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Resumo

As carragas sao artropodes hematdfagos obrigatérios ndo permanentes de
vertebrados terrestres, sendo responsaveis pela manutengdo e transmissdo de varios
agentes patogénicos (bactérias, parasitas e virus), afetando uma grande variedade de
animais, incluindo o ser humano. Como a informagao acerca dos agentes causadores de
doencga que circulam nas carragas € limitada em Portugal, o objectivo do presente estudo foi
detetar, através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase e sequenciagdo, a presenca
de bactérias e parasitas com importancia veterinaria e zoonética em carracas colhidas de
cées, gatos e da vegetacéo.

Um total de 919 Rhipicephalus sanguineus sensu lato, compreendendo 882 (96,0%)
adultos, 8 (1,0%) ninfas e 29 (3,0%) larvas foram colhidos em quatro distritos de Portugal
(Guarda, Lisboa, Setubal e Faro). Entre estes, 620 (67,5%) foram removidos de caes
naturalmente infestados, 36 (3,9%) de gatos e 263 (28,6%) foram colhidas da vegetagao.

Os agentes bacterianos Rickettsia sp., Rickettsia conorii e Rickettsia massiliae foram
identificados em 41 (4,5%) de 919 carragas analisadas. Foi detetado ADN de Hepatozoon
felis (n=4), Hepatozoon canis (n=2), Anaplasma platys (n=3), Anaplasma phagocytophilum,
Babesia vogeli (n=1), Borrelia burgdorferi sensu lato (n=1) e Cercopithifilaria spp. (n=1),
incluindo uma co-infegdo por Hepatozoon felis e Rickettsia massiliae. Nao se detetou a
presenca de ADN de Bartonella sp. ou de Leishmania infantum em nenhuma carraga. Esta
foi a primeira vez que se amplificou ADN de Cercopithifilaria spp., B. vogeli, H. canis e
H. felis em carragas em Portugal.

A ampla gama de agentes patogénicos transmitidos por carragas identificados,
alguns com potencial zoondético, sugere um risco para os animais domésticos e seres
humanos em Portugal. Estudos adicionais sobre estes e outros agentes transmitidos por
carracas devem ser realizados para compreender melhor a sua importancia epidemioldgica

e clinica, e para permitir a implementagéo de medidas de controlo eficazes.

Palavras-chave: agentes patogénicos transmitidos por carracas; Rhipicephalus sanguineus

sensu lato; cdo; gato; Portugal; reagdo em cadeia da polimerase.



Abstract

Ticks are hematophagous arthropods, being responsible for the maintenance and
transmission of various pathogens (bacteria, parasites and viruses) that affect a variety of
animals, including humans. Information about tick-borne agents circulating in Portugal is
limited, hence the aim of the present study was to detect, by polymerase chain reaction and
sequencing, the presence of bacteria and parasites with veterinary and zoonotic importance
in ticks collected from dogs, cats and field vegetation.

A total of 919 Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), comprising 882 (96.0%)
adults, eight (1.0%) nymphs and 29 (3.0%) larvae, were collected in four districts of Portugal
(Guarda, Lisbon, Setubal and Faro). Among those, 620 (67.5%) were removed from naturally
infested dogs, 36 (3.9%) from cats and 263 (28.6%) were questing ticks obtained from the
vegetation.

Rickettsia sp., Rickettsia conorii and Rickettsia massiliae were identified in 41 (4.5%)
out of the 919 analyzed ticks. Four R. sanguineus s.l. specimens were found infected with
Hepatozoon felis, two with Hepatozoon canis, three with Anaplasma platys, one with
Anaplasma phagocytophilum, one with Babesia spp., one with Babesia vogeli, one with
Borrelia burgdorferi sensu lato and one with Cercopithifilaria spp., including one tick co-
infected with H. felis and R. massiliae. None of the tested ticks was positive by PCR for
Bartonella sp. or Leishmania infantum.

To the best of our knowledge, this was the first time that Cercopithifilaria spp., B.
vogeli, H. canis, and H. felis have been detected in ticks from Portugal. The wide range of
identified tick-borne pathogens, some of zoonotic concern, suggests a risk of tick-borne
diseases in domestic animals and humans in Portugal. Further studies on these and other
tick-borne agents should be performed to better understand their epidemiological and clinical

importance, and to allow the implementation of effective control measures.

Keywords: tick-borne pathogens; Rhipicephalus sanguineus sensu lato; dog; cat; Portugal;

polymerase chain reaction.



Lista de abreviaturas

ADN - Acido Desoxirribonucleico

AGH - Anaplasmose Granulocitica Humana
AGC - Anaplasmose Granolocitica Canina
ARN - Acido Ribonucléico

BL — Borreliose de Lyme

CMF - Camara Municipal de Faro

CML - Camara Municipal de Lisboa

CMG - Camara Municipal da Guarda

CMS - Camara Municipal de Setubal

DDBJ - “DNA Data Bank of Japan” (Base de dados de ADN do Japéo)
Et al. - E outros, da locucgao latina "et alli"

EUA - Estados Unidos da América

FEN - Febre Escaro-Nodular

IGEOE - Instituto Geografico do Exército

IHMT - Instituto de Higiene e Medicina Tropical
INE - Instituto Nacional de Estatistica

ITS - Internal Transcribed Spacer

Km? - Kilémetro quadrado

LC - Leishmaniose cutanea

MSF - “Mediterranean Spotted Fever”’ (Febre botonosa ou escaro-nodular)
mg - Miligrama

mA - Miliamper

ml - Mililitro

mm - Milimetro

min. - Minuto

Mg - Micrograma

I - Microlitro

mA - miliampere

ml - mililitro

mtDNA - ADN mitocondrial

°C - Graus Celcius

pb - Pares de bases

PCR - “Polymerase Chain Reaction” (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
“Primer” - Sequéncia iniciadora

RML - Regido Metropolitana de Lisboa



Seg. - Segundos

s.l. - Sensu lato

s.s. - Sensu stricto

Taq - Thermophillus aquaticus

TCC - Trombocitopénia Ciclica Canina
UV - Ultra Violeta

(I - microlitro

VIH - Virus da Imunodeficiéncia Humana
V - Volt

® - Marca registada
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Casuitica do estagio

A presente dissertagao foi desenvolvida no ambito do Mestrado Integrado de
Medicina Veterinaria da Universidade Lus6fona e baseou-se no estagio curricular realizado
na Unidade de Parasitologia Médica do Instituto de Higiene e Medicina Tropical, na area da
investigacdo, Universidade Nova de Lisboa.

O estagio curricular do autor teve inicio a dia um de Marco de 2013 e o término deu-
se a dia 30 de Setembro de 2013.

A amostra recolhida no dmbito do estagio incluiu a recolha de um total de 919
espécimes do complexo Rhipicephalus sanguineus sensu lato: 882 adultos, 8 ninfas e 29
larvas (Fig.1). Dos 882 ixodideos adultos, 307 eram exemplares masculinos e 580 eram

exemplares femininos (Fig. 2).

700

600 580

500 1000 882

400 307 800

300 600

200 400

100 200 8 29

0 0
Fémeas Machos Adultos Ninfas Larvas
M N2 de ixodideos em relagdo ao sexo M N2 de ixodideos em relagdo a fase de
desenvolvimento
Figura 1 — Caraterizagdo da amostra quanto Figura 2 — Caraterizagdo da amostra quanto

a fase de desenvolvimento (n=919). ao sexo (n=882).

Especificamente, foram colhidos 60 espécimes no distrito da Guarda, 77 no distrito
de Lisboa, 191 no distrito de Setubal e 591 no distrito de Faro (Fig. 3).

800
591
600
400
191
200 60 77
0 he—— he— L--J

Guarda Lisboa Setubal Faro

M N de ixodideos por distrito

Figura 3 — Caraterizagdo da amostra quanto
as areas geograficas de estudo (n=919).
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Seiscentos e vinte ixodideos foram removidos de 116 caes, 36 de oito gatos e 263 da
vegetacgéao (Fig. 4).

300 263
200
116
100 36
0 u he—1
Caes Gatos Vegetacdo

M N° de ixodideos provenientes do hospedeiro vertebrado/vegetagio

Figura 4 — Caraterizagdo da amostra quanto
a sua proveniéncia (n=919).

Os ixodideos colhidos da vegetacao eram todos provenientes do distrito de Faro (Fig.5).

N° de ixodideos colhidos de acordo com a regido geografica e hospedeiro

vertebrado/vegetacéo

120 111
100

30 74

60

40 29

20 17 7 6

0 u 0 0
0 u | N— | —
Guarda Lisboa Setubal

MCdo MGato W Vegetacdo

Figura 5 — Caraterizagdo da amostra quanto a sua regido geografica em relagdo com a sua
colheita no hospedeiro vertebrado/vegetagao (n=919).
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l. Introducao

As carragas sao artropodes hematdfagos obrigatérios ndo permanentes de
vertebrados terrestres, sendo responsaveis pela manutengdo e transmissdo de varios
agentes patogénicos (bactérias, parasitas e virus), afetando uma grande variedade de
animais, incluindo o ser humano (Chomel, 2011; Dantas-Torres, 2008a; de Almeida et al.,
2013; lonita et al., 2013; Kamani et al., 2013a; Maia et al., 2015a; Radulovic et al., 2011;
Reye et al., 2010; Santos-Silva et al., 2006; 2010; Satta et al., 2011; Silva, 2014; Smith et al.,
2013; Trotta et al., 2012; Smith et al., 2013). Muitos destes agentes sao patdgenos
emergentes e reemergentes, alguns com potencial zoonético (Gray et al., 2013; Halos et al.,
2005; Vilhena et al., 2013).

I.1. Ixodideos

Entre os diversos membros do filo Arthopoda, classe Arachnida, subclasse Acarina,
as carragas constituem a ordem Ixodida (Dantas-Torres, 2008a; National Center for
Biotechnology Information [NCBI], 2009b; Silva, 2014).

Atualmente sdo reconhecidas 898 espécies de carragas, distribuidas em trés
familias: Nuttalliellidae, Argasidae e Ixodidae (Gray et al., 2013). Da familia Nuttaliellidae faz
parte apenas uma espécie existente na Africa do Sul, a espécie Nuttalliela namaqua. Na
familia Argasidae sdo conhecidas 194 espécies designadas por “carragas de corpo mole” ou
argasideos, pela auséncia do escudo dorsal. Na familia Ixodidae, fazem parte 703 espécies
que, pela presenga de um escudo dorsal sao conhecidas por ixodideos ou “carragas de
corpo duro” (Silva et al., 2006), sendo a familia que se reveste de maior importancia médica
e veterinaria (Nuncio et al., 2022; Silva, 2014).

A familia Ixodidae é a mais comum em Portugal (Santos-Silva, 2011) estando
representada por 22 espécies de carragas, distribuidas em cinco géneros, nomeadamente
Dermacentor (Dermacentor marginatus e Dermacentor reticulatus), Haemaphysalis
(Haemaphysalis hispanica, Haemaphysalis inermis e Haemaphysalis punctata), Hyalomma
(Hyalomma lusitanicum e Hyalomma marginatum), Ixodes (Ixodes acuminatus, Ixodes
arboricola, Ixodes bivari, Ixodes canisuga, Ixodes frontalis, Ixodes hexagonus, Ixodes
ricinus, Ixodes simplex, Ixodes ventalloi e Ixodes vespertilionis) e Rhipicephalus
[Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus pusillus e
Rhipicephalus sanguineus s.l.] (Nuncio et al., 2022; Silva et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6 - Algumas espécies de carragas de corpo duro existentes em Portugal. A: fémea e macho D.
marginatus; B: macho e fémea Ha. inermis; C: fémea e macho Hy. marginatum; D: fémea Hy. lusitanicum; E:
fémea I. acuminatus; F: macho R. bursa; G: macho do complexo R. sanguineus s.l. (Fotos retiradas por M.
Nunes, UEI Microbiologia Médica, IHMT).

Os ixodideos do género Rhipicephalus englobam uma espécie principal,
Rhipicephalus sanguineus, que em termos nacionais é a espécie mais abundante (Nuncio et
al., 2022; Santos et al., 2021;).

1.1.1. Morfologia e identificagao

As carragas da familia Ixodidae sdo denominadas de carragas duras devido a
presenca de um escudo fortemente quitinoso em todas as fases do desenvolvimento.
Morfologicamente os machos possuem o escudo proeminente que se estende por toda a
superficie dorsal, enquanto nas fémeas e estadios imaturos esta estrutura esclerotizada
reveste apenas uma pequena porgao anterior do dorso. Os ixodideos (excepto nos géneros
Ixodes e Haemaphysalis) tém a presenga de olhos lateralmente no escudo e o seu capitulo
€ sempre terminal em todos os estadios. Contudo, para a identificagdo dos principais
géneros de ixodideos de corpo duro existentes em Portugal deve-se ter em conta diversos
aspetos morfologicos que variam de acordo com o género em causa (Tabela 1) (Estrada-
Pena, 2004d).
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Tabela 1: Chave taxonémica para os principais géneros de ixodideos adultos presentes em

Portugal (Estrada-Pefia, 2004d).

Género
Caracteres Ixodes Hyalomma Dermacentor | Rhipicephalus Haemaphysalis
. Pequenos, 2°
Longos e Médios e o g '
Palpos Longos Médios segmento alargado
delgados amplos
lateralmente
Cor padrao| Ausente Ausente Presente Ausente Ausente
Planos ou
Olhos Ausentes Convexos Presentes Ausentes
CONVEX0S
Festoes Ausentes Presentes Presentes Presentes Presentes
Sulco anal Anterior Posterior Posterior Posterior Posterior
Placas Anais )
Placas ! Anais e
- planas |acessoérias esub{ Ausentes - Ausentes
adanais ) ) acessorias
ventrais anais
Delgadas e Anéis . Anéis Delgadas e cor
Patas g ) ) Cor uniforme ) g .
cor uniforme | esbranquigados esbranquicados uniforme
Delgadas e cor
Outros Coxa IVlarga |Processo caudal g )
uniforme

1.1.1.1. Complexo Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)

Dos varios géneros e espécies de carragas de corpo duro, destaca-se o complexo de
espécies Rhipicephalus sanguineus, com grande importancia ao nivel veterinario e humano,
devido ao seu papel como vetor de diversos agentes patogénicos.

O complexo Rhipicephalus sanguineus s.. inclui 12 espécies, nomeadamente
Rhipicephalus sulcatus, Rhipicephalus rossicus,

R. sanguineus sensu stricto (s.s.),

Rhipicephalus schulzei, Rhipicephalus pumilio, R. pusillus, Rhipicephalus turanicus,

Rhipicephalus leporis, Rhipicephalus gquilhoni, Rhipicephalus moucheti, Rhipicephalus
bergeoni e Rhipicephalus camicasi (Moraes-Filho et al. 2011; Nava et al., 2014; 2015; Rosa
et al.,, 2012). As suas semelhangcas morfolégicas fazem com que a sua identificacdo seja
uma tarefa dificil, mesmo com taxonomistas experientes (Dantas-Torres et al., 2013). Como
tal, e até que a espécie seja redescrita baseada num consenso entre os taxonomistas, o
termo “grupo/complexo de espécies de R. sanguineus” ou “R. sanguineus sensu lato” deve
ser empregue e o uso do nome “R. sanguineus sensu estricto” deve ser evitado (Dantas-
Torres et al., 2013; Nava et al.,, 2014). Desta forma, no decorrer deste trabalho o termo
complexo R. sanguineus s.l. ira ser empregue.

O complexo de espécies R. sanguineus, também conhecido como “carraga do cao”
ou “carraga castanha do cao”, devido a sua distribuicdo em canideos e a sua cor base
predominante, é considerada a carraca de maior difusdo mundial devido a sua capacidade
de adaptagédo a areas com clima relativamente quente e invernos suaves (Anatriello et al.,
2010; Dantas-Torres et al., 2013; Farkas et al., 2014; Venzal, 2017) apresentando uma

maior prevaléncia em regides tropicais e subtropicais (Dantas-Torres, 2010). De acordo com
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0 Concelho Europeu para o Controlo das Parasitoses dos Animais de Companhia (ESCCAP,
2012), o complexo R. sanguineus s.l. ocorre com maior frequéncia nos paises do Sul da
Europa. Em Portugal, este artrépode encontra-se reportado em todos os distritos do Pais
(Cardoso et al., 2012; Santos-Silva et al., 2011; Silva et al., 2006; Sousa et al., 2011).

A identificagéo de espécies do complexo R. sanguineus s.l. pode ser feita com base
na combinagdo dos seguintes aspetos morfolégicos: corpo alongado, escudo néo
ornamentado com olhos ligeiramente convexos (Fig. 7.F) palpos curtos, base do capitulo
hexagonal, areas porosas pequenas e distanciadas (Fig. 7.E), e festbes, pontuagdes
pequenas a médias e dispersas ao longo do escudo (Fig. 7.G), placa espiracular em forma
de virgula com o prolongamento dorsal, com largura igual ou menor que a metade do festao
adjacente e coxa | bifurcada (Fig. 7.H) (Estrada-Pena, 2004d; Dantas-Torres, 2008a).

" |Capitulo

Escudo

dorsal

Coxal
bifurcada Hipostoma

Palpo

Base
do

espiracularg s

Placa

if d;
adanais bifurcada

Nunes, IHMT
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M. Nunes, IHMT espiracular 1mm

Figura 7 - Macho (A, B, C e G) e fémea (B, D, E e F) do complexo R. sanguineus s.l.. A: capitulo, escudo dorsal
(estende-se por toda a superficie dorsal) e olhos — vista dorsal; B: capitulo, escudo (equivale a pequena porgao
anterior do dorso) e olhos — vista dorsal; C: palpos e hipostoma, base do capitulo hexagonal, sulco anal posterior,
espiraculos, placas adanais e anéis nas patas — vista ventral; D: palpos, hipostoma, base do capitulo, poro
genital, poro anal, placa espiracular, coxa | bifurcada e poro anal — vista ventral; E: base do capitulo hexagonal e
areas porosas distanciadas e grandes — vista dorsal; F: olhos ampliados ligeiramente convexos — vista dorsal; G:
pontuagdes no escudo, festdes e apéndice caudal — vista dorsal; D: coxa | bifuracada, placas adanais e
espiraculares ampliadas — vista ventral (Foto de M. Nunes, UEI Microbiologia Médica, IHMT).

Os estadios larval e ninfal ttm em comum o facto de serem sexualmente imaturos, o
que é determinado por ndo apresentarem abertura genital, ao contrario das formas adultas
que apresentam acentuado dimorfismo sexual (Dantas-Torres, 2008a). As larvas possuem
trés pares de patas (hexapodes) (Silva, 2014) e sdo pequenas, com comprimento de 0,54
mm e 0,39 mm de largura (Dantas-Torres, 2009); apresentam angulos pequenos e laterais
na base do capitulo, largura dos palpos na jungdo com a base do capitulo igual a largura da
base, escudo convexo apenas posteriormente (Fig. 8.A), coxa | ndo apresenta bifurcagao,
coxa Il com pequeno esporao e coxa lll com um espordo muito suave (Pegram et al., 1987).
As ninfas possuem quatro pares de patas (octdpodes), assemelhando-se aos ixodideos
adultos, no entanto sdo menores que estes (comprimento de 1,14 a 1,3 mm; largura de 0,57
a 0,66 mm) (Dantas-Torres, 2008a). O capitulo € um pouco mais largo do que longo e as
margens anterolaterais da base do capitulo e as margens externas dos palpos sé&o
ligeiramente curvas. Ventralmente, a coxa | apresenta ja uma ligeira bifurcagao, as coxas | e
lll apresentam um pequeno espordo e a coxa |V apresenta um leve indicio de um esporéo
(Fig. 8.B).

Capitulo

Coxal
ligeiramente
bifurcada

Capitulo +—

Patal

Patall

Pata lll

— e
A 500 pym B

Figura 8 - Dois estadios imaturos (Rhipicephalus spp.). A: larva - vista dorsal; B: ninfa - vista ventral (Foto de M.
Nunes, UEI Microbiologia Médica, IHMT).
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.1.1.1.A. Hospedeiros

Os caes domésticos sdo os hospedeiros primarios das carracas pertencentes ao
complexo Rhipicephalus sanguineus s.l. (Dantas-Torres, 2010; Levin et al., 2012). Contudo,
estas carragas parasitam uma vasta gama de hospedeiros vertebrados (Nuncio et al., 2022),
tais como gatos, coelhos, bovinos, caprinos, cavalos, ovelhas, répteis, passaros e seres
humanos (Anatriello et al., 2010; Dantas-Torres, 2010; Levin et al., 2012; Rosa et al., 2010).
O aparecimento deste ixodideo noutros animais, para além do cao, esta associado
sobretudo a presenga de caes muito infestados ou a ambientes onde espécies do complexo
R. sanguineus s.l. existam em grande abundancia (Dantas-Torres, 2008a). Estas carracas
sdo pouco antropofilicas (Morais, 2009), alimentando-se no homem apenas quando os
canideos domeésticos ou silvaticos nédo estdao disponiveis (ou estdo protegidos com
acaricidas) (Harrus et al., 2007; Marquez et al., 2008; Silva et al., 2006).

Em Portugal os ixodideos adultos ja foram encontrados em carnivoros, insectivoros,
ungulados e roedores, enquanto as ninfas foram detectadas em seres humanos, cées e
ourigos e as larvas em carnivoros e insectivoros (Santos-Silva et al., 2011).

O tipo de bidtopo desta espécie é diversificado, encontrando-se tanto no interior das
habitagbes humanas, como no ambiente exterior, em jardins publicos ou privados, em canis
e em areas envolventes das habitagdes, podendo permanecer ativa durante todo o ano em

proporgdes variaveis (Beugnet et al., 2011).

1.1.1.1.B. Ciclo de vida e transmissao de agentes patogénicos

O ciclo biolégico das carragas da familia Ixodidae compreende quatro fases
evolutivas ou estadios: uma fase inativa, o ovo e trés fases ativas: larva, ninfa e adulto (Gray
et al., 2013; Silva, 2014), apresentando esta ultima dimorfismo sexual (Estrada-Pefa,
2004a). O complexo R. sanguineus s.l. possui um ciclo trioxeno, ou seja, necessita de se
alimentar de um hospedeiro diferente em cada fase evolutiva, executando no ambiente a
ecdise (ou muda) para o proximo estadio (Silva, 2014). O ciclo inicia-se quando as fémeas
depositam os ovos (0 numero de ovos depositado por cada fémea pode ir até aos 5000)
diretamente no solo (Fig. 9.1) ou em locais estratégicos (tais como paredes, em frestas e
fendas ou perto do local de descanso do hospedeiro) pois este facto permite que assim que
as larvas eclodam, encontrem mais facilmente o hospedeiro (Dantas-Torres, 2008a; Nuncio
et al., 2022; Silva, 2014). As fémeas morrem apos a oviposi¢ao (Silva, 2014; Stich et al.,
2008). Apds varias semanas de incubagao, eclode uma larva de cada ovo (Fig. 9.2) (Dantas-
Torres, 2010), que ira procurar um hospedeiro para efetuar uma refeicao sanguinea (Fig.

9.3). Apdés completar a refeicdo, a larva engorgitada desprende-se do hospedeiro
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executando no ambiente a ecdise (Fig. 9.4) para o seguinte estadio, ninfa (Fig. 9.5). Tal
como a larva, a ninfa ira procurar um novo hospedeiro onde efetuar uma refeigdo sanguinea
(Fig. 9.6). Apos terminar a refeigéo a ninfa engorgitada despreender-se-a do hospedeiro e a
muda para o estadio adulto ocorrera no solo (Fig. 9.7). Tanto as fémeas como os machos
(Fig. 9.8) irao procurar novo hospedeiro para realizar uma refeicdo sanguinea e para copular
(Fig. 9.9) (Dantas-Torres, 2008a; Silva, 2014).

i f‘t?ﬁ/ [ E,Q f g’@
{@ @

Fase de vida parasitaria

Fémea engorgltada

Ovos

Adultos

Figura 9 — Ciclo de vida da carraga pertencente ao complexo R. sanguineus s.| (esquema com imagens originais
de M. Nunes, IHMT, adaptado de Santos-Silva et al., 2012). Legenda: 1-oviposigao; 2-larvas; 3, 6 e 9-hospedeiro

vertebrado; 4 e 7-solo; 5-ninfas; 8: macho e fémea.

Nas primeiras 24-36 horas apds a ligacdo do ixodideo ao hospedeiro, ndo ha
praticamente ingestdo de sangue, sendo a penetragédo na pele a sua principal atividade. As
secrecgOes salivares produzidas incluem um cimento, que fixa as pecas bucais a pele do
hospedeiro, bem como enzimas e substancias vasodilatadoras, anti-inflamatérias, anti-
hemostaticas, imunosupressoras e anestésicas, que facilitam a hematofagia (Figueiredo,
2008). A refeicdo sanguinea tem a duragdo média de 2 a 5 dias para as larvas, de 3 a 6 dias
para as ninfas e de 5 a 21 dias no caso das fémeas (Gray et al., 2013). Os machos podem
realizar uma pequena ingestdo de sangue para terminar a espermatogénese, embora
habitualmente ndo necessitem de o fazer, pois o desenvolvimento dos gametas masculinos
€ completado no estadio ninfal (Dantas-Torres, 2009, Silva, 2014).

As fémeas necessitam de ingerir grandes quantidades de sangue para garantir a
postura dos ovos pelo que o seu tamanho e peso corporais aumentam gradualmente a
medida que vao realizando a refeigdo sanguinea podendo atingir 50 a 100 vezes o tamanho

que apresentavam em jejum (Fig. 10.A) (Anatriello et al., 2010, Silva, 2014). As fémeas
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engorgitadas e fertilizadas desprendem-se do hospedeiro para realizar no solo a digestao

sanguinea e a maturacgéo e postura dos ovos (Fig. 10.B) (Dantas-Torres, 2008a).

Figura 10 — Formas adultas do complexo R. sanguineus s.l.. A: fémea engorgitada (Vista dorsal) (Foto retirada
por M. Nunes, UEl Microbiologia Meédica, IHMT); B: fémea na fase final da postura (adaptado de
http://dermatocaoegato.blogspot.pt).

A transmissdo de um agente infecioso a um hospedeiro vertebrado ocorre, de um
modo geral, devido a fixagdo de um ixodideo infetado, com a consequente inoculagao de
secregOes salivares contendo o agente. Mas também pode ocorrer quando o ixodideo efetua
a sua refeicdo sanguinea e contamina o novo hospedeiro com sangue infetado proveniente
de um hospedeiro ao qual se fixou anteriormente. Outras formas de transmissao do agente
infecioso consistem no momento em que o ixodideo liberta as suas fezes contaminadas,
sobre a superficie cutanea do hospedeiro vertebrado quando se esta a alimentar, quando
ocorre 0 seu esmagamento, ou pela degluticdo do ixodideo infetado (Silva et al., 2006). Por
ultimo, outra forma de transmisséo, é realizada pelo “cofeeding”, que consiste num processo
pelo qual carragas infetadas e néo infetadas, se alimentam num determinado hospedeiro e a
distancia que as separa ¢é inferior a um centimetro, o que as obriga a partilhar a mesma area
alimentar e facilita a transmissdo do patégeno a carraga nao infetada (Silva et al., 2006;
Voordouw, 2015).

Quando nao estao no hospedeiro, estes artrépodes dependem profundamente das
condigbes ambientais. Os ixodideos passam 94 - 97% da vida no ambiente e estdo sob a
influéncia de varios fatores bidticos (a sua predilegdo para o cdo como hospedeiro &
apresentada como um bidtopo) e abiéticos (temperatura e humidade do ambiente) (Gray et
al., 2013). Quando aparecem determinadas condigbes de temperatura, de humidade e
luminosidade, esta espécie coloca-se na parte mais alta da vegetacdo onde permanece em
espera. Quando o hospedeiro passa no local, o ixodideo agarra-se ao corpo do mesmo,
fixando-se de seguida a sua pele utilizando as suas pegas bucais especializadas (Estrada-
Pena, 2004a).

A duracgao do ciclo de vida das espécies do complexo R.sanguineus s.l. varia de pais
para pais e de regido para regido; por exemplo, em Portugal, as altera¢des climaticas
verificadas na ultima década, nomeadamente a subida das temperaturas médias anuais e a
capacidade de adaptagao de espécies do complexo R. sanguineus s.l. ao ambiente familiar,

parecem ter influenciado o seu ciclo de vida e a sua dinamica sazonal, permitindo-lhe nao sé
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completar mais um ciclo de vida por ano, como manter-se ativo durante todo o ano
(incluindo o Inverno) (Nuncio et al., 2022; Sousa, 2008). Apesar deste ixodideo ser
encontrado por todos os distritos de Portugal, a maior incidéncia € no sul do pais, onde as
condigbes ambientais sdo mais favoraveis ao desenvolvimento de dois a trés ciclos anuais,
nomeadamente: temperaturas minimas anuais acima dos 10-14°C, temperaturas maximas
acima dos 20°C (durante oito a nove meses) e humidade relativa entre 60-75% (Silva, 2010).
As maiores densidades populacionais sdo encontradas em Portugal nos meses mais
quentes (Julho e Agosto), pelo que esta espécie aparenta estar adaptada a temperaturas
altas, sendo muito resistente ao calor, e ndo ser muito exigente quanto a humidade relativa
(Berrada et al., 2009; Estrada-Pefia, 2004a; Santos-Silva et al., 2014). As formas adultas
estdo ativas durante todo o ano, com um aumento na Primavera/Verao e as formas imaturas

(larvas e ninfas) séo identificadas, sobretudo, nos meses de Verao (Nuncio el al., 2022).

I.2. Bactérias transmitidas por carragas
I.2.1. Anaplasma spp. | Ehrlichia spp.
.2.1.1. Taxonomia

Os membros da familia Anaplasmataceae sado bactérias gram-negativas, de
crescimento intracelular obrigatério (Dumler et al., 2001; NCBI, 2009a). Os géneros
Anaplasma e Ehrlichia infectam uma ampla variedade de mamiferos (Vieira et al., 2011).

O género Ehrlichia incluiu inicialmente 10 espécies classificadas com base na célula
hospedeira infetada: mondcitos (Ehrlichia canis, Ehrlichia risticii, Ehrlichia sennetsu),
granulécitos (Ehrlichia ewingii, Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila e o agente da
erliquiose granulocitica humana) e plaquetas (Ehrlichia platys). Com base em estudos
filogenéticos (Beugnet et al., 2009), o género Ehrlichia foi reorganizado sendo atualmente
composto por cinco espécies: Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii,
Ehrlichia muris e Ehrlichia ruminantium (anteriormente designado Cowdria ruminantium)
(Stuen et al., 2013).

Os restantes organismos foram reclassificados nos géneros Anaplasma e
Neorickettsia, nomeadamente Anaplasma platys (anteriormente designada por Ehrlichia
platys), Anaplasma phagocytophilum (uma combinagdo de organismos anteriormente
conhecida como Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila e agente da erliquiose granulocitica
humana), Neorickettsia helminthoeca, Neorickettsia risticii (anteriormente desigado Ehrlichia
risticii) e Neorickettsia sennetsu (anteriormente Ehrlichia sennetsu) (Allison et al., 2013a,
Vieira et al., 2011).

26



.2.1.1.A. Anaplasma platys
1.2.1.1.A.1. Etiologia

A espécie A. platys surge no interior das plaquetas do hospedeiro vertebrado
(Harvey, 2012). Esta bactéria € o agente etioldgico da trombocitopenia ciclica canina
(Abarca et al., 2007; Alleman, 2005; Beadfils et al., 2002; Baneth, 2010; Dyachenko et al.,
2012; Mokhtar et al., 2013; Ulutas et al., 2007) sendo endémica nos paises da bacia do
Mediterraneo (Couto, 2011; Dyachenko et al., 2012).

1.2.1.1.A.2. Hospedeiro invertebrado

As espécies do complexo R. sanguineus s.l. sdo consideradas vectores putativos de
A. platys (Andersson et al., 2013; Baneth, 2010; Cardoso et al., 2012; Dyachenko et al.,
2012; Maggi et al., 2013; Ramos et al., 2014b). O ADN desta bactéria ja foi detectado
noutras espécies de ixodideos, tais como: Dermacentor auratus na Tailandia (Parola et al.,
2003), Haemaphysalis flava e Ixodes ovatus no Japdo (Inokuma et al, 2003),
Haemaphysalis longicornis e Ixodes persulcatus na Coreia (Harvey, 2012), R. turanicus em
Israel (Harrus et al., 2011) e em Dermacentor nuttalli e I. persulcatus na Mongolia (Javkhlan
etal., 2014).

1.2.1.1.A.3. Hospedeiro vertebrado

Os cées sao considerados os principais hospedeiros de A. platys (Cohn, 2003;
ESCCAP, 2012b; Maggi et al., 2013) na Asia, nos EUA e na Europa (Andersson et al.,
2013). Na Europa, a ocorréncia da infecgao por A. platys em caes foi reportada em Espanha
(Aguirre et al., 2006), Franca (Beaufils et al., 2002), Grécia (Andersson et al., 2013), Italia
(de la Fuente et al., 2006) e Portugal (Cardoso et al., 2010a; Maia et al., 2015a; René-
Martellet et al., 2015). Contudo, esta espécie bacteriana conhecida por infetar sobretudo
caes, também foi detetada por técnicas moleculares em gatos no Brasil (Lima et al., 2010;
Maggi et al., 2013), e em Portugal em raposas (Cardoso et al., 2015) e em javalis (Pereira et
al., 2016). Também foi detetado ADN de Anaplasma spp./Ehrlichia spp. em gatos
domésticos em Portugal (Maia et al., 2014a; Vilhena et al., 2013).

1.2.1.1.A.4. Ciclo de vida

O modo natural de transmissdo de A. platys ainda nao foi demonstrado
experimentalmente em ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. (Dyachenko et al., 2012;
Harvey, 2012). Contudo, o ciclo de vida desta espécie & semelhante ao de

A. phagocytophilum, diferindo nas células alvo (Ramos et al., 2014b). A bactéria A. platys
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surge no interior das plaquetas do hospedeiro vertebrado (Harvey, 2012) como inclusées
basofilicas redondas ou ovais isoladas, em pares ou em grupos formando as mérulas (Fig.
11. A e Fig. 11. B) (Dyachenko et al., 2012; Harvey, 2012), com didametro de 0,35 a 1,35 um
(CVBD, 2010). As plaquetas infetadas podem conter um a trés vacuolos com um a 15
agentes bacterianos por vacuolo (Harvey, 2012).

u

’h‘ . 10.0 ym

Figura 11 - Esfregagos sanguineos de dois cades, com inclustes baséfilas de Anaplasma platys dentro de
plaquetas. A: mérulas no interior de trés plaquetas (coradas por Giemsa) (adaptado de Dyachenko et al., 2012);
B: duas morulas numa plaqueta (seta) (coloragdo Romanowsky) (adaptado de Alisson & Little, 2013).

1.2.1.1.A.5. Saude publica

Embora o potencial zoondtico deste agente ainda ndo tenha sido comprovado
(Cicuttin et al., 2014), o ADN de A. platys foi detetado em amostras sanguineas de uma
médica veterinaria nos USA (Maggi et al. 2013) e de duas mulheres na Venezuela (Arraga-
Alvarado et al., 2014).

1.2.1.1.B. Ehrlichia canis
1.2.1.1.B.1. Etiologia

A espécie Ehrlichia canis é o agente etiolégico da erliquiose monocitica canina
(Beugnet et al., 2011; Sainz et al., 2015). Este importante agente infecioso canino tem uma
distribuicdo mundial (Harrus et al., 2012) e todos os paises Europeus que circundam o mar
Mediterraneo sao endémicos para esta espécie (Sainz et al., 2015).

As espécies E. chaffeensis e E. ewingii também sao responsaveis por causar
erliquiose em caes nos EUA (Cardoso et al., 2010; Romero et al., 2011) embora ainda nao
tenham sido detetadas em cées na Europa (Sainz et al., 2015).
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1.2.1.1.B.2. Hospedeiro invertebrado

A distribuigdo da infegédo por E. canis esta relacionada com a distribuigdo geografica
do vetor, R. sanguineus s.l. (Breitschwerdt, 2009; Irwin, 2007). Em Portugal esta bactéria foi
isolada de hemolinfa de espécimes do complexo R. sanguineus s.l. provenientes do distrito
de Setubal (Figueiredo, 2008). O ADN de E. canis também foi detetado em outras espécies
de carragas, nomeadamente R. turanicus em Israel (Harrus et al., 2011) e Dermacentor spp.
na Hungria (Harrus et al., 2011; Hornok et al., 2013).

1.2.1.1.B.3. Hospedeiro vertebrado

Os hospedeiros vertebrados e reservatérios de E. canis incluem os canideos
domésticos e silvestres. E. canis foi o primeiro agente da EMC identificado em caes por
Donatien e Lestosquard na Argélia em 1935 (Chomel, 2011). Na década de 1970, este
agente bacteriano adquiriu importancia apds ter provocado a morte de centenas de céaes
militares americanos durante a Guerra do Vietname (Vieira et al., 2011). Em Portugal a
detecao de ADN de E. canis foi reportada em caes (Alexandre, 2009; Cardoso et al., 2010a;
Cardoso et al., 2010b; Maia et al., 2015; René- Martellet et al., 2015), e em raposas de todo
o pais (Cardoso et al., 2015).

Num estudo seroepidemioldgico nacional, Cardoso et al. (2012) obtiveram uma
prevaléncia de infegdo por E. canis, de 4,1% (23/557) em animais saudaveis e 16,45%
(103/628) em animais clinicamente suspeitos de estarem infetados com agentes
transmitidas por artropodes vetores.

No entanto, este agente bacteriano pode infetar ocasionalmente outros hospedeiros,
tais como o gato e o homem (Ayllon et al., 2009; Greene, 2006; Perez et al., 2006;). O
primeiro caso de erliquiose nos gatos foi reportado em Franga em 1986 e desde entdo tém
sido descritos varios casos de infe¢do por E. canis em gatos em todo o mundo por
intermédio de técnicas seroldgicas e moleculares (Ayllon et al., 2009; Maia et al., 2014a). A
detecdo de ADN de Anaplasmataceae também ja foi documentada em gatos do norte,
centro e sul de Portugal (Maia et al., 2014a; Vilhena et al., 2013).

1.2.1.1.B.4. Ciclo de vida

As carragas ao realizarem uma refeigdo sanguinea num hospedeiro infetado ingerem
leucécitos contendo E. canis, que se multiplicam nos hemdécitos, glandulas salivares e
células intestinais do vetor. A transmissdo do agente é realizada entre os estadios
(transmisséao transestadial) (Cohn, 2003; Dantas-torres, 2010; Harrus et al., 2012). Uma vez

infetada, a carraga é capaz de disseminar a infecao até 155 dias apds a separacao do seu
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hospedeiro (Breitschwerdt, 2009; Moreira, 2009). A transmissdo das bactérias a um
hospedeiro susceptivel ocorre durante as refeicdes sanguineas subsequentes da carraga
(Hagiwara, 2009; Dantas-Torres, 2010). N&o se encontra descrita a transmissao
transovarica de E. canis (Cohn, 2003; Dantas-torres, 2010; Harrus et al., 2012). Por esta
razédo, este ixodideo nao funciona como um verdadeiro reservatério de E. canis (Cohn,
2003), sendo necessaria a presenga de canideos infetados para manter a bactéria na
populagdo de ixodideos (Aguiar et al., 2007; Breitschwerdt, 2009; Figueiredo, 2008). As
carragas necessitam de um periodo de 24 a 48 horas de fixacdo ao hospedeiro para a
transmissdo do agente infecioso (Breitschwerdt, 2009). Contudo, um estudo recente em
caes detetou por métodos moleculares a transmisséo de E. canis por carragas do complexo
R. sanguineus s.I. apos 8 horas de fixagdo (Fourie et al., 2013). A transmisséo da infegao
por E. canis pode ser também iatrogénica e por intermédio de transfusdes sanguineas de
um dador infetado (Harrus et al., 2012).

No hospedeiro vertebrado as espécies do género Ehrlichia infetam principalmente os
leucdcitos (mondcitos, macrofagos e granulécitos) do sangue, figado, bago, medula 6ssea,
linfonodos, pulmao, rins e sistema nervoso central, onde se replicam dentro de vacuolos
citoplasmaticos formando moérulas (Harrus et al., 2012).

Em caes, E. canis infeta macrofagos (Fig. 12. A) e mondcitos (Fig. 12. B) (Harrus et
al.,, 2012). Apoés multiplicagao estes agentes bacterianos disseminam-se pelo sistema
mononuclear fagocitario para o figado, bago e linfonodos (ESCCAP, 2012), causando

infecdes persistentes que duram possivelmente toda a vida do animal (Aguiar et al., 2007).

Figura 12 — A: Esfregago de medula éssea de um cdo onde se visualiza um macréfago contendo uma mérula
(seta) de E. canis (adaptado de Dantas-Torres, 2008b); B: Esfregago de sangue onde se observa uma mérula de
E. canis (seta) no citoplasma de um mondcito — 1000x (adaptado de Harrus et al., 2012).

1.2.1.1.B.5. Saude publica

Com base no isolamento em pacientes humanos, verificou-se que as bactérias
E. canis, E. chaffeensis e E. ewingii podem causar erliquiose monocitica humana
(Breitschwerdt, 2009; 2011; Ismail et al., 2010), embora segundo o ESCCAP (2012) o
potencial zoonético de E. canis ainda nado esteja comprovado. A EMH causada por E.

chaffeensis é considerada uma zoonose emergente na América do Norte, Asia, Europa, e
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mais recentemente no Brasil (Breitschwerdt, 2009) enquanto os casos humanos causados
por E. ewingii s&o maioritariamente reportados em individuos imunodeprimidos (Ismail et al.,
2010).

Em virtude da necessidade de existir um vetor, ndo ha evidéncias de que qualquer
uma destas infegbes seja transmitida diretamente dos animais para as pessoas e vice-versa
(Breitschwerdt, 2009; Cohn, 2003). Contudo, os animais domésticos podem servir de
sentinelas ou reservatérios em areas endémicas, uma vez que sdo susceptiveis aos

mesmos organismos que afetam o homem (Cohn, 2003).

1.2.2. Borrelia burgdorferi s.l.
1.2.2.1. Etiologia

As bactérias do género Borrelia (familia Spirochaetaceae) sé&o bactérias gram
negativas, microaerofilicas, extracelulares (Gonzalez, 2013; Tsao, 2009) e caracterizam-se
por ser longas (4 a 18 ym de comprimento) e finas (0.2 ym a 0,5 de largura), de forma
helicoidal e flexivel (Greene et al., 2012b; Karami, 2012).

As espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi s.I. (ESCCAP, 2012, Silva et al.,
2006; Rauter et al., 2005) sdo os agentes etiologicos da Borreliose de Lyme (BL), uma
infecdo multisistémica que afeta humanos e animais domésticos. Na Europa, podem ser
encontradas 11 genoespécies deste complexo., das quais nove sao notoriamente
endémicas: Borrelia afzelii, Borrelia bavariensis, Borrelia bissettii, Borrelia burgdorferi sensu
stricto (s.s.), Borrelia finlandensis, Borrelia garinii, Borrelia lusitaniae, Borrelia spielmanii e
Borrelia valaisiana (Couceiro et al., 2003; de Carvalho et al., 2012; Franke et al., 2013; Gern,
2009).

1.2.2.2. Hospedeiro invertebrado

Apesar dos vetores de Bo. burgdorferi s.l. pertencerem ao género Ixodes (Norte et
al., 2013; Nuncio & Carvalho, 2014), as espécies responsaveis pela transmissao destas
espiroquetas diferem de regido para regidao (Center for Food Security & Public Health
[CFSPH], 2011): Ixodes scapularis e Ixodes pacificus na América do Norte, /. persulcatus na
Asia e no Leste da Europa, e /. ricinus (Fig. 8) na Europa, Norte de Africa e Asia Ocidental
(CFSPH, 2011; Franke et al., 2013).

A espécie I. ricinus encontra-se presente em todos os distritos de Portugal (Santos-
Silva et al.,, 2011), embora exista uma distribuicdo desigual, predominando em zonas
florestadas e onde os niveis de humidade relativa sejam elevados, podendo também ser

encontrado em parques urbanos ( Oteo et al., 2004; Silva et al., 2006).
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2mm
M. Nunes, IHMT

Figura 13 - Duas fémeas de Ixodes ricinus, espécie vetor de Borrelia burgdorferi s.I. na Europa. A: fémea nao
alimentada - vista dorsal; B: fémea engorgitada - vista ventral (Foto de M. Nunes, UEI Microbiologia Médica,
IHMT).

Em Portugal, o ADN de borrélias do complexo Bo. burgdorferi s.l., foi detetado ndo s6
em |[. ricinus (nomeadamente Bo. afzelii, Bo. burgdorferi s.s., Bo. garinii, Bo. lusitaniae,
Borrelia turdi, e Bo. valaisiana) (Batista, 2006; de Carvalho el al., 2008a; Milhano et al.,
2010; Norte et al., 2013; Nuncio et al., 2022) mas também noutras espécies de carragas: D.
marginatus, Ha. punctata, complexo R. sanguineus s.|. (Baptista, 2006) e Hy. lusitanicum
(Milhano et al., 2010).

1.2.2.3. Hospedeiro vertebrado

Embora o vetor [. ricinus se alimente numa grande variedade de vertebrados, cada
espécie de Borrelia parece estar associada a determinados hospedeiros vertebrados. Na
Europa, os hospedeiros reservatérios competentes das espiroquetas Bo. garinii e Bo.
valaisiana sao sobretudo as aves (de Carvalho et al., 2010a), enquanto Bo. afzelii é
perpetuada por pequenos roedores. A espiroqueta Bo. burgdorferi s.s. esta associada a
esquilos e ourigos, enquanto Bo. lusitaniae é mantida sobretudo nos lagartos, tendo as aves
um papel minor na sua distribuicao (de Carvalho et al., 2010a; Radzijevskaja et al., 2013).

Os humanos e os animais domésticos sdo considerados hospedeiros acidentais,
podendo ser infetados com borrélias do complexo Bo. burgdorferi s.|. quando sé&o
parasitados por carragas infetadas (CFSPH, 2011). Em Portugal, o agente Bo. lusitaniae foi
isolado em humanos (Collares-Pereira et al., 2004; de Carvalho et al., 2008; de Carvalho et
al., 2010) e roedores (Apodemus sylvaticus) (de Carvalho et al., 2010a) e os agentes Bo.
valaisiana e B. turdi foram isolados em aves (Norte et al., 2013). Recentemente detetou-se
ADN de Bo. burgdorferi s.|. em javalis (Faria et al., 2015), gatos (Maia et al., 2014) e caes
(Maia et al., 2015a). No inquérito seroepidemiolégico nacional realizado por Cardoso et al.

(2012) a prevaléncia de anticorpos anti-Borrelia em caes portugueses foi de 0,2% (1/557).
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.2.2.4. Ciclo de vida

O ixodideo Ixodes ricinus é uma espécie de evolugao trifasica, exofilica e telotréfica.
A atividade das carragas adultas inicia-se no outono (outubro) e termina a meio de margo.
As larvas e ninfas estdo ativas em simultdneo tanto nos hospedeiros como na vegetagao
entre abril e julho (primavera e verao) (Biesiada et al., 2012; Silva et al., 2006; Tilly et al.,
2008;). A duragao do ciclo de vida desta espécie € dependente de fatores importantes como
o clima e a disponibilidade de hospedeiros (Estrada-Pefia, 2004d; Silva et al., 2006). Sao
carragas de trés hospedeiros e as formas adultas podem ser encontradas na vegetagao até
1,5 metros enquanto os estadios imaturos mantém-se sobretudo na vegetacdo rasteira
(Lindgren & Jaenson, 2006). As larvas parasitam principalmente pequenos mamiferos (Fig.
14.1), enquanto as ninfas sdo encontradas em mamiferos de médio porte, aves e répteis
(Fig. 14.2) (Estrada-Pefia, 2004c; Greene et al., 2012b; Nuncio & Carvalho, 2014; Nuncio et
al., 2022). Os ixodideos adultos s&o encontrados mais frequentemente em animais de
grande porte como os ungulados (Fig. 14.3). Apenas as fémeas realizam grandes refeigbes
sanguineas, enquanto os machos fazem pequenas refeigdes, ingerindo pouco volume de
sangue, e nunca engorgitam. Apenas uma unica refeicdo sanguinea é efetuada em cada
estadio evolutivo de . ricinus. Depois de se alimentarem durante alguns dias (cerca de 3-5
dias para as larvas, 4-8 dias para as ninfas e 5-20 dias para as fémeas adultas), as carragas
soltam-se do hospedeiro para o solo e realizam a muda para o estadio seguinte. O ciclo de
vida de [. ricinus termina com a coépula e a oviposi¢cdo. Apés o acasalamento a fémea
alimenta-se até a total replecdo (aumentando o seu volume até 100 vezes) (Fig. 14.C),
libertando-se de seguida para o solo onde faz uma postura de ovos (aproximadamente
2000), morrendo em seguida (Fig. 14.4) (Estrada-Pefa, 2004c; Greene et al., 2012b; Nuncio
& Carvalho, 2014; Nuncio et al., 2022).
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caempara o solo e
efectuam a muda de
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Figura 14 - Ciclo de vida de Borrelia burgdorferi s.|. através dos trés estadios de desenvolvimento dos ixodideos
(larva, ninfa e adultos) (adaptado de Radolf et al., 2012). Legenda: 1-larva; 2-ninfa; 3-: fémea ingorgitada; 4-ovos.

A transmisséo das bactérias do complexo Bo. burgdorferi s.l. a carraga pode ocorrer
por “cofeeding”, por via transestadial e/ou transovarica, embora esta ultima seja mais rara e
pouco eficiente (ESCCAP, 2012b, Geller et al., 2013; Lindgren & Jaenson, 2006; Nuncio et
al., 2014; Silva, 2014; Voordouw, 2015). As espiroquetas multiplicam-se no intestino médio
da carraga, migram para a hemolinfa e disseminam-se para as glandulas salivares (Greene
et al., 2012b). Estas bactérias extracelulares tém um unico modo de mobilidade ativo por
rotagao-flexao (Gonzalez, 2013; Tsao, 2009) que lhes permite mover de forma eficiente em
meios viscosos como nos tecidos do vetor e do hospedeiro (Greene et al., 2012b; Tsao,
2009) (Fig. 15).
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Figura 15 - Espiroquetas de Borrelia burgdorferi s.l. visualizadas por microscopia electronica (A) (adaptado de
Greene et al., 2012b); por microscopia de fundo escuro (B) (adaptado de Carvalho, 2010).

A transmissdo das espiroquetas ocorre pela inoculagao da saliva da carraga durante
a refeicdo sanguinea e é mais eficiente quanto maior for o tempo de fixagao desta ao
hospedeiro (ESCCAP, 2012b; Gern, 2009; Greene et al., 2012b; Tilly et al., 2008).
Dependendo da espécie de Borrelia e da espécie de vetor, a transmissédo pode ocorrer apos
as 24 horas de fixagao (Carvalho, 2010; Radolf et al., 2012). Sabe-se, por exemplo, que Bo.
burgdorferi s.s. normalmente nao é transmitida antes de 48 horas de fixagdo da carraga ao

animal, enquanto Bo. afzelii pode ser transmitida em menos de 24 horas (CFSPH, 2011).

1.2.2.5. Saude publica

A Borreliose de Lyme (BL) é considerada uma doenga zoonética emergente (de
Carvalho et al., 2010b; Cotté et al., 2008) e a segunda doenga associada a carragas com
maior prevaléncia na populagdo portuguesa (Nuncio et al., 2022). Embora a BL seja
subnotificada, sdo reportados anualmente cerca de 85.000 casos clinicos na Europa
(Lindgren & Jaenson, 2006), com uma incidéncia estimada de 0,04 por 100.000 habitantes
(Milhano et al., 2010). Em Portugal, os agentes espiroquetideos Bo. burgdorferi s.s., Bo.
afzelli, Bo. garinii, Bo. lusitaniae foram detectados em humanos (Pereira et al., 2018). O
primeiro caso clinico humano de BL em Portugal foi identificado em 1989 em Evora e desde
1999, a BL é uma doenca de notificagéo obrigatéria em Portugal (Milhano et al., 2010).

O céo e o gato ndo sao considerados reservatérios das espiroquetas do complexo
Bo. burgdorferi s.l. e como tal, ndo sdo uma fonte de risco para a saude publica no que diz
respeito a transmissédo destas bactérias aos seres humanos. Contudo, os animais podem
transportar carragas infetadas para a proximidade humana (ambientes peri-domésticos)
(ESCCAP, 2012b).
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1.2.3. Rickettsia spp.
1.2.3.1. Etiologia

As bactérias do género Rickettsia (familia Rickettsiaceae) sdao gram negativas,
pleomérficas e de vida intracelular obrigatéria (Allison & Little, 2013; Galvao et al., 2005; ;
Rovery et al., 2008; Radulovic et al., 2011; Levin et al., 2012), com dimensbdes de 0,8 a 2 ym
de comprimento e 0,3 a 0,5 ym de diametro (Duarte, 2008).

O género Rickettsia divide-se taxonomicamente em dois grupos distintos: o grupo do
tifo, que inclui trés espécies: Rickettsia prowazekii (agente do tifo epidémico); Rickettsia
thyphi (agente etiolégico do tifo murino) e Rickettsia canadensis (isolado de carracas e cujo
significado quanto a patologia humana permanece desconhecido) (Galvéo et al., 2005), e o
grupo exantematico ou grupo das febres exantematicas (“Spotted fever group”-SFG), onde
se inclui a espécie Rickettsia conorii (Sousa et al., 2003; Radulovic et al., 2011).

A infecdo por bactérias do complexo Ri. conorii é responsavel pela febre escaro-
nodular (FEN), ou febre da carraga na linguagem popular, em humanos (Pereira et al.,
2018). Contudo a sua denominagao internacional é de febre botonosa (FB), ou febre
mediterranica (“Mediterranean Spotted Fever’ na denominagao anglo-saxénica) (Abreu et
al., 2007; Gouveia et al., 2013; Louro et al., 2006; Marquez et al., 2008; Oliveira et al., 1999;
Socolovschi et al., 2009; Sousa et al., 2003).

1.2.3.2. Hospedeiro invertebrado

Nos paises da bacia do Mediterraneo, o principal vetor e reservatério de Ri. conorii
sao as carragas do complexo R. sanguineus s.l. (Alexandre et al., 2011; Claerebout et al.,
2013; Foley et al., 2014; Harrus et al., 2007; Levin et al., 2012; Oliveira et al., 1999; Oteo et
al., 2012; Santos-Silva et al., 2006; Segura et al., 2014; Socolovschi et al., 2009; 2012;
Solano-Gallego et al., 2006; Sousa et al., 2003, Sousa, 2008). Na regiao do Algarve, 22,2%
(10/45) dos exemplares de complexo R. sanguineus s.I. colhidos estavam infetados com
bactérias pertencentes ao género Rickettsia (Alexandre, 2005). Contudo, esta bactéria ja foi
detetada noutras espécies de ixodideos. Num estudo de Figueiredo (2008), a sequenciagao
comprovou a presenca de ADN de Ri. conorii em um exemplar pertencente ao complexo R.
sanguineus s.l., Ri. Slovaca, num exemplar de D. marginatus e Rickettsia massiliae em trés
R. sanguineus (Figueiredo, 2008). Num estudo desenvolvido por Santos-Silva et al. (2006)
foi detectado ADN de Ri. conorii em R. turanicus (16%; 25/152) colhidos de aves silvaticas.

Em Portugal, foram identificadas em varias espécies de carragas outras espécies de
Rickettsia patogénicas para o homem pertencentes ao grupo das febres exantematicas, tais

como Rickettsia aeschilimanii, Rickettsia helvetica, Ri. massiliae, Rickettsia sibirica e
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Rickettsia Slovaca (Morais, 2009; Pereira et al., 2011). No distrito de Braganga, o ADN de
Rickettsia spp. foi detetado em 83,3% dos exemplares de D. marginatus (10/12) analisados
assim como em 5,6% (2/36) e 3,6% (1/28) das carragas das espécies D. reticulatus e R.
sanguineus testadas, respetivamente (Santos-Silva et al., 2006). Na ilha da Madeira, de
Carvalho et al. (2008b) detetaram ADN de Rickettsia spp. em 0,6% (2/300) dos /. ricinus.

1.2.3.3. Hospedeiro vertebrado

Nos paises da bacia do Mediterraneo, os principais hospedeiros vertebrados de Ri.
conorii sao os caes, raposas e 0s pequenos roedores (Gouveia et al., 2013; Greene et al.,
2012a; Marques et al., 2005; Radulovic et al., 2011; Sociedade Portuguesa de Pediatria,
2005). Contudo, a infecgdo por Ri. conorii ja foi reportada em gatos (Alves et al., 2009;
Segura et al., 2014) e ja se detetaram anticorpos contra este agente em lagomorfos (Morais,
2009). Embora os humanos sejam considerados hospedeiros acidentais deste agente
patogénico (Galvao et al., 2005; Marques et al., 2005; Sousa et al., 2003), em Portugal
encontram-se reportados casos humanos de FEN causados pelas duas estirpes do
complexo: R. conorii estirpe israeli e R. conorii estirpe malish (Gehrke et al., 2013; Louro et
al., 2006; Sousa et al., 2003). A FEN foi considerada uma doenga com predominio estival
(Oliveira et al., 1999), no entanto, devido ao aquecimento global e a capacidade das
espécies do complexo R. sanguineus s.l. estarem bem adaptadas ao ambiente familiar, séo
reportados casos humanos ao longo do ano (Duarte, 2008).

A detecdo molecular de Ri. conorii no sangue de caes doentes juntamente com uma
seroprevaléncia de 69% (35/51) na populagao canina considerada clinicamente saudavel, foi
reportada no sul de Portugal (Alexandre et al., 2011) e em outras areas endémicas de MSF
(Levin et al., 2012; Pennisi et al., 2012; Trotta et al., 2012), sugerindo que os caes sao

frequentemente expostos a esta bactéria.

1.2.3.4. Ciclo de vida

Com excegao das bactérias Rickettsia akari e Rickettsia felis, que sao transmitidas
por acaros e pulgas, respetivamente, todas as restantes espécies de riquétsias do grupo das
febres exantematicas sao transmitidas por ixodideos (Louro et al., 2006; Sousa et al., 2003).

O vetor infeta-se ao efetuar a sua refeicdo sanguinea no hospedeiro vertebrado
infetado (Fig. 16.A) (Marques et al., 2005; Rovery et al., 2008). Esta ingestdo de sangue
desencadeia a replicacdo destas bactérias no trato digestivo do vetor as quais persistem
nas glandulas salivares durante as mudas ocorrendo transmissao transestadial (Oliveira et
al., 1999). Por outro lado, este artropode funciona também como reservatorio deste agente

porque tem a capacidade de o transmitir por via transovarica (Fig. 16.B) (Beninati et al.,
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2005; Marie et al., 2012; Marques et al., 2005; Rovery et al., 2008; Socolovschi et al., 2009),
nao sendo necessario um hospedeiro vertebrado para a manutencéo do ciclo de vida desta
bactéria (Dantas-Torres, 2008a; Marquez et al., 2008; Stuen et al., 2013). Desta forma a
infecao esta presente na carraga ao longo do seu periodo de vida (Oliveira et al., 1999) e na
geragao seguinte (Dantas-Torres, 2008a; Stuen et al., 2013).
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Figura 16 - Ciclo de vida para as riquetsias do grupo das febres exantematicas (esquema com imagens originais,
adaptado de Vélez et al., 2012). Legenda: A-Fémea adulta ingorgitada; B-ovos; C-larva; D-ninfa.

A transmissdo de Ri. conorii ao hospedeiro vertebrado faz-se pela fixagdo de um
ixodideo infetado (enquanto este efetua a sua refeigdo sanguinea) e para que a transmissao
do agente seja efetiva sdo necessarias entre 6 a 20 horas de parasitagao (Sousa et al.,
2003). A transmissdo do agente também pode ocorrer por via mecanica através da
contaminagao das mucosas com macerados de carragas infetadas (Oliveira et al., 1999;
Sousa et al., 2003). Apds a inoculagao, a bactéria & disseminada pela corrente sanguinea,
invade e replica-se nas ceélulas endoteliais existentes nas arteriolas e vénulas, provocando

lesdo nestes vasos (vasculite generalizada) (Estrada-Pefa, 2004c; Greene et al., 2012a;
Louro et al., 2006).
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A infegdo por Ri. conorii em cdes é normalmente subclinica e quando se manifesta
clinicamente, geralmente € aguda, causando sinais de febre, letargia, vomito, diarreia,

linfadenopatia, mucosas palidas, anorexia e petéquias (Alexandre et al., 2011).

1.2.3.5. Saude publica

A FEN é considerada uma doenca endémica em Portugal e € considerada a principal
doenca associada a carragas (Nuncio et al., 2022). Em alguns paises da bacia
Mediterrdnea, tais como Italia e Portugal, a incidéncia desta patologia aumentou
substancialmente em anos recentes (Rovery et al., 2008). Apesar de ser uma doenga de
notificacdo obrigatdria (Milhano et al., 2010, Pereira et al., 2018), continua-se a subestimar a
sua verdadeira incidéncia devido a sua elevada subnotificagédo (Marques et al., 2005). Em
Portugal, a taxa de incidéncia da FEN é de 8,4 por cem mil habitantes (1989-2005), uma das
mais altas dos paises da bacia Mediterrdnica, sendo Braganca e Beja os distritos
portugueses que apresentam as taxas mais elevadas (Nuncio et al., 2022; Sousa, 2008).

Segundo Sousa et al. (2003) o grupo etario mais afetado por esta patologia € de 1-4
anos de idade. As criangas sdo alvos muito vulneraveis porque mantém uma relagdo mais
proxima com os animais domésticos, como o cao (principal veiculo dos vetores para o
ambiente humano), e estdo em contacto com o solo (gatinham ou brincam) onde pode haver
carragas (Marques et al., 2005). Com esta ideia em mente, o maior risco de infecgao

humana é provavelmente a proximidade a ixodideos infetados (Harrus et al., 2007).

1.3. Bactérias transmitidas por pulgas
1.3.1. Bartonella spp.
1.3.1.1. Etiologia

As bactérias do género Bartonella (familia Bartonellaceae) séo pequenos bacilos
gram negativos, curvos, aerobios e intracelulares facultativos que infetam mamiferos e
artropodes (Brunt et al., 2006; Cotté et al., 2008; Diniz et al., 2007; Guptill, 2010).

1.3.1.2. Hospedeiro invertebrado

A transmissao de Bartonella henselae ao hospedeiro felino é realizada através das
fezes da pulga Ctenocephalides felis, designada como a “pulga do gato” (Fig. 17) (Ebani et
al., 2012; Pennisi et al., 2010).
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Figura 17 — Pulga do gato, Ctenocephalides felis, principal vetor de Bartonella henselae (Foto de C. Maia, UEI
de Parasitologia Médica, IHMT).

Contudo, o ADN de varias espécies de Bartonella ja foi detetado em carragas de
varias regides do mundo, nomeadamente: Ixodes pacificus e Ixodes scapularis nos EUA
(Adelson et al., 2004, Halos et al., 2005), H. flava, Haemaphysalis longicornis, Ixodes flava,
Ixodes nipponensis, Ixodes turdus, I. persulcatus e Ixodes spp. na Coreia (Kim et al., 2005) e
em Haemaphysalis leachi e em ixodideos do complexo R. sanguineus s.. na Nigéria
(Kamani et al., 2013b). O ADN de Ba. henselae foi detetado em /. ricinus colhidos na
Alemanha, Franga e Portugal (Dietrich et al., 2010; Sanogo et al., 2003). Embora tenha sido
sugerido que as carragcas possam transmitir Bartonella spp. a varios hospedeiros
vertebrados (Ebani et al., 2012; Sanogo et al., 2003) e se tenha recentemente demonstrado
a transmisséo transestadial de Ba. henselae, a sua multiplicacdo nas glandulas salivares e
capacidade infetante em /. ricinus, (Cotté et al., 2008), a competéncia vetorial destes

artropodes ainda nao foi comprovada (Reis et al., 2011; Welc-Faleciak et al., 2013).

1.3.1.3. Hospedeiro vertebrado

De um modo geral, Ba. henselae e Bartonella clarridgeiae s&o as espécies mais
frequentemente detetadas em gatos em vérios paises da Europa, Asia, Oceania e América
(Brunt el al., 2010; Diniz et al., 2009), sendo nos caes as espécies Ba. henselae e Bartonella
vinsonii as mais frequentemente detetadas (Diniz el al., 2997). O gato é o reservatorio
primario de Ba. henselae (Dias et al., 2012; Dietrich et al., 2010; Faria et al., 2008),
principalmente gatos com menos de um ano de idade (Dias et al., 2011; Faria et al., 2008)
sendo o ser humano um hospedeiro acidental (Guptill, 2010).

A espécie Ba. henselae é considerada na atualidade como o agente etiologico da
doenca da arranhadela do gato, responsavel pela zoonose bacteriana mais comum
adquirida através de um animal de estimagéo (Diogo et al., 2010; Faria et al., 2008). A

espécie Ba. clarridgeiae também tem sido associada a esta doenca (Murinello et al., 2010).
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Em Portugal, Alves et al. (2009) obtiveram uma seroprevaléncia de 64,9% (24/37)
para Ba. henselae em gatos domésticos, errantes e de abrigos residentes nas regides de
Lisboa e Evora. O ADN de Ba. clarridgeiae (Maia et al., 2014a) e Ba. henselae foi detetado
em gatos residentes no sul de Portugal (Alves et al., 2009; Maia et al., 2014a).

Os caes podem também ser infetados por Ba. henselae (Dietrich et al., 2010), no
entanto, ao contrario do que ocorre nos gatos, sdo considerados hospedeiro acidentais
(Dietrich et al., 2010; Guptill, 2010; Mogollon-Pasapera et al., 2009). Num estudo seroldgico
em Espanha em caes expostos a artropodes, Solano-Gallego et al. (2006) obtiveram uma
prevaléncia de 16,9% (59/350) para Ba. henselae e de 1,07% (5/466) para Ba. vinsonii
subsp. berkhoffii.

1.3.1.4. Ciclo de vida

A pulga infeta-se ao alimentar-se de sangue de um gato portador de Ba. henselae.
No intestino do vetor, a bactéria multiplica-se sendo excretada pelas fezes (Murinello et al.,
2010). No meio ambiente o agente pode sobreviver e permanecer nas fezes de pulgas até
nove dias apds defecagdo (Brunt et al., 2006; ESCCAP, 2012b; Haubenstricker, 2010;
Pennisi et al., 2010). As fezes de pulgas estao presentes na pele do gato que ao cogar-se,
devido ao prurido causado pela infestagdo de pulgas, contamina as suas unhas e/ou a
cavidade oral (ESCCAP, 2012b; Stutzer et al., 2012). Os gatos geralmente infetam-se ao
ingerir as fezes de pulga infetadas, durante o “grooming” (ESCCAP, 2012b; Guptill, 2010). A
transmissdo aos humanos ocorre quando o agente presente nas fezes da pulga é inoculado
através de um trauma cutaneo (arranhadelas e/ou mordeduras de gatos) (Dias et al., 2012;
Diogo et al., 2010; ESCCAP, 2012b; Guptill-Yoran, 2012; Murinello et al., 2010; Pennisi et
al., 2010; Stutzer et al., 2012). Os bacilos de Bartonella spp. tém como célula hospedeira os
glébulos vermelhos e apresentam uma grande afinidade pelo endotélio vascular do
hospedeiro vertebrado (Breitschwerdt, 2010; Brunt et al., 2006; Diogo et al., 2010; ESCCAP,
2012b) infetando varios tecidos (mucosa oral e respiratéria, pele, nédulos linfaticos, tecidos
oculares, mucosa gastrointestinal, tecidos esplénicos e hepaticos) (Breitschwerdt, 2010;
Haubenstricker, 2010). Posteriormente, um novo vetor é infetado ao ingerir eritrocitos
infetados com a bactéria (Chomel et al., 2006; Rubinov et al., 2014; Tuya et al., 2014).

1.3.1.5. Saude publica

Este género inclui varias espécies isoladas em humanos, nomeadamente, Bartonella
alsatica, Bartonella baciliformes, Ba. clarridgeiae, Bartonella elizabethae, Bartonella
grahamii, Ba. henselae, Bartonella koehlerae, Bartonella quintana, Bartonella rochalimae,

Bartonella tamiae e Ba. vinsonii subsp berkhoffii (Guptill, 2010; Murinello et al., 2010)
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responsaveis por causar um amplo espectro de manifestagdes clinicas (Faria et al, 2008). A
espécie Ba. henselae é considerada na atualidade como o agente etioldgico da doenga da
arranhadela do gato, responsavel pela zoonose bacteriana mais comum adquirida através
de um animal de estimagéo (Diogo et al., 2010; Faria et al., 2008) embora a espécie Ba.
clarridgeiae também tenha sido associada a esta doenca (Murinello et al., 2010).

A infegdo de Ba. henselae pode ser potencialmente fatal em humanos,
particularmente nos individuos imunocomprometidos (Presley et al., 2005; Stutzer et al.,
2012). A incidéncia anual desta doenga nos EUA varia entre os 6 a 7 casos por 100 000
habitantes, valores que provavelmente subestimam a real prevaléncia do agente, pelo fato
de muitos doentes nao procurarem aconselhamento médico (Lamps & Scott, 2004). Varios
casos humanos da doenga da arranhadela de gato foram recentemente documentados em
Portugal (Dias et al., 2012, Diogo et al., 2010; Murinello et al., 2010), inclusive um caso de
infecdo por Bartonella quintana num doente infetado com o virus da imunodeficiéncia
humana (VIH) (Carvalho, 2010).

Os proprietarios dos animais devem ser informados pelo médico veterinario sobre o
modo como os gatos adquirem a infegao por Ba. henselae e como esta pode ser transmitida
aos humanos, incluindo a associagdo com a infestagdo por pulgas ou a potencial
transmissao por carragas (Guptill, 2010). No caso de adogao de um gato, especialmente em
individuos imunocomprometidos, deve ser dada preferéncia a animais com mais de um ano

de idade e que se encontrem livres de pulgas (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010).

I.4. Filarideos transmitidos por carragcas
1.4.1. Cercopithifilaria spp.
1.4.1.1. Etiologia

O género Cercopithifilaria (familia Onchocercidae) compreende atualmente 28
espécies de nematodes que sdo parasitas de uma ampla gama de animais domésticos e
silvaticos e sao transmitidas por carragcas (Cortes et al. 2014). Os nematodes
Cercopithifilaria adultos localizam-se no tecido subcutaneo e as microfilarias localizam-se

exclusivamente na derme (Cortes et al., 2014; Otranto et al., 2011; Solinas et al., 2014);

1.4.1.2. Hospedeiro invertebrado

Os filarideos pertencentes ao género Cercopithifilaria sao transmitidos por carragas
da familia Ixodidae (Brianti et al., 2012; Claerebout et al., 2013; Otranto et al., 2011; 2012;
Ramos et al., 2013a; Solinas et al., 2014). As espécies do complexo R. sanguineus s.l. sao

vetores de Cercopithifilaria bainae (Brianti et al., 2012; Cortes et al., 2014; Ramos et al.,
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2014a; Solinas et al., 2014) tendo-se detetado microfilarias ou o seu material genético em
exemplares colhidos em Espanha, Grécia e Italia (Otranto el al., 2012; Ramos et al., 2014a).

1.4.1.3. Hospedeiro vertebrado

Estes nematodes parasitam uma vasta gama de hospedeiros: ruminantes, primatas,
carnivoros, roedores, lagomorfos, marsupiais e monotremados (Otranto et al., 2011; 2012).
Na Europa encontram-se reportadas trés espécies de Cercopithifilaria em caes:
Cercopithifilaria bainae, Cercopithifilaria grassi e Cercopithifilaria sp. 1l sensu Otranto et al.,
2013 (Cortes et al., 2014; Ramos et al., 2013b) enquanto Cercopithifilaria rugosicauda foi
identificada em corgos (Capreolus capreolus) (Ramos et al., 2013b).

.4.1.4. Ciclo de vida

Ao efetuar a sua refeigdo sanguinea num hospedeiro infetado por Cercopithifilaria
spp., a carraga ingere as microfilarias dermais no primeiro estadio larvar (L1) (Brianti et al.,
2012; Ramos et al., 2014a). No interior do vetor, as microfilarias desenvolvem-se até
atingirem o terceiro estadio larvar, que é a fase infetante (L3) (Fig.18), em 30 dias

aproximadamente (Ramos et al., 2013a; 2014c).

Figura 18 - A: Larva infetante (L3) de Cercopithifilaria sp. numa ninfa de Rhipicephalus sanguineus s.I. (Brianti et
al., 2012); B: Terceiro estadio larval (L3) de Cercopithifilaria bainae detetado numa carraga adulta (adaptado de
Ramos et al., 2014a).

As larvas L3 séo inoculadas aquando da refeigao sanguinea do vetor no hospedeiro
vertebrado. No hospedeiro vertebrado desenvolvem-se até a fase adulta, sucedendo
posteriormente a copula, a fecundagao e consequente produgédo de microfilarias (Ramos et
al., 2014c).

1.4.1.5. Saude publica

Até ao momento ndo existem dados que levantem a hipdtese deste filarideos terem

potencial zoonotico.
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I.5. Protozoarios transmitidos por carracas
1.5.1. Babesia spp.
1.5.1.1. Etiologia

Os protozoarios do género Babesia (familia Babesiidae) sdo hemoparasitas com
forma piriforme ou pleomorfica que infetam os eritrécitos do hospedeiro vertebrado (Baneth
et al., 2004; Birkenheuer, 2012; Hartmann et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2011a),
apresentando uma distribuicdo mundial (Baneth et al., 2004; Hartmann et al., 2013; Solano-
Gallego & Baneth, 2011). A babesiose canina, também conhecida como piroplasmose, é
causada por varias espécies e subespécies de Babesia, nomeadamente Babesia canis,
Babesia conradae, Babesia gibsoni, Babesia rossi, Babesia vogeli (Simdes et al., 2011) e
Babesia vulpes (Baneth et al., 2019).

A morfologia e o tamanho das formas intraeritrocitarias tém sido tradicionalmente
utilizadas para a identificagdo de espécies de Babesia que afetam os cées: as grandes
babesias com 3-5 um de comprimento (ex° B. canis; Fig. 19.A) e as pequenas babesias

com 0,5-2,5 um de comprimento (ex® B. gibsoni) (Irwin, 2009; Simdes et al., 2011).
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Figura 19 — Esfregagos sanguineos de cées infetados por Babesia spp.. A: Eritrécitos parasitados por B. canis
(setas); B: Eritrocito com dois trofozoitos de B. vogeli (setas) (adaptado de Dantas-Torres, 2008b).

1.5.1.2. Hospedeiro invertebrado

Na Europa, os vetores implicados na transmissdo de B. canis e B. vogeli sdo 0s
ixodideos Dermacentor reticulatus (Fig. 20) e do complexo R. sanguineus s.l.,

respetivamente (Claerebout et al., 2013).
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Figura 20 - Fémea (A) e macho (B) da espécie Dermacentor reticulatus (adaptado de
http://bristoltickid.blogs.ilrt.org/key-to-genera/dermacentor/dermacentor-reticulatus/).

A infegdo por B. canis ocorre nas regides temperadas da Europa (Cardoso et al.,
2008; Simobes et al., 2011) enquanto B. vogeli encontra-se distribuida na bacia do
Mediterraneo (Cardoso et al., 2008; Smith et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2011a). A
distribuicdo de B. canis em Portugal esta estreitamente relacionado com o do seu principal
vetor, geralmente encontrado no Norte e Centro de Portugal (Santos-Silva et al., 2011;
Smith et al., 2013) enquanto B. vogeli encontra-se presente de norte a sul do pais devido a
ampla distribuicdo do complexo R. sanguineus s.l. (Cardoso et al., 2008; Santos-Silva et al.,
2011; Smith et al., 2013).

Em Israel detetou-se ADN de B. vogeli em R. turanicus (Harrus et al., 2011) e em
Italia amplificou-se material genético de B. canis em carragas da espécie Dermacentor

marginatus (Trotta et al., 2012).

1.5.1.3. Hospedeiro vertebrado

O protozoario B. canis parasita preferencialmente os canideos domésticos e
silvaticos (cao, lobo e chacal), mas pode parasitar outros hospedeiros, tais como o gato
(Penzhorn & Oosthuizen, 2020).

O ADN de B. canis foi detectado em caes (Cardoso et al., 2008; 2010b) e gatos do
norte e centro de Portugal (Vilhena et al., 2013). Também por técnicas de biologia molecular
foi possivel detetar ADN de Babesia microti-like em caes (Simbes et al., 2011) e raposas

(Cardoso et al., 2013) assim como B. vogeli em gatos (Maia et al., 2014a).

1.5.1.4. Ciclo de vida

As carragas ao alimentarem-se do sangue do hospedeiro infetado ingerem os
merozoitos de Babesia presentes nos eritrocitos (Solano-Gallego et al., 2011a). No interior
do artréopode ocorre a reprodugao sexuada (gametogenia) em que os parasitas atingem o

intestino e diferenciam-se em macrogametécitos e microgametocitos. Estes produzem
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gametas femininos e masculinos que se fundem no liumen intestinal para darem origem ao
zigoto (Fig. 21.F). O zigoto penetra no intestino, entra na hemolinfa e migra para o tecido
das glandulas salivares do ixodideo onde ocorre a esporogonia (reproducdo assexuada)
com formagéao de esporozoitos (Fig. 21.G) (Taboada & Lobetti, 2006). Antes da migragéo do
parasita para as glandulas salivares, e dependendo da espécie de Babesia, 0s esporozoitos
podem também migrar para o ovario da carraga (transmissao transovarica), garantindo a
infecdo de varios ovos (Fig. 21.1). A capacidade de transmissao transestadial e transovarica
do agente permite a perpetuagdo dos protozoarios, tornando o ixodideo infetante entre
geragdes, sem necessidade das carragas se alimentarem num hospedeiro infetado (Esch &
Peterson, 2013; Roura, 2006; Taboada & Lobetti, 2006).

Os hospedeiros vertebrados sao infetados através da alimentagéo (refeicéo
sanguinea) de um ixodideo infetado com o agente. Os esporozoitos, forma infetante do
parasita, sdo inoculados juntamente com a saliva do ixodideo na corrente sanguinea,
aderindo a membrana eritrocitaria e penetrando o glébulo vermelho por endocitose (Fig.
21.A) (Estrada-Pefia, 2004b). Os parasitas replicam-se por divisdo binaria e formam
merozoitos que sédo observados em pares ou de forma isolada dentro dos eritrécitos (Fig.
21.B). A reproducgao assexuada (merogonia) leva a formagao de oito ou mais merozoitos na
mesma célula e a consequéncia final deste processo multiplicativo é a lise celular e a
libertagdo dos parasitas para a corrente sanguinea, seguida de invasdo de novos glébulos
vermelhos (Fig. 21.D) (Solano-Gallego et al., 2011a).
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Figura 21 — Ciclo de vida de Babesia canis (adaptado de Taboada & Lobetti, 2006).
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Algumas espécies de Babesia, incluindo B. canis, tornam-se infetantes para os
animais dois a trés dias depois da fixacdo do ixodideo. Pensa-se que os factores
responsaveis pelo estimulo para a maturacdo dos esporozoitos sdo a mudanca de
temperatura ou a presenga de sangue no intestino do vetor (Solano-Gallego & Baneth,
2011a).

A transmissao do parasita através de transfusées de sangue, por via transplacentaria
e por mordeduras de caes também se encontra documentada (Hartmann et al., 2013; Roura,
2006; Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011a).

1.5.1.5. Saude publica

A babesiose humana é uma infecdo zoondtica emergente (Solano-Gallego et al.,
2011a), sendo a gravidade da infecdo maior nos idosos, nos doentes imunodeprimidos, ou
nos doentes submetidos a esplenectomia (Solano-Gallego & Baneth, 2011a; Birkenheuer,
2012).

Existem diversas espécies de Babesia implicadas na babesiose humana, das quais
sdo exemplos as espécies B. divergens e B. venatorum presentes na Europa e as espécies
Babesia microti e B. duncani na América do Norte (Birkenheuer, 2012; Centeno-Lima et al.,
2003; Gabrielli et al., 2014; Schorn et al., 2011; Solano-Gallego & Baneth, 2011a; Taboada
& Lobetti, 2006). O primeiro caso fatal de babesiose humana em Portugal causado por B.
divergens ocorreu num individuo esplenectomizado (Centeno-Lima et al., 2003).

Embora os animais de companhia ndo paregcam atuar como reservatérios de
espécies de Babesia com potencial zoonético, podem servir como veiculos de transporte de
carragas infetadas, aumentado o risco de transmissdo aos seres humanos (Birkenheuer,
2012; Gallego & Baneth, 2011).

1.5.2. Hepatozoon spp.
1.5.2.1. Etiologia

Os protozoarios do género Hepatozoon (familia Hepatozoidae) sédo transmitidos aos
hospedeiros vertebrados, nomeadamente anfibios, aves, mamiferos e répteis (Aktas et al.,
2013, Baneth et al., 2011; 2013; Ivanov et al., 2008), por diferentes artrépodes tais como
carragas e pulgas. Na corrente sanguinea, Hepatozoon parasita os leucdcitos (neutrofilos e
mondcitos) do hospedeiro vertebrado (Modry et al., 2017). O cao é afetado sobretudo pelas
espécies Hepatozoon canis e Hepatozoon americanum (Baneth et al. 2013; Modry et al.,

2017). No caso do gato, a espécie mais comum €& Hepatozoon felis, podendo também ser
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afetado por H. canis e pelo mais recentemente descrito Hepatozoon silvestris (Baneth et al.
2013; Hodzi¢ & Ali¢, 2022; Modry et al., 2017).

1.5.2.2. Hospedeiro Invertebrado

Na Europa, o principal vetor e hospedeiro definitivo de Hepatozoon canis sdo os
ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. (Aktas et al., 2013; Baneth, 2012a; Ramos et al.,
2014a) enquanto nos EUA H. americanum tem como hospedeiro definitivo o ixodideo
Amblyomma maculatum. A ocorréncia da hepatozoonose canina esta intimamente
relacionada com a distribuicdo geografica do hospedeiro definitivo (Aktas et al., 2013;
Baneth, 2011; Macintire et al., 2012).

Relativamente a espécie H. felis, e embora ainda ndo se tenha identificado o seu
vector (Baneth et al., 2013), Aktas et al. (2013) amplificaram o seu ADN em exemplares do

complexo R. sanguineus s.l. na Turquia.

1.5.2.3. Hospedeiro vertebrado

A espécie H. canis é o agente etioldgico da hepatozoonose canina presente no Velho
e Novo Mundo (Baneth, 2011), sendo um dos agentes infeciosos mais comuns dos canideos
domésticos e silvaticos (Baneth, 2012a; Baneth et al., 2013; Ivanov et al., 2008).

Em Portugal, este protozoario foi identificado por biologia molecular e/ou por
citologia/histopatologia em caes (Maia et al., 2015a; René-Martellet et al., 2015; Yisaschar-
Mekuzas et al., 2013) e raposas (Cardoso et al., 2014; Conceicao-Silva et al., 1988).

A hepatozoonose em gatos domésticos causada por H. canis e H. felis tem sido
documentada no Velho e Novo Mundo (Baneth, 2011). A espécie H. silvestris foi identificada
em gatos silvestres (Felis silvestris silvestris) apenas em 2017 (Modry et al., 2017). Em
Portugal, casos de infecgdo por H. felis encontram-se reportados em gatos residentes no
territorio continental (Maia et al. 2014; Vilhena et al 2013).

1.5.2.4. Ciclo de vida

O ciclo de vida de Hepatozoon é heteroxeno e apresenta duas fases de reproducao,
assexuada e sexuada. A fase assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado e inclui a
merogonia e diferenciacdo em gamontes , enquanto a fase sexuada inclui a gametogonia
seguida de esporogonia e ocorre nos hospedeiros invertebrados (Baneth, 2011; Ivanov et
al., 2008; Vilcins et al., 2009).

No caso de H. canis, o ixodideo infeta-se ao efetuar a sua refeicdo sanguinea no

hospedeiro vertebrado infetado, ingerindo neutréfilos (Fig. 22.A) ou mondcitos (Fig. 22.B)
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contendo os gamontes (Fig. 22.H) (Aktas et al., 2013; Baneth, 2012a; lvanov et al., 2008).
No tubo digestivo do vetor, os gamontes libertam-se dos leucocitos e ocorre a
gametogénese com a formagéo de gametas distintos com posterior fertilizagdo e formagéao
do zigoto movel (Fig. 22.1). O zigoto atravessa a parede intestinal e chega ao hemocélio da
carraga, onde se desenvolve e permanece em oocisto (Fig. 22.C) (Aktas et al., 2013;
(Baneth, 2012a; Ivanov et al., 2008). Nao ha migragéo dos esporozoitos para a glandula
salivar do vetor (Baneth, 2011; 2012a, Farkas et al., 2014).

Figura 22 - Esfregagos de sangue periférico corados por Giemsa, infetados por Hepatozoon canis, onde se
visualiza um gamonte no citoplasma de um neutrdfilo (x1000) (seta) (A) (Amoli et al., 2012) e de um mondcito
(seta) (B) (adaptado http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1984-29612011000300002&script=sci_arttext); C:
Oocisto maduro (seta) de H. canis no hemocelio de R. sanguineus s.l. (adaptado de Ramos et al., 2014).

O protozoario H. canis é transmitido transtadialmente quando é feita a muda para o
estadio adulto (Aktas et al., 2013; Farkas et al., 2014; Ramos et al., 2014). A transmissao
transovarica néo foi demonstrada (Baneth, 2012a; Farkas et al., 2014; Ivanov et al., 2008).

A infecao do hospedeiro vertebrado ocorre pela ingestédo do artrépode infetado, ou
seja, da ninfa ou da carraga adulta do complexo Rhipicephalus sanguineus s.l., contendo
oocistos com esporozoitos maduros (Fig. 23.A) (Aktas et al., 2013; Baneth, 2011; Baneth et
al., 2013; Dantas-Torres et al., 2012b; Ivanov et al., 2008; Ramos et al., 2014a; Vilcins et al.,
2009). No hospedeiro vertebrado, os esporozoitos (forma infetante) séo libertados dos
oocistos e penetram na parede intestinal (Fig. 23.B), sendo disseminados por via sanguinea
e circulagao linfatica até ao bago, linfonodos, figado, medula 6ssea e pulmdes (Fig. 23.C)
(Baneth et al., 2012a). No caso de H. americanum, H. felis e H. silvestris, a multiplicagdo do
parasita ocorre sobretudo ao nivel dos tecidos muscular esquelético e cardiaco (Baneth et
al., 2013; Hodzi¢ & Ali¢, 2022). Nestes tecidos ocorre o processo de merogonia, ou seja, 0S
merozoitos dividem-se de forma assexuada, formando dois tipos de merontes: um contendo
macromerozoitos (Fig. 23.E) que se libertam do meronte maduro e invadem novas células
hospedeiras para formar novos merontes (inicio de uma segunda merogonia); e outro
contendo micromerozoitos que apos invadirem os neutrofilos e mondcitos dao origem aos
gamontes (Fig. 23.G) (Baneth, 2012a). O ciclo de vida fica completo quando um hospedeiro

intermediario ingere sangue do hospedeiro vertebrado contendo leucdcitos parasitados.
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Embora a ingestdo do vetor seja a mais comum nos canideos, a transmisséo
transplacentaria de H. canis também se encontra reportada (Baneth, 2012a; Baneth et al.,
2013).
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Figura 23 - Ciclo de vida de Hepatozoon canis (adaptado de Baneth, 2012a).

1.5.2.5. Saude publica

Até ao momento, apenas um caso clinico humano por Hepatozoon spp. foi reportado
nas Filipinas (Baneth, 2012a), ndo existindo mais dados relativamente a importancia
zoonotica deste protozoario. Contudo, uma vez que a infegao é transmitida pela ingestao da
carraga infetada (Aktas et al., 2013; Ramos et al., 2014c), o perigo da transmissao deste
agente de caes para humanos parece ser muito baixo (Macintire et al., 2012).

I.6. Protozoarios transmitidos por fleb6tomos
1.6.1. Leishmania infantum
1.6.1.1. Etiologia
Os protozoarios do género Leishmania (familia Trypanosomatidae) apresentam
durante o seu ciclo de vida duas formas principais, a forma promastigota, extracelular e

flagelada, que se encontra no vetor, e a forma amastigota, aflagelada e intracelular, que
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parasita o sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado (Bafuls et al., 2007;
Santos-Gomes et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011b; Pennisi et al., 2013).

1.6.1.2. Hospedeiro invertebrado

Os vetores de Leishmania spp. sdo pequenos insectos (familia Psychodidae,
Subfamilia Phlebotominae), comumente designados de fleb6tomos (NCBI, 2009c). A
transmissdo do parasita aos hospedeiros vertebrados € realizada por fémeas de
flebotomineos dos géneros Lutzomyia spp. no Novo Mundo e Phlebotomus spp. no Velho
Mundo (Killick-Kendrick, 1999). Em Portugal, os vetores comprovados de Leishmania
infantum sao Phlebotomus perniciosus (Fig. 24) e Phlebotomus ariasi (Afonso & Alves-Pires,
2008, Maia & Campino, 2015).

Figura 24 — Phlebotomus perniciosus, fémea engorgitada (adaptado de Charrel et al., 2007).

Em climas temperados, como é o caso de Portugal, a época de atividade
flebotominica decorre de Maio a Outubro, com o pico entre Julho e Agosto, principalmente

ao crepusculo e durante a noite (Afonso & Alves-Pires, 2008).

1.6.1.3. Hospedeiro vertebrado

O céo é o principal reservatério doméstico e peridoméstico de Leishmania infantum,
(sinénimo L. chagasi) em paises da Bacia do Mediterraneo, Médio Oriente, Asia, América
Central e do Sul (Campino et al., 2013; Dantas-Torres, 2011; Grevot et al., 2005; Maia et al.,
2011; Spada et al., 2013).

Os resultados obtidos em Portugal apontam para uma seroprevaléncia global de
leishmaniose canina de 6%, sendo superior a 10% nos distritos de Castelo Branco (17,4%),
Portalegre (12,5%) e Beja (12,1%) (Cortes et al., 2012) enquanto a dete¢do do ADN do
parasita no sangue periférico variou entre 1,1% e 34,9% em caes do sul do pais (Maia et al.,
2010; 2015).
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Esta infecéo ja foi documentada em gatos domésticos em muitos paises onde esta
zoonose € endémica (Maia et al., 2008; 2010; 2014b; Maia & Campino, 2015b; Ramos,
2012; Pinto, 2013). Em Portugal foram realizados varios estudos moleculares tendo-se
obtido uma prevaléncia de 0,3% no norte e centro (Vilhena et al., 2013), entre 20,3% e
30,4% na regido de Lisboa (Maia et al., 2008; 2010), e de 9,9% no sul do pais (Maia et al.,
2014a).

1.6.1.4. Ciclo de vida

Os protozoarios do género Leishmania possuem dois hospedeiros no seu ciclo: um
invertebrado e um vertebrado (Killick-Kendrick, 1999; Afonso & Alves-Pires, 2008).

O vetor, um fleb6tomo fémea infetado, usa as suas mandibulas para rasgar a pele,
ao realizar a sua refeicdo de sangue no hospedeiro vertebrado suscetivel e inocula as
formas promastigotas metaciclicas do parasita na camada interna da pele (Afonso & Alves-
Pires, 2008; Baneth, 2012b; Killick-Kendrick, 1999; Santos-Gomes et al., 2009). As formas
promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario.
No interior dos macréfagos, no vacuolo parasitéforo, diferenciam-se em formas imoéveis, os
amastigotas (Fig. 25) e multiplicam-se provocando a destruicdo das células fagociticas,
ocorrendo a libertagao destas formas e consequente invasdo de novas células do sistema
mononuclear fagocitico (Bafiuls et al., 2007; Pennisi et al., 2013; Santos-Gomes et al., 2009;
Solano-Gallego et al., 2011b).

10

Figura 25 — Formas amastigotas de Leishmania infantum. (a) Representagdo esquematica de um macréfago
com varias formas amastigotas; (b) Esfregaco de medula éssea corado por Giemsa, onde se visualizam varias
formas amastigotas de Leishmania infantum dentro de um macréfago (adaptado de Kayser et al., 2005).

A infegado vetorial inicia-se quando uma fémea flebotominica efetua a sua refeigao
sanguinea ingerindo os macrofagos infetados com formas amastigotas de Leishmania
(Afonso & Alves-Pires, 2008; Baneth & Solano-Gallego, 2012b). No interior do vetor, as

formas amastigotas transformam-se em promastigotas prociclicos (Afonso & Alves-Pires,
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2008). Apos varias transformagdes morfologicas, os promastigotas diferenciam-se nas
formas promastigotas metaciclicos (Bates, 2007).

Além da transmissédo através dos flebotomos, estdo descritos alguns casos de
transmiss@o congénita, transfusdo sanguinea a partir de dadores infetados e transmisséo
venérea (Afonso & Alves-Pires, 2008; Campino & Maia, 2012; CFSPH, 2013; Dantas-Torres
et al., 2010; Killick-Kendrick, 1999; Pennisi et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2011b).
Outras formas secundarias de transmissao ainda ndo comprovadas sdo a transmissao direta
entre caes (pela mordedura ou feridas abertas) e a transmissdo por outros ectoparasitas
hematofagos, como as pulgas Ctenocephalides felis e as carragas do complexo R.
sanguineus s.l. (Baneth, 2012b; CFSPH, 2013; Dantas-Torres et al., 2009; 2010; Pennisi et
al., 2013; Solano-Gallego et al., 2009; 2011b).

A possibilidade da transmissdao oral de Leishmania infantum por ingestdo de
ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. infetados foi verificada experimentalmente por
Coutinho et al. (2005). Estes autores infetaram experimentalmente por via oral e peritoneal
hamsters com macerados de R. sanguineus s.l. removidos de caes seropositivos para
Leishmania, e apos seis meses de infegao, amplificaram ADN do parasita em 40,9% (27/98)
das amostras de bago e figado dos hamsters. Apesar destes resultados sugerirem que estes
artropodes possam ser uma via alternativa de transmissdo deste protozoario para os
canideos, s&o necessarios mais estudos para compreender a sua competéncia vetorial e o
seu papel na epidemiologia da leishmaniose canina (Dantas-Torres et al., 2010; 2011; Trotta
etal., 2012).

1.6.1.5. Saude publica

A leishmaniose canina € importante ndo s6 do ponto de vista veterinario, mas
também em saude publica humana, ja que o c&o € considerado o principal reservatorio da
leishmaniose visceral humana (Campino & Maia, 2010). A infecdo por L. infantum em
humanos é considerada acidental e a forma visceral € a manifestacdo clinica mais grave
desta infecdo, ocorrendo principalmente em criancas e adultos imunocomprometidos
(Organizagdo Mundial Da Saude, 2010). No periodo de 1999 a 2014 foram diagnosticados
laboratorialmente, na Unidade de Leishmanioses do IHMT (UNL), 199 novos casos de
Leishmaniose visceral humana, 122 em individuos adultos imunodeprimidos, e 27 casos de
leishmaniose cuténea (Maia & Campino, 2015). Embora a leishmaniose cutanea causada
por L. infantum seja considerada rara em Portugal, sdo diagnosticados por ano cerca de 10

novos casos (Campino & Maia, 2010).
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l.7. Controlo de ixodideos

Mais de 10% das espécies de carragas sao vetores de agentes patogénicos que
afectam quer o homem quer outros animais (Silva, 2014). Uma vez que estes ectoparasitas
passam 94-97% da vida no ambiente (Gray et al., 2013), as estratégias de controlo devem
envolver uma combinacdo de meios quimicos e n&o-quimicos abrangendo quer o
hospedeiro quer o ambiente, numa tentativa de eliminar os seus biotopos (Cafarchia et al.,
2015; Dantas-Torres, 2008a; Small & Morton, 2010).

Os acaricidas sob a forma de coleiras impregnadas, pipetas “spot-on” ou “sprays”
sao as formas mais comuns e eficazes no controlo de infestagdes por carragas nos animais
de companhia. Os piretréides sintéticos concentrados e especialmente as permetrinas, ou
as amidinas (amitraz) sao téxicas para os felinos, sendo o fipronil o acaricida mais
apropriado nestes animais (ESCCAP, 2012a; Hartmann et al., 2013). Estes principios ativos
interferem com a fungao neuroldgica dos ixodideos em 24 horas (permetrinas) ou entre as
24 e as 48 horas (amitraz, fipronil e piriprol), existindo a hipétese que nesse tempo haja
transmissdo de agentes patogénicos (Shaw, 2008). O piriproxifeno combinado com um
acaricida impede as mudas e, no caso da carraga fémea adulta sobreviver, inibe a postura
dos ovos (Estrada-Pefa, 2004a). A regularidade de aplicagdo destes ectoparasiticidas
depende do grau de infestagao e da duragao do efeito do acaricida, devendo ser respeitadas
todas as instrugbes referidas na bula do produto (Dantas-Torres, 2008a). Uma correta
desparasitacdo dos animais domésticos pode ajudar a repelir e a diminuir o tempo de
fixagdo das carragas. A densidade da populacdo de carracas a volta das habitagdes também
pode ser controlada, quer através do uso de acaricidas ambientais quer através da
construgao de cercas que mantenham os animais silvaticos afastados das zonas de
residéncia. Uma particularidade que torna o complexo R. sanguineus s.l. diferente de outras
espécies de carragcas é a capacidade de completar o seu ciclo de vida em ambientes
fechados, ou seja, dentro de casa ou em canis (Dantas-Torres, 2008a). Neste sentido, as
areas de repouso do cao (as casotas/canis, as paredes, as frestas e as fendas das casas)
devem ser pulverizadas (Small & Morton, 2010; World Health Organization [WHO], 2006)
com acaricidas permitidos para uso doméstico, como as permetrinas (Shaw, 2008).
Contudo, o propoxur (em pd ou em spray) pode também ser utilizado para polvilhar a cama
e cobertores dos animais para impedir reinfestagdes (Bayer, 2009). A escovagem regular do
animal pode prevenir a fixagdo e a ingestao de carragas (Shaw, 2008). O controlo mecanico
através da remoc¢do manual das carragcas deve ser seguido da aplicacdo de acaricidas
(Dantas-Torres, 2008a, ESCCAP, 2012a). Apds a detegao dos artropodes e tratamento da
infestacdo, devera ser iniciado um tratamento profilactico (ESCCAP, 2012).

Em relagdo ao ser humano também existem medidas importantes que podem ajudar
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a evitar o contacto e o risco de parasitagdo por carragas tais como caminhar pelo centro dos
trilhos, evitar ambientes infestados por carragcas, e quando tal for inevitavel, usar roupas
adequadas (com cores claras para facil observagao das carragas, com mangas compridas e
calgas por dentro das meias ou uso de botas altas). Além disso, o uso de repelentes, a
observacao corporal diaria e a remogao imediata das carragas, podem ajudar a prevenir a

transmissao de agentes patogénicos (Marques, 2010).

1.8. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal a detegdo molecular de ADN de
Anaplasma spp./Ehrlichia spp., Babesia spp., Bartonella spp., Borrelia burgdorferi s.l.,
Cercopithifilaria spp., Hepatozoon spp., Leishmania infantum e Rickettsia spp. em

Rhipicephalus sanguineus s.l. capturados em animais (caes, gatos) e no ambiente (solo).
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Il. Materiais e Métodos

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona de Humanidades e
Tecnologias, com o numero 28-2013.

I.1. Areas geograficas de estudo

Os ixodideos estudados foram colhidos nos distritos da Guarda, Lisboa, Setubal e
Faro (Fig. 26).

Coimbra

Figura 26 - Mapa representativo dos quatro distritos de Portugal onde foram capturados os ixodideos.
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I.1.1. Caracterizagao das areas geograficas das amostras

O distrito da Guarda é limitado a norte pelo distrito de Braganga, a oeste por Coimbra
e Viseu, a leste faz fronteira com Espanha e a sul pelo distrito de Castelo Branco (Camara
Municipal da Guarda [CMG], 2014; Camara Municipal de Lisboa [CML], 2014; Instituto
Geografico do Exército [IGEOE], 2014). Apresenta uma populagdo total de 168898
habitantes (Censos, 2011) numa &rea de 5518 km? divididos em 14 municipios (Instituto
nacional de estatistica [INE], 2014). O clima deste distrito € temperado, com influéncia
mediterranica, visto que no verdo existe uma curta estacdo seca. Os meses mais quentes
sao Julho e Agosto, com temperatura média de 17 °C, sendo os meses mais frios Janeiro e
Fevereiro, com média de 3 °C. E considerado um dos distritos mais frios de Portugal,
experimentando em alguns dias do ano precipitacbes de neve e temperaturas negativas,
sendo a pluviosidade média anual de 1713 mm (CMG, 2014).

O distrito de Lisboa é limitado a norte pelo distrito de Leiria, a leste pelo distrito de
Santarém, a oeste pelo Oceano Atlantico e a sul pelo rio Tejo e distrito de Setubal (CML,
2014; IGEOE, 2014). Este distrito apresenta uma populagao total de 2026481 habitantes
(Censos, 2011) com uma area de 2,761 km 2 distribuida por 16 municipios (INE, 2014). O
clima é temperado e mediterraneo, geralmente com invernos amenos e chuvosos e verdes
quentes e sem chuva e com indice pluviométrico que se situa entre os 500-700 mm,
verificando-se uma temperatura média entre 15 e 35°C no verdo e entre 3 e 17 °C no
inverno (CML, 2014).

O distrito de Setubal esta limitado a norte pelo distrito de Lisboa (CMS, 2014) e pelo
distrito de Santarém, a leste pelo distrito de Evora e a sul pelo distrito de Beja (IGEOE,
2014). Apresenta uma populagao de 781064 habitantes (censos, 2011) com uma area total
de 5 064 km? dividida por 13 municipios (INE, 2014; CMS, 2013). A regido de Setubal
apresenta um clima misto, subtropical e mediterranico, com fracas amplitudes térmicas,
sendo a precipitacao reduzida com indice pluviométrico que se situa entre os 500-700 mm e
a temperatura média anual de 16° C (CMS, 2013).

O distrito de Faro esta limitado a norte pelo distrito de Beja, a leste faz fronteira com
Espanha e é ainda banhado a sul e a oeste pelo oceano Atlantico (Camara Municipal de
Lisboa [CML], 2014; IGEOE, 2014). O distrito compreende uma érea total de 4960 km?
distribuido por 16 municipios e uma populagéo de 442358 habitantes (Censos, 2011; INE,
2014). O clima do distrito € quente, ameno e seco todo o ano com fracas amplitudes
térmicas, verificando-se um indice pluviométrico entre 500 e 650mm que se concentra
sobretudo nos meses de inverno; no verao a temperatura média situa-se entre os 25 e 30°C
e no inverno entre os 15 e 20 °C (CMF, 2014).
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1.2. Métodos de captura dos ixodideos

As colheitas de ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. foram realizadas pela
autora do presente trabalho e por médicos veterinarios durante a fase parasitaria (em
hospedeiros animais) e durante a fase de vida livre (vegetagéo) no periodo de um ano, entre
Maio de 2013 e de Maio de 2013. Todos os espécimens obtidos dos hospedeiros
vertebrados foram retirados cuidadosamente com torgbes suaves utilizando uma pinga, para
preservar o aparelho bucal, imprescindivel para a identificagdo taxondmica. Posteriormente
foram acondicionados em microtubos de plastico com tampa de rosca, de 1,5 ml contendo
alcool a 70%, devidamente identificados (com inscrigdo da data da colheita, regido
geografica e hospedeiro).

Na colheita dos ectoparasitas no meio ambiente (pelo grupo de Leptospirose e
Borreliose de Lyme, unidade de Microbiologia Médica, IHMT) foi utilizado o método de
arrastamento da bandeira, que consistiu na utilizagdo de um pano de flanela, de cor branca,
com dimensdes de 1,50 metros de comprimento por 1,0 metro de largura, com duas hastes
de madeira com o objectivo de manter a flanela aberta, permitindo que a face da flanela
estivesse em maior contacto com a vegetagao (Fig. 27). Os espécimens foram recolhidos da
flanela com o auxilio de pingas e acondicionados em microtubos de modo idéntico ao

descrito anteriormente para os exemplares colhidos dos animais domésticos.

Figura 27 - Técnica de arrasto com flanela branca para a colheita de ixodideos no meio ambiente
(adaptado de Lopes, 2013).

Todos os espécimes foram transportados para o laboratério do IHMT, onde foram

processados.
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I1.3. Identificagdo de carragas do complexo R. sanguineus s.l.

A identificagdo taxondmica dos espécimes capturados foi realizada com recurso a
um estereomicroscopio binocular (Motic SMZ-168), pela Mestre Mdnica Nunes, do grupo
das Leptospiras e Borreliose de Lyme (IHMT-UNL), utilizando a chave morfolégica para a
fauna ixodolégica, segundo Travassos-Dias (1994).

Cada ixodideo foi separado para um tubo safe-lock de 1,5 ml autoclavado,
devidamente identificado com a numeragao laboratorial, data da colheita, regido geografica,
origem (hospedeiro/vegetagao), espécie e estadio de desenvolvimento. De seguida, foram
conservados a -20°C até a extragao de ADN.

Il.4. Pesquisa de ADN de Anaplasma spp./Ehrlichia spp., Babesia spp.,
Bartonella spp., Borrelia burgdorferi sensu lato., Cercopithifilaria spp., Hepatozoon
spp., Leishmania infantum e Rickettsia spp. através da técnica de Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR)

Para a realizagao da técnica de PCR foi necessario executar varias etapas (Fig. 28),
nomeadamente, a extracdo do ADN dos ixodideos, o controlo de qualidade de extracao
através da quantificagdo do ADN por espectrofotometria e a amplificagdo parcial do gene
constitutivo 16S rDNA da carraga.

16S rDNA da

patogénicos em
estudo

fotografados no
sistema UVIDOC

Figura 28 - Diagrama de execuc¢ao.

Em todas as amplificagbes foram utilizados controlos positivos previamente
sequenciados e especificos para cada agente que se pretendia detetar e controlos
negativos. Para evitar contaminagdes cruzadas utilizaram-se materiais estéreis descartaveis
e as etapas de extracdo de ADN, de preparacdo da mistura de reacéo, de aplicacdo das
amostras de ADN, de amplificagdo e de eletroforese foram realizadas em areas separadas.
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Posteriormente a amplificacao, todos os produtos de PCR, assim como um marcador
de massa molecular de 100 pb de ADN (Bioline—), foram corridos por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% [1X tampé&o TAE (2,259 de agarose e 150 ml de tampéao TAE 1X), corado
com 0,2 pg/ml de brometo de etidio] a 120 volts e 400 mA, durante 60 minutos, com
excecao para os agentes Bartonella e Hepatozoon nos quais se utilizou 130 V durante 80
minutos, sendo todos seguidamente submetidos a observagdo em transiluminador e
fotografados no sistema UVIDOC.

Por ultimo, os produtos de PCR obtidos foram purificados e enviados para

sequenciagao.

1.4.1. Extragcado de ADN de ixodideos

A extracdo de ADN foi realizada pelo método de hidrdlise alcalina, utillizando uma
solugcao de amonia (De Michelis et al., 2000, Couceiro et al., 2003, Baptista, 2006, Wodecka
et al., 2010).

Cada carraga fémea engorgitada foi dividida longitudinalmente com o auxilio de uma
lamina de bisturi esterilizada em duas metades (Fig. 29.A): uma foi utilizada para extragéo
de ADN e a outra foi armazenada a -20° C. A cada tudo de 1,5 ml contendo um ixodideo
adulto (no caso de ndo se encontrar engorgitado, ou metade no caso de estar) foi
adicionado 500 pl de amonia a 20% (1 ml de amodnia com 19 ml de agua destilada
autoclavada). No caso das ninfas e pools de larvas (2-13 larvas por pool) adicionaram-se
apenas 100 ul de amoénia a 20%. Posteriormente procedeu-se a homogeneizagdo e a
maceracdo mecanica do ixodideo com a ajuda de uma ponta de plastico autoclavada. Apos
este processo, as amostras foram incubadas em duas fases, sendo a primeira a 100°C
durante um periodo de tempo de 20 minutos com os tubos fechados (Fig. 29.B), sucedida de
uma segunda incubag&o com os tubos abertos até o volume atingir metade do volume inicial

(250 pl para ixodideos adultos, e 50 ul para larvas ou ninfas).

Figura 29 — Procedimento de extragdo de ADN de ixodideos. A: uso de uma lamina esterilizada para cortar
metade do ixodideo fémea engorgitada; B: ebulicdo a 100° C durante 20 minutos. Fotografias originais da autora.

De forma a controlar a existéncia de contaminagdes durante o passo de extracao,

realizou-se paralelamente a cada série de extragdes, trés controlos negativos contendo cada
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um 100 pl de aménia a 20% submetidos ao mesmo tratamento referido anteriormente (De
Michelis et al., 2000, Baptista, 2006). Por fim, os produtos de extragdo foram conservados a
-20°C, até posterior utilizagdo. Para quantificar o ADN obtido na extragéo, utilizou-se um
espetrofotometro Nanodrop® 1000 (Thermo Scientific, EUA), e todas as amostras
quantificadas que excederam os 500 ng/ul de ADN foram diluidas em agua destilada

autoclavada.

11.4.2. Controlo de Extragao de ADN — Amplificacao parcial do gene 716S rDNA

Com o objetivo do controlo da eficacia de extracdo de ADN procedeu-se a
amplificagdo  parcial do  gene 16S rDNA, com os  “primers” 16Sa
(5'CGCCTGTTTATCAAAACAT3") e 16Sb (5°'CTCCGGTTTGAACTCAGATC3") (Rich et al.,
1995).

Para cada amostra (3 yl de ADN), preparou-se 22 pl de uma mistura de reagao,
constituida por 9,3 ul de agua ultrapura (Labestal®), 5 ul de tampéao de reagao [tampao NH4
(56X): 160 mM (NH4)2SO4; 670 mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)] (Invitrogen®), 2 uyl de uma
solugdo de Mg®* (25 mM MgCl,, Promega®), 0,5 ul de dNTPs (10mM, Bioline®), 2,5 ul de
“primers” 16Sa (10 pmol/ul), 2,5 pl de 16Sb (10 pmol/ul), 0,2 pl de Taq Polimerase (5 U/pl,
Promega®). Como controlo positivo usou-se 1 yl ADN gendmico de R. sanguineus s.l., e
como controlo negativo 3 ul de agua ultrapura em substituicao do ADN (Labestal®).

As condigdes para a amplificagdo no termociclador (Thermo Electron Corporation®
Px2 Termal Cycler) foram as seguintes: 40 ciclos de desnaturacdo a 93°C durante 30
segundos; ligagao dos “primers” a 45°C durante 60 segundos e extensdo a 72°C durante
120 segundos; seguidos de elongagao final a 72°C durante 6 minutos.

Os produtos de amplificagdo constituidos por 500 pares de bases (pb) foram

visualizados num gel de agarose a 1,5%.

1.4.3. Pesquisa de ADN de Anaplasma spp./Ehrlichia spp.

Para detegdo de ADN dos géneros Ehrlichia e Anaplasma, realizou-se a
amplificagdo parcial do gene 16S [rDNA, com os ‘“primers” EHR16SD
(5°GGTACCYACAGAAGAAGTCC3) e EHR16SR (5'TAGCACTCATCGTTTACAGC3’)
(Harrus et al., 2011).

Para cada amostra preparou-se 25 ul de uma mistura de reac¢do constituida por 12,3
ul de agua ultrapura, 5 ul de tampéo de reagéo [tampao NH4 (5X): 160 mM (NH4)2S04; 670
mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de uma solugédo de Mg?* (25 mM MgCl,), 0,5 pl de dNTPs
(10 mM), 1 ul de “primers” EHR16SD (5 pmol/ul), 1 ul de EHR16SR (5 pmol/ul), 0,2 ul de

Taq Polimerase (5U/ul), e 3 ul de ADN. Em todas as amplificagdes foi utilizado um controlo
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positivo contendo 1 ul ADN gendmico de E. canis, e um controlo negativo sem ADN
constituido por 3 ul de agua ultrapura esteéril.

As reagbes de amplificagdo foram efetuadas segundo as seguintes condig¢des:
desnaturagéo inicial a 95°C, a 5 min., seguida 35 ciclos com nova desnaturagao a 94°C a 30
seg., ligagao dos “primers” a 55°C durante 30 seg., e a extenséo a 72°C a 90 seg., seguida
de uma extensao final a 72°C durante 5 min. Os produtos de amplificagao constituidos por

345 pb foram visualizados por eletroforese em 1,5% de gel de agarose.

11.4.4. Pesquisa de ADN de Babesia spp.

Para detecdo de ADN do género Babesia, realizou-se a amplificagdo parcial do
gene 18S rDNA, com 0s seguintes “primers”: PIRO-A
(5’AATACCCAATCCTGACACAGGG3") e PIRO-B (5 TTAAATACGAATGCCCCCAACSI)
(Harrus et al., 2011).

Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reacdo constituida por
12,3 ul de agua ultrapura (Labestal®), 5 ul de tampéao de reagao [tampao NH4 (5X): 160 mM
(NH4)2S04; 670 mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)] (Invitrogen®), 2 ul de uma solugdo de Mg?®*
(25 mM MgClz, Promega®), 0,5 ul de dNTPs (10 mM, Bioline®), 1 ul de “primers” Piro A (5
pmol/ul), 1 ul de Piro B (5 pmol/ul), 0,2 ul Taq Polimerase (5U/ul, Promega®) e 3 ul de ADN
extraido. Em todas as amplificagbes foi utilizado um controlo positivo contendo 1 ul ADN
genomico de B. canis, e um controlo negativo, contendo 3 ul de agua ultrapura estéril.

As condigbes otimas para a PCR foram: desnaturagao inicial a 94°C por 3 min.,
seguida de 35 ciclos com nova desnaturagdao a 94°C por 30 seg., ligagédo dos “primers” a
64°C durante 45 seg., e a extenséo a 72°C por 30 seg. e para finalizar uma extenséo final a
72°C durante 7 min. Posteriormente, os produtos de amplificacdo constituidos por 400 pb

foram visualizados por eletroforese em 1,5% de gel de agarose.

11.4.5. Pesquisa de ADN de Bartonella spp.

Para a detecdo de ADN de Bartonella spp. foram utilizados os “primers” 325S
(5°CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCGS) e 1100as
(5"GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCAS3’) direcionados para o espago intergénico
(ITS do inglés internal transcribed spacer) 16S-23S rRNA da bactéria (Diniz et al., 2007).

Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reacdo constituida por 13
ul de agua ultrapura, 5 ul de tampéo de reagéo [tampao NH4 (5X): 160 mM (NH4)2S04; 670
mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de uma solugéo de Mg?* (25 mM MgCl,,), 0,5 ul de dNTPs
(10 mM), 0,6 ul de “primer” 32S (5 pmol/ul), 0,6 ul de “primer” 1100as (5 pmol/ul), 0,3 ul de
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Taq Polimerase (5U/ul), e 3 ul de ADN extraido. Em todas as amplificagdes foi utilizado um
controlo positivo contendo 1 ul de ADN gendémico de Ba. henselae, e um controlo negativo,
contendo 3ul agua ultrapura estéril.

As reagdes de amplificagdo foram efectuadas segundo as seguintes condig¢des:
desnaturagéo inicial a 95°C por 5 min., seguida 55 ciclos com nova desnaturagao a 95°C por
15 seg., ligagdo dos “primers” a 66°C durante 15 seg., e a extensdo a 72°C por 15 seg.,
seguida de uma extensao final a 72°C durante 1 min. Os produtos de amplificagéo

constituidos por 600 pb foram visualizados por eletroforese em 1,5% de gel de agarose.

11.4.6 Pesquisa de ADN de Borrelia burgdorferi sensu lato

A detegdo de ADN do complexo Bo. burgdorferi s.l. foi realizada através da técnica
de “nested’-PCR (Schwartz et al., 1992) em colaboragao com o grupo das Leptospiras e
Borreliose de Lyme (IHMT-UNL), envolvendo “primers” direcionados para o espago
intergénico 5S-23S rRNA.

Na primeira amplificagdo foram utilizados os seguintes “primers”. 23SN1 (5'-
ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC-3’) e 23SC1 (5-TAAGCTGACTAATACTAATTACCC-
3).

Este procedimento deu origem a um fragmento com cerca de 380 pb, que submetido
a um segundo PCR com os “primers” 23SN2 (5-ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA-3’)
e 5SC (5'- GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG-3’), dando origem a um fragmento final de 230
pb. Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reacao constituida por 14,9 nl
de agua ultrapura, 2,5 ul de tampao de reagéo [tampao NH4 (5X): 160 mM (NH4)2S04; 670
mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 1,25 ul de uma solugdo de Mg®* (25 mM MgCl,), 0,2 ul de
dNTPs (10 mM), 0,5 ul de “primers” RpC5.877p (5 pmol/ul) e 0,5 ul de RpCS.1258n (5
pmol/ul), 0,125 ul de Taq Polimerase (5U/ul) e 5 ul de ADN extraido. Em todas as
amplificagdes foi utilizado um controlo positivo contendo 1 ul ADN gendmico de Bo.
bugdorferi s.I. e um controlo negativo sem ADN, contendo 5 ul agua ultrapura estéril.

As reagdes de amplificagdo da primeira PCR foram efetuadas segundo as seguintes
condigbes: desnaturagao inicial a 94,5°C por 1 min., seguida 25 ciclos com nova
desnaturagédo a 94°C por 30 seg., ligagdo dos “primers” a 52°C durante 30 seg., e a
extensao a 72°C por 1 min., seguida de uma extenséo final a 72°C durante 5 minutos. Na
segunda PCR, as condigbes 6ptimas foram: desnaturagado inicial a 94,5°C por 1 min.,
seguida 40 ciclos com nova desnaturagao a 94°C por 30 seg., ligagdo dos “primers” a 55°C
durante 30 seg., e a extensao a 72°C por 1 min., seguida de uma extensao final a 72°C

durante 5 minutos.
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1.4.7. Pesquisa de ADN de Cercopithifilaria spp.
Para amplificagao de uma porgéo do gene cox1 de Cercopithifilaria sp. utilizaram-se
os “primers” Cbcox1F (5-CGGGTCTTTGTTGTTTTTATTGC-3) e o NTR (5'-
ATAAGTACGAGTATCAATATC-3") (Ofranto et al., 2012).
Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reacdo constituida por
12,8 ul de agua ultrapura, 5 ul de tampédo de reagédo [tampdo NH4 (5X): 160 mM
(NH4)2S04; 670 mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 3 ul de uma solugéo de Mg* (25 mM MgCly),
0,5 ul de dNTPs (10 mM), 0,25 ul de “primers” Cbcox1F (5 pmol/ul), 0,25 ul de NTR (5
pmol/ul), 0,2 ul de Taq Polimerase (5U/ul), e 3 ul de ADN extraido. Em todas as
amplificagdes foi utilizado um controlo positivo contendo 1 ul ADN gendémico de
Cercopithifilaria bainae, e um controlo negativo, contendo apenas 3 pl agua ultrapura estéril.
As reagdes de amplificagdo foram efetuadas segundo as seguintes condigdes:
desnaturagéo inicial a 95°C por 10 min., seguida 40 ciclos com nova desnaturagao a 95°C
por 60 seg., ligagéo dos “primers” a 58°C durante 60 seg., e a extenséo a 72°C por 60 seg.,
seguida de uma extensédo final a 72°C durante 7 minutos. Os produtos de amplificagéo

constituidos por 304 pb foram visualizados por eletroforese em 1,5% de gel de agarose.

11.4.8. Pesquisa de ADN de Hepatozoon spp.

Para a detecdo de ADN de Hepatozoon spp., realizou-se a amplificacdo de parte do
gene 18 rDNA de 626-666 pb, com os “primers” HEP-F (5'-
ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3") e HEP-R (5-CTCCGGTTTGAACTCAGATC-3") (Harrus
etal., 2011).

Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reagdo constituida por
12,3 ul de agua ultrapura, 5 ul de tampao de reagéo [tampdo NH4 (5X): 160 mM
(NH4)2S04; 670 mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pl de uma solugéo de Mg* (25 mM MgCly),
0,5 pl de dNTPs (10 mM), 1 ul de “primers” Hep-F (5 pmol/[l) e 1 ul de Hep-R (5 pmol/pl),
0,2 ul Taq Polimerase (5U/ul) e 3 ul de ADN extraido. Em todas as amplificagdes foi utilizado
um controlo positivo contendo 1 ul ADN genoémico de H. canis e um controlo negativo com 3
ul de agua ultrapura estéril.

As reagbes de amplificagdo foram as seguintes: desnaturagao inicial a 95°C, a 5
min., seguida 34 ciclos com nova desnaturagao a 95°C a 20 seg., ligagdo dos “primers” a
56°C durante 30 seg., e a extensdo a 72°C a 90 seg. Depois do ultimo ciclo, foi a vez de

uma extensao final a 72°C durante 5 min.
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1.4.9. Pesquisa de ADN de Leishmania infantum

Para a detecao de ADN de Leishmania infantum utilizaram-se os “primers” MC1 (5'-
GTTAGCCATGGTGGTCTTG-3") e 0 MC2 (5-CACCCATTTTTCCGATTTTG-3") (Cortes et

al., 2004) desenhados a partir de uma sequéncia completa do ADN do cinetoplasto de L.

infantum e séo especificos para espécies do complexo L. donovani. Em teoria, amplificam
uma sequéncia com 447 pares de base, dos quais 42 pb pertencem a regido conservada do
minicirculo e os restantes (405 pb) a regido variavel. A sequéncia MC1 encontra-se na
regido variavel e a sequéncia MC2 encontra-se na regido conservada (Cortes, 2008).
Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reagao constituida por 7,3 ul de
agua ultrapura, 5 ul de tampao de reagao [tampao NH4 (5X): 160 mM (NH4)2S04; 670 mM
Tris-HCI; pH 8,8 (250C)], 3 pl de uma solugéo de Mg®* (25 mM MgCly), 0,5 ul de dNTPs (10
mM), 3 ul de “primers” MC1 (5 pmol/ul) e 3 ul de MC2 (5 pmol/ul), 0,2 ul Taq Polimerase (5
U/ul) e 3 ul de ADN extraido. Em todas as amplificagbes foi utilizado um controlo positivo
contendo 1 ul de ADN gendémico de L. infantum e um controlo negativo sem ADN, contendo
3 ul de agua ultrapura estéril.

As reagdoes de amplificagdo foram efetuadas segundo as seguintes condigbes:
desnaturagéo inicial a 94°C por 2 min., seguida de 30 ciclos a 94°C por 20 seg., ligagao dos
“primers” a 60°C durante 20 seg., e a extensédo a 72°C por 30 seg. e para finalizar uma

extensao final a 72°C durante 5 minutos.

11.4.10. Pesquisa de ADN de Rickettsia spp.

Para pesquisa do género Rickettsia, cada amostra de ADN foi submetida a PCR,
utilizando os “primers” RpCS.877p (5'GGGGGCCTGCTCACGGCGG3’) e RpCS.1258n
(5'ATTGCAAAAAGTACAGTGAACAS’), que amplificam parte do gene gltA, presente em
todas as espécies de Rickettsia (Regnery et al., 1991).

Preparou-se, para cada amostra, 25 ul de uma mistura de reacdo constituida por
12,3 ul de agua ultrapura, 5 ul de tampéo de reagédo [tampdo NH4 (5X): 160 mM
(NH4)2S04; 670 mM Tris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pl de uma solugéo de Mg* (25 mM MgCly),
0,5 ul de dNTPs (10 mM), 1 ul de “primers” RpC5.877p (5 pmol/ul), 1 ul de RpCS.1258n (5
pmol/ul), 0,2 ul de Taq Polimerase (5U/ul), e 3 ul de ADN extraido. Em todas as
amplificagdes foi utilizado um controlo positivo contendo 1 ul de ADN gendmico de Rickettsia
spp., € um controlo negativo contendo 3 ul agua ultrapura estéril.

As reagdoes de amplificagdo foram efetuadas segundo as seguintes condigbes:
desnaturagéo inicial a 95°C, a 5 min., seguida 35 ciclos com nova desnaturagao a 94°C a 30

seg., ligagao dos “primers” a 55°C durante 30 seg., e a extenséo a 72°C a 90 seg., seguida

65



de uma extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Posteriormente, os produtos de
amplificagao constituidos por 381 pb foram visualizados por eletroforese em 1,5% de gel de

agarose.

I.5. Purificagao de fragmentos de ADN a partir do gel de agarose

Apo6s a visualizagao dos produtos de PCR no gel, as amostras positivas foram
purificadas com o “Kit” comercial “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche®
Mannheim, Alemanha). Este “Kit” tem como fundamento a ligagdo especifica do ADN
amplificado a uma fibra de vidro existente na membrana da coluna de purificacdo que na
presenca de tiocianato de guanidina e através de uma sequéncia de lavagens e
centrifugagdes permite remover os “primers", nucleétidos e outros sais resultantes da PCR.
O ADN purificado é eluido da membrana da coluna usando uma solugdo de baixa
concentracdo salina. Para aplicar o protocolo de purificagdo, correu-se os produtos
amplificados de interesse, em gel de agarose (1,5%) e observou-se num transiluminador de
luz ultravioleta a presenga dos fragmentos de ADN. Foram cortadas as bandas especificas,
com o auxilio de uma lamina de bisturi esterilizada, e colocadas separadamente em tubos
de 1,5 ml, devidamente identificados. Adicionou-se 300 ul de tampao de ligagéo a cada tubo,
homogeneizou-se no voértex durante 15 a 30 segundos, incubando em banho-maria a 56°C
durante 10 minutos (com agitacdo da mistura em vortex a cada 2 a 3 minutos). Apds
dissolucdo total do gel de agarose, adicionou-se 150 ul de isopropanol, seguido de
homogeneizagdo no vortex. De seguida, pipetou-se 700 ul da mistura para a coluna de
purificagdo combinada com o tubo de recolha. As amostras foram centrifugadas a 15294 g
durante 1 minuto. Posteriormente, realizou-se uma dupla lavagem, durante 1 minuto a
15294 g, com 500 ul e 200 ul de tampao de lavagem respetivamente.

Para finalizar, o produto ja purificado foi eluido da coluna de purificagdo para um
novo tubo de 1,5 ml com 100 pl de tampao de eluigao e centrifugado a 20817 g durante 1

min.

Il.6. Sequenciacgao e analise dos segmentos de ADN purificados

O ADN purificado foi enviado para sequenciagao para o servigo StabVida (Portugal),
utilizando os mesmos “primers” utilizados na amplificagédo do agente patogénico em causa.

As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa BLAST (Basic Local
Alignment  Search  Tool), tendo como base de dados o GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Um nivel de identidade maior ou igual a 94% foi aceite como
indicativo de elevado grau de confianga. Todas as sequéncias obtidas no presente estudo

foram depositadas no DNA Data Bank of Japan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/).
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lll. Resultados

lll.1. Caraterizagdo da amostra

A amostra de trabalho consistiu em 919 espécimes do complexo R. sanguineus s.l.:
882 adultos (96,0%), 8 ninfas (1,0%) e 29 larvas (3,0%) (Fig. 30). Dos 882 ixodideos
adultos, 307 (34,8%) eram machos e 580 (65,8%) eram fémeas (Fig. 31).

3,0%
1L,0%, 7
i Adultos 34,8 % i Fémeas
i Ninfas & Machos
96,0 % LiLarvas
Figura 30 — Caraterizagéo da amostra quanto Figura 31 — Caraterizagdo da amostra quanto ao
a fase de desenvolvimento (n=919). sexo (n=882).

No presente estudo, foram coletadas 60 carragas (6,5%) no distrito da Guarda, 77
(8,4%) no distrito de Lisboa, 191 (20,6%) no distrito de Setubal e 591 (64,3%) no distrito de
Faro (Tabela 2). Seiscentos e vinte ixodideos foram removidos de 116 céaes, 36 de oito
gatos e 263 da vegetagéo. Os ixodideos colhidos da vegetagao eram todos provenientes do

distrito de Faro.

Tabela 2 — Numero de ixodideos colhidos nos distritos da Guarda, Lisboa, Setubal e Faro.

Distrito Complexo Rhipicephalus sanguineus s.|. Rhipicephalus spp. Total n (%)
Machos n (%) Fémeas n (%) Ninfas n (%) Larvas n (%)
Céo Gato  Vegetacéo Céo Gato Vegetacdo Céo Gato Vegetacdo Céo Gato Vegetacdo
Guarda 17 7 na 25 11 na 0 0 na 0 0 na 60 (6,5)
Lisboa 29 6 na 33 8 na 1 0 na 0 0 na 77 (8,4)
Setubal 74 0 na 17 0 na 0 0 na 0 0 na 191 (20,6)
Faro 64 0 1M1 257 4 119 2 0 5 1 0 28 591 (64,3)

Total 184 (1,9) 13 (1,4) 111 (12,0%) 432(46,7) 23 (2,5) 119(12,9) 3(0,3) 0 5(05 101 0 28(3,0) 919(100)
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lll.2. Pesquisa de ADN dos agentes patogénicos em estudo através da técnica
de PCR

Parte do gene 16S rDNA mitocondrial dos ixodideos foi amplificado a partir de todas
as amostras de ADN (Fig. 32).
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Figura 32 — Exemplo de eletroforese em gel de agarose com resultados da amplificagdo do gene 716S rDNA
mitocondrial da carraca de 6 amostras: M — marcador de 100 pb; colunas 1-6 (amostras positivas); coluna 7 -
controlo negativo; coluna 8 - controlo positivo. Fotografia original da autora.

Através da técnica de PCR foi detetado ADN de pelo menos um dos agentes em
estudo em 55 ixodideos (6,0%), incluindo a presenga simultdnea de ADN de dois agentes,
H. felis e Ri. massiliae em um exemplar (0,1%). Os produtos de PCR positivos
correspondiam apenas a ixodideos colhidos de caes (n=16) e gatos (n=3). Nao foi detetado
ADN de qualquer agente nos ixodideos colhidos da vegetacdo. As sequéncias de ADN
obtidas pertenciam aos géneros: Rickettsia (n=41; 4,5%), Hepatozoon (n=6; 0,7%),
Anaplasma (n=4; 0,4%), Babesia (n=2; 0,2%), Cercopithifilaria (n=1; 0,1%) e complexo Bo.
burgdorferi s.l. (n=1; 0,1%). Nao se amplificou ADN dos géneros Ehrlichia e Bartonella ou

ADN de L. infantum em nenhum dos ixodideos em estudo.

ll.2.1. Anaplasma spp.

O ADN de Anaplasma spp. foi detetado em 0,4% (4/919) dos ixodideos analisados

utilizando “primers” genéricos para a amplificagéo parcial do gene 76S rDNA (Fig. 33).
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Figura 33 - Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagdo parcial do gene 716S rDNA de
Anaplasma spp.: M — marcador de 100 pb; colunas 1-4 (amostras positivas); coluna 5 - controlo negativo; coluna
6 - controlo positivo. Fotografia original da autora.

Das quatro sequéncias obtidas para Anaplasma spp., uma (0,1%) e trés (0,3%)
apresentavam 94-98% de identidade com sequéncias previamente amplificadas a partir das
espécies Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys, respetivamente. As sequéncias
foram depositadas na Base de dados de ADN do Japao (“DNA Data Bank of Japan”-DDBJ)
com os seguintes numeros de acesso: AB872954 (A. phagocytophilum) e AB872951-53 (A.

platys).

1l.2.2. Babesia spp.

O ADN de Babesia spp. foi detetado em 0,2% (2/919) dos ixodideos analisados

utilizando “primers” genéricos para a amplificagéo parcial do gene 78S rDNA (Fig. 34).

400 pb <—

Figura 34 - Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagdo parcial do gene 78S rDNA de
Babesia spp.: M — marcador de 100 pb; coluna 1 (amostra positiva); coluna 2 - controlo negativo; coluna 3 -
controlo positivo. Fotografia original da autora.
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Dos dois ixodideos adultos positivos, apenas numa das amostras foi possivel
caraterizar até ao nivel da espécie por sequenciacio, apresentando 98% de identidade com
sequéncias amplificadas a partir de Babesia vogeli (nUumero de acesso: AB872952),

lll.2.3. Borrelia burgdorferi s.l.

O ADN de Borrelia spp. foi identificado num (0,1%) ixodideo usando “primers”
direcionados para o espacgo intergénico 5S-23S rRNA. A amostra sequenciada apresentou
97% de identidade com as sequéncias de Borrelia burgdorferi s.l. depositadas no GenBank,
tendo sido depositada no DDBJ com o numero de acesso AB872956.

lll.2.4. Cercopithifilaria spp.

Apenas em um (0,1%) dos 919 exemplares analisados se amplificou um fragmento
de ADN especifico da regido parcial do gene cox1 de Cercopithifilaria sp. (Fig. 35).
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Figura 35 - Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificacdo parcial do gene cox? de
Cercopithifilaria spp.: M — marcador de 100 pb; coluna 2 (amostra positiva); coluna 3 - controlo negativo; coluna 4
- controlo positivo. Fotografia original da autora.

A comparagéao da sequéncia obtida (e depositada no DDBJ com o0 numero de acesso
AB872950) mostrou uma identidade de 98% com as sequéncias de Cercopithifilaria spp.

depositadas no Genbank.

1.2.5. Hepatozoon spp.

O ADN de Hepatozoon spp. foi detetado em 0,7% (6/919) dos ixodideos analisados
utilizando “primers” genéricos para a amplificagéo parcial do gene 78S rDNA (Fig. 36).
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Figura 36 - Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagdo pacial do gene 18S rDNA de
Hepatozoon spp.: M — marcador de 100 pb; coluna 1-2 e 6-9 (amostras positivas); coluna 11 - controlo negativo;
coluna 12 - controlo positivo. Fotografia original da autora.

Das seis sequéncias obtidas de ixodideos adultos, duas (0,2%) apresentavam 95-
99% de identidade com sequéncias previamente amplificadas a partir de Hepatozoon canis
e quatro (0,4%) a partir de Hepatozoon felis. As seis sequéncias foram depositadas no
DDBJ com os seguintes numeros de acesso (H. canis: AB872944, AB872949; H. felis:
AB872945, AB872946, AB872947 e AB872794).

111.2.6. Rickettsia spp.

O ADN de Rickettsia spp. foi detetado em 4,5% (n=41) dos ixodideos analisados, por
amplificacao parcial do gene gltA (Fig. 32).
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Figura 37 - Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagéo parcial do gene gltA de Rickettsia
spp.: M — marcador de 100 pb; coluna 1-11 (amostras positivas); coluna 12 - controlo negativo; coluna 13 -
controlo positivo. Fotografia original da autora.

Das 41 sequéncias obtidas para Rickettsia spp., trés (0,3%) e 35 (4,0%)
apresentaram 94-99% de identidade com sequéncias previamente amplificadas a partir das
espécies Rickettsia conorii e Rickettsia massiliae respetivamente. Nos restantes trés
ixodideos, devido a fraca qualidade das sequéncias obtidas, apenas foi possivel identificar a

presenca de ADN do género Rickettsia. As sequéncias foram depositadas no DDBJ com os

71



seguintes numeros de acesso (Ri. conorii: AB872795, AB8729805 e AB872796; RI.
massiliae: AB872765, AB872786, AB872790, AB8727803, AB8727807, AB872784,
AB872788, AB872797-98, AB872802, AB872463-64, AB872791, AB872793, AB872799,
AB872801, AB872806, AB872785, AB872808, AB872939, AB872941, AB872462,
AB872466, AB872787, AB872789, AB872792, AB872800, AB872804, AB872809-12,
AB872940, AB872942 e AB872948).

O ADN de Ri. massiliae foi detetado em ixodideos colhidos nos 4 distritos de
Portugal anteriormente descritos (Tabela 3). No distrito de Lisboa foi também detetado ADN
de Ri. conorii em ixodideos colhidos de cées e de H. felis em ixodideos retirados de caes e
gatos dos distritos da Guarda e de Faro, enquanto H. canis foi detetado em ixodideos
colhidos de caes provenientes de Setubal. O ADN de A. platys, B. vogeli e Cercopithifilaria
spp. foram apenas detetados em espécimens colhidos de caes no distrito de Faro. Setubal
foi o unico distrito onde se detetou um espécime, colhido de um céo, contendo ADN de
espiroquetas do complexo Bo. burgdorferi s.|. A detegao de ADN de dois agentes diferentes,
H. felis e Ri. massiliae verificou-se num ixodideo colhido de um gato proveniente do distrito

de Faro.

Tabela 3 — Agentes detetados por PCR e resultados da sequenciagdo em ixodideos do
complexo R. sanguineus s.l. de Portugal de acordo com a regidao geografica, hospedeiro
vertebrado, sexo e numero de espécimes.

Agentes patogénicos Regido geografica  Proveniéncia  Sexo do ixodideo Ixodideos (n)
Anaplasma phagocytophilum Guarda Gato Fémea 1
Anapiasma piatys Setubal Céo Macho 1
Anaplasma platys Faro Cao Fémea 1
Anaplasma platys Faro Cao Macho 1
Babesia vogeli Faro Céao Macho 1
Borrelia burgdorferi sensu lato Setubal Céao Macho 1
Cercopithifilaria spp. Faro Céao Fémea engorgitada 1
Hepatozoon canis Setubal Céao Fémea 2
Hepatozoon felis Guarda Gato Fémea 2
H. felis Faro Cao Fémea 1
Rickettsia conorii Lisboa Cao Fémea 1
Ri. conorii Lisboa Cao Macho 1
Ri. conorii Faro Céo Fémea engorgitada 1
Rickettsia massiliae Guarda Gato Macho 4
Ri. massiliae Guarda Cao Fémea engorgitada 1
Ri. massiliae Guarda Céo Fémea 2
Ri. massiliae Guarda Céo Macho 1
Ri. massiliae Lisboa Gato Macho 1
Ri. massiliae Lisboa Céo Fémea engorgitada 3
Ri. massiliae Lisboa Cao Fémea 1
Ri. massiliae Lisboa Cao Macho 3
Ri. massiliae Setubal Céo Fémea engorgitada 1
Ri. massiliae Setubal Cao Fémea 1
Ri. massiliae Setubal Cao Macho 2
Ri. massiliae Faro Céo Fémea engorgitada 4
Ri. massiliae Faro Céo Fémea 4
Ri. massiliae Faro Gato Fémea 1
Ri. massiliae Faro Cao Macho 5
H. felis + Ri. massiliae Faro Gato Fémea 1
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IV. Discussao

No presente estudo analisaram-se 919 ixodideos pertencentes ao complexo
Rhipicephalus sanguineus s.l. considerado o mais abundante em Portugal (Figueiredo,
2007; INSA, 2016; Nuncio et al., 2022; Santos-Silva et al., 2011). Devido a facil adaptagao
das espécies deste complexo a diferentes temperaturas e graus de humidade, consegue
manter a sua atividade praticamente durante todo o ano (Dantas-Torres, 2008a) razédo pela
qual no presente estudo se realizaram colheitas ao longo de um ano.

A maioria dos ixodideos recolhidos foram adultos, com maior prevaléncia de fémeas,
seguindo-se as ninfas e larvas corroborando os resultados obtidos por Santos-Silva et al.,
(2011). O facto da maioria dos exemplares serem fémeas esteve provavelmente relacionado
com a maior facilidade destas, serem visualizadas quer pela autora do presente estudo quer
pelos médicos veterinarios que colaboraram no mesmo, do que os machos ou as formas
imaturas.

No presente estudo, a amplificagdo por PCR e posterior andlise de sequéncias de
genes especificos de diferentes agentes patogénicos presentes nos ixodideos colhidos de
cdes gatos e da vegetacdo, teve como objetivo conhecer a sua atual distribuicdo nos
distritos da Guarda, Lisboa, Setubal e Faro. A investigacdo desenvolvida, que esta na
origem da presente dissertacdo, revelou uma consideravel diversidade de agentes
patogénicos circulando em ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. colhidos de gatos e de
cées provenientes de quatro distritos de Portugal.

A detecdo de ADN de Anaplasma spp., Babesia spp, Bo. burgdorferi s.l.,
Cercopithifilaria spp., Hepatozoon spp. e Rickettsia spp. em 6,0% (55/919) dos ixodideos
analisados por PCR, vai de encontro ao valor anteriormente obtido em ixodideos do
complexo R. sanguineus s.l. (6,0%; 7/117), recolhidos no distrito de Braganga (Figueiredo,
2007). Recentemente, foi detetado nos mesmos espécimes de ixodideos um valor inferior
(4,5%; 10/221) em Santarém e Evora (Barradas et al., 2020) e superior (28,0%; 63/224) em
Beja e Faro (Pereira et al., 2018).

IV.1. Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys

O ixodideo |I. ricinus é considerado o principal vetor de A. phagocytophilum na
Europa (Claerebout et al., 2013; Dantas-Torres et al., 2012a; Heikkila et al., 2010; lonita et
al., 2013; Santos et al., 2004; Smith & Wall, 2013; Smrdel et al., 2010). Contudo, a detegao
deste agente num espécime do complexo R. sanguineus s.l. no presente estudo ndo é
completamente surpreendente, uma vez que esta bactéria ja foi anteriormente detetada por
PCR em varias espécies de carragas, nomeadamente Amblyomma cajennense (Santos et

al., 2013), I. ventalloi (Santos et al., 2004), D. marginatus, Hy. lusitanicum, R. bursa e R.
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pusillus (Santos et al., 2013; Satta et al., 2011; Toledo et al., 2009). A infegao por A.
phagocytophilum tem sido reportada em caes (Figueredo, 2008; Santos et al., 2009a), gatos
(Alves et al., 2009; Santos et al., 2009a), equinos (Ribeiro et al., 2013; Santos et al., 2009a),
roedores (Mus spretus) (Santos et al., 2009a), veados (Pereira et al., 2016) e em humanos
(Santos et al., 2006; 2009a; 2009c). No presente estudo, apenas se detetou ADN de A.
phagocytophilum num exemplar (0,5%) colhido de um cao, valor inferior ao de 2,58% (5/194)
obtido por Santos et al. (2013) em R. sanguineus s.l. colhidos de caes no Brasil.

A presencga da A. platys em carragas tem sido escassamente reportada na literatura
cientifica (Cicuttin et al., 2014). As infegbes com esta bactéria tém sido descritas em cées do
norte (Cardoso et al., 2010a; René-Martellet et al., 2015), centro (René-Martellet et al.,
2015), sul do pais (Maia et al., 2015a; René-Martellet et al., 2015), em raposas de Portugal
continental (Cardoso et al., 2015) e em javalis do sul do pais (Pereira et al., 2016). Neste
estudo, o ADN deste agente foi detetado em 0,3% (3/919) dos espécimens testados,
colhidos de caes dos distritos da Guarda e Faro, corroborando as dete¢cdes mencionadas
anteriormente desta bactéria em caes e raposas das mesmas regides. Este valor foi mais
baixo que as frequéncias obtidas nos ixodideos do complexo R. sanguineus s.l. testados em
Italia [1,2% (1/81) e 48,3% (129/267)] (Latrofa et al., 2014; Ramos et al., 2014) e no Japao
[9,4% (3/32)] (Inokuma et al., 2000).

IV.2. Babesia spp.

A babesiose canina ou piroplasmose é causada por protozoarios intraeritrocitarios e
tem atualmente uma distribuigdo mundial (M ghirbi & Bouattour, 2008; Solano-Galego &
Baneth, 2011a). As infegdes por B. canis e B. vogeli tém sido descritas em caes do Norte
(Cardoso et al., 2008; 2010b) e em gatos do norte e centro (Vilhena et al., 2013), enquanto
do sul de Portugal apenas o ADN de B. vogeli tem sido detetado em gatos (Maia et al.,
2014a), pelo que a detegdo no presente estudo deste agente num ixodideo macho colhido
de um céo proveniente de Faro, reforca a presenga do parasita na regido. A detegéo
molecular de B. vogeli em exemplares do complexo R. sanguineus s.l. ja tinha anteriormente
sido reportada em outros paises do Mediterraneo, nomeadamente Israel e Tunisia (Harrus
et al. 2010; M"Ghibi & Bouattour, 2008). No presente estudo, a detegao de ADN de B. vogeli
num espécime pode ser explicada com o facto da carraga do complexo R. sanguineus s.l. se
encontrar presente de norte a sul do pais, devido a ampla distribuicdo deste artropode.
Contudo, nao se detetou ADN de Babesia canis, cujo vetor, Dermacentor reticulatus, € mais

abundante no norte do pais (Cardoso et al., 2010b).
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IV.3. Borrelia burgdorferi sensu lato

O ixodideo Ixodes ricinus € o vetor comprovado das bactérias do complexo Bo.
burgdorferi s.I. na Europa (Dantas-Torres et al., 2012). Contudo, a dete¢cdo de agentes da
borreliose de Lyme ja foi documentada em outras espécies de carragas, nomeadamente em
ixodideos do género Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., Rhipicephalus spp. (Batista,
2006) e da espécie Hy. lusitanicum (Milhano et al., 2010), provenientes do sul de Portugal. A
taxa de infegdo vetorial encontrada em artrépodes do género Rhipicephalus foi de 4,3%
(1/23) na regiado centro de Portugal (Batista, 2006), superior a obtida no presente estudo de
0,1% (1/919), provavelmente devido ao reduzido numero de exemplares analisados no
estudo de Batista (2006). As espiroquetas do complexo Bo. burgdorferi s.l. foram detetadas
por PCR em amostras de sangue de javalis no norte (Faria et al., 2014) e em caes e gatos
no sul do pais (Maia et al., 2014; 2015). Estes dados juntamente com a detegdo molecular
destes agentes em ixodideos provenientes do sul (presente estudo) e centro (Batista, 2006)
do pais, reforcam a ideia da circulagdo destas bactérias entre os animais domésticos e as

carragas, aumentando o risco de exposi¢ao dos humanos as borrélias.

IV.4. Cercopithifilaria spp.

O presente estudo permitiu detetar, pela primeira vez em Portugal, ADN de
Cercopithifilaria spp. num exemplar colhido de um cado proveniente do sul do pais. A
circulagao deste filaréide no Algarve foi posteriormente corroborada por Cortes et al. (2014)
ao detetar microfilarias de Cercopithifilaria bainae, Cercopithifilaria grassi e Cercopithifilaria
sp. Il sensu Otranto et al., 2013, em 24 das 102 biopsias cutdneas em céaes realizadas
nessa regiao.

A frequéncia de detegdo molecular destes nematodes no presente estudo (0,1%;
1/919) foi inferior as obtidas quer na Grécia (0,5%; 1/218) quer na lItalia (3,1%; 19/606)
(Otranto et al. 2012), que podera estar relacionada com o facto de no estudo de Otranto et
al. (2012) os ixodideos terem sido colhidos de caes em cujas bidpsias cutédneas foram
visualizadas microscopicamente e detetadas por PCR microfilarias de Cercopithifilaria sp.

Apesar da baixa patogenicidade deste filarideos alguns cédes podem apresentar
dermatites eritematosas (Ramos et al., 2014a), pelo que sera importante incluir esta
parasitose no diagnostico diferencial de patologias cutadneas em cées do sul de Portugal

expostos a ixodideos.
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IV.5. Hepatozoon spp.

No presente estudo amplificou-se, pela primeira vez em Portugal, ADN de H. canis
em dois ixodideos colhidos de caes do sul do pais e H. felis em quatro espécimes colhidos
de gatos dos distritos da Guarda e de Faro. Estes dados, juntamente com a detecdo de H.
canis em caes (Cardoso et al., 2010b; Maia et al., 2015; Menn et al., 2010; René-Martellet et
al., 2015) e raposas (Cardoso et al., 2014; Conceicdo-Silva et al., 1988) e de H. felis em
gatos (Maia et al., 2014; Vilhena et al., 2013) de Portugal continental indicam que estas duas
espécies estdo disseminadas por todo o pais.

Embora a maioria das infegbes por Hepatozoon sejam subclinicas nao devem ser
negligenciadas, uma vez que pode evoluir para doencga, principalmente na presenca de
condigbes imunossupressivas ou de outro(s) agente(s) infecioso(s) e requerer tratamento

especifico (Baneth et al., 2015).

IV.6. Rickettsia spp.

Muitas infegOes rickettsiais afectam o homem bem como os animais de companhia
(Otranto et al., 2009; Vilhena et al., 2013). No presente estudo, amplificou-se ADN de Ri.
conorii (0,3%) em trés ixodideos removidos de cées dos distritos de Lisboa e Faro, similar a
de 0,3% (2/666) reportada em 2022 pelo programa Revive em ixodideos coletados em todo
o territério continental de Portugal (Nuncio et al., 2022) Este valor foi ligeiramente inferior ao
obtido do programa REVIVE em 2020, que foi de 0,4% (2/558) (Santos et al., 2020). A
percentagem de Rhipicephalus spp. infetados com Ri. conorii na natureza € normalmente
muito baixa (Oteo et al., 2012). Um estudo de Sousa (citado por Duarte, 2008) constatou
que esta percentagem baixa pode ser justificada pelo facto de algumas riquétsias, como a
espécie Ri. Conorii, também serem patogénicas para os vectores, havendo uma elevada
taxa de letalidade nos artrépodes infetados. A detegdo molecular de Ri. conorii no sangue
de cées doentes juntamente com uma seroprevaléncia de 69% (35/51) na populagao canina
considerada clinicamente doente foi reportada no distrito de Faro (Alexandre et al., 2011) e
em outras areas endémicas de FEN (Levin et al., 2012; Pennisi et al., 2012; Trotta et al.,
2012), sugerindo que os caes sao frequentemente expostos a esta bactéria. Ainda, em
Lisboa e Evora, foi reportado em gatos uma seroprevaléncia de 18,9% (7/37) com esta
espécie bacteriana (Alves et al., 2009). De referir que todo este leque de informagéo,
juntamente com a detegdo do agente etiologico da FEN em carragcas removidas de cées,
reforca a importancia da monitorizacdo das carracas nestes animais que, no ambiente
domeéstico, podem funcionar como reservatorios e/ou sentinelas para a infegao humana.

Rickettsia massiliae foi o patdgeno mais detetado nos ixodideos neste estudo, com

uma frequéncia de 4% (35/919), similar a de 4% (20/569) reportada em 2020 pelo programa
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Revive em ixodideos coletados em todo o territorio continental de Portugal (Santos et al.
2020). Nos anos seguintes (2021 e 2022) a frequéncia de detecdo molecular desta bactéria
pelo programa foi de 9% (50/575) e de 7% (49/666), respetivamente (Nuncio et al., 2022,
Santos et al., 2021) e também foi o agente patogénico mais detetado nos ixodideos em
ambos os estudos, demonstrando a importancia da monitorizagao peridédica da presenca e
densidade de artropodes vectores assim como da presenga dos agentes por eles
transmitidos.

Curiosamente, este € o primeiro estudo onde Ri. massiliae foi detetado em
exemplares do complexo R. sanguineus s.l. retirados de gatos, embora parega ser comum
encontrar este agente em ixodideos removidos de cées (Cicuttin et al., 2014; Claerebout et
al., 2013; Marquez et al., 2008; Trotta et al., 2012). Recentemente, esta espécie bacteriana
foi detetada em ixodideos R. sanguines s.l. recolhidos em ovelhas com uma frequéncia
superior (7%;15/224) e também num ourigo € num texugo (Pereira el al., 2018). Embora néo
existam até ao momento evidéncias de que este agente possa causar infegao nestas
espécies animais, nem que estas possuam um papel na transmissdo desta bactéria ao
homem, os cées, gatos, ovelhas, ourigos e texugos podem funcionar como sentinelas ou

como veiculo de transporte dos vectores para o ambiente doméstico.

IV.7. Co-infecao

Tem sido reportado que uma unica carraga pode transmitir mais do que um agente
patogénico aos animais € ao homem (Chen et al., 2012; Cohn, 2003). No presente estudo,
apenas se detetou uma co-infegdo por H. felis e Ri. massiliae num exemplar removido de
um gato proveniente do distrito de Faro. Este achado é importante na medida em que
sugere a possibilidade de ocorréncia da transmissdo simultdnea de dois agentes ou
multiplas infe¢gdes através de uma Unica carraga, aos animais ou humanos, potenciando a
patogénese da doenga, alterando as manifestagdes clinicas, dificultando o diagnodstico, o

prognostico e a resposta a terapéutica (Chen et al., 2012; Cohn, 2003).
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V. Conclusao

Este estudo teve como objetivo detetar por PCR quais as bactérias e parasitas
presentes em exemplares do complexo Rhipicephalus sanguineus s.l. capturados em
animais domésticos (caes, gatos) e no ambiente de quatro distritos de Portugal.

Embora a detecdo molecular de um determinado agente num ixodideo
(especialmente em espécimens engorgitados) apenas indique que este se encontra infetado
por ter ingerido durante a refeicdo sanguinea microrganismos de um hospedeiro infetado, e
nao implique que seja infecioso ou seja, capaz de transmitir o agente a outro hospedeiro
(Estrada-Pefia et al., 2013), o presente estudo demonstra a existéncia de um largo espectro
de agentes patogénicos, alguns com potencial zoondético, a circular na populagdo de R.
sanguineus s.|. de Portugal colhidos de caes e gatos. Como tal este estudo reforga a
importancia de se sensibilizar os profissionais de saude, médicos veterinarios e os tutores
dos animais domésticos, para o controlo e prevencao de infestagdes por ectoparasitas e dos
agentes por eles transmitidos.

Com o aumento da exposi¢ao dos animais domésticos aos vetores, quer devido as
alteragbes climaticas quer as dificuldades econdmicas que o0 pais atravessa
(impossibilitando muitas vezes a aplicagdo de medidas profilaticas), torna-se indispensavel a
inclusdo dos agentes transmitidos por ixodideos nas listas de diagndsticos diferenciais,
especialmente em areas endémicas, assim como o rastreio anual da sua presenga, mesmos

em animais sem sinais clinicos.
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