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RESUMO

Os agentes transmitidos por ixodideos sdo a causa de doencas emergentes em animais de
companhia, em alguns casos com caracter zoonotico, representando um desafio para 0 médico
veterinario, pela grande variedade de sinais clinicos que poderdo originar. A populagéo
silvestre ao abrigar uma elevada densidade de ixodideos pode estar envolvida no ciclo de
transmissdo de alguns agentes patogénicos. Este facto é, particularmente, importante quando
se assiste ao aumento descontrolado das populagdes silvestres, como se verifica, actualmente,
com os javalis em Portugal. Os javalis estdo descritos como hospedeiros de uma ampla
variedade de espécies ixodologicas, contribuindo para a dispersdo dos agentes zoondticos que
Ihe estdo associados, nomeadamente Ehrlichia canis, Anaplasma platys, mas também a
espécie zoondtica Anaplasma phagocytophilum. O presente estudo, procurou detectar
evidéncia de infeccdo activa por estes agentes Dbacterianos, nomeadamente A.
phagocytophilum, cuja transmissdo podera estar potenciada com o aumento da populacéo de
javalis no Parque Natural da Serra da Arrabida (PNSA). Assim foram considerados 21 javalis
de trés populagdes distintas, 36 animais de companhia (35 cdes e um gato), com sinais
clinicos, laboratoriais e/ou epidemiolégicos compativeis com doenca associada a ixodideos,
atendidos no Hospital Veterinario da Arrabida, e 80 ixodideos capturados na vegetacao
(N=61) ou a parasitar os animais (N=19). A extraccdo de ADN foi realizada em 155 amostras
bioldgicas incluindo, 33 amostras sanguineas de animais de companhia, 42 amostras de baco e
figado de javali e os 80 ixodideos. Para a pesquisa de ADN bacteriano foi realizada uma PCR
convencional genérica para Anaplasma/Ehrlichia spp. e PCR em tempo real especifica para A.
phagocytophilum. Em nenhuma das amostras foi possivel identificar reaccdes positivas. E,
contudo, de salientar que a limitacdo temporal e geografica da amostragem, bem como, em
alguns casos, a qualidade do ADN obtido, podem ter condicionado os resultados obtidos, néo
se podendo excluir a circulacdo do agente e, consequentemente, o risco de doenca causada
pelo mesmo. Esta dissertagdo permitiu abrir caminho para a realizacdo de mais estudos de
forma a conhecer melhor esta doenca, bem como, 0s seus vectores/reservatorios, alertando

para o seu papel na doenca veterinaria e humana.

Palavras-chave: Anaplasma phagocytophilum; Animais de companhia; Javalis;

Ixodideos; Ixodes ricinus.



ABSTRACT

Tick-borne agents transmitted by Ixodidae family members are the cause of emerging
diseases in companion animals, in some cases with zoonotic potential, posing a challenge for
the veterinarian due to the great variety of clinical signs that may arise from these pathologies.
The wildlife by harboring a high density of ixodids may be involved in the transmission cycle
of some pathogens. This is particularly important when wild animal populations are
uncontrolled increasing as is currently the case of wild boars in Portugal. These animals are
described as hosts of a wide variety of ixodid species contributing to the dispersion of
associated zoonotic agents, namely Ehrlichia canis, Anaplasma platys, but also the zoonotic
species, Anaplasma phagocytophilum. The present study sought to detect evidence of active
infection caused by these bacterial agents, namely A. phagocytophilum, whose transmission
may be enhanced by the increase of wild boar population in the Serra da Arrabida Natural
Park (PNSA). Twenty-one wild boars from three different population, 36 companion animals
(35 dogs and one cat), with clinical, laboratorial and / or epidemiological signs compatible
with ixodidal disease attended at Arrabida Veterinary Hospital and 80 ixodids captured in the
vegetation (N = 61) or parasitizing the animals (N = 19) were included in this study. DNA
extraction was performed on 155 biological samples including, 33 pet blood samples, 42 boar
spleen and liver samples, and the 80 ixodids. A generic PCR for Anaplasma / Ehrlichia spp.
and real-time PCR specific for A. phagocytophilum were performed although in none of the
samples positive reactions were identify. It should be noted, however, that the temporal and
geographical limitation of sampling, as well as in some cases the quality of the DNA
obtained, may have conditioned the results obtained and thus the circulation of the agent
cannot be excluded and, consequently, the risk of the associated disease. This dissertation was
an introduction for further studies to better understand this agent, as well as its vectors /

reservoirs, alerting to its role in veterinary and human diseases.

Key-words: Anaplasma phagocytophilum; Companion animals; wild boars; Ixodids;

Ixodes ricinus.
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ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% — Percentagem

® _Marca registada

12S rADN - Gene que codifica a subunidade 12S do &cido desoxirribonucleico ribossémico.
16S rADN - Gene que codifica a Subunidade 16S do &cido desoxirribonucleico ribossémico.
ADN - Acido desoxirribonucleico

AGC - Anaplasmose granulocitica canina

CDC - Centros de Controlo e Preven¢ao de doencas, do inglés “Centers for Disease Control
and Prevention”

CEVDI - Centro de Estudos de Vectores de Doencas Infecciosas

CP - Ponto de intersec¢do, do inglés “Crossing Point”

CRAA - Centro de Reabilitagdo Animal da Arrébida

dNTP’s — Desoxirribonucleosidos trifosfato, do inglés “Deoxyribonucleoside triphosphates”
DTI - Doencas transmitidas por ixodideos

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético, do inglés “Ethylenediaminetetraacetic acid”
EGH - Ehrlichiose granulocitica humana

ELISA - Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent
Assay”

et al. — E outros, do latim “et alli”

EUA - Estados Unidos da América

FMV - Faculdade de Medicina Veterinaria

g — Aceleracao gravitacional (unidade de forca centrifuga relativa)

g - grama

gltA — Enzima Citrato Sintase

groEL - Proteinas de choque térmico

HVA — Hospital Veterinario da Arrabida
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IFA — Imunofluorescéncia indirecta, do inglés “Indirect Immunofluorescent Antibody”

m — metro

mg - Miligrama

MgClI; - Cloreto de magnésio

min - Minuto

mL — Mililitro
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msp2 — Proteinas de superficie (Major surface protein-2)

msp4 — Proteinas de superficie (Major surface protein-4)

NMS — Neurdnio motor superior

OVH - Ovariohisterectomia

° C - Graus Celcius

Pb - Par de bases

PBS - Tampéo fosfato salino, do inglés “Phosphate Buffered Saline”
PCR - Reac¢do em Cadeia da Polimerase, do inglés “Polimerase Chain Reaction”
PNSA - Parque Natural da Serra da Arrabida

REVIVE - Rede de Vigilancia de Vectores

rpm — rotagOes por minuto
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TBE - Tris-borato-EDTA
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UV - Ultravioleta

V - Volt

uL — Microlitro

um — Micrometro
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I. Relatorio descritivo do estagio curricular: actividades
desenvolvidas

O presente relatdrio de estagio refere-se as actividades clinicas desenvolvidas no decorrer
do estégio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade
Luséfona de Humanidades e Tecnologias (ULHT), realizado no Hospital Veterinario da
Arrébida (HVA) e no Centro de Reabilitacdo Animal da Arrabida (CRAA), situado em Vila
Nogueira de Azeitdo. Com a duracdo de 4 meses, estas actividades foram desenvolvidas entre
02 de Outubro de 2017 e 02 de Fevereiro de 2018, sob orientagio da Mestre Angela Martins.

O estagio curricular permitiu a consolidacdo e aplicacdo pratica dos conhecimentos
académicos adquiridos ao longo do curso, bem como, a aquisicdo de novos conhecimentos.
Incidiu, sobretudo, nas areas da medicina fisica e reabilitacdo funcional, acompanhamento de
consultas externas com envolvimento de medicina preventiva, clinica médica, clinica
cirtrgica e exames complementares a elas associados. Foram, ainda, realizadas actividades
relacionadas com o internamento, nomeadamente, acompanhamento dos casos clinicos,
administracdo de farmacos, realizacdo de procedimentos terapéuticos e monitorizacdo dos
doentes, participagdo na triagem e abordagem a medicina de urgéncia e de cuidados
intensivos com acompanhamento e monitorizacdo dos doentes, tanto em regime diurno como
em regime nocturno.

Ao nivel da clinica cirdrgica, a autora participou na avaliacdo pré-cirirgica, na
classificacdo do risco anestésico, no planeamento cirurgico e do protocolo anestésico, na
assisténcia e participacdo nas cirurgias como anestesista (monitorizacéo anestésica) e ajudante
do cirurgido e, finalmente, no seguimento do doente durante o periodo de recobro.

Ao nivel da medicina fisica e reabilitacdo funcional, foi possivel acompanhar o exame de
reabilitacdo funcional, o diagnostico e elaboracdo do protocolo a implementar, bem como a
execucao de exercicios de cinesioterapia, treino locomotor (tanto terrestre como aquatico) e a
aplicacdo de modalidades terapéuticas.

Outras oportunidades proporcionadas por este estagio foram a assisténcia e participacdo
nas aulas destas especialidades leccionadas na Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Lusdfona de Humanidades e Tecnologias (FMV-ULHT), pela Prof? convidada
Angela Martins, assim como consultas externas no Hospital Veterinrio Arco do Cego,

localizado em Lisboa, e na Referéncia Veterinaria, em Cascais. Foram, também,

19



acompanhados exames ecocardiograficos com o Dr. Pedro Parreira e consultas de medicinas

complementares, nomeadamente sessdes de acupuntura, com o Mestre Luis Resende.

1.1. Casuistica

Os dados relativos a casuistica, foram recolhidos durante o periodo de estdgio no
HVA/CRAA, distribuindo-se, de acordo com a espécie animal, pelas areas clinicas de
medicina preventiva, clinica médica, clinica cirargica, medicina de urgéncia e medicina fisica
e de reabilitagdo funcional.

E necessario ter em conta que a contabilizacgdo dos dados ndo corresponde
necessariamente ao numero total de animais, mas sim ao nimero total de casos observados,
uma vez que no mesmo animal se podem desenvolver doengas concomitantes ou terem sido
realizados diversos exames de diagndstico, podendo, ainda, um caso de clinica médica
necessitar de uma abordagem cirdrgica. Por outro lado, a casuistica descrita ndo reflecte
exactamente o trabalho hospitalar, mas sim as actividades executadas/observadas pelo
estagiario.

Os dados estatisticos sdo apresentados em frequéncia absoluta (F;), que corresponde ao
namero total de casos observados, e em frequéncia relativa (F;), que permite a comparacdo

dos casos observados perante o universo total de casos. Esta Gltima apresenta-se sobre a forma

de percentagem, obtida com recurso a formula, Fr = % x 100

1.2. Distribuicéo por espécie animal

De acordo com a figura 1, pode-se verificar que os cdes foram a espécie observada com
mais frequéncia (N=1083), seguindo-se os gatos (N=442) e, com valores menos expressivos
em termos estatisticos, os animais considerados exoéticos (N=3), incluindo um coelho, um

suino e um peru.
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Caes 1083

Gatos 442

Figura 1 — Distribuicdo, em valores absolutos, da casuistica pelas duas espécies animais mais
prevalentes.

1.3. Distribuicéo por area clinica

A area que se destacou foi a de medicina fisica e de reabilitacdo funcional, como se pode
constatar na tabela 1, seqguindo-se a clinica médica e medicina de urgéncias, sendo estas duas

Gltimas as areas de referéncia do HVA.

Tabela 1 — Distribuicdo da casuistica por area clinica.

Area Clinica Cao Gato Total
Fi Fe[%] | F F[%] | R Fr[%]
Clinica Cirargica 176 1154 | 60 3,93 236 15,48
Clinica Médica 220 14,43 | 180 11,80 | 400 26,23
Medicina fisica e de Reabilitacdo Funcional | 430 28,20 | 20 1,31 450 29,51
Medicina Preventiva 87 570 | 52 3,41 139 9,11
Medicina Urgéncias 200 13,11 (100 6,56 300 19,67
Total 1113 72,98 | 412 27,02 | 1525 100,00

Fi— frequéncia absoluta; F, — frequéncia relativa.

1.3.1. Clinica cirdrgica

Na area da clinica cirargica, como verificado na tabela 2, predominaram as cirurgias de
tecidos moles, destacando-se as ovariohisterectomias (OVH) e orquiectomias. Procedimentos
como nodulectomias e mastectomias foram, também, frequentemente observados.

Relativamente a cirurgia ortopédica, as osteossinteses foram as cirurgias predominantes
levadas a cabo pelo Dr. Rui Onga e doutor Anténio Martinho. Em menor numero verificaram-
se amputacdes de membros realizadas pela Mestre Angela Martins. A autora assistiu e

colaborou em algumas destas cirurgias.
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Tabela 2 — Distribuicéo da casuistica na area da clinica cirurgica.

Clinica Ciruargica Cées | Gatos Total
Fi Fi Fi  Fr[%]
Cirurgia Ortopédica 30 6 36 15,25
Cirurgia de Tecidos moles | 146 54 200 84,75
Total 176 60 236 100,00

Fi— frequéncia absoluta; F, — frequéncia relativa.

1.3.2. Clinica médica

As especialidades de medicina interna mais relevantes durante o periodo de estagio, de

acordo com a tabela 3, foram a neurologia, seguindo-se a oncologia e ortopedia/musculo-

esquelética. A elevada prevaléncia de casos neurolégicos e ortopédicos associa-se ao facto de

serem areas de destaque na medicina fisica e de reabilitacdo funcional sendo o0 HVA/CRAA

um local de referéncia nesta vertente.

Uma grande percentagem dos animais em regime de internamento no CRAA

apresentavam-se na fase geriatrica, observando-se, concomitantemente, com doengas

neuroldgicas e/ou ortopédicas, doencas das mais variadas especialidades, destacando-se as

alteracdes ortopédicas e doencas associadas a um estado imunodeprimido, como doencas

dermatoldgicas associadas a stress e a factores de internamento no CRAA, bem como, na sua

incapacidade motora funcional, nomeadamente piodermatites e lesdes cutaneas relacionadas

com o decUbito permanente.

Tabela 3 — Distribuigdo da casuistica na area da clinica médica.

Clinica Médica Cées Gatos Total
Fi Fi Fi Fr[%0]
Neurologia 100 60 160 40,00
Oncologia 80 60 140 35,00
Ortopedia/Musculo-esquelética 20 20 40 10,00
Pneumologia 15 16 31 7,75
Urologia e nefrologia 5 24 29 7,25
Total 220 180 400 100,00

Fi— frequéncia absoluta; F, — frequéncia relativa.
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1.3.3. Medicina fisica e de reabilita¢cdo funcional

A medicina fisica e reabilitacdo funcional, foi a area que mais se destacou, com o
predominio de lesGes ortopédicas/musculo esqueléticas — hérnias de Hansen tipo | e hérnias de
Hansen tipo Il. Na maioria dos casos, estas foram observadas em localizagéo toracolombar e,
deste modo, as lesdes de neurénio motor superior (NMS) foram as mais comuns, como se

pode constatar na tabela 4.

