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Resumo

Os patégenos transmitidos por carrapatos representam variadas e complexas patologias,
dentre os quais se destacam os agentes da familia Anaplasmataceae. No Brasil, apesar de
haver estudos que relatam a incidéncia destes agentes nos animais, pouco se sabe sobre a
ocorréncia destes patdgenos nos carrapatos, especialmente aqueles que parasitam os
animais silvestres. Nesse contexto, esta pesquisa teve por objetivo principal avaliar a
presenca de agentes da familia Anaplasmataceae em carrapatos de animais silvestres
provenientes da “Colecdo de Carrapatos da Universidade Federal de Mato Grosso” (Cuiab3,
Mato Grosso, Brasil), coletados entre 2015 e 2018. Ao todo, 350 carrapatos foram
selecionados aleatoriamente para serem avaliados para investigacdo da infecgdo para o
género Ehrlichia (gene dsb) e para os agentes da familia Anaplasmataceae (gene 16S rRNA).
Ao todo, 25 foram positivos na PCR, sendo 1 para o gene dsb e 24 para o gene 16S rRNA.
Destes, 3 foram sequenciados, no qual 1 macho de Amblyomma sculptum amostrado de
uma anta foi positivo para o gene dsb e cujo sequenciamento resultou na presenga de
Ehrlichia sp. Por outro lado, 1 fémea de Amblyomma scalpturatum coletada também nesta
anta supracitada e 1 macho de Amblyomma dissimile obtido de uma sucuri foram positivos
para o gene 16S rRNA e o sequenciamento indicou ser Anaplasma sp. Estes resultados
demonstram que hda presencga de bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae nos
carrapatos avaliados, o que representa uma informagdao muito importante pois contribui
para o melhor entendimento da circulagcao de agentes transmitidos por estes artropodes no
estado de Mato Grosso.

Palavras-chave: Ectoparasitos. Parasitologia animal. Saude publica.

Introdugdo

A familia Anaplasmataceae, que esta inserida na ordem Rickettsiales inclui dois
importantes grupos constituidos pelos géneros Anaplasma e Ehrlichia, os quais sdo
formados por bactérias gram-negativas e intracelulares obrigatdrias capazes de infectar

varias células de seus hospedeiros (DUMLER et al., 2001).
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Embora a espécie E. canis seja o principal agente da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC) circulante no Brasil (AGUIAR et al., 2008; VIEIRA et al., 2011), alguns estudos
destacam que ha possibilidade de que outras espécies de Ehrlichia spp. também possam
estar presentes em territério nacional, como a E. chaffeensis (MACHADO et al., 2006), a E.
ewingii (OLIVEIRA et al., 2009) e, mais recentemente, a E. minasensis (CABEZAS-CRUZ et al.,
2016).

Em relacdo ao género Anaplasma, existem vdrias espécies de importancia clinica,
como, por exemplo, o Anaplasma platys, que infecta plaquetas de cdes sendo transmitida
pelo carrapato R. sanguineus (YABSLEY et al.,, 2008). H4 também outras espécies que
afetam ruminantes (BARROS et al., 2005; BARRE; UILENBERG, 2010), bem como a espécie
Anaplasma phagocytophilum, que ja foi descrita em humanos, cdes, gatos e equinos
(WALKER; DUMLER, 1997; SANTOS et al., 2011).

Nos ultimos anos, a ocorréncia de doengas emergentes transmitidas por carrapatos
em humanos e animais domésticos tem sido frequente, sobretudo devido ao maior contato
com ambiente silvestre (PAROLA; RAOULT, 2001). A participacdo destes ectoparasitos na
transmissao de bactérias e protozoarios causadores de doencas de carater zoondtico como
anaplasmose, babesiose, erliquiose e riquetsiose tem despertado muito interesse
cientifico, especialmente por causarem sérios problemas relacionados a saude publica,
representando um desafio para a medicina humana e veterinaria (FOLDVARI; FARKAS,
2005; PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

