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Resumo

Agentes patogénicos transmitidos por vectores representam riscos significativos para a
salde tanto dos animais como dos humanos. Dados sobre a prevaléncia destes agentes em
cdes da llha de Séo Vicente, Cabo Verde, sdo escassos. Assim sendo, pretendeu-se, com este
estudo, a) caracterizar morfologicamente uma populacdo de cées errantes, b) caracterizar
morfologicamente e molecularmente os seus ectoparasitas, ¢) identificar molecularmente até
ao nivel da espécie, 0s agentes patogénicos transmitidos por vectores.

Para tal, foram recolhidas amostras de sangue de cées errantes (n=20, para fins
clinicos como andlises pré-cirurgicas) e 0s seus ectoparasitas (n=47), durante uma campanha
de captura-esterilizacdo-retorno (no ano 2024). Foi ainda realizado um registo fotografico. Os
ectoparasitas foram identificados morfologicamente por microscopia (microscopio éptico e
estereomicroscopio) utilizando chaves taxondémicas dicotomicas. O DNA foi extraido das
amostras de sangue dos cdes e dos ectoparasitas. Seguiu-se a pesquisa molecular para
identificacdo dos ectoparasitas e de diferentes agentes patogénicos - bactérias tais como
Anaplasma/Ehrlichia spp., Bartonella spp., Borrelia spp., Rickettsia spp e protozoarios:
Babesia/Theileria spp.; Hepatozoon spp., Leishmania spp. - por PCR, sequenciagdo e analise
filogenética.

Foram detectados ectoparasitas em 80,0% (16/20) dos cdes. Foi recolhido um total de 47
ectoparasitas, identificados como carracas Rhipicephalus sanguineus (n=38, 10 fémeas, 26
machos e 2 larvas), pulgas Echidnophaga gallinacea (n=1, fémea) e Ctenocephalides felis
(n=4, fémeas) e piolhos da espécie Heterodoxus spiniger (n=4). A sequencia¢do das amostras
permitiu a identificacdo de Rickettsia asembonensis e Borrelia bavariensis em 5 pulgas e no
sangue de 1 cdo, respectivamente, e Hepatozoon canis em 13 carragas e no sangue de 13 cées.
Né&o foram detectadas Leishmania spp. nem de Bartonella spp. em nenhum dos ectoparasitas
nem no sangue dos cées,

Neste estudo, tanto R. asembonensis como B. bavariensis, potenciais agentes zoonoticos,
foram reportados pela primeira vez em Cabo Verde, e H. canis foi reportado pela primeira vez
na ilha de Sdo Vicente. Estas descobertas destacam a importancia de uma vigilancia continua,
da realizacdo de estudos mais abrangentes e da implementacdo de estratégias integradas de
Uma Sé Salde para monitorizar e controlar os agentes patogénicos transmitidos por vetores, a
fim de proteger humanos e animais.

Palavras-chave: Vectores Biologicos; Zoonoses, Caes errantes; llha de Sdo Vicente, Cabo

Verde; Epidemiologia molecular



Abstract

Vector-borne pathogens pose significant health risks to both animals and humans.
Data on the prevalence of these agents in dogs on Séo Vicente Island, Cape Verde, are scarce.
Therefore this study aims to: a) morphologically characterise a population of stray dogs, b)
morphologically and molecularly characterize their ectoparasites, ¢) molecularly identify
vector-borne pathogens to the species level.

To do so, blood samples were collected from stray dogs (n=20, for clinical purposes
such as pre-cirurgical analysis) and their ectoparasites (n=47) during a trap-neuter-return
campaign (2024). Photographic documentation was also carried out. Ectoparasites were
morphologically identified by microscopy (optical microscope and stereomicroscope) using
dichotomous taxonomic keys. DNA was extracted from the blood samples and ectoparasites.
Molecular screening followed to identify ectoparasites and different pathogenic agents -
bacterias such as Anaplasma/Ehrlichia spp., Bartonella spp., Borrelia spp. and Rickettsia spp.
and protozoa such as Hepatozoon spp., Babesia/Theileria spp. and Leishmania spp. - by PCR,
sequencing, and phylogenetic analysis.

Ectoparasites were detected in 80,0% (16/20) of the dogs. A total of 47 ectoparasites,
identified as hard ticks Rhipicephalus sanguineus (n=38, 10 females, 26 males and 2 larvae),
fleas Echidnophaga gallinacea (n=1, female) and Ctenocephalides felis (n=4, females), and
lice of the species Heterodoxus spiniger (n=4,), were collected. Sequencing of the samples
allowed the identification of Rickettsia asembonensis and Borrelia bavariensis in 5 fleas and
in the blood of 1 dog, respectively, and Hepatozoon canis in 13 ticks and in the blood of 13
dogs. Leishmania spp. or Bartonella spp. were not detected in none of the ectoparasites nor in
the dogsblood.

In this study, both R.asembonensis and B. bavariensis, potential zoonotic agents, were
reported for the first time in Cape Verde, and H. canis was first reported on Sdo Vicente
Island. These findings highlight the importance of continued surveillance, new data studies,
and the implementation of integrated One Health strategies to monitor and control emerging
vector-borne pathogens to protect humans and animals alike.

Key-words: Biological Vectors; Zoonoses; Stray dogs; Sdo Vincent Island, Cape Verde;

Molecular markers



Lista de abreviaturas

® - Marca registada

puL — Microlitros

A - Adenina

BIC - Critério de informacdo bayesiano (do inglés Bayesian information criterion)

BLAST - Ferramenta basica de busca de alinhamento local (do inglés Basic local alignment
search tool)

C - Citosina

CC - Condigdo corporal

°C - Graus celsius

COX-I - Citocromo c oxidase subunidade 1

COX-II - Citocromo c oxidase subunidade 2

DNA — Acido desoxirribonucléico (do inglés Deoxyribonucleic acid)

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés Ethylenediaminetetraacetic acid)

et al. - E outros/e outras (da locucéo latina et alli (masculino), et aliae (feminino) ou et alia
(neutro))

flaB - Flagelina flaB

G - Guanina

GEP - Perfil de expresséo genética (do inglés Gene expression profiling)
GroEL - Proteina da familia Hsp60, pertencente as chaperoninas do grupo |
HI — Hospedeiros invertebrados

HV — Hospedeiros vertebrados

ITS - Espagador interno transcrito (do inglés Internal Transcribed Spacer)

IUPAC - Unido internacional de quimica pura e aplicada (do inglés International union of
pure and applied chemistry)

kKDNA minicircle region - Regido dos minicirculos de DNA de cinetoplasto (do inglés
kinetoplast DNA minicircles region)

Kg — Quilogramas

L1 - Larva em estadio 1 (do inglés Stage 1 larva)

L2 - Larva em estadio 2 (do inglés Stage 2 larva)

L3 -Larva em estadio 3 (do inglés Stage 3 larva)

M - Grupos amino em posi¢cdo comum, pode corresponder a adenina ou a citosina
MAFFTV7 - MAFFT versao 7



mg — Miligramas

min — Minutos

ML - Maxima verossimilhanca (do inglés Maximum likelihood)
mL — Mililitros

NCBI - Centro nacional de informacdo sobre biotecnologia (do inglés National centre for
biotechnology information)

ompA - Proteina A da membrana externa (do inglés outer membrane protein A)
ompB - Proteina B da membrana externa (do inglés outer membrane protein B)
ONG - Organizacdo nao governamental

pb — Pares de bases

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase chain reaction)
R - Purina, pode corresponder a adenina ou a guanina

rDNA — DNA ribossomal (do inglés ribosomal DNA)

RNA - Acido ribossomal (do inglés ribossomal RNA)

rRNA - RNA ribossomal (do inglés ribossomal RNA)

rpm — Rotagdes por minuto

Seg — Segundos

T - Timina

TBA — Tris-acetato-EDTA

TBE — Tris-borato-EDTA

T™ - Marca registrada (do inglés trademark)

UV — Ultra-violeta

W - Ligacdo de hidrogénio fraca, pode corresponder a adenina ou a timina

Y - Pirimidina, pode corresponder a timina ou a citosina

16S rDNA - DNA ribossémico 16S

18S rRNA - RNA ribossémico de subunidade pequena
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Casuistica de estagio

A autora realizou o seu estagio no Laboratdrio de Analises Clinicas e Histopatologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona-Centro Universitario de
Lisboa (FMV-UL-CUL), entre Fevereiro de 2025 e Junho de 2025. Com a orientagdo da
Professora Doutora Ana Elisabete Pires, co-orientacdo do Professor Doutor André Pereira e
da Professora Doutora Margarida Alves e apoio do Professor Doutor David Ramilo. O estagio
curricular foi realizado no ambito do projeto “ Creole Dogs — Genomics, heritage and health
of creole dogs from Cape Verde”, decorrido entre Dezembro de 2023 e Junho de 2025.

Durante um periodo de cinco meses, a autora teve a oportunidade de aprofundar os
seus conhecimentos no @mbito do conceito de Uma S6 Salude, uma abordagem integrada que
reconhece a interdependéncia entre a saude humana, a salde animal e a saude ambiental e
cuja compreensdo € essencial para enfrentar desafios higieno-sanitarios globais. Neste
sentido, foi analisada de forma particular a problematica dos agentes zoonéticos,
microrganismos com potencial de transmissdo interespécies, no contexto de cées errantes em
ambientes insulares, em particular Cabo Verde, ilha de Sdo Vicente, dada a insularidade
potenciar dindmicas epidemiolOgicas particulares, como restricdes geograficas, isolamento
populacional e fragilidades na saude publica.

Simultaneamente, a autora teve oportunidade de consolidar as suas competéncias
metodoldgicas na aplicacdo de técnicas de identificacdo e diagndstico morfolégico e
moleculares na sistematica biologica, em particular nas vertentes de taxonomia e filogenia.

Foi adquirida experiéncia nas seguintes técnicas de biologia molecular:

i) extracdo de DNA (do inglés Deoxyribonucleic acid) de 38 amostras de carracas
recolhidos a partir de uma populacédo de cées errantes, com recurso a um kit comercial (NZY
tissue gDNA Isolation® da NZYtech);

ii) analise da pureza e quantificacdo do DNA isolado por espectrofotometria em 38
amostras de carragas;

iii) amplificacdo de DNA por PCR (do inglés Polymerase chain reaction) de 38
amostras de carracas para 10 loci alvos de 5 agentes patogénicos diferentes
(Anaplasma/Ehrlichia spp., Borrelia spp., Rickettsia spp., Babesia/Theileria spp. e
Hepatozoon spp.), 5 amostras de pulgas para 2 agentes patogénicos diferentes (Rickettsia spp.
e Bartonella spp.), e 20 amostras de sangue de cdo para 2 agentes patogénicos diferentes
(Borrelia spp. e Leishmania spp.);

iv) amplificacdo de DNA de oito carracas e um piolho com primers desenhados para
reconhecer segmentos do gene COX-I e amplificagdo de DNA de cinco pulgas com primers
desenhados para reconhecer segmentos do gene COX-II;

V) electroforese dos produtos amplificados em gele de agarose, para sua visualizacéo,
registo fotografico (NanoZoomer® Digital Slide Scanner) e posterior sequenciacdo (aquisi¢do
de servigo externo — envio de um total de 56 amostras).

vi) registo fotografico das amostras de duas carracgas, cinco pulgas e trés piolhos
(NanoZoomer® Digital Slide Scanner) para posterior caracterizagdo morfologica através de
chaves dicotomicas
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vii) edicdo e andlise de 56 sequéncias de DNA (31 sequéncias de carraca, 17 de sangue
de cdo, 7 de pulga e 1 de piolho)

A autora teve também oportunidade de adquirir conhecimento sobre os marcadores
morfologicos utilizados na identificacdo morfoldgica dos ectoparasitas - insectos e artropodes,
e aprimorar a sua técnica de microscopia optica.

A investigacdo e o trabalho laboratorial desenvolvidos culminaram na elaboracdo da
presente dissertacéo.

Adicionalmente, a autora teve a possibilidade de apresentar o seu tema de Mestrado,
com resultados preliminares, no 4° Encontro Anual AL4AnimalS (maio de 2025) através de
um poster e no IV FMV Research Meeting (julho de 2025) através de uma apresentagdo oral.
Encontra-se em preparacdo a redacdo de um artigo cientifico.

13



I — Introducéo

1. llha de S&o Vicente e a sua populacéo de cées errantes

A ilha de S&o Vicente, pertencente ao grupo Barlavento (Visit Cabo Verde, n.d.)(figura 1),
a noroeste do arquipélago de Cabo Verde, foi descoberta no dia de Sdo Vicente (22 de
janeiro) de 1462, pelo navegador portugués Diogo Gomes, escudeiro do infante D. Fernando,
a quem ficou pertencendo por doagdo de D. Jodo Il, o rei seu tio. A ilha foi inicialmente
outorgada aos Duques de Viseu que, porém, ndo procederam a sua ocupacao, situacdo que se
manteve depois de, por heranga, Sdo Vicente ter passado para a propriedade do rei D. Manuel
I. A mercé da endémica falta de &gua, a ilha ficou por muito anos relegada & humilde
condicdo de simples campo de pastagem de gado de alguns proprietérios da ilha de Santo
Antdo, ilha vizinha. (Medina, 2009).

Figura 1 - Localizacdo da ilha de S&o Vicente.

Sao Vicente seria, assim, uma das ultimas ilhas do arquipélago a serem povoadas. S6 em
1838, quando se estabeleceu um depdsito de carvdo para abastecimento dos navios em rota
pelo Atlantico na baia do Porto Grande, a populacdo comecou a fixar-se, fundando-se a
cidade do Mindelo (Monteiro, 2014). Com a expansao do vapor, na segunda metade do século
XIX, Sdo Vicente teve um surto de desenvolvimento, com diversos depoésitos de carvao
ingleses em atividade e dezenas de navios a alcancarem o porto de Mindelo para reabastecer.
(Medina, 2009) A ilha tornou-se escala obrigatoria a meio do Atlantico para navios de todo o
mundo. Por essa altura, a cidade tornou-se um centro cultural importante e cosmopolita, onde
a masica, a literatura e o desporto eram cultivados, chegando a aventar-se a hipétese de
transferir a capital de Cabo Verde para o Mindelo. O ciclo durou apenas algumas décadas,
pois com a substituicdo, no inicio do século XX, do carvéo pelo petréleo, o importante porto
perdeu a sua preponderancia, sendo substituido pelas Canarias e por Dakar. Mais tarde, a ilha
ganhou novo félego como ponto de ligacdo transatlantica de cabos submarinos de telégrafo.
Em 1874 foram amarrados os cabos submarinos da Western Telegraph Company (atual Cable
& Wireless), ligando a Praia da Matiota, na ilha de S&o Vicente, a Madeira e depois ao Brasil.
Em 1886, Cabo Verde ficou também ligado a Africa e & Europa através de cabo submarino
(Vilela, n.d.).

O crescimento populacional continuo e 0 aumento do turismo, principalmente no final do
século XIX e inicio do século XX, originou um maior nimero de animais de estimacg&o e,
paralelamente, um crescimento do nimero de animais abandonados ou errantes, resultantes de
processos migratorios internos, condi¢fes habitacionais inadequadas, constrangimentos
econdmicos ou impossibilidade de manter os animais sob os devidos cuidados por parte dos
tutores, ou pela perda de interesse dos tutores. Adicionalmente, a auséncia de politicas
publicas consistentes e de campanhas de educacdo sobre a importancia da esterilizacéo
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contribuiu para a reproducdo descontrolada de cées errantes e para 0 aumento desta populacdo
(Rosério, 2024).

Estes cdes tém a tendéncia a viver em contacto proximo com os humanos devido a maior
disponibilidade de recursos, como restos alimentares, pontos de acesso de agua e abrigos
improvisados, e podem atuar como reservatorios para diversos agentes patogénicos
zoondticos. (Nametov et al.,, 2025). Desta forma, é de extrema importancia a
consciencializagdo da populacdo em geral para esta probleméatica que esta interligada com
situagBes de seguranca e saude publica e, consequentemente, a implementacdo de programas
socioeducativos e politicas de apoio acessiveis a todos para a prevengdo, vacinagao e controlo
demografico, com uma preocupacdo acrescida para 0 numero de animais errantes
reservatorios de doencas zoondticas (Rosario, 2024; Langlois et al., 2025; Smith et al., 2025).
Simultaneamente, estes esforcos devem ser enquadrados no conceito de Uma S6 Saude,
reconhecendo que a salude humana, salde animal, salde vegetal e saude ambiental sdo
indissociaveis e, como tal, a gestdo dos riscos e a criacdo de medidas de prevencdo requerem
uma colaboracdo interdisciplinar entre os sectores de salde veterinaria, salde publica e
protecdo ambiental.

2. Vectores bioldgicos

Em Medicina, vectores, de acordo com a EFSA (European Food Safety Authority, 2025),
entendem-se por “organismos vivos que transmitem um agente infeccioso de um animal
infectado para um humano ou outro animal”. Em animais, os vectores mais frequentes
pertencem ao Filo Arthropoda e as subclasses Acarina - é 0 caso das carracas e de acaros - ou
a classe Insecta - é o caso das pulgas, piolhos e flebotomineos (Martins, 2019).

2.1 Carracas (familia Ixodidae)

As carragas sdo aracnideos hematdfagos da subclasse Acari, da ordem Ixodida, com
cerca de 850 espécies de carracas conhecidas divididas em trés familias - Nuttalliellidae (com
1 espécie), Ixodidae (com cerca de 700 espécies) e Argasidae (com cerca de 200 espécies) -
sendo a familia Ixodidae a mais significativa no contexto de medicina veterinaria (Wall &
Shearer, 1997; Marques, 2017). Sdo também vetores de muitos agentes patogénicos - virus
(como o classic tick-borne encephalitis virus), bactérias (como Rickettsia spp.), protozoarios
(como a Babesia spp., Theileria spp. e Hepatozoon canis) ou helmintos (como
Acanthocheilonema e Cercopithifilaria) (Beugnet et al., 2018).

Estes ixodideos sdo extremamente eficazes na parasitacdo de hospedeiros e
consequente transmissdo de agentes patogénicos. Ao fixarem-se firmemente ao hospedeiro,
asseguram ndo s6 um longo periodo de alimentacdo - o que leva a uma maior ingestdo de
agentes patogénicos presentes no sangue do animal - como também um transporte para
diversos habitats com possiveis melhores condi¢fes ou outros potenciais hospedeiros. As
carracas tém a capacidade de parasitar multiplos hospedeiros, o que facilita a transmisséo de

15



agentes patogénicos entre diferentes animais hospedeiros, apresentam um ciclo de vida longo
com a capacidade de sobreviver a longos periodos de tempo em jejum e as fémeas apresentam
a capacidade de depositar um elevado numero de ovos, acelerando o crescimento
populacional. Adicionalmente, os agentes patogénicos ingeridos pelas carracas podem ser
transmitidos para as varias fases da vida da carraca - da larva para a ninfa e da ninfa para
adulto (transestadial) e de fémeas adultas para a descendéncia (transovarial) (Wall & Shearer,
1997). Os géneros mais importantes de carracas que infestam os animais a nivel global séo
Ixodes spp., Rhipicephalus spp., Dermacentor spp., Amblyomma spp. e Haemaphysalis spp.,
dado que os cdes sao mais afetados por carracas dos géneros Ixodes spp., Rhipicephalus spp. e
Dermacentor spp. (Beugnet et al., 2018).

2.1.1. Ciclo de Vida

As carracas podem ter um de trés tipos de ciclo de vida: ciclo monofésico (as duas
mudas ocorrem no mesmo hospedeiro), ciclo bifasico (a passagem de larva para ninfa ocorre
no primeiro hospedeiro, havendo dois hospedeiros por geracdo de carraga) e o ciclo trifasico
(os estadios larval, ninfal e adulto apresentam um hospedeiro cada, havendo trés hospedeiros
por geracdo de carraga) (Figura C1) (Beugnet et al., 2018).

As carracas Rhipicephalus sanguineus sdo aqui destacadas devido a sua prevaléncia,
sobretudo em ambientes domésticos e semi-urbanos, a sua ampla distribuicdo geogréfica e
importancia médico-veterinaria. Possuem um ciclo de vida trifasico, no qual o acasalamento
ocorre no hospedeiro. Ap6s o acasalamento, a fémea alimenta-se durante 2 semanas, sai do
primeiro hospedeiro para o solo onde deposita em média 3000 a 10000 ovos de uma soO vez.
Com a oviposicdo, a fémea esgota todas as suas reservas de energia, culminando com a sua
morte (Taylor et al., 2016; Beugnet et al., 2018).

Apds 17 a 30 dias, os ovos eclodem e surgem as larvas. As larvas alimentam-se por 6
dias no segundo hospedeiro antes de voltarem a cair para o solo. A muda de larva para ninfa
tem uma duracdo de cerca de 5 a 23 dias. Posteriormente, a ninfa alimenta-se durante 4 a 9
dias no terceiro hospedeiro antes de sair deste para a ultima muda - de ninfa a adulto (Taylor
et al., 2016).

A duracéo do ciclo de vida das carracas pode variar muito, dependendo néo sé do tipo
de ciclo de vida, mas também das condicdes climaticas e do comportamento dos hospedeiros.
O ciclo pode ainda ser interrompido por: diapausa (retencdo temporaria do desenvolvimento)
dos ovos (uma situacdo excepcional que pode durar até 3 anos), diapausa comportamental
(larvas, ninfas ou adultos), diapausa em fases de jejum (até 1 ano), espera de condi¢des
climaticas favoraveis ou espera de hospedeiro (Beugnet et al., 2018).

2.1.2. ldentificacdo Morfoldgica

Carracgas da familia Ixodidae sdo relativamente grandes, podendo chegar aos 20 mm,
com um corpo achatado dorsoventralmente, quando em jejum, dividido em duas seccdes:
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gnatossoma anterior ou capitulo - com palpos com 4 segmentos (6rgdos sensoriais para
localizacdo do hospedeiro) e, entre os palpos, queliceras perfurantes (para agarrar e cortar a
pele do hospedeiro aquando da alimentagéo) - e idiossoma posterior, donde saem 4 pares de
patas (cada uma composta por coxa, trocanter, fémur, rotula, tibia e tarso com garras e
almofadas adesivas). A base do capitulo pode variar de forma, consoante o género, podendo
ser retangular, triangular ou hexagonal, e possui uma estrutura situada abaixo das queliceras,
que se estende anterior e ventralmente, denominada hipostoma. Esta estrutura é imdvel e, nas
larvas, ninfas e fémeas adultas, & formada por varias fileiras de dentes ventrais voltados
caudalmente que servem para se fixarem no hospedeiro (Figura 2).

A familia Ixodidae apresenta um rosto denticulado e um escudo dorsal quitinoso. O
escudo dorsal é mais desenvolvido e maior nos machos, que, ao contrério das fémeas, ndo
aumentam substancialmente o seu tamanho. As larvas, contrariamente as ninfas e as carracgas
adultas, possuem apenas 3 pares de patas.

Alguns dos 6rgdos sensoriais dos ixodideos mais importantes sdo: o 6rgdo de Haller -
localizado no tarso do primeiro par de patas, envolvido na localizacdo do hospedeiro atraves
de vibracdes e variacOes de didxido de carbono -, poros abertos na superficie dorsal e em
ambos os lados do capitulo - permitem detetar machos e comunicar com outros ixodideos
através de feromonas. Os olhos/6rgédos fotossensiveis podem estar presentes ou ausentes.

Figura 2 - llustracdo de uma carraga Rhipicephalus sanguineus (macho) observada no
NannoZoomer Digital Slides Scanner®. (a) Capitulo, (1) Palpo, (2) Hipostoma, (3) Base do
Capitulo, (4) Coxa I, (5) Trocanter I, (6) Anus, (7) Escudo adanal, (8) Festoon. Ilustracio
original da autora.
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2.2 Pulgas

As pulgas séo insetos sem asas da ordem Siphonaptera com aproximadamente 2500
espécies divididas em 15 familias (sendo a familia Pulicidae a com maior numero de pulgas
com importancia médica e veterinria) e 200 géneros. Estes ectoparasitas sdao dos mais
comuns em animais em ambos os habitats rurais e urbanos (Beugnet et al., 2018).

2.2.1. Ciclo de Vida

As pulgas sdo insetos holometabolos, ou seja, passam por uma metamorfose completa
com quatro estadios: ovo (fase inicial do ciclo de vida), larva (fase de crescimento), pupa
(fase de transicdo) e adulto (fase final e reprodutiva do inseto) (Figura C2).

Os ovos, embora possam ser depositados no solo ou no hospedeiro, ndo sao fixos no
hospedeiro, podendo ficar neste até, aproximadamente, 2 horas antes de acabar por cair. A
eclosdo dos ovos ocorre entre dois dias a duas semanas, dependendo das condigGes
ambientais. Se a temperatura e a humidade forem éptimas, 0s ovos eclodem em 3 a 7 dias no
solo (Taylor et al., 2016; Beugnet et al., 2018).

As larvas apresentam um corpo com poucos milimetros de comprimento, com varios
segmentos circulares com cerdas direcionadas caudalmente e, no ultimo segmento, com
suportes anais, 0 que permite a sua movimentacdo. A cabeca é composta por pecas bucais
mastigadoras que permitem a larva se alimentar de detritos organicos - pele, pélos, penas,
fezes de pulgas adultas. As larvas preferem condi¢cdes humidas e mais escuras, pelo que larvas
em estadio 1 (L1) e larvas em estadio 2 (L2) sdo extremamente sensiveis a luz ultravioleta
(UV) e a desidratacdo (Taylor et al., 2016; Beugnet et al., 2018). A passagem de L1 a L2 e,
depois, a larva em estadio 3 (L3) demoram aproximadamente entre 1 semana e 1 més,
dependendo da temperatura e da humidade ambiente, e, em 10 dias, cada L3 tece um casulo,
onde a L3 metamorfoseia-se numa pulga adulta pré-formada - a pupa.

A pupa, se ndo houver hospedeiros por perto, consegue viver no casulo, relativamente
protegida de inseticidas, até 12 meses. Neste periodo de tempo, as pupas sdo facilmente
transportadas, por animais ou humanos, devido a adesividade do casulo, para locais com
possiveis hospedeiros. Uma vez com hospedeiros disponiveis, a pupa emerge do casulo como
pulga adulta e inicia de imediato a procura de um hospedeiro - preferencialmente um gato ou
um cdo. A pulga adulta consegue sobreviver até uma semana sem se alimentar de sangue
(Beugnet et al., 2018).

O ciclo de vida das pulgas e cada etapa presente neste ciclo estdo dependentes de
condi¢Bes ambientais optimas. Humidade relativa de 85 % ¢ a ideal - cada estadio esta
suscetivel a desidratacdo -, temperaturas muito elevadas (acima dos 30 °C) tendem a reduzir o
periodo de vida de adultos, temperaturas entre os 17 °C e os 19 °C tendem a abrandar o ciclo
de vida (embora ndo tenha implicaces para as pupas) e temperaturas negativas tendem a ser
fatais para larvas e pupas. (Beugnet et al., 2018)
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A passagem de pupa para pulga adulta também € influenciada por diversos fatores
como sombras, passos e vibragdes (estes fatores ddo um aviso a pupa de que um possivel
hospedeiro estd proximo, desencadeando a emergéncia da pulga adulta) (Beugnet et al.,
2018).

2.2.2. ldentificacdo Morfologica

As pulgas sdo pequenos insetos, geralmente castanhos-escuros, apteros e hematofagos.
Apresentam um corpo comprimido lateralmente, olhos, quando presentes, fotossensiveis,
antenas em ambos 0s lados numa regido denominada fossa antenal, compostas por trés
segmentos, e trés pares de pernas - sendo o terceiro par mais longo e desenvolvido, adaptado
para o salto. A cabeca e o pronoto (primeiro segmento do térax) podem apresentar fileiras
ventrais (ctenidios/pentes genais) ou posteriores (ctenidios/pentes pronotais) de espinhos
(Wall Shearer, 1997; Taylor, et al., 2016; Beugnet, et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3 - llustragio de uma pulga Ctenocephalides felis (fémea) observada no
NannoZoomer Digital Slides Scanner®. (a) Cabega, (b) Torax, (c) Abdémen, (1) Pronoto, (2)
Antena, (3) Olho, (4) Ctenidio genal, (5) Palpo maxilar, (6) Coxa, (7) Fémur, (8) Tibia, (9)
Tarsos, (10) Garra, (11) Ctenideo pronotal, (12) Mesonoto, (13) Metanoto, (14) Espiraculo,
(15) Sensilio, (16) Espermateca. llustracdo original da autora.

19



2.3 Piolhos

Os piolhos sdo pequenos insetos sem asas que se podem dividir em piolhos sugadores
(subordem Anoplura) e piolhos mastigadores (subordem Mallophaga). As infestacGes por
piolhos ndo sdo comuns, comparativamente as ectoparasitoses por carragas ou pulgas, uma
vez que estes insetos apresentam um Unico hospedeiro (host-specific), ndo sobrevivem mais
que uns dias fora do hospedeiro e devido ao uso regular de tratamentos antiparasitarios em
animais domésticos. N@o obstante, a infestacdo por piolhos em animais existe e tem uma
maior tendéncia a ocorrer em ambientes de superlotacdo ou em animais que ndo séo
observados com tanta frequéncia (Taylor et al., 2016; Beugnet et al., 2018; Lundgren, 2023).

2.3.1. Ciclo de vida

Os piolhos, tanto mastigadores como sugadores, apresentam um ciclo bioldgico de 2 a
4 semanas com uma metamorfose incompleta, ou seja, com apenas 3 estadios: ovos, ninfas e
adultos. Estes insetos passam todo o ciclo de vida num sé hospedeiro, apresentando um ciclo
monofasico, e s6 passam para outro hospedeiro através de contacto direto ou por fomites (por
exemplo, escovas) - 0s piolhos ndo sobrevivem mais de 3 a 4 dias fora do hospedeiro, por ndo
suportarem temperaturas altas ou baixas e por terem a necessidade de se alimentar
continuamente (Figura C3) (Beugnet et al., 2018; Clay, 2025).

As fémeas, maiores e em maior nimero que os machos, depositam 20 a 300 ovos
operculados (ovos com um opérculo que facilita a eclosdo), visiveis a olho nu, que se fixam a
base dos pélos, penas e cabelos. Apos aproximadamente 6 dias, 0s ovos eclodem originando
as ninfas - morfologicamente semelhantes a piolhos adultos, mas mais pequenas. As ninfas
sofrem trés mudas, aumentando de tamanho, antes de se transformarem em adultos (Taylor et
al., 2016; Beugnet et al., 2018).

2.3.2. ldentificacdo Morfologica

Os piolhos sdo pequenos insetos apteros dorsoventralmente achatados com corpos
segmentados divididos em trés seccdes: cabeca, torax e abddémen. A cabeca de piolhos
Mallophaga é mais larga que o torax, contrariamente a de piolhos Anoplura, apresenta duas
antenas, visiveis ou escondidas, compostas por trés segmentos e os olhos, quando presentes,
sdo vestigiais e pouco desenvolvidos. Os piolhos apresentam trés pares de pernas articuladas
com uma ou duas garras, dependendo da espécie, no final de cada perna. O térax é composto
por trés segmentos - protérax, mesotorax e metatorax (primeiro, segundo e terceiro
segmentos, respectivamente) - sendo que o mesotorax e o metatérax podem estar fundidos
(em piolhos sugadores, os trés segmentos podem estar fundidos). O abdomen é composto por
sete a oito segmentos e pode apresentar até seis pares de espiraculos (Taylor et al., 2016;
Beugnet et al., 2018; Clay, 2025) (Figura 4).
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Os orgaos sensoriais dos piolhos sdo os olhos, que, embora pouco desenvolvidos ou
mesmo ausentes, sdo sensiveis a luz, pélos tacteis e drgdos sensoriais na boca e nas antenas
que funcionam como 6rgéos olfativos e gustativos (Clay, 2025).

04) o llosy Jalp - o
. ‘
J) { / %l ’/ Yo — ';;,:__'l’ " .
{ - —@ g o (v\«\ \fv
7 g X ® S o
/ > S : " ;;
- / / \\tA ‘,\ :‘/ /'/'/ {
) P o AMAN /
S I N
) ( ‘ t i e
\/// /,,, \ :n \\ f | \\‘ ’ \’
| §). L I——
/ // s \ \:\\
o =N
_ 1\ 4 g

Figura 4 - llustracdo de um piolho Heterodoxus spiniger observado no NannoZoomer Digital
Slides Scanner®. (a) Cabeca, (b) Torax, (c) Abddémen, (1) Palpo maxilar, (2) Processo pos-
papal, (3) Olho, (4) Tibia, (5) Garra, (6) Espiraculos. llustracdo original da autora.

3. Agentes patogénicos

Foram pesquisados nove agentes patogénicos transmitidos e/ou associados a carragas,
pulgas e piolhos que, frequentemente, causam doengas clinicamente importantes, ndo s6 em
cdes como em humanos. Muitos destes agentes tém potencial zoondtico e a sua inclusdo
permite avaliar potenciais co-infeccdes e obter uma visdo integrada da circulacdo de agentes
num contexto de Uma So6 Salde.

3.1 Bactérias dos géneros Anaplasma e Ehrlichia

Os géneros Anaplasma e Ehrlichia compreendem bactérias intracelulares pertencentes
a ordem Rickettsiales e a familia Anaplasmataceae. Anaplasma spp. infecta granulécitos,
nomeadamente neutrofilos, aparecendo como vactolos delimitados por membranas no
citoplasma destas células, Ehrlichia spp. pode ser encontrada em leucdcitos no sangue
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circulante e ambos os agentes sdo transmitidos, principalmente, pela mordida de carragas
ixodideas, como Rhipicephalus sanguineus ou Amblyomma americanum (Taylor et al., 2016).

Apos a entrada na corrente sanguinea, Anaplasma spp. penetra nas células sanguineas
por invaginacdo da membrana celular, formando um vacuolo intracitoplasmatico. No interior
deste, 0 microrganismo divide-se e forma mérulas (corpos de inclusdo com até oito corpos
iniciais agrupados). Estes corpos de inclusdo sdo mais numerosos na fase aguda da infeccéo e
podem persistir no organismo do hospedeiro durante anos. Parte do ciclo de vida de
Anaplasma spp. ocorre dentro da carraca e € transmitido entre os diferentes estaddios do
artropode (passagem transestadial) (Taylor et al., 2016).

De forma semelhante, as carracas adquirem a infeccdo por bactérias do género
Ehrlichia ao alimentar-se de hospedeiros portadores do agente, mantendo a infeccdo durante
0s varios estadios do artropode (CAPC, 2015).

Dadas as carragas se alimentarem de uma vasta gama de vertebrados, a transmissdo destes
agentes pode ocorrer entre multiplas espécies hospedeiras (Taylor et al., 2016).

Entre as espécies de maior relevancia epidemioldgica destacam-se Anaplasma
phagocytophilum, responsavel pela anaplasmose (conhecida vulgarmente como febre da
carraca) e reconhecida como uma zoonose relevante para a medicina humana e para a
medicina veterinaria, Anaplasma platys, agente da trombocitopénia ciclica canina com
importancia na medicina veterinaria, mas relevancia zoonotica incerta, e as espécies Ehrlichia
canis, Ehrlichia chaffensis e Ehrlichia ewingii, todas zoonéticas, sendo que a E.chaffensis
possui maior relevancia para a saude humana. Em cdes, E.canis e E.chaffensis sao
responsaveis pela erliquiose monocitica canina (também conhecida por pancitopenia canina
tropical) e a E.ewingii pela erliquiose granulocitica canina (Taylor et al., 2016) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Doencas e principais aspectos destas das principais espécies de Anaplasma spp. e

Ehrlichia spp.
Agente Anaplasma Anaplasma Ehrlichia Ehrlichia Ehrlichia
Patogénico phagocytophilium platys canis chaffensis ewingii
Ehrliquiose
Anaplasmose monocitica Ehrliquiose Ehrliquiose
Nome da Anaplasmose Trombocitopenia canina quic quIos
- L . . . monocitica granulocitica
Doenca granulocitica ciclica canina Pancitopenia : -
humana canina canina canina
tropical
Ovelha, bovino, céo, Cio
Hospedeiros ro?eij\garlec: \r/1euar?12;10 Céo (1) Céo (1) humano,veado Céo (1)
(i) 1)

Vectores Rhipicephalus Slblebiels sanguineus SEELLTELE,
P Ixodes ricinus (1) picep sanguineus g ' Amblyomma
Primarios sanguineus (1) Amblyomma :
(D) " americanum
americanum (1) (1)
Europa, EUA, Pl E_uropa, Estados do sul
. o . Africa, Estados do sul
Distribuicdo América do Sul, Mundial (1) Ali d e sudeste dos
Australia (1) Asillze wsE L () EUA (1)
América (1)
) - - Mondcitos e Neutrofilos e
Células Alvo Neutréfilos (1) Plaquetas (1) Monacitos (1) macrofagos (1) eosinGfilos (1)
- _Letargla,. Trombocitopenia, Febre, Anorexia, Perda de peso, Epistaxe, Vomitos,
Sinais Hipertermia, - o o !
S P Petéquias, Diarreia, Anemia, Linfoadenopatia,
Clinicos em Trombocitopénia, N . . . .
~ : . Epistaxis, Trombocitopenia, Hepatomegalia, Esplenomegalia,
Caées Leucopenia, Anemia . .
@) Letargia Meningite (4)
Febre, Mialgia,
Fraque;a, INEUEEES; Febre, Cefaleia,
Vomitos, Tosse, Mialgias. Mal-
. Cefaleia, gias, Febre, Mialgia, Fraqueza, Nalseas, Vomitos,
Sinais M estar geral, .
o Coagulagéo d q Tosse, Cefaleia, Exantema maculopapular ou
Clinicos em 8 Trombocitopenia . . . .
intravascular petequial, Coagulacéo intravascular disseminada,
Humanos disseminada leve a moderada,

Faléncia multipla de
orgdos, ConvulsGes,
Coma (3)

leucopenia
ocasional

Rhipicephalus

Rhipicephalus

Faléncia multipla de 6rgéos, Convulsdes, Coma (3)

(1) Taylor et al., 2016
(2) Trincheiras et al., 2019
(3) Petri & Tesini, 2024
(4) Gomes & Coelho, 2023

Referéncias

CoinfecOes de Ehrlichia com outros agentes, nomeadamente Anaplasma, Rickettsia,
Bartonella ou Babesia, sdo frequentes em cédes (Gomes & Coelho, 2023).
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3.2 Protozoarios dos géneros Babesia e Theileria

Os protozoarios dos géneros Babesia e Theileria sdo agentes hemoprotozoarios
pertencentes a ordem Piroplasmida e & familia Theileriidae, respectivamente. Ambos o0s
géneros sdo responsaveis por doencas de importancia veterinaria (e alguma importancia na
salde humana, dado que podem ser consideradas zoonoticas devido a alguns casos descritos
de infeccbes humanas), conhecidas como babesioses e theilerioses que afetam diversos
mamiferos domeésticos e silvestres (Taylor et al., 2016).

A transmissdo de protozoarios do género Babesia spp. ocorre através da mordedura de
carracas infectadas, nas quais o parasita € transmitido transovaricamente (dos ovos de uma
geracdo para a geracdo seguinte). Os esporozoitos infecciosos presentes nas glandulas
salivares da carraca sdo inoculados no hospedeiro durante a alimentacdo e, no interior do
hospedeiro vertebrado, a multiplicacdo parasitaria ocorre nos eritrocitos por fissdo binaria,
endodiogenia, endopoligenia ou merogonia, resultando na formacdo de merozoitos. Durante
fases repetidas de merogonia, o0s eritrocitos parasitados rompem e libertam merozoitos que
invadem outros eritrocitos. Em casos de infecdes cronicas, os parasitas tendem a sequestrar-se
nas redes capilares de 6rgdos como o bago e o figado, onde sdo libertados periodicamente
para a circulagdo sanguinea e, consequentemente, originam recrudescéncias parasitérias
(Taylor et al., 2016).

Ao serem ingeridas pela carraca, estas formas, agora vermiformes apés sofrerem uma
série de transformacdes no intestino do vetor, penetram nos Gvulos (mais especificamente nos
odcitos) onde se dividem em organismos redondos até as fases larvar e ninfal da carraca.
Quando a carraca passa para a fase de ninfa, os parasitas migram para as glandulas salivares e
multiplicam-se ativamente por fissdo binaria, penetrando nas células glandulares. Conforme
estas células se enchem de parasitas, estes transformam-se novamente em vermiformes, sdo
libertados para o Iimen da glandula salivar e sdo inoculados no novo hospedeiro durante a
alimentacéo da carraga (Taylor et al., 2016).

Semelhantemente, o género Theileria é também transmitido pela picada de carragas
ixodideas, mas distingue-se pela sua fase de multiplicacdo inicial ocorrer em linfocitos e
outras celulas do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro. Apos a inoculacdo dos
esporozoitos, estes invadem os linfocitos, local onde sofrem divisBes sucessivas por
esquizogonia, originando merontes. Os merontes (ou corpos de Koch) podem ser classificados
em macromerontes e micromerontes, ambos capazes de produzir organismos
(micromerozoitos) que invadem eritrocitos e originam piroplasmas. Nos eritrocitos, ocorre
uma nova fase de merogonia , resultando na formag&o de merozoitos conhecida como Cruz de
Malta. A gametogonia ocorre no intestino da carraca vetora e a esporogonia nas glandulas
salivares (Taylor et al., 2016).

Entre as espécies mais relevantes encontram-se a Babesia canis (com as subespécies
B. canis canis, B. canis rossi e B. canis vogeli), Babesia gibsoni e Theileria annae (por vezes,
designada Babesia annae) (Taylor et al., 2016).
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3.3 Bactérias do género Bartonella

O género Bartonella compreende bactérias Gram-negativas, pleomorficas,
frequentemente encontradas sob forma de bastonetes, pertencentes a ordem Rhizobiales e a
familia Bartonellaceae (Taylor et al., 2016). Estes microrganismos apresentam um estilo de
vida intracelular facultativo, estando adaptados a infectar diversos hospedeiros mamiferos.
Sao transmitidas principalmente por vetores artrépodes hematdfagos como pulgas, piolhos e
carragas.

O ciclo de vida destas bactérias caracteriza-se por interacdes complexas entre o
hospedeiro e o vetor. No interior do intestino médio da carraca, a bactéria replica-se e &,
posteriormente, excretada nas fezes. A infeccdo do hospedeiro pode ocorrer acidentalmente,
por inoculacdo cutanea acidental (por exemplo, por lesbes cutineas contaminadas com
material fecal infectado) ou por inoculacdo direta através da picada do vetor. Uma vez na
derme, bactérias do género Bartonella colonizam um microambiente denominado “nicho
dérmico”, no qual se acreditam estar incluidas células dendriticas (células pertencentes ao
sistema mononuclear fagocitario). Nesta etapa, estes microrganismos sao capazes de modular
a resposta imunitaria do hospedeiro (Fromm & Dehio, 2021).

Numa etapa seguinte, as células imunitarias migratorias, nomeadamente macrofagos e
células dendriticas, atuam como transporte para a disseminacdo bacteriana na vasculatura do
hospedeiro. Posteriormente, as bactérias séo libertadas na corrente sanguinea, invadindo os
eritrocitos e iniciando uma fase intracelular que lhes confere protecdo contra o sistema
imunitario do hospedeiro, assegurando uma persisténcia prolongada. No interior das
hemaécias, as bactérias replicam-se controladamente e, juntamente com a sua persisténcia nos
eritrocitos do hospedeiro, esta replicacdo continua e controlada permite que as bactérias sejam
ingeridas novamente por um outro vetor, reiniciando o seu ciclo bioldgico (Fromm & Dehio,
2021).

Entre as espécies de maior relevancia epidemioldgica destaca-se Bartonella henselae
por se tratar de um agente zoondtico amplamente distribuido (Tabela 2) (Taylor et al., 2016).
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Tabela 2 - Doencas, e principais aspectos destas, transmitidas pela Bartonella henselae.

Doenca da arranhadura do gato

Nome da Doenca :
Bartonelose canina

Hospedeiros Céo, gato (1)

Vectores Primarios Artropodes hemat6fagos (1)
Distribuicéo Mundial (1)
Células Alvo Macrofagos, Células dendriticas (2)

Assintomoaticos  (maioria dos casos), Endocardite, Miocardite,
Comprometimento renal, Disfungdo hematol6gica, Anormalidades
Sinais Clinicos em Cées cardiacas (especialmente envolvendo a valvula adrtica), Febre
intermitente, Letargia, Claudicacdo inexplicavel, Doenca granulomatosa
inexplicada (3)
Pépila indolor, eritematosa com crosta, Linfadenopatia regional, Febre,
Mal estar, Cefaleia, Anorexia, Febre de origem desconhecida, Endocardite
com cultura negativa, Angiomatose bacilar, Peliose hepética, Doenga
grave disseminada (em pacientes com aids), Sindrome oculoglandular de
Parinaud - 50% dos casos atipicos, Manifestagdes neuroldgicas
(encefalopatia, convulsdes, neuroretinite, radiculite, mielite, paraplegia,
arterite cerebral) - 2% dos casos atipicos, Doenga granulomatosa
hepatoesplénica - <1% dos casos atipicos (4)
(1) Taylor et al., 2016
(2) Fromm & Dehio, 2021
(3) dos Santos, 2023
(4) Bush et al., 2024

Sinais Clinicos em Humanos

Referéncias

3.4 Bactérias do género Borrelia

O género Borrelia compreende bactérias pertencentes a ordem Spirochaetales e a
familia Borreliaceae. Sdo caracterizadas como sendo espiroquetas Gram-negativas, com
morfologia helicoidal, flexivel, dotadas de flagelos periplasmicos que Ihes conferem maior
mobilidade em meios como tecidos conjuntivos ou sangue. Sao transmitidas principalmente
por artropodes hematofagos, nomeadamente carracas ixodideas (Taylor et al., 2016).

Estas espiroquetas séo transmitidas, fundamentalmente, pela mordida de carracas
infectadas. Durante a refei¢do de sangue das carracas, as bactérias migram para as glandulas
salivares do vector e sdo inoculadas no hospedeiro por meio de secre¢des coxais ou salivares.
Adicionalmente, a infecgdo também pode ocorrer por contacto indireto com fezes ou tecidos
de aves infectadas, que atuam como reservatdrios naturais (WOAH, 2021).

Entre as varias espécies pertencentes ao género Borrelia, a B. burgdorferi sensu stricto
destaca-se pela sua importancia zoonotica, sendo o principal agente etioldgico da borreliose
de Lyme, uma das zoonoses por carracas mais prevalentes no hemisfério norte (Tabela 3)
(WOAH, 2021).
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Tabela 3 - Doencas, e principais aspectos desta, transmitidas pela Borrelia burgdorferi sensu
stricto

Nome da Doenca Borreliose de Lyme
Hospedeiros Melro preto (Turdus merula), Roedores do género Apodemus (2)
Vectores Primarios Carragas Ixodideas (1)
Distribuicéo Mundial (1)
Células Alvo Células sanguineas, Células dendriticas (2)

Edema das articulacBes, Claudicacdo aguda ou intermitente, Febre,
Anorexia, Miocardite, Faléncia renal, Mudancgas de comportamento (3)
Eritema migratério, Disseminacdo hematogénica precoce, Mal estar,
Fadiga, Febre, Calafrios, Cefaleia, Rigidez da nuca, Mialgias, Artralgias,
Dor dorsal, N&useas e vAmitos, Dor de garganta, Linfadenopatia,
Esplenomegalia, Meningite linfocitica, Meningoencefalites, Neurite
Sinais Clinicos em Humanos craniana, Paralisia de Bell, Radiculoneuropatia sensorial/motora,
Bloqueios  atrioventriculares  (1°grau/  Wenckebach/ 3°  grau),
Miopericardites, Fracdo de ejecdo reduzida, Cardiomegalia, Acrodermatite
cronica atrdfica, Polineuropatia ou encefalopatia discreta com alteracGes
de humor e de memodria, Distarbios do sono (2)
(1) Taylor et al., 2016
Referéncias (2) Bush et al.,2025
(3) Patricio, 2017

Sinais Clinicos em Caes

3.5 Protozoérios do genero Hepatozoon

O género Hepatozoon compreende protozoarios pertencentes a ordem Eucoccidiorida,
subordem Adeleorina e a familia Hepatozoidae, sendo agentes parasitarios intracelulares
obrigatorios que afetam uma ampla variedade de vertebrados, com especial importancia nos
cdes (Taylor et al., 2016).

O ciclo de vida destes protozoarios caracteriza-se como biféasico, ou seja, requerem
dois hospedeiros distintos. A transmissdo do agente ocorre através da ingestdo do hospedeiro
definitivo infectado. O desenvolvimento sexual do Hepatozoon spp. ocorrem no hospedeiro
definitivo invertebrado hemat6fago, enquanto que a merogonia seguida da gametogonia
ocorre no hospedeiro intermediario vertebrado (Taylor et al., 2016).

A infeccdo do hospedeiro intermediario ocorre aquando da ingestdo, acidental ou
comportamental, de uma carraga infectada com oocistos maduros. Uma vez ingeridos, 0s
oocistos libertam esporozoitos que penetram a mucosa intestinal e se disseminam pela
corrente sanguinea e linfatica para os diferentes orgdos e tecidos. Quando um novo vetor
hematofago se alimenta do hospedeiro vertebrado infectado, os gamontes (resultado da
gametogonia) sdo ingeridos e o ciclo reenicia-se no intestino do vector, onde se completa o
desenvolvimento sexual do protozoario (Taylor et al., 2016).

Das varias espécies, H. canis e H. americanum assumem particular importancia na
medicina veterinaria, sendo responsaveis pela hepatozoonose canina (forma subclinica a
clinica da doenca) e pela hepatozoonose americana (forma mais grave e frequentemente fatal
da doenca), respetivamente (Taylor et al., 2016).
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3.6 Protozoérios do género Leishmania

O género Leishmania, pertencente a ordem Kinetoplastida e & familia
Trypanosomatidae, compreende protozoarios difenéticos caracterizados morfologicamente
pela presenca de um cinetoplasto, localizado anteriormente a base do flagelo, conferindo
motilidade e um papel importante na bioenergética e replicagdo do microrganismo (Pires,
2016; Taylor et al., 2016).

O ciclo de vida destes protozoarios envolve um hospedeiro vertebrado mamifero e um
insecto flebotominico (Esch & Petersen, 2023). O ciclo inicia com a inoculacdo de
promastigotas metaciclicas pelo flebétomo infectado na pele de um mamifero durante
hematofagia. Uma vez na pele, as promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos e células
dendriticas e, consequentemente, transformadas em amastigotas no interior de vacuolos
parasitéforos, local onde se multiplicam por divisdo binaria simples. A proliferacdo das
amastigotas culmina com a destruicdo das células hospedeiras e a infeccdo de novas células
fagociticas (Esch & Petersen, 2023).

A disseminacdo do parasita dentro do organismo do hospedeiro depende de varios
factores, pelo que a infeccdo pode permanecer localizada (leishmanioses cutaneas) ou pode
propagar-se para 0s 6rgdos linfoides secundarios - figado e bago -, levando a uma forma mais
grave da doenca (leishmaniose visceral) (Esch & Petersen, 2023).

Do ponto de vista epidemioldgico e clinico, a L. infantum pode ser destacada como
espécie de maior relevancia na medicina veterindria e publica, sendo responsavel pela
leishmaniose visceral zoonotica, doenca que afeta cdes (principais reservatorios e hospedeiro
primario) e seres humanos (hospedeiros acidentais) (Tabela 4) (Taylor et al., 2016).
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Tabela 4 - Doencas, e principais aspectos desta, transmitidas pela Leishmania infantum.

Nome da Doenca Leishmaniose visceral zoonética
Hospedeiros Céo (1)
Vectores Primarios Flebotomos (género Lutzomyia ou género Phlebotomus) (2)
Distribuigdo Regides mediterranicas, Médio O_rientq Améria do Sul, areas endémicas
de Africa e Asia (1)
Células Alvo Macrofagos, Células dendriticas (2)

Linfadenomegalia generalizada, Perda de peso, Diminui¢cdo ou aumento
do apetite, Letargia, Membranas mucosas palidas, Esplenomegalia,
Polidria, Febre, Vomitos e Diarreias, Dermatites (esfoliativas néo
pruriticas/ erosiva ou ulcerativa/ nodular/ papular/pustular), Onicogrifose,
Sinais Clinicos em Céaes Blefarite e conjuntivite, Ceratoconjuntivite, Uveite anterior, Endoftalmite,
Anemia nao regenerativa ligeira a moderada, Leucocitose ou leucopénia,
Linfopenia, neutrofilia, neutropenia, Trombocitopenia, Trombocitopatia,
Hiperproteinemia, Hiperglobulinemia, Hipoalbuminemia, Azotémia renal,
Proteindria, entre outros (3)
Febre, Palidez cutaneo-mucosa, Hepatoesplenomegalia, Diarreias, Tosse
ndo produtiva, Hepatomegalia, Hiperglobulinemia, Velocidade de
hemossedimentacdo alta, Anemia, Trombocitopenia, Leucopenia, Niveis
Sinais Clinicos em Humanos de aminotransferases elevados, Niveis de bilirrubinas elevadas, Aumento
dos niveis de ureia e creatinina, Desnutricdo, Edema dos membros
inferiores, Anasarca, Hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias),
Ictericia, Ascite, (4)
(1) Taylor et al., 2016
Referéncias (2) Esch & Petersen, 2023
(3) LeishVet, 2018
(4) Ministério da Saude, 2003

3.7 Bactérias do género Rickettsia

O género Rickettsia compreende microrganismos parasitarios Gram-negativos,
estritamente intracelulares, frequentemente associados a artropodes, entre eles, Amblyomma
spp. e Rhipicephalus spp.. Estas bactérias, pertencentes a ordem Rhickettsiales e a familia
Rickettsiaceae, sdo reconhecidas pela sua capacidade de provocar diversas doengas zoondticas
de elevada importancia em medicina humana e em medicina veterinaria, reconhecidas como
rickettsioses (Taylor et al., 2016).

Os organismos do género Rickettsia sdo seres intracelulares obrigatérios, ou seja, sao
inteiramente dependentes das células eucaridticas hospedeiras para sobreviverem e se
replicarem, desenvolvendo ciclos de vida complexos. O ciclo de vida destes agentes inicia-se
com a adesdo a superficie da celula hospedeira por proteinas de adeséo especificas e segue-se
pela internalizacdo do microrganismo por fagocitose, originando um vacuolo fagocitico no
interior da célula hospedeira. Uma vez no interior da célula hospedeira, as bactérias evitam a
degradacéo intracelular (devido a sua capacidade de escapar do fagossoma antes da fusdo com
os lisossomas) e sdo libertadas no citoplasma, passando a residir e a replicar-se livremente no
citosol das células hospedeiras. Apos as replicacdes dentro do citosol, as bactérias do género
Rickettsia podem disseminar-se para outras celulas vizinhas por lise da célula hospedeira -
onde as bactérias sdo libertadas para o meio extracelular - ou por propagacéo direta através de
juncdes célula-célula (McGinn & Lamason, 2021).
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Ao contrario de outros géneros da ordem Rickettsiales, como Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp., as Rickettsias tém a capacidade de parasitar células de tecidos variados,
excluindo os eritrécitos, infectando hospedeiros vertebrados, incluindo humanos. Os
artropodes vetores desempenham um papel crucial na manutencdo e transmissdo destas
bactérias, actuando como reservatdrio biolégico e como transmissores mecanicos (Taylor et
al., 2016).

Entre as espécies de maior relevancia epidemioldgica destacam-se R. conorii, agente
da febre botonosa (do inglés, boutonneuse fever), R. rickettsii, responsavel pela febre
maculosa das Montanhas Rochosas (do inglés, Rocky Mountain spotted fever), R. felis,
associada a febre maculosa transmitida por pulgas, e R. australis, agente etiologico da febre
maculosa de Queensland (do inglés, Queensland tick typhus). Estas espécies podem infectar
uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, incluindo o ser humano que atua
frequentemente como hospedeiro acidental (Tabela 5) (Taylor et al., 2016).

Tabela 5 - Doencas e principais aspectos destas das principais espécies de Rickettsia spp.

inoculacdo, Artralgias,
Dor abdominal,
Néauseas, Diarreia,
Fotofobia (3)

Referéncias

Encefalites, Hipotensdo em casos
graves, Hepatomegalia, Nauseas e
vomitos, Pneumonias, necrose de
tecido e faléncia circulatéria (se
ndo tratada), Paragem cardiaca
com morte sobita  (casos
fulminantes) (4)

Hepatosplenomegal

ia, Anemia,
Leucocitose ou
leucopénia,

Trombocitose (5)

(1) Taylor et al., 2016

(2) Duarte, 2008

(3) Marques et al., 2005
(4) Petri & Tesini, 2024
(5) Galvéo et al., 2004
(6) Stewart et al., 2017

Ag,en_te Rickettsia conorii Rickettsia rickettsii Rickettsia felis Rlcketts_la
Patogénico australis
Nome da Febre maculosa das Montanhas =2l ”.“?‘C“'OSE‘ Febre maculosa de
Febre botonosa transmitida por
Doenca Rochosas Queensland
pulgas
Hospedeiros Cao, rato, humano (1) Sl (Rl gl(?;( I, (U LI, ca(ol,)humano Humano (1)
Vectores IS YOI, Amblyomma, Dermacentor, Ixodes holocylus
Primérios Hygl_omma, Ixodes, Rhipicephalus spp. (1) Pl L) (@)
Rhipicephalus spp. (1) ’ '

o Africa, Médio Oriente, - Norte e Sul da -
Distribuicéo Sul da Europa (1) Norte e Sul da América (1) América, Europa (1) Austrélia (1)
Células Alvo Células endoteliais de vasos sanguineos menores (1)

Sinais Clinicos  Febre, Letargia ou depressdo, Linfoadenomegalia, Anorexia, Petéquias, Equimoses, Taquicardia, Dor

em Caes articular, Anemia, Trombocitopénia, Leucocitose/Leucopénia, entre outros (2)

Cefaleia intensa, Calafrios,
Prostragdo, Dores musculares,
Febres altas e persistentes (com Febre, Exantema,
Febre, Mialgias, possiveis remissdes matutinas), Dor de cabeca,
Cefaleias, Exantema Exantema (inicialmente macular e Mialgia, Erupgéo
L . A Febre, Dor de
(maculo-papular ~ ou  rdseo; posteriormente, cuténea, Dor
. . . cabeca, Mal estar,
maculo-papulo- maculopapular e mais escuro), abdominal, Nausea, I x
x R . P o Mialgia, Erupcéo
S nodular, ndo Petéquias que podem formar dreas VOmito, Diarreia, A P
Sinais Clinicos At h . | fobi cutanea, Sépsis
em Humanos  Purginoso € nemorragicas gue iceraim. SRa1on 1, severa com falha
ascendente), Escara de Insonias, Delirio, Coma, Trombocitopénia,

multiorganica (em
casos mais graves)

(6)
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4. Fundamentos tedricos

A classificagdo por chaves dicotomicas é um método de classificacdo das espécies de
seres vivos bastante utilizado. Esta ferramenta identifica os organismos através de uma
sequéncia de escolhas binarias, mutuamente exclusivas, em que cada par de alternativas leva a
dois grupos distintos definidos por caracteristicas partilhadas e exclusivas, permitindo avancar
passo a passo até a identificacdo do organismo em estudo (Porto Editora, n.d.).

Para uma diferenciacdo mais precisa entre espécies de ectoparasitas, a analise com as
chaves dicotomicas pode ser complementada por identificacdo molecular com marcadores
genéticos, como o gene mitocondrial citocromo C oxidase, em especial as subunidades |
(COX-1) e Il (COX-II), que apresentam elevada capacidade de discriminacdo, sendo até
considerados uma abordagem de DNA barcoding. A subunidade COX-I é reconhecida por
apresentar uma maior diversidade nucleotidica, sendo por isso historicamente o gene de
referéncia em estudos de barcoding de artrépodes (Lawrence et al., 2022); enquanto que a
subunidade COX-Il destaca-se pela maior diversidade ao nivel aminoacidico e pelo seu maior
potencial em protocolos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR do inglés Polymerase chain
reaction), por amplificar com maior eficiéncia utilizando apenas um par de oligonucle6tidos
(primers) e por possuir um fragmento de interesse relativamente mais longo do que a COX-I
(Hornok et al., 2018; Guvendi et al., 2022)

De forma a realizar a identificacdo até ao nivel da espécie dos agentes patogénicos sdo
necessarios varios procedimentos, entre eles:

e PCR: esta técnica é usada para amplificar varias cOpias, rapidas e precisas, de um
segmento especifico de DNA, permitindo, essencialmente, obter grandes quantidades
de DNA e identificar zonas alvo especificas do genoma (Britannica Editors, 2025)

e Foram pesquisados, por PCR, vaérios loci: loci 16S rDNA e GroEL para os agentes
Anaplasma e Ehrlichia spp., locus ITS para Bartonella spp., locus flaB para Borrelia
spp., locus 18S rDNA para Babesia e Theileria spp., locus 18S rDNA para Hepatozoon
spp., locus regido do minicirculo de kDNA para Leishmania spp. e loci omp-A e omp-
B para Rickettsia spp. (Tabela 6)

e Sequenciagcdo de Sanger : esta sequenciacdo tem como objetivo determinar a
sequéncia de bases nucleotidicas num pedaco de DNA, normalmente com menos de
1000 pares de bases (pb) de comprimento. Considerado o modo padrdo para a
validagdo de sequéncias de DNA, com 99,99% de preciséo e elevada especificidade
para sequéncias especificas com minima contaminacao cruzada (CD Genomics, 2020).

e Anadlise Bioinformatica: a analise das sequéncias pode ser realizada através de
multiplos softwares, e algoritmos. Entre estas ferramentas para edi¢do, alinhamento,
comparagdo e tratamento de sequéncias de DNA, pode-se destacar o programa
bioinformatico BioEdit Sequence Alignment Editor® versdao 7.7.1 (Hall, 2021),
utilizado para edicdo e analise preliminar das sequéncias; o servidor do National
Centre for Biotechnology Information (NCBI) utilizando os algoritmos BLASTn
(disponivel em
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blastn&BLAST SPEC=GeoBlas
t&PAGE_TYPE=BlastSearch) para analise de e comparacdo de nucleétidos e o
BLASTX (disponivel em
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSear
ch&BLAST SPEC=&LINK LOC=blasttab&L AST PAGE=blastn), usado para
comparacdo das sequéncias obtidas com bases de dados de referéncia (bases de dados
utilizadas fazem parte do trabalho do Professor Doutor André Pereira); 0 programa
MAFFTV7 (disponivel em https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html), permite
realizar maltiplos alinhamentos de sequéncias; e o programa G-Blocks (disponivel em
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cqgi/one_task.cgi?task_type=gblocks), usado para
selecdo e excluséo de regides de alinhamento pouco informativas.

5. Objetivos

Até ao momento, existem dados limitados disponiveis relativamente a diversidade de
agentes patogenicos transmitidos por vectores em cdes da Ilha de Sdo Vicente, Cabo Verde,
pelo que a presente investigacdo surgiu na sequéncia de um projeto da FMV - Universidade
Luséfona-I-MVET com o objetivo de caracterizar morfologicamente e geneticamente
ectoparasitas de uma populacdo de cdes errantes da Ilha de Sdo Vicente. Ainda identificar
molecularmente alguns agentes patogénicos transmitidos por esses vectores (ectoparasitas
artrépodes: insectos e aracnideos), presentes na amostra de cées e o potencial risco para 0s
humanos.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastn
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=gblocks

Il - Material e Métodos

1. Populagio em estudo

Durante uma campanha de esterilizagcdo organizada pela Animais de Rua (Associacdo de
protecdo animal sediada em Portugal) e pela Simabd (Organizagdo N&o Governamental
(ONG) Cabo Verdiana), foram recolhidas amostras de sangue (3 mL de sangue preservado
num tubo com &cido etilenodiamino tetra-acético [EDTA], anticoagulante) de um total de 20
cdes errantes na cidade do Mindelo, e dos seus ectoparasitas (preservados em alcool a 70%) .

Para todos os animais envolvidos neste estudo foram recolhidos dados biométricos e
clinicos, e apontados numa folha de registo com um ndmero individual (Figura Al), como
idade e peso aproximados, sexo, condicdo corporal (CC 1/5), dia e local de recolha, presenca
de ectoparasitas, sinais clinicos observados (mordidas, tosse, diarreia, epistaxis, ictericia,
claudicagdes, linfadenopatia, atrofia muscular, sinais neuroldgicos, lesdes oculares,
membranas mucosas palidas, petéquias, taquipneia, entre outros) e descricdo morfoldgica dos
cdes. Os dados foram anotados numa folha de registo (Figura Al). Adicionalmente, para
melhor identificacdo dos cdes, foram obtidos registos fotograficos dos animais.

A Figura 5 resume esquematicamente todas as etapas realizadas para colheita de amostras
e anélise em contexto de laboratorio.
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Figura 5 — Esquema do procedimento adoptado de recolha e analise laboratorial de vectores e
agentes patogénicos que afectam o cdo. Legenda: 1 — Colheita de sangue de cdes errantes na
ilha de S. Vicente, Cabo Verde (n=20), incluindo um esfregaco sanguineo, e colheita de
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ectoparasitas (n=47) durante uma campanha de esterilizacdo; 2 — Extracdo de DNA das
amostras de sangue de cdo e dos ectoparasitas individuais através de Kkits comerciais; 3 —
Identificacdo molecular através de PCR convencional e/ou nested, recorrendo a
olignonucledtidos especificos (primers) para os taxa/género; 4 — Identificacdo dos fragmentos
de PCR positivos e excisdo da banda para sequenciacao; 5 — Identificacdo morfologica de
ectoparasitas e registo fotografico. Original da autora com o uso do software de imagem e
ilustracdo BioRender (disponivel em https://www.biorender.com/)

2. Colheita e identificacdo das amostras

No local de colheita (Mindelo, Séo Vicente, Cabo Verde) foram recolhidos, através de um
acesso venoso, 3 mL de sangue para um tubo com EDTA, posteriormente armazenados a 2 a
8 °C. Foram realizados esfregacos sanguineos para todas as amostras de sangue periférico,
para pesquisa de agentes infecciosos.

No laboratério da FMV-Ulus6fona, Lisboa, Portugal, foi realizada extracdo DNA das
amostras de sangue de cdo para pesquisa de nove agentes patogénicos e confirmacdo de
infeccdo dos cdes. Dos cdes amostrados foram recolhidos ectoparasitas a nivel do pélo: pulgas
(fémeas), carracas (fémeas, machos e larvas), piolhos e céstodes.

3. Extracdo de acidos nucleicos do sangue (de caes)

A extracdo de DNA do sangue foi realizada a partir do kit innuPREP Blood DNA mini kit
(Innuscreen GmbH), seguindo o protocolo do fornecedor.

1. Num tubo de 2,0 mL foram pipetados 400 pL da amostra de sangue e adicionados 400
pL da solucéo de lise SLS e 30 pL de Proteinase K.

2. Homogeneizaram-se as amostras com ajuda do vértex durante 10 segundos e
incubaram-se a 60 °C por 10 minutos.

3. Apbs a incubacdo, adicionaram-se 1 a 2 pL da solucdo RNase A stock (10 mg/mL) a
mistura, homogeneizaram-se o0s tubos com vortex e ficaram a incubar durante 5
minutos a temperatura ambiente.

4. De seguida adicionaram-se 700 pL da Binding Solution as amostras lisadas e
misturaram-se pipetando para cima e para baixo 3 a 4 vezes. Foram adicionados 750
uL da amostra a uma coluna incluida num tubo de recolha. E importante ndo usar a
centrifuga ou o vortex neste passo, dado que o uso deste material levara a reducdo do
rendimento do DNA.

5. Centrifugou-se a amostra a 12000 rpm durante 1 minuto e descartou-se o filtrado.

6. A coluna, adicionaram-se 400 pL da solugdo de lavagem C e centrifugou-se a 12000
rpm por 1 minuto, descartando novamente o filtrado.

7. Voltou-se a centrifugar a amostra, desta vez a velocidade maxima (15000 rpm) por 3
minutos, de forma a remover quaisquer vestigios de etanol. Descartaram-se 0s tubos
de recolha, colocando a coluna num novo tubo (tubo de eluigéo).
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8. A eluicéo final decorreu por dois momentos, utilizando 100 pL do tampdo de elui¢do
de cada vez previamente aquecido a 60 °C. A coluna ficou em incubacdo a
temperatura ambiente por 2 minutos, previamente a centrifugacdo. O volume final da
eluicdo foi de 200 pL.

Procedeu-se a quantificacdo do DNA através do Spex Nanosnap™.

4. Extracdo de acidos nucleicos dos ectoparasitas presentes no pélo dos céo

A extracdo de DNA dos ectoparasitas foi realizada através do kit NZY tissue gDNA
Isolation® da NZYtech, seguindo o protocolo apresentado pelo fornecedor com algumas
modificacdes.

Para a extracdo do DNA, os ectoparasitas foram sujeitos a um de dois métodos de
preparagdo — corte ou maceragao.

No método de corte, 8 carracas (62%) e 5 pulgas (38%) foram cortadas longitudinalmente
com o auxilio de uma lamina de bisturi, de pincas para a estabilizacdo da amostra e sob
visualizacdo ao estereomicroscopio (Motic®). Cada amostra terd sido, posteriormente,
colocada num tubo de microcentrifuga Eppendorf estéril de 1,5 mL contendo 180 uL de
tamp&o NT1. Adicionaram-se 25 pL de Proteinase K (0,167 mg/mL) e homogeneizou-se com
vortex e short-spin na centrifuga (10 segundos).

No método de maceracao, 30 carracas (97%) e 1 piolho (3%) foram colocados em tubos
estéreis de 1,5 mL com 90 pL de tampdo NT1, com a ajuda de pingas finas. Com o auxilio de
pontas de pipeta, macerou-se cada amostra em cada tubo até ser quase impossivel de
identificar a carraca. Adicionaram-se mais 90 pL de tampdo NT1 e 25 pL da proteinase K
(concentracdo), homogeneizando-se, de seguida, com vortex e short-spin na centrifuga (10
segundos).

O procedimento apresentado de seguida foi aplicado a todas as 44 amostras resultantes do
método de corte e do método de maceracédo, podendo ser descrito em 11 passos:

1. Colocou-se as amostras em banho maria (56 °C) durante 3 horas com agitacdes
manuais e com vortex periodicas

2. Apo0s lhora e 30 minutos no banho maria, acrescentou-se 40 pL de Proteinase K (20
mg/mL)

3. Terminando as 3 horas, homogeneizou-se com auxilio do vértex e adicionaram-se 200
pL do tampéo de NL. Homogeneizou-se novamente por 10 segundos.

4. Adicionou-se 210 pL de etanol 100%. Homogeneizou-se imediatamente com o vértex
e um short-spin na centrifuga durante cerca de 10 segundos.

5. Recolheu-se o liquido da amostra e transferiu-se para uma coluna incluida num tubo
colector. Centrifugou-se por 1 minuto e 50 segundos a 13000 rpm. Descartou-se,
posteriormente, o tubo colector juntamente com o filtrado.

6. Colocou-se novamente a coluna num tubo colector e adicionaram-se 500 uL de NW1.
Centrifugou-se por 1 minuto e 50 segundos a 13000 rpm e descartou-se o tubo
colector juntamente com o filtrado.
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7. Incluiu-se novamente a coluna num tubo colector e adicionaram-se 600 puL de NW2,
centrifugando, posteriormente, por 90 seg a 13000 rpm.

8. Pré-agueceu-se o tampdo NE a 70 °C por 5 minutos e descartou-se o tubo colector
com o filtrado, colocando a coluna num tubo colector esteril.

9. Adicionaram-se 40 puL de NE na membrana da coluna, deixando-a incubar por 1
minuto a temperatura ambiente e, de seguida, centrifugar por 3 minutos.

10. Adicionaram-se mais 30 pL de NE na membrana da coluna e deixou-se incubar por 1
minuto a temperatura ambiente, centrifugando por 3 minutos logo de seguida.

11. Por fim, descartou-se a coluna e guardou-se o eluido num tubo estéril, armazenando-o
a-20°C.

5. Amplificacdo de DNA de agentes infecciosos

Para a amplificagdo de DNA dos agentes infecciosos transmitidos pelos vectores
bioldgicos (ectoparasitas) foram usados protocolos de PCR convencional ou PCR nested,
podendo-se dividir ambos 0s protocolos em trés etapas.

Na primeira etapa, todo o processo ¢ realizado numa camara “DNA-fiee” limpa com
lixivia diluida e exposta a luz UV por 20 minutos previamente a preparacdo das reaccoes,
onde sdo manuseados todos 0s reagentes necessarios para a realizacdo da amplificacdo
(NZYTaqg 2x Green Master Mix® (Nzytech); primer; agua ultrapura), com excecdo da
manipulagdo das amostras de DNA, de forma a prevenir a contaminacdo. Nesta etapa
preparou-se, por amostra, uma mistura com volume final de 25 pL contendo 12,5 pL de
NZYTaqg 2x Green Master Mix® (Nzytech), 1 puL de cada primer (forward e reverse) e 0,5 pL
de 4gua ultrapura. Os restantes 5 pL que faltam serdo adicionados na segunda etapa (adicdo
das amostras de DNA).

Nos tubos referentes aos controlos positivo e negativo, foram adicionados 15 pL da
mistura descrita acima mais 10 pL de agua pura para o controlo negativo e 8 L de dgua para
o0 controlo positivo. Os restantes 2 pL que faltam no controlo positivo para se ter os 25 pL de
volume final serdo adicionados na segunda etapa (adicdo da amostra de DNA do controlo
positivo).

Na segunda etapa, 0 processo ja € realizado fora da cAmara, numa bancada previamente
limpa com lixivia diluida e sdo adicionados os 5 pL de DNA das
carracas/pulgas/piolhos/sangue para cada amostra e 2 pL de DNA do agente (controlo
positivo).

Na etapa seguinte, as amostras resultantes da mistura preparada na camara DNA-free com
o DNA foram submetidas a técnica de PCR num termociclador (termociclador gTower: G
(Analytik Jena), onde foram programadas as condic¢Bes especificas da reacdo de PCR para
cada locus especifico dos genomas dos agentes infecciosos a amplificar.

No caso do PCR nested, o processo é composto pela realizacdo de dois PCRs. No primeiro
PCR segue-se o protocolo acima descrito. No segundo PCR, € feita uma nova mistura com
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volume final de 25 pL contendo 12,5 uL de NZYTaq 2x Green Master Mix® (Nzytech), 1 pL
de novos primer (forward e reverse), 8,5 UL de adgua ultrapura e 2L do resultado do primeiro
PCR. Neste segundo PCR, teremos ainda um controlo positivo composto por 23uL da
segunda mistura e 2L do controlo positivo apos amplificacdo no termociclador, um controlo
negativo composto por 23uL da segunda mistura e 2uL do controlo negativo apos
amplificacdo no termociclador e um segundo controlo negativo composto por 23uL da
segunda mistura e 2L de agua ultrapura. Os tubos com a segunda mistura e resultados do
primeiro PCR, o novo controlo positivo e os dois novos controlos negativos sdo, entdo,
submetidos novamente a técnica de PCR no termociclador, com as condicdes especificas
programadas.

A tabela 6 resume toda a informacao relativa aos agentes patogénicos pesquisados.

37



Tabela 6 - Informacdo relativa a pesquisa de agentes patogénicos pesquisados: genes alvo e oligonucleotidos seleccionados e respectiva fonte
bibliogréfica, tipo de PCR empregue, tipo de hospedeiro testado. Amostras ndo assinaladas a negrito foram analisadas por outro elemento da
equipa (Professor Dr. André Pereira). Pb — tamanho do fragmento esperado em pares de bases; Cdo — Sangue Periférico

. . Loci " 8 As . 5 Amostras ot
Agente Microrganismo AlVo Tipo de PCR Primers Sequéncias (5°... 3") pb analisadas Referéncias
16S rDna EHR16SD GGTACCYACAGAAGAAGTCC Parola, et al. (2000).
(GEP Convencional 345 Carracas Inokuma, et al. (2001).
curto) EHR16SR TAGCACTCATCGTTTACAGC Sainz, et al. (2015).
16S rDna GEPs CTGGCGGCAAGCYTAACACATGCAAGTCGAACGGA Carragas Breitschwerdt, et al.
Anaplasma/Ehrlichi - (GEP Convencional 973 A (2014).
aspp. Bactérias longo) LongGep1060r CTGTGTRAGGTCCAGCCGAACTGMSYC Céo Sainz, et al. (2015).
HS1 TGGGCTGGTAMTGAAAT 1350
HS6 CCICCIGGIACIAYACCTTC
GroEL Nested HS43 ATWGCWAARGAAGCAT 2 Carracas Petrovec, et al. (1999).
HS45 ACTTCACGYYTCATAGAC
ECC AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC 478 Gaunt, et l. (2010)
L . - 16S ECB CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA aunt, et al. .
Ehrlichia canis Bacterias 'DNA Nested HE3 TATAGGTACCGTCATTATCTIGGGTAT Carracas Cardoso, et al. (2016).
389 Checa, et al. (2023).
ECANS CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA
N _ Bspp325s CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG 500- ] Varanat, et al. (2011).
Bartonella spp. Bactérias ITS Convencional Bspp 1100as GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA 800 Pulgas, Céo greec; Zttagl-. ((22(())1273))..
132f TGGTATGGGAGTTTCTGG 774 Wodecka, et al. (2010).
. - 905r TCTGTCATTGTAGCATCTTT Carragas, Raileanu, et al. (2017).
Bl 5, Bacterias flaB Nested 220f CAGACAACAGAGGGAAAT 604 Cao Garrido, et al. (2018).
823r TCAAGTCTATTTTGGAAAGCACC Hansford, et al. (2022).
Babesia/Theileria - . Piro-A AATACCCAATCCTGACACAGGG Carragas, Irwin, (2009).
Spp. Protozoarios 18S rDna | Convencional Piro-B TTAAATACGAATGCCCCCAAC 408 Cao Cardoso, et al. (2010).
- 18S . HEP-F ATACATGAGCAAAATCTCAAC 626- Carragas, Forlano, et al. (2007).
Hepatozoon spp. Protozoarios FRNA Convencional HEP-R CTTATTATTCCATGCTGCAG 666 Cio Maia, et al. (2015).
kDNA MC1 GTTAGCCGSTGGTGGTCTTG .
Leishmania spp Protozoarios minicircl | Convencional 447 Céo da Silva, et al. (2015).
' e region MC2 CACCCATTTTTCCGATTTTG Pires (2016).
Bactérias ompB Convencional 120-M59 CCGCAGGGTTCGTAACTGC 833
Pt P 120-807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA Carragas, N%"rf)wr‘]’ze,\tﬂz'c';égia)'
Pp- Bactérias ompA Convencional Rel90-70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 532 Pulgas, Céo (2016). '
P Rel90-602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT




5.1 Amplificacdo de DNA de Ehrlichia/Anaplasma spp.

Para a amplificacdo de DNA de Ehrlichia/Anaplasma spp. com o intuito de identificar
até a espécie, foram realizados:

o Dois protocolos de PCR convencional com a utilizacdo de primers cuja sequéncia é
complementar e reconhece segmentos do gene bacteriano 16S rDNA (Tabelas 7-10);

e Um protocolo de PCR nested com a utilizagdo de primers desenhados para reconhecer
0 gene que codifica a proteina groEL (importante para o enrolamento tridimensional
proteico) e amplificar DNA e diferenciar entre as espécies bacterianas do género
Anaplasma spp. e Ehrlichia chaffensis (Tabelas 11 -13);

e Um protocolo de PCR nested com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer
especificamente um fragmento do gene 16S rRNA de Ehrlichia canis (Tabelas 14 -
16).

Tabela 7 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene bacteriano 16S
rDNA (GEP curto) para identificacdo de bactérias do género Ehrlichia/Anaplasma spp.

. . Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)
EHR16SD GGTACCYACAGAAGAAGTCC
345
EHR16SR TAGCACTCATCGTTTACAGC

Tabela 8 — CondicGes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene 16S rDNA (GEP
curto)

Fase de Amplificacao Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:10:00 1
Desnaturagéo 94°C 00:00:25
Hibridag&o dos primers 64°C 00:00:25 55
Extenséo 72°C 00:00:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1




Tabela 9 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene 16S rDNA (GEP
longo) para identificacdo de bactérias do género Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. O Y,
segundo o cddigo IUPAC, nas sequéncias corresponde a uma pirimidina, podendo
corresponder a uma timina (T) ou a uma citosina (C), e 0 M corresponde a grupos amino em
posi¢cdo comum, podendo corresponder a uma adenina (A) ou a uma citosina (C).

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado
L
GEPs CTGGCGGCAAGCYTAACACATGCAAGTCGAACGGA
973
LongGepl060r CTGTGTRAGGTCCAGCCGAACTGMSYC

Tabela 10 — Condicdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene 16S rDNA (GEP
longo)

Fase de Amplificacio Temperatura Duragéo N° de ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C 00:10:00 1
Desnaturagao 94°C 00:00:25
Hibridag&o dos primers 64°C 00:00:25 55
Extenséo 72°C 00:00:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 11 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene que codifica a
proteina GroEL para identificacdo de bactérias do género Ehrlichia chaffensis e Anaplasma
spp. Segundo o codigo IUPAC, o Y nas sequéncias corresponde a uma pirimidina, podendo
corresponder a uma timina (T) ou a uma citosina (C), o M corresponde a grupos amino em
posicdo comum, podendo corresponder a uma adenina (A) ou a uma citosina (C), o W
corresponde a ligacdes de hidrogénio fracas, podendo corresponder a uma adenina (A) ou a
uma timina (T) e 0 R corresponde a uma purina, podendo corresponder a uma adenina (A) ou
a uma guanina (G).

; . Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)
HS1 TGGGCTGGTAMTGAAAT
1°PCR 1350
HS6 CCICCIGGIACIAYACCTTC
HS43 ATWGCWAARGAAGCAT
2°PCR 528
HS45 ACTTCACGYYTCATAGAC
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Tabela 12 — Condicdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene que codifica a
proteina GroEL no 1° PCR.

Fase de Amplificagao Temperatura Duracéo Ne° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturagao 94°C 00:01:00
Hibridacéo dos primers 48°C 00:00:30 3
Extenséo 72°C 00:01:00
Desnaturacéo 95°C 00:00:30
Hibridagéo dos primers 52°C 00:01:00 37
Extensdo 72°C 00:01:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 13 — Condicbes de reacdo de PCR na amplificagcdo parcial do gene que codifica a
proteina GroEL no 2° PCR.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo Ne° de ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturagéo 94°C 00:01:00
Hibridagéo dos primers 50°C 00:00:30 3
Extensédo 72°C 00:00:30
Desnaturagao 95°C 00:01:00
Hibridacéo dos primers 55°C 00:00:30 37
Extenséo 72°C 00:00:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

38



Tabela 14 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacao parcial do gene 16S rRNA para
identificacdo de bactérias do género Ehrlichia canis.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)

ECC AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC

1°PCR 478
ECB CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
HE3 TATAGGTACCGTCATTATCTTGGGTAT

2°PCR 389

ECAN5 CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA

Tabela 15 — Condicgdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene 16S rRNA no 1°
PCR.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturagdo inicial 94°C 00:03:00 1
Desnaturacéo 94°C 00:01:00
Hibridacéo dos primers 45°C 00:02:30 40
Extensédo 72°C 00:00:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 16 — CondigOes de reagdo de PCR na amplificagdo parcial do gene 16S rRNA no 2°
PCR

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 94°C 00:03:00 1
Desnaturagéo 94°C 00:01:00
Hibridac&o dos primers 55°C 00:02:00 40
Extenséo 72°C 00:00:15
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

5.2 Amplificacdo de DNA de Bartonella spp.

Para a amplificacdo de DNA da bactéria Bartonella spp. foi realizado um protocolo de
PCR convencional com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer segmentos do
gene ITS.
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Tabela 17 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene ITS para
identificacdo de bactérias do género Bartonella.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragr_n_ento
amplificado
(pb)
Bspp 325s CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG
500-800
Bspp 1100as GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA

Tabela 18 — Condicdes de reacdo de PCR na amplificacao parcial do gene ITS.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo Ne° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:00:15
Hibridagéo dos primers 66°C 00:00:30 55
Extensdo 72°C 00:07:00
Extenséo final 25°C 00:05:00 1

5.3 Amplificacdo de DNA de Borrelia spp.

Para a amplificacdo de DNA de Borrelia spp. foi realizado um protocolo de PCR
nested com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer segmentos do gene flaB.

Tabela 19 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo parcial do gene flaB para
identificacdo de bactérias do género Borrelia.

. .. Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)
132f TGGTATGGGAGTTTCTGG
1°PCR 774
905r TCTGTCATTGTAGCATCTTT
220f CAGACAACAGAGGGAAAT
2°PCR 604
823r TCAAGTCTATTTTGGAAAGCACC
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Tabela 20 — Condigdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene flaB no 1° PCR.

Ameaﬁﬁc?:géo Temperatura Duracao N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:00:30
Hibridacdo dos 59°C 00:00:30 35
primers
Extensao 72°C 00:01:00
Extensdo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 21 — Condic6es de reacdo de PCR na amplificacdo do gene flaB no 2°PCR

Ameai?;g;géo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:00:30
Hibridacdo dos 59°C 00:00:30 35
primers
Extensdo 72°C 00:01:00
Extensdo final 72°C 00:05:00 1

5.4 Amplificacdo de DNA de Babesia/Theileria spp.

Para a amplificacdo de DNA de Babesia/Theileria spp. foi realizado um protocolo de
PCR convencional com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer segmentos do

gene 18S rDNA.

Tabela 22 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo parcial do gene 18S rDNA para

identificacdo de protozoarios do género Babesia/Theileria spp.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)

Piro -A AATACCCAATCCTGACACAGGG
408

Piro - B TTAAATACGAATGCCCCCAAC
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Tabela 23 — Condig0es de reacdo de PCR na amplificagéo parcial do gene 18S rDNA.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:04:00 1
Desnaturagao 95°C 00:00:30
Hibridacéo dos primers 64°C 00:00:30 35
Extenséo 72°C 00:00:30
Extenséo final 72°C 00:07:00 1

5.5 Amplificacdo de DNA de Hepatozoon spp.

Para a amplificacdo de DNA do agente patogénico protozoario do género Hepatozoon
foi realizado um protocolo de PCR convencional com a utilizacdo de primers desenhados para
reconhecer segmentos do gene 18S rRNA.

Tabela 24 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene 18S rRNA para
identificacdo de protozoarios do género Hepatozoon.

Primer Sequéncia Tamanho do fragmento amplificado (pb)

HEP-F ATACATGAGCAAAATCTCAAC
626-666

HEP-R CTTATTATTCCATGCTGCAG

Tabela 25 — Condicgdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene 18S rRNA.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturagdo 95°C 00:00:30
Hibridag&o dos primers 57°C 00:00:30 35
Extenséo 72°C 00:01:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

5.6 Amplificagdo de DNA de Leishmania spp.

Para a amplificacdo de DNA de Leishmania spp. foi realizado um protocolo de PCR
convencional com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer segmentos da regido
do minicirculo do kDNA.
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Tabela 26 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial da regido do minicirculo
do KDNA para identificacdo de protozoarios do género Leishmania.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)

MC1 GTTAGCCGSTGGTGGTCTTG
447

MC2 CACCCATTTTTCCGATTTTG

Tabela 27 — CondicGes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial da regido do minicirculo do
kDNA.

Ameaﬁﬁc(:j;gao Temperatura Duracao N° de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 00:07:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:00:30
Hibridagao dos 60°C 00:00:30 30
primers
Extensdo 72°C 00:00:30
Extensdo final 72°C 00:07:00 1

5.7 Amplificacdo de DNA de Rickettsia spp.

Para a amplificagdo de DNA de Rickettsia spp. foram realizados dois protocolos de
PCR convencional com a utilizacdo de primers desenhados para reconhecer segmentos do
gene ompB e do gene ompA.

Tabela 28 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene ompB para
identificacdo de bactérias do género Rickettsia.

Primer Sequéncia Tamanho do fragmento
q amplificado (pb)
120-M59 CCGCAGGGTTGGTAACTGC
833
120-807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA
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Tabela 29 — Condig0es de reacdo de PCR na amplificagéo parcial do gene omp.B

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturagao 95°C 00:00:30
Hibridacéo dos primers 57°C 00:00:30 35
Extenséo 72°C 00:01:30
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 30 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo do gene ompA para
identificacdo de bactérias do género Rickettsia.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento amplificado
(pb)
Rel90-70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
532
Rel90-602n AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

Tabela 31 — Condicdes de reagdo de PCR na amplificagdo do gene ompA

Fage_ de ~ Temperatura Duracéo N° de ciclos
Amplificacdo
Desnaturacao inicial 95°C 00:05:00 1
Desnaturacéo 95°C 00:00:20
Hibridago dos 48°C 00:00:30 35
primers
Extenséo 60°C 00:02:00
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

6. Amplificagdo de segmentos citocromo c oxidase (COX)

Para amplificacdo dos segmentos do gene citocromo c oxidase subunidades 1 e 2, tera sido
usado o mesmo processo de PCR convencional utilizado para amplificacdo de DNA de
agentes infecciosos. Para amplificacdo do DNA das carragas e dos piolhos foram utilizados
primers desenhados para reconhecer segmentos do gene COX-I e para amplificacdo do DNA
das pulgas foram usados primers para reconhecer segmentos do gene COX-I1.
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Tabela 32 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo parcial do gene COX-1.

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
700
HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

Tabela 33 — Condicdes de reacdo de PCR na amplificacdo parcial do gene COX-I.

Fase de Amplificacéo Temperatura Duracéo N° de ciclos
Desnaturagdo inicial 95°C 00:01:00 1
Desnaturacéo 94°C 00:01:00
Hibridacdo dos primers 45°C 00:01:30 5
Extensdo 72°C 00:01:30
Desnaturagao 94°C 00:01:30
Hibridagéo dos primers 50°C 00:01:30 35
Extenséo 72°C 00:01:00
Extenséo final 72°C 00:05:00 1

Tabela 34 — Sequéncia de primers utilizados na amplifica¢éo parcial do gene COX-II

Tamanho do
Primer Sequéncia fragmento
amplificado (pb)
F-Leu TCTAATATGGCAGATTAGTGC
780
R-Lys GAGACCAGTACTTGCTTTCAGTCATC
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Tabela 35 — Condigdes de reacdo de PCR na amplificacdo do gene COX-1I

Ameaﬁﬁc?:géo Temperatura Duracao N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95°C 00:02:00 1
Desnaturagao 94°C 00:00:15
Hibggiffsdos 66°C 00:00:15 55
Extensao 72°C 00:00:15
Extensdo final 72°C 00:01:00 1

7. Visualizacdo dos produtos de PCR amplificados

Os produtos resultantes de cada protocolo de PCR foram visualizados em gel de agarose a
2,0% (m/v). Para a preparacdo do gel de agarose, pesou-se 4 g de agarose (Fisher
bioreagents® Agarose) num erlenmeyer (terd sido usado um de 500 mL para melhor
acomodar o preparado) e adicionou-se 200 mL de tampédo TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x ou
200 mL de tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x. A mistura foi aquecida no micro-ondas
para homogeneizacdo da mistura até o preparado ficar translicido. Devido a natureza volatil
do corante, antes de acrescentar e misturar 0 GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium) a
mistura, deve-se arrefecer o exterior do Erlenmeyer com &gua corrente e agitar até ser
possivel agarrar o fundo do erlenmeyer com a médo confortavelmente. E despejada, de
seguida, a solucdo para um molde com o pente, com a atencao de néo criar bolhas, e deixando
polimerizar a temperatura ambiente ou no a 8 °C (frigorifico).

Seguidamente, o gel foi colocado na tina de electroforese (Biometra Compact Multi-Wide,
analytik jena™) com o tampdo de electroforese TBE 1x ou TAE 1x. Aplicaram-se 8 pL do
produto de PCR de cada amostra diretamente em cada pogo e, no primeiro pogo de cada
pente, 5 pL do marcador de 100 pb NZYDNA Ladder V® (NZYtech) para determinacdo dos
pesos moleculares dos produtos de amplificacdo. O gel foi submetido a uma corrente elétrica
continua de 80V durante 1h30 a 2h utilizando o equipamento do Biometra PS 300TP power
supply (analytik jena™). Os resultados foram visualizados com o auxilio de um
transiluminador de luz ultravioleta (GelDoc Go Gel Imaging System, Bio-Rad®).

8. Purificacdo e sequenciacgédo dos produtos de PCR amplificados

As amostras de PCR positivas previamente visualizadas no gel apds electroforese foram
submetidas a um processo de purificacdo. Os fragmentos de interesse (tamanho esperado
tendo em conta o controlo positivo) foram excisados do gel com o auxilio de um bisturi de
laminas descartaveis - uma lamina por banda de forma a evitar contaminagdes entre amostras.
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Foi utilizado o Kit innuPREP PCRpure (Innuscreen GmbH) para a maioria das amostras e
o0 Kit Speedy NZY ExoSAP Mix (NZYtech) para amostras positivas mais fracas/com amplicdo
pouco intenso (Figura 6).

Figura 6 - Exemplo do que se considerou uma banda fraca (esquerda no retangulo amarelo) e
uma banda forte (direita no retdngulo amarelo). Original da autora.

Protocolo InnuPREP PCRpure Kit (Innuscreen GmbH) modificado

1.

o &~ W N

S

Misturaram-se 200 pL de Binding buffer com 200 uL da amostra de PCR, pipetando
para cima e para baixo ou atraves do vortex, num receiver tube.

Apds um short spin, transferiu-se a mistura para um Spin Filter
Centrifugou-se por 3 minutos a 11.000 rpm e, de seguida, descartou-se o receiver tube.
Colocou-se o Spin Filter num tubo de eluig&o.

Foram pipetados, no minimo, 12 uL de buffer de eluicdo diretamente para o centro do
spin filter.

Incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugou-se por 2 minutos a 11.000 rpm.

Foram adicionados 5 pL do primer FW. Centrifugou-se e transferiu-se a mistura para
0s tubos de sequenciacdo (STAB vida tubes).

Protocolo Speedy NZY ExoSAP Mix (NZYtech)

1.

Retirou-se o Speedy NZY ExoSAP Mix do congelador e manteve-se em gelo durante o
procedimento.

Misturaram-se 6 pL da amostra de PCR com 1 pL de Speedy NZY ExoSAP Mix.
Centrifugou-se minuciosamente de forma a levar a mistura para o fundo do tubo.
Incubou-se a reagdo num termociclador de acordo com o protocolo seguinte:

1. 37 °C por 2 minutos;

2. 80°C por 1 minuto;

3. Manter a 4 °C e transferir as amostras para gelo.
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5. Centrifugou-se e adicionou-se 5 pL do primer FW a cada amostra/cada gene. Voltou a
centrifugar-se e a mistura foi adicionada ao tubo de sequenciacdo (STAB vida tubes).

Os produtos purificados foram, posteriormente, enviados para o laboratério STABVida
para sequenciacao pelo método de Sanger et al. (1977).

As sequéncias e 0s cromatogramas gerados pela STABVida foram acedidos e, de seguida,
foram analisados e editados com a ajuda do programa informatico BioEdit Sequence
Alignment Editor® verséo 7.7.1 (Hall, 2021).

Prosseguiu-se, para cada fragmento amplificado, com a identificacdo das semelhancas e
diferencas entre as sequéncias de nucledtidos e as de referéncia presentes em repositorios
publicos, nomeadamente, no servidor do National Centre for Biotechnology Information
(NCBI) utilizando 0S algoritmos BLASTn (disponivel em
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&BLAST SPEC=GeoBlast&PAG
E TYPE=BlastSearch) para analise de nucle6tidos e o BLASTx (disponivel em
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastx&PAGE_TYPE=BlastSearch&BL
AST SPEC=&LINK LOC=blasttab&LAST PAGE=blastn) para a traducdo de proteinas.
Esta analise permitiu a criagdo de uma base de dados composta por sequéncias de DNA
encontrados em Vvéarias partes do mundo e em varias espécies de mamiferos, mas
especialmente em cées no continente africano para este estudo e, posteriormente, inferir
ligacGes evolutivas entre sequéncias homodlogas a partir do alinhamento de nucle6tidos

gerados pelo algoritmo MAFFTV7 (disponivel em
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html). Estas sequéncias foram, de seguida,
editadas via G-Blocks (disponivel em

http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cqgi/one_task.cgi?task type=gblocks). Prosseguiu-se com a
construcdo de arvores filogenéticas com base no critério de méaxima verossimilhanga (ML),
selecionando os modelos evolutivos de substituicdo sugeridos através do Critério de
Informacdo Bayesiano (BIC) que melhor explica a variabilidade genética encontrada entre as
varias sequéncias, para cada conjunto de sequéncias em analise. Foram definidos como
critérios de aceitacdo e de robustez topoldgica das arvores obtidas, valores de bootstrap iguais
ou superiores a 75,0%.
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Figura 7 - Fluxograma do procedimento de inferéncia filogenética para criacdo das arvores
filogenéticas.
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111 — Resultados

1. Caracterizacdo da amostra

A populacdo estudada compreendeu um total de 20 cdes errantes, dos quais 10 (50,0%)
eram machos - sendo 7 adultos (idade superior a 1 ano) e 2 séniores (idade superior a 10 anos)
- e 10 (50,0%) eram fémeas, sendo 4 jovens (idade inferior a 1 ano) e 7 adultas (Figura
8). Quanto ao porte dos animais, dois (10,0%) cées apresentavam porte pequeno (peso
inferior a 10 kg) e os restantes 18 cdes apresentavam porte médio (peso inferior a 26 kg). A
amostragem ndo compreendeu nenhum cédo de porte grande (>26 kg). Relativamente ao tipo
de pélo, todos apresentavam pélo liso, sendo 7 (28,6%) de pélo comprido e 13 (71,4%) de
pélo curto. No que se refere ao padréo da pelagem, 11 (70,0%) apresentavam um padréo de
cor uniforme (foram detectadas varias coloragdes), 3 (15,0%) um padréo bicolor, 2 (10,0%)
malhados e 1 (5,0%) tigrado. As caracteristicas da populacdo de cées estudada (sexo, idade,
porte e tipo de pelagem) podem ser observadas na Figura 8.

Caes de Sao Vicente, Cabo Verde
Machos (n=10) n=20 Fémeas (n=10)

R,

@ Porte médio @ Porte pequeno
Juvenil Adulto Sénior
(<1 Year) (>1 Year) #A\(>10 Year),

Figura 8 - Representacao esquematica da populacéo estudada (n=20; 10 machos e 10 fémeas)
de acordo com sexo, idade, porte e tipo de pélo.

2. Presenca de Ectoparasitas

Dos 20 cées analisados, 80,0% (16/20) revelaram presenca de ectoparasitas. Nestes 16
animais foram recolhidos um total de 47 exemplares de ectoparasitas, que, posteriormente,
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terdo sido submetidos a um registo fotografico e a um de dois métodos de extracdo de DNA -
corte ou maceragao.

Métodos de preparacao

Maceragao © Corte

30%

70%

Ectoparasitas sujeitos ao Ectoparasitas sujeitos ao
método de corte 3% método de maceracio
38%
. 97%
m Carragas Carracgas
Pulgas Piolho

Figura 9 - Percentagem de ectoparasitas sujeitos aos métodos de corte e de maceragdo para
extracdo de DNA.

Destes 48 ectoparasitas, 38 (74,5%) foram identificados como carracas do género
Rhipicephalus spp. (Figura 10), cinco a pulgas, maioritariamente da espécie Ctenocephalides
felis (4/47; 7,8%) (Figura 11), mas também um exemplar de Echidnophaga gallinacea (1/47;
2,0%) (Figura 12), e quatro piolhos da espécie Heterodoxus spiniger (4/47; 7,8%) (Figura 13).
Estes resultados resumem a analise morfologica e molecular que se descreve em baixo.

2.1. Anélise morfoldgica dos ectoparasitas

A identificacdo da espécie baseou-se, primeiramente, na analise morfoldgica dos
ectoparasitas e foi realizada através de chaves taxondmicas (Knott et al., 2015) e pela anélise
das imagens apds o registo fotografico dos ectoparasitas com o equipamento NannoZoomer
Digital Slides Scanner®.

2.1.1. Carracgas

Todas as 38 carracas observadas foram classificadas como Rhipicephalus sanguineus pois,
de acordo com a chave dicotdmica para carracas de Knott, et al., 2015 (Figuras 10 e D1),
apresentaram:

e Coxa l bifida;
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e Sulco anal posterior;

e Aparelho bucal e palpos curtos, comparativamente a base do capitulo;
e Olhos mas pouco desenvolvidos;

e Festdes em carragas ndo ingurgitadas.

Figura 10 - Caracteristicas morfoldgicas de um exemplar de carraga macho da espécie
Rhipicephalus sanguineus (x100). A) Coxa | bifida assinalada com seta vermelha; B)
Tamanho dos palpos (bl) inferior ao tamanho da base do capitulo (b2); C) Sulco anal
posterior marcado com circulo vermelho e festoons assinalados com setas azuis. Original da
autora.

Os machos (n=26) e as fémeas (n=10) foram diferenciados através das diferencas
estruturais das seguintes caracteristicas (CEVS, 2018):

e Do espinho da coxa IV (o do macho € maior que o da fémea);

e Presenca de trés sulcos na por¢éo posterior do escudo nos machos;

e Presenca de duas placas adanais internas desenvolvidas posteriormente e duas placas
externas rudimentares, nos machos;

e Tamanho do escudo (nos machos, cobre toda a extensdo do dorso; enquanto que nas
fémeas cobre apenas a parte frontal do corpo, permitindo o aumento do tamanho e
expansao do abdémen aquando da alimentacdo de sangue - aspecto ingurgitado).

2.1.2. Pulgas

Quatro das pulgas observadas foram classificadas como Ctenocephalides felis, as mais
frequentes em cées, pois, de acordo com a chave dicotomica para pulgas de Knott, et al., 2015
(Figuras 11 e D2), apresentaram:
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e Ctenideo pronotal e Ctenideo genal;

e Ctenideo genal horizontal com oito ou nove espinhos;

e Cabeca alongada anteriormente (a da fémea é duas vezes mais longa que alta,
enquanto que a do macho é tdo longa como alta); os dois primeiros espinhos do
ctenideo genal de comprimento semelhante; margem dorsal da tibia posterior com seis
entalhes com cerdas robustas.

Figura 11 - Caracteristicas morfoldgicas de um exemplar de pulga fémea da espécie
Ctenocephalides felis (x100). A) Ctenideo genal horizontal com 8-9 espinhos (circulo
vermelho) e ctenideo pronotal (circulo azul); B) Cabeca alongada anteriormente; C) Margem
dorsal da tibia posterior com seis entalhes com cerdas robustas (circulo verde). Imagem
original da autora.

A quinta pulga observada foi classificada como Echidnophaga gallinacea pois, de acordo
com a chave dicotomica para pulgas de Knott, et al., 2015 (Figuras 12 e D2), apresentou:

e (Ctenideos ausentes;
e Torax reduzido (o conjunto dos trés segmentos toracicos é mais curto em largura que o
primeiro segmento abdominal); duas cerdas na cabega atras da antena.
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Figura 12 - Caracteristicas morfolégicas de um exemplar de pulga fémea da espécie
Echidnophaga gallinacea (x100). A) Cabeca com ctenideos ausentes. B) Térax reduzido
delimitado por duas linhas vermelhas. Imagem original da autora.

As pulgas, todas fémeas em ambas as espécies, foram sexadas através das superficies
ventral e dorsal serem arredondadas e através da presenca de espermateca (Wall & Shearer,
1997).

2.1.3. Piolhos

Todo os piolhos amostrados (n=4) foram classificados como Heterodoxus spiniger pois,
de acordo com a chave dicotdmica para piolhos de Knott, et al., 2015 (Figuras 13 e D3),
apresentaram:

e Cabeca larga com a frente geralmente arredondada ou triangular;
e Antenas com quatro segmentos e escondidas em sulcos antenais;
e Encontrados em mamiferos;

e Encontrados em cées.
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Figura 13 - Caracteristicas morfoldgicas de um exemplar de piolho da espécie Heterodoxus
spiniger (x100). A) Cabeca larga e triangular; B) Antenas com 4 segmentos [I), 11), I11), IV)] e
escondidas em sulcos antenais. Imagem original da autora.

Piolhos, como o caso do Heterodoxus spiniger, ndo apresentam dimorfismo sexual,
pelo que é impossivel distinguir as fémeas dos machos apenas pelas caracteristicas
morfolégicas.

Todas as fotografias foram obtidas a partir dos exemplares amostrados no ambito deste
estudo e durante o estudo desenvolvido pela estudante, autora deste estagio.

2.2. Andlise molecular dos ectoparasitas com base em marcadores genéticos —
genes COX-1 e COX-II

Foram obtidas sequéncias para 7 amostras de carragas (de um total de 38), 1 amostra
de piolho (de um total de 4) e 2 amostras de pulgas (de um total de 5) utilizando o gene COX-
| para as carracas e o piolho e utilizando o gene COX 2 para as pulgas. Com a utilizacdo da
ferramenta bioinformatica BLASTn, foi possivel atribuir a especie a quase todos os vectores
(Tabela 36).
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Tabela 36 - Resultado da analise molecular de ectoparasitas com base na sequéncia dos genes COX-I
e COX-II.

Subunidade de Resultado

o . .
ID Vector Cox BLASTN % de identidade
COX-I Rhipicephalus
TC15.1 Carraca sanguineus 99.84
TC15.2 Carraca cox-l Rhipicephalus 99.83
sanguineus
COX-I Rhipicephalus
TC114.1 Carraca sanguineus 99.84
TC114.2 Carraga cox Rhipicephalus 99.84
sanguineus
COX-I Rhipicephalus
TC118.1 Carraca sanguineus 99.83
COX-I Rhipicephalus
TC118.2 Carraca sanguineus 99.82
TC119.1 Carraca COA ArTEE e v 100
sanguineus
LC16.6 Piolho COX-I Inviavel -
Ctenocephalides
FC25.2 Pulga COX-II felis felis 94
FC215.3 Pulga COX-Il Inviavel -

A identificacdo até a espécie foi confirmada por meio do DNA barcoding com os genes
COX-I e COX-Il. Esta identificagdo confirma a identificagdo realizada com as chaves
dicotomicas.

3. Analise molecular e filogenética dos agentes infecciosos

3.1. Identificacdo Molecular de agentes patogénicos ao nivel da espécie

Pela técnica de PCR para amplificacdo de genes bacterianos foi possivel detectar, em
ectoparasitas, a amplificacdo positiva (banda visivel no gel de electroforese para o tamanho
esperado e de acordo com o controlo positivo) e presenca de:

Ehrlichia/Anaplasma spp. em 14 (36,8%) amostras de carragca por amplificacdo do
gene 16S rDNA (GEP curto), em 3 (7,9%) amostras de carraga utilizando o gene 16S rDNA
(GEP longo), em 5 (13,1%) amostras de carraca utilizando o gene 16S rRNA e em 9 (25,0%)
amostras de carragas para o gene GroEL.

Borrelia spp. foi detectada em 2 (5,3%) amostras de carraca utilizando o gene flaB,
Babesia/Theileria spp. em 6 (15,8%) amostras de carraca utilizando o gene 18S rDNA e
Hepatozoon spp. em 16 (42,1%) amostras de carracga utilizando o gene 18S rRNA.

Rickettsia spp. foi detectada em 5 (100,0%) amostras de pulga por amplificagdo do
gene omp-B; por amplificacdo do gene omp-A, ndo foi detectada Rickettsia spp. em nenhuma
amostra de carraca nem de pulga. Adicionalmente, ndo foi detectada Bartonella spp. em
nenhuma amostra de pulga utilizando o gene ITS.
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Subsequentemente a esta analise inicial, sequenciaram-se as amostras de PCR
positivas (amostras com agentes patogénicos detectados), de forma a identificar as espécies
por analise das sequéncias.

Sumariamente, foi possivel identificar a bactéria Ehrlichia canis em 2 (40,0%)
amostras de carraca, 0 protozoario Hepatozoon canis em 13 (81,2%) amostras de carraga e a
bactéria Rickettsia asembonensis em 5 (100,0%) amostras de pulga.

Tabela 37 - Resultado da analise molecular de agentes patogénicos no DNA de vectores.
Resultados inviaveis correspondem as sequéncias cuja amplificacdo do PCR ndo foi
suficiente, a sequéncias com PCR ndo optimizado (com amplificagdo inespecificas), entre
outros, e que ndo foi possivel obter um resultado preciso por sequenciacao.

14 (36,84%) amostras de carragas positivas para Anaplasma/Ehrlichia o
Resultados inviaveis
spp. por amplificacao do gene /65 rDNA (GEP curto)
3 (7.89%) amostras de carragas positivas para Anaplasma/Ehrlichiaspp. o
] Resultados invidveis
por amplificagdo do gene 16S+DNA (GEP longo)
5 (13,15%) amostras de carracas positivas para Anaplasme/Ehrlichia spp.
2 amostras compativeis para Ehrlichia canis
por amplificacao do gene /6S+RNA
9 (25,00%) amostras de carracas positivas para Anaplasma/Ehrlichia spp. o
] Resultados invidveis
por amplificagdo do gene GroEL
2 (5,26%) amostras de carragas positivas para Borrelia spp. por -
i Resultados mviaveis
amplificagdao do gene flaB
6 (15,79%) amostras carraga positivas para Babesia/Theileria spp. por o
) Resultados invidveis
amplificacao do gene /8S rDNA
16 (42,10%) amostras de carracas postitivas para Hepatozoon spp. por
_ 13 amostras compativeis com Hepatozoon canis
amplificacao do gene 185 SSUrRNA
5 (100%) amostras de pulgas positivas para Rickettsia spp. por

) 5 amostras compativeis para Rickettsia asembonensis
amplificacdo do gene omp-B

4. Presenca de agentes patogénicos em esfregacos sanguineos

Dos esfregagos sanguineos realizados a partir do sangue recolhido em animais errantes foi
possivel pesquisar a infeccdo de células sanguineas para algum sinal de infecéo.

Com auxilio do microscépio optico, foram observadas 9 amostras compativeis com
Hepatozoon canis (45,0%), 4 amostras compativeis com Ehrlichia/Anaplasma spp. (20,0%), 1
amostra compativel com Hepatozoon canis e Ehrlichia/Anaplasma spp. (5,0%). Seis amostras
revelaram-se negativas, ou seja, ndo foi possivel, com este método, detectar nenhum agente
patogénico (30,0%).
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Resultados do Esfregaco Sanguineo

B Ehrlichia/Anaplasma + Hepatozoon spp.
B Hepatozoon spp.
B Ehrlichia/Anaplasma spp.

Negativo

5%

Figura 14 - Resultados da pesquisa de agentes infecciosos no esfregaco sanguineo de uma
populacédo de 20 cdes parias de Cabo Verde.

5. Analise molecular de agentes patogénicos presentes no sangue dos cées

A andlise do DNA extraido das amostras de sangue dos 20 cdes revelou resultados
positivos para Anaplasma spp. em 9 (45,0%) individuos pelo locus 16S rDNA, para Borrelia
spp. em 1 (0,05%) individuo pelo locus flaB e para Hepatozoon spp. em 16 (80,0%) pelo
locus 18S rRNA.

N&o foi possivel detectar a presenca de Rickettsia spp., Leishmania spp., Babesia spp. ou
Bartonella spp. em nenhuma das amostras sanguineas de cées por analise molecular.

A subsequente a analise BLAST é sugestiva de Hepatozoon canis em 13 amostras e
Borrelia bavariensis em 1 amostra. Estes resultados, com a comparagdo com os resultados da
analise molecular dos agentes patogénicos presentes no DNA dos vectores, permitem concluir
que 5 cdes com H. canis presente no seu sangue apresentavam, igualmente, carragcas com H.
canis.

Estes agentes foram confirmados por analise filogenética descrita no ponto seguinte.

6. Arvores filogenéticas

A analise filogenética realizada com base no método de maior verossimilhanca (ML, do
inglés maximum likelihood) permitiu a construcdo de arvores filogenéticas para os géneros
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bacterianos Borrelia e Rickettsia e protozoario Hepatozoon, utilizando sequéncias dos genes
16S rRNA, flaB, omp-B e 18S rRNA, respectivamente.

O alvo amplificado de Ehrlichia spp. (16S rDNA) ndo tem sinal filogenético suficiente
para inferir relacGes filogenéticas que permitam a classificagdo ndo ambigua ao nivel da
espeécie, pelo que ndo foi realizada arvore filogenética para este agente.

Borrelia spp.

Nesta analise foi incluida a Unica sequéncia obtida no sangue de um dos cées
(CREODOG10), com comprimento final de 604 pb e qualidade adequada para inferéncia
filogenética. Esta sequéncia agrupou-se com isolados de Borrelia bavariensis, confirmando a
sua identidade genética. Esta deteccdo representa a primeira identificacdo de B. bavariensis
no arquipélago de Cabo Verde.

Figura 15 - Arvore filogenética de Borrelia spp. inferida pelo método de ML usando o
método evolutivo TPM3u+F+G4 a partir de sequéncias parciais do gene flaB. As sequéncias
obtidas neste trabalho surgem destacadas a negrito com uma seta vermelha. BB10
corresponde a uma sequéncia obtida na amostra de sangue do cdo CREODOG10. Ver Tabela
B1 em anexo.
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Hepatozoon spp.

Das amostras obtidas, 24 sequéncias provenientes de carracas e de sangue de céo
apresentaram qualidade suficiente (626-666 pb) para integracdo na anélise, agrupando-se de
forma consistente num grupo monofilético, com suporte estatistico maximo (bootstrap de
100%), sendo identificadas como Hepatozoon canis. Esta identificagdo representa a primeira
deteccdo de H. canis em cdes na ilha de S&o Vicente, Cabo Verde.

KFO72443.1

LCO18210.1

THE.2

\ KC138532.2
BH1
0Q451891.1

TH3.1

AB872944.1

AY461378.2

LC331055.1

Figura 16 - Arvore filogenética da Hepatozoon spp. construida pelo método de ML usando
como modelo evolutivo HKY+F, a partir de sequéncias parciais do gene 18S rRNA. As
sequéncias obtidas neste estudo, surgem destacadas a vermelho com uma seta vermelha
(sangue de cdo BHxxx e de carraga THxxx). Ver Tabela B1 em anexo.

Rickettsia spp.

Das amostras obtidas, quatro sequéncias provenientes de pulgas, de 3 cdes distintos
(CREODOG 1, 5 e 16, Tabela B1 em anexo)), apresentaram qualidade suficiente (833 pb)
para integracdo na andlise, agrupando-se de forma consistente num grupo monofilético, com
suporte estatistico maximo (bootstrap de 100%), sendo identificadas como Rickettsia
asembonensis. Esta identificacdo representa a primeira detecdo de R. asembonensis em cées
no arquipélago de Cabo Verde.
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 R. philipii cpoo3308

R. rickettsii Guz23a75

= R. honei ari23711

- R. conorii israelensis ar123712
R. conorii caspia ar123708

R. conorii indica ar123726

R. conorii 'Seven' ar123721

- R. sibirica ae123722

R. mongolotimonae pqs23364

R. africae wy721071
-~ R. barbariae gy272187
R. parkeri yxoss0s0

R. slovaca pei23723

R. g il Hm136926

R. japonica ar123713

R. heilongjiangensis ayzsoas:
R. massiliae ar123714
- R. rhipicephali «xo1s0s1

R. raoultii gyo3soss

R. aesci AF123705

R. montanensis ar123n16

- R. akari ar123707
R. australis ary33709
- FR2

// s R asembonensis opgezses

8] | |fesesess FR4
// - FR1

- FR3

© R. felis cqassaas

© R. prowazekii riz3718

= R. typhi \gse61

R. helvetica af123725

//

0.2

Figura 17 - Arvore filogenética da Rickettsia spp. construida pelo método de ML usando o
método evolutivo TVM+F+G4 a partir de sequéncias parciais do gene omp-B. As sequéncias
obtidas neste estudo, em pulgas, FR1-4, surgem a negrito destacadas com uma seta vermelha .
Ver Tabela B1 em anexo.

7. Analise de co-infecdes
Com a anéalise molecular dos agentes patogénicos presentes no sangue, nas carragas € nas
pulgas (Tabela 38) foi possivel concluir que:

e 14 (70,0%) amostras de sangue de cdo ndo demonstraram quaisquer co-infecles; 5
(25,0%) amostras apresentavam co-infeccdes de Anaplasma/Ehrlichia spp. e
Hepatozoon spp.; e 1 (5,0%) apresentava co-infec¢bes de Anaplasma/Ehrlichia spp.
Borrelia spp. e Hepatozoon spp.

e 23 (60,5%) amostras de carracas ndo demonstraram quaisquer co-infecoes; 9 (23,7%)
amostras apresentavam co-infec¢bes de Anaplasma/Ehrlichia spp. e Hepatozoon spp.;
4 (10,5%) apresentavam co-infec¢bes de Anaplasma/Ehrlichia spp., Babesia/Theileria
spp. e Hepatozoon spp. e 2 (5,3%) apresentavam co-infec¢des de Anaplasma/Ehrlichia
spp. e Babesia/Theileria spp.

e 5(100,0%) amostras de pulgas ndo demonstraram quaisquer co-infecgdes;
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Co-infegbes nas amostras de
sangue de caes

® Anaplasma/Ehrlichia + Hepatozoon

@ Anaplasma/Ehriichia + Hepatozoon + Borr...

@ sem co-infegoes

Anaplasma/Ehrlichia

+ Hepatozoon
25%

Anaplasma/Ehriichia +
Hepatozoon + Borrelia
5%

Sem co-infegées
70%

Figura 18 — Grafico de co-infecBes em amostras de sangue de cdes, amostras de carragas e

amostras de pulgas.

Co-infegées nas amostras de
carragas

@ Anaplasma/Ehrlichia + Hepatozoon

@ Anaplasma/Ehriichia + Hepatozoon + Bab..

Co-infe¢bées nas amostras de
pulgas

@ Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Theileria

@ sem co-infegoes
Anaplasma/Ehriichia sem co-infegoes
+ Hepatozoon
237%

Anaplasma/Ehriichia +

z Hepatozoon +
Sem co-infegoes Babesia/Thelleria
60.5% 10.5%
Anaplasma/Ehrlichia Sem co-infegoes
+ Babesia/Theileria 100%
53%
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IV — Discussao

Estudos em Cabo Verde sobre doencas associadas a vectores estdo, ainda, muito
focados apenas em doengas transmitidas por mosquitos, doencas estas que constituem perigos
elevados para a satde humana. Doengas como o Dengue (que nos Gltimos anos tem afectado a
ilha de Sdo Vicente mais do que qualquer outra ilha do grupo de Barlavento), Malaria,
Chikungunya e a Zika sao o principal foco de estudos de doencas transmitidas por vectores
devido ao elevado risco para a saude humana associado a elevada probabilidade do ser
humano contrair a doenga, ou a dificuldade de tratamento de doenca ou pela gravidade dos
sintomas. N&@o obstante, é importante ter nocdo de que doencas transmitidas por outros
vectores (carracas, pulgas e piolhos, por exemplo) tém igual importancia e risco zoonotico.

A presente investigacdo, sequente a um projeto da FMV - Universidade Luséfona-I-
MVET, constitui um contributo relevante para a caracterizacdo morfoldgica e molecular de
vectores e agentes infecciosos de uma populagdo de cées errantes da cidade de Mindelo, ilha
de S&o Vicente, Cabo Verde, de forma a fornecer mais informacéo relativamente a doengas
transmitidas por vectores. Para tal, foi analisado o sangue de 20 cdes e, dentre estes, foram
colhidos 47 ectoparasitas artropodes.

Ectoparasitas artropodes, como carracas, pulgas e piolhos, ndo sdo novidade em Cabo
Verde. Varios estudos relativos a populacbes de cdes em Cabo Verde revelam que estes
animais domeésticos estdo altamente parasitados, a ponto de se recomendar evitar o transporte
de animais (especialmente cées) de Cabo Verde para a Europa (Duarte, 2013).

Espécies de carracas ixodidas como Amblyomma variegatum, Margoropus
decoloratus e Hyalomma sp. ja foram relatadas em diversos estudos e, mais recentemente, a
espécie Rhipicephalus sanguineus foi adicionada a lista de espécies de carracas reportadas em
Cabo Verde (Duarte, 2013; The Armed Forces Pest Management Board, 2021).

Relativamente a espécies de pulgas em Cabo Verde, destacam-se Ctenocephalides
felis, Pulex irritans, Echidnophaga gallinacea e Tunga penetrans, espécies estas que podem
infestar cdes mesmo que estes ndo sejam os hospedeiros principais (Duarte, 2013).

Em Cabo Verde, todas as espécies de piolhos da ordem Anoplura que infestam
humanos ja foram reportadas no arquipélago, afetando toda a sociedade caboverdiana, mas
com preferéncia a populagdes com condig¢Ges higiénicas precérias ou de extrema pobreza
(Duarte, 2013). Qutras espécies, como 0 caso de Heterodoxus spiniger, uma espécie que afeta
caes (relembrando que piolhos séo especificos de cada espécie, ou seja, piolhos que afetam
humanos ndo afetam cées e vice-versa), também podem ser encontrados em Cabo Verde,
tendo H. spiniger ja sido reportado em documentos de, pelo menos, 1963 (Eichler, 1963).

Os 47 ectoparasitas deste estudo foram identificados morfologicamente através de
chaves dicotémicas (Knott et al., 2015), pelo que se detecaram, em cées errantes, 38 carragas
da especie Rhipicephalus sanguineus, 4 pulgas da espécie Ctenocephalides felis, 1 pulga da
especie Echidnophaga gallinacea e 4 piolhos da espécie Heterodoxus spiniger. A
identificacdo até a espécie foi confirmada através do uso de genes COX-I e COX-11 para DNA
barcoding, que permitiu complementar e confirmar os achados previamente descobertos
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através da abordagem morfoldgica. Esta identificacdo suporta a presenca destes vectores ja
reportados em estudos prévios.

Relativamente aos agentes patogénicos transmitidos pelos vectores ja identificados,
este estudo verificou, genericamente, a presenca de &cidos nucleicos de Anaplasma spp.,
Babesia spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp., Rickettsia spp. e Theileria spp. em carragas da
espécie Rhipicephalus sanguineus; Rickettsia spp. em pulgas da espécie Ctenocephalides
felis.; e Anaplasma spp., Borrelia spp. e Hepatozoon spp. no sangue dos cées. Dado serem
especificos para cada espécie e dado ndo terem a capacidade de infectar, acidentalmente ou
ndo, humanos, ndo foram pesquisados agentes patogénicos no DNA de piolhos Heterodoxus
spiniger.

E importante referir que ndo ha conhecimento se as carracas realizaram ou ndo uma
refeicdo sanguinea anteriormente a sua recolha, pelo que ndo se pode afirmar que o que se
detetou se reflete a infecdo do vetor ou a infecdo de sangue digerido

A utilizacdo de métodos moleculares para identificacdo até ao nivel da espécie
demonstrou-se crucial para a deteccdo e diferenciacdo dos vectores (carragas, pulgas e
piolhos) e, principalmente, de agentes patogénicos de dificil distingdo, como Anaplasma spp.
e Ehrlichia spp. ou Babesia spp. e Theileria spp., agentes que apresentam semelhancas
morfolégicas que dificultam a sua identificacdo em esfregacos sanguineos. Desta forma, foi
possivel chegar a identificacdo de bactérias Ehrlichia canis (n=2) e protozoarios Hepatozoon
canis (n=13) em sequéncias de DNA de carracas; bactérias Rickettsia asembonensis (n=5) em
sequéncias de DNA de pulgas; e Hepatozoon canis (n=13) e Borrelia bavariensis (h=1) no
sangue de 14 caes.

Comparando os resultados da andlise dos agentes patogénicos presentes no DNA das
carragas e presentes no sangue dos cdes, 5 cdes apresentaram ndo s6 protozoarios Hepatozoon
canis no seu sangue como também carracas com H. canis no seu DNA.

Até a presente data, ndo existem outras evidéncias de Rickettsia asembonensis ou
Borrelia bavariensis no arquipélago de Cabo Verde. A sua presenca, no entanto, pode ser
justificada pelo transporte de cdes ou outros animais infestados por pulgas, vindos de outros
paises para Cabo Verde.

Ricktesioses ndo sdo incomuns em Cabo Verde. O mesmo se aplica a pulgas
Ctenocephalides felis (Duarte, 2013; The Armed Forces Pest Management Board, 2021). Nao
obstante, até a data, Rickettsia asembonensis, bactérias proeminentemente encontradas em
pulgas Ctenocephalides felis, apenas tera sido reportada no Quénia, Irdo, Tunisia,
Costa Rica, Egipto, Israel, Maléasia, Brasil, Uganda, EUA e Peru (Maina et al., 2019; Seidi et
al., 2024). A auséncia de outros relatos sobre a presenca de Rickettsia asembonensis em Cabo
Verde, mesmo com a presenca do vector amplamente distribuida no pais, pode ser justificada
pela simples auséncia de estudos especificos para a identificacdo desta bactéria no
arquipélago de Cabo Verde.

Borrelia bavariensis pode afectar varios animais incluindo animais domésticos
(incluindo cées), pequenos mamiferos que atuam como hospedeiros reservatdrios (como ratos
do mato e outros roedores da familia Cricetidae) e algumas aves marinhas do Norte do
Atlantico, entre elas, papagaios do mar [Fratercula cirrhata ou Fratercula arctica] e corvos
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marinhos [Phalacrocorax urile] (Gatzmann et al., 2015; Munro et al., 2017). No entanto,
estes roedores ndo sdo nativos de Cabo Verde e os padrGes migratorios destas aves do
Atlantico Norte ndo incluem o arquipélago de Cabo Verde (Piatt et al., 2020; Burnham et al.,
2021; Wallace & Wallace, 2021), pelo que apenas o transporte (acidental ou intencional) de
animais domésticos ou roedores da familia Cricetidae infectados com Borrelia bavariensis ou
a falta de estudos justificaria a presenca desta bactéria em Cabo Verde.

Até a presente data, ndo existem relatorios que presenciem Hepatozoon canis na ilha
de Séo Vicente, embora haja varios estudos que evidenciem a presenca deste protozoario em
outras ilhas do arquipélago, nomeadamente na ilha da Boa Vista, ilha de Santiago e na ilha de
Maio. Este facto é justificavel, da mesma forma que ocorre com a Rickettsia asembonensis,
pela escassez de estudos de doengas transmitidas por vectores artropodes na ilha de Sé&o
Vicente, Cabo Verde (Gotsch et al., 2009; Lauzi et al., 2016; Checa et al., 2024).

Do mesmo modo que Hepatozoon canis, existem varios estudos que relatam a
presenca de Ehrlichia canis em varias ilhas de Cabo Verde, mas nenhum especifico da ilha de
Sdo Vicente. Estudos na ilha de Boa Vista (Checa et al., 2024) demonstram uma alta
prevaléncia seroldgica e molecular de E. canis, enquanto estudos na ilha de Maio (Lauzi et
al., 2016) e na ilha de Santiago (Gotsch et al., 2009) detectaram E. canis por PCR em cées
com uma prevaléncia relativamente mais baixa que na ilha de Boa Vista. Alguns estudos mais
antigos como Kirchner et al., 2008, detectaram E.canis por PCR em cées, mas nao
especificaram as ilhas do arquipélago de Cabo Verde onde retiraram amostras. Desta forma,
semelhante ao que acontece com o Hepatozoon canis, a falta de relatérios que presenciem E.
canis na ilha de S8o Vicente € justificavel pela escassez de estudos realizados nesta ilha.

Apesar dos resultados significativos, este trabalho apresenta trés grandes limitagdes
gue devem ser reconhecidas. Primeiramente, a dimensdo reduzida da amostra, composta por
apenas vinte cédes errantes capturados no ambito de uma campanha de esterilizagdo,
condiciona a robustez estatistica das conclusdes e restringe a representatividade da populagédo
de cdes errantes da ilha de S&o Vicente, Cabo Verde. Adicionalmente, a recolha das amostras
ocorreu exclusivamente numa area delimitada da cidade do Mindelo, limitando a extrapolacao
dos dados para outras zonas da ilha sujeitas a potenciais dinamicas ecoldgicas, sanitarias e de
circulacdo de agentes patogénicos diferentes.

Outra limitagéo relevante prende-se com a impossibilidade da realizacdo de analises
soroldgicas que forneceriam informacgdes importantes relativas a resposta imunoldgica dos
individuos e permitiriam complementar os resultados moleculares. Estas andlises e a
avaliacdo da exposicdo dos cdes a estes agentes seriam importante para uma melhor
compreensdo epidemioldgica Esta limitagdo baseia-se no facto de o sangue recolhido de cada
cdo ter sido colhido apenas para tubos de EDTA, ndo tendo sido inicialmente previsto, nem
preparado o material, para recolha de sangue em tubos secos.

Por fim, dado que se tratou de uma populacao de cées errantes, ndo foi possivel aceder
a informacdes sobre o histdrico clinico ou de deslocagdes destes cdes, como antecedentes de
vacinacdo, origem geografica ou eventual translocacdo entre ilhas ou mesmo continentes. A
falta destas informacfes limita a compreensdo dos fatores que podem ter condicionado a
exposicao prévia destes cdes a vectores e agentes patogénicos transportados pelos mesmos e,
consequentemente, a interpretacdo dos resultados obtidos.
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Em suma, o presente estudo destaca-se pela sua particular relevancia e pioneirismo no
contexto cientifico de Cabo Verde, ao alargar o conhecimento e foco das investigacdes
relativas a doencas transmitidas por vectores, previamente centradas quase exclusivamente em
mosquitos e em patologias de maior impacto direto na saide humana. Ao incorporar
estruturadamente a analise de vectores artrépodes (carragas, pulgas e piolhos), dos agentes
patogénicos que estes podem transportar e possiveis implicacdes que estes podem causar na
salde humana e veterinaria, este trabalho permite completar o conhecimento epidemioldgico
da ilha e, consequentemente, do arquipélago. Deste modo, esta investigacdo ndo sé introduz
dados inéditos com elevado impacto na epidemiologia de Cabo Verde, demonstra a
importancia da estabilizacdo de novos métodos de vigilancia e estratégias de controlo de
doencas transmitidas por vetores e oferece bases cientificas capazes de orientar futuros
estudos cientificos.
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V — Conclusdes

O presente trabalho permitiu atingir 0os objetivos propostos, nomeadamente a
caracterizagdo morfoldgica e genética das 38 carragas, 5 pulgas e 4 piolhos recolhidos da
populacdo de vinte cées errantes da ilha de Sdo Vicente e a identificagdo molecular dos
agentes patogenicos transmitidos por estes vetores, com particular atencdo ao potencial
zoonotico associado a cada agente.

Os resultados obtidos contribuiram, para o conhecimento das doencas transmitidas por
vetores artropodes na ilha de S&o Vicente e, consequentemente, no arquipélago de Cabo
Verde, ao demonstrar a circulacdo de agentes patogénicos até a data ndo relatados nem nesta
ilha, como Ehrlichia canis e Hepatozoon canis, nem no arquipélago, como Rickettsia
asembonensis e Borrelia bavariensis. Esta descoberta é especialmente significativa, dado a
tratar-se de microrganismos com conhecido potencial zoonético, capazes de provocar doengas
graves, de dificil tratamento ou clinicamente relevantes e de evolugdo grave - com excepgao
de H. canis, que permanece restrito ao hospedeiro canino, ndo tendo potencial zoondtico
conhecido. Estes achados evidenciam a subvalorizagdo do estudo de doengas transmitidas por
vectores que ndo sejam mosquitos e reforcam a importancia e necessidade de consolidar as
estratégias de vigilancia a nivel epidemioldgico e implementar medidas consistentes de
controlo e prevencédo, ndo so dos artropodes, mas também da populacao de cdes errantes, que
atuam como reservatorios e disseminadores destes agentes patogénicos. A realizacdo de
estudos multidisciplinares, integrando as areas de medicina veterinaria, medicina humana,
entomologia, microbiologia, epidemiologia e ciéncias ambientais, seriam uma mais valia
fundamental por permitir uma compreensdao mais abrangente e precisa da dindmica de
transmissdo dos agentes patogénicos, das interacdes entre hospedeiros, vetores e ambiente, e
como diversos fatores (socioecondémicos e climaticos, principalmente) influenciam a
propagacdo e emergéncia destas doencas. Estes estudos proporcionariam ainda formas de
identificacdo precoce de riscos de salde publica e o desenvolvimento de estratégias de
intervencdo mais eficazes, sustentaveis e moldadas para a realidade da ilha de So Vicente.

Numa préxima analise, serd particularmente interessante incluir a recolha de sangue
em tubos secos, de forma a permitir a obtencdo de soro para a realizagcdo de analises
serologicas. A quantificacdo e andlise de anticorpos proporcionariam uma importante
compreensdo relativamente a resposta imunitaria dos cées, permitindo distinguir entre
infeccdes ativas e exposicdo a agentes patogenicos. A combinacdo dos métodos moleculares
com os metodos sorologicos possibilitaria uma avaliagdo muito mais completa dos agentes
patogénicos e vectores que os transmitem, complementando o conhecimento, até a data, de
doencas transmitidas por vetores no arquipélago de Cabo Verde.

Por fim, a realizacdo de mais estudos, mais aprofundados e a partilha de informacoes e
descobertas entre profissionais de satide humana e profissionais de saude veterinaria € crucial
para um melhor conhecimento epidemioldgico de doencas em Cabo Verde, para a promogao
de uma abordagem integrada e interdisciplinar alinhada com o conceito de Uma Sé Saude e
para o desenvolvimento e consequente implementacdo de medidas de prevencéo, vigilancia e
educacdo mais eficazes para a melhoria das condicdes de higiene, bem-estar e de saude das
populacdes do arquipélago de Cabo Verde.
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Apéndices

Apéndice A
Project “Creole Dogs”
ID: CREODOG__
Approximate age:
[] luvenile (<1 year) Sterilization:
[] Adult (=1 year] [ Yes
[] Senior (=10 years) [ Ne
Harvest place:
Place of origin: Approaimate welght: Body Conditions:
Pack of arigin: O small (<10kg)
ack of ongin: O medium [<26kg) O A :
Harvest Date: [ Large (>26ke) - v
Approximate length: cm I
Lifestyle: e PP gth: ___ )
Approximate height: cm f
[ stray dog Om I:l
[ owner Or
Coat colour: \ 'y
Vaccinated [ ]
Dewormed [ S i1
Coat pattern: #
Ectoparasites present: Solid O Bicolored [ | D
] ves Spotted ] Tricolored [ -
s Stripped [] Dther: 1 ™
Which ones:
K d o
- . Coat type: 4 {
Clinical signs present: Shart = E
[ sites Lang O e
] cough Curly O . W
[ piarrhea Double coat [T
[ Epistaxis Other: [V -y
[0 Jaundice %
O Lameness |:|
[ ymphadenopathy Harvested product:
[ muscular atrophy . -
O mMeurological signs [ Blaod in EDTA \*J
[0 ocular lesians [] Blood smear '
[ rale mucous membranes Other: y |
D Paetechiae
[ Tachypnoea Ectoparasites: I:|
Which anes:
Other:

Brief Description:

Figura Al — Folha de registo



Apéndice B

Identificacdo das amostras sequenciadas que serviram de base para a

realizacdo das arvores filogenéticas

Tabela B1 — Amostras sequenciadas que serviram de base para a realizacdo das arvores
filogenéticas, correspondente

Cadigo
BB10
BH1
BH2
BH3
BH4
BH6
BH9
BH10
BH12
BH13
BH14
BH18
BH19
BH20

TH3.1
THS5.1
THS5.2
TH6.1
TH6.3
TH6.4
TH10.1
TH14.2
TH18.1
TH18.2
TH19.1

FR1
FR2
FR3
FR4

ID de amostra
CREODOG10

CREODOGO01
CREODOG02
CREODOGO03
CREODOG04
CREODOGO06
CREODOG09
CREODOG10
CREODOG12
CREODOG13
CREODOG14
CREODOG18
CREODOG19
CREODOG20

CREOO03.1
CREQO05.1
CREOO05.2
CREQO06.1
CREO06.3
CREQO06.4
CREO10.1
CREQ14.2
CREO18.1
CREQO18.2
CREO19.1

CREOO01.1
CREQO05.1
CREO16.1
CREQO16.2

Amostra
Sangue

Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue
Sangue

Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Carraca
Pulga
Pulga
Pulga
Pulga

Cao
CREODOGI10
CREODOG01
CREODOG02
CREODOG03
CREODOG04
CREODOG06
CREODOG09
CREODOG10
CREODOGI12
CREODOG13
CREODOG14
CREODOG18
CREODOG19
CREODOG20

CREODOGO03
CREODOG05
CREODOGO05
CREODOGO06
CREODOGO06
CREODOGO06
CREODOG10
CREODOG14
CREODOG18
CREODOG18
CREODOG19

CREODOGO01
CREODOG05
CREODOG16
CREODOG16

Resultado
B. bavariensis

H. canis

R.
asembonensis



ANexos

Figura C1 - Ciclo de vida de Rhipicephalus sanguineus (Beugnet, et al., 2018).

Anexos C

Ciclos de Vida dos Ectoparasitas

Life cycle of R ephalus sanguineus

The female tick, full of blood, leaves the

o host and seeks a hidden place (cracks and
d crevasses in walls, between rocks, etc.) to lay
its eggs

Males and females
breed on the dog

arva
b
k3
2
Sl
<
Engorged nymph E
£
The nymphs drop off the dog Larva
and moult into adults The larvae
parasitise the host

Attach and feed Dog, cat and human

Engorged larva

The larvae drop to the
ground and develop
into nymphs

Unfed nymphs
survive up to
6 months

D.H. = definitive host




Life cycle of Ctenocephalides sp

) [D.H.|
m Adult fleas typically stay Dog and cat
on the host until they die,
rarely moving from animal to
animal

' #, vibration Of
ated by moverment,
s&)mu\{ﬁe young adutt rapidy emerges
ar\é. acquires the host

Entire life cycle: 14 to 3
{depending on co

Pupal emergence “\\\\\\

Ny

D.H. = definitive host

Stage 3 larva

\\\\\\

Each female flea can lay an average
of 25 eggs per day (upto 2000 ina
reproductive lifetime). Eggs drop off
the animal to infest the environment
(bedding, home, garden)

Stage 1
larvae hatch
Stage 1 larva

Stage 2 larva

Flea larvae feed on flea
faeces. Larvae moult
from L1to L2 and L3

Figura C2 - Ciclo de vida de Ctenocephalides spp. (Beugnet et al., 2018).

cycle of chewing

Dog (T. canis) or cat (F. subrostratus)

Nymphs moult and gradually
grow until they reach the adult
stage (simple metamorphosis)

Complete life cycle: 2-3 weeks

Dog (T. canis
and H. spiniger)

The eggs hatch
and release
nymphs, which
look like adults
but are much
smaller

Lice have stout mandibles on the
ventral side of their head. They feed
on epidermal scales and sebaceous
secretions, and, occasionally also
on blocd

The adults attach
themselves to the host's
hair and complete the
life cycle

Cat (F. subrostratus)

Females lay operculated
eggs which are attached

Egg (nit) to the host's hair

D.H. = definitive host

Figura C3 - Ciclo de vida de piolhos mastigadores (Mallophaga) (Beugnet et al., 2018).



Anexo D

Chaves Dicotdmicas

TICK MORPHOLOGY & IDENTIFICATION

s Mouthparts & Palps Festoons
Coxa1 Anal Groove Leg 1 Position (compare with basis Eyes (seen in
(distance to mouthparts) capitulion) (hard to see) unengorged ticks)
Rhipicephalus Posterior Short Yes Yes
sanguineus
3 \ W n/a ﬂﬁ )
@ - @ ’
Ixodes sp Long No No
.2 £y | ﬂ()\ .,
\ N—
|Haemaphysalis sp) Single spur (often) Posterior No Yes
o Vi W )
N ) \ .
Rhipicephalus 2 very short spurs Absent Very short Yes No
microplus
s -]
b 8 o & : )
ﬁ ‘ \\\ ) % \¥ )
Amblyomma sp Posterior Long Yes Yes
n/a \ \ & n/a /
N\ > . &
Bothriocroton sp . Long No Yes
[Aponomma sp] .
RS ,
Soft Ticks Ventral
nfa n/a n/a g@ ' n/a n/a
17, w
\__/ ‘

Figura D1 - Chave dicotomica para identificacdo de carracas. (Knott, et al., 2015)




Ctenidia absent 2

With pronatal ctenidium (+/- genal ctenidium) 4

Pleural rod absent - pleural rod is a vertical ridge that divides the mesosternum (thoracic plate above the the coxa of the
2nd pair of legs); Only 1 strong seta on a head behind antennae; On pigs, people, dogs, cats

Pleural rod present Xenopsilla cheopis

Pulex irritans

Genal ctenidium horizontal and formed of 8 or 9 spines Ctenocephalides 7

Genal ctenidium vertical or oblique, and formed of 6 or fewer spines 6

Head elongate anteriorly (2 head twice as long as high, but & head as long as high); First 2 spines of genal ctenidium | Ctenocephalides
similar in length; Dorsal margin of hind tibia with 6 notches bearing stout setae felis

A
Head rounded anteriorly (in both sexes, less than twice as long as high); First spine of genal ctenidium noticeably
shorter than second; Dorsal margin of hind tibia with 8 notches bearing stout setae canis

Figura D2 - Chave dicotémica para identificacdo de pulgas. (Knott, et al., 2015)
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Head broad: front usually reunded, sometimes tiangular [Biting Lice] 5

Head long; front usually pointed [Anoplura] 2

E 2 rows of ventral setas on each abdominal segment; Spiracles not on tubercles 4
E 1 row of ventral setae on each abdominal segment, Spiracles on tubercles which protruede from the 5 i
abdomen

5 Antennae 3 to 5§ segmented, not hidden in antennal grooves [Ischnocera) 6

E Antennae 4 segmented and hidden in antennal grooves !g“bhm“]

Hind legs similar length to first twe pairs of legs ]

Hind legs at k=ast twice as long as first two pairs; Body beng and namew; On poultry Lipeurus

Distinct hollow margin postenior to antennas; Marked angular comers at the posterior margins; 3-5mm kong; Goniodes
Omn Poaliry

Head rounded; Less than 2mm kong; On poultry Goniocotes

On ruminants or horses Bovicols
1

O dogs Trichodectes

~2men leng; Abdomen with sparse covering of setae; Found an thigh or breast feathers M\ienopan
13

Larger bee (~3.5mm); Abdomen with dense covering of setae; Found on thigh, breast or perivent feathers Menacanthus

Figura D3 - Chave dicotémica para identificacdo de piolhos. (Knott, et al., 2015)
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