Tabela 4- Distribuigdo da casuistica na area da medicina fisica e reabilitacdo funcional.

Medicina Fisica e Reabilitacao Cées | Gatos Total
funcional
Fi Fi | Fi Fr[%]
Neuroldgico 130 15 | 145 32,22
Ortopédico/Musculo-esquelético 300 5 305 67,78
Total 430 20 | 450 100,00

Fi— frequéncia absoluta; F, — frequéncia relativa.

Quanto as modalidades terapéuticas efectuadas, destaca-se a laserterapia classe IV,
utilizada no maneio da dor, de lesdes de tenddes e ligamentos e de feridas tanto superficiais
como profundas. Esta terapia apresenta, entre outros, um efeito analgésico, anti-inflamatorio e
potencia a cicatrizacdo. Outras terapéuticas acompanhadas durante o estadgio foram a
electromioestimulacdo (com o objectivo de estimular nervos sensoriais e motores), 0s
ultrasons (com accéo bioldgica tecidular, previne contracturas, melhora a mobilidade articular
e reduz a tensdo muscular), a magnetoterapia (indicada em casos em que é necessario
estimular a regeneracdo dos tecidos), diatermia com radiofrequéncia direccionada (permite,
ndo sO evitar contracturas, fibroses a nivel do sistema musculo-tendinoso, como recuperar
fibroses musculares) e as ondas choque (utilizadas para aumentar a mobilidade e reduzir a dor

em doentes com displasia da anca, do cotovelo ou osteoartrite).
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1.3.4. Medicina preventiva

As consultas de medicina preventiva representam uma area fundamental, quer para a
salde animal, quer para a salde publica. Esta engloba a vacinacdo, a desparasitacdo e a
aplicacdo de identificacdo electronica, representando menor casuistica, quando comparada
com as restantes areas. Como € possivel verificar na tabela 5, de entre as consultas assistidas
pela autora, o acto da desparasitacdo foi o procedimento mais frequente em ambas as
espécies.

Tabela 5 — Distribuicéo da casuistica na area da medicina preventiva.

Medicina Cées Gatos Total
Preventiva
Fi Fi F Fr[%]
Desparasitagédo 54 31 85 61,15
Vacinacao 33 21 54 38,85
Total 87 52 139 100,00

Fi— frequéncia absoluta; F, — frequéncia relativa

1.3.5. Medicina de urgéncia

A abordagem a medicina de urgéncia, ao longo do periodo de estagio, foi
possibilitada através da elevada casuistica observada nesta area, como se pode
constatar na figura 2.

As urgéncias mais relevantes foram as de origem respiratéria, bem como
traumatica (politraumatizados) e neuroldgica (maioritariamente convulsdes), tendo-
se, ainda, observado diversos casos de intoxicacdo e, em menor nimero, casos de

obstrucdo urinaria.

Urgéncias gatos 45

Urgéncias cées 55

Figura 2 — Distribuigdo da casuistica na area da medicina de urgéncias.

24



1. Anaplasma phagocytophilum: Repercussdo da infeccdo da
fauna silvestre em cées e gatos de uma zona endémica

1. Introducao

1.1. Agente

Os microrganismos que provocam a Anaplasmose sdo bactérias gram negativas, com uma
forma cocobacilar a pleomorfica, (de aproximadamente 0,2-1,0um de didmetro). Estes sdo
agentes intracelulares obrigatérios que apresentam tropismo para células sanguineas de
vertebrados, no interior das quais formam microcol6nias denominadas de moérulas (Dumler et
al., 2001; Carrade et al., 2009; Novékova e Vichov4, 2010; Diniz & Breitschwerdt, 2012;
Silveira et al., 2015;). Estdo classificados na familia Anaplasmataceae, reconhecendo-se
presentemente seis espécies a integrar o género Anaplasma: A. bovis, A. centrale, A.
marginale, A. phagocytophilum, A. platys e A. ovis (Dumler, et al., 2001; Carrade et al., 2009;
Silaghi et al., 2017). Anaplasma phagocytophilum destaca-se neste grupo pelo seu potencial
zoon6tico sendo considerado um agente emergente transmitido por ixodideos, vulgarmente
designados por carragas (Silaghi et al., 2017).

Até 2001, A. phagocytophilum pertencia ao género Ehrlichia e englobava E.
phagocytophila - agente da febre da carraga em bovinos, ovinos, caprinos, E. equi - agente da
Ehrlichiose granulocitica equina e o agente da Ehrlichiose granulocitica humana (agente
EGH) (Hodzic et al., 1998; Dumler et al., 2001). A reorganizacdo da classificacdo
taxondémica dos membros da ordem Rickettsiales, em particular da familia Anaplasmataceae
levou a inclusdo destes agentes numa Unica espécie. Actualmente A. phagocytophilum integra
como uma espécie Unica os agentes que anteriormente eram denominados por E. equi, E.
phagocytophila e agente da EGH (Dumler, et al., 2001; Novéakova & Vichova, 2010;
Woldehiwet, 2010).

Relativamente a patogenia, esta ainda ndo se encontra perfeitamente esclarecida. Sabe-se
que a transmissdo de A. phagocytophilum ao hospedeiro mamifero, ocorre durante a refeigcdo
sanguinea de um ixodideo infectado, num tempo minimo de 24 e até 48 horas apos a
exposicao a ixodideos, disseminando-se 0 organismo atraves do sangue ou da linfa. Este € um

agente que apresenta tropismo para os leucocitos polimorfonucleados, formando morulas no

25



interior de neutrofilos (Diniz & Breitschwerdt, 2012; Silveira et al.,, 2015). A.
phagocytophilum possui, também, a capacidade de infectar células endoteliais (Munderloh et
al., 2004) e células da linhagem megacariocitica (Granick et al., 2008) Estas Ultimas poderdo
servir de reservatorios celulares para a transferéncia célula a célula e infec¢do de neutrofilos
no sangue periférico (Carrade et al., 2009). O periodo de incubacéo pode variar entre uma a
duas semanas (Woldehiwet, 2010).

1.2. Epidemiologia

A anaplasmose granulocitica foi descrita pela primeira vez em 1932, em ovinos na
Escocia, associada a parasitacdo pela carraca Ixodes ricinus e descrita, posteriormente, em
cavalos, caes, gatos, cabras, camelos e humanos (Gordon et al., 1932). No ano de 1994, nos
Estados Unidos da América (EUA), foi diagnosticada pela primeira vez em humanos (Sainz et
al., 2015). Actualmente, a anaplasmose granulocitica é considerada uma doenga zoondtica de
elevado risco para a satde publica (Dumler et al, 2001).

A. phagocytophilum tem sido detectado em mamiferos e ixodideos em praticamente
todos os paises da Europa. Na Alemanha, é referido como um dos mais importantes agentes
zoondticos transmitidos por ixodideos (Kohn, 2008). Casos de infeccdo por este
microrganismo tém sido descritos em cdes, gatos, asininos, cavalos, pequenos e grandes
ruminantes domésticos, humanos (Stuen, 2007; Ebani, et al., 2008; Savidge et al., 2015) e em
espécies de animais silvaticos (Blanco e Oteo, 2002). O cdo e 0 Homem sdo considerados
hospedeiros acidentais desta espécie (Carrade et al., 2009). A presenca de A.
phagocytophilum foi, também, assinalada em ixodideos a parasitar aves migratorias o que
pode contribuir para aumentar o seu potencial de dispersdo e o risco de infeccdo em animais
domeésticos e humanos (Leblond et al., 2005; Inokuma, 2007; Stuen, 2007).

A seroprevaléncia descrita sugere diferente exposicéo a A. phagocytophilum, variando de
acordo com a populacdo estudada e area geografica. Na America do Norte, foram descritas,
através do método ELISA, seroprevaléncias variando entre 0s 0% e 0s 55% em cdes de oito
pequenas cidades do norte da Califérnia (Carrade et al., 2009). A nivel Europeu, mais
precisamente na Suica, a pesquisa de anticorpos em 996 cées recorrendo a imunofluorescéncia
indirecta (IFA) indicou uma seroprevaléncia de 7,5% (Pusterla et al., 1999), enquanto na
Alemanha foi de 50,1% (1124 cées em estudo por IFA) (Barutzki et al., 2006).
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A doenca no Homem € de notificacdo obrigatoria nos EUA desde 1999 e esta no ranking
das 30 mais importantes patologias infecciosas pelo numero de casos registados anualmente e
declarados ao CDC (do inglés Centers for Disease Control and Prevention). No velho
continente o nimero de casos de Anaplasmose em humanos é bastante menor, ocorrendo
sobretudo nos paises da Europa do norte e central, como Eslovénia e Suécia, os estudos de
seroprevaléncia apontam, contudo, para que a infeccdo humana possa ser mais frequente do
que o esperado com base no nimero de casos de doenca, possivelmente como o resultado de
infeccbes assintomaticas ou subclinicas. Em quatro estudos seroldgicos prospectivos, foram
mesmo detectadas seroconversdes em 11% dos individuos com elevado grau de exposicédo a
ixodideos, ainda que sem evidéncia de doenca clinica (Santos, 2007). Anticorpos anti-A.
phagocytophilum tém sido descritos ndo s6 em areas endémicas mas, também, em regides
onde a doenga ainda ndo foi identificada com prevaléncias a variar 0 a 25% (Santos, 2007).
Em Portugal, até a data, ainda ndo foi descrito nenhum caso de Anaplasmose Granulocitica
Canina (AGC) ou a deteccdo de Acido Desoxirribonucleico (ADN) de A. phagocytophilum
em cdes ou humanos. Num estudo conduzido na regido do Algarve, em 55 cdes com suspeita
de doenca transmitida por ixodideos (DTI) testados por IFA e PCR, 54,5% foram
seropositivos e cinco preencheram os critérios serologicos para infec¢do activa, embora
apenas ADN de A. platys tenha sido identificado no sangue (Santos et al., 2006; Santos et al.,
2009a). Foi, ainda, descrita seropositividade em 31 de 792 humanos (3,9%), por
imunofluorescéncia indirecta, embora ndo tenha sido confirmado nenhum caso por Reac¢éo
em Cadeia da Polimerase (PCR do inglés Polimerase Chain Reaction) ou isolamento do
agente (Santos et al., 2009c).

Num estudo decorrido em 366 cdes que visitaram 78 clinicas veterindrias distribuidas por
Espanha, Italia e Portugal, ndo foi detectado ADN de A. phagocytophilum em nenhuma das
amostras obtidas (René-Martellet et al., 2015). Dada a existéncia de reaccGes seroldgicas
cruzadas com A. platys, torna-se dificil obter uma evidéncia clara entre a seroprevaléncia e a
exposicao de cdes a A. phagocytophilum, em areas onde o primeiro é prevalente (Gravino et
al., 1997; Dondi et al., 2014).

1.2.1. Vectores

A transmissdo de A. phagocytophilum estd principalmente associada a actividade

parasitaria de ixodideos do género Ixodes, quer no estado de ninfa, quer no estado de adultos
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(Nicholson et al., 2010; Day, 2011). No entanto, estdo também descritas outras vias de
transmissdo da bactéria, como a transmissdo perinatal, transfusional e transplante de 6rgaos
no homem (Assi et al., 2007; Kohn et al., 2008; Shields et al., 2015), e a infeccdo
transplacentaria em bovinos (Kohn et al., 2008). Recentemente foi descrita a infecgéo
perinatal com A. phagocytophilum numa cadela, nos EUA, com fetos mumificados retidos; no
entanto, ndo foi documentada evidéncia de infeccdo nos cachorros sobreviventes (Plier et al.,
2009).

Nos EUA, os principais vectores de A. phagocytophilum sdo ixodideos pertencentes a
espeécie |. scapularis e 1. pacificus. Na Europa, o principal vector pertence a espécie I. ricinus,
embora na Europa de Leste e Asia, o papel preponderante seja atribuido & espécie I.
persulcatus (Inokuma 2007; Foley et al., 2008; Novakova e Vichova, 2010). Em Portugal
foram identificadas variantes de A. phagocytophilum em 1. ricinus e I. ventalloi (Santos et al.,
2005; Santos et al., 2009d). Novékova & Vichov4, (2010) demonstraram que, para além do
género Ixodes, a infeccdo por A. phagocytophilum esta, também, associada a outros ixodideos,
nomeadamente Dermacentor spp. e Rhiphicephalus sanguineus, embora a sua importancia
epidemioldgica esteja, ainda, pouco esclarecida.

A prevaléncia de A. phagocytophilum em I. ricinus varia geograficamente e depende da
presenca de hospedeiros reservatorios. Na Europa, tém sido descritas prevaléncias entre 0s
0,4% a 66,7%, tendo a bactéria sido detectada, mais frequentemente, em ixodideos adultos do
que em ninfas. Este facto pode ser explicado pelo ciclo natural da bactéria, em que 0s
principais reservatorios sdo grandes mamiferos silvestres, considerados reservatorios
potenciais para este agente patogénico (Novakova & Vichova, 2010). Outros estudos referem
que as taxas de infeccdo a nivel da Europa em I. ricinus poderdo atingir os 21% em areas
endémicas (Claerebout et al., 2013; Krol et al., 2016; Didyk et al., 2017). Em Portugal, num
estudo em que foram analisados 2006 ixodideos recorrendo a PCR, detectaram-se duas
espécies portadoras de A. phagocytophilum, 1. ricinus (6/142) e 1. ventalloi (3/144),
constituindo, assim, a primeira evidéncia da presenca do agente no nosso pais, tanto na llha da
Madeira como no continente (Santos et al., 2004). Este trabalho também constituiu o primeiro
registo a nivel mundial da infeccdo de ixodideos da espécie 1. ventalloi por A.
phagocytophilum, na regido de SetUbal e Santarém. As prevaléncias de infeccdo encontradas
variaram entre o0s 0,3% e 10,3% para I. ricinus e 2,1% para I. ventalloi (Santos et al., 2004; de
Carvalho et al., 2008; Santos et al., 2009b; Santos et al., 2009c; Santos et al., 2009d; Santos-
Silva et al., 2011).
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Em Portugal, estdo actualmente descritas 11 espécies de Ixodes: I. acuminatus, I.
arboricola, 1. bivari, I. canisuga, I. frontalis, 1. hexagonus, l.inopinatus, I ricinus, I. simplex,
I. ventalloi e I. vespertillionis (Estrada-Pefia, 2014; Estrada-Pefia, 2017). Destas, I. ricinus é o
principal ixodideo encontrado a parasitar o homem, tendo sido também encontrado a parasitar
outras 28 especies animais, incluindo animais de companhia e de interesse pecuario,
ocorrendo em todos os distritos do Pais (Santos-Silva et al., 2011; Santos-Silva et al., 2017).
Quanto a segunda espécie associada a A. phagocytophilum no nosso pais - I. ventalloi, ndo se
trata de um ixodideo tdo frequente como o anterior, embora ja tenha sido descrito em 12
espécies animais, incluindo animais de companhia (principalmente gatos) e também no
Homem (Santos-Silva et al., 2011; Santos-Silva et al., 2017)

A semelhanca dos outros ixodideos, os membros do género Ixodes apresentam um ciclo
de vida constituido por quatro formas evolutivas: ovo, larva, ninfa e adultos (machos e
fémeas). Apos a eclosdo, a larva s evolui para ninfa e desta para adulto ap6s a ingestdo de
sangue, com a realizacdo de uma unica refeicdo em cada uma das fases e a qual se segue um
periodo de metamorfose, designado de muda ou ecdise. Nas formas adultas os machos podem
ingerir uma pequena quantidade de sangue ou nem sequer se alimentar morrendo apds o
acasalamento. Por seu turno as fémeas fecundadas ingerem uma grande quantidade de sangue,
importante para a maturacdo dos ovos, soltando-se do hospedeiro para realizar a postura no
solo morrendo em seguida. Embora ndo esteja totalmente esclarecido se ocorre transmissao de
A. phagocytophilum por via transovarica, ou seja da fémea para 0s seus ovos, esta hipotese é
apontada como pouco provavel (McQuiston, et al., 2003). Deste modo, as larvas ou as ninfas
sO serdo infectadas ao ingerirem sangue de animais infectados transmitindo, assim, a bactéria
aos estadios sucessivos (ninfa e adulto), denominando-se este processo por transmissdo
transestadial. Desta forma, para que seja perpetuado o ciclo de transmisséo de A.
phagocytophilum na natureza, é necessario a existéncia de hospedeiro reservatorio (Rizolli et
al., 2014).

O clima é um factor importante na distribuicdo espacial e temporal dos vectores e
agentes patogenicos, verificando-se que as alteracfes climaticas ttm um impacto importante
na ecologia das populacbes de vectores, provocando uma variagdo na incidéncia e uma
alteracdo na sazonalidade das doencas associadas aos mesmos (Santos-Silva et al., 2011). Em
Portugal, I. ricinus adultos podem estar activos todo o ano, em especial durante o
Outono/Inverno, enquanto as formas imaturas (larvas e ninfas) tém maior actividade na
Primavera/Verao (Santos-Silva et al., 2018).
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1.2.2. Reservatérios

Os animais silvestres podem albergar uma elevada densidade de artrépodes/ixodideos
que podem transmitir varios agentes patogenicos, entre eles, virus, bactérias e parasitas. Além
da sua importancia na area da veterinaria, muitos desses agentes podem também afectar a
populacdo humana, como resultado do seu potencial zoonético. Assim, a gestao desta situacéo
exige uma abordagem de Sadde Unica (do inglés, One Health), tornando-se fundamental o
aumento da consciencializagcdo sobre a sua presenca, ndo s6 a médicos veterindrios mas a
populacdo em geral (Dantas-Torres, 2012).

Pensa-se que os hospedeiros/reservatorios de A. phagocytophilum, possam variar de
acordo com a area geografica, assim como a incidéncia do agente e o seu potencial
patogénico. Esta variacdo esta directamente relacionada com a estirpe ou variante de A.
phagocytophilum, com a sua capacidade de adaptacdo ao reservatorio/hospedeiro e com 0s
vectores presentes em dada area (Woldehiwet, 2010).

Existem evidéncias de que A. phagocytophilum pode ser introduzido em novas zonas
através das aves migratdrias ou espécies autoctones como referido no estudo de Leblond et al.
(2005). Segundo este autor, pequenos canais ou fossas e zonas humidas, podem tornar-se
favoraveis a concentracdo de aves e introducdo dos ixodideos por estas transportados,
promovendo também o contacto destes Gltimos com outros animais (como roedores, cavalos e
pequenos mamiferos reservatorios acidentais) estabelecendo assim novos ciclos do agente.

Os ungulados e roedores silvaticos sdo considerados hospedeiros e, simultaneamente,
reservatorios de A. phagocytophilum (Novakova & Vichov4, 2010). Os ruminantes
domeésticos sdo susceptiveis a doenca, ocorrendo esta, mais frequentemente, em pequenos
ruminantes na Asia e na Europa (Lillini et al., 2006; Matsumoto et al., 2006; Ebani et al.,
2008). Estes animais tornam-se persistentemente infectados, podendo ter um papel importante
enquanto hospedeiros reservatérios (Matsumoto et al., 2006), a semelhanca dos javalis que,
apresentam infeccBes assintomaticas por A. phagocytophilum tornando-se persistentemente
infectados (de la Fuente, 2012; Galindo et al., 2012).

Em Portugal foi detectada seropositividade em roedores Mus spretus (Santos et al.,
2009b), prevaléncia de infeccdo num lagarto Teira dugesii (de Sousa et al., 2012) e em
veados vermelhos Cervus elaphus, com uma estirpe idéntica a encontrada anteriormente em
roedores europeus e asiaticos (Pereira et al., 2016). Nos javalis (Sus scrofa) tém sido descritas
taxas de infeccdo, detectadas por PCR, variando entre 6,2% a 14,3% no Japdo e em paises
europeus (Strasek et al., 2009; Masuzawa et al., 2011; Michalik et al., 2012; Kiss et al., 2014;
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Nahayo et al., 2014; Silaghi et al., 2014). A. phagocytophilum tem sido descrito com baixa
prevaléncia em javalis na Republica Checa (Hulinska, 2004) e na Eslovénia confirmados pela
técnica molecular PCR nested (Strasek et al., 2009). Recentemente, foi detectada, por PCR,
na Polonia uma prevaléncia de 12% em javalis (Michalik, 2012). As sequéncias de A.
phagocytophilum encontradas em javalis, na Eslovénia e na Poldnia, foram idénticas as
sequéncias associadas a casos clinicos humanos e encontradas em . ricinus (Strasek et al.,
2009; Michalik et al., 2012).

O incremento das populagdes silvestres, com o consequente favorecimento do contacto
entre animais silvestres, animais domésticos e a populacdo humana, determina um maior risco
de doencas zoonoOticas e doencas associadas a vectores, nomeadamente ixodideos,
representando um desafio a implementacdo de medidas de vigilancia e de controlo (Gortazar
et al., 2007). Devido ao seu nimero crescente, 0s javalis causam sérias perdas econdémicas,
havendo um risco de disseminacdo de varias doencas (Laddomada, 2000). Na regido da
Arréabida, a populacdo de javalis tem vindo a aproximar-se das zonas peri-urbanas e urbanas,
com o intuito de procurar agua e alimentos, aumentando assim o potencial risco de doencas

zoondticas (Apéndice I1).

1.3. Sinais Clinicos

A maioria dos cédes naturalmente infectados por A. phagocytophilum ndo apresenta sinais
clinicos ou apresenta, apenas, uma doenca de caracter auto-limitante (Carrade et al., 2009).
Entre os sinais clinicos mais frequentemente observados, incluem-se a letargia e hipertermia,
ocorrendo geralmente ap6s um periodo de incubagdo de uma a duas semanas (Greig et al.,
1996; Poitout, 2005; Kohn, 2008; Carrade et al., 2009; Berzina & Matise, 2013). Inapeténcia,
depressdo, anorexia, mucosas palidas associadas a anemia e sinais musculo-esqueléticos,
nomeadamente relutdncia ao movimento, ataxia, dor articular e claudicacao sdo, igualmente,
sinais clinicos ndo especificos da doenca frequentemente observados (Greig et al., 1996;
Egenvall et al., 2000; Poitout et al., 2005; Kohn et al., 2008; Carrade et al., 2009; Dondi et
al., 2014). A claudicacéo, por vezes, é resultado da poliartrite neutrofilica, apresentando o
animal edema das articulagdes, presenca de dor e rigidez muscular de um ou multiplos
membros (Greig et al., 1996; Egenvall et al., 1997; Pusterla, 1999; Cardoso et al., 2012).
Podem ser, ainda, registados com menor frequéncia tosse ligeira ndo produtiva, uveite,

polidipsia, sinais gastrintestinais como vomitos e diarreia, esplenomegalia, hepatomegalia,
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linfadenomegalia e hemorragias manifestadas atraves de petéquias, epistaxis, hematdria,
melena e mucosas palidas (Greig et al., 1996; Pusterla, 1999; Egenvall et al., 2000; Lester,
2005; Poitout, 2005; Kohn, 2008; Cockwill, 2009; Silaghi et al., 2011). Os sinais
neuroldgicos sdo incomuns, embora ja tenham sido descritas convulsdes, ataxia, défices
proprioceptivos e disfuncdo do sistema nervoso que poderdo ndo estar directamente
relacionados com anaplasmose, mas sim com outra doenga concomitante (Greig et al., 1996;
Egenvall et al., 2000; Cockwill, 2009).

Em gatos, os primeiros casos descritos apresentaram-se com quadros de letargia,
anorexia, hipertermia e desidratacdo, incluindo nas alteracGes laboratoriais neutrofilia e
linfopenia (Greig et al., 1996; Kohn, 2008; Carrade et al., 2009; Granick, 2009; Lappin et al.,
2015). Em alguns casos mais graves da doenca, para além da anemia hemolitica
imunomediada secundéria e trombocitopenia imunomediada, pode desenvolver-se meningite e
endocardite (Bexfield, 2005). Estes sinais clinicos podem ser acompanhados por alteracdes
hematoldgicas e bioquimicas, tais como trombocitopénia, anemia, leucopeénia,
hipoalbuminemia, hipoproteinémia, hiperglobulinémia, hiperbilirrubinémia e aumento da
actividade sérica das enzimas hepéticas (Dumler, 2001; Kohn, 2008; Carrade et al., 2009) e
da fosfatase alcalina (Greig, 1996; Kohn, 2008).

A doenca causada em humanos, cada vez mais reconhecida globalmente, (Ybafiez e
Inokuma, 2016) denomina-se por Anaplasmose Granulocitica Humana e manifesta-se como
uma sindrome febril inespecifica apds mordida do ixodideo infectado. Em geral, os doentes
apresentam hipertermia, dor de cabeca e mialgias generalizadas (Stuen et al., 2013). A maior
parte das infeccBes em humanos resulta numa infeccdo ligeira ou sem manifestacdes clinicas.
Como mencionado anteriormente estes casos ocorrem sobretudo nos EUA e registam uma
taxa de hospitalizacdo de 36%, dos quais 7% necessitam de cuidados intensivos, embora a
taxa de letalidade seja inferior a 1%. (Stuen et al., 2013). A transmissé@o nosocomial de A.
phagocytophilum foi descrita na China, embora seja, ainda, controversa (Zhang et al., 2008;
Silaghi et al, 2017). Em Portugal, em humanos, foi descrita, através do método de
imunofluorescéncia indirecta, seropositividade em 31 de 792 humanos, correspondendo a

3,9% embora ainda ndo tenham sido confirmadas infecgdes activas (Santos et al., 2009c).
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1.4. Diagnadstico

Existem varios métodos laboratoriais directos e indirectos utilizados no diagndstico das
patologias associadas a vectores, neste caso concreto infeccdes por A. phagocytrophilum.

Os métodos laboratoriais directos e conforme resumidos no trabalho de Silaghi et al.
(2017) baseiam-se: i) na visualizacdo de morulas A. phagocytophilum por microscopia optica
(com a andlise de esfregacos do concentrado leucocitario, do inglés, buffy coat, obtido de
amostras de sangue periférico ou com a analise de amostras de tecidos corados com
Romanovsky ou Giemsa); ii) no isolamento do agente em cultura celular (com inoculacédo
directa de amostras de buffy coat ou de tecidos em linhas célulares de tipo HL60); iii) na
deteccdo de acidos nucleicos do agente recorrendo a PCR.

Os metodos indirectos baseiam-se na deteccdo de anticorpos especificos em soro e
plasma, recorrendo a técnicas como a imunofluorescéncia indirecta (IFA, do inglés “Indirect
Immunofluorescent Antibody”), Western immunoblot (WB) e o Ensaio de Imunoabsor¢édo
Enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent Assay”) (Carrade et al.,
2009).

Em termos praticos o diagnostico deve basear-se na anamnese, na informacéo sobre a
residéncia do animal em &rea endémica, a estacdo do ano em que o vector estd mais activo e a
presenca ou ndo de ixodideos, nos sinais clinicos, nas alteracbes hematoldgicas, na
identificacdo do agente em neutréfilos circulantes (na fase aguda da doenca), na deteccdo de
anticorpos anti- A. phagocytophilum e na identificagdo de ADN do agente por PCR (Pusterla,
1999; Egenvall et al., 2000; Kirtz et al., 2005, Kohn et al., 2011).

Os testes seroldgicos de ELISA e WB sdo Uteis para a deteccdo de anticorpos, mas, por
rotina, 0 método de eleicdo é a IFA (Greig & Armstrong, 2006; Carrade et al., 2009; Santos et
al., 2009a). No entanto, este teste apresenta limitacbes devido a reacgbes cruzadas,
principalmente, entre espécies do mesmo género mas, também, entre A. phagocytophilum e E.
canis (Greig & Armstrong, 2006). A técnica de IFA associada a PCR ultrapassa essa
limitacdo e demonstra a presencga de infecgédo activa (Santos et al., 2009a).

A deteccdo molecular, por PCR, tem-se revelado bastante util dada a sua elevada
especificidade e sensibilidade, tanto no contexto clinico como de investigacao epidemioldgica
(para identificacdo de vectores e reservatorios do agente). Esta permite detectar a doenga na
fase aguda, ainda no periodo de pré-paténcia dos anticorpos, possibilitando, também, a
identificacdo especifica do agente causal por sequenciacdo (Carrade et al., 2009; Sainz et al.,
2015). Sangue periférico em EDTA € a amostra ideal para a técnica de PCR em animais
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sintomaticos (Diniz & Breitschwerdt, 2012; Sainz et al., 2015), No caso dos animais
reservatorios assintomaticos, outros 6rgaos poderao ser mais relevantes, como por exemplo, 0
baco e o figado (Silaghi et al., 2017). Entre os alvos moleculares mais usados para a pesquisa
de Anaplasma spp., destacam-se 0 16S rADN (rrs), a proteina de choque térmico (groEL), a
enzima citrato sintase (gltA) e proteinas de superficie ou major surface protein (msp2, msp4).
Em termos de sensibilidade da técnica, as abordagens que usando genes com cOpia multipla,
como os genes que codificam as proteinas de superficie mps, sdo preferiveis aos de copia
Unica. Para comparacdo de sequéncias, as abordagens mais conservadoras ou mediamente
conservadores com base nos genes que codificam 16S rDNA e groEL sdo consideradas a
melhor opc¢do. Continuam a ser realizadas rea¢es de PCR em formato convencional e nested,
embora estas tenham vindo a ser progressivamente substituidas pela PCR em tempo real,
menos propensa a contaminacdo, menos demorada e mais sensivel. No entanto, a confirmacéo
adicional de resultados positivos por sequenciacdo continua a ser requisito indispensavel
(Silaghi et al., 2017).

