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RESUMO

BASTOS, F. A. N. Revisao taxondmica das espécies do género
Ornithonyssus (Acari: Macronyssidae) parasitos de pequenos mamiferos
terrestres no Brasil e avaliagao da infeccao desses acaros por Rickettsia
spp. [Taxonomic revision of species of the genus Ornithonyssus (Acari:
Macronyssidae) on small wild mammals from Brazil and the rickettsial infection
evaluation in these mites.]. 2008. 63f. Dissertacao (Mestre em Medicina
Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Até a metade do século passado o género Ornithonyssus Sambon (Acari:
Macronyssidae) no Brasil estava representado por 12 espécies, sendo 7 espécies
de pequenos mamiferos terrestres, 1 espécie de morcego e 4 espécies de aves.
Nos anos 80 as espécies brasileiras de Ornithonyssus de roedores e marsupiais
foram sinonimizadas e reduzidas a quatro somente, O. bacoti (Hirst), O.
matogrosso (Fonseca), O. pereirai (Fonseca) e O. wernecki (Fonseca). O presente
estudo reuniu informagdes sobre a morfologia dessas espécies a partir de tipos e
material depositados na Colegao Acarolégica do Instituto Butantan, bem como, de
espécimes recentemente coletado em pequenos mamiferos terrestres. Para dar
suporte a morfologia, estudos de biologia molecular foram conduzidos a fim de
esclarecer o status taxondmico desse género. Adicionalmente foi investigada a
presenca de bactérias do género Rickettsia no material coletado. Os caracteres
morfolégicos foramestudadosatravésdemicroscopiaoptica e eletronica devarredura.
Para a taxonomia molecular o DNA foi extraido e a regido 16SrDNA do gene
mitocondrial foi seqlienciada, incluindo espécimes dos Estados Unidos e Peru. Na
pesquisade Rickettsia foi utilizada a técnica da PCR para doisgenes,citrato sintase
(gltA)eproteinaexternademembranaA(ompA),além de seqléncias obtidas do gene
gltA para analises de distancia. Os estudos de morfologia e molecular sugerem a
auséncia de O. bacoti no Brasil, e a incerteza da validade de registros na América
Latina.Dassinonimiaspreviamente propostas,nenhuma delas é valida com excegao

de O.lutzi(Fonseca)que € de fato sinonimia de O. monteiroi (Fonseca). As outras 6



espécies brasileiras de Ornithonyssus, O. brasiliensis, O. matogrosso, O.
monteiroi, O. pereirai, O. vitzthumi (Fonseca) e O. wernecki, estao
taxonomicamente confirmadas, e uma chave dicotdmica ilustrada para a
identificacdo dessas espécies, foi proposta. A presenca de Rickettsia foi
detectada em 45 (57%) e em 3 (3,8%) das 79 amostras de acaros testadas
para os genes gltA e ompA, respectivamente. A andlise de distancia das 17
sequéncias obtidas para o gene gltA revelou similaridade da maioria das
amostras com o Grupo da Febre Maculosa. A alta porcentagem de positividade
encontrada para Rickettsia foi inesperada, uma vez que a taxa no vetor

(carrapato) naturalmente infectado, € baixa. This fact suggest

Palavras-chaves: Ornithonyssus spp. Macronyssidae. Acari. Rickettsia.

Pequenos mamiferos.



ABSTRACT

BASTOS, F. A. N. Taxonomic revision of species of the genus Ornithonyssus
(Acari: Macronyssidae) on small wild mammals from Brazil and the rickettsial
infection evaluation in these mites [Revisdo taxondmica das espécies do género
Ornithonyssus (Acari: Macronyssidae) parasitos de pequenos mamiferos terrestres
no Brasil e avaliagao da infeccdo desses acaros por Rickettsia spp]. 2008. 63f.
Dissertagao (Mestre em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2008.

Until meddle of last Century the Ornithonyssus Sambon genus (Acari:
Macronyssidae) in Brazil was represented by 12 species, with 7 species from small
wild land mammals, 1 species from bat, and 4 species from birds. Unfortunately in
the 80’s the Brazilian species of Ornithonyssus from rodents and marsupials were
synonymyzed and reduced into four species only, O. bacoti (Hirst), O. matogrosso
(Fonseca), O. pereirai (Fonseca), and O. wernecki (Fonseca). The present study
joins information about their morphology from types and material deposited at the
Colegao Acarologica do Instituto Butantan as well as from specimens recently
collectedonsmallwildlandmammals. Molecular biology was conducted to clarify the
taxonomicstatusofthisgenusinorder to support the morphology studies. In addition,
the presence of bacteria of the genus Rickettsia in the collected material was
investigated. The morphologic characters were studied under optical and scanning
electronmicroscopy. The DNAwasextractedandthe region of the mitochondrial gene
16SrDNAwas sequencedforthe moleculartaxonomy,includingspecimens from North
AmericaandPeru.ltwasusedthe PCR technique for two genes, citrato sintase (gltA)
and outer membrane protein A (ompA) in the rickettsial research, besides of the
sequences from gltAgenetoanalyzethedistance betweenthem.The morphology and
molecular studies suggest the absence of O. bacoti in Brazil, and the validity of the
recordsfromLatin Americaisuncertainness.Fromthosesynonymies,noone of them is
valid,exceptforO. lutzi(Fonseca)that is in fact a synonym of O. monteiroi (Fonseca).

Theother six Brazilian species of Ornithonyssus, O. brasiliensis, O. matogrosso, O.



monteiroi, O. pereirai, O. vitzthumi (Fonseca) and O. wernecki, are
taxonomically confirmed, and a dichotomic key for these species is proposed.
Among the 79 mite samples the rickettsial infection was detected in 45 (57%)
and 3 (3.8%), to gltA and ompA genes, respectively. The distance between 17
analyzed sequences to gene gltA showed similarity to the Maculosa Fever
Group for most of them. The high percentage of positiveness was not expected
once the naturally infected vector rate (ticks) is low. This fact suggests new

hypothesis about the enzootic cycle maintenance and rickettsial transmission.

Key-words: Ornithonyssus spp. Macronyssidae. Mites. Rickettsia. Wild mammals.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Aspectos Gerais

Os ectoparasitos que infestam mamiferos pertencem, essencialmente, aos
grupos Insecta e Arachnida, sendo a primeira classe representada principalmente
pelas ordens Siphonaptera, Phthiraptera, Diptera e Coleoptera, correspondendo,
respectivamente, as pulgas, piolhos, larvas e adultos de dipteros e besouros
estafilinideos; e a segunda classe pela ordem Acari, representada principalmente
pelas subordens Astigmata, Gamasida e Ixodida (LINARDI et al., 1991). Esses
artrépodes estabelecem com as espécies hospedeiras relagdes que vio desde o
parasitismo ao mutualismo, sendo denominados, ectoparasitos (MARTINS-HATANO
et al., 2004).

Alguns ectoparasitos utilizam o hospedeiro apenas para a dispersdo
(RADOVSKY, 1985). Embora esses grupos sejam considerados ectoparasitos por
serem encontrados ainda que temporariamente no corpo dos animais, os parasitos
verdadeiros seriam aqueles que exibem algum grau de dependéncia metabélica com
os hospedeiros Ihes causando gastos energéticos e danos fisicos, como é o caso
dos hematéfagos.

Do ponto de vista evolutivo, esses artrépodes e as doengas causadas por
patégenos transmitidos por eles, representam um “controle” modulador de
comunidades hospedeiras. Portanto, eles s&o responsaveis por algumas adaptagdes
fisiolégicas importantes além das imunolégicas, as quais interferem na distribuicao
geografica dos grupos hospedeiros (MARTINS-HATANO et al., 2004).

Os insetos ectoparasitos de pequenos mamiferos, considerados
verdadeiramente hematéfagos, sdo os piolhos Anoplura (Phthraptera) e as pulgas
(Siphonaptera). Os primeiros s&o estreitamente relacionados aos seus hospedeiros,
vivendo sobre estes, praticamente toda a vida o que lhes confere alta especificidade
parasitaria. Apesar de exercerem a hematofagia em todos os estagios, e de sua
importancia na transmissdo de bactérias causadoras de doengas, os piolhos sao
pouco conhecidos. Por outro lado, as pulgas sdo hematéfagas apenas no estagio

adulto, mas foram muito mais estudadas, especialmente pelo seu papel



16

epidemioldgico como vetores da bactéria causadora da peste bubénica, que dizimou
em grande escala boa parte da populagao do velho mundo durante a idade média
(LINARDI; GUIMARAES, 2000).

Dentro dos grupos de ectoparasitos, sem duvida, os carrapatos constituem um
dos mais importantes grupos de interesse médico e veterinario (BARROS-BATTESTI
et al.,, 2006). Numa classificagdo mais recente, esses animais estao inseridos na
Ordem Acari da Classe Arachnida, Subordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea. A
Superfamilia Ixodoidea compreende trés familias: Argasidae, Ixodidae e
Nuttaliellidae, esta ultima com distribuicdo restrita & Africa do Sul e Tanzania
(BEDFORD, 1934; KEIRANS et al., 1976). A Familia Argasidae, compreende cerca
de 170 espécies descritas para as duas Subfamilias: Argasinae (57 espécies de
Argas) e Ornithodorinae (114 espécies distribuidas em trés géneros). A Familia
Ixodidae € muito mais diversificada, com 12 géneros e 650 espécies
(HOOGSTRAAL; AESCHLIMANN, 1982; ONOFRIO et al., 2006).

Segundo Labruna e Machado (2006), os carrapatos sédo vetores de diversas
bactérias patogénicas para humanos e animais, em diferentes partes do mundo. De
acordo com os autores, no Neotrépico ha ainda um baixo ndmero de agentes
bacterianos transmitidos por estes artrépodes, fruto da escassez de pesquisas que
tém sido realizadas nesta regido. Mesmo assim, trabalhos recentes tém
demonstrado a existéncia de novos agentes patogénicos na América do Sul, sendo
que alguns deles ainda ndo foram devidamente caracterizados. Entre os bioagentes
ja conhecidos, a bactéria Rickettsia rickettsii, depois do virus rabico, é possivelmente
o patégeno mais letal para humanos, uma vez que a letalidade média da Febre
Maculosa, nos casos néo tratados com antibidticos pode chegar a 80%. Trata-se de
uma bactéria intracelular obrigatéria, vivendo em diferentes tecidos dos carrapatos e
em células endoteliais de vertebrados. Seu principal vetor na regido Neotropical é o
carrapato-estrela, Amblyomma cajehnense (Fabricius 1787). Amostras de R.
rickettsii ja foram isoladas deste carrapato no Brasil, Colémbia, Panama e México, e
ha evidéncias epidemiolégicas que A. cajennense seja vetor da FM também na
Argentina.

Os carrapatos nem sempre estao infectados com rickettsias, e quando estdo, a
taxa de infeccdo é baixissima. Em funcdo disso, muitas vezes, é dificil explicar a
doenga em determinados locais onde os vetores nao sdo positivos para a bactéria
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(PINTER, 2007), o que demonstra que por si sé, os carrapatos ndo atuam sozinhos
na manuten¢ao do ciclo enzodtico.

Por outro lado, do ponto de vista epidemiolégico, alguns acaros da subordem
Gamasida, que sdo hematéfagos, cumprem um papel importante na manutencéo de
patégenos entre a fauna silvestre que atinge tanto animais domésticos como o homem
(TIPTON, 1960). A subordem compreende grande niimero espécies, em sua maioria,
predadores, incluindo também grupos de ecto e endoparasitos de invertebrados e
vertebrados. S&o geralmente bem quitinizados, dotados de placas e variam de 0,2 a
2 mm de comprimento (FLECHTMANN, 1977). As familias comumente encontradas
em roedores sdo Laelapidae e Macronyssidae.

1.2 Familia Macronyssidae Oudemans, 1926

Compreende acaros hematdfagos ectoparasitos de morcegos, roedores, aves e
acidentalmente, o homem. Os representantes dessa familia estavam originalmente
inseridos na familia Dermanyssidae Kolenati, 1859, subfamilia Liponyssinae Ewing,
1923, designacdo mantida até 1931 quando foi erigida uma nova familia:
Liponyssidae Vitzthum, 1931 (FONSECA, 1948). Contudo, Oudemans (1936), que
adotou Macronyssidae, em substituicdo a Liponyssidae, reconheceu Macronyssus
Kolenati, 1858 como um género valido e distinto de Liponyssus Kolenati, 1858, cuja
prioridade do nome foi discutida, em virtude dos argumentos ndo estarem em
conformidade com o Cdédigo de Nomenclatura Zoolégica. Poteriormente, Fonseca
(1948) deduziu que a prioridade de Macronyssus sobre Liponyssus residia nas
seguintes justificativas: o paradeiro da espécie-tipo do género Liponyssus setosus
(Kolenati, 1856) era desconhecido; é descricdo da espécie-tipo do género
Liponyssus era deficiente demais para o reconhecimento dos caracteres genéricos;
e todos os dados relativos a descricdo da espécie-tipo do género Macronyssus
estavam completos assim como o tipo depositado na colegdo do Museu Britanico
(Bristish Museum) (RADOVSKY, 1966).

Fonseca (1943), diante da confusdo gerada pelas descrigdes inconclusivas e
pouco abrangentes dos géneros Liponyssus e Macronyssus, erigiu um novo género
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(Bdelonyssus) para que nele fossem incluidas as especies tropicais que se
diferenciavam das restantes, inclusive por caracteristicas zoogeograficas.

Apesar da polémica, por um longo periodo, os &4caros macronissideos
permaneceram inseridos na subfamilia Liponyssinae (Dermanyssidae) (RADOVSKY,
1966), devido as semelhancas morfolégicas e suposta relagdo de parentesco com o
género Dermanyssus Dugés, 1834. Por outro lado, esse autor destacou evidéncias
sinapomérficas entre macronissideos e laelapideos, sugerindo que esses grupos
descendiam de um mesmo ancestral, portanto, monofiléticos. A despeito dessa
relacdo de parentesco, a familia Macronyssidae foi erigida com base em um
conjunto de caracteres, excluindo, dessa forma, membros de outros grupos. A
combinacdo desses caracteres somados ao comportamento ecoldgico, as
evidéncias de co-evolugdo com os hospedeiros, e ao niimero de géneros e espécies
que compbem a familia, foram alguns dos fatores que deram suporte ao téxon
(RADOVSKY, 1966).

Segundo Evans e Till (1966) a adoc&o do modo de vida parasitico por certos
membros da familia deu-se como um potencial evolucionario que acabou reunindo
diversas formas distintas tanto na biologia quanto na morfologia. Ainda de acordo
com eles, os macronissideos evoluiram, provavelmente, a partir de laelapideos que
viviam em ninhos. Assim, a transi¢dao da forma polifagica (espécies livres que se
alimentam de diferentes itens) para monofagica (espécies parasiticas) envolveu
provavelmente uma fase ndo especializada de alimentacdo que, ocasionalmente,
incluia refeicio de tecidos e exudatos oriundos da abrasdo com a pele do
hospedeiro, ainda retida por alguns membros de Laelapidae (por exemplo,
Androlaelaps Berlese, 1903; Laelaps Koch, 1836: Haemogamasus Berlese, 1889).

Os representantes da familia Macronyssidae sdo obrigatoriamente
hematéfagos nos estagios de protoninfa e adultos, porém larvas e deutoninfas nao
se alimentam. Os ovos sdo depositados nos ninhos dos hospedeiros, em camas ou
frestas. Em geral, a postura leva uma semana e em média 100 ovos sao colocados
por dia. Durante esse periodo a fémea alimenta-se duas vezes. A eclosdo da larva
ocorre de 1 a 4 dias, sofrendo muda sem repasto sanguineo dentro de 24h. A
protoninfa realiza ecdise dentro de 5 a 14 dias apés alimentagdo. Dependendo das
condicdes ambientais o ciclo pode ser completado em treze dias em média
(GUIMARAES et al., 2001).
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1.3 Género Ornithonyssus Sambon, 1928

O género Omithonyssus Sambon, 1928 (Acari: Macronyssidae) é
representado por cerca de 31 espécies de ectoparasitos de aves, répteis e
mamiferos no mundo. O conhecimento da taxonomia do género é muito importante
do ponto de vista epidemioldgico, pois sdo &acaros hematéfagos e podem ser
potenciais vetores de patégenos.

Fonseca (1948) listou 11 espécies de Macronyssidae para o Brasil em
diferentes géneros, a seguir (em ordem cronolégica): Ornithonyssus sylviarum
(Canestrini & Fanzago, 1877) (=Leiognathus); Omithonyssus bursa Berlese, 1888
(=Bdellonyssus), Ormnithonyssus wernecki (Fonseca, 1935) (=Neoichoronyssus);
Ornithonyssus eruditus (Fonseca, 1935) (=Bdellonyssus); Ornithonyssus iheringi
(Fonseca, 1935) (=Bdellonyssus); Ormnithonyssus pereirai (Fonseca, 1935)
(=Lepronyssoides); Ornithonyssus haematophagous (Fonseca, 1936)
(=Bdellonyssus); Ornithonyssus brasiliensis (Fonseca, 1939) (=Bdellonyssus);
Ornithonyssus Ilutzi (Fonseca, 1941) (=Bdellonyssus), Ornithonyssus monteiroi
(Fonseca, 1941) (=Bdellonyssus); and Ornithonyssus vitzthumi (Fonseca, 1941)
(=Bdellonyssus). A décima segunda espécie, Omithonyssus matogrosso (Fonseca,
1954) (= Neoichoronyssus), foi a (ltima espécie descrita para o Brasil.

Segundo Furman e Radovsky (1963), o género Ornithonyssus Sambon, 1923
foi caracterizado por possuir placa dorsal constituida de uma sé peca. Estes autores
propuseram uma re-diagnose do género e apresentaram uma lista de sinonimias
que incluiu Liponyssus “ndo Kolenati, 1856"; Leiognathus Canestrini, 1885;
Bdellonyssus Fonseca, 1941; Neoichoronyssus Fonseca, 1941; e Fonsecanyssus
Radford, 1950. Entre os caracteres mencionados na nova diagnose, por esses
autores, a placa dorsal Unica nao foi méncionada como carater diagndstico para o
género. Eles excluiram espécies com espinho ventral na coxa e com projegdo
anterior mediana proeminente da genito-ventral sobre a placa esternal, mas
curiosamente a espécie O. wemecki foi listada como representante do género
Omithonyssus embora apresentasse ambos os caracteres. Furman e Radovsky
(1963) consideraram o prolongamento ventral onde se insere a cerda posterior da
coxa |, de O. wernecki, como sendo um pedicelo e ndo como um espinho.
Provavelmente os autores também ndo perceberam a forte projecdo da placa
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genitoventral na regido posterior da placa esternal, presente nesta espécie. Ainda
esses autores consideraram Neoichoronyssus como sinonimia de Ornithonyssus
porém eles ignoraram a espécie O. matogrosso previamente descrita para este
género.

Furman (1971) examinou a série tipica de O. pereirai e designou o espécime,
montado em lamina e tombado na Colegdo Acaroldgica do Instituto Butantan sob o
ndmero 3 (IBSP3) como lectétipo, mas ndo examinou os outros tipos de
macronissideos depositados na mesma colegéo. Micherdzinski (1980) sinonimizou e
incluiu todas as espécies brasileiras de Omithonyssus de pequenos mamiferos
terrestres em quatro espécies: O. bacoti, O. matogrosso, O. pereirai e O. wernecki,
tornando ainda mais confuso o “status” taxonémico do género.

A maioria das espécies de Ormnithonyssus descritas para o Brasil esta
depositada na Colegdo Acaroldgica do Instituto Butantan (IBSP), contando o seu
acervo com 368 lotes de &acaros macronissideos, incluindo tipos, descritos por
Fonseca (1935, 1939, 1941, 1943, 1948). No entanto, houve um siléncio na literatura
com relag&o a esse grupo de 4caros, que ja se estende por mais de 50 anos. Dessa
forma, o conhecimento da familia permaneceu estagnado, sendo incipiente em todo
o neotrdpico, principalmente, no que diz respeito 4 taxonomia e A participacdo de
seus representantes na transmissao de agentes patogénicos.

