros Rickettsia, por biologia molecular para fragmentos dos genes gItA e

ompA, na regido do Macico de Baturité Estado do Ceara, no periodo de Abril de
2011 a Marco de 2013.

Municipios Hospedeiros Vetor Identidade

Bioagente

Rickettsia. sp.
Amblyomma ovale strain Atlantic
rainforest

Canis familiaris . .
Rickettsia. sp.

Aratuba* Rhipicephalus _ _
_ strain Atlantic
sanguineus _
rainforest
_ Ctenocephalides . . .
Felis catus _ Rickettsia felis
felis
» . Amblyomma ) ) .
Baturité* Myrmecophagidae Rickettsia bellii
nodosum
Guaramiranga* Canis familiaris Amblyomma ovale Rickettsia bellii
Rickettsia. sp.
Amblyomma ovale strain Atlantic
Mulungu Canis familiaris rainforest

Ctenocephalides _ _ .
Rickettsia felis

felis
Candidatus
_ Amblyomma _ _
Redencéo Cervidae Rickettsia
parvum
andeanae

*Municipios com casos confirmado de FM.
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5 DISCUSSAO

Foram identificadas quatro espécies de riquétsias: Rickettsia sp. strain Atlantic
rainforest, Rickettsia felis e Candidatus Rickettsia andeanae, todas pertencentes ao
GFM e Rickettsia belli do grupo ancestral (Fig. 5).

No municipio de Aratuba foi assinalada a presenca de Rickettsia sp. strain
Atlantic rainforest em trés amostras de Amblyomma ovale (Tab. 6), local que
apresenta casos confirmados de FM com sintomatologia semelhante aqueles
achados clinicos previamente descritos na regiao sul do Brasil, bem como de um
caso relatado para Sdo Paulo e outro para a Bahia, onde essa riquétsia foi
incriminada, incluindo um dos sinais frequentes mais relatados, a escara de
inoculacédo no sitio de fixacdo do potencial vetor de riquétsias (Fig. 4B) (Silva et al
2011, Spolidorio et al 2010). Ainda em Aratuba, foi verificada uma amostra de
Rhipicephalus sanguineus, positiva para Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest (Tab.
6), corroborando com prévios estudos em regides endémicas para FM no bioma
Mata Atlantica, onde a infeccdo de A. aureolatum ou R. sanguineus por essa espécie
de riguétsia ocorreu somente na presenca de A. ovale na mesma populacdo canina
(Sabatini et al 2010, Medeiros et al 2011, Szab6 et al 2013), indicando a estreita
relacdo dessa espécie de riquétsia com A. ovale e o provavel envolvimento de esse
ectoparasito no ciclo epidémico da FM em ambiente de Mata Atlantica em diferentes
areas do pais.

Vale observar que A. cajennense sensu lato e A. aureolatum, espécies com
elevada importancia no ciclo epidémico da FM em outras areas endémicas do Brasil
(Barbieri et al 2014, Medeiros et al 2011, Moura-Martiniano et al 2014, Sabatini et al
2010, Szabo6 et al 2013), foram encontrados em baixa frequéncia, trés e um
espécimes, respectivamente (Tab. 4), entre aqueles coletados na regido estudada,
bem como auséncia de positividade para a infeccdo de RGFM nesses vetores,
evidenciando assim a importancia de A. ovale na participacéo do ciclo de riquétsias
na regido do Macico de Baturité. Tal fato, provavelmente, se deve as condi¢des eco-
epidemiologicas da regido com extensas areas de mata preservada, uma economia
baseada na producéo agricola de pequenas propriedades, corroborando, dessa
forma, com Szabo et al (2009), que sugerem que a distribuicdo de A. cajennense
sensu lato aumenta na mesma propor¢cdo em que ha maior degradacdo do Bioma

Mata Atlantica. Somando aos achados anteriores, a FMVI para ectoparasitos
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relacionados somente ao cdao como A. ovale e R. sanguineus, apresentaram
respectivamente 11.65%, 3.17% chamando atencdo para que A. ovale seja 0 vetor
primario de Rickettsia sp strain Atlantic rainforest, apresentando um papel
fundamental na manutencdo do ciclo epidémico, assim como o0 responsavel pela
transmissdo horizontal dessa riquétsia para R. sanguineus, uma vez que a Unica
amostra infectada deste potencial vetor de riquétsia estava parasitando cées,
hospedeiro que, albergava um dos espécimes de A. ovale infectados por esta
espécie de riquétsia em Aratuba.

Além disso, em Aratuba foi também encontrada R. felis infectando C. felis (Tab.
6) demonstrando a circulacao de diferentes espécies de riquétsias nesse municipio.
Identificada como a espécie de riquétsia infectando, em maior frequéncia,
sifonapteros, principalmente, aquelas pertencentes as espécies do género
Ctenocephalides em diversos paises de globo terrestre como: Brasil, Francga, Tunisia
e Coréia do Sul, por exemplo, R. felis € responsavel por sintomas como febre,
erupcao cutanea, vomito e prostracdo, e em casos agravantes, trombocitopenia e
coma (e.g. Choi et al. 2005, Raoult et al. 2001 Znazen et al. 2006). Recentemente,
Horta et al. 2014 verificaram ampla distribuicdo dessa espécie do GFM no territério
nacional, confirmada pela presenca em potenciais vetores nos principais biomas do
pais: Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal.

Das 68 amostras de Ctenocephalides felis obtidas na regido estudada, somente
cinco foram capturadas no ambiente, as demais foram obtidas durante parasitismo
em caes ou gatos, demonstrando a estreita relacdo deste potencial vetor com esses
hospedeiros vertebrados (Parola et al 2005). O presente estudo detectou o total de
quatro amostras infectadas por Rickettsia felis. Trés amostras provenientes de caes
do municipio de Mulungu e uma amostra de gato do municipio de Aratuba. Azad et
al (1992) demonstraram elevada prevaléncia de R. felis em ovos depositados por
fémeas de C. felis, que associados a elevada FMVI (20.93%) na regido estudada,
indicam que o ciclo dessa RGFM pode ser mantido por conta da relagdo hospedeiro
X potencial vetor, assim como a alta capacidade de transmissédo vertical dessa
riquétsia.

O municipio de Mulungu, ainda sem caso confirmado de FM, faz fronteira ao
sul com Aratuba, ao norte com Guaramiranga e a leste com Baturité (Fig. 1 e 3),
compartiihando das mesmas condi¢cdes eco-epidemioldgicas desses municipios,
areas endémicas para FM. Duas amostras de A. ovale, coletadas em cdaes
residentes em Mulungu, foram positivas para Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest,
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evidenciando a circulacdo silenciosa de riquétsia patogénica na area amostrada.
Igualmente, Rickettsia felis foi também detectada em Mulungu, corroborando a
circulacdo de bioagentes de FM nesse municipio (Tab. 6), permitindo assinala-lo
como foco silencioso, ou antes, sem caso detectado.

Embora Candidatus Rickettsia andeanae pertenca ao GFM, sua patogenicidade
a humanos é desconhecida. Essa riquétsia ja foi assinalada em A. parvum no Brasil
nos biomas Cerrado e Pantanal, Paraguai e Argentina (Nieri-Bastos et al 2014,
Ogrzewalska et al 2014, Pacheco et al 2007). Ainda que A. parvum seja um
potencial vetor com predilecdo a humanos na América do Sul (Guglielmone et al
2006), no presente estudo, este potencial vetor foi diagnosticado infectado por Ca.
R. andeanae na fase adulta, parasitando um cervideo, além de outros espécimes de
fase adulta terem sido encontrados parasitando tatu no municipio de Redencéo,
corroborando assim com os achados de Guglielmone e Nava (2006), que verificaram
a preferéncia das formas adultas de A. parvum em parasitar mamiferos de médio a
grande porte, ao passo que larvas e ninfas sdo mais frequentes em pequenos
mamiferos, preferencialmente, roedores. Potenciais vetores de riquétsias da espécie
A. parvum infectados por RGFM com FMVI de 22.22%, parasitando somente
animais silvestres, associados ao comportamento deste potencial vetor na regiao e
em estudos prévios (Guglielmone e Nava 2006), somados a auséncia de casos
confirmados de FM no municipio de Redencéo, evidenciam o ciclo silvestre dessa
espécie em ambiente de mata Atlantica.

Isolada pela primeira vez em carrapatos da espécie Dermacentor variabilis nos
E.U.A. em 1966, Rickettsia bellii ja foi encontrada infectando diferentes espécies do
género Amblyomma (Parola et al 2013, Tomassone et al 2010). O presente estudo
demonstra a infeccdo dessa espécie de riquétsia, em area de foco de FM, em
Amblyomma nodosum e Amblyomma ovale, ja assinalados no Brasil (Lopes et al
2014, Szabo et al 2013). Conforme auséncia de casos envolvendo humanos, R. bellii
vem sendo caracterizada como agente ndo patogénico a humanos, ainda que haja
registros de leve reacdo inflamatoria intradérmica no local da inoculagdo, com o
aparecimento posterior de escaras necroéticas em coelhos e cobaios (Ogata et al
2006), bem como evidéncias sorolégicas de infeccdo em capivaras (Labruna et al
2011).

Apesar de amostras de potenciais vetores coletadas em animais de importancia
zootécnica (equinos, asininos e bovinos), representarem 41.69% (720/1727) da

amostra estudada, nenhum desses ectoparasitos analisados foram positivos para
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infeccdo de riquétsias. Por outro lado, potenciais vetores coletados em animais
domésticos (caes e gatos), representaram valores proximos aqueles para animais de
importadncia zootécnica, com 47.31% (817/1727) das amostras coletadas, e
resultaram quase na totalidade de amostras positivas para a presenca de RGFM, a
excecao de Amblyomma parvum, coletado em Cervideo (Tab. 6).

A regido do Macico de Baturité, interior do Estado do Ceard, €
predominantemente, composta de formagdes florestais equivalente ao bioma Mata
Atlantica, onde o setor que compreende a borda de mata desta regido, € incriminado
como a principal area onde os casos de parasitismo por potenciais vetores é mais
frequente. Este local € caracterizado pelo facil acesso de humanos, seja para fins
laborais (pecuaria ou agricultura) quanto para o lazer, e de seus respectivos animais
domésticos, principalmente os cées, que sdo manejados livremente na regido e que
apresentaram maior frequéncia de parasitismo entre todos o0s hospedeiros
vertebrados do presente estudo (Tab. 4). Essa situagao favorece a infestacdo de
humanos por A. ovale, corroborando com Serra-Freire et al 2011 que constataram
estagios adultos deste potencial vetor de riquétsias em regido de Mata Atlantica,
como também, favorecem o parasitismo de cédes corroborando com Szabé et al
2013, que assinalaram a forma adulta desse artropode com preferéncia a carnivoros
de médio porte, ao passo que as formas imaturas apresentaram predilecdo a
roedores.

Nossos resultados apontam para a necessidade de implantacdo de programa
de controle de carrapatos em cdes na regido, bem como da implantagdo de um
programa de monitoramento de infestacdo humana por carrapatos. Esse programa
pode ser baseado na experiéncia do Municipio de Santo André, Estado de Sé&o
Paulo, onde pessoas parasitadas por carrapatos vao a unidade de saude do
municipio para retirada e identificacdo do(s) vetor(es). Caso seja confirmada a
infestacdo por Amblyomma ovale, o paciente devera entrar em um periodo de
observacéo para Febre Maculosa e uma acdo de vigilancia é iniciada no provavel
local de infestacdo, buscando o encontro de mais vetores.

Em funcdo do agregado de casos confirmados na regido do macico de
Baturité e o encontro de riquétsias patogénicas na regiao, é pertinente a orientacéo
da populagéo para os riscos de infecgéo, sinais e sintomas da doenca, bem como
para a rapida procura de unidades de satude em caso de infestagdo por carrapato ou

manifestacéo clinica compativel com febre maculosa.
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6 CONCLUSOES

Sobre a circulacéo de riquétsias em potenciais vetores naregiao

do Macico de Baturité pode ser afirmado:

Amblyomma ovale atua como vetor primario de Rickettsia sp strain Atlantic
rainforest, além de possuir papel fundamental na manutencéo do ciclo epidémico na
regiao.

Esse é o primeiro relato de Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest para o
Estado do Ceara.

Ctenocephalides. felis é potencial vetor capaz de manter o ciclo de Rickettsia
felis na regido estudada.

Candidatus Rickettsia andeanae € assinalada pela primeira vez em ambiente
de Mata Atlantica no Brasil.

Rickettsia bellii é registrada pela primeira vez em area endémica de FM no
Estado do Cearé.

Caes atuam como o principal hospedeiro vertebrado no ciclo epidémico de
Rickettsia sp strain Atlantic rainforest e no ciclo enzodtico de Rickettsia felis na

regido do Macico de Baturité.
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8 ANEXOS

ANEXO A

Sequéncias depositadas no GenBank de fragmentos das porgdes “CS4” do
gene riquetsial gltA obtidos a partir de potenciais vetores de riquétsias
infectados provenientes da regido do Maci¢co de Baturité, Estado do Ceard, no

periodo de Abril de 2011 a Marco de 2013.

Rickettsia_felis_L1S428

[Organism=Rickettsiafelis] [Clone=L15428]
[isolation-source=Ctenocephaliidesfelis on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Ctenocephaliides felis]
[country=Brazil - Ceara state - Mulungu municipality]

GAATTTTAAAGAAGCAGACTACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCAACTATCG
CCGCAATGTCCTATAAATATTCTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTAC
TGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTTGTACAAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAA
AATGCTCTTAATAAAATATTTATTCTGCATGCTGACCATGAGCAGAACGCTTCTACTTCAACAGT
CCGAATTGCCGGCTCATCCGGGGCTAACCCTTTTGCTTGCGTAAGTACAGGGATTGCCTCACT
TTGGGGGCCTGCCCACGGCGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAG
TTCTGAGAATATTCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGGTTAATGGG
TTTCGGTCATCGTGTTTATAAAAACTATGACCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGCAAA
GAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTTTTGCAAATAGCAATAGAACTTG
AAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTC
AGGT

Rickettsia_sp._str_Atlantic_rainforest_LIC4323

[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4323]
[isolation-source=Amblyommaovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

CATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTG
CTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGA
TAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTTGTACGAAATATAC
AGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACATGCCGATCATGAGCAGAAT
GCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCA
CGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGC
TTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATC
CATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGACCCGCGTGCCGCAGTACTT
AAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTAGACAACAATCCGCTCTTACAA
ATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCA
AATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTCACGGTA
CTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGAT
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Rickettsia_belli_LIC4315

[Organism=Rickettsia belli] [Strain= Guaramiranga] [Clone=LIC4315]
[isolation-source=Amblyomma ovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Guaramiranga municipality]

TATTAGAATGATAGCTAAAATACCAACTATTGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGTCAGCCT
TTTGTTTATCCCGATAATTCTTTAGATTTTACTGAAAATTTCTTGCATATGATGTTTGCCACACCTT
GTGAAAAATATAAAGTAAATCCAGTAATAAAAAATGCCTTAAACAAGATATTTATTTTACATGCTGA
TCATGAGCAAAATGCTTCTACTTCAACAGTCAGAATTGCCGGCTCTTCAGGAGCTAACCCTTTT
GCTTGCGTCAGTACTGGTATTGCATCGCTTTGGGGTCCTGCTCATGGCGGGGCTAATGAAGCA
GTGATAAATATGCTGAAAGAAATAGGCAGTGTAGAGAATATACCTAAATATATAGCGAAAGCTAAA
GATAAAAATGATAATTTTAGGCTAATGGGCTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGATCCGCGT
GCGGCAGTGCTTAAAGAGACCTGCAAGGAGGTGTTAAAAGAATTAGGGCAGCTAGATAACAAC
CCATTACTACAAATAGCGATAGAGCTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAGTATTTTATTGAGAG
AAAATTATATCCAAACGTTGATTTTTATTCGGGTATTATTTATAAAGCGATGGGTATACCCCCGCA
GATGTTCACAGTGCTTTTTGCCACAGC

Rickettsia_sp._str._ Atlantic_rainforest _LIC4276

[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4276]
[isolation-source=Amblyomma ovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Mulungu municipality]

GCGGCTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGA
ACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATA
GGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTT
GCAACGCCTTGTACGAAATATACAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCC
TACATGCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGAG
CTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGG
CTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGC
TAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGT GTATATAAAAACTAT
GACCCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTA
GACAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTT
ATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATAC
CGTCGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGGCACAATG

43



Continuacdo Anexo A

Rickettsia_felis LI1S429

[Crganism=Rickettsia felis] [Clone=L15429]
[isolation-source=Ctenocephaliidesfelis on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Ctenocephaliides felis]
[country=Brazil - Ceara state - Mulungu municipality]

CCGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTACTGAATTTTAAAGAAGCAGACTACGAACTT
ACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCAACTATCGCCGCAATGTCCTATAAATATTCTATAGGA
CAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACTGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAA
CGCCTTGTACAAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAAATATTTATTCTGCAT
GCTGACCATGAGCAGAACGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGGGCTAAC
CCTTTTGCTTGCGTAAGTACAGGGATTGCCTCACTTTGGGGGCCTGCCCACGGCGGGGCTAA
TGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGAATATTCCTAAATATATAGCTAA
AGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGGTTAATGGGTTTCGGTCATCGTGTTTATAAAAACTATG
ACCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAG
AAAACAATCCGCTTTTGCAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTA
TTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCAGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACC
GTCGCAAATGTTTACGGTACTTTT

Rickettsia_felis_L 1S436

[Organism=Rickettsia felis] [Clone=L1S436]
[isolation-source=Ctenocephaliidesfelis on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Ctenocephaliides felis]
[country=Brazil - Ceara state - Mulungu municipality]

GCTTGCGGCCGTTGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTACTGAATTTTAAAGAAGCAGACT
ACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCAACTATCGCCGCAATGTCCTATAAATATT
CTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACTGAAAATTTTCTGCATATGAT
GTTTGCAACGCCTTGTACAAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAAATATTT
ATTCTGCATGCTGACCATGAGCAGAACGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCC
GGGGCTAACCCTTTTGCTTGCGTAAGTACAGGGATTGCCTCACTTTGGGGGCCTGCCCACGG
CGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGAATATTCCTAAAT
ATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCGTTTAGGTTAATGGGTTTCGGTCATCGTGTTTATA
AAAACTATGACCCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACTTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGG
ACAGCTAGAAAACAATCCGCTTTTGCAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATG
AATATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCAGGTATTATCTATAAAGCTATG
GGTATACCGTCGCAAATGTTTACGGTACTTTT
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Rickettsia_felis

[Organism=Rickettsia felis] [Clone=L1S437]
[isolation-source=Ctenocephaliides felis on Felis catus]
[mol_type=genomic DNA] [host=Ctenocephaliides felis]
[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

GGCATTTTATCCTGATTTACTGAATTTTAAAGAAGCAGACTACGAACTTACCGCTATTAGAATGAT
TGCTAAGATACCAACTATCGCCGCAATGTCCTATAAATATTCTATAGGACAACCGTTTATTTATCC
TGATAATTCGTTAGATTTTACTGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAACGCCTTGTACAAAATAT
AAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAAATATTTATTCTGCATGCTGACCATGAGCAG
AACGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGGGCTAACCCTTTTGCTTGCGTA
AGTACAGGGATTGCCTCACTTTGGGGGCCTGCCCACGGCGGGGCTAATGAAGCGGTAATAAAT
ATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGAATATTCCTAAATATATAGCTAAAGCTAAGGATAAAAAT
GATCCGTTTAGGTTAATGGGTTTCGGTCATCGTGTTTATAAAAACTATGACCCACGTGCCGCAG
TACTTAAAGAAACTTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGACAGCTAGAAAACAATCCGCTTTT
GCAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAGAGAAAATTATA
TCCAAATGTTGATTTTTATTCAGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTTAC
GGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACC

Rickettsia_sp._str_Atlantic_rainforest_LIC4299

[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4299]
[isolation-source=Amblyomma ovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovalg]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

GCTTGCGGCTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATT
ACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATT
CTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGAT
GTTTGCAACGCCTTGTACGAAATATACAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTT
ATCCTACATGCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCG
GAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCG
GGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATA
TAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAA
ACTATGACCCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGC
AGCTAGACAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAA
TATTTTATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGG
GTATACCGTCGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTA
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Rickettsia_sp._str._Atlantic_rainforest LIC4275

[Crganism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4275]
[isolation-source=Amblyomma ovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Mulungu municipality]

GCGGCTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGA
ACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATA
GGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTT
GCAACGCCTTGTACGAAATATACAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCC
TACATGCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGAG
CTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGG
CTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGC
TAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTAT
GACCCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTA
GACAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTT
ATTGAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATAC
CGTCGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGG

Rickettsia_andeanae

[Organism=Rickettsia andeanae] [Strain=Redencao] [Clone=LIC4328]
[isolation-source=Amblyomma parvum on Cervidae]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma parvum]

[country=Brazil - Ceara state - Redencao municipality]

GCTTGCGGCTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATT
ACGAACTTACCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATT

CTATAGGACAACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGAT
GTTTGCAACGCCTTGTACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTT
ATCCTACATGCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGTCGGCTCATCCG

GAGCTAACCCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCG

GGGCTAATGAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATA

TAGCTAAAGCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGGTTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAA
ACTATGACCCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGC
AGCTAGACAACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAA
TATTTTATTAAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGG
TATACCGTCGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGG
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Rickettsia_belli_LIC4327

[Crganism=Rickettsia belli] [Strain=Baturite] [Clone=LIC4327]

[isolation-source=Amblyomma nodosum on Tamandua tetradactyla] [mol_type=genomic DNA]
[host=Amblyomma nodosum]

[country=Brazil - Ceara state - Baturite municipality]

CTATTAGAATGATAGCTAAAATACCAACTATTGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGTCAGCC
TTTTGTTTATCCCGATAATTCTTTAGATTTTACTGAAAATTTCTTGCATATGATGTTTGCCACACCT
TGTGAAAAATATAAAGTAAATCCAGTAATAAAAAATGCCTTAAACAAGATATTTATTTTACATGCTG
ATCATGAGCAAAATGCTTCTACTTCAACAGTCAGAATTGCCGGCTCTTCAGGAGCTAACCCTTT
TGCTTGCGTCAGTACTGGTATTGCATCGCTTTGGGGTCCTGCTCATGGCGGGGCTAATGAAGC
AGTGATAAATATGCTGAAAGAAATAGGCAGTGTAGAGAATATACCTAAATATATAGCGAAAGCTAA
AGATAAAAATGATAATTTTAGGCTAATGGGCTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGATCCGCG
TGCGGCAGTGCTTAAAGAGACCTGCAAGGAGGTATTAAAAGAATTAGGGCAGCTAGATAACAA
CCCATTACTACAAATAGCGATAGAGCTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAGTATTTTATTGAGA

GAAAATTATATCCAAACGTTT
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ANEXO B

Sequéncias depositadas no GenBank de fragmentos concatenados das
porcoes “CS4” e “CS2” do gene riquetsial gltA obtidos a partir de potenciais
vetores de riquétsias infectados provenientes da regido do Macico de Baturité,

Estado do Ceard, no periodo de Abril de 2011 a Margo de 2013.

Rickettsia_sp._str_Atlantic_rainforest_LIC4317

[Crganism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4317]
[isolation-source=Amblyommaovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

CGATATAAGTAGGGTATCTGCGGAAGCCGATTGCTTTACTTACGACCCGGGTTTTATGTCTACT
GCTTCTTGTCAGTCTACTATCACCTATATAGATGGTGATAAAGGAATCTTGCGGCATCGAGGATA
TGATATTAAAGACTTAGCTGAGAAAAGTGATTTTTTAGAAGTGGCATATTTACTGATTTATGGGGA
ACTACCAAGTGGCGAGCAGTATAATAATTTCACTAAACAGGTTGCTCATCATTCATTAGTGAATG
AAAGATTACACTATTTATTTCAAACCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGG
CTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGAACTTA
CCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGAC
AACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAAC
GCCTTGTACGAAATATACAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACAT
GCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGAGCTAAC
CCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGGCTAAT
GAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGCTAAA
GCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGAC
CCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTAGAC
AACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATT
GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGT
CGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGGCACAATGGA

Rickettsia_belli_LIC4327

[Organism=Rickettsia belli] [Strain=Baturite] [Clone=LIC4327]

[isolation-source=Amblyomma nodosum on Tamandua tetradactyla] [mol_type=genomic DNA]
[host=Amblyomma nodosum]

[country=Brazil - Ceara state - Baturite municipality]

CTATTAGAATGATAGCTAAAATACCAACTATTGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGTCAGCC
TTTTGTTTATCCCGATAATTCTTTAGATTTTACTGAAAATTTCTTGCATATGATGTTTGCCACACCT
TGTGAAAAATATAAAGTAAATCCAGTAATAAAAAATGCCTTAAACAAGATATTTATTTTACATGCTG
ATCATGAGCAAAATGCTTCTACTTCAACAGTCAGAATTGCCGGCTCTTCAGGAGCTAACCCTTT
TGCTTGCGTCAGTACTGGTATTGCATCGCTTTGGGGTCCTGCTCATGGCGGGGCTAATGAAGC
AGTGATAAATATGCTGAAAGAAATAGGCAGTGTAGAGAATATACCTAAATATATAGCGAAAGCTAA
AGATAAAAATGATAATTTTAGGCTAATGGGCTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGATCCGCG
TGCGGCAGTGCTTAAAGAGACCTGCAAGGAGGTATTAAAAGAATTAGGGCAGCTAGATAACAA
CCCATTACTACAAATAGCGATAGAGCTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAGTATTTTATTGAGA
GAAAATTATATCCAAACGTTT
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Rickettsia_sp._str_ Atlantic_rainforest LIC4316

[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4316] [isolation-
source=Rhipicephalus sanguineus on Canis familiaris] [mol_type=genomic DNA]
[host=Rhipicephalus sanguineus]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

CGATATAAGTAGGGTATCTGCGGAAGCCGATTGCTTTACTTACGACCCGGGTTTTATGTCTACT
GCTTCTTGTCAGTCTACTATCACCTATATAGATGGTGATAAAGGAATCTTGCGGCATCGAGGATA
TGATATTAAAGACTTAGCTGAGAAAAGTGATTTTTTAGAAGTGGCATATTTACTGATTTATGGGGA
ACTACCAAGTGGCGAGCAGTATAATAATTTCACTAAACAGGTTGCTCATCATTCATTAGTGAATG
AAAGATTACACTATTTATTTCAAACCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGG
CTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGAACTTA
CCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCTGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGAC
AACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAAC
GCCTTGTACGAAATATACAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACAT
GCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGCCGGCTCATCCGGAGCTAAC
CCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGGCTAAT
GAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGCTAAA
GCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGATTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGAC
CCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTAGAC
AACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATT
GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGT
CGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGGCACAATGGA

Rickettsia_andeanae

[Organism=Rickettsia andeanae] [Strain=Redencao] [Clone=LIC4328]
[isolation-source=Amblyomma parvum on Cervidae]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma parvum]

[country=Brazil - Ceara state - Redencao municipality]

CGATATAAGTAGGGTATCTGCGGAAGCCGATTGCTTTACTTACGACCCGGGTTTTATGTCTACT
GCTTCTTGTCAGTCTACTATCACCTATATAGACGGTGATAAAGGAATCTTGCGGCATCGAGGATA
TGATATTAAAGACTTAGCTGAGAAAAGTGATTTTTTAGAAGTGGCATATTTACTGATTTATGGGGA
ACTACCAAGTGGCGAGCAGTATAATAATTTCACTAAACAGGTCGCTCATCATTCATTAGTGAATG
AAAGATTACACTATTTATTTCAAACCTTTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGCTATTATGCTTGCGG
CTGTCGGTTCTCTTTCGGCATTTTATCCTGATTTATTGAATTTTAAGGAAGCAGATTACGAACTTA
CCGCTATTAGAATGATTGCTAAGATACCTACCATCGCCGCAATGTCTTATAAATATTCTATAGGAC
AACCGTTTATTTATCCTGATAATTCGTTAGATTTTACCGAAAATTTTCTGCATATGATGTTTGCAAC
GCCTTGTACGAAATATAAAGTAAATCCAATAATAAAAAATGCTCTTAATAAGATATTTATCCTACAT
GCCGATCATGAGCAGAATGCTTCTACTTCAACAGTCCGAATTGTCGGCTCATCCGGAGCTAAC
CCTTTTGCTTGTATTAGCACGGGTATTGCCTCACTTTGGGGACCTGCTCACGGCGGGGCTAAT
GAAGCGGTAATAAATATGCTTAAAGAAATCGGTAGTTCTGAGTATATTCCTAAATATATAGCTAAA
GCTAAGGATAAAAATGATCCATTTAGGTTAATGGGTTTTGGTCATCGTGTATATAAAAACTATGAC
CCGCGTGCCGCAGTACTTAAAGAAACGTGCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCGGGCAGCTAGAC
AACAATCCGCTCTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGCTATCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATT
AAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCGGGTATTATCTATAAAGCTATGGGTATACCGT
CGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATGGCACAATGGA
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ANEXO C

Sequéncias depositadas no GenBank de fragmentos do gene rigquetsial ompA
obtidos a partir de potenciais vetores de riquétsias infectados provenientes da
regido do Macico de Baturité, Estado do Ceara, no periodo de Abril de 2011 a
Marco de 2013.

Rickettsia_sp._str._Atlantic_rainforest_LIC4316

[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest] [Clone=LIC4316]
[isolation-source=Rhipicephalus sanguineus on Canis familiaris] [mol_type=genomic DNA]
[host=Rhipicephalus sanguineus]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

TTATTTCAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCTTTATTCACCACCTCAACCGCAGCGAT
AATGCTGAGTAGTAGCGGGGCACTCGGTGTTGCTGCAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCA
GCATTTAGTGATAATGTTGGCAATAATAATTGGAAT GAGATAACGGCTGCAGGGGTAGCTAATG
GTAATCCTGCTGGCGGTCCTCAAAACAATTGGGCATTTACTTACGGTGGTGATTATACTATCACT
GCAGATGCAGCCGATCGTATTATTACGGCTATAAATGTTGCGGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAA
TATTGCTCAAAATACCGTTGTTGGTTCGATTATAACGGGAGGTAACTTGTTGCCTGTTACTATTA
CTGCCGGCAAAAGCTTAACTTTAAACGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTTTGATGC
TCCTGCCGATAATTATACAGGTTTAGGAAATATAGCTTT

Rickettsia_sp._str._Atlantic_rainforest_LIC4317
[Organism=Rickettsia sp.] [Strain=Atlantic rainforest][Clone=LIC4317]
[isolation-source=Amblyommaovale on Canis familiaris]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma ovale]

[country=Brazil - Ceara state - Aratuba municipality]

TTATTTCAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCTTTATTCACCACCTCAACCGCAGCGAT
AATGCTGAGTAGTAGCGGGGCACTCGGTGTTGCTGCAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCA
GCATTTAGTGATAATGTTGGCAATAATAATTGGAATGAGATAACGGCTGCAGGGGTAGCTAATG
GTAATCCTGCTGGCGGTCCTCAAAACAATTGGGCATTTACTTACGGTGGTGATTATACTATCACT
GCAGATGCAGCCGATCGTATTATTACGGCTATAAATGTTGCGGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAA
TATTGCTCAAAATACCGTTGTTGGTTCGATTATAACGGGAGGTAACTTGTTGCCTGTTACTATTA
CTGCCGGCAAAAGCTTAACTTTAAACGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTTTGATGC
TCCTGCCGATAATTATACAGGTTTAGGAAATATAGCTTT

Rickettsia_andeanae_str._Redencao

[Organism=Rickettsia andeanae] [Strain=Redencao] [Clone=LIC4328]
[isolation-source=Amblyomma parvum on Cervidae]
[mol_type=genomic DNA] [host=Amblyomma parvum]

[country=Brazil - Ceara state - Redencao municipality]

TTATTTCAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCTTTATTCACCACCTCAACCGCAGCGAT
AATGCTAAGTAGTAGCGGGGCACTCGGTGTTGCTGCAGGTGTTATTTCTACTAATAATGCAGCA
TTTAGTGATGTTGCTGAGTTCGGTCATTGGAATAAAATAGCGGCTGGAGGGGTAGCTAATGGTA
TTCTTGCTAACGGTCCTCAAGACAATGAGGCATTTACTTACGGTGGTGATCATACTATCACTGC
AAATAAAGCCGGTCGTATTATTGTGGCTATAAATGTTGCGGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAATA
TTGCTCAAAATACCGTTGTTGGTTCGATTATAACGGGAGGTAACTTGTTGCCTGTTACTATTACT
GCCGGCAAAAGCTTAACTTTAAACGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTTTGATGCTC
CTGCCGATAATTATACAGGTTTAGGAAATATAGCTTT
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