1.5. Prevencao e tratamento

A melhor profilaxia destas doencas assenta na utilizacdo de antiparasitarios externos
em cdes e outros animais de companhia, de modo a prevenir e controlar os ectoparasitas,
nomeadamente os ixodideos. Para tal, utiliza-se uma combinacdo de varios principios activos
como imidaclopride, permetrina, fipronil e (S)-metopreno (Carrade, et al., 2009). Esta
prevencdo deve ser feita especialmente, nos meses de maior prevaléncia de ectoparasitas
hematdfagos, prevenindo a transmissdo de A. phagocytophilum. (Dantas-Torres, 2008). Os
resultados observam-se até 25 dias ap6s a aplicacdo do antiparasitario (Carrade et al., 2009).

Actualmente, com base em estudos recentes, existe outro principio activo — Sarolaner —,
sob a forma de comprimidos mastigaveis altamente palataveis, eficaz na prevencdo de 10
especies de artropodes, incluindo I. ricinus, que ap6s administracdo mantém a sua actividade,
pelo menos até cinco semanas. Estudos controlados em laboratério demonstraram, pelo
menos, 99,4% de eficacia nas 48 horas ap6s administracdo de um comprimido por via oral
(PO, do latim "Per Os”) na dose de 2mg/kg (Becskei et al., 2017; Packianathan et al., 2017,
Zoetis, 2018).

O tratamento de eleicdo para a anaplasmose granulocitica em cées consiste na

administracdo de um antibiotico do grupo das tetraciclinas, a doxiciclina, na dose de 5 mg/kg,
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PO, duas vezes por dia (BID, do latim “Bis in die”’), com duracdo de duas semanas, sendo
que a maioria dos cées apresenta melhoras clinicas 24 a 48 horas ap0s o inicio da

antibioterapia (Carrade et al., 2009).

Com a presente dissertacdo pretendeu-se investigar a presenca de infecgcdes pelo agente
A. phagocytophilum e as suas implicacGes em termos epidemioldgicos, uma vez que apresenta
elevado risco para a satde publica.

Este estudo teve como alvo, animais de companhia, com suspeita de doenca associada a
ixodideos e residentes em Azeitdo, uma das areas afectadas pelo aumento da populacdo de
javalis. A investigacao foi complementada com a captura de ixodideos no PNSA e, ainda, de
amostras de javalis obtidas ao abrigo do programa de controlo populacional do ICNF. Nas
amostras em estudo foi realizada a pesquisa, por PCR convencional e em tempo real, de ADN
bacteriano com o0 objectivo de investigar as repercussdes da infeccdo da fauna silvestre na

sanidade de cdes e gatos desta zona endémica.
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2. Material e Métodos

2.1. Populacdo em estudo

2.1.1. Animais de companhia

No presente estudo foram incluidos animais de companhia que, no periodo
compreendido entre Maio de 2017 e Fevereiro de 2018, visitaram o HVA com sinais
clinicos suspeitos de doenca associada a ixodideos.

Como critérios clinicos de inclusdo consideraram-se a hipertermia, mucosas palidas
com associagdo a anemia, disturbios gastrintestinais, acompanhados de diarreia com ou sem
presenca de sangue, vomitos, anorexia e hemorragias nasais uni ou bilaterais. Foram, ainda,
incluidos animais com alteracdo dos parametros sanguineos tais como diminuigdo
quantitativa das plaquetas e dos leucdcitos. Como critérios epidemiolégicos de inclusdo
consideraram-se a exposicdo a ixodideos, o local de habitacdo do animal, quando
exclusivamente no exterior ou no interior de uma habitacdo mas com acesso ao exterior,
e/ou eventuais passeios em localidades da regido do PNSA, onde se verifica a presenca de
javalis.

De cada animal incluido no estudo foi obtida uma amostra de sangue total. A colheita
foi realizada por puncdo da veia cefalica ou jugular e, mais raramente, da veia femoral em
casos de animais hipotensos, de acordo com a rotina hospitalar. A amostra de sangue foi de
imediato transferida para tubos com anticoagulante EDTA, devidamente identificados com a
espécie, nome do animal, data da colheita, cédigo numérico e conservada a -20°C até se
proceder a extraccdo de ADN.

Os animais em estudo foram, ainda, inspeccionados para a presenca de ixodideos.
Todos os espécimes removidos foram colocados em tubos secos, devidamente identificados
com o0 nome e codigo numérico do animal e armazenados como anteriormente descrito até
serem processados.

Todas as colheitas foram realizadas no &mbito da avaliacdo laboratorial de rotina ou
para diagnostico de doenca, tendo as amostras de sangue sido, posteriormente, utilizadas
para este estudo, mediante obtencdo de consentimento informado dos tutores. Para cada
animal, no momento da colheita de sangue, foi, também, feito o preenchimento de um

formulario com dados epidemiolégicos (Apéndice I).
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Este procedimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal da FMV-
ULHT.

2.1.2. Javalis

Foram, considerados neste trabalho javalis abatidos em igual periodo no PNSA, por
cacadores autorizados pelo Instituto da Conservagdo da Natureza e das Florestas (ICNF).
Para o estudo foram utilizadas amostras de baco e figado, recolhidas no dia seguinte ao
abate dos animais, durante a sua evisceragdo. As amostras recolhidas foram acondicionadas
em tubos secos, devidamente identificadas e separadas por individuo e natureza da amostra.
Todo este material bioldgico foi conservado, preferencialmente, a -20°C (embora ndo seja
possivel garantir que esta condi¢do tenha sido sempre assegurada) e transportado, tdo breve
quanto possivel, para o laboratério do CEVDI, onde foi conservado a -80°C até a extrac¢ao
de ADN.

A semelhanca dos animais de companhia, todos os javalis capturados foram
inspeccionados para a presenca de ixodideos. Todos 0s espécimes removidos foram
colocados em tubos secos, devidamente identificados com o codigo numérico do animal,
datados e armazenados com as restantes amostras bioldgicas, até encaminhamento para o

laboratdrio. No CEVDI, foram conservados a -20°C até processamento.

2.1.3. Ixodideos

Relativamente aos ixodideos, estes foram obtidos em duas fases distintas: na fase
parasitaria e na fase de vida livre.

Os ixodideos em fase parasitaria foram obtidos dos animais que se apresentaram no
HVA e que satisfizeram os critérios de inclusdo, bem como de javalis capturados na area em
estudo, como ja descrito anteriormente.

Os ixodideos em fase de vida livre foram capturados na area do PNSA, em nove locais
seleccionados, preferencialmente em zonas peri-urbanas frequentadas por javalis e onde
ocorre a especie I. ricinus, vector principal de A. phagocytophilum.

A colheita foi executada recorrendo ao método da bandeira que corresponde ao
arrastamento de um pano turco branco com 1x1 m na vegetacdo herbacea mais alta

(“Flagging”) ou na vegetagdo rasteira que ocorre ao nivel do solo (“Dragging”). Esta técnica
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combinada permite capturar todas as fases de desenvolvimento dos ixodideos desde os
imaturos (larvas e ninfas) aos adultos (macho e fémeas).

Os ixodideos capturados na fase de vida livre foram, mantidos em tubos secos,
devidamente identificados, separados por area geogréafica e processados no dia posterior a
captura.

Todos os ixodideos incluidos neste estudo foram identificados ao género pela autora,

com base nas caracteristicas morfoldgicas externas, baseando-se em chaves pré-existentes
(Estrada-Pefa et al., 2017). A identificacdo especifica foi, posteriormente, confirmada pela

entomologista responsavel do CEVDI, Doutora Margarida Santos Silva.

2.2. Extraccdo de ADN total

2.2.1. Extraccdo de ADN de sangue total de animais de companhia

O ADN foi extraido a partir das amostras de sangue total usando o “ISOLATE II
Genomic ADN Kit” (Bioline®), de acordo com as instrucdes do fabricante, a seguir descritas:

1 - Pipetaram-se 100 pL de tampéo PBS, 25 pL de Proteinase K, 200 pL de tampéo
de lise G3 e 100 pL de sangue total para um microtubo de 1,5 mL devidamente
identificado;

2 - Incubou-se a amostra a 70°C em banho-maria (Precistern, P-selecta®), durante 15
minutos. De seguida, homogeneizou-se no vortex (Mixer, Citomed Labnet
Internacional, Inc.) durante 15 segundos e efectuou-se um short-spin numa
centrifuga (Galaxy, 14D, VWR®), para arrastar quaisquer goticulas existentes na
tampa antes de abrir o tubo;

3 - Adicionaram-se 210 pL de etanol (96-100%) a amostra, agitou-se no vortex
durante 15 segundos e efectuou-se novo short-spin da amostra na centrifuga;

4 - Transferiu-se todo o volume da amostra para a Spin Column D, coluna que é
fornecida pelo fabricante associada a um tubo colector, centrifugou-se a 13.000 g,
durante 1 minuto, e descartou-se o filtrado, reutilizando o tubo colector;

5 - De seguida, adicionaram-se 500 pL de tampdo GW1 e centrifugou-se a 13.000 g,
durante 1 minuto, e descartou-se novamente o filtrado, reutilizando o tubo
colector;

6 - Adicionaram-se 600 pL de tampdo GW2, centrifugou-se a 13.000 g, durante 1

minuto, descartou-se o filtrado e reutilizou-se o tubo colector;
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7 - De seguida, centrifugou-se durante 1 minuto a 13.000 g para remover etanol
residual. A coluna foi, entdo, transferida para um novo tubo de 1,5 mL e o ADN
foi eluido em 100 pL de &gua destilada pré-aquecida, apds incubacdo a
temperatura ambiente, durante 1 minuto, e posterior centrifugacdo a 13.000 g,
durante 1 minuto;

8 - Descartou-se a coluna e acondicionou-se o microtubo contendo o ADN eluido a -
20°C até realizacdo do PCR.

2.2.2. Extraccdo de ADN de tecidos de javalis

O ADN foi extraido a partir de amostras de baco e figado de javalis usando o “DNeasy
Blood & Tissue” (Qiagen®), de acordo com as instru¢fes do fabricante a seguir descritas:

1 - Numa camara de fluxo laminar (Faster BH-EN 2004), cortaram-se fragmentos de
baco e figado de pequenas dimensdes (de aproximadamente 25 mg) e colocaram-
se em tubos de 1,5 mL devidamente identificados;

2 - Adicionaram-se 180 uL de tampé&o ATL, 40 uL de Proteinase K e homogeneizou-
se a amostra no vortex, durante 15 segundos, com posterior short-spin;

3 - Realizou-se uma incubacédo a 56°C, durante a noite, para garantir a lise total dos
tecidos, recorrendo a utilizacdo de um termobloco (Grant Boekel);

4 - Homogeneizou-se a amostra no voértex, durante 15 segundos, com posterior short-
spin e adicionaram-se 200 uL de tamp&o AL;

5 - Homogeneizou-se, novamente, no vArtex com posterior short-Spin e adicionaram-
se 200 uL de etanol (96-100%);

6 - Voltou a homogeneizar-se a amostra no voértex, com posterior short-spin e
pipetou-se a totalidade do volume para a coluna “DNeasy Mini Spin”, coluna,
fornecida pelo fabricante, associada a um tubo colector de 2 mL;

7 - Centrifugou-se, durante 1 minuto, a > 6.000 g e descartou-se o filtrado e o tubo
colector, colocando a coluna num novo tubo colector de 2 mL;

8 - Adicionaram-se 500 puL de tampao AW1 e centrifugou-se, durante 1minuto, a >
6.000 g, reutilizando o tubo colector ap6s descartar o filtrado;

9 - Adicionaram-se 500 uL de tampdo AW2, centrifugou-se, durante 3 minutos, a
20.000 g e descartou-se o filtrado e o tubo colector;
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10 - Colocou-se a coluna “DNeasy Mini spin” em novo tubo de 1,5 mL
correctamente identificado. O ADN foi eluido em 100 pL de tampdo AE, apds
incubagdo a temperatura ambiente, durante 1 minuto, e posterior centrifugacéo a
> 6.000 g, durante 1 minuto;

11 - Descartou-se a coluna e acondicionou-se o tubo contendo ADN eluido a -20°C

até realizacdo do PCR.

2.2.3. Extraccéo de ADN de ixodideos

Antes de proceder a extraccdo de ADN, a superficie exterior dos ixodideos foi
descontaminada por imersdao em &lcool iodado (1g de iodo sublimado para 500 mL de etanol),
durante 5 minutos, passagem em agua destilada estéril, durante 5 minutos e secagem em papel
de filtro estéril. Os artropodes foram, entdo, colocados em microtubos de 1,5 mL,
devidamente identificados e processados individualmente, usando o método de hidrdlise de
amonia descrito por Schouls et al. (1999), de acordo com o seguinte protocolo:

1 - Na hotte quimica (Cruma, Alfagene®) preparou-se uma solucdo de hidroxido de
amonia 1,25% (9 mL de agua destilada ultra pura DNAse free + 1 ml de aménia
25%);

2 - Distribuiram-se 100 uL de solug¢do de hidroxido de amoénia 1,25% por cada tubo
contendo um ixodideo;

3 - Os tubos foram tapados, sujeitos a short-spin para garantir a completa imersao
dos ixodideos na solugcdo de amonia e colocados num termobloco (Grant Boekel)
a 100°C, durante 20 minutos;

4 - De seguida, arrefeceram-se os tubos colocando-os em gelo moido e foi realizado
um short-Spin para remocéo das goticulas existentes na tampa;

5 - Abriram-se os tubos e colocaram-se, novamente, no termobloco (Grant Boekel) a
90°C, durante 20 minutos, para evaporar a amonia;

6 - Por fim, guardaram-se os tubos contendo ADN a 4°C até realizagdo do PCR.

Depois de testado o0 ADN as amostras foram conservadas a -20°C.
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2.3.

Avaliacdo da qualidade do ADN extraido

2.3.1. Avaliacdo da integridade fisica do ADN extraido das amostras de céo,

ixodideos e javalis

A integridade fisica do ADN genomico extraido foi avaliada por electroforese em gel
agarose a 0,8% (m/v), em tampéo Tris-Borato (90mM) - EDTA (2mM), pH 8,3 (TBE 1x),
num sistema de electroforese horizontal (Enduro Horizontal Gel Box-Electrophoresis,

Labnet®), de acordo com o procedimento a seguir descrito:

1-

Para preparar um gel com 100 mL, numa balanca técnica (EK-600H, AND®),
pesaram-se para um erlenmeyer 0,8 g de agarose (SeaKem® LE Agarose,
Lonza®);

De seguida, adicionaram-se 100 mL de tampédo TBE 1x;

De seguida, montou-se o suporte do gel e inseriram-se 0s pentes para criar 0s
pocos no gel de agarose;

A solucdo preparada em 2) foi levada ao micro-ondas (700 watts) o tempo
necessario para garantir a completa fusdo da agarose, observada como um
liqguido homogéneo e de aspecto transltcido;

Antes de verter a solugdo para o suporte, arrefeceu-se agitando o erlenmeyer
debaixo de &gua corrente e adicionou-se GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium) ao
gel de agarose, numa proporcéo de 0,42 pL/100 mL de gel,

Colocou-se a solucdo de agarose no suporte e aguardou-se a sua polimerizacéo.
Concluida a polimerizacéo, o gel foi colocado numa tina de electroforese;
Colocou-se o tampéo TBE 1x na tina de electroforese até cobrir completamente
0S pogos do gel;

Prepararam-se as amostras a aplicar nos pogos do gel adicionando-se a 10 pL de
ADN, 2 uL de loading buffer [glicerol 30% (m/v) e azul de bromofenol 0,25%
(mV)];

Ap0s aplicacdo das amostras nos pocos do gel, ligou-se a fonte de alimentacao
(Pharmacia LKB-GPS 200/400) e realizou-se a electroforese a 100 volts (V),
durante 60 minutos.

Depois de concluida a migracdo, observou-se a integridade do ADN num
transiluminador UV (AlfaGene®), por emissdo de fluorescéncia do GelRed. O
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ADN foi considerado integro quando era observavel uma Unica banda de elevado

peso molecular.

2.3.2. Avaliacéo da presenca de inibidores nas amostras de ADN

Neste trabalho foram usados alvos moleculares especificos para cada grupo animal, com o
intuito de averiguar a presenca de eventuais inibidores nas amostras de ADN em estudo. A
Unica excepcao foram as amostras de javalis, grupo animal para o qual ndo existia protocolo

padronizado em nenhum dos laboratorios envolvidos.

2.3.2.1. Amplificacdo por PCR de um fragmento do gene #-actina canina

A auséncia de inibidores nas amostras de ADN de cdo foi avaliada por PCR
convencional através da amplificagdo de um fragmento com cerca de 300-bp do gene da f-
actina canina (Maia et al., 2010).

Por cada amostra em teste foi preparada uma mistura reaccional com um volume final
de 25 pL, contendo 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), que contém 1 mM da mistura de
desoxirribonucleésidos trifosfato (AINTP’s) e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCly), 1U de
MyTaq DNA Polimerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer, forward (B-ACT- Fw) e reverse
(B-ACT- Rev), 5 a 10 pL ADN genomico (até 100 ng de ADN) e agua desionizada estéril até
perfazer o volume final. Em cada reac¢do de PCR realizada, foram preparados e incluidos um
controlo positivo e um controlo negativo. Os primers utilizados e a sua sequéncia estdo
descritos na tabela 6.

A reaccdo de PCR foi efectuada num termociclador Rotor Gene-Q series.

(QUIAGEN®), de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 7.

Tabela 6 - Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene da g-actina (Maia et al.,
2010).

Primers Sequéncia (5°>3°)

B-ACT-Fw | TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA

B-ACT-Rev | CTAGAA GCATTG CGG TGG ACG ATG GAG GG
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Tabela 7- CondicGes da reac¢do de PCR para amplificacdo de um fragmento do gene da -

actina.
Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 7 minutos 1 ciclo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Ligacéo dos primers/Annealing 66°C 30 segundos 30 ciclos
Extenséo 72°C 30 segundos
Extensdo Final 72°C 7 minutos 1 ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 puL dos mesmos a
electroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em
2.3.1.

2.3.2.2. Amplificag¢do por PCR de um fragmento do gene 12S rADN de Ixodideos

A auséncia de inibidores nas amostras de ADN de ixodideos foi avaliada por PCR
convencional com a amplificacdo de um fragmento de 360-bp do gene 12S rADN destes
artrépodes (Beati e Keirans, 2001). Em alguns casos, esta técnica permitiu, também, fazer a
confirmacdo molecular da identificagdo especifica, apds sequenciacdo dos produtos de PCR
(técnica descrita mais a frente).

Por cada amostra em teste foi preparada uma mistura reaccional com um volume final de
25 UL contendo,1x TagMagster (5Prime), 1x Taq Buffer com Mg**, 0,6 mM de Cloreto de
magnésio (MgCl,), 0,2 mM de desoxirribonucledsidos trifosfato (AINTP’s), 1 uM de cada
primer, forward (T1B) e reverse (T2A), 1,25 U de Tag DNA polimerase (5Prime), 2,5 a 5L
ADN mitocondrial (até 150 ng de ADN), perfazendo o volume total com agua desionizada
estéril. Em cada reacdo de PCR realizada, foram preparados e incluidos um controlo positivo
e um controlo negativo. Os primers utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na tabela 8.

A reaccgéo de PCR foi efectuada num termociclador Rotor Gene-Q series. (QUIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 9.
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A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pL dos mesmos a

electroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em

2.3.1.

Tabela 8- Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo do gene 12S rADN (Beati e Keirans,

2001).
Primers Sequéncia (5°—>3°)
T1B AAACTAGGATTAGATACCCT
T2A AATGAGAGCGACGGGCGATGT

Tabela 9- CondicGes da reacgdo de PCR para amplificacdo de um fragmento do gene 12S rADN.

Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 94°C 5 minutos 1 ciclo
Desnaturacéo 94°C 15 segundos
Ligacdo dos primers/Annealing 51°C 30 segundos 5 ciclos
Extenséo 68°C 30 segundos
Desnaturacéo 94°C 15 segundos
Ligacdo dos primers/Annealing 53°C 30 segundos 25 ciclos
Extenséo 70°C 30 segundos
Extenséo Final 70°C 5 minutos 1 ciclo
2.4. Deteccdo molecular de ADN de Anaplasma spp.

Para a deteccdo de ADN de A. phagocytophilum nas amostras de sangue dos cées, nos

ixodideos e nos tecidos de javalis em estudo, foi realizado uma PCR convencional generica

complementada por uma PCR em tempo real especifica. A primeira, embora menos sensivel,

¢ mais abrangente, amplificando ADN de microrganismos pertencentes aos géneros
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Anaplasma e Ehrlichia (doravante mencionado como PCR Anaplasma/Ehrlichia). A segunda
é muito sensivel e especifica, amplificando, apenas, ADN de A. phagocytophilum.

A obtengdo de amostras positivas na PCR Anaplasma/Ehrlichia pressupbem a sua
posterior sequenciacdo, de forma a identificar a espécie do agente amplificado.

De modo a evitar contaminacGes das amostras com aerossois de ADN exdgeno,
procedeu-se a higienizacdo com lixivia a 10% das bancadas e do material a utilizar antes de
cada analise de PCR convencional e em tempo real, nomeadamente micropipetas automaticas,
suportes e a superficie exterior de mini centrifugas. De seguida, todos os materiais a utilizar,
foram submetidos a luz UV, numa camara de fluxo laminar Bio48M (Faster®), durante 20
minutos.

Sempre que possivel usaram-se pontas com filtro e salas adstritas a cada fase do
procedimento do PCR (preparacdo da mistura reaccional, adicdo do ADN em estudo, reac¢éo
de amplificacéo e electroforese).

2.4.1. PCR convencional para Anaplasma/Ehrlichia

Para a deteccdo de organismos pertencentes aos géneros Anaplasma e Ehrlichia, como
mencionado anteriormente, realizou-se a técnica de PCR convencional nas amostras de
sangue total de cées, nos ixodideos e nos tecidos de javalis, tendo como alvo molecular um
fragmento de, aproximadamente, 430-bp do gene 16S rADN (Maggi et al., 2006).

Por cada amostra em teste foi preparada uma mistura reaccional com um volume total de
25 uL, contendo 1x Mytaq Reaction Buffer (Bioline®), 12 pmol de cada primer, forward
(GEPs) e reverse (GEPas), 1 U de Mytag ADN polimerase (Bioline®), 5 a 10 pL (até 150 ng
de ADN) e agua desionizada estéril até perfazer o volume final. Para cada uma das reaccdes
de PCR realizadas foram preparados e incluidos um controlo positivo e um controlo negativo.

Os primers utlizados e a sua sequéncia encontram-se descritos na tabela 10.

Tabela 10- Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo do gene 16S rADN (Maggi et al.,

2006).
Primers Sequéncia (5°—>3°)
GEPs CTG GCG GCA AGC YTA ACA CAT GCA AGT CGA ACG GA
GEPas CTTCTRTRG GTACCG TCATTATCT TCCCYAYTG
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A reaccdo de PCR convencional foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series,

(QUIAGEN®), de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 11.

Tabela 11- Condigdes da reaccao de PCR para amplificagdo de um fragmento do gene 16S

rDNA de Anaplasma spp..
Temperatura Tempo Numero de ciclos

Desnaturacéo inicial 95°C 10 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 15 segundos
Ligacdo dos 60°C 15 segundos 55 Ciclos
primers/Annealing
Extenséo 72°C 15 segundos
Extenséo final 72°C 1 minuto 1 Ciclo

A visualizagdo dos produtos de PCR foi feita de submetendo 10 puL dos mesmos a
electroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em
2.3.1.

2.4.2. PCR em tempo real para A. phagocytophilum

Todas as amostras voltaram a ser testadas pela técnica de PCR em tempo real, tendo
como alvo molecular um fragmento de 77-bp do gene msp2 (Courtney et al., 2004).

Por cada amostra em teste foi preparada uma mistura reaccional com um volume final de
20 pL, contendo 1x LightCycler FastStart Tagman Master, 10 uM de cada primer, forward
(ApMSP2F) e reverse (APMSP2R), 4 uM da sonda ApMSP2P, 5 pL de ADN (até 150 ng de
ADN) e agua desionizada estéril até perfazer o volume total.

Neste protocolo, a mistura reaccional foi distribuida por capilares de vidro, que foram
posteriormente, selados e centrifugados (5415 R Labmetro, Eppendorf®) a 800 g durante 5
segundos antes da sua colocacgdo no termociclador LightCycler 2.0 (Roche). Em cada reacéo
de PCR realizada, foram preparados e incluidos um controlo positivo e um controlo negativo.
Os primers utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na tabela 12. Considerou-se como
critério de positividade um ponto de intersec¢do (CP, do inglés “Crossing Point””) menor ou

igual a 37, sendo considerada suspeita uma amostra com um CP entre 37 e 40.
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Tabela 12- Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene msp2 (Coutney et al.,

2004).
Primers Sequéncia (5°—>3°)
ApMSP2F ATGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT
ApMSP2R TTGGTCTT GAAGCGCTCGTA
ApMSP2P * TGGTGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG

*Sonda marcada na terminagdo 5°- 3'com FAM - TAMRA

Tabela 13- Condigdes da Reaccdo de PCR em Tempo Real.

Temperatura Tempo Numero de ciclos

Pré-incubacao 50°C 2 minutos 1 Ciclo
Incubacdo 95°C 15 minutos 1 Ciclo
Amplificacdo

Desnaturacéo 95°C 15 segundos

Ligacdo dos primers/annealing 60°C 35 segundos 45 ciclos

Extensédo 72°C 1 segundo
Cooling 40°C 30 segundos 1 ciclo

A temperatura de transi¢do foi de 20°C/segundo, seleccionando-se a quantificacdo como

modo de analise apenas na etapa da amplificacdo sendo a leitura da fluorescéncia efectuada

no final de cada ciclo (aquisition mode: single)

2.5. Purificacéo e sequenciagdo dos produtos de PCR

Para a purificacdo do ADN alvo adicionaram-se 2 pL de Exosap, 5 pL de produto de

PCR em cada microtubo, homogeneizou-se a amostra com short spin e incubou-se no

termociclador, de acordo com as condigdes descritas na tabela 14.

Tabela 14- Condigdes da purificacdo dos produtos de PCR

Temperatura
Incubacao 37°C
80°C

Tempo
15 minutos

15 minutos

NUmero de ciclos

1 ciclo
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Os produtos de PCR assim purificados, foram submetidos a reaccdo de sequenciacao
pelo método de Sanger. Por cada amostra em teste foram preparadas duas misturas
reaccionais (uma para o primer forward e outra para reverse) com um volume total de 10 pL
contendo 1x de tampdo do Bigdye, 0,7 pL de Bigdye, 10 uM de um dos primers do par, 1 a 5
pL de produto de PCR (até 150 ng de ADN) e agua desionizada estéril até perfazer o volume
total. Efectuou-se um short-spin e colocaram-se as amostras no termociclador, de acordo com
as condicdes descritas na tabela 15. Posteriormente, o material sequenciado foi enviado para a
sede do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, em Lisboa, para se proceder a
electroforese capilar e determinacdo das sequéncias nucleotidicas. As sequéncias de ADN
forward e reverse assim obtidas, foram alinhadas no programa DNASTAR por forma a obter-
se uma sequéncia consenso. As sequéncias nucleotidicas consenso foram, posteriormente,
comparadas com outras disponiveis na base de dados publica (NCBI nucleotide,
http://www.ncbi.nih.gov/nucleotide), para determinacéo da sua identidade genética através do
programa “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (disponivel em
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch).

No sentido de confirmar a identidade dos artrépodes Ixodes spp. capturados, os produtos
da amplificacdo do gene 12S rADN foram submetidos a sequenciacdo. A sequéncia obtida,

apresentou 90% de homologia com Ixodes ricinus.

Tabela 15- Reacgdo de Sequenciacdo dos produtos de PCR

Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo 96°C 10 segundos ]
) _ ) 25 ciclos
Ligacdo dos primers/annealing 50°C 5 segundos
Extensdo 60°C 4 minutos 1 ciclo
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3. Resultados

3.1 Animais de companhia

3.1.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra analisada foi constituida por 35 cdes e um gato, sendo que em dois cées e no
gato ndo foi possivel obter sangue total tendo sido, apenas, retirados ixodideos.

Relativamente ao género, 57,1% dos cdes eram fémeas (20/35) e 42,9% machos (15/35),
como representado na figura 3. O Unico gato incluido no estudo era uma fémea europeu

comum com um més de idade.
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%

Fémea Macho

Figura 3 - Distribui¢do da amostra relativamente ao género dos cdes em estudo (n=35).

Quanto a distribuicdo etaria dos cées, 11,4% apresentaram idade inferior a 1 ano
(4/35), 40,0% apresentaram idades compreendidas entre os 1 e os 7 anos (14/35) e 25,7%
apresentavam idade superior aos 7 anos (9/35). Em oito dos 35 cdes em estudo (22,9%), ndo

foi possivel determinar a idade (Figura 4).
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Figura 4 - Distribui¢do da amostra relativamente a faixa etaria dos cdes em estudo (n=35).

No que respeita as caracteristicas raciais da populacdo dos cdes, 45,7% ndo tinham
raca definida — SRD (16/35), 20,0% eram Labrador Retriever (7/35) e 8,6% pertenciam a raca
pastor alemdo (3/35). As restantes racas representadas como “Outras” (25,7%), incluiram um
Braco Alemao, um Teckel, um West Highland White Terrier, um Beagle, um Caniche, um
Yorkshire Terrier, um Galgo Afegdo e um Epagneul Breton, de acordo com o apresentado na
figura 5.
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Figura 5 - Distribuicdo da amostra de acordo com as caracteristicas raciais dos cdes em estudo
(n=35).
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No que diz respeito ao estilo de vida dos cées em estudo, 42,9% viviam exclusivamente
no exterior de uma habitagdo, enquanto 57,1% viviam no interior de uma habitagdo mas os
tutores referiram passeios em areas periurbanas, provavelmente frequentadas pela populagéo

de javalis (Figura 6).
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Figura 6 — Distribuicdo da amostra de acordo com o estilo de vida dos cées em estudo (n=35).

Neste grupo de 36 animais de companhia (35 cdes e um gato), os distlrbios
gastrintestinais, foram a causa mais frequente para a ida ao veterinario, ocorrendo em 12
casos (33,3%) e manifestando-se por diarreia (N=4), vomitos (N=5) ou pela presenca de
ambos (N=3). Foram, ainda, identificados animais com hipertermia (N=1), mucosas palidas
(N=3) ou ambas (N=1) e hemorragia nasal (N=1) (Figura 7). Em 12 casos verificaram-se
outras manifestacfes clinicas que ndo as definidas anteriormente como critérios de inclusao
(isto é, hipertermia, mucosas palidas, hemorragia nasal, diarreia/vomitos), tendo os animais
sido considerados no grupo denominado “Outro”. Da mesma forma, seis animais cuja
determinacéo das manifestacdes clinicas foi condicionada pela auséncia de informacéo foram
considerados no grupo “Sem elementos” (Figura 7). De salientar que 0s animais pertencentes
a estes dois ultimos grupos (“Outro” e “Sem elementos”) foram incluidos no estudo por se
verificar a presenca de alteracbes hematoldgicas e/ou de um contexto epidemiologico

considerado critério de inclusdo, como descrito na seccdo Material e Métodos.
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Figura 7 — Manifestac@es clinicas mais frequentes dos animais de companhia em estudo (35 caes
e um gato).

Relativamente aos achados no hemograma dos 33 animais em que foi colhida uma
amostra de sangue para analise, a alteracdo mais frequente, correspondente a 21,2%, foi a
trombocitopenia isolada (N=7), seguida da trombocitopenia associada a anemia (N=5), a
anemia isolada (n=3) ou a leucopénia (N=1).

Oito animais apresentaram outras alteragdes, ndo consideradas critério de inclusdo, e, trés
ndo registaram quaisquer alteracdes no hemograma. A auséncia de informacéo em cinco casos

levou a que fossem incluidos no grupo “Sem elementos” (Figura 8).
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Figura 8 — Achados no hemograma da populacéo de cées em estudo (n=33).

3.1.2. Estudo da integridade do ADN

O ADN extraido das 33 amostras de sangue total de cées, ap6s sujeito a electroforese,
apresentou-se em 17 casos como uma banda Unica de elevado peso molecular, o que
comprovou a sua integridade fisica (Figura 9). Em 16 amostras a presenca de ADN
degradado foi atribuido a uma potencial falha do kit de extracdo (Figura 9). Assim, o ADN foi
novamente extraido do stock de sangue total original, conservado a -20°C, usando novos
reagentes de extracdo. Em todas as amostras, esta nova extracao resultou em ADN com uma

boa integridade fisica comprovada na electroforese.

Figura 9 — Migracao electroforética em gel de agarose a 0,8% do ADN extraido das amostras de
sangue total dos cdes em estudo. Linhas 1-3, 5, 7-8 - ADN com banda Unica de alto peso molecular
bem definida; 4 e 6- ADN com alguma fragmentacéo.
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3.1.3. Amplificacédo de um fragmento do gene g-actina canina

O gene da p- actina canina foi amplificado com sucesso, em todas as 33 amostras de
ADN dos cdes em estudo. Desta forma, foi evidenciada a auséncia de inibidores que
pudessem interferir com as reac¢fes de amplificacdo subsequentes para rastreio de ADN de
A. phagocytophilum e resultar em falsos negativos. Salienta-se, contudo, que nas 16 amostas

com ADN degradado mencionadas anteriormente a amplicacédo da $- actina so foi conseguida

apoOs uma segunda extracgdo com novos reagentes (Figura 10).

23 A S T RSO0

Figura 10 — Migracdo electroforética em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR de algumas
amostras em estudo (4 -actina). 1- Marcador de pesos moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®);
2-7 — Amostra com amplificacdo positiva; 8— Controlo positivo; 9-10— Contolo negativo.

3.1.4. Pesquisa de A. phagocytophilum

Relativamente a PCR convencional para deteccdo de ADN de Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp., em nenhuma das 33 amostras dos cées em estudo foi obtido resultado positivo.
Em todas as reaccOes de PCR realizadas foi, contudo, observada a amplificagdo do
controlo positivo e auséncia de ADN no controlo negativo o que validou os resultados

obtidos, como se pode verificar na figura 11.
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Figura 11 — Electroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos do PCR convencional para
pesquisa de Anaplasma spp./Ehrlichia spp. nas amostras dos cdes. M — Marcador de pesos
moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®); 1-15— Auséncia de algumas das amostras dos caes em
estudo; P1 — Controlo positivo (ADN de A. phagocytophilum); P2 — Controlo positivo (ADN de E.

chaffeensis); N — Controlo negativo.

O mesmo se verificou na PCR em tempo real para a deteccdo de ADN de A.
phagocytophilum. Em nenhuma das amostras rastreadas se verificou leitura de fluorescéncia
compativel com um resultado positivo (CP <37). Esta observacao foi validada com a devida

amplificagdo do controlo positivo e a auséncia de ADN no controlo negativo em todas

reaccOes de PCR (Figura 12).
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Figura 12 — Analise da leitura final do PCR em tempo real para pesquisa de A. phagocytophilum
nas amostras de cdes. 1 — Controlo negativo; 2-15 - Resultado de algumas das amostras dos cdes em

estudo; P-Controlo positivo (ADN de A. phagocytophilum).
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3.2. Javalis

3.2.1. Caracterizacdo da amostra

A populacdo de javalis em estudo foi constituida por 21 individuos, 11 fémeas (52,38%)
e 10 machos (47,62%) (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo da amostra de javalis em estudo de acordo com o género (n=21).

Relativamente a distribuicdo geografica dos javalis, 76,19% (16/21) foram capturados na
regido do Zambuijal, 19,05% (4/21) na Aldeia Grande, pertencente a regido do Parque Natural
da Serra da Arréabida, e 4,76% (1/21) na regido de Casebres (Fi
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gura 14).

Figura 14 — Localizacdo das areas de captura ds jaalis ém. e;studo (n=21). Iaem adaptada
do Google maps (https://www.google.pt/maps/). 1- Aldeia Grande; 2 — Zambujal; 3— Casébres;
assinalado com um rectangulo — Area incluida no Parque Natural da Serra da Arrabida.
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3.2.2. Estudo da integridade do ADN

A electroforese do ADN extraido de baco e figado dos 21 javalis em estudo, permitiu
verificar que a grande maioria das amostras se apresentava degradada e com um arrastamento
de bandas de baixo peso molecular (Figura 15). Esta auséncia de integridade fisica pode ter
sido devida a degradacdo ou lise dos tecidos e, consequente, degradacdo do ADN.

Como mencionado na seccao Material e Métodos, nestas amostras ndo sé nao foi possivel
garantir as condi¢des Optimas de armazenamento no tempo que mediou o abate dos animais e
a chegada ao laboratério, como controlar o tempo que mediou o abate do animal e a sua

evisceracdo, aspectos que podem ter contribuido para a detrioracdo do material bioldgico.

Figura 15 — Migracgdo electroforética em gel de agarose a 0,8% do ADN extraido das amostras
de figado e bago dos javalis em estudo. 1-4, 6 — ADN com banda Unica de alto peso molecular bem
definida. Em todas as amostras é observavel arrastamento correspondente a ADN fragmentado.

Dado que ndo existia protocolo padronizado para pesquisa de ADN de javali em nenhum
dos laboratdrios envolvidos, ndo foi possivel averiguar a presencga de eventuais inibidores nas
amostras em estudo.

3.2.3. Pesquisa de A. phagocytophilum

Relativamente a PCR convencional para deteccdo de ADN de Anaplasma spp. e

Ehrlichia spp., em nenhuma das amostras de figado e baco dos 21 javalis em estudo foi obtido
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resultado positivo. A amplificacdo do controlo positivo e auséncia de ADN no controlo

negativo validaram os resultados.

O mesmo se verificou na PCR em tempo real especifico para a deteccdo de ADN de A.
phagocytophilum. Em nenhuma das amostras rastreadas se verificou leitura de fluorescéncia
compativel com um resultado positivo (CP<37). Esta observagdo foi validada com a devida
amplificagédo do controlo positivo e auséncia de ADN no controlo negativo em todas reac¢des
de PCR (Figura 16).
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Figura 16 — Analise da leitura final do PCR em tempo real para pesquisa de A. phagocytophilum
nas amostras de javali. 1 — Controlo negativo; 2-15 — Resultado de algumas das amostras dos javalis
em estudo; P — Controlo positivo (ADN de A. phagocytophilum).

3.3. Ixodideos

3.3.1. Caracterizacédo da amostra

A parasitacdo por ixodideos foi registada em seis cées e um gato, no grupo de animais de
companhia que visitaram o HVA, bem como, em trés dos javalis capturados. Os ixodideos
que se encontravam na fase parasitaria foram identificados como: Ixodes spp. (N=3), Ixodes
ricinus (N= 6), Hyalomma marginatum (N=2) e Rhipicephalus sanguineus (N=8).

Nos trés exemplares Ixodes spp. ndo foi possivel a identificacdo especifica devido a
degradacdo que apresentavam, tendo sido, apenas, classificados ao género.

Na figura 17 estdo representados os resultados dos ixodideos recolhidos na fase

parasitaria relativamente as espécies, género e hospedeiro vertebrado.
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Figura 17 — Distribuicdo da amostra de ixodideos na fase parasitaria por género e hospedeiro
vertebrado. Hm — Hyalomma marginatum; Rs — Rhipicephalus sanguineus; Ir — Ixodes ricinus; | spp. —
Ixodes spp., F — fémea; M — macho.

Quanto aos ixodideos em fase de vida livre, foram capturados em nove areas do Parque
Natural da Serra da Arrabida (Figura 18). As capturas foram realizadas em dois dias de
trabalho de campo com o rastreio das areas seleccionadas: dia 9 de Maio de 2018 nas areas
assinaladas de 1 a 8; dia 5 de Julho de 2018 nas éareas 8 e 9. De acordo com a tabela 16, no
total foram capturados 367 ixodideos, incluindo 50 exemplares pertenceram ao género Ixodes
dos quais 29 foram identificados como I. ricinus. Dada a importancia deste grupo para o
objectivo do estudo, todos os exemplares que se encontravam nas fases de ninfa e adultos
foram processados para a pesquisa de A. phagocytophilum no total de 46 ixodideos.
Excluiram-se desta anéalise, apenas, trés larvas de Ixodes spp. e uma de I. ricinus, visto que
ndo ha registo deste agente se transmitir por via transovarica. Adicionalmente, incluiu-se
também, no rastreio molecular 4,7% (15/ 317) das outras espécies capturadas neste trabalho
de campo, incluindo nove Riphicephalus sanguineus e seis Dermacentor marginatus. A

distribuicdo dos ixodideos testados por fase evolutiva encontra-se representada na figura 19.
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Figura 18 — Localizacdo das areas de capturas dos ixodideos na fase de vida livre no Parque Natural
da Serra da Arrabida. 1 — Aldeia Grande; 2 — Macd; 3— Sesimbra-Castelo; 4- Sesimbra Pedreira; 5-
Azeitdo-Arrabida; 6- Arrabida — El Carmen; 7- Arrabida-Coelhos; 8- Baixa Palmela; 9- Barris.

Imagem adaptada do google maps (https://www.google.pt/maps/)

Tabela 16 — Ixodideos na fase de vida livre capturados, distribuidos por espécies e local de

captura no Parque Natural da Serra Arrabida.

Local Dm Hspp HI Rspp Rp Rs  Total
Aldeia Grande 14 - - 38 52
Maca 3 - 1 16 25
Sesimbra- Castelo 1 - - 12 13
Sesimbra- Pedreira 1 - 2 - 34
Azeitdo- Arrabida 7 6 1 21 36
Arrabida- El Carmen 5 2 . 1 10 20
Arrabida- Coelhos - 2 - - 2 4
Baixa palmela - - 3 1 3 29
Barris 16 1 2 1 105 154
Total 47 11 5 27 207 367

Dm — Dermacentor marginatus; H spp - Haemaphysalis spp. Hm — Hyalomma lusitanicum; | spp. —
Ixodes spp; Ir — Ixodes ricinus; R spp — Rhipicephalus spp.; Rp — Rhipicephalus pusillus; Rs —

Rhipicephalus sanguineus.
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Figura 19 — Distribuicdo da amostra de ixodideos de fase de vida livre por fase evolutiva
estudados neste trabalho (n=61).

3.3.2. Amplificacédo de um fragmento do gene 12S rADN de Ixodideos

Relativamente a avaliacdo da presenca de inibidores, o gene 12S rADN foi amplificado
com sucesso, em todas as 80 amostras dos ixodideos em estudo, 19 na fase parasitaria e 61 na
fase de vida livre - vegetacéo.

Desta forma, foi evidenciada a auséncia de inibidores de ADN polimerase para todas as
amostras, como apresentado na Figura 21.

Figura 20 — Migracdo electroforética em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR (12S
rADN). 1-10- Produtos de PCR do gene 12S rDNA de algumas das amostras dos ixodideos em
estudo; 11— Controlo positivo (ADN de ixodideo); 12— Marcador de pesos moleculares (100 pb plus
DNA Ladder, BIORON).
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3.3.3. Pesquisa de A. phagocytophilum

Relativamente a PCR convencional para deteccdo de ADN de Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp., nenhuma das 80 amostras de ixodideos se apresentou positiva, embora o teste
tenha sido validado com a observacdo da amplificacdo do controlo positivo e auséncia da

mesma no controlo negativo (Figura 21).

O mesmo se verificou na PCR em tempo real especifica para a deteccdo de ADN de A.
phagocytophilum. Em nenhuma das amostras rastreadas se verificou leitura de fluorescéncia
compativel com um resultado positivo (CP <37). Esta observacédo foi validada com a devida
amplificacdo do controlo positivo e auséncia de ADN no controlo negativo em todas reacc¢oes
de PCR (Figura 22).

Figura 21 — Electroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR convencional para
Anaplasma spp. /Ehrlichia spp. 1-9— Resultado de algumas das amostras dos ixodideos em estudo; 10—
Contolo negativo; 11— Controlo positivo (ADN de A. phagocytophilum); 12— Marcador de pesos
moleculares (100 pb plus DNA Ladder, BIORON).
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Figura 22 — Anadlise da leitura final da PCR em ter‘ﬁpo real para pesquisa de A. phagocytophilum

nas amostras de Ixodideos. 1 — Controlo negativo; 2-15 — Resultado de algumas amostras; P —
Controlo positivo (ADN de A. phagocytophilum).
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4. Discussao de resultados

A fauna silvatica pode albergar uma elevada densidade de ixodideos que estdo
envolvidos na transmissdo de véarios agentes patogénicos, como bactérias, virus e parasitas
(Dantas-Torres et al., 2012). Além da sua importancia em veterinaria, muitos desses agentes
transmitidos por ixodideos podem, também, afectar a populagdo humana como resultado do
seu potencial zoonotico. Deste modo, a gestdo de tal situacdo requer uma abordagem
integrada, incluindo a consciencializagdo para esta problematica, de veterinarios, médicos e
publico em geral (Dantas-Torres et al., 2012).

O papel dos animais silvestres na epidemiologia de muitas doencas que afectam espécies
pecudrias, animais de companhia e o préprio Homem continua pouco explorado. Este facto é
particularmente importante quando se assiste ao aumento descontrolado de algumas
populacbes silvestres, como se verifica, actualmente, com os javalis em varios pontos de
Portugal. O PNSA e respectiva cintura rural € um bom exemplo de uma das areas afectadas.
Nesta regido, o javali representa uma espécie introduzida cujo aumento esta a ter um impacto
directo no ecossistema, com potenciais repercussdes ao nivel da salde publica. Neste
contexto, destacam-se as doencas veiculadas por ixodideos. Os javalis estdo descritos como
hospedeiros de uma ampla variedade de espécies ixodoldgicas, contribuindo para a dispersao
dos agentes zoono6ticos que Ihes estdo associados. Na verdade, o aumento descontrolado da
populacéo e a busca de recursos, leva os javalis a incursdes nos ambientes peri-domésticos ou
mesmo domésticos, promovendo a exposicdo de animais de companhia e do Homem a
artrépodes infectados. Entre os agentes transmitidos por ixodideos e associados a javalis,
estdo ndo sé as bactérias da Familia Anaplasmataceae com implicacGes veterinarias, como E.
canis e A. platys mas, também, a espécie zoonética, A. phagocytophilum.

Na Europa, os javalis tém sido apontados como estando envolvidos no ciclo enzo6tico de
A. phagocytophilum, disseminando esta bactéria, responsavel por anaplasmose granulocitica
em varias espécies de mamiferos domésticos e no Homem, tendo adquirido um papel de
hospedeiros reservatorios (Michalik et al., 2012). Este estudo torna-se, assim, pertinente, uma
vez que nos Ultimos anos se verificou no nosso pais e, particularmente no PNSA, um aumento
da populacdo de javalis que, inclusivamente, invadem areas peri-urbanas e urbanas, conforme
tem sido noticiado em varios 6rgdos de comunicagdo social (Apéndice I1).

Neste contexto, foram estudadas amostras de 21 javalis, com o intuito de investigar a

presenca de infecgdes por A. phagocytophilum. Os animais foram capturados ao abrigo do
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programa do ICNF de controlo da populacdo em trés locais distintos: 76,19% no Zambujal,
19,05% na Aldeia Grande (area incluida no Parque Natural da Serra da Arrabida) e 4,76% em
Casebres. O estudo teve por base a analise molecular de fragmentos de baco e figado,
colhidos pelos cacgadores durante a evisceracdo dos animais, através de duas técnicas de
amplificacdo de ADN. Todas as amostras foram testadas em paralelo por uma PCR
convencional, genérica para bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae, e por uma
PCR em tempo real, muito sensivel e especifica para A. phagocytophilum (Courtney et al.,
2004; Maggi et al., 2006). Em nenhum dos testes foram obtidos resultados positivos,
indicando a potencial auséncia, nos animais em estudo, de ADN de A. phagocytophilum,
assim como de outras Anaplasmataceae. E de frisar, contudo, que o reduzido nimero de
animais analisados e a auséncia de integridade fisica do ADN obtido nas amostras de javali,
possivelmente devido a degradacdo ou lise dos tecidos, em consequéncia da sua inadequada
conservacdo no tempo que mediou a colheita e a chegada ao laboratério, pode ter
condicionado os resultados obtidos. Assim, a circulacdo destes agentes nos javalis do PNSA
ndo pode ser excluida, realgcando-se a importancia de manter a vigilancia destas populaces.

A presenga de A. phagocytophilum foi, pela primeira vez, assinalada em Portugal em
ixodideos capturados, entre outras &reas, no PNSA num dos locais incluidos neste estudo —
Baixa de Palmela (Santos et al., 2004). No referido trabalho, foram analisados 278 Ixodes
tendo-se verificado, por PCR, a presenca de ADN do agente em duas espécies deste grupo: I.
ricinus e I. ventalloi. Trabalhos posteriores confirmaram este resultado, demonstrando taxas
de infeccdo de A. phagocytophilum que variam entre os 0,3% e 10,3% para I. ricinus e 2,1%
para I. ventalloi (de Carvalho et al., 2008; Santos et al., 2009c; Santos et al., 2009d; Santos-
Silva et al., 2011). Na Europa, o principal vector deste agente € I. ricinus, embora se
questione o envolvimento de outras espécies. Novakova & Vichova, (2010) demonstraram
que, para além do género Ixodes, a infeccdo por A. phagocytophilum esta também associada a
outros ixodideos, nomeadamente Dermacentor spp. e Rhiphicephalus sanguineus, embora a
sua importancia epidemiolégica esteja, ainda, pouco esclarecida. Desta forma, a presente
dissertagdo visou também o estudo molecular de ixodideos, incidindo essencialmente no
género Ixodes. Foram realizados dois dias de trabalho de campo que permitiram a captura e
andlise de 61 ixodideos em fase de vida livre (capturados na vegetacdo). O trabalho de campo
decorreu em nove locais distintos do PNSA, seleccionados tendo por base o facto de se
tratarem de zonas peri-urbanas frequentadas por javalis e onde o vector ocorre. Para o estudo

molecular foram considerados todos os Ixodes spp. (N=18) e I. ricinus (N=28) capturados,
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bem como 4,7% dos restantes ixodideos, incluindo R. sanguineus (N=9) e D. marginatus
(N=6). Adicionalmente, foram também testados 19 exemplares em fase de vida parasitaria
removidos dos javalis abatidos (N=3) e de animais de companhia (N=16) hospitalizados no
HVA. Contudo, em nenhum dos exemplares estudados foram obtidos resultados positivos,
tanto no rastreio especifico de A. phagocytophilum por PCR em tempo real como no rastreio
genérico de Anaplasma spp./Ehrlichia spp. realizado por PCR convencional. No entanto, €
importante salientar que apenas foram realizadas duas colheitas pontuais de ixodideos, em
Maio e Julho, e que a excepcdo do local 8 (Baixa de Palmela), os restantes locais apenas
foram rastreados uma unica vez. ldealmente, as colheitas de ixodideos devem ser realizadas
de forma sistematica, cobrindo preferencialmente todas as estacGes do ano, para garantir que
séo rastreados as fases de vida mais importantes na transmissdo de A. phagocytophilum
(adultos e ninfas).

A. phagocytophilum é responsavel pela anaplasmose granulocitica, uma zoonose que
afecta varios mamiferos na Europa. Para além dos humanos, a infeccdo foi, igualmente,
identificada em animais silvaticos, asininos, cavalos, pequenos e grandes ruminantes
domeésticos, gatos e cédes (Blanco e Oteo, 2002; Stuen 2007; Ebani et al., 2008; Savidge et al.,
2015). A maioria dos cdes naturalmente infectados ndo apresenta sinais clinicos e a doenca
parece ser auto-limitante (Carrade et al., 2009). Alguns animais podem apresentar letargia e
hipertermia, ocorrendo, geralmente, ap6s um periodo de incubacdo de uma a duas semanas
(Greig et al., 1996; Poitout, 2005; Carrade et al., 2009; Kohn, 2008). Em Portugal, até a data,
ainda ndo foi descrito nenhum caso de Anaplasmose Granulocitica Canina (AGC), nem a
deteccdo de ADN de A. phagocytophilum em cdes ou humanos. Num estudo conduzido na
regido do Algarve, em 55 cdes com suspeita de doenca transmitida por ixodideos (DTI)
testados por imunofluorescéncia indirecta e PCR, 54,5% foram seropositivos sendo que cinco
deles preencheram os critérios seroldgicos para infeccdo activa (Santos et al., 2009a).
Contudo, nenhum dos animais apresentou ADN de A. phagocytophilum e apenas A. platys foi
identificado. Dada a existéncia de reac¢des cruzadas com A. platys, a qual é muito prevalente
em cdes em Portugal, e para qual os cdes sdo um hospedeiro reservatorio, torna-se dificil obter
uma ideia clara da verdadeira seroprevaléncia e, consequentemente, da exposicao de cdes de
A. phagocytophilum (Gravino et al., 1997; Santos et al., 2009a; Dondi et al., 2014). Por outro
lado, o facto de a anaplasmose apresentar um quadro clinico pouco caracteristico, sendo
muitas vezes considerada no grande grupo das doencas associadas a exposi¢do de ixodideos e

trataveis com doxiciclina, faz com que nédo seja alvo de um diagnostico mais direccionado.
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Existe, portanto, a possibilidade de, em Portugal, infecgbes sintomaticas por A.
phagocytophilum ocorrerem em cées que sdo tratados sem nunca se chegar ao diagnostico
etioldgico definitivo. Desta forma, foi, também, considerado pertinente incluir no estudo
animais de companhia hospitalizados no HVA com sinais clinicos, alteracdo dos pardmetros
sanguineos ou com contexto epidemioldgico sugestivo. No total foram rastreados para A.
phagocytophilum 36 animais (35 cdes e um gato), verificando-se que, em 33,3% dos casos,
ocorriam manifestacdes gastrintestinais e, em 21,2%, trombocitopénia isolada. De entre estes
animais, 57,1% vivia “indoor” mas tinha acesso ao exterior e/ou realizava passeios em
localidades da regido da Arrabida, onde se verifica a presenca de javalis. Nestes animais o
rastreio molecular foi efectuado em amostras de sangue total, bem como nos ixodideos que se
encontravam a parasita-los, conforme ja referido. A semelhanca dos resultados anteriores, em
nenhuma das amostras de sangue foi possivel identificar ADN de A. phagocytophilum ou de
outras bactérias pertencentes a familia Anaplasmataceae. Ainda assim, é importante lembrar
que A. phagocytophilum esta associado a bacteriémias curtas, com subsequente limpeza do
agente da circulacdo sanguinea. Outra limitacdo deste estudo centrara-se no armazenamento
das amostras de sangue, uma vez que o ideal seria congelar as amostras e, inicialmente as
mesmas foram, apenas, refrigeradas. O facto de as amostras terem sido recolhidas
exclusivamente no Hospital Veterinario da Arrabida também tornou o estudo mais restrito.
Seria interessante confirmar estes resultados alargando as colheitas a vérias clinicas da regido
de estudo.

Esta dissertacdo torna-se importante do ponto de vista epidemioldgico, contribuindo
para 0 melhor conhecimento ndo s6é dos agentes envolvidos, como dos seus
vectores/reservatorios, associados a transmissdo da doenca em estudo quer aos animais quer
ao Homem. Apesar dos resultados negativos, € de extrema importancia manter a vigilancia

epidemioldgica nesta zona geogréfica.

67



5. Conclusao

Com o presente estudo, pretendeu-se contribuir para o conhecimento das doencas
associadas a vectores na regido da Arrabida, investigando a presenca de A.
phagocytophilum em animais de companhia com suspeita de DTI, em ixodideos capturados
em locais estratégicos do PNSA e em javalis, animais reservatorios cuja populacdo se tem
aproximado cada vez mais de areas peri-urbanas aumentando, assim, o risco de
disseminacdo deste agente com potencial zoonético.

Em relagéo aos objectivos particulares tracados para este estudo, os mesmos foram
cumpridos e, embora os resultados obtidos tenham sido na sua totalidade negativos, ndo se
pode excluir a circulacdo do agente. Esta dissertacdo permitiu abrir um caminho para a
realizagdo de mais estudos de forma a conhecer melhor esta doenga, 0S seus
vectores/reservatdrios e o seu papel na doenca humana e veterinaria.

Desta forma, a doenca em estudo deve ser alvo de atencdo reforcada, tanto pelos
médicos veterinarios, como pelos restantes agentes de saude publica, uma vez que estamos
perante uma doenca zoondtica.

Do ponto de vista clinico, os médicos veterinarios poderdo estar mais alerta
relativamente aos possiveis quadros clinicos e, desta forma, estabelecer como diagnosticos
diferenciais as doencas associadas a vectores. Podem, ainda, proceder a técnicas de
biologia molecular, como a PCR, para confirmar a doenca, sempre que tal se justifique, e
proceder, posteriormente, ao tratamento dos animais infectados para eliminar possiveis

reservatorios e/ou vectores como é o caso dos ixodideos.
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Ha uma praga de javalis na Arrabida. Cagadores
oferecem-se para abaté-los

Animsis descam a zonas hatitadas em busca de comida nos caxotes do lixo. Ha pergo para moradores e anda pars a fauna e flora.

Roberto Doras
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PERCLE NATURAL DA A
S6 o5 moradores podemn
matar javalis que
destroam na
Arrabida

E ncontrar javalis 3 procura de comida junto a um contentor do lixo ou detaixo da mesa da esplanada de um

qualquer restaurants passou a ser um cendrio recomrents em plena serra da Arabida. A proliferacdo de suines
disparou, sobretudo, nos Ultimos dois ancs e estard hoje fora de controlo. Os cacadores querem ewvitar as atvidades
furtivas - que existem e assustam o5 moradores - e progdem montarias organizadas para acabar com a praga. Mas

a resgosta foi negativa.

Figura 24 — Noticia sobre javalis no PNSA. Novembro de 2014. Fonte: Diario de Noticias.
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H4 uma praga de javalis na Arribida. Cacadores oferecem-se para abaté-los

e e e e e e e e

s animais ¢hegam a descer a serma para entrar na cidade de SetGbal ou na vila de Azeitdo 4 procura de agua
& alimento. Os moradores estic preccupados, reczande ataques, mas tambam a fauna e fora =2 encontram
ameagadas. Sam predador, a dimensio do problema levey a Federagio Nacional de Caga (Fencaga) a pedir ao
Fanque Matural da Arrabida {FhA) que parmita a realizacde de montaras na sera para akbate de alguns animais.

Was a resposta foi negativa, apesar de o PMA reconhecar qua o perige es5preita na s2rra e a5 deixar um aviso a
quem visita o Postinho.

"N3o hi outra maneira de controlar eSts prapa’, parante 30 DN o president2 da Fencaga, Jazints Amare, recordands
qu= os responsdveis do Pamue Natural da Arrabida (PMA} "até j3 assumiram a necessidade de a praga ser
contrelada, porque & preocupante”. Mas "depois proibem ou imitam & caga ac javali 2 um nimero restite de
montanias e & um redu-zido nimero de cagadees e de cies”, laments o mesme diigente, recordande que no sope
da Arrabida existem virias zonas de caca, "mas tedas elas tem fortes restripdes”.

Ainda sequnda Jacinto Amare, hd quem esteja a dedicarse 3 caca furthva do javali, havendo varios relatos dos
moradores que frequentements ouvem tires na sema. "E um novo fenémeno, que pode comsr muito mal, ponue
alguém pode ser atingide, mesmo dentro do prdpria quintal’, sublinha.

Contactado pke OM, o PMA remeted comentarics para o Instituto de Censervagde da Matureza e da Floresta (ICNF)
- que inf=gra aguele arganismo -, n3o tendo respondide em temps O, embora na porta do Fore de Santa Maria da
Arrdbida, que pertence ao PNA, esieja aficado um avico que alerta para fraquentes aparecimentos de javalis na
zona.

§do agressivos e atacam

O documerts afizade pela PMA aconszlha as peesoas a ndo alimentarem os animais, nem a aolocarem comida 3
vista, alertando também para o perigo de uma maior aprodmagan aos suinos. "Lembre-te que ectes animais se
selvagens e quande ameagados cu mesmo préxime de pessoas podem tomar-se agressives e atacar”, sublinha o
ICHF.

Minguem sabe explicar ao carto como apareceram os primeiros javalis na Amabida, hi cerca de cinco ancs, onde j&
n&o davam sinaks de vida hd décadas. Afirma-ss que alquém terd trazido alguns exemplares para ali gue kogo se
repreduziram.

Estes animais nia tém predador natural, podends as f8meas ter duas ninhadas de quatre a cinco orias 3 cada
frés anos, o que explica o boom.

Figura 25 — Noticia sobre javalis no PNSA. Novembro 2014 (Continua¢do). Fonte: Diario de
noticias.



E=lo

Diiirio de Xolicias

agricultura na Arrabida

A sutorizagsn pars poder matar javal’s & to na Amdbids até consts de um processo simples. Mas & expiusivo 8 moradores,

Roberto Doras
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'Hi uma praga & javalis
dhida Cacadotis

cberenem - paz abard-
kd

processo para poder abater leqalmente javalis que andam 4 solta na zona da Amabida € 2t relativamentz
simples. Basta ter licenca de cagador & ey dono de uma pare=la de temenc agricols, que possa estar
amearada pela praga de suinos que hd és ancs prolfiera na sema.

Nestas cireunstincias, o Instituto de Conservagdo da Matureza e da Floresta (ICHF) emite credenciaic 2 autorzar
o abate dos animais, coma revelou hoje aquele arganisme 3o O, Mas o Clube da Amsbida [CA), formado per
moradores, coloca reservas na excerdo intreduzida hd cerca de um ano, justficando que "8 perigess”, porque
alguma pessoa pade ser stingida.

Recerdes= que 3 Federagdo Nacional da Caga (Fencaga) te oferecey para colocar cagadores na Amabida,
pramovendn frequentes montarias que pemitissem contralar 2 espécie - ha eremplares que e passaiam
regularmente por zonas fraquentadas por pessnas - mas @ ICNF ndo pemite. Alega que a caga & uma "stiddade
interdita” em grande parte da area de Parque Matuial, pele que 56 os propristarnios rais & fierestaic da encosta
nofte da sema tem acesso 45 lieengas QUE permitem "comigir o excesso de densidade de javall, diz fonte oficial d
ICHF, reconhecento o aumente desta espaie na sera, ausadora e "dancs nas produgdes agnicolas”.

A mesma fonte avanga ainda que em 20nas mais naturais da sera, onde existem espacies de flora prioritarias para
a nensenanio, jd esto 3 ser dettados problemas idénticos de dectruido destes mporantes habitats”, letando
qu= uma zona ertica em emos de prasenga o= javalis estd sitvada na zona do Portinhe da Arabida, Crein e
Alpariuche. E uma franja da sema onde exictem caiestes do s, peio que os animais procuram por 3l alimenta.

Maz Pedra Yieira, presidente do CA e cagador ha mais de 20 anos, alerta para o perige que pode encermar a
caga a javali feita por moradores com pouca experiéncia, uma vez que "dia e noite, hd sempre pess0as a perorrer
a2 5aTa por vinas razbes”, E afima ter contactada & parque hd um ang sabre o assunto. Eles mastraram-se
favordvets & emitir as licengas para desbaste da espécie, mas sempre achamos que 530 Necassdrios Dutres Meios”,
insizte, justificande qua perante um “temenc t3o atigice por ser muito fechado” & necessaria a cenjugarde de varios
agentes, coma GHR, SEPNA, guardas do prdgria parque natural & uma associagdo de cagadores que saiba
organizar mantarias. 'Eu, por exemplo, N30 aceitsl a credancial’, assume ¢ difgente & moradar em Alportushe,

E o que fazer quanta 2 eneosta do lade sul, junto a0 mar, onde se concentrard a maieria dos javalis? O ICNF
explica que par ser uma zona muits encaixada morfalogicamente, urbana e povoada, "na3o permite que sejam
ufilizadas vomegfies de dencidade que utlizem fim”, revelando apenas estar em ursn a implementagdo de um
projesn int=graide de medio prazo. O objtive passa pela "recolha, ransgerts e monitorizagdo da especie,
salvaguaniando a5 quesiies da preservagdo da flora, 3 sadde pibiiea & 2 saguranga da populagio residente
wiilizadera desta area protegida’, concluiu a mesma fante.

Figura 26 — Noticia sobre javalis no PNSA. Novembro 2014. Fonte: Diario de Noticias.



Javalis supreendem banhistas em praia da Arrdbida
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Pesspas

0s populares que esta sexta-feira se deslocaram até as praias da Arrdbida,
enire eles ¢ antigo jogador de futebol Torge Cadete, viram-se confrontados
com a presenca invulgar de javalis no areal.

() aparecimento inusitado destes animais nas praias de Setibal foi captado em fotografias
pela antiga estrela do Sporting Clube de Portugal, que as pantithon naguele moniento na
sua conta de Facebook, numa publicacio aberta.

Naquela que &, para Jorge Cadete, "amelhor praa do munda”, 0s javalis "passearam-sa”
no areal e tornaram-se rapidamente na principal amacio dos banhistas, que fotografaram
e filmaram o momento para mais tarde recordar. Os animais selvagens mantiveram- se
perto da agua e mOosTaran-se manguilos com a prasenca proxima de pessoas.

Figura 27 — Noticia sobre javalis no PNSA. Agosto de 2017. Fonte: Jornal de Noticias.
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Javalis a solta nas cidades sdo ameaca para a saude

publica

Direcdo Gersl de Alimentscdo e Veterinaria revela que 7% dos javalis abatidos entre 2011 e 2016 eram portadores da doenca

Roberto Dorse
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As populagdes de javalis est3o a aumentar tedes os dias em varias zonas do pais, aproximando-se de cidades,
vilas e aldeias 3 procura de comida e dgua, mas as autendades alertam que representam uma séria ameaca
para a salde publica. S3o portadores de tuberculose e estio a pdr a vida humana em "risco”, segundo alerta
Eduardo Correia, do Sindicato de Médicos Veterinarios (SMV), enquanto a Diregao Geral de Alimentag3o e
Veterindria (DGAV) revela que 7% dos javalis abatidos nos wltimos cinco anos de caca eram portadores da deenga.

Os dados oficiais da DGAV - 50 em percentagem, pois nao revelou o numero de animais - sublinham a gravidade do
problema. Entre 2011 e 2018 foram notificados aos servicos casos positivos de carcagas contagiadas com
tuberculose em 28% das jomadas de caga na regido Centro e 12% no Alentejo, apds as respetivas confirmagdes
laboratonats.

Figura 28 — Noticia sobre javalis no PNSA Outubro 2017. Fonte: Diario de Noticias.
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Javalis a solta nas cidades sdo ameaca para a sadde piblica

protiema. Entre 2011 e 2016 foram notificades acs servigos casos positivos de carcaras contagiadas com
wherculess em 28% das jomadas de caga na regiso Cantro e 12% no Alentsjo, apds as respetivas confimagbes
laboratoniais.

José Manuel Batizta, dirigente do Movimenta Cagadores Mais Cara, relata 3o DN que deixou de comer came de
javali hd trés anos, quando uma carcaa de um animal abatido numa montaria j3 revelava contdgio de tuberculoss.
" problema & que nessa mentaria a tubsrculose dew posiive porgue havia um vetesindrio que analisou o animal,
mas grande partz de cutras montarias e batidas néo t3m médico”, alerta, admitindo que muita came est=la a chegar
30 consumidor “sem ser sujeita 3 despistagem da doenga’, porque, segunda denuncia apos varios contacios com as
autoridades de sadde, "o pals nao tem vetennanios em nimeso suficiente”.

E o sindicato dos vetsringres confirma. Eduardo Cormeia revela que o contagio de tuberculose de que 530 alvo
javalis & veados 4 foi tema de conversa com a DGAV, para se tentar encontrar uma solugie que permita garanti
inspegdo a todos os animais abatides, mas ainda néo hd resposta. "E um problema de salde pitlica e temes que
saber como devemas estar arganizados, mas recei que nac estzjamos a fazer um bom trabalhe, sobrefudo na
raia”, admite, apoiandn Jorge Cid, bastonario da Crdem dos Medicos Weterindrios, que, citade pela Vida Rural,
defendeu recentemente 3 criagde de um corpa nacional de inspetorss & 3 aprovagao da cameira de inspetores
sanitirios para que todas as espécies de consumo publico fossem analisadas,

O bastonaric considersy "um problema grave de incidéncia de tubsrculose nos veados e javals”, aleranda que ja
existem casos de transmiss3o da doenga a espécies pecudrias, ewstindo rscos para as pessoas, peie quE o
sindicalista Eduarda Cormeia diz ser chegada a hora do Estado “formar mais gente. Nao basta dizer que n3ohi e
detar as pessoas ao rsco. Exte problema € muito sério para ser tratado assim”,

A DGAV avanga que nio existe obrigatoriedade das montarizs serem acompanhadas por um medica vetennario. A
legislagdo em vigor na Uni3o Europeia obriga apenas a que pelo menos uma pessoa de um prupo de cagadores,
designada "pessoa devidamente formada”, tenha os conhecimentos de doengas de espécies cinegéticas "e s=ja
capaz d reconhecer os problemas de sadde dos animais cagados. Esta pessoa pode ser um cagador ou ¢ gestor
de caga, acrescentanda ainda este organismo que desde 2010, tém sido organizades e ministrados cursas de
formagao para habilitar essa “pescoa formada”,

Ainda a=sim, diz a DGAY, na zona raiana entre [danha-a-Mova e Bammancos, desde 2011 tem vindo a ser aplicade um
plang especial de contrala da tuberculose em caga maior (javaks, veados, gamos, corgos), confimands que o
concebide precisamente para evitar a propagagso da tuberculoss na zona geografica identificada come de maior
risca para ransmissan da doenga.

A tutela alerta ainda para o chamado Plano de Controlo e Emadicago da Tuberculose que extd em aplicag3o desds
2011, Consiste na programaco das mentarias, sende designado um médico veterinario oficial (da DGAY ou das
ataruias) para obeervar os drpdos e as camagas dos animais abatidos, procedendo ao exame das pegas
capturadas e 3 colheta de amostras para diversas doengas, como tuberculose, brucslose ou peste suina.

Jacinto Amaro, presidente da Fencaga (Federagdo Nacional de Cagadores), que temvindo a acompanhar 3
evolugde do fendmeno junto das autoridades, refere que & na linha de fronteira com Espanha, na langa exiensao
entre Idanhia a Nova e Moura, qua reside o maior risca epidemiolagica. "Tanto em javalis come em veados & pode
chegar 305 animais domésticos come jd acontece na Estremadura espanhola”, refere, justificando que a doenga

a¥ictm @m mainr perals N3 weaian de CEreree nA sama de B3a Pedm tendn enizardn 2 mia nes (ifimne anes

Figura 29 — Noticia sobre javalis no PNSA. Outubro 2017. Fonte: Diério de Noticias.
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exigie em maior escala na regide de Caceres, na serra de 830 Pedro, tendo cruzado a raia nes ultimos ancs,

"Os animais salvagens movimentam-se s2m controlo & procura de comida e chegaram ca. Na Estremadura
espanhola - que faz fionteira com o Alentejo - aprodmaram-se de bovings e caprnos, que tambem comegaram a
aparecer doents, E qutro risco que comemes em Portugal”, diz o dirigente.

"Procuram alimento e € no Alentzje e Ribatejo que conseguem encontrar pivs de milho que t8m a comida, dqua e a
cobertura ideal que para ekes”, diz, alertando ainda para os acidentes que tEm vindo a provocar nas estradas,
sobretude nas vias de Coruche, Amaiokas, Montzmar-o-howe e Vendas Novas. "E rara a semana que ndo temos
neticia de mais um carmo que embatew num javali®, conta,

600 abatidas na Armrabida

(0 300 javalis que anualmente t€m sido abatidos na sema da Amabida, segundo dados oficiais avangades pelo
Instituto de Cnnsmagén da Maturzza & Florestas (ICNF), pelos dones dos terenas onde o5 animais procuram
comida, atestam o boom que 3 espécie alangou nesta reio. Por aqui profifercu nos Ghimes sete anes entre o5
concedhes de Setubal, Palmela & Sesimbra, tendo este verao sido vistos alguns animais na praia da Fonte da Talha,
ja no concelho de Almada.

Mas mas nem as chamadas "mrreg:ie& de densidades” levadas a cabo pelos propristarios e as assl:rl:iagE-E de
proprietarios tm logrado travar o avango da espécie na Amabida, onde j3 & adietivada de “praga”. Exte ano, o calor
levou varios exemglanes 3 reffescarem-s2 na praia de Galapinhos, indiferentes 25 dezenas de banhistas, enquanio
&m setembro dois javalis aproveitaram a calada da noite para tomarem de assalta o restaurante do Clube Haval
Setubalense (Ancora Azul), deiando o estabeleciments parcialmente desiruido.

Contactadas pelo DN, as cimaras oz Setutal e Sesimbra preferitam nao comentar o assunto, alegando 3o ser da
sua comgeténcia, mas o presidentz da Chibe da Amabida, Pedro Vigira, reclama “mao pesada” ae ICHF no combate
3 invas30 destes suinos selvagens, "antes que haia mas noticias, com ataques a pessaas, por exempk’”, diz. O
dirigente, recarda que as batidas promovidas pelas autoddades e cagadores para comegdn de densidades, ha dois
anas, nao resukaram, tal como viria a acontecer em 2016 com as capturas de animais vives, com recurso a
capturadares.

"E preciso investir noutras medalidades, como 3 espera notuma’, sugere Pedro Vieira, revelando que esta estatégia
tem resukade no lada norte da sama com o propriztarios que dispde de licenga de uso & porte de ama e @ quemo
ICHF t=m passado as eredenciais que os habiliam a disparar sobre os animais que invadem os s2us fEMenss.

Ninguém sabe explicar a0 carto coma apareceram os primeiros javalis na sama Amabida, onde estveram decadas
sem darem sinais de vida, mas recentements passou @ Ser CeNaria recoments encentrar javalis 3 procura de comida
junto 3 um contentor da Iixo ou 28 debaixo da mesa da esplanada de um qualquer restaurants no Portinho da
Armabida.

Figura 30 — Noticia sobre javalis no PNSA. Outubro 2017. Fonte: Diério de Noticias.
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