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Resumo

Este trabalho teve como objetivo, estudar a eco-epidemiologia de rickettsias e outros agentes

zoondéticos em populagdes de animais selvagens e domésticos e nos seus ectoparasitas.

De 2018 a 2021 foram colhidas amostras de sangue de linces e ectoparasitas de trés populagdes de
animais selvagens: linces ibéricos (Lynx pardinus), cavalos de ragca Garrana (Equus caballus celticus)
e aves. Paralelamente, em 2021 foram ainda estudadas amostras de sangue e ectoparasitas de gatos

e caes recolhidos num canil. Todas as amostras foram colhidas em Portugal continental.

Foi realizada a caracterizagao morfolégica e molecular dos ectoparasitas (ixodideos, pulgas, moscas e
piolhos), assim como a detegéo e/ou isolamento e caracterizagdo molecular de Rickettsia, Bartonella e
protozoarios do filo Apicomplexa, nestes vetores. Nas populagbes de linces e de animais domésticos,
foi ainda realizada a pesquisa por PCR dos mesmos agentes zoonéticos no sangue dos animais e
investigada a presenca de anticorpos IgG anti-Rickettsia e anti-Bartonella pela técnica de
Imunofluorescéncia indireta. Do total de ectoparasitas foram estudados 569 ixodideos que incluiram,

253 colhidos em linces, 151 de Garranos, 95 de aves e 34 de animais domésticos.

Ixodes ventalloi e Rhipicephalus pusillus foram as espécies mais prevalentes a parasitar linces, R.bursa
cavalos Garranos e fases imaturas de Hyalomma marginatum as aves. A pesquisa de agentes no total
de ixodideos analisados revelou a presenga de Rickettsia aeschlimannii, Candidatus R. barbarie, R.
conorii, R. helvetica, R. sibirica mongolitimonae, R. massiliae, Hepatozoon felis, Theileria equi e
Babesia cabalii. Em pulgas Ctenocephalides felis foi detetado por PCR, R. felis e R. asembonensis. Da
pesquisa por PCR realizada no sangue dos linces 61,5% foram positivos para H. felis e 33,3% para
Cytauxzoon spp.. Foram realizadas tentativas de isolamento em 36 ixodideos de cavalos e foram
conseguidos dois isolados de Candidatus R. barbarie. Encontrdmos nos linces uma prevaléncia de

anticorpos anti-Rickettsia de 82,1% e de 41% para anticorpos anti-Bartonella.

Reportamos pela primeira vez, a presenga da mosca Ornithomya biloba em Portugal. Este foi o primeiro

estudo realizado em ectoparasitas colhidos em linces ibéricos reintroduzidos em Portugal.

Palavras-chave: Garranos, Linces, Aves, Rickettsias, Ixodideos, Piroplamideos
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Abstract

This work aimed to study the eco-epidemiology of rickettsiae and other zoonotic agents in wild and

domestic animal populations and their ectoparasites.

From 2018 to 2021 blood samples were collected from lynx and ectoparasites from three wild animal
populations: Iberian lynx (Lynx pardinus), Garrano horses (Equus caballus celticus) and birds. In parallel
in 2021 blood samples and ectoparasites from cats and dogs collected from a kennel were also studied.

All samples were collected in continental Portugal.

Morphological and molecular characterization of ectoparasites (ixodidae, fleas, flies and lice) was
performed as well as the detection and/or isolation and molecular characterization of Rickettsia,
Bartonella and protozoa of the phylum Apicomplexa in these vectors. In lynx and domestic animal
populations, the same zoonotic agents were also investigated by PCR in the blood of animals and the
presence of IgG anti-Rickettsia and anti-Bartonella antibodies was investigated by indirect
immunofluorescence technique. Of the total ectoparasites 569 Ixodidae were studied which included,

253 collected from lynx, 151 from garrano horses, 95 from birds and 34 from domestic animals.

Ixodes ventalloi and Rhipicephalus pusillus were the most prevalent species parasitizing lynx, R.bursa
horses Garranos and immature stages of Hyalomma marginatum birds. Agent investigation on these
ixodids revealed the presence of Rickettsia aeschlimannii, Candidatus R. barbarie, R. conorii, R.
helvetica, R. sibirica mongolitimonae, R. massiliae, Hepatozoon felis, Theileria equi and Babesia cabalii.
In Ctenocephalides felis fleas, R. felis and R. asembonensis were detected by PCR. Of the total lynx
61.5% were positive by PCR for H. felis and 33.3% for Cytauxzoon spp.. Isolation attempts were
performed on 36 horse ixodids and two isolates of Candidatus R. barbarie were obtained. We found in

lynx prevalence of antibodies to Rickettsia of 82.1% and 41% for Bartonella.

We report for the first time the presence of the fly Ornithomya biloba in Portugal. This was the first study

carried out on ectoparasites collected from Iberian lynx reintroduced in Portugal.

Keywords: Garranos, Lynx, Birds, Rickettsiae, Ixodidae, Pyroplamidae
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Introducao

As doencas infecciosas tém se revelado uma ameaca crescente para a saude publica. Cerca de 60%
das doengas infecciosas emergentes sao zoonoses (Jones et al., 2008) e dessas, 17% séao transmitidas
por vetores (e.g. mosquitos, carracas, fleb6tomos, triatomideos, moscas, pulgas e piolhos) (Jones et
al., 2008).

O desenvolvimento de metodologias inovadoras no controlo de artropodes vetores tém sido desafiante
e muitas zoonoses associadas a transmissao por estes vetores persistem e até expandiram a sua
presencga para outras areas geograficas do globo (e.g. virus Zika) (Anderson et al., 2016; Rasmussen,
2020). Alguns dos fatores envolvidos na emergéncia destas zoonoses, sdo sem duvida as alteragbes
climaticas, a urbanizagao descontrolada, o crescimento econdémico e a globalizagao (Ogden & Lindsay,
2016; Swei et al., 2020).

A nivel mundial, a malaria associada a transmissao pelo mosquito Anopheles, é a doenga com maior
impacto na saude das populagdes e estimam-se anualmente cerca de 241 milhdes de casos e 627 000
mortes (WHO, 2021). Contudo, a seguir aos mosquitos e nomeadamente na Europa, as carragas sao
os vetores mais importantes na transmissdo de agentes patogénicos ao Homem. As doencgas
associadas aos ixodideos mais prevalentes na Europa s&o a borreliose de Lyme, a febre escaro-nodular
(De Sousa et al., 2008) e a encefalite transmitida por carraga (TBE). Entre outras estdo ainda descritas
outras infegdes de origem bacteriana, como a anaplasmose humana e a tularémia, e de origem viral
como a febre hemorragica Crimeia-Congo (CCHF) (Hubalek & Rudolf, 2012; Socolovschi et al., 2009b).

Em Portugal, as rickettsioses e a borreliose de Lyme sdo as doengas com maior impacto na saude
publica, sendo a febre escaro-nodular causada por Rickettsia conorii e transmitida ao homem pela
carraga do cdo Rhipicephalus sanguineus, a doenga com maior numero de casos € com maior

preocupagao nao so pela existéncia de casos graves como de casos de morte (De Sousa et al., 2008).

Os microrganismos transmitidos por vetores sdo mantidos em ciclos naturais que envolvem ndo sé os
artropodes vetores, mas também os hospedeiros animais selvagens e /ou animais domésticos onde os
artropodes fazem a sua alimentagédo sanguinea para completar o seu ciclo de vida. A transmisséo de
um agente patogénico ao Homem e aos animais dependem de interagbes Unicas entre o agente, o
hospedeiro e o vetor assim como de outras variaveis que influenciam o seu ciclo de vida e a sua

atividade como fatores fisioldgicos, ecolégicos e ambientais (Gray et al., 2009; Parola & Raoult, 2001).

O conhecimento da eco-epidemiologia dos vetores, a sua monitorizagdo € o conhecimento sobre as
suas interagbes com os seus hospedeiros e agentes patogénicos, sdo essenciais na vigilancia e na

identificacdo de potenciais doengas associadas a vetores.

Mais recentemente a introdugdo do novo conceito de uma “sé saude”, ou seja, a integracédo entre a
saude humana, a saude animal, e o ambiente, trouxe uma mais-valia no conhecimento das doencas

que podem afetar paralelamente o homem e os animais. Este novo conceito permitiu também e tornou-



se imprescindivel na melhoria da adogédo de politicas publicas efetivas, para prevengao e controlo das

doencas, quer a nivel nacional e ou internacional (Dantas-Torres et al., 2012; Sinclair, 2019).



Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal, estudar a eco-epidemiologia de rickettsias e outros agentes

zoondéticos em populagdes de animais selvagens e domésticos, assim como nos seus ectoparasitas.
Para isso foram nossos objectivos especificos:

1- Colher, identificar e caracterizar as espécies de ectoparasitas associados a trés populagdes de
animais selvagens: o lince ibérico, os cavalos de raca Garrana e aves selvagens. Assim como, 0s

ectoparasitas colhidos em gatos e caes.

2- Detetar e caracterizar a presencga de agentes patogénicos para o Homem e animais, como rickettsias,
Bartonella e alguns agentes do filo Apicomplexa presentes nos ectoparasitas colhidos nas populagdes

de animais selecionadas.

3- Detetar e caracterizar a presenca de rickettsias, Bartonella e alguns agentes do filo Apicomplexa,

em amostras de sangue dos linces ibéricos.

4- Caracterizar a exposi¢cado e estimar a prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia e anti-Bartonella

presentes na populagéo de linces e caes.






Capitulo 1 - Revisao Bibliografica

1. Ixodideos e outros artropodes vetores

Um vetor € um organismo vivo com capacidade para transmitir um agente patogénico ao Homem (de
pessoa a pessoa) ou de animais ao Homem e entre animais (Wilson et al., 2017). Existem varios grupos
de vetores com importancia médica e veterinaria, tais como os mosquitos, carragas, fleb6tomos,
triatomideos, moscas, pulgas e piolhos. Uma caracteristica comum entre os artropodes vetores de
agentes patogénicos é a hemofagia, que representa uma estratégia evolutiva de sucesso, uma vez que
0 sangue € altamente nutritivo e acessivel onde quer que os hospedeiros vertebrados se localizem
(Swei et al., 2020) (Figura 1.1).

A nivel mundial, os mosquitos sao sem duvida aqueles que mais se destacam, devido ao numero de
casos de doengas graves e por vezes letais que causam a nivel mundial. Estes podem transmitir
diferentes arbovirus (e.g. virus da febre amarela), e parasitas (e.g. Plasmodium) (Marquardt &
Kondratieff, 2005).