1.4 Rickettsia spp.

O género Rickettsia compreende bactérias intracelulares obrigatérias
pertencentes a familia Rickettsiaceae e ordem Rickettsiales (RAOULT & ROUX,
1997). Com base nos padrbes antigénicbs, moleculares e ecoldgicos essas bactérias
séo divididas classicamente em dois grupos: 1) grupo do tifo (GT), composto pelas
espécies Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, cujos vetores principais sdo insetos
(piolhos e pulgas, respectivamente); 2) grupo da febre maculosa (GFM), composto
por mais de 23 espécies vélidas, e a transmissdo da maioria estd associada a
carrapatos, com excegéo da Rickettsia felis e Rickettsia akari, transmitidas por
pulgas e acaros, respectivamente. Outras espécies de riquétsias, tais como,
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Rickettsia bellii e Rickettsia canadensis nao estio inseridas em nenhum destes dois
grupos, sendo considerado um grupo Ancestral (GA) (YU; WALKER, 2003).

No GFM existe relato de pelo menos doze espécies de riquétsias que,
comprovadamente, causam infecgdes no homem (Rickettsia rickettsii, Rickettsia
conorii, Rickettsia africae, Rickettsia parkeri, Rickettsia australis, Rickettsia honei,
Rickettsia sibirica, Rickettsia japonica, Rickettsia massiliae, Rickettsia aeschlimannii,
R. akarie R. felis) (RAOULT; ROX, 1997; RAOULT et al., 2002).

De forma geral, os &caros tém sido ignorados como vetores de patégenos
causadores de doengas a humanos e animais, com excecdo de Liponyssoides
sanguineus Hirst, 1914 (Acari: Liponyssidae) e &caros trombiculideos, que séo
vetores primarios de R. akari e “scrub typhus” (Orientia tsutsugamushi),
respectivamente, (REEVES et al., 2006).

Acaros macronissideos ja foram apontados como vetores de riquétsias no inicio
do século passado (DOVE; SHELMIRE, 1931). Esses autores induziram tifo
endémico experimentalmente em cobaias, inoculando uma solucdo de macerado de
acaros da espécie O. bacoti. Ainda conseguiram infectar 4caros alimentados em
cobaias doentes, com subsequente alimentagdo em cobaia ndo-infectada.

Na China, foi isolada, por Liu (1947), uma riquétsia causadora de tifo em O.
bacoti. O autor conseguiu isolar o agente, apds sucessivas inoculacées em animais
de laboratério, de macerado de &caros coletados em roedores.

Philip e Hughes (1948) testaram a potencialidade de O. bacoti se infectar e
transmitir R. akari em ratos de laboratdrio. Além da capacidade de adquirir e
transmitir o agente, foi demonstrada transmissdo transestadial e transovariana.
Contudo, as observagdes indicaram que O. bacoti ndo foi um vetor eficiente, quando
analisaram a alta porcentagem de ratos infestados sem adquirir a infecgéo.

Recentemente, no Egito, Reeves et al. (2007) detectaram a presenca de dois
gendtipos de riquétsias (similar a R. akah), de “pool’ de acaros da espécie O. bacoti,
através de métodos moleculares. Esses autores relataram freqiiéncias
surpreendentemente altas de espécimes infectados, destacando a importancia
desses &caros na epidemiologia das riquetsioses.

Dada a auséncia de estudos de sistemética do género Ornithonyssus no Brasil
nos ultimos 50 anos, e o desconhecimento do papel desses 4caros na transmissao
de patégenos, o presente estudo foi realizado com a finalidade de revisar a
classificacdo taxondmica da fauna de macronissideos parasitos de pequenos
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mamiferos terrestres que ocorrem no Brasil, bem como investigar a possivel
infecg@o desses acaros por bactérias do género Rickettsia. Portanto, a revisdo das
especies que parasitam pequenos mamiferos terrestres, reunindo estudos
morfolégicos e moleculares, ampliard o conhecimento sobre a posi¢do taxondmica
das espécies do género Ornithonyssus ressaltando sua importancia na
epidemiologia das riquetsioses na natureza.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Revisar a classificacdo taxondémica das espécies do género Ormnithonyssus de
pequenos mamiferos terrestres que ocorrem no Brasil e avaliar a possivel infecgéo
desses &caros por Rickettsia spp.

2.2 Especificos

¢ Revisar as espécies do género Omithonyssus de pequenos mamiferos
silvestres que ocorrem no Brasil, através das descricdes originais e exame
dos tipos;

e Comparar a seqlUéncia de nucleotideos de um fragmento do gene
mitocondrial 16S de espécimes representativos das espécies do género
Ornithonyssus de pequenos mamiferos silvestres que ocorrem no Brasil:

e Validar e redescrever as espécies do género Ornithonyssus de pequenos
mamiferos silvestres que ocorrem no Brasil, por meio de microscopia 6ptica e
eletrénica de varredura, propondo uma chave dicotémica ilustrada para
identificagédo das espécies;

e Avaliar a presenca de Ricketsia spp. nas diferentes espécies de
Ornithonyssus colhidas recentemente de pequenos mamiferos silvestres que
ocorrem no Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

Os tipos e séries tipicas de O. brasiliensis, O. lutzi O. matogrosso, O.
monteiroi, O. pereirai, O. vitzthumi e O. wernecki, montados em lamina, foram
revisados e remontados em meio de Hoyer, segundo técnicas convencionais
(Flechtmann, 1977), para os estudos de microscopia dptica. Os desenhos foram
realizados em microscépio da marca Zeiss, modelo MC80DX, utilizando camara
clara, e digitalizados em programa Coreldraw 10. Foram tomadas medidas (em
milimetros) das placas, dorsal, esternal, genitoventral e anal, do exemplar holétipo e
quando possivel de pelo menos 1 paratipo. No caso de O. bacoti, foram mensurados
3 fémeas recentemente coletadas. Todo o estudo morfolégico e molecular foi
baseado em exemplares fémeas por serem mais abundantes nos hospedeiros, e por
apresentarem caracteristicas taxonémicas mais consistentes, uma vez que machos
para a maioria das espécies, sdo pouco conhecidos.

3.1 Exame dos Tipos

e Ornithonyssus brasiliensis Fonseca
Série-tipica - IBSP 175, 4 cotipos fémeas, 1 al6tipo macho e 4 paratipos ninfas,
Cavia aperea Erxleben, 1777, Bairro Butantan, Sdo Paulo, SP, 11/VII/1933, F.
Fonseca.
Material - proveniente de coletas realizadas no Estado do Parana (Adriandpolis) e
de S&o Paulo (Itapevi e Sdo Paulo), foram examinados, através de microscopia
Optica. Adicionalmente, para comparagéo, foram examinadas: uma protoninfa de O.
bacoti (IBSP 1336 - Mastomys natalensis (Smith, 1834) “multimate mouse”
procedente de uma localidade denominada Transvaal, Onderstepoort, Africa do Sul,
que se chama atualmente Gauteng, Limpopo, 04/X11/1936, G.A.H. Bedford), e uma
fémea de O. bacoti (IBSP 1446, parcialmente recuperada, coletada em Rattus
norvegicus (Berkenhout, 1769), Assiut Town, Egito, 23/X1l/1912, S. Hirst). Tanto os
tipos quanto o material foram comparados com as descri¢des originais de ambas as
especies (HIRST, 1913; FONSECA, 1939).
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e Omithonyssus lutzi Fonseca
Tipo — IBSP 513, holétipo fémea, parasitando roedor silvestre, nao identificado,
Butanta, Sao Paulo, SP, 10/VI111/1935, F. Fonseca.

e Omithonyssus matogrosso Fonseca
Série-tipica — IBSP 4835, holétipo fémea e 4 paratipos fémeas, colhidos em
Trichomys pachyurus, Taunay, MT, 2/X/1952, F. Fonseca.

e Ornithonyssus monteiroi Fonseca
Série Tipica — IBSP 1242, holétipo fémea e 1 cotipo fémea, encontrados sobre o
roedor Necromys lasiurus (Lund, 1841) citado como “Zygodontomys lasiurus”, Bairro
Butanta, Sao Paulo, SP, 24/X1/1938, F. Fonseca.

e Ormnithonyssus pereirai Fonseca
Série-tipica - IBSP 3, 15 cotipos fémeas colhidos em “rato punaré”, Joazeiro, PB,
20/V/1933, F. Fonseca.

e Ornithonyssus vitzthumi Fonseca
Série-tipica - IBSP 201a e IBSP 201b, 2 cotipos fémeas colhidos em roedor silvestre
n&o identificado, Bairro Butantd, S&o Paulo, SP, 09/X1/1935, F. Fonseca.

e Ornithonyssus wernecki Fonseca
Série-tipica — IBSP 1, 14 cotipos fémeas colhidos em Didelphis aurita (Wied-
Newied, 1826), Bairro Butant&, Sao Paulo, SP, 26/X/1 933, F. Fonseca; IBSP 159¢,d,
2 metatipos fémeas e 2 topdtipos fémeas (IBSP 159a,b), Didelphis marsupialis
(Linnaeus, 1758), Bairro Butantd, Sao Paulo, SP, 16/XI/1936, F. Fonseca.
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3.1.2 Quetotaxia

A nomenclatura utilizada para a quetotaxia (estudo da distribuicéo das cerdas)
das espécies estudadas seguiu aquela proposta por Evans e Till (1966) com
algumas modificagdes. Somente a quetotaxia da placa dorsal foi considerada, por
ser menos complexa do que aquela presente nos articulos das pernas.

As cerdas, de acordo com sua posi¢do, sdo designadas por letras mintsculas e
maitsculas, e por nimeros, conforme descri¢o abaixo:

* Grupo " e “J” - compreende as cerdas mais internas da placa dorsal
(dispostas longitudinalmente), cujas letras minGsculas e os nlmeros
representam as cerdas da porgdo anterior até a porcdo mediana, sendo
numeradas sequencialmente (iniciando no numero 1, por exemplo 1" e
terminando na “j5” e/ou “j6”); e as letras mailsculas, representam as cerdas
da por¢do mediana até a regido posterior da placa, também numeradas
sequencialmente e, novamente, iniciando no nimero 1, por exemplo, “J1” e
terminando em “J5” e/ou “J6”.

e Grupo ‘2" e “Z” — compreende as cerdas dispostas na fileira longitudinal
mediana da placa dorsal, e igualmente s&o representadas por letras
mindsculas e mailsculas conforme a posicdo, seguidas da numeragao
sequencial até a metade, reiniciando numericamente até a regido posterior.

» Grupo “s” e “S” — compreende a fileira longitudinal de cerdas mais externas da
placa, respectivamente, representadas por letras mintsculas e maitisculas
conforme a posicdo, seguindo o modelo de numeracdo conforme acima
citado.

3.2 Origem do material recentemente coletado

O material analisado no presente estudo é procedente de coletas realizadas no
Estado do Parana, custeado pelo projeto CNPq (No. 478950/2004-7), nas
localidades de Jodo Sura, no municipio de Adriandpolis e Parque Estadual Mata dos
Godoy, Londrina; no Estado de S&o Paulo (Biritiba-Mirim, Itapevi e Parque Estadual
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da Serra da Cantareira); Estado do Mato Grosso do Sul (Nhecolandia) e USA —
(Statesboro, GA). Foram ainda estudados todos os lotes depositados na Colegao
Acarolégica do Instituto Butantan (IBSP) contendo espécimes de macronissideos
coletados em roedores. Detalhes sobre esses lotes estdo apresentados na tabelas 1
e2.

Alguns macronissideos, cujos lotes continham uma quantidade maior ou igual a
dez exemplares de Omithonyssus, foram preparados para montagem entre lamina e
laminula em meio semipermanente (Hoyer). Alguns espécimes foram destinados a
microscopia eletronica de varredura e uma parte foi preparada para extracao de
DNA e taxonomia molecular.

A identificag&o taxonémica dos 4caros foi baseada nas descrigées originais de
Fonseca (1935, 1939, 1941, 1943, 1948), em material, tipos e séries-tipicas,
depositados na colecéo (IBSP), bem como na andlise de seqlienciamento génico. A
nomenclatura utilizada o género e espécies é aquela proposta por Micherdzinski
(1980), com algumas modificacées.

3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os &caros foram desidratados por 30 minutos, em séries alcodlicas (70%,
80%, 90%, 95%, 100%), e posteriormente mantidos em acetona até o momento de
fazer o ponto critico. Cada exemplar foi montado em placas de aluminio de %
polegada e metalizado com ouro. A microscopia eletrénica de varredura foi realizada
no Laboratério de Microscopia Eletronica do Museu de Zoologia da Universidade de
S&o Paulo, em microscépio digital de varredura “Digital Scanning Microscope”, da
marca Zeiss, modelo LEO 440. Paré tal, foram selecionados espécimes dos
seguintes lotes: Ornithonyssys wernecki (DBM 98 - material colhido sobre Didelphis
aurita, ltapevi, SP); Ormithonyssus vitzthumi (Cantareira 91 - Oxymycterus sp.,
Parque Estadual da Serra da Cantareira, SP); O. bacoti [ Peromyscus gossypinus
(Le Conte, 1853), Georgia, USA)]; O. brasiliensis (VRR126 - Akodon sp.,
Adriandpolis, PR); O. pererai (IBSP 8836 - Trichomys inermis (Pictet, 1841),
Chapada Diamantina, BA) e O. monteiroi (Cavia aperea, Peru).
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Tabela 1 - Numero (N) de espécimes de Ornithonyssus spp. analisados, por localidade, depositados na colegéo IBSP* e material

recentemente coletado**

Espécies
O. bacoti  O. brasiliensis O. lutzi O. matogrosso  O. monteiroi  O. pereirai  O. vitzthumi

Localidade

O. wernecki Total

(N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N)
Adrianépolis - PR** - 282 - - - - - 58 340
Biritiba-Mirim — SP** - - - - - - 34 - 34
Bolivia* - - - - - - 41 - 41
Butanta — SP* - 27 - - - - 38 14 79
Ceara - CE* - - 7 - - - - - 7
Chapada Diamantina — BA** - - - - - 152 - - 152
Crato— CE* - 5 - - 7 - - - 12
Egito* 1 - - - - - - - 1
ltapevi — SP** - - - - - - 300 365 665
Londrina — PR** - 39 - - - - - - 39
Mata dos Godoy, Londrina — - - - - - - - 68 68
PR**
Onderstepoort — Africa do Sul* 1 - - - - - - - 1
Ouro Preto - MG* - - - - 56 - - - 56
P. E. Cantareira — SP** - 1 - - - - 94 - 95
Pernambuco - PE* - - 18 - - - - - 18
Peru** - - 25 - 10 - - - 35
Statesboro — Georgia, USA** 30 - - - - - - - 30
Taunay — MT* - - - 14 - - - - 14
Total 32 354 50 14 73 152 507 505 1687

* material depositado na colegao IBSP

** material recentemente coletado
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Hospedeiro Espécies
O. bacoti  O. brasiliensis  O. lutzi  O. matogrosso  O. monteiroi  O. pereirai  O. vitzthumi _ O. wemecki Total
(N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N)
Akodon sp.** - 40 - - - - 44 - 84
A. cursor* - - - - - - 10 - 10
(Winge, 1887)
A. montensis** - 54 - - - - - - 54
(Thomas, 1913)
A. serrensis ** - 143 - - - - - - 143
Thomas, 1902
Cavia aperea™* - - - - 17 - 76 - 93
C. porcellus * - - 9 - - - - - 9
(Linnaeus, 1758)
Didelphis aurita** - 13 - - - - 4 505 522
Euryzygomatomys sp.* - - - - - - 48 - 48
E. spinosus** - 39 - - 44 - 97 - 180
(Fisher, 1814)
Mastomys natalensis* 1 - - - - - - . 1
Monodelphis domestica* - - 11 - - - - - 11
(Wagner, 1842)
Nectomys squamipes™* - 65 - - - - - - 65
(Brants, 1827)
Oligoryzomys nigripes* - - 24 - - - - - 24
(Offers, 1818)
Oxymycterus sp.** - - - - - - 147 - 147
O. judex** - - - - - - 58 - 58
Thomas, 1909
O. nasutus™* - - - - - - 23 - 23
Waterhouse, 1837
O. roberti** - - - - 12 - - . 12
Thomas, 1901
Peromyscus glossypinus** 30 - - - - - - - 30
Rattus novergicus* 1 - - - - - - - 1
Rattus rattus* - - 6 - - - - - 6
Trichomys inermis™** - - - - - 152 - - 152
Trichomys pachyurus™ - - - 14 - - - - 14
Total 32 354 50 14 73 152 507 505 1687

*material depositado na colecdo IBSP; **material recentemente coletado
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3.4 Biologia Molecular

3.4.1 Material Selecionado e Extracdo de DNA

Para cada lote de &caro colhido em um determinado hospedeiro, um grupo de
10 espécimes foi submetido a extragédo de DNA utilizando o kit “DNEasy Tissue Kit”
(Qiagen®), seguindo o protocolo do fabricante com as modificages propostas por
Desloire et al. (2006). Cada grupo de 10 espécimes foi considerado uma amostra a
ser testada posteriormente por PCR.

3.4.2 Reacéo de Cadeia de Polimerase (PCR)

Cada amostra de DNA extraido (proveniente de um lote de 1- exemplares de
acaros colhidos sobre o mesmo individuo hospedeiro) foi testada por PCR tanto para
estudos de taxonomia molecular como para pesquisa de DNA de Rickettsia spp.

Para os estudos de taxonomia molecular foi escolhido o fragmento de
aproximadamente 460 pares de base (pb) do gene 16S rDNA, conforme Mangold et
al. (1998). Os primers utilizados para a amplificacéo do fragmento foram: 16S + 1
(5-CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC TGT GG-3); 16S — 1 (5-CCG GTC TGA
ACT CAG ATC AAG T- 3) (BLACK; PIESMAN, 1994).

A presenca de Rickettsia spp. nas amostras coletadas foi avaliada através da
amplificacdo de um fragmento de 401 pb do gene citrato sintase (gitA), detectado
em todas as espécies de Rickettsia, utilizando-se um par de oligonucleotideos
iniciadores (“primers”), denominados de' CS62 (GCAAGT ATC GGT GAG GAT GTAAT) e
CS462 (CTT CCT TAA AAT TCA ATA AAT CAG GAT G) (LABRUNA etal. 2004).

OgmeonpA,pr&eerﬁeapenasernﬁd(eﬂsiasdogmpodafebremawlosa,fduﬁlizadoparaa
confimacgo da infecgéo por Rickettsia spp. empregando-se oligonudiectideos iniciadores Rr190.70
(ATGGCGAATATTTCTCCAAAA) e R190602 (AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT) que
amplifica um fragmento de 532 pb, presente apenas em riquétsias do GFM
(REGNERY et al. 1991).
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Para cada reagé&o, foram utilizados um controle positivo (DNA de carrapato) e
dois controles negativos (dgua) nas reacdes para amplificacdo do gene 16S, e um
controle positivo (DNA de Rickettsia rickettsii) e quatro controles negativos (agua)
para os genes gitA e ompA. O volume utilizado para a reacdo de PCR foi de 50pl! por
tubo de amostra, sendo 43l de mix e 7l de DNA. O mix para a reacéao de PCR foi
preparado com 17,7l de &gua; 10ul de DNTP; 5ul buffer; 4ul de MgCls; 3ul primer
senso; 3ul primer anti-senso; 0,3ul Tag DNApolimerase. A amplificagao foi
visualizada em gel de agarose a 1,5%, utilizando 10! de produto de PCR e,
posteriormente, corada em brometo de etidio e examinada 4 transluminagao com luz
ultravioleta.

3.4.3 Seqlienciamento de nucleotideos

Fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados com o produto
comercial ExoSAP-IT (USB Corporation) e submetidos a reacgoes de sequlienciamento
utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin Elmer), de acordo com especificacdes do
fabricante, em sequenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin
Elmer).

3.4.4 Alinhamento de seqiéncias de nucleotideos

As seqliéncias obtidas foram alinhadas com diversas seqiiéncias disponiveis no
GeneBank. O alinhamento das seqiéncias do gene 16S rRNA foi ajustado
manualmente no programa GeneDoc v. 2.6.01 (NICHOLAS et al., 1997).
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3.4.5 Andlises filogenéticas

Arvores filogenéticas foram inferidas pelo método de Maxima Verosimilhanga
(MV) (FELSENSTEIN, 1989) e Méxima Parciménia (MP) para o gene 16S rRNA de
Omithonyssus spp. e para o gene citrato sintase (g/tA) de riquétsias utilizou-se o
método de distancia (Kimura 2 Parametros) (SWOFFORD ET AL., 1996). As arvores
de MP foram construidas utilizando o programa PAUP* v. 4.0b8 (SWOFFORD, 1998).
Devido ao nimero de taxa, a andlise foi feita utilizando—se algoritmos heuristicos
para a busca da arvore mais parcimoniosa. A opgao padrao do PAUP foi utilizada. Os
métodos de Parciménia procuram a arvore que minimize o nimero de passos
(substituigdo de nucleotideos ou aminodcidos) para explicar os padrdes observados
nos dados.

Os alinhamentos foram submetidos as andlises de MV utilizando os programas
PAUP* v. 4.0b8 (SWOFFORD et al., 1998) e MODELTEST v. 3.0 (POSADA:
CRANDALL, 1998). Para a escolha, dentre os 56 modelos de evolugéo de seqiiéncia
disponiveis, daquele que melhor explicaria o alinhamento das sequéncias obtidas foi
utilizado o programa Tree-Puzzle v. 5.0 que procura arvores de maxima
verossimilhanca pelo método de "quartet puzzling" (STRIMMER; VON HAESELER,
1996). Este método permite estimar a probabilidade relativa dos dados obtidos se
ajustarem a uma determinada arvore e também a um modelo que descreva o
processo da evolugdo em estudo. A probabilidade é calculada para todas as
topologias possiveis, variando o tamanho dos ramos. Assim, a arvore que apresentar
a maior verossimilhanga (probabilidade relativa) é considerada a melhor estimativa da
filogenia. O procedimento envolve estabelecer as relages filogenéticas para todos os
possiveis grupos de quatro taxa ("quartet puzzling"). Este método permite a andlise
de um grande nimero de dados e automaticamente estima o valor que apédia cada
brago interno da arvore. A fim de determinar os valores que apdiam cada brago da
arvore filogenética, foi utilizado o método estatistico “bootstrap” (Felsenstein, 1985).
Assim, quanto maior o nimero de vezes que um determinado brago ocorre na
estimativa, maior é a confianga da existéncia deste brago. A matriz de similaridade foi
construida utilizando o} programa Poit Replacer V. 2.0
(http://www.geocities.com/alvesjmp/soﬁware.html). As andlises de distancia foram
realizadas através dos programas PAUP* v. 4.0b8 (SWOFFORD et al., 1998).
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4 RESULTADOS

4.1 Posigéo sistematica das espécies brasileiras de Ornithonyssus spp.

Dentre as oito espécies previamente relatadas para o Brasil, somente seis
sdo vdlidas e, embora algumas sejam muito préximas, todas podem ser
diferenciadas morfologicamente. A espécie O. bacoti nao foi encontrada em nenhum
lote de material brasileiro revisado. No entanto, ela foi redesenhada para representar
a quetotaxia da placa dorsal de O. brasiliensis, O. monteiroi e O. vitzthumi, assim
como, fotomicrografada para evidenciar diferengcas morfoldgicas entre elas. A
distribuicio das cerdas na placa dorsal de cada uma das espécies estudadas, bem
como outros caracteres morfoldgicos, obtidos em microscopia eletrénica de
varredura, podem ser observados nas figuras 1a 9.

4.1.1 Diagnose das espécies brasileiras de Omnithonyssus (exemplares fémeas)

Ornithonyssus bacoti (Hirst, 191 3) (Figuras 1A, 2)

Leiognathus bacoti Hirst, 1913: 122; 1914: 226, figs. 12-13.

Haemogamasus sanguineus Ewing, Stover, 1915: 109.

Liponyssus tenuiscutatus Ewing, 1923: 22.

Liponyssus nagayoi Yamada, 1932: 258.

Bdellonyssus bacoti Fonseca, 1943; 153.
Face dorsal - placa dorsal, comprimento 0,500-0,503mm, largura 0,210-0,215mm,
estreitando-se posteriormente, quetotaxia: i1, ]2, 4,5, j6, J1, J2, J3, J6; 22, 23, z5,
26, Z4, Z5; s4, s5 + 1 par de microcerdas entre Z4 e Z5 (Figuras 1A, 2A).
Face ventral - placa esternal, comprimento 0,080-0,085, largura 0,130-0,140, de
bordos, anterior reto, posterior e laterais, concavos; placa genitoventral,
comprimento 0,182-0,185mm, com uma projecéo mediana na margem anterior que
se encaixa na concavidade posterior da placa esternal (Figuras 2B, 2C). Placa anal,
comprimento 0,133mm, bordo posterior reto (Figura 2D).
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Figuras 1. Quetotaxia da placa dorsal, em microscopia 6ptica com camara clara. 1A:
Ornithonyssus bacoti (redesenhado de Evans e Till, 1966, com modificagbes) para
representar O. brasiliensis, O. monteiroi, O. vitzthumi. 1B: O. matogrosso. 1C: O.
pereirai. 1D: O. wernecki. As barras correspondem a 0,5mm.
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Figuras 2. Omithonyssus bacotifémea. 2A: vista dorsal, 120um. 2B: vista ventral, 200um.
2C: Gnatosoma e placa esternal, indicagéo da projecdo anterior mediana, 50um. 2D:
Placa anal ,40um. Abreviagdes: cb, cribum; pa, placa anal; pd, placa dorsal; pe, placa
esternal; pg, placa genitoventral.



36

Comentarios: Esta espécie difere de O. brasiliensis apenas na morfologia da placa
anal, que em O. bacoti apresenta relevos na superficie, e o bordo posterior reto,
enquanto que naquela, os relevos estdo ausentes e o bordo posterior é
arredondado. E também muito proxima de O. monteiroi e O. vitzthumi, mas em O.
monteiroi o bordo posterior da placa esternal é muito céncavo e o bordo anterior da
placa genitoventral é reto; em O. vitzthumi, ndo ha relevo na placa anal.

Ornithonyssus brasiliensis (Fonseca, 1939) (Figuras 3A-3D)

Liponyssus brasiliensis Fonseca, 1939: 147, fig. 1.

Bdellonyssus brasiliensis Fonseca, 1948: 249.

Ornithonyssus brasiliensis (Fonseca, 1939); Strandtmann; Wharton, 1958: 85,
sin.
Face dorsal - placa dorsal, comprimento 0,428 mm (Figura 3A), largura 0,161 mm,
estreitando-se posteriormente. Quetotaxia idéntica & de O. bacoti (Figuras 1A, 3A).
Face ventral - placa esternal, comprimento 0,075-0,085 mm, largura 0,130-0,155mm,
bordo anterior reto, posterior e laterais, concavos (Figuras 3B, 3C). Placa
genitoventral, comprimento 0,250-0,260mm, proje¢do mediana na margem anterior
encaixando na concavidade posterior da esternal. Placa anal, comprimento
0,170mm, bordoﬁ posterior arredondado, relevos ausentes (Figura 3D).
Comentérios: Esta espécie difere de O. monteiroi na morfologia da placa dorsal e
esternal, que nesta, o bordo posterior é, respectivamente, arredondado e muito
concavo, e a superficie da placa anal em relevo. De O. vitzthumi, difere apenas na
morfologia da placa anal que nesta o bordo posterior é reto.

Ornithonyssus matogrosso (Fonéeca, 1954) (Figuras 1B, 4)
Neoichoronyssus (Hirstionyssus) matogrosso Fonseca, 1954: 80, figs. 1-2.
Lepronyssoides matogrosso Strandtmann, Wharton, 1958: 110.
Ornithonyssus matogrosso (Fonseca, 1954); Micherdzinski, 1980: 41, sin.
Face dorsal - placa dorsal, comprimento 0,600-0,615mm, largura 0,270-0,280mm,
com margens fortemente convergentes, bordo posterior arredondado; quetotaxia: j1,
i2,]3, j4, i5, |6, J1, J3, J4, J6; 23, z4, 25, 26, Z1, Z3, Z4, Z5; s4, s5, 6 (Figura 1B).
Face ventral — placa esternal muito curta (Figura 4), comprimento 0,045-0,055mm,



Figuras 3. Ornithonyssus brasiliensis, fémea. 3A: vista dorsal, 200um. 3A’: par de
microcerdas entre Z4 e Z5, 40um. 3B: placas esternal e genitoventral, a seta indica a forte
projecdo anterior mediana da placa genitoventral, 50um. 3C: Gnatosoma e placa esternal, 60pum.
3D: Placa anal, em destaque o bordo posterior arredondado, 30pum. Abreviagées: cb, cribum; pa,
placaanal; pd, placa dorsal; pe, placa esternal; pg, placa genitoventral.




Figura 4. Ornithonyssus matogrosso, fémea, vista ventral,
barra 0,25mm. A seta indica o forte espinho posterior na
coxa lll.
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largura 0,140-0,150mm. Placa genitoventral progressivamente estreitada para tras,
medindo 0,275-0,287mm de comprimento, terminando em ponta romba, suavemente
esculpida. Coxa lll com forte espinho posterior. Placa anal, comprimento 0,142mm.
Comentarios: Esta espécie é muito diferente das demais, porém é préxima de O.
pereirai pela presenga do forte espinho localizado posteriormente nas coxas Ill, em
ambas as espécies. Mas difere desta pela auséncia do enorme par de cavidades
circulares situadas na porgao anterior da placa esternal, presentes em O. pereirai.

Ornithonyssus monteiroi (Fonseca, 1941 ) (Figuras 1A, 5A-5D)

Liponyssus monteiroi Fonseca, 1941: 107, figs. 3-4.

Bdellonyssus monteiroi Fonseca, 1948: 290.

Ornithonyssus monteiroi Strandtmann, Wharton, 1958: 88.

Ornithonyssus lutzi (Fonseca, 1941), n. sin.
Face dorsal - placa dorsal, comprimento 0,670-0,675mm, largura 0,270-0,280mm,
bordo posterior muito arredondado, superficie esculpida, cerdas longas (Figuras 1A,
5A). A quetotaxia é idéntica & de O. bacoti, incluindo o par de microcerdas entre Z4 e
Z5.
Fac;e ventral - placa esternal, comprimento 0,074-0,077mm, largura 0,143-0,146mm,
com acentuada concavidade na margem posterior; placa genitoventral, comprimento
0,218-0,225mm, com o bordo anterior reto, e a projegdo anterior mediana ausente
(Figuras 5B, 5C); placa anal, comprimento 0,170-0,172mm, superficie com relevo
acentuado e bordo posterior reto (Figura 5D).
Comentérios: Esta espécie é préxima a O. bacoti pela morfologia da placa anal mas
difere desta e das outras espécies, por apresentar bordo anterior reto da placa
genitoventral e acentuada concavidade posterior da placa esternal. A espécie O.
lutzi e O. monteiroi foram descritas no rhesmo ano, porem s&o indistinguiveis pela
morfologia das placas. Entretanto, O. lutzi foi descrita de um Unico exemplar com
deficiéncias (incompleto), coletado em hospedeiro ndo determinado da mesma
localidade do holétipo de O. monteiroi. Dessa forma, O. lutzi passa a ser
considerada sinonimia de O. monteiroi, cujo material depositado na colegéo IBSP é
mais abundante.
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Figuras 5. Ornithonyssus monteiroi, fémea. 5A: vista dorsal, bordo posterior arredondado
(indicado), 200um. 5B: vista ventral, 200um. 5C: placas esternal e genitoventral, forte
concavidade posterior na esternal, 60pum. 5D: Placa anal, relevo (indicado), 40pum. Abreviacdes:
cb, cribum; pa, placa anal; pd, placa dorsal; pe, placa esternal; pg, placa genitoventral.
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Ornithonyssus pereirai (Fonseca, 1935) (Figuras 1C, 6A-6D)
Liponyssus pereirai Fonseca, 1935: 81, figs. 9-10.
Lepronyssoides pereirai Fonseca, 1941: 154.
Ornithonyssus pereirai Evans, Till, 1966: 317.
Face dorsal: escudo dorsal, comprimento 0,610-0,630mm, largura 0,260-0,285, com
0 bordo posterior terminando em ponta romba, de superficie esculpida; quetotaxia:
i1, 12, j3, j4, i5, i6, J1, J2, J3, J4, J6; z3, z4, Z1, Z2, 73, 74, 75, 76; s4, s5, S2
(Figuras 1C, 6A).
Face ventral - placa esternal, comprimento 0,063-0,070 mm, largura 0,140-0,150mm,
bordo posterior suavemente concavo, com um par de cavidades circulares
localizadas imediatamente abaixo das cerdas anteriores; placa genitoventral,
comprimento 0,280-0,300mm, fortemente esculpida apresentando suave reentrancia
mediana anterior; forte espinho arredondado na coxa Il (Figuras 6B, 6C); Placa anal,
comprimento 0,155-0,160mm (Figura 6D).
Comentarios: O. pereirai é préxima de O. matogrosso, pela morfologia da placa
genitoventral que em ambas é convergente, e pela presenga de forte espinho
arredondado na coxa lll. Difere desta pela presenca do par de cavidades da placa
esternal que é caracteristica desta espécie.

Ornithonyssus vitzthumi (Fonseca, 1941) (Figuras 1A, 7A-7D)

Liponyssus vitzthumi Fonseca, 1941: 110, figs. 5-6.

Bdellonyssus vitzthumi Fonseca, 1948: 291.

Ornithonyssus vitzthumi Strandtmann, Wharton, 1958: 89.
Face dorsal - placa dorsal, comprimento 0,630-0,637mm, largura 0,220-0,223mm,
com o bordo posterior suavemente estreitado terminando afilado; quetotaxia idéntica
de O. bacoti (Figuras 1A, 7A).
Face ventral - placa esternal, comprimento 0,040-0,045mm, largura 0,140-0,150mm,
margem posterior levemente céncava; placa genitoventral, comprimento 0,225-
0,227mm, com projegéo anterior mediana suave: placa anal, comprimento 0,130-
0,135mm, bordo posterior reto; relevo ausente.
Comentérios: O bordo posterior placa anal é semelhante ao de O. bacoti, porém néo
apresenta relevo. Morfologicamente, O. vitzthumi é também muito proxima a O.
brasiliensis, contudo bordo posterior da placa anal é arredondado nesta especie.
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Figuras 6. Ornithonyssus pereirai, fémea. 6A: vista d

-

orsal, bordo posterior arredondado
(indicado), 200um. 6B: vista ventral, 200um. 6C: placas esternal e genitoventral, cavidades

circulares na esternal e forte espinho posterior na coxa III (indicados), 60pm. 6D: Placa anal,

30pum. Abreviagdes: cb, cribum; pa, placa anal; pd, placa dorsal; pe, placa esternal; pg, placa
genitoventral.
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Figuras 7. Ornithonyssus vitzthumi, fémea. 7A: vista dorsal, bordo posterior arredondado
(indicado), 300um. 7B: placa genitoventral, 50pm. 7C: gnatossoma e placa esternal, 100pum. 7D:
Placa anal, bordo posterior indicado, 40pum. Abreviagdes: cb, cribum; pa, placa anal; pd, placa
dorsal; pe, placa esternal; pg, placa genitoventral.
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Ornithonyssus wernecki (Fonseca, 1935) (Figuras 1D, 8A-8D)

Liponyssus wernecki Fonseca, 1935: 74, figs. 1-2.

Neoichoronyssus wernecki Fonseca, 1948: 311, figs. 37-40.

Ornithonyssus wernecki Furman, Radovsky, 1963: 91.
Face dorsal: placa dorsal, comprimento 0,500-0,514mm, largura 0,205-0,211mm,
alongada e muito peculiar, podendo ser dividida em duas partes mais ou menos
simétricas, bordo posterior reto, com cerdas curtas; quetotaxia: j1, j2, j4, j5, J1, J2,
J3, J4, J6; 23, z4, 25, 26, Z1, Z2, 73, 74, Z5, Z6; S2 (Figuras 1D, 8A).
Face ventral - placa esternal, comprimento 0,030-0,035mm, largura 0,120-0,128mm,
com concavidade posterior acentuada, levemente esculpida; placa genitoventral,
comprimento  0,300-0,315mm, lisa, com notavel proje¢cao anterior mediana
estendendo-se sobre a concavidade da placa esternal; coxa | com forte espinho
ventral de extremidade reta onde se insere a cerda proximal que tem tamanho
reduzido (Figuras 8B, 8C); placa anal, 0,098-0,105mm, com superficie lisa, bordo
posterior agudo e cribum com saliéncias evidentes (Figura 8D).
Comentarios: Espécie singular facilmente distinguida das outras por ser a Unica com
espinho na coxa .I e placa anal posteriormente aguda e cribum caracteristico.

4.1.2 Filogenia molecular das espécies brasileiras de Ornithonyssus

As relagbes filogenéticas entre as espécies de Ornithonyssus foram inferidas
para 30 amostras de dcaros das espécies, O. pererai (uma amostra), O. wernecki
(trés amostras), O. brasiliensis (16 amostras), O. vitzthumi (sete amostras), O.
monteroi (uma amostra) e O. bacoti (duas amostras), recentemente colhidos em
pequenos mamiferos silvestres. As sequéncias alinhadas permitiram a construcio
arvores com topologias congruentes pelos métodos de maxima parciménia (MP) e
maxima verossimilhanga (MV), e os valores de bootstrap apresentaram pequenas
diferencgas.

De acordo com a topologia das arvores obtidas (Figura 9), as analises das
sequéncias do fragmento de aproximadamente 400pb do gene 16S rDNA
mitocondrial revelaram a existéncia de seis grupos, que correspondem as espécies



Figuras 8. Ornithonyssus wernecki, fémea. 8A: vista dorsal, placa com o bordo posterior
reto (indicado), 100um. 8B: vista ventral, em destaque a forte proje¢ao anterior mediana da placa
genitoventral, 100pum. 8C: gnatossoma e placas ventrais, a seta indica o espinho da coxa I, 100um.
8D: Placa anal, bordo posterior agudo com cribum saliente, 40pum. Abreviagdes: cb, cribum; pa,
placa anal; pd, placa dorsal; pe, placa esternal; pg, placa genitoventral.
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Figura 9 - Arvore de maxima parciménia encontrada pelo programa PAUP
baseada na sequéncia de nucleotideos do gene 16S rDNA. Os valores
dos nés correspondem aos valores de bootstrap de 100 replicatas.
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de Ornithonyssus descritas parasitando pequenos mamiferos terrestres no Brasil,
apontando para a validade das mesmas.

A espécie O. bacoti (coletada de P. gossypinus dos EUA) constituiu o grupo
com maior divergéncia intraespecifica (5,33%), agrupando seqiiéncias em 98% das
replicatas.

O grupo com maior nimero de amostras testadas foi da espécie O.
brasiliensis, todas elas da regi&io do Vale do Ribeira, municipio de Adrianédpolis, PR,
colhidas em roedores akodontinos. Foi observada uma divergéncia intraespecifica
de apenas 0,22%, e o grupamento ocorreu em 100% das replicatas.

A espécie O. monteiroi, representada por um Unico lote coletado sobre Cavia
aperea no Peru, foi a mais préxima de O. bacoti molecularmente. A filogenia
baseada no gene 16S rDNA, revelou amostras separadas por uma grande distancia
genética, variando de 20,09 a 9%, entre as espécies O. pereirai e O. wernecki, e
entre O. monteiroi e O. bacoti, respectivamente, dando suporte aos estudos
morfolégicos.

Grandes distancias genéticas foram igualmente observadas tanto para O.
pereirai (coletada de T. inermis da Chapada Diamantina) guanto para O. wernecki
(colhida de D. aurita de trés localidades brasileiras). Esta dltima agrupou em 100%
das replicatas, apresentando divergéncia intraespecifica de 1,34%.

Amostras de O. vitzthumi oriundas de lotes colhidos em marsupiais e roedores
de trés localidades do Estado de S&o Paulo (Parque Estadual da Cantareira, Sao
Paulo, e municipios de Biritiba-Mirim e Itapevi) agruparam em 97% das replicatas,
com divergéncia intraespecifica de 2,84%.

Os téxons O. brasiliensis e O. wernecki estdo sendo registrados pela primeira
vez para o estado do Parana e regido Sul, assim como O. monteiroi para o Peru. Os
estudos morfolégicos, agora sustentados pelas analises de biologia molecular,
permitiram a proposicédo da validade de O. brasiliensis, O. monteiroi, O. pereirai, O.
vitzthumi e O. wernecki. A espécie O. matogrosso, embora ndo tenha sido
seqlenciada, foi validada por apresentar caracteres morfoldgicos distinguiveis das
demais. Por outro lado, a presenca de O. bacoti ndo foi confirmada no material
estudado, sugerindo sua ndo ocorréncia no territério nacional e América Latina,
cujos registros sao incertos.
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4.1.3 Chave de identificagdo taxondémica para as fémeas das espécies de
Ornithonyssus que ocorrem no Brasil

1. Presenca de um forte espinho ventral onde se insere a cerda proximal na
coxa |; placa esternal muito concava na margem posterior; placa genitoventral com
projecéo anterior mediana proeminente; placa anal lisa com bordo posterior agudo e

cribum com saliéncias evidentes.........cc.ccoeovveeeveveennn. O. wernecki (Figuras 8A-8D)
- Auséncia de forte espinho ventral Na CoXa l...........oceeeeeeeoreeeeeeeoeeooee. 2
2. Presenca de forte espinho ventral na coxa lll................oomeeeecee 3
- Auséncia de forte espinho ventral na coxXa l...........coooovoeeeeoeoeoe 4

3. Presenga de um par de cavidades circulares localizadas imediatamente
abaixo das cerdas anteriores da placa esternal; placa genitoventral fortemente

ESCUIPIAA. .....ceiieiiiee e O. pereirai (Figuras 6A-6D)
- Auséncia do par de cavidades circulares na placa esternal: placa genitoventral
suavemente esculpida...........ccceeeeceeiiiiiiiiiiieeeee e, O. matogrosso (Figura 4)

4, Placa genitoventral apresentando a margem anterior reta; placa esternal
fortemente céncava na margem posterior; placa dorsal com o bordo posterior muito
arredondado; placa anal com superficie de relevo acentuado e bordo posterior
FEYO. .o, O. monteiroi (Figuras 5A-5D)
- Placa genitoventral apresentando a margem anterior com projecao mediano-
anterior evidente; placa dorsal com o bordo posterior suavemente estreitado: placa
anal com superficie lisa, SEM TEIEVO..........c.cuceeeeeeeeee e e 5

5. Placa anal de bordo posterior reto...................... O. vitzthumi (Figuras 7A-7D)
- Placa anal de bordo posterior arredondado....O. brasiliensis (Figuras 3A-3D)
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4.2 Pesquisa de Rickettsia spp. em Ornithonyssus do Brasil

4.2.1 Pesquisa de um fragmento do gene gitA de Rickettsia spp.

Foram testadas 79 amostras de &caros, 58 procedentes de coletas realizadas
no Brasil e 21 oriundas de parcerias com pesquisadores estrangeiros (EUA, Chile e
Peru). Das 58 amostras brasileiras analisadas (Tabela 3), 57% (33/58) foram
positivas na PCR para o gene citrato sintase (gltA) de Rickettsia. Do total de
amostras positivas, foram obtidas 17 sequéncias de DNA, que foram utilizadas nas
andlises de distancia filogenética (Tabela 4).

De acordo com a topologia da arvore (Figura 10), as seqliéncias geradas,
neste trabalho, estdo distribuidas em dois dos trés principais grupos de riquétsias:
grupo Ancestral (também chamado de grupo da R. belli) e grupo da Febre Maculosa
(GFM).

A amostra Canta 91 agrupou em 100% das replicatas com R. bellii, sendo que
elas apresentaram 96,17% de similaridade entre si. Canta 91 é proveniente da Serra
da Cantareira, Sdo Paulo, tendo sido amplificada de uma amostra de O. vitzthumi.

Duas amostras (UNIBAN 3689 e IBSP 8902) agruparam com R. akari e R.
australis, respectivamente. Essas espécies estdo associadas com acaros e foram
detectadas em O. vitzthumi. A amostra DBM 98 de O. wernecki posicionou-se mais
préxima do clado composto por R. africae, R. sibirica, R. parkeri e R. aeschliman.

Grande parte das amostras testadas, obtidas do Parque Estadual Mata dos
Godoy, Londrina (PR), Pocos de Caldas (MG), Itapevi (SP), Biritiba-Mirim (SP),
Jaboticabal (SP), Bairro do Butantd (SP) e Nhecolandia (MT), agruparam com R.
rickettsii (99,74% de similaridade). As eépécies de Ornithonyssus envolvidas sdo, O.
wernecki e O. vitzthumi.

No grupo da Febre Maculosa os valores de bootstrap sao baixos, devido a
pouca variabilidade intraespecifica encontrada para o gene de citrato sintase,
apresentando 97,67% de similaridade entre todas as amostras utilizadas nas
analises.

Os achados de Rickettsia nas espécies do género Ornithonyssus estudadas,
representam primeiros registros para no mundo.



Tabela 3 - Pesquisa de Rickettsia spp. em &caros do género Omithonyssus do Brasil

Numero de amostras positivas (%)

Espécie Numero
de de Hospedeiro Local de captura na PCS-CI? ntftorm?:lc\)/lgene de
acaro amostras® ickettsia (FMI)
gitA OmpA
O. brasiliensis 9 Akodon sp Adrianépolis, PR 22,2 100
O. brasiliensis 1 A. cursor Adrianépolis, PR 100 100
O. brasiliensis 6 A. serrensis Adrianépolis, PR - 100
O. brasiliensis 4 Nectomys squamipes Adrianépolis, PR 25 -
O. brasiliensis 2 Oryzomys russatus Adrianépolis, PR 50 -
O. brasiliensis 1 Oxymicterus judex Adrian6polis, PR 100 -
O. pereirai 1 Trichomys inermis Chapada Diamantina, BA - -
O. vitzthumi 3 Akodon sp P. E. da Serra da Cantareira, SP 66,6 -
O. vitzthumi 1 A. cursor Pocos de Caldas, MG 100 -
O. vitzthumi 1 A. montensis Biritiba-Mirim, SP - -
O. vitzthumi 1 Cavia aperea Biritiba-Mirim, SP - -
O. vitzthumi 1 Cavia aperea Butanta, SP 100 -
O. vitzthumi 1 Delomys dorsalis P. E. da Serra da Cantareira, SP 100 -
O. vitzthumi 1 Euryzygomatomys sp. Itapevi, SP 100 -
O. vitzthumi 6 E. spinosus ltapevi, SP 66,6 -
O. vitzthumi 1 E. spinosus Biritiba-Mirim, SP 100 -
O. vitzthumi 1 E. spinosus Faz. Monte Alegre, Londrina, PR 100 -
O. vitzthumi 1 Oligoryzomys sp. P. E. da Serra da Cantareira, SP 100 -
O. vitzthumi 3 Oryzomys sp. P. E. da Serra da Cantareira, SP 100 -
O. vitzthumi 1 O. russatus P. E. da Serra da Cantareira, SP 100 -
O. vitzthumi 2 Oxymicterus sp. P. E. da Serra da Cantareira, SP 100 -
O. vitzthumi 2 Oxymicterus sp. Jaboticabal, SP 50 -
O. vitzthumi 1 O. hispidus ltapevi, SP 100 -
O. vitzthumi 2 O. nasutus ltapevi, SP 100 -
O. wernecki 1 D. aurita Adrianépolis, PR 100 -
O. wemnecki 1 D. aurita ltapevi, SP 100 -
O. wernecki 2 D. aurita P.E. da Serra da Cantareira, SP - -
O. wemecki 1 D. aurita P. E. Mata dos Godoy, Londrina, PR 100 100

+ Cada amostra corresponde a um “pool” de 10 a 15 espécimes de acaros colhidos sobre um Gnico hospedeiro.

» FMI: Fregtiéncia Minima de Infecgdo = nimero de amostras positivas na PCR / numero total de amostras testados x 100

% refere-se & sequéncia de DNA do gene gitA disponivel no GenBank que apresentou maior similaridade com a amostra sequenciada neste trabalho.
#. Exceto amostras oriundas de outros paises
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Tabela 4 - Resultados de sequienciamento de DNA de amostras positivas para Rickettsia pela PCR para o gene citrato sintase
(gltA)

Cdédigo da amostra  Espécie de acaro Dados da coleta % de Similaridade®

Hospedeiro local

IBSP 6867 O. brasiliensis E. spinosus Faz. Monte Alegre, Londrina, PR R. rickettsii (99% - CP000848)
IBSP 8868 O. vitzthumi O. nasutus Itapevi, SP R. rickettsii (100% - CP000848)

IBSP 8902 O. vitzthumi Euryzygomatomys sp. Itapevi, SP R. felis (100% - CP000053)
IBSP 8989 O. vitzthumi E. spinosus ltapevi, SP R. rickettsii (98% - CP000848)

IBSP 8991 O. vitzthumi E. spinosus Itapevi, SP R. parkeri (99% - RPU59732)

IBSP 8995 O. vitzthumi E. spinosus ltapevi, SP R. rickettsii (99% - CP000848)
UNIBAN 2599 O. vitzthumi E. spinosus Biritiba-Mirim, SP R. rickettsii (100% - CP000848)

UNIBAN 3689 O. vitzthumi Akodon sp. P.E. da Serra da Cantareira, SP R. akari (98% - CP000847)
UNIBAN 3820 O. vitzthumi O. russatus P.E. da Serra da Cantareira, SP R. rickettsii (99% - CP000848)
UNIBAN 3822 O. vitzthumi Oxymicterus sp. P.E. da Serra da Cantareira, SP R. rickettsii (99% - CP000848)
CANTA 91 O. vitzthumi Oxymicterus sp. P.E. da Serra da Cantareira, SP R. rickettsii (99% - CP000848)
DBM 98 O. wemecki D. aurita Itapevi, SP R. parkeri (100% - RPU59732)
CAP 65 O. vitzthumi Akodon cursor Pocgos de Caldas, MG R. rickettsii (100% - CP000848)
J-147 O. vitzthumi Oxymicterus sp. Jaboticabal, SP R. rickettsii (100% - CP000848)
PREA O. vitzthumi Cavia aperea Butanta, Sao Paulo, SP R. rickettsii (99% - CP000848)
MG04 O. wernecki D. aurita P. E. Mata dos Godoy, Londrina, PR R. rickettsii (99% - CP000848)
MT-5424 O. brasiliensis Clyomys laticeps Nhecolandia, MT R. rickettsii (99% - CP000848)

% Maior % de similaridade da seqUéncia obtida com as sequéncias disponiveis no GenBank
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Figura 10 - Arvore de distancia encontrada pelo programa PAUP baseadas
nas sequéncias de nucleotideos do gene citrato sintase (gtlA). O modelo
definido foi Kimura 2 Parametros e a topologia pelo método de UPGMA. Os
valores dos nds correspondem aos valores de bootstrap de 100 replicatas.
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4.2.2 Pesquisa de um fragmento do gene ompA de Rickettsia spp.

Através do fragmento de gene de proteina de membrana (ompA) foram
detectadas trés amostras positivas (Figura 11), contudo nao foi possivel obter as
sequéncias.
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Controle -
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Controle -
Controle -

+
o
=
—
c
O
O

VRR 55
VRR 82

o

Figura 11 — Amplificacao da PCR do gene
ompA em gel de agarose a 1,5%, corado
com brometo de etidio.
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5 DISCUSSAO

A familia Macronyssidae foi pouco estudada justamente pela complexidade
das especies e pela inconsisténcia na definicdo de caracteristicas taxondmicas para
a separagéo dos taxons.

Evans e Till (1966) propuseram uma chave de identificagdo para quatro
géneros e espécies da subfamilia Macronyssinae (Steatonyssus, Macronyssus,
Ophionyssus e Omnithonyssus), incluindo diagnose para adultos. Contudo, os
caracteres morfol6gicos n&o foram bem definidos, e o principal carater, placa dorsal,
foi determinante da primeira dicotomia. Dessa forma, a morfologia da placa dorsal
(podonotal e opistosomal e/ou inteira), somada a quetotaxia das pernas, bastante
complexa, acabou gerando equivocos na taxonomia de Macronyssinae que
persistem até os dias atuais.

Evans e Till (1966) se basearam apenas nas espécies depositadas no Museu
Britanico, mas mesmo assim, a distribuigio e nomenclatura das cerdas s&o de dificil
compreenséo. Na chave proposta por esses autores, os géneros Steatonyssus e
Ophionyssus estéo distantes por apresentarem quetotaxia um pouco diferente. No
entanto, ambos tém placas dorsais divididas nas fémeas e inteiras nos machos,
carater suficiente para aproxima-los, conforme a primeira dicotomia. Por outro lado,
a quetotaxia da placa dorsal, genu e tibia da perna Il e do genu da perna IV, muito
utilizada por Evans e Till (1966), & um carater fraco, ja que varia entre os géneros,
com sobreposi¢cdo. Com relagéo a outras caracteristicas morfoldgicas propostas por
esses autores para Macronyssinae, elas sdo igualmente inconsistentes, como, por
exemplo, presencga e/ou auséncia de borda hialina no tritosterno, ou ainda, presenga
e/ou auséncia de “dreas porosas’ na regido abaixo do primeiro par de poros
esternais. Mais complexa ainda é a queétéo dos lobos membranosos nas queliceras
(se com ou sem processos denticulares) e presenga e/ou auséncia de pregas
esclerontinizadas nas coxas Il a IV, quando o grupo é relativamente esclerotinizado.

Enquanto Evans e Till (1966) colocaram apenas duas espécies em
Steatonyssus e cinco em Ophionyssus, Micherdzinski (1980) incluiu 52 espécies no
primeiro género e 11 no segundo, para abranger outros taxons que cairam em
sinonimia, causando equivocos maiores, que ndo serdo discutidos aqui por nao
integrarem os objetivos do presente estudo.
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Ja os géneros Macronyssus e Omithonyssus apresentam a placa dorsal
inteira. Justamente por isso foram posteriormente sinonimizados por Furman e
Radovsky (1963), cuja sinonimia foi mantida por Micherdzinski (1980). Entretanto
este autor também se baseou principalmente na quetotaxia da placa dorsal e das
pernas para diferenciar as espécies.

No presente estudo, a quetotaxia foi analisada, contudo néo foi determinante
na separacgao das espécies estudadas, ja que os caracteres morfolégicos definidos
foram mais que suficientes para validar as espécies brasileiras de Ornithonyssus
previamente sinonimizadas, com excec¢éo de O. lutzi.

No caso especifico de O. bacoti, Evans e Till (1966) citaram 18 pares de
cerdas na placa dorsal e 1 par de microcerdas entre S5 e Z5. Micherdizinski (1980),
por sua vez, manteve os 18 pares incluindo as microcerdas mas fez pequena
modificagdo na distribuicdo e nomenclatura. Com base nessa quetotaxia, o autor
sinonimizou O. brasiliensis, O. monteiroi e O. vitzthumi com O. bacoti, por serem
todas equivalentes.

No presente estudo, verificou-se que essas espécies sdo de fato muito
proximas morfologicamente, formando o que poderia ser denominado de complexo
“0. bacoti”. O par de cerdas Z5 em O. bacoti, apresentado por Evans e Till (1966),
corresponde ao par denominado J6 por Micherdzinski (1980), e portanto, deve ser
mantido como tal. Por outro lado, o par denominado como z1 por esse autor
corresponde na verdade ao par j2 apontado por Evans e Till (1966). Da mesma
forma, os pares de cerdas J3, J4 (MICHERDZINSKI, 1980) sdo de fato, J2, J3
(EVANS; TILL, 1966). Ainda, o par denominado S5 por esses Ultimos autores, nada
mais é que o par Z5.

Para as espécies O. brasiliensis, O. vitzthumi, e O. monteiroi a distribuicao
das cerdas na placa dorsal € exatamente a mesma que a de O. bacoti, mas elas
apresentam outros caracteres suficientes para distingui-las, como aqueles
apontados na chave de identificag&o proposta no presente estudo. A quetotaxia de
O. matogrosso, O. pereirai e O. wernecki inclui maior nimero de cerdas, sendo
diferente para cada uma delas. Da mesma forma, outros caracteres morfoldgicos
s&o muito mais consistentes para separa-las. Tanto que Fonseca (1935, 1939, 1941,
1954), quando descreveu as espécies do género para o Brasil, ndo utilizava
quetaxia, e mesmo assim, conseguiu distinguir umas das outras. Em O. matogrosso,
Fonseca (1954) destacou o forte espinho ventral nas coxas Ill, também presente em
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O. pereirai, e ressaltou as numerosas cerdas da placa dorsal, mas ndo mencionou
sua importancia taxondmica. Micherdzinski (1980), apesar de nao ter visto o tipo de
O. matogrosso, propds uma quetotaxia para a especie se baseando na descri¢io
original. No presente estudo, observou-se que a distribuicdo das cerdas nesta
espécie é diferente daquela proposta por esse autor, o que demonstra a fragilidade
do caracter porque pode gerar varias interpretagdes.

Com relagdo a outros aspectos da morfologia, a escassez de estudos,
somada a sucesséao de equivocos, foram se avolumando de tal forma, que Furman e
Radovski (1963), excluiram de Ormnithonyssus espécies com espinho ventral nas
coxas e projegéo anterior mediana proeminente da placa genitoventral sobre a placa
esternal. Curiosamente O. wemecki foi listada, por esses autores, como
representante do género, embora apresentasse ambos os caracteres.

As espécies O. brasiliensis e O. wernecki, conhecidas apenas do estado de
S&o Paulo (Fonseca, 1935, 1939), tiveram sua area de distribuicdo ampliada no
presente estudo, com os primeiros registros de ocorréncia para a regiao sul do
Brasil, assim como O. monteiroi, registrada pela primeira vez no Peru. Esta espécie
foi inicialmente identificada como O. bacoti devido a grande semelhancga entre elas e
as outras do complexo. Por serem espécies facilmente confundidas, os registros de
O. bacoti para a América Latina podem nao corresponder a este taxon, como
previamente observado por Fonseca (1948).

Apesar de algumas sinonimias equivocadas, Micherdzinski (1980) foi o ultimo
taxonomista a tentar elucidar a sistematica de Macronyssidae. Portanto, a chave de
identificacdo aqui proposta para as espécies brasileiras de Ornithonyssus é a
primeira a ser elaborada, utilizando microscopia 6ptica e eletrénica de varredura
para ilustrar o maior nimero possivel de caracteres morfoldgicos, definindo a
posi¢éo de cada taxon, com respaldo molecular.

Com relagéo a presenca de Rickéttsia em Ornithonyssus, a alta porcentagem
de amostras positivas encontradas, para o gene da citrato sintase (gltA), foi
inesperada. Normalmente, a taxa de carrapatos naturalmente infectados é baixa,
mesmo em areas endémicas (GUEDES et al., 2005). Esta alta taxa de positividade
obtida no presente estudo, superou aquela observada por Reeves et al. (2007), que
utilizaram como gene alvo um fragmento de 394 pb de uma proteina antigénica de
17kD.
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A detecgé@o de gendtipo similar com a bactéria R. akari j&4 era esperada nas
amostras analisadas, mesmo com auséncia de registro de macronissideos
infectados por essa espécie nas Américas. As espécies R. akari e R. australis estdo
associadas com &caros hematdfagos que nio sédo carrapatos, sendo R. akari
primariamente descrita em Liponyssoides sanguineus (Hirst, 1914) (Acari:
Liponyssidae) (HUEBNER et al., 1946). Philip e Hughes (1948) conseguiram
experimentalmente infectar O. bacoti com R. akari, e posteriormente, infecgdes
naturais esporadicas foram detectadas por Reeves et al. (2007).

Trabalhos conduzidos nas décadas de 30 e 40 do século passado ja
apontavam a participagéo de O. bacoti no ciclo epidemiolégico de riquetsioses do
grupo da febre maculosa (GFM) e do grupo do tifo (GT) (SHELMIRE; DOVE, 1931;
DOVE; SHELMIRE, 1931; FONSECA, 1932; PHILIP; HUGHES, 1948). Porém, o
conhecimento ainda ¢ incipiente, pois, praticamente todos os estudos sdo dirigidos
aos carrapatos, considerados como principais transmissores. Nesse contexto,
acaros hematofagos, exceto trombiculideos, vém sendo amplamente ignorados
como vetores de patégenos em animais ou humanos (REEVES et al., 2006). Por
outro lado, as altas taxas de infeccdo encontradas nas espécies de Omnithonyssus
estudadas, abrem um novo leque de hipéteses na epidemiologia da transmisséo e
na manutengéo do ciclo enzodtico das riquétsias.

Portanto, existe a necessidade de dar continuidade ao trabalho aqui iniciado,
com vistas ao isolamento das bactérias do género Rickettsia, encontradas nas
espécies de Ornithonyssus investigadas, bem como, conduzir estudos de biologia e
transmissao experimental, para esclarecer o papel desempenhado por esses acaros
no ciclo das riquetsioses.
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