No Brasil, apesar de haver estudos que relatam a incidéncia de agentes da familia
Anaplasmataceae nos animais, pouco se sabe sobre a ocorréncia destes patégenos em
carrapatos que parasitam os animais silvestres. Nesse contexto, esta pesquisa teve por
objetivo principal avaliar a presenca de agentes da familia Anaplasmataceae em carrapatos
de animais silvestres de Mato Grosso provenientes da “Colecdo de Carrapatos da
Universidade Federal de Mato Grosso” (Cuiaba, Mato Grosso, Brasil). Dessa maneira, a partir
dos resultados obtidos com este trabalho buscou-se obter informagdes que fossem
relevantes para o desenvolvimento de infeccbes por estes patégenos em carrapatos na

regido de estudo.
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Material e Métodos

Amostragem

Para execugdo deste trabalho foram utilizados os carrapatos da “Colecdo de
Carrapatos da Universidade Federal de Mato Grosso” (Cuiabd, Mato Grosso, Brasil)
coletados de animais silvestres entre 2015 e 2018, provenientes do Estado de Mato Grosso.
Os carrapatos foram obtidos a partir de animais silvestres de vida livre ou cativeiro
atendidos no Hospital Veterinario ou do Zooldgico da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT) e adicionalmente também foram obtidos carrapatos de animais silvestres
encontrados mortos na estrada. Estes permaneceram armazenados em alcool isopropilico e
foram identificados segundo as chaves taxondmicas de Barros-Battesti et al. (2006), Martins
et al. (2010) e Nava et al. (2014). Os acidos nucleicos dos carrapatos foram obtidos a partir
do processo de extracdao de DNA utilizando o Tiocianato de Guanidina conforme descrito por
Sangioni et al. (2005).

Ao todo, 148 animais silvestres foram amostrados, incluindo mamiferos, anfibios
anuros, répteis e aves, tanto de vida livre quanto de cativeiro (Zooldgico da Universidade
Federal de Mato Grosso). Os carrapatos amostrados neste periodo totalizaram 2.056,
divididos entre 100 larvas, 548 ninfas, 815 adultos machos e 593 adultos fémeas
pertencentes a 4 géneros, conforme segue: Amblyomma spp. (100 larvas); Amblyomma
cajennense sensu stricto (s. s.) (60 ninfas, 153 machos, 41 fémeas), Amblyomma calcaratum
(2 ninfas, 24 machos, 1 fémea), Amblyomma coelebs (31 ninfas, 31 machos, 22 fémeas),
Amblyomma dissimile (143 ninfas, 103 machos, 67 fémeas), Amblyomma dubitatum (5
ninfas, 9 machos, 43 fémeas), Amblyomma humerale (5 ninfas, 9 machos), Amblyomma
longirostre (8 machos, 2 fémeas), Amblyomma naponense (3 ninfas, 3 fémeas), Amblyomma
nodosum (45 machos, 33 fémeas), Amblyomma oblongoguttatum (1 ninfa, 5 machos, 10
fémeas), Amblyomma ovale (4 machos), Amblyomma parvum (1 fémea), Amblyomma
rotundatum (20 ninfas, 19 fémeas), Amblyomma romitii (4 ninfas, 8 machos, 12 fémeas),
Amblyomma scalpturatum (7 ninfas, 44 machos, 28 fémeas), Amblyomma sculptum (250
ninfas, 329 machos, 260 fémeas), Amblyomma triste (9 ninfas, 5 machos, 6 fémeas),

Dermacentor nitens (1 ninfa), Haemaphysalis juxtakochi (1 ninfa, 3 fémeas), Rhipicephalus
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microplus (6 ninfas, 22 machos, 33 fémeas), Rhipicephalus sanguineus sensu lato (16

machos, 9 fémeas).

Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Com intuito de investigar a ocorréncia de Ehrlichia spp., os DNAs dos carrapatos foram
submetidos a PCR utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores denominados DSB-
330 senso e DBS-720 anti-senso que amplificam um fragmento de 409 pares de base (pb) do
gene dsb (DOYLE et al., 2005). Em seguida, foram usados os oligonucleotideos DSB-380
senso e DBS-720 anti-senso que amplificam 349 pb para testar os produtos da primeira
reacdao (ALMEIDA et al., 2013). J4 para pesquisar a presenca de outros agentes da familia
Anaplasmataceae as amostras de acidos nucléicos foram testadas com os oligonucleotideos
EHR16SD senso e EHR16SR anti-senso que amplificam um fragmento de 344 pb do gene 16S
rRNA (CARVALHO et al., 2016) (Tabela 1).

A amplificagcdo resultante das reagdes foi visualizada em Gel de Agarose a 1,5%
corado com GelRed nucleic Acid Gel Stain, 10000x (Biotium - Uniscience®) e examinada no

transiluminador com luz UV (ultravioleta).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos genes dsb e 16S rRNA
em carrapatos de animais silvestres do Estado de Mato Grosso.

Agente Tamanho
Gene Oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo (5°-3’) Referéncia
Etioldgico (pb)
Senso
Anti-senso
DSB-330 GATGATGTTTGAAGATATSAAACAAAT Doyle et al.
Ehrlichia spp. dsb 409
DSB-720 CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC (2005)
DSB-380* ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG Almeida et
Ehrlichia spp. dsb 349
DSB-720* CTATTTTACTTCTTAAAGTTGATAWATC al. (2013)
Familia EHR16SD GGTCCYACAGAAGAAGTCC Carvalho et
16S rRNA 344
Anaplasmataceae EHR16SR TGCACTCATCGTTTACAG al. (2016)

*Reacéo de semi-nested.
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Sequenciamento de nucleotideos
Os produtos da amplificagdao das PCR foram purificados com illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification kit (GE Healthcare®) e suas sequéncias foram determinadas em
sequenciador automatico de DNA modelo ABI 3500 Series Genetic Analyser, segundo seu
manual de instrucdes. As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras sequéncias
correspondentes disponiveis no GenBank, utilizando-se o programa NCBI Nucleotide BLAST

Searches (ALTSCHUL et al., 1990).

Resultados e Discussao

Do total de 2.056 carrapatos coletados, 350 foram selecionados aleatoriamente para
serem avaliados pela Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para investigacdo da infeccdao
tanto pelo género Ehrlichia (gene dsb) como por agentes da familia Anaplasmataceae (gene

16S rRNA). Ao todo, 25 foram positivos na PCR conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Carrapatos positivos na PCR para o género Ehrlichia (gene dsb) e para a familia
Anaplasmataceae (gene 16S rRNA).

Hospedeiros Espécies de carrapatos Positivos na PCR Genes

Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma sculptum 1 macho dsb
Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA
Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma scalpturatum 1fémea 16s rRNA
Sucuri (Eunectes notaeus) Amblyomma dissimile 1 macho 16s rRNA
Tamandua-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
Tamandua-Bandeira (Myrmecophaga tridactyla) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA
Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) Amblyomma sculptum 1 fémea 16s rRNA
Tamandua-Bandeira (Myrmecophaga tridactyla) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA
Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma scalpturatum 1 macho 16s rRNA
Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma scalpturatum 1 macho 16s rRNA
Anta (Tapirus terrestris) Amblyommma coelebs 1 fémea 16s rRNA
Anta (Tapirus terrestris) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA
Veado mateiro (Mazama americana) Haemaphysalis. juxtakochi 1 fémea 16s rRNA
Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) Amblyomma romitii 1 fémea 16s rRNA
Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) Amblyomma romitii 1 fémea 16s rRNA
Queixada (Tayassu pecari) Amblyomma cajennense s. s 1 macho 16s rRNA
Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
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Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma sculptum 1 pool 5N 16s rRNA
Tamandud-mirim (Tamandua tetradactyla) Amblyomma nodosum 1 macho 16s rRNA
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) Amblyomma ovale 1 macho 16s rRNA
Tamandud-Bandeira (Myrmecophaga tridactyla) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA
Seriema (Cariama cristata) Amblyomma sculptum 1 macho 16s rRNA

Fonte: Dados da pesquisa.

Destes, 3 carrapatos foram submetidos ao sequenciamento, sendo 1 macho de
Amblyomma sculptum amostrado de uma anta que foi positivo para o gene dsb e cujo
sequenciamento resultou na presenca de Ehrlichia sp. Por outro lado, 1 fémea de
Amblyomma scalpturatum coletada também nesta anta supracitada e 1 macho de
Amblyomma dissimile obtido de uma sucuri foram positivos para o gene 16S rRNA e o

sequenciamento indicou ser Anaplasma sp. (Tabela 3).

Tabela 3 — Carrapatos positivos na PCR submetidos ao sequenciamento de nucleotideos.

Espécies de Positivos Identidade mais proxima do GenBank
Hospedeiros
Carrapatos na PCR (nimero de acesso)
Amblyomma sculptum 1 macho 99,62% Ehrlichia sp. (dsb: KT148966)
Anta (Tapirus terrestris)
Amblyomma scalpturatum 1 fémea 99,29% Anaplasma sp. (16S rRNA: MG869524)
Sucuri (Eunectes notaeus) Amblyomma dissimile 1 macho 99,29% Anaplasma sp. (16S rRNA: MG869524)

Fonte: Dados da pesquisa.

A ocorréncia de positividade em carrapatos de diferentes espécies do género
Amblyomma demonstra que os agentes da familia Anaplasmataceae encontram-se
circulando na natureza por meio da infeccdo nestes artrépodes. Ha relatos da presenca de
bactérias da familia Anaplasmataceae em carrapatos que parasitavam antas no Equador,
demonstrando a extensdo da familia na América do Sul (PESQUERA et al., 2015). De maneira
similar, os ectoparasitos pertencentes a este género ja foram descritos como portadores de
varios agentes riquetsiais patogénicos (PAROLA et al.,, 2013), bem como de A.
phagocytophilum, E. chaffeensis e E. ewingii (BEKKER et al., 2002; COHEN et al., 2010).

Curiosamente, a bactéria Ehrlichia sp. encontrada em A. sculptum neste estudo
apresentou-se 99,62% idéntica com uma sequéncia de Ehrlichia sp. detectada em cavalos do
Sul do Brasil (KT148966). Também ja houve uma descricdo de infeccdo por Ehrlichia sp. nesta

espécie de carrapato retirada de cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) de Mato Grosso do
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Sul (SOUSA et al., 2017). Do mesmo modo, houve a detec¢do molecular de uma possivel
nova espécie de Ehrlichia sp. em carrapatos do género Amblyomma coletados de ongas-
pintadas (Panthera onca) do Pantanal Sul-Matogrossense (WIDMER et al., 2011).

Além disso, ha indicios da circulagdo de agentes erliquiais também nos animais
silvestres, como em oncas-pintadas (P. onca) do Pantanal de Mato Grosso do Sul (WIDMER
et al., 2011) e em cachorro-do-mato (C. thous) de vida livre no Espirito Santo (ALMEIDA et
al., 2013).

Com relacdo ao parasitismo da espécie A. sculptum em anta (Tapirus terrestris) pode-
se afirmar que ja era esperado, pois este mamifero é um dos hospedeiros primdrios deste
carrapato, juntamente com os equinos e as capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris) (SOUZA
et al., 2006). Ademais, este carrapato sabidamente possui um grande potencial para
parasitar seres humanos, inclusive atuando de forma agressiva (PAJUABA et al., 2018). Ele
destaca-se pelo seu impacto na saude publica, por ser o principal vetor que atua na
transmissdo da bactéria Rickettsia rickettsii, agente etiolégico da Febre Maculosa Brasileira
(LABRUNA, 2009). Ha registros de parasitismo humano pelo carrapato A. sculptum em varias
localidades, incluindo Argentina, Bolivia, Brasil, Coldbmbia, Equador, Guiana Francesa,
Guiana, Paraguai, Suriname e Venezuela (GUGLIELMONE et al., 2006).

Neste trabalho foi identificado Anaplasma sp. 99,29% similar ao encontrado em
caprinos na China (MG869524) e que foi considerado préximo a espécie A. phagocytophilum
(GUO et al., 2018). Desse modo, o fato de haver a presenca de um agente com as mesmas
caracteristicas moleculares ja identificadas em animais, carrapatos e humanos sugere que
esse organismo poderia representar uma ameaca a salde animal e humana (LI et al., 2015).

Em relacdo ao carrapato A. scalpturatum sabe-se que ele ja foi encontrado infectado
com Rickettsia bellii na floresta amazonica (LABRUNA et al., 2004); entretanto, tudo indica
gue este seja o primeiro relato da infeccdo por Anaplasma sp. nesta espécie de carrapato.
Este artrépode tem predilecdo por parasitar mamiferos, sendo as antas (T. terrestres) os
principais hospedeiros (LABRUNA et al., 2005), e ja possui registros nos estados do
Amazonas, Pard, Rondonia, Roraima, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parand e Acre
(ONOFRIO et al., 2006, 2010; LIMA et al., 2018). Ha relatos inclusive de parasitismo humano
pelo A. scalpturatum (GUGLIELMONE; ROBBINS, 2018; SILVA et al., 2016) e, recentemente,
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foi descrito o primeiro registro de uma alimentacdo concluida por uma ninfa desta espécie
de carrapato em um hospedeiro humano na regidao Norte do Brasil (AGUIRRE et al. 2019).

A presenca de Anaplasma sp. em A. dissimile desta pesquisa corrobora com um
achado recente que também detectou essa bactéria nesta espécie de carrapato coletada de
jararaca-do-norte (Bothrops atrox) no Pard (OGRZEWALSKA et al., 2019). Carrapatos desta
espécie coletados de iguanas (lguana iguana) também ja foram identificados com uma nova
espécie de Rickettsia sp. na Colombia (MIRANDA et al., 2012) e também aqui no Brasil (LUZ
et al., 2018). Quanto ao parasitismo do A. dissimile em sucuri nota-se que tal achado é
suportado pela literatura atual, que afirma que esta espécie de carrapato é comumente
encontrada em vertebrados de sangue frio, incluindo répteis e anfibios, especialmente os
sapos (GUGLIELMONE et al., 2014).

A maioria das espécies de mamiferos, estd sujeito a infestacdes por ectoparasitos,
sendo comumente parasitado por carrapatos do género Amblyomma (MARTINS et al., 2014).
E a espécie A. nodosum, em sua fase adulta tem sido encontrada quase que exclusivamente
em tamanduas, o que confirma os achados desta pesquisa. Bem como, a espécie A. coelebs
gue parasita principalmente mamiferos também, preferencialmente T. terrestris
(GUIMARAES et al., 2001).

O parasitismo da espécie Haemaphysalis juxtakochi em veado mateiro (Mazama
americana) de vida livre esta de acordo com a literatura, uma vez que, é primariamente um
carrapato de cervideos (LABRUNA et al., 2005e).

A espécie A. romitii ja foi descrita abrangendo as Guianas (Francesa, Britdnica e
Suriname), Venezuela e os estados brasileiros do Para e Rond6nia (LABRUNA et al., 2010).
Contudo, houve registros da espécie em Mato Grosso, relatado como um novo local
geografico, o qual contribui para o achado de parasitismo em capivaras (WITTER et al.,,
2016).

A presente identificacdo do parasitismo do cachorro do mato pela espécie A. ovale
condiz com os achados na literatura que parasitam preferencialmente pequenos mamiferos
e possuem habitos silvestres (ARAGAO; FONSECA, 1961).

Nesse sentido, apesar dos agentes da familia Anaplasmataceae serem

reconhecidamente transmitidos por carrapatos e ja terem a dindamica da infeccdo bem
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definida entre seus hospedeiros domésticos (DUMLER et al., 2001), é imprescindivel a
realizagdo de novos estudos para esclarecer como ocorre essa complexa rede
epidemioldgica no ambiente silvestre, considerando a crescente evidéncia da presenga
destes patdgenos nos animais e nos carrapatos do meio selvatico de diferentes regides do

pais.

Conclusdo

A partir dos resultados observados neste estudo foi possivel avaliar a presenca de
agentes da familia Anaplasmataceae nos carrapatos avaliados, o que representa uma
informacdo relevante, pois contribui para a melhor compreensao da circulacdo de agentes
transmitidos por carrapatos na regido de estudo, principalmente devido a implicacao
zoondtica apresentada por algum deles. O conhecimento do parasitismo de animais
silvestres por carrapatos é essencial e serve de fomento para novas descobertas sobre a

ecologia e a distribuicdo destes artrépodes, bem como a relagdo com seus hospedeiros.
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