A seguir aos mosquitos, e na Europa os ixodideos também vulgarmente designados por carragas sao
os vetores mais importantes na transmissdo de uma grande variedade de agentes patogénicos ao
Homem (Parola & Raoult, 2001).
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Figura 1.1- Hipétese atual de relagdes filogenéticas entre grupos de artrépodes ancestrais e existentes.
Relacéo filogenética entre a ordem Hexapoda, Chelicerata e Acari. A evolugdo dos taxons de artropodes
hematdéfagos esta indicada com circulos sélidos. (Retirado de Marquardt & Kondratieff, 2005).



1.1. Ixodideos
As carragas sado artrépodes hematofagos estritos, existentes em quase todas as regibes
zoogeograficas e parasitam uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados, como mamiferos, aves,
anfibios, répteis e ocasionalmente o Homem. A sua importancia médica e veterinaria deve-se ao facto
destes artropodes quando infetados e a parasitar os animais ou 0 Homem podem transmitir agentes

patogénicos que causam doencga (Sonenshine & Roe, 2014).

1.1.1.Taxonomia e classificagao

Conhecem-se mais de 800 espécies de carragas no mundo. Estes artropodes pertencem a classe
Arachnida, subclasse Acari, ordem Parasitiformes e sub-ordem Ixodida (Sonenshine & Roe, 2014).
Existem trés familias, a Nuttallielidae, Argasidae (carragas de corpo mole) e Ixodidae (carragas de
corpo duro) sendo esta ultima a que apresenta o maior numero de espécies e a mais relevante no que
diz respeito a transmissdo de agentes infecciosos. A familia Ixodidae com cerca de 650 espécies esta
ainda subdivida em dois grupos: Prostriata, compreendendo um Unico género, Ixodes, e Metastriata,

compreendendo os 11 restantes (Nava, 2009).

1.1.2. Morfologia
O corpo de um ixodideo é dividido em duas regides funcionais: o capitulo (gnatossoma), e o corpo
(idiossoma) (abdomém e torax fundidos). O capitulo contém as pegas bucais, consistindo num par de
queliceras que servem para cortar a pele no momento da picada, dois palpos que tem fungéo sensorial
e o hipéstoma que esta coberto por denticulos e que permitem a fixagdo ao hospedeiro. Todas estas
pecas inserem-se numa placa (base do capitulo) (Figura 1.3) (Klompen, 2005). A forma da base do
capitulo, comprimento dos palpos, o nimero de denticulos e outras caracteristicas das pecas bucais,

séo utilizadas na caracterizagdo morfoldgica das diferentes espécies (Stafford 11, 2007).

Em posicao ventral e na regido anterior (podossoma), encontra-se o poro genital e na regiao posterior
(opistossoma), encontram-se os espiraculos (estruturas por onde se realizam as trocas gasosas com o
exterior) e a abertura anal. Os adultos apresentam quatro pares de patas e cada pata é constituida por
seis segmentos que se articulam com o corpo através das coxas (Figura 1.2). Os extremos do primeiro
par de patas contém importantes 6rgédos sensoriais (6rgdo de Haller). Na extremidade das patas

encontram-se ainda duas garras e um pulvilho que permitem a fixagéo do ixodideo ao hospedeiro.

Os ixodideos possuem um escudo esclerotizado sobre a superficie dorsal. Nos machos este escudo
cobre toda a superficie dorsal, enquanto nas fémeas cobre apenas a porgéo anterior do corpo (Figura
1.2), proporcionando-lhes aumentar de volume quando ingere grandes quantidades de sangue
(ingurgitamento). Os olhos, que nem sempre estdo presentes, localizam-se nas margens laterais do
escudo (Sonenshine & Roe, 2014). A aparéncia e ornamentagéo do escudo difere entre os géneros e

espécies de ixodideos. Esta caracteristica € usada na identificagdo dos géneros dos ixodideos.



Hipostoma Palpos  Quelicera

Base do capitulo Areas porosas

Figura 1.2- Morfologia geral de uma carraga da familia  Figura 1.3- Capitulo representativo de carracga da
Ixodidae. A) Vista dorsal e B) vista ventral de fémea de  familia Ixodidae visualizado por microscopia

Ixodes ricinus. (Adaptado de Estrada-Pefia, 2015) eletrénica de varredura. A) Vista Ventral e B) vista
dorsal. (Adaptado de Nicholson et al., 2019)

No que diz respeito a morfologia interna, os 6rgédos da carraga sdo envolvidos por hemolinfa, um fluido
que contém hemacitos e numerosas proteinas em circulagdo. Os 6rgaos principais sdo: 6rgao do trato
digestivo, as glandulas salivares e os 6rgaos reprodutores. No trato digestivo, o intestino médio é a
regido onde a carraga armazena o sangue que ingere. As glandulas salivares sdo responsaveis por
segregar saliva com fatores anticoagulantes e anti-inflamatérios, enzimas digestivas e proteinas que

facilitam a picada e dilatam os vasos sanguineos da pele do hospedeiro. (Sonenshine & Roe, 2014).

Os ixodideos possuem ainda varios 6rgaos sensoriais (e.g. 6rgdo de Haller) que permitem detetar
odores, vibragbes, mudangas de temperatura, niveis de diéxido de carbono, amoniaco, hidrogénio,
enxofre e outros sinais externos do hospedeiro. Estas caracteristicas facilitam a localizagdo do
hospedeiro e contribuem para o sucesso da sua fixagdo e alimentagdo (Parola & Raoult, 2001;
Sonenshine & Roe, 2014).

1.1.3.Ciclos de vida e hospedeiros

A maioria das espécies pertencentes a familia Ixodidae séo carragas nao nidicolas (exdfilos), que vivem
em ambientes abertos, como florestas, arbustos, savanas, prados, etc, mas alguns tem uma ecologia
nidicola (endofilos), permanecendo em tocas, ninhos e cavidades perto de locais de repouso ou
reproducdo dos seus hospedeiros (Sonenshine & Roe, 2014). As carragas apresentam diferentes
padrées de sazonalidade na sua atividade de procura de hospedeiro. Fatores ambientais tais como
temperatura, humidade relativa, intensidade da luz solar e fotoperiodo condicionam o seu ciclo de vida
(Estrada-Pena, 2015). Por exemplo, diferentes espécies de carragas estédo ativas em diferentes épocas
do ano, o que vulgarmente se refere a carracas “de verdo” e “de inverno”. Os ixodideos podem
sobreviver por longos periodos de tempo. Por exemplo, quando as condi¢bes ndo séo ideais para

manter a sua atividade as carragas podem entrar num periodo de dorméncia (e.g. diapausa).



O ciclo de vida de todas as espécies de ixodideos € muito semelhante e a duracdo depende da espécie
e dos fatores ambientais, podendo variar de varios dias a anos. O ciclo € composto por quatro fases
evolutivas, uma inativa, o ovo, e trés ativas, larva, ninfa e adulto (macho ou fémea). Para que ocorra
passagem de uma fase evolutiva para outra, € necessaria uma refeicdo de sangue num hospedeiro
vertebrado, que chamamos fase de vida parasitaria. Quando os ixodideos nao estdo fixos a um
hospedeiro, podem estar por exemplo na vegetagédo a espera de hospedeiro, chamamos a esta fase
de vida livre (Sonenshine & Roe, 2014).

a) Ciclo de vida com trés hospedeiros (trifasico)

Este ciclo de vida é o mais comum. Inicia-se com a eclosdo de cada ovo numa larva hexapode que,
apos efetuar uma refeicao de sangue, num primeiro hospedeiro, abandona o mesmo e esconde-se no
solo, onde atinge o estado de ninfa. Apresentam uma Unica fase ninfal em que ja tém quatro pares de
patas, mas ainda n&o é visivel o poro genital. Esta ninfa vai alimentar-se num segundo hospedeiro e
apos abandona-lo emerge como carraga adulta, onde ja é possivel identificar dimorfismo sexual (Figura
1.4) (Walker et al., 2003).

A gametogénese é iniciada durante a alimentagcdo de sangue num terceiro hospedeiro e o
acasalamento ocorre apenas durante a alimentagdo em um hospedeiro vertebrado, salvo excegdes.
Apbs a cépula o macho morre, por fim o ciclo termina com a postura dos ovos por parte de uma fémea
ingurgitada (aumentando o seu volume até 100 vezes), que se liberta do hospedeiro e efetua a postura
diretamente no solo, em fendas, no interior das tocas ou dos ninhos dos animais que parasitam. A
postura pode variar entre centenas a milhares de ovos, consoante a espécie. Quando a postura termina

a fémea morre (Estrada-Pefia, 2015).
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Figura 1.4- Ciclo de vida de um ixodideo com trés hospedeiros (trifasico).
(Retirado de Santos Silva et al., 2016)



b) Ciclo de vida com um (monofasico) e dois hospedeiros (difasico)

Estes sao ciclos de vida menos comuns. No ciclo de vida num Unico hospedeiro, as trés fases ativas
alimentam-se no mesmo hospedeiro, onde ocorrem as mudas. Assim, o ciclo de vida monofasico da-
se na integra num unico hospedeiro. Este tipo de ciclo de vida é geralmente muito rapido, demorando
cerca de trés semanas. No caso do ciclo de vida com dois hospedeiros, as larvas e as ninfas alimentam-

se no mesmo hospedeiro, mas o adulto procura um novo hospedeiro (Walker et al., 2003).

c) Hospedeiros

Os hospedeiros (animais domésticos e selvagens), tem um papel principal no ciclo de vida destes
artrépodes, uma vez que deles dependem a refeicdo sanguinea para que possam sobreviver e dar
continuidade ao ciclo. As diferentes fases evolutivas dos ixodideos costumam ter diferentes
preferéncias do hospedeiro e padrées de alimentagdo (Dennis & Piesman, 2005; Parola & Raoult,
2001). Algumas espécies de ixodideos sao especificas do hospedeiro (monotropico), alimentando-se
apenas num numero limitado de animais. Outros tém hospedeiros diferentes para cada fase evolutiva

e a especificidade do hospedeiro pode variar entre as diferentes fases na mesma espécie (politropico).

Por exemplo, todas as fases de desenvolvimento de /xodes ventalloi sdo comumente encontrados a

parasitar o coelho-europeu (Oryctolagus cuniculus) (Sofia Santos & Margarida Santos-Silva, 2019).

No caso de Ixodes ricinus, as fases imaturas ficam perto do solo humido, devido a sua baixa tolerancia
a dessecacdo e parasitam pequenos mamiferos, aves e lagartos, enquanto os adultos tem mais
tolerancia ao ambiente, alimentam-se em hospedeiros maiores, como ruminantes, caes e carnivoros

selvagens (Dennis & Piesman, 2005; Estrada-Pena et al., 2004).

1.1.4.Ixodideos como vetores de agentes patogénicos

Os ixodideos estdo associados a transmissdo de uma grande variedade de microrganismos
patogénicos, quer ao Homem quer aos animais, como por exemplo: virus (e.g. TBE, CCHF), bactérias
(e.g. Rickettsia spp., Bartonella spp., Anaplasma spp.) protozoarios (e.g. Babesia spp., Theleiria spp.

Hepatozoon spp.) e fungos (Isaria farinosa, Lecanicillium lecanii) (Sonenshine & Roe, 2014).

A infecdo de um ixodideo com um microrganismo patogénico pode ocorrer através de: alimentagao
num hospedeiro vertebrado infetado; transmisséo transtadial, onde o microrganismo é passado pelas
varias fases evolutivas, uma vez que o processo de muda ndo envolve a regeneracgdo total dos 6rgéaos
do ixodideo; transmissao transovarica, quando ha invasdo dos microrganismos no sistema reprodutor
da fémea, que por sua vez é passado para os ovos (Sonenshine & Roe, 2014) e ainda por co-feeding,
€ quando ha transmisséo de um agente durante alimentacao conjunta de um ixodideo infetado com um

ixodideo nao infetado, no mesmo hospedeiro (Socolovschi et al., 2009a).



Estes microrganismos sdo mantidos na natureza através de ciclos naturais (silvaticos/enzodticos) que
envolvem os ixodideos e hospedeiros vertebrados suscetiveis (hospedeiros reservatoérios), como por
exemplo roedores e outros mamiferos silvaticos. Em alguns casos, o ixodideo n&o é apenas o vetor
mas também o reservatoério desses microrganismos, como € o caso das bactérias do género Rickettsia,
onde conseguem manter a infe¢cao por transmissao transovarica, passando a bactéria de geragao em

geragao (Socolovschi et al., 2012).

A transmissdo dos agentes patogénicos a um hospedeiro vertebrado, acontece na maior parte das
vezes por inoculacao de secregdes salivares (picada da carraga infetada), porém depende da natureza
desse agente, podendo ocorrer de outras formas, por exemplo, através de contacto com sangue
infetado das pecas bocais do ixodideo, ou até mesmo com fezes ou fluidos corporais, se ocorrer

esmagamento do ixodideo e ainda por degluticdo de um ixodideo infetado (Silva et al., 2006).

Para avaliar a transmissao de um agente patogénico por um ixodideo ou outro artrépode vetor, séo
considerados dois parametros principais: a capacidade vetorial e a competéncia vetorial. A capacidade
vetorial é a capacidade que determinada espécie tem para transmitir o agente patogénico no tempo e
no espago. A competéncia vetorial é a capacidade intrinseca, que um determinado organismo tem para

manter a infegéo e transmitir biologicamente o agente durante a alimentagao (Silva et al., 2006).

Para a maioria dos microrganismos, os ixodideos funcionam como vetores biolégicos, ou seja, estes
agentes multiplicam-se dentro dos seus tecidos, uma vez que dependem deste para grande parte do
seu ciclo de desenvolvimento. Contudo, para haver transmissdo é necessario que haja um periodo
entre a aquisicdo do agente patogénico pelo ixodideo e a sua multiplicagcdo nos 6rgéos, para

posteriormente ser excretado através das glandulas salivares.

O sucesso dos ixodideos como vetores de agentes patogénicos deve-se a varias caracteristicas

biolégicas e comportamentais que estdo sumarizadas no quadro 1.1.

Quadro 1.1- Caracteristicas biolégicas mais importantes, que tornam os ixodideos bons vetores de agentes
patogénicos. (Adaptado de Silva et al., 2006)

Caracteristicas biologicas

Hematdfagos obrigatérios

Todos as fases evolutivas necessitam de ingerir grandes quantidades de sangue

Transmisséo transestadial e transovarica de microrganismos patogénicos

Sistema sensorial extremamente desenvolvido que identificam odores do hospedeiro

Forte fixag&o ao hospedeiro e por longos periodos de tempo, passando despercebidos uma vez que a
picada & indolor

Ixodideos

Digestao gradual e intracelular, que ocorre sem a presengade enzimas no lumen intestinal

Diapausa

Parasitam mais que um hospedeiro no seu ciclo de vida, aumentando assim a probabilidade de infecéo
e transmisséo

Distribuicdo geografica mundial, e elevadas taxas de reproducgao
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1.1.5.Principais espécies de ixodideos em Portugal e a sua distribuicdo geografica

Portugal apresenta condic¢des climaticas, ecoldgicas e ambientais favoraveis ao ciclo de vida de varias
espécies de ixodideos (Silva et al., 2006). Estdo identificados cinco géneros de ixodideos:
Rhipicephalus Koch, 1844; Dermacentor Koch, 1844; Hyalomma Koch, 1844; Ixodes Latreile, 1795 e
Haemaphysalis Koch, 1844. Das 22 espécies de ixodideos presentes em Portugal, as seis espécies
mais prevalentes em Portugal sdo D. marginatus, D. reticulatus, H. marginatum, H. lusitanicum, R.
sanguineus e Ixodes ricinus. R. sanguineus, e I. ricinus, sdo as duas espécies mais frequentemente
encontradas a picar o Homem (hospedeiro acidental) (Santos Silva M et al., 2016; Santos-Silva et al.,
2011).

No quadro 1.2 sao descritas as prevaléncias encontradas para cada espécie de ixodideo, referentes a
Portugal continental no ambito do programa da Rede Nacional de Vigilancia de Vetores (REVIVE).
Neste quadro estdo também referidas as areas geograficas, periodo de maior atividade e hospedeiros

preferenciais. De referir que todas estas espécies foram encontradas a picar o homem.

Quadro 1.2- Espécies de ixodideos mais abundantes, a sua distribui¢gdo, periodo de maior atividade e hospedeiros
preferenciais em Portugal continental, no &mbito do REVIVE 2011-2018. (Adaptado de Santos Silva M et al., 2016)

Espécie de Abundancia Distribuicédo Periodo de maior Hospedeiros
ixodideo relativa (%) geografica atividade preferenciais
(Adultos/imaturos)
D. marginatus 25 Todo o pais Outubro a Margo/Agosto Mamiferos domeésticos e
silvaticos (artiodactilos)
D reticulatus 16 Regido Norte Outubro e Margo/ Agosto Ungulados selvagens
Abril e Agosto/ Agosto, Animais domésticos de
H. lusitanicum 1,4 Regigo Sul Setembro produgéo, leporideos,
insectivoros e carnivoros
selvagens
H. marginatum 41 Todo o pais Margo a Agosto/ Agosto, Ungulados selvagens/
Setembro domeésticos e aves
terrestres
26 Todo o pais Qutubro a Abril/ Fevereiro e Mamiferos domeésticos e
1. ricinus Junho/Julho silvaticos
78,3 Todo o pais Maio a Setembro/ Junho a Animais silvaticos e todas

R. sanguineus

Setembro

as espécies de animais
domésticos (céo)
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Género Rhipicephalus

Neste género encontra-se uma das espécies de maior importancia no nosso Pais, a espécie R.
sanguineus que é a mais abundante em Portugal e a mais comum encontrada em caes nas areas
urbanas de todo o mundo. O cao é o seu hospedeiro principal, mas pode também ser encontrado em
outros mamiferos domésticos e selvagens (carnivoros, ungulados, insectivoros, lagomorfos). Do ponto
de vista bioldgico, tem um ciclo trifasico e ditrépico, ou seja, as formas adultas sao exofilicas e as
imaturas endofilicas, habitando os locais onde os hospedeiros se abrigam. E uma espécie adaptada a
temperaturas mais elevadas e nao é exigente quanto a humidade relativa, sobrevivendo em climas
secos, sendo assim encontrada em maior niumero nos meses do verao. Esta espécie esta implicada na
transmissao de varios microrganismos patogénicos como por exemplo Babesia vogali, Ehrlichia canis,

Hepatozoon canis, Rickettsia conorii entre outras (Dantas-Torres & D. Ortranto, 2017).

Para além desta espécie, em Portugal existem mais trés espécies neste género, onde destacamos R.
bursa, que se distribui por toda a regidao mediterranica e tem um ciclo de vida de apenas dois
hospedeiros. E frequentemente encontrado a parasitar ovelhas, cabras, gado bovino, cavalos, burros
e ungulados selvagens. R. bursa tem um padréo de atividade sazonal muito acentuado, uma vez que
os adultos s&o ativos no meio do verdo e os imaturos no outono/inverno. R. bursa esta associado a
casos de infecao por Babesia spp. em pequenos ruminantes (Esmaeilnejad et al., 2014). Algumas
espécies de Rickettsia, como por exemplo R. massiliae (Pereira et al., 2018) e virus (Vatansever, 2017)
foram reportadas nesta espécie. R. bursa é vetor da espécie de Rickettsia designada PoTiRb169
descrita pela primeira vez em Portugal e posteriormente designada Candidatus R.barbarie pertencendo

ao complexo da R. sibirica (De Sousa et al., 2006).

A terceira espécie é R. pusillus, uma espécie encontrada na regido Paleartica, mais especificamente
nas areas de clima Mediterranico. Esta carraga apresenta um ciclo trifasico, onde as fases imaturas
alimentam-se particularmente em lagomorfos (Oryctolagus cuniculus) e as fases adultas sdo mais
comuns em varios mamiferos, tanto domésticos (e.g. gatos) como selvagens (carnivoros, lagomorfos
ungulados, insetivoros) (Santos-Silva, 2017b). Em Portugal, R. pusillus foi encontrado a alimentar-se
em humanos, o que pode estar relacionado com a introdugéo desta espécie no ambiente doméstico
devido as atividades dos cagadores e os seus cdes (Santos-Silva et al., 2011). Esta espécie é
conhecida por ser vetor de R. sibirica mongolitimonae associada a doenga no Homem (De Sousa et al.
2006).

Género Dermacentor

Em Portugal sdo detetadas duas espécies desde género, onde D. marginatus € a espécie mais
frequente e com uma grande variedade de hospedeiros. Esta espécie esta presente na Europa, Norte
de Africa e Asia e de Norte a Sul de Portugal. Do ponto de vista bioldgico, € uma espécie de ciclo
trifasico e ditrépico onde as fases imaturas séo endofilicas e alimentam-se em roedores, insetivoros e
principalmente artiodactilos (e.g. javali). As fases adultas sdo exofilicas e sdo mais encontradas a
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parasitar carnivoros e ungulados. Normalmente a densidade populacional das fases adultas € mais
elevada nos meses de inverno, enquanto que as fases imaturas sdo mais frequentes no verao (S.
Hornok, 2017). Os adultos também se alimentam em humanos, principalmente na regido do couro
cabeludo (De Sousa et al., 2013). Esta espécie esta associada a transmissao de R. slovaca (Bacellar

et al., 1995) e Borrelia lusitaniae (Baptista et al., 2004).

D. reticulatus é a segunda espécie mais frequente em Portugal, estando presente na Europa e Asia.
Em Portugal ocorre na regidao Norte do pais, tem um ciclo trifasico e parasita essencialmente ungulados
selvagens. Tal como o D. marginatus, as fases adultas estao ativas em particular no outono-inverno e
as imaturas nos meses de verdo. D. reticulatus € um vetor competente de varias espécies de
microrganismos importantes em termos de saude publica, como por exemplo Francisella tularensis e
R. raoultii (Hornok, 2017).

Género Hyalomma

Em Portugal sdo encontradas apenas duas espécies deste género, Hyalomma marginatum que
apresenta uma larga distribuicdo geografica, nomeadamente Europa, Norte de Africa e algumas partes
da Asia. Do ponto de vista biolégico, € uma espécie exofilica com um ciclo de vida de dois hospedeiros
(Valcéarcel et al.,, 2020). As fases adultas parasitam uma grande variedade de mamiferos,
principalmente ungulados selvagens e domésticos. As fases imaturas alimentam-se em pequenos
mamiferos, aves terrestres (Santos-Silva et al., 2006) e acidentalmente em humanos (CEVDI, 2021).
Em Portugal esta distribuido em todo o pais com prevaléncia mais elevada na regido Sul. Esta espécie
€ vetor de varios microrganismos de importadncia em saude publica, como bactérias do género
Rickettsia, como por exemplo R. aeschlimannii (Santos-Silva et al., 2006), sendo também vetor do virus

da febre hemorragica Crimeia-Congo (Estrada-Pefa, 2012).

A segunda espécie encontrada em Portugal € o Hyalomma lusitanicum que tem distribui¢do restrita ao
Sul da Europa e Norte de Africa. Biologicamente, é uma espécie de ciclo trifasico, exofilica. Todas as
fases desta espécie estado ativas no periodo primavera-verédo e parasitam principalmente animais de
produgado e varios animais silvaticos (carnivoros selvagens, roedores, lagomorfos). Esta espécie
demostra antropofagia relativamente ao Homem ao contrario do que é muitas vezes descrito na
bibliografia (Santos-Silva, 2017a).

Género Ixodes

No género Ixodes, I. ricinus é a espécie de maior importancia médica, em expansao mundial em termos
de latitude e altitude, como consequéncia das alteragdes climaticas. Deste facto resultaram novas areas
de habitat e colonizag&o, assim como uma mudang¢a na dindmica sazonal do ixodideo (Gray et al.,

2009). Em Portugal, esta presente em todos os distritos. Em termos ecolégicos € uma espécie que
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depende muito da temperatura e humidade do ar e por isso usa mecanismos de defesa como a
diapausa. E uma espécie com um ciclo de vida de trés hospedeiros, exofilica e politrépica, com uma
grande capacidade de adaptagéo a varios hospedeiros. Parasita mamiferos silvaticos/domésticos, aves
e alguns lacertideos e é também detetada a picar o Homem com alguma frequéncia. Normalmente tem
atividade todo o ano, porém com alguma sazonalidade (Santos-Silva et al., 2011). No nosso pais, .
ricinus € vetor de Borrelia spp., R. helvetica, R. monacensis e Anaplasma phagocytophylum (De
Carvalho et al., 2008; De Sousa et al., 2012; Milhano et al., 2010; Nunes et al., 2015).

Para além desta, existem mais dez espécies de Ixodes em Portugal, onde se inclui Ixodes ventalloi que
é uma espécie paleartica encontrada na peninsula ibérica, no Norte da Africa e Sul de Franca. Esta
espécie é comumente encontrada no coelho europeu (Oryctolagus cuniculus), o seu hospedeiro
principal. No entanto pode ser encontrado noutros lagamorfos, em roedores, carnivoros e raramente
em aves. Tem um ciclo de vida de trés hospedeiros e é considerada uma carraga endofilica por viver
nos ninhos do seu hospedeiro principal (Sofia Santos & Margarida Santos-Silva, 2019). Foram
detetados até ao momento varios microrganismos patogénicos, tais como A. phagocytophilum (Santos

et al., 2004), R.helvetica (Santos-Silva et al., 2006) entre outros, nesta espécie.

Género Haemaphysalis

Em Portugal existem trés espécies deste género, sendo Haemaphysalis punctata a espécie que se
destaca. Esta espécie ja foi observada numa variada gama de animais domésticos, silvaticos e em
aves. No entanto, até ao momento, ndo ha registos da sua presenga no Homem. H. punctata encontra-
se em zonas frias e humidas, ocorrendo em bidtopos idénticos aos preferidos por /. ricinus (Silva et al.,
2006).
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1.2. Pulgas

As pulgas sdo insetos hematofagos, sem asas, que tém a capacidade de parasitar uma ampla
variedade de hospedeiros. Estes pequenos parasitas externos pertencem a Classe Insecta, Ordem
Siphonaptera e podem ser encontrados numa gama de habitats e hospedeiros, como por exemplo
mamiferos ou até mesmo aves. O seu ciclo de vida apresenta trés fases (ovo, larva e pupa) que sao

afetados pela temperatura e humidade relativa do habitat (Service, 2012).

As pulgas apresentam uma dispersdo mundial, com mais de duas mil espécies conhecidas, porém a
maioria das espécies nao constitui perigo para a saude publica, uma vez que s6 uma minoria sdo
espécies sinantrépicas. Estes insetos podem ser vetores de alguns microrganismos patogénicos e,
como parasitas, podem causar graves dermatites alérgicas nos seus hospedeiros onde se alimentam
(Bitam et al., 2010).

Os microrganismos transmitidos por pulgas apresentam uma distribuigdo mundial em focos de doencgas
endémicas. Importantes mudangas ou disturbios na ecologia vetor-hospedeiro, devido por exemplo a
mudangas ambientais e/ou de comportamento humano, pode levar a um ressurgimento de varias
doengas transmitidas por pulgas de forma epidémica (Bitam et al., 2010). Por exemplo, em 1996 agdes
de exterminagéo de ratos na llha de Porto Santo no Arquipélago da Madeira, levaram a um surto de
tifo endémico, uma vez que, o exterminio dos ratos levou ao desequilibrio entre o hospedeiro (rato) e
vetor (pulga Xenopsylla cheopis), fazendo com que as pulgas comegassem a alimentar-se no Homem
(Bacellar et al., 1998).

1.3. Piolhos e moscas hipoboscideos que parasitam animais

Os piolhos sdo artropodes que pertencem a classe Insecta, e sédo classificados em dois grupos:
subordem Anoplura (hematéfagos estritos) e subordem Mallophaga (piolhos mastigadores). Sao
conhecidos por parasitar principalmente mamiferos, aves e em alguns casos o Homem (Marquardt &
Kondratieff, 2005).

As moscas hipoboscideos pertencem a familia Hippoboscidae (Ordem: Diptera), que inclui espécies de
ectoparasitas com distribuicdo mundial, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Reeves &
Lloyd, 2019). Os hipoboscideos, sdo hematdéfagos obrigatérios, alimentam-se geralmente em
mamiferos e aves. Sao conhecidos como mosca piolho e sdo potenciais vetores de alguns
microrganismos patogénicos. Os hipoboscideos normalmente ndo picam o Homem, mas pode
acontecer ocasionalmente no manuseamento de animais. S6 mais recentemente tém sido feitos
estudos mais aprofundados sobre estes insetos, no que respeita a pesquisa de agentes patogénicos
para o Homem. Foram detetados alguns agentes de importancia médica e veterinaria (Bezerra-Santos
& Oftranto, 2020; Hornok et al., 2011). Por exemplo, Bartonella spp. tém sido relatada em varias

espécies de hipoboscideos (Bezerra-Santos & Otranto, 2020; Chomel & Kasten, 2010; De Bruin et al.,
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2015), também DNA de R. raoultii e R. slovaca foi identificado em Melophagus ovinus (Liu, D, et al.
2016). Dado as descobertas de agentes patogénicos nestes artropodes, € importante investigar sobre

o potencial zodtico dos patogénicos no ciclo de vida destes insetos e qual sua capacidade vetorial.

1.4. Importancia médica e veterinaria dos ixodideos e outros artrépodes vetores

Os ectoparasitas hematofagos sao importantes vetores na transmissao de microrganismos ao Homem
e a outros animais. Contudo, so por si, a propria picada do artrépode vetor e a sua alimentagédo (mesmo
quando este ndo esta infetado), pode provocar inflamac¢ao na pele e prurido, assim como reagdes
alérgicas. Um desses exemplos € a paralisia por carraga, causada por uma reagao do nosso organismo
a substancias neurotdxicas e alérgicas existentes na saliva da carraga. Por outro lado, a elevada
parasitacao por estes ectoparasitas em animais, nomeadamente ixodideos e o elevado consumo de
sangue, pode levar a ocorréncia de anemia e a degradagao do estado de saude do animal (Gonzalez-
Acufia & Guglielmone, 2005).

Embora os ixodideos sejam zoofiticos, ou seja, tenham preferéncia por parasitar animais selvagens e
domeésticos, ocasionalmente, algumas espécies de ixodideos sdo encontrados a parasitar o Homem.
Este parasitismo acontece quando o Homem frequenta ambientes onde existem ixodideos,
nomeadamente quando este, por exemplo, pratica atividades como pastoricia, agricultura, etc., ou em
momentos de lazer (campismo, caga, etc.). Por outro lado, o contacto com diversos mamiferos
domésticos (e.g. cdo) também pode favorecer esse contacto, uma vez que esses animais podem
transportar os ectoparasitas para perto de si, como por exemplo para o interior de casa (Silva et al.,
2006).

No quadro 1.2 estéo referidos os principais agentes patogénicos associados a ixodideos e a pulgas,
que ja foram encontrados a causar doenga no Homem. No que se refere aos animais, existem varios
agentes associados a ixodideos que causam doenca nos animais, como Theileria, Hepatozoon,
Babesia, Bartonella spp. Anaplasma spp., Ehrlichia spp., entre outros (Alvarez-Fernandez et al., 2018;
Baneth, 2011; Otranto et al., 2015; Solano-Gallego & Baneth, 2011).
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Quadro 1.3- Principais agentes patogénicos para o Homem transmitidos por vetores (ixodideos e pulgas).

(Adaptado de CEVDI, 2021)

Agente infecioso

Doenca

Espécie do vetor

Anaplasma Anaplasmose humana Ixodes ricinus, I. ventalloi
phagocytophilum
Babesia divergens Babesiose Ixodes spp.
Borrelia aligera - 1. ricinus
B. afzelii Borreliose de Lyme 1. ricinus
B. burgdorferi s.s Borreliose de Lyme 1. ricinus
B. bissettii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
B. garinii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
B. lusitaniae Borreliose de Lyme 1. ricinus
B. miyamotoi Sem denominagéo 1. ricinus
B. spielmanii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
B. turdi - 1. ricinus, 1. frontalis
'n B. valaisiana Borreliose de Lyme 1. ricinus
9 Ixodes spp., Hyalomma spp.,
;g Coxiella burnetii Febre Q Dermacentor reticutatus,
g Haemaphysalis punctata
= Francisella tularensis Tularémia 1. ricinus, D.reticulatus
Rickettsia aeschlimannii Sem denominagao H. marginatum
R. conorii Febre escaro-nodular Rhipicephalus sanguineus
R. helvetica Sem denominagao Ixodes spp.
R. massiliae Sem denominagéo R. sanguineus
R. monacensis Sem denominagao 1. ricinus
R. raoultii Sem denominagao Dermacentor spp.
R. sibirica mongolitimonae | LAR* Hyalomma spp., R. pusillus
R. slovaca TIBOLA* D. marginatus, D. reticulatus
Virus da Febre Febre hemorragica
Hemorragica Crimeia- Hyalomma spp.
Congo
Virus Eyach Sem denominagéo 1. ricinus, . ventalloi
Virus TBE Encefalite 1. ricinus, H. punctata
R. felis Sem denominagao Ctenocephalides felis
") Xenopsylla cheopis, C. felis, Leptopsylla
© . . . - H
k=) R. typhi Tifo murino ou endémico segnis
i R. asemboensis Sem denominagao C. felis
Bartonella henselae Bartonelose C.felis

* LAR - Lymphangitis-associated rickettsiosis;  TIBOLA - Tick-borne lymphadenopathy
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2. Rickettsias e outros agentes patogénicos associados a vetores

2.1. Rickettsia

2.1.1.Enquadramento histérico

Em 1909, o investigador americano Howard Taylor Ricketts identifica pela primeira vez o agente
etiolégico responsavel pela febre das Montanhas Rochosas e estabelece o papel da carraga na
transmissdo do agente ao Homem (Ricketts, 1909). Sé mais tarde, em 1916, o termo Rickettsia é
utilizado pelo microbiologista Rocha Lima em homenagem aos investigadores que morreram de outra
rickettsiose, o tifo epidémico (Rickettsia prowazekii) durante as suas pesquisas, 0 americano Ricketts

e o austriaco Von Prowazek.

Foi s6 um século depois da descricdo das duas Rickettsias mais patogénicas, R. rickettsii (1906) do
grupo das febres exantematicas (GFE) e R. prowazekii do grupo do tifo (GT), que a maior parte das 20
espécies de Rickettsia (a maioria do GFE) foram descritas (Parola, 2005). Foi a partir da década de 80,
com o desenvolvimento da biologia molecular, que a maior parte das rickettsias foram caracterizadas
e novas espécies foram descritas. Hoje em dia conhecem-se mais de 20 espécies a causar doenga no
Homem (De Sousa R., 2007; Piotrowski & Rymaszewska, 2020).

2.1.2.Taxonomia e classificacdao

As rickettsias sdo a — proteobactérias da ordem Rickettsiales. Esta ordem engloba trés familias
Rickettsiaceae, Anaplasmataceae e Holosporaceae (Yu & Walker, 2005). Dentro da familia
Rickettsiaceae encontramos o género Orientia, com apenas um agente etioldgico encontrado em
acaros (O.tsutsugamushi) e o género Rickettsia (Tamura et al., 1995), que engloba mais de 20 espécies

consideradas patogénicas para o Homem (Piotrowski & Rymaszewska, 2020).

Classicamente existem dois grandes grupos: o grupo do tifo (TG) e das febres exantematicas (GFE).
O GFE abrange a maioria das espécies de rickettsias patogénicas (e.g. R. conorii) e outras que ainda
nao foram associadas a doenga no Homem. A maior parte sdo transmitidas por ixodideos, a excegao
de R. akari e de R.felis transmitidas por acaro e pulga, respetivamente. O GT é composto apenas por
duas espécies patogénicas para o Homem, R. prowazekii transmitida por o piolho do corpo e R. typhi
transmitida pela pulga do rato (Yu & Walker, 2005). Atualmente, com os avangos na biologia molecular
e com a analise do genoma completo, alguns autores tém sugerido a divisdo em quatro grupos dentro
do género Rickettsia. Um grupo ancestral (GA) que inclui R.belli e R.canadensis e um grupo
transicional (GTR), que inclui R.akari, R. australis e R. felis (Fuxelius et al., 2007; Gillespie et al.,
2007)(Figura 1.5). Contudo, esta classificagdo nao é consensual entre os rickettsiologistas (Shpynov et
al., 2018).
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R. africae
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R. conorii

R. fournierii
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Figura 1.5 - Arvore filogenética de espécies de Rickettsia, inferida da comparagdo de
sequéncias concatenadas dos genes gltA e sca 4. (Adaptado de Sekeyova et al., 2019).

Grupo Ancestral (GA) *

2.1.3.Morfologia e fisiologia

As rickettsias sdo pequenos cocobacilos Gram-negativos, intracelulares obrigatérios, que se
multiplicam por divisdo binaria, livremente no citoplasma e ocasionalmente no nucleo de células
eucariodticas (Figura 1.6) (Yu & Walker, 2005). Este estilo de vida deu origem a adaptagbes unicas,
como por exemplo, a redugéo do metabolismo bacteriano e a exploragéo de metabdlitos do hospedeiro,
ou seja, esta vai atuar como “parasita”, aproveitando-se do ATP, aminoacidos e agucares fosforilados
através de transporte ativo (Perlman et al., 2006). Como consequéncia da sua evolug¢ao para um nicho
intracelular, a Rickettsia tem um genoma pequeno de cerca de 1,2MB e muitas das vias biossintéticas
de novo, caracteristicas de bactérias de vida livre, ja ndo estdo presentes nas rickettsias (Sachman-
Ruiz & Quiroz-Castafieda, 2018).

Figura 1.6- Rickettsia spp. em células Vero
visualizadas através da coloragdo de
Giménez. (Retirado de Oteo et al., 2014)
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2.1.4.Ecologia e epidemiologia

O género Rickettsia esta distribuido em todo o mundo e a sua distribuicdo esta relacionada com os
seus vetores especificos (Parola et al., 2013). Estas bactérias sdo mantidas na natureza através de
artrépodes vetores, como carragas, pulgas, piolhos, acaros e dos seus hospedeiros. Porém, a maior
parte das espécies de Rickettsia esta associada a transmisséo por ixodideos, considerados vetores e

reservatérios do agente (Merhej et al., 2014; Socolovschi et al., 2009a).

As rickettsias s&o ingeridas pelos ixodideos durante a sua refeicdo sanguinea num hospedeiro
rickettsiéemico. Depois de ingeridas e de passarem para o intestino médio e os seus diverticulos, a
digestdo envolve varios processos, como por exemplo a lise dos eritrécitos no intestino e a digestao
intracelular de proteinas e lipidos. As rickettsias multiplicam-se nas células epiteliais do intestino do
ixodideo e pensa-se que, de forma similar ao que acontece no homem, as rickettsias interagem com
recetores de superficie para escapar a “resposta imunitaria” da propria carraga. O papel do intestino
médio na replicagdo destes agentes é crucial para uma disseminagdo com sucesso das rickettsias,
através da saliva ou das fezes. Quando se escapam das células epiteliais do intestino, as rickettsias
invadem a hemolinfa e os hemdcitos (presentes na hemolinfa), disseminando-se a todos os 6rgaos,
invadindo as células das glandulas salivares, multiplicando se nos acinos e ductos das células. As
glandulas salivares tém por isso, um papel importante na multiplicagdo das rickettsias e nao apenas
como o6rgdo de armazenamento. Paralelamente as rickettsias invadem também os ovarios. O
desenvolvimento das rickettsias nas células intersticiais dos ovarios, proporciona que ocorra a
transmissao transovarica das rickettsias durante a postura de uma fémea infetada (Socolovschi et al.,
2009a).

As rickettsias podem ser transmitidas a outros ixodideos, tanto horizontalmente (transestadial), entre
fases do ciclo de vida larva-fémea ou verticalmente (transovarica), fémea infetada-ovos-larvas infetadas
(Socolovschi et al., 2009a, 2012).

A prevaléncia de infegado de diferentes espécies de Rickettsia em populacdes de ixodideos é variavel e
depende de varios fatores, como por exemplo da patogenicidade da espécie. Um exemplo disso é a
espécie R. conorii, uma das rickettsias mais patogénicas para o Homem, que apresenta um efeito
deletério também nas células do seu vetor (Levin et al., 2009; Santos et al., 2002; Socolovschi et al.,
2012), o que pode explicar o facto desta espécie ser encontrada com menos frequéncia,
comparativamente com outras espécies menos patogénicas, o que € o caso de R. massiliae, ndo

obstante o vetor seja 0 mesmo, neste caso o ixodideo da espécie R. sanguineus.

Na figura 1.7 apresentam-se as prevaléncias de infecao por espécie de Rickettsia e diferentes espécies
de ixodideos, encontradas no ambito da Rede Nacional de Vigilancia de Vetores (REVIVE), durante o
periodo de 2011 a 2018.

Existe também uma especificidade relativa entre determinadas espécies de ixodideos e das espécies

de rickettsias que estes transmitem. No caso das rickettsias, temos varios exemplos: R. aeschlimannii
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esta associada a espécie H.marginatum, enquanto R. slovaca é encontrada em D.marginatum e D.

reticulatus. Este aspeto, porém, é transversal a outros vetores e agentes.

O género Rickettsia tem uma distribuicdo global, mas a maioria das espécies deste género esta
condicionada pela distribuicdo geografica das espécies de vetores e hospedeiros, assim como das

condig¢des climaticas de cada regiao (Parola e Raoult 2001).

R. mongolitimonae
R. aeschlimannii
R. raoulti
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R. massiliae
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Figura 1.7 - Prevaléncia de infecdo por Rickettsia spp. em ixodideos colhidos
no ambito do REVIVE no periodo de 2011-2018. (Retirado de De Sousa, 2019).
(RP: R. pusillus; RB: R. bursa; HM: H. marginatum; HL: H. lusitanicum; DM: D.
marginatum; DR: D. reticulatus).

As rickettsias sdo transmitidas ao homem através de picada de uma carraga infetada, ou através de
contaminagdo das mucosas com macerados de ixodideos infetados (Brissos et al., 2015), mas para a
transmissao ocorrer, sdo precisas entre 6-20 horas de parasitagédo pelo artrépode vetor. Os humanos
nao desempenham qualquer papel no ciclo de vida deste agente, sendo considerado um hospedeiro

acidental, ndo contribuindo para a manutengéo deste microrganismo na natureza (De Sousa, 2019).

Nem todas as espécies de Rickettsia sao patogénicas para o Homem, sendo algumas delas
consideradas endossimbiontes. Por outro lado, algumas destas espécies de Rickettsia s6 foram
consideradas patogénicas passado algum tempo apds serem descritas, quando encontradas a causar
doengca no Homem (Periman et al.,, 2006). As relagbes de simbiose proximas entre vetores e
microrganismos podem ser uma fonte relevante de novos agentes patogénicos emergentes (Swei et
al., 2020).

2.1.5.Ciclos de transmissao na natureza e hospedeiros

As rickettsias sao mantidas em ciclos naturais através dos seus vetores/reservatérios e hospedeiros
vertebrados. Normalmente um reservatoério vertebrado suscetivel, permite que o agente sobreviva e se
multiplique com uma duragado suficiente para permitir a infecdo do vetor durante o processo de
alimentagdo, quando esses vetores parasitam o animal. No caso das rickettsias, a excegdo de
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pequenos mamiferos como roedores, os ixodideos sdo os principais reservatérios de Rickettsia,
perpetuando a sua infe¢cdo através da transmisséo transovarica (Figura 1.8) (Martello et al., 2013;
Schex et al., 2011). Alguns hospedeiros, como por exemplo o cao, apresentam uma rickettsiémia de
pouca duragao ou transitéria, uma vez que geram uma imunidade ao hospedeiro que limita o seu
periodo de infecciosidade. Para manter eficazmente os ciclos de transmissido, os hospedeiros
vertebrados geralmente devem ser abundantes e ser suscetiveis (Dennis & Piesman, 2005).
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Figura 1.8- Ciclo de transmissao de rickettsias, entre hospedeiros reservatorios (carraca e roedores) e hospedeiro
acidental (Homem). (Retirado de Walker & Ismail, 2008)

Varias espécies sinantropicas, como roedores, passaros, morcegos e algumas outras espécies de
mamiferos como raposas e ourigos, sao encontrados dentro do habitat humano e comumente agem
como hospedeiros para zoonoses, sendo portadores de varios tipos de ectoparasitas e
consequentemente de agentes patogénicos (Hassell et al., 2017; Szekeres et al., 2019) com interesse
em saude publica e veterinaria. Por exemplo, no ourigo europeu (Erinaceus europaeus e E.
roumanicus), tem sido relatado a presenca nos seus ectoparasitas (pulgas e carragas) de potenciais
rickettsias patogénicos para o Homem, nomeadamente R. asembonensis e R. massiliae (Barradas et
al., 2021; Szekeres et al., 2019).

Os animais domésticos como os caes, sdo o hospedeiro preferencial de R. sanguineus, o vetor e
reservatério de R. conorii. Os caes podem servir de sentinelas, uma vez que eles préprios podem
desenvolver doenga quando infetados com espécies mais patogénicas (Alexandre et al., 2011). Quando
infetados com espécies ndo patogénicas, na maioria sdo assintomaticos e desenvolvem uma resposta

imune cruzada para infegcdo com espécies do GFE (Alexandre et al., 2011).

Os gatos, ao contrario dos caes sdo menos frequentemente parasitados por ixodideos, por esse motivo
0 seu papel na eco-epidemiologia das rickettsias € menos estudado. Contudo, encontramos os gatos
muitas vezes parasitados por pulgas da espécie Ctenocephalides felis que é o vetor principal da R.
felis, que pode infetar o Homem e causar doenga (Pérez-Osorio et al., 2008). Os gatos podem também

ser infetados por outras rickettsias do GFE (Segura et al. 2014).

E de extrema importancia lembrar que a vigilancia de potenciais microrganismos presentes em animais

(selvagens e domésticos) e nos seus ectoparasitas, € crucial na identificagdo de doengas emergentes.
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2.1.6.Rickettsioses

As rickettsias séo transmitidas ao Homem através da picada de um ixodideo infetado, enquanto este
efetua a sua refeicdo sanguinea. A infecdo pode também ocorrer ocasionalmente através da
contaminagdo das mucosas pelo conteudo da carraga infetada (e.g. rebentamento de uma carraca e
exposicdo da mucosa do olho ao conteudo da carraga infetada). As rickettsias disseminam-se por via
hematogénica ou linfatica, invadindo em particular as células endoteliais (Figura 1.9B) e causando uma

vasculite.

O periodo de incubacdo das rickettsioses varia geralmente entre 3-5 dias e caracterizam-se
normalmente pela triade clinica: escara de inoculagao (Figura 1.9C), “rash” ou exantema (Figura 1.9A)
e febre alta (De Sousa et al., 2008; Parola et al., 2013).

O quadro clinico inicia-se em geral de uma forma brusca ou rapidamente progressiva, e condi¢gdes
como diabetes, alcoolismo croénico, idade avangada, entre outros, sao importantes fatores de risco para
o prognostico destas zoonoses (De Sousa et al., 2008).

O atraso no diagndéstico e, consequentemente, o atraso na administragéo de terapéutica especifica,
esta associado a um mau prognéstico da doenga. O tratamento de eleigdo para as rickettsioses é a
administragédo de doxiciclina, um antibiético de largo espectro da classe das tetraciclinas (De Sousa et
al., 2008).

Figura 1.9- Sinais associados a rickettsioses. A) Exantema em paciente com rickettsiose.
B) Imagem histolégica de Rickettsia spp. a vermelho, nas células endoteliais de vaso sanguineo.
C) Escara de inoculagdo de um doente com rickettsiose. (Retirado de Center for Disease Control and
Prevention: https.//www.cdc.gov/rmsf/index.html).
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Rickettsioses associadas a ixodideos

A maior parte das rickettsioses descritas na Europa estdo associadas aos ixodideos. Contudo, é
importante referir também a existéncia de infegdes por R. typhi transmitida por pulga do rato e a R.
akari transmitida por acaros gamasideos. No quadro 1.4 estao descritas as rickettsioses associadas a

ixodideos descritas na Europa até aos dias de hoje.

Quadro 1.4- Rickettsias patogénicas do grupo das febres exantematicas identificadas

na Europa. (Retirado de De Sousa, 2019).

Agente etioldgico
R. conorii Malish
Astrakhan fever rickettsia
Israeli tick typhus
R. monacensis

R. raoulti, R. rioja
R. sibirica mongolitimonae

R. slovaca
R. helvetica

R. massiliae

R.aeschlimannii

Doenca
Febre botonosa
Febre de Astrakan
Febre botonosa de Israel
Nao denominada
Nao denominada

Linfagitis associated
rickettsiosis (LAR)

“TIBOLA", DEBONEL
Perimiocardite cronica

Nao denominada

Nao denominada

Principal artrépode vetor
R. sanguineus.
R. pumilio
R. sanguineus
I ricinus

Dermacentor spp.
Hyalomma spp., R. pusillus

D. marginatus, D. reticulatus
I. ricinus

Rhipicephalus spp.

Hyalomma spp.

A febre escaro-nodular ou febre botonosa, vulgarmente chamada febre da carraga, € a doenga
associada a vetores com maior impacto na saude publica em Portugal. O seu agente etiologico é a
espécie R. conorii, transmitida ao Homem pela carraca do céo R. sanguineus. E uma doenca endémica
No nosso pais e esta também descrita em paises da bacia do Mediterraneo, Africa, Médio Oriente, india
e Paquistédo (De Sousa R., 2019).

E uma doenca que apresenta padrdes de sazonalidade estival, uma vez que os casos s&o reportados
no final da primavera e no verdo, quando as fases imaturas de R. sanguineus prevalecem. Contudo, o
estreito contacto do Homem com o cdo, a sua presenga dentro de casa e a alteragdo dos fatores
ambientais, proporcionam que em Portugal o vetor se mantenha ativo praticamente todo o ano, n&do
excluindo por isso a possibilidade da doenga noutra altura do ano (De Sousa R., 2019).

Estao descritas outras rickettsioses em doentes Portugueses, tais como a Tick-borne linfoadenopathy
(TIBOLA) ou Dermacentor-borne necrosis erythema lymphadenopathy (DEBONEL) causada pela R,
slovaca e transmitida pelo Dermacentor spp. e a Linfangite- associated Rickettsiosis (LAR) causada
por R. sibirica mongolitimonae (De Sousa R., 2019).
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Rickettsioses associadas a pulgas

Das rickettsioses associadas a pulgas, temos o tifo endémico ou tifo murino de distribuicdo mundial
causado pela R.typhi e transmitida ao Homem através da pulga do rato (Xenopsylla cheopis); e a R.
felis frequentemente encontrada no seu vetor bioldgico principal, a pulga do gato (Ctenocephalides
felis). Apesar de serem na maior parte transmitidas pelas espécies vetoras referidas, ambas as
espécies de rickettsias ja foram detetadas noutras espécies de pulgas. No caso da transmissao por
pulgas, a infecao ocorre quando ha introdugéo de fezes de pulgas infetadas, através de lesGes da pele

causadas pela abrasao da ferida onde a pulga picou (De Sousa R., 2019).

2.1.7.Detecao de Rickettsia em ixodideos e hospedeiros

O estudo das rickettsias e das rickettsioses no Homem, foram favorecidos por avangos extraordinarios
de novas metodologias. Os métodos moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction)
permitiram o desenvolvimento de ferramentas sensiveis, especificas e rapidas para detegédo e
identificacdo das espécies de Rickettsia em amostras humanas e de animais, incluindo ixodideos e
outros artropodes vetores. As rickettsias sdo organismos de crescimento fastidioso, cuja cultura pode
demorar cerca de 14 dias e que neste caso, pode nao permitir uma resposta ao clinico em tempo util.
Por outro lado, a cultura de algumas espécies de rickettsias requer condi¢cbes laboratoriais especiais,
nao acessiveis em todos os laboratérios, nomeadamente, um laboratério de nivel de seguranca 3 (BSL-
3).

Para além dos métodos diretos que incluem a cultura, a detegao molecular por PCR, coloragdo por
Giménez ou imunohistoquimica em amostras humanas e nos vetores, os métodos indiretos como a
detecao de anticorpos, sdo também metodologias importantes para confirmar o diagndstico clinico, ou
para realizar estudos seroldgicos na populagdo humana e nas populagdes animais. Na figura 1.10 sdo

referidas as técnicas utilizadas no estudo de rickettsias e no diagndstico de rickettsioses.

Paciente .
Humano/Animal Artropode

Bidpsia J | Hemolinfa II Partes do corpo/érgéos “ Inteiro

Amostra

Sangue em papel de filtro ‘

Sangue/Soro I

—

,——-| MALDI-TOF Coloracéo de Gimenez

Serologia Serologia
---------------- : ST | Cultura }—DI Molecular

Detegdo e
Diagnostico

]

Sequenciagdo

Figura 1.10 - Esquematizagdo do tipo de amostras e diagndstico que pode ser feito no estudo de rickettsias
(Adaptado de Abdad et al., 2018).

Caracterizagao
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Métodos diretos

A cultura in vitro normalmente nao é usada como técnica de diagnéstico de rotina, uma vez ndo permite
dar um resultado rapido ao clinico. O isolamento de rickettsias é feito através da técnica de
centrifugacao shell vial, usando amostras de sangue heparinizado, sangue em EDTA, biopsia de pele
ou amostras de vetores. A cultura por shell-vial € uma técnica adaptada da cultura de virus (Marrero &
Raoult, 1989). Diferentes tipos de células podem ser usadas para o isolamento de Rickettsia spp. a
partir de amostras humanas ou de vetores. As mais comuns s&o as células Vero E6 (células epiteliais
de rim de macaco verde Africano). Contudo, as rickettsias podem também ser isoladas em linhas
celulares de artropodes como células de mosquito Aedes albopictus (C6/36), de carraga ou de sapo
Xenopus laevis (XTC) (Eremeeva et al., 2006; Horta et al., 2006; Labruna et al., 2007). Para além do
diagndstico, o isolamento de rickettsias € importante para descrever uma nova espécie de Rickettsia
spp. e contribui também para o estudo de aspetos fisioldgicos, genéticos, suscetibilidade a antibiéticos
e para testar novas ferramentas de diagnostico (Parola et al., 2013). O crescimento de Rickettsia nas
culturas pode ser detetado ao fim de seis dias, mas o seu estabelecimento em cultura pode demorar 2-
3 semanas. O crescimento bacteriano dentro das células, pode ser detetado através do efeito
citopatogénico e posterior coloragdo pela técnica de Giménez (Giménez, 1964), ou por
imunofluorescéncia indireta. A caracterizagdo e a identificacdo da espécie de Rickettsia, € depois
realizada através da detegdo molecular do DNA extraido da cultura, por PCR, sequenciagéo e analise
filogenética (Portillo et al., 2017).

Para além da atual metodologia de sequenciagdo do genoma completo (WGS), que ja é utilizado para
caracterizar genomas de algumas espécies de rickettsias, a amplificacdo de fragmentos de regides que
codificam algumas proteinas das rickettsias, continua largamente a ser utilizados ndo s6 em PCR
convencional, como em PCR em tempo real. Os genes mais utilizados para a caracterizacdo das
rickettsias sdo os genes que codificam a enzima citrato sintase (g/tA), e os genes de proteinas de
superficie da membrana, a outer membrane protein A (ompA) e outer membrane protein B (ompB)
(Parola et al., 2005; Portillo et al., 2017). Apesar do uso mais comum destes genes, alguns autores
sugerem que a caracterizagao seja alargada a mais genes quando é feita a descrigdo de uma nova
espécie, devendo ser considerados cinco genes: rrs, gltA, OmpA, OmpB e gene D (Fournier et al.,
2003).

Métodos indiretos

A imunofluorescéncia indireta (IFA) é a técnica gold standard para a detegao de anticorpos anti-
rickettsia e a mais utilizada na confirmagao do diagndstico serolégico humano. Contudo, € uma técnica
pouco informativa na fase aguda da doenga, uma vez que os anticorpos (imunoglobulinas IgM e IgG)
s6 aparecem ao fim de 7-10 dias pds infecao (Figura 1.11). A IFA baseia-se na detecao de anticorpos
anti-Rickettsia existentes no soro de um individuo ou de um animal. Os antigénios expressos em células
ou tecidos, s&o fixados numa superficie/lamina de Teflon (fase sélida). E posteriormente usado um
conjugado especifico anti-espécie do hospedeiro (Homem ou outro animal) a testar, marcado com um
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fluorocromo (e.g. fluoresceina). Os limiares de positividade (cut-off) utilizados variam de acordo com a

populacao a estudar e a endemicidade da doenga.

Exantema

Febre

Escara de inoculagdo

Sintomas clinicos

Métodos seroldgicos

Cultura Celular

Métodos moleculares

Métodos de diagnostico

L ' »

7 6 5 4 -3 -2 1901 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

NUmero de dias desde a infecdo por Rickettsia através da

Infegdo Febre picada da carraga

Figura 1.11 - Grafico representativo da utilidade dos métodos de diagndsticos no decorrer
de uma infegéo por Rickettsia. (Adaptado de Piotrowski & Rymaszewska, 2020)

2.2. Bartonella

O género Bartonella pertence ao grupo das a — proteobactérias, ordem Rhizobiales, familia
Bartonellaceae. Sao bactérias Gram-negativas, intracelulares facultativas de crescimento fastidioso.
Os pequenos bacilos pleoromérficos multiplicam-se em eritrécitos e células endoteliais (Alvarez-
Fernandez et al., 2018).

Bartonella spp. tem uma distribuicdo mundial, é altamente adaptada a um amplo espectro de
hospedeiros reservatorios mamiferos e estd associadas a artrépodes vetores como pulgas, ixodideos,
moscas (e.g. Hippoboscidae), entre outros (Breitschwerdt, 2017). As bartoneloses, sdo doencas
zoondéticas que afetam em particular o Homem e alguns mamiferos, incluindo os animais domésticos,
nomeadamente caes (Tsai et al., 2011).

Os hospedeiros reservatérios primarios de Bartonella spp. normalmente desenvolvem bacteriémia de
longa duracao, onde as bactérias intra-eritrociticas na corrente sanguinea sao ingeridas por artropodes
vetores hematdéfagos e sédo transmitidos a hospedeiros acidentais (animais domésticos, Homem). Os
principais modos de transmissdo s&o: por inoculagao de fezes de artrépodes contaminadas; por
arranhdes ou mordidas de animais; ou até mesmo por abrasao na pele quando ha picada do artropode

e que induz a contaminacgao de feridas com fezes contaminadas (Mosbacher et al., 2011).

Nao sendo, contudo, o Unico, o gato (Felis catus) é o reservatorio primario de B. henselae, o agente
etiolégico da doenga da arranhadura do gato. O Homem é infetado maioritariamente pela inoculagédo
de fezes de pulga, ou através de arranhadelas do gato. Os gatos domésticos quando infetados, também

sdo hospedeiros reservatoérios principais para B.clarridgeiae e B. koehlerae. Acredita-se que os gatos
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infetados raramente desenvolvam sinais clinicos, mesmo mantendo uma bacteriémia prolongada, por
isso devem ser tratados para evitar a infe¢gdo, por exemplo de varios membros do agregado familiar
(Alvarez-Fernandez et al., 2018). Os cdes domésticos sdo geralmente hospedeiros acidentais de B.
henselae, mas podem desenvolver doenga por infegcdo com outras espécies de Bartonella (Regier et
al., 2016).

O espectro de manifestagdes da doencga associada a infegdes por Bartonella spp., permanecem pouco
caracterizadas e de forma incompleta em muitos animais domésticos e selvagens. As técnicas de
epidemiologia molecular, revelaram uma grande variedade de espécies de Bartonella spp.
especializadas para varios hospedeiros mamiferos e transferidos por vetores artrépodes especificos,

que foram identificados ao longo dos anos (Alvarez-Fernandez et al., 2018; Regier et al., 2016).

2.3. Apicomplexa

2.3.1.Babesia

Os organismos do género Babesia pertencem ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida. Os
piroplamideos sao em geral parasitas intra-eritrocitarios, caracterizados por um ciclo de vida que
compreende trés fases, nomeadamente merogonia, gametogonia e esporogenia, que envolvem um
vetor artropode (ixodideo) e um hospedeiro vertebrado. Babesia sensu strito apresenta transmissao
transovarica nos ixodideos, sendo uma vantagem evolutiva de maior sucesso entre os membros da

Apicomplexa (Jalovecka et al., 2019).

As babesias sao transmitidas durante a refeicdo sanguinea de um ixodideo, principalmente do género
Ixodes. Sdo mantidas em circulagdo através dos seus hospedeiros reservatorios vertebrados, onde
induzem tolerancia do hospedeiro que permite longa duragdo de infecciosidade, ao contrario do que
acontece por exemplo com as rickettsias (Dennis & Piesman, 2005). Existem ainda outros modos de
transmissdo destes protozoarios que ocorrem mais raramente, nomeadamente transplacentaria,
perinatal e através de transfusdo de hemoderivados contaminados (Hildebrandt et al., 2013; Leiby,
2011).

Atualmente, estao descritas mais de 100 espécies de Babesia a infetar animais. A babesiose é uma
doenga que apresenta distribuicdo mundial, e afeta maioritariamente animais de pecuaria e animais
domésticos em particular o cdo. A maioria das espécies de Babesia séo especificas do hospedeiro (e.g.
B. canis), mas a infecdo humana foi associada apenas a algumas espécies. Na Europa, muitas
espécies de ixodideos podem transmitir Babesia aos seus hospedeiros naturais, no entanto, /. ricinus
€ o ixodideo associado a babesiose humana, capaz de transmitir espécies patogénicas para o Homem

(e.g. B. divergens) (Gray et al., 2010). Na Europa, em contraste com os EUA, os casos de babesiose

humano sdo relativamente baixos (Hildebrandt et al., 2013).
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2.3.2.Theileria

As espécies de Theileria infetam uma grande variedade de animais domésticos e selvagens, e sao
transmitidas por ixodideos dos géneros Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma e Rhipicephalus. A
maioria destas espécies é conhecida pelas grandes perdas econdmicas que causam a industria
agricola, devido a surtos de doengas, mortalidade e baixa produgdo em animais de pecuaria (Bishop
et al., 2004).

2.3.3.Cytauxzoon

Cytauxzoon € um piroplasma intra-eritrécitico pertencente a familia Theileiriidae, que é conhecido por
causar a citauxzoonose felina. Esta doenca é endémica no Sul e Sudeste dos Estados Unidos, mas
tem-se verificado em varios felinos noutras partes do mundo (Figura 1.12). E transmitido através de
ixodideos, que sao o seu hospedeiro definitivo, uma vez que ndo ha evidéncias de transmissao
transovarica. Atualmente ha dois vetores de transmissao competentes comprovados, o A. americanum

e o D. variabilis, que néo existem na Europa (Wang et al., 2017).

Este protozoario € mantido na natureza através dos seus hospedeiros intermediarios, os felinos
selvagens e domésticos, ndo tendo sido registado até ao momento em outros mamiferos. Os mais

comuns séo os gatos domésticos (Felis catus) e os linces (Lynx rufus, etc) (Wang et al., 2017).

+

* Fatal cases of C. felis in the domestic cat

* Non-fatal cases of C. felis in the domestic cat

® Fatal cases of C. felis in wild felids

® Non-fatal cases of C. fefis in wild felids

# Non-fatal cases of C. manul in the domestic cat

® Non-fatal cases of C. manul in wild felids

A Fatal cases of Cytauxzoon sp. European strain in the domestic cat

4 Non-fatal cases of Cytauxzoon sp. European strain in the domestic cat
¥ Non-fatal cases of Cytauxzoon sp. European strain in wild felids

+ Non-fatal cases of Cytauxzoon sp. in wild felids

Figura 1.12 - Distribuigdo geografica das infe¢cdes por Cytauxzoon em gatos domésticos e felinos selvagens. Os
paises onde os casos de cytauxzoonose foi reportada encontram-se a amarelo. (Retirado de Wang et al., 2017)
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2.3.4.Hepatozoon

Hepatozoon é um protozoario pertencente & subordem Adelorina e & familia Hepatozooidae. E um
género com mais de trezentas espécies descritas, que infeta uma vasta gama de vertebrados animais.
E um parasita com um ciclo de vida que tem como hospedeiro definitivo um artrépode vetor hematéfago
(carraga, mosquito, mosca, pulgas, etc). Ao contrario dos microrganismos aqui ja abordados, o
hepatozoon é transmitido através da ingestdo do vetor por um hospedeiro intermediario vertebrado ou

até mesmo por predacgéo (H. americanum) ou por transmissao intrauterina (H.canis).(Baneth, 2011).

Sao conhecidas trés espécies que causam doenga em caes e gatos (Hepatozoon canis, H.americanum
e H. felis) (Baneth, 2011; Baneth et al., 2013). A espécie mais conhecida é Hepatozoon canis,
responsavel por infetar caes domésticos e carnivoros selvagens (Baneth, 2011) e que tem como vetor
principal o Riphicephalus sanguineus. Normalmente causa infe¢do subclinica, caso n&o se verifique um
nivel de parasitémia muito elevado, ou nao haja coinfegdo com outros microrganismos patogénicos.
Presume-se que a imunossupressio e coinfegdes com outros agentes patogénicos, contribuam para a
gravidade da hepatozoonose tanto canina como felina. Ao contrario da infecao por H. canis em cées,
que tem como alvo principal os 6rgaos hemolinfaticos, a hepatozoonose felina parece estar
frequentemente associada a infegdo de tecidos musculares (Kubo et al., 2006). Até ao momento ainda
nao foi demonstrada a presencga de odcitos de H.felis num artrépode vetor, apenas tendo sido detetada

a presenca de DNA em alguns ixodideos (Maia et al., 2014).

30



Capitulo 2 - Materiais e Métodos

1. Trabalho de campo

1.1. Localizagdo das areas de estudo e populagdes animais

As areas de estudo foram estabelecidas no &mbito de protocolos ja existentes, entre o Centro de Estudo
de Vetores e Doengas Infecciosas (CEVDI) em Aguas de Moura, o Instituto da Conservagdo da
Natureza e Florestas (ICNF), a Associagdo de Criadores de Equinos da Raga Garrana (ACERG) e o
Espaco de Visitacdo e Observagdo de Aves (EVOA). Foi também elaborado um protocolo para a
recolha de ectoparasitas de animais domésticos com a Associagao de Protegcdo dos Animais de Alcacer
(Focinho's). De acordo com estes protocolos ja existentes, foram colhidos ectoparasitas e amostras de

sangue de animais selvagens e domésticos de quatro areas geograficas.

a) Parque Nacional do Vale do Guadiana (PNVG)

O Parque Natural do Vale do Guadiana, situa-se a Sul de Portugal (37 ° 41 '54 "N/ 7 ° 38' 51" W),
pertence a Rede Nacional de Areas Protegidas do ICNF, este parque é um local de elevado interesse
paisagistico, historico e acima de tudo, abriga uma elevada biodiversidade de espécies de fauna e flora,
como por exemplo uma espécie bastante rara e ameacgada, o peneireiro-das-torres (Falco naumanni).
E constituido por uma vegetacdo densa, com zonas de matagal mediterranico e é fortemente marcado
pela bacia hidrografica do rio Guadiana, local de conservagao de importantes espécies fauna piscicola
(Natural.pt, 2021).

Em 2015 a area do Vale do Guadiana, concelho de Mértola, foi escolhida para a reintrodugéo do lince
ibérico (Lynx pardinus). O lince ibérico € um carnivoro estrito de médio tamanho, que se alimenta quase
exclusivamente de coelho bravo, podendo também se alimentar de ungulados, pequenos roedores e
aves. O lince ibérico é considerado o felino mais ameagado do mundo, devido a sua restrita e
fragmentada distribuicdo. Foi reclassificado da categoria de “criticamente em perigo” para “em perigo
de extingao” na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservagao da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN) (IUCN, 2015). Este feito foi conseguido através de projetos de conservagao do lince
ibérico em Espanha e em Portugal, com a restauragéo de populagdes de coelho bravo, programas de
reintroducao, entre outros. Esta espécie habita duas regides do sudoeste de Espanha (Donéna e Serra
Morena) e o sudeste de Portugal (Serra da Malcata, Vale do Guadiana e Moura-Barrancos), onde

alberga a pequena populagao reintroduzida de 40-50 linces ibéricos.
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b) Provincia do Minho, concelho de Vieira do Minho

Nas regides montanhosas da provincia do Minho encontram-se a serra da Serradela (41°39'12.834"N
8°2'49.186"W) e da Cabreira (41°39'11.315"N 8°3'4.291"W), que € um dos habitats de uma das trés
racas autéctones de equinos de Portugal, o Garrano. O Garrano (Equus caballus celticus L. 1758) é
um pequeno equino, considerado dos mais antigos de Portugal, que estava associado a um antigo
modo de vida da populagao humana. Estes animais tem caracteristicas zoomérficas e comportamentais

muito caracteristicas, sendo muito bem-adaptados ao ecossistema de montanha.

Os Garranos vivem em estado semi-selvagem, onde se distribuem em manadas de varios individuos,
com apenas um macho adulto € um numero variavel de fémeas (6 a 12), apresentam uma mobilidade
sazonal pelas encostas das serras e alimentam-se em areas de pastagens naturais de montanha,

incluindo espagos arbustivos e prados humidos (Leite, 2012).

Em 1994, ¢é iniciado o registo zootécnico desta raca, sendo nesse mesmo ano considerada uma raga
ameacada pela Unido Europeia. Atualmente a raga encontra-se morfologicamente bem caracterizada
e padronizada, gragas ao crucial papel desempenhado pela Associagado de Criadores de Equinos de
Raga Garrana (ACERG) (Leite, 2012).

A produtividade destes animais € influenciada por varios fatores, um dos mais graves é a predagao dos
poldros por o lobo ibérico e também os fatores climaticos que tem levado a invernos rigorosos e a secas
prolongadas, sendo o aumento das temperaturas uma consequéncia para a raga, que levou a uma
multiplicacdo do numero de ectoparasitas provocando a morte de animais mais debilitados (Leite,
2012).

c) Espacgo de Visitagdao e Observagao de Aves (EVOA)

O EVOA esta localizado no coragéo da Reserva Natural do Estuario do Tejo, no concelho de Vila Franca
de Xira (38° 50' 58" N / 8° 58' 26" W). E um espago de conservagao, lazer e aprendizagem que visa a
criagdo e recuperacao de habitats aquaticos para aves. O EVOA integra trés zonas humidas de agua
doce num total de 70 héctares, onde se junta um elevado niumero de espécies de avifauna, ndo sé
invernantes, mas também nidificantes (anatideos, ardeideos, limicolas, passeriformes), sendo

considerado um espaco protegido de elevada importancia em termos de conservagédo (EVOA, 2021).

Uma das espécies presentes no EVOA é a marrequinha comum (Anas crecca), que € uma espécie de
pato eurasiatica de pequeno tamanho, que nidifica em toda a regido Paleartica, mas migra para Sul. O
seu habitat preferéncial sdo pantanos e sapais abrigados com densa vegetagdo, ou até mesmo
pequenos lagos. Em Portugal € uma espécie invernante e esta presente principalmente entre setembro

a margo, embora possam ser avistados alguns individuos durante os meses mais quentes.
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Outra espécie que pode ser encontrada no EVOA é o rouxinol-pequeno-dos-canigos (Acrocephalus
scirpaceus) que é um passeriforme migratério. Nos meses de maio a julho distribui-se pela Europa
Central e Ocidental, migrando para Africa subsariana nos meses de inverno. Em Portugal, esta presente
de Norte a Sul do Pais e o seu habitat preferencial sdo canigais de média ou de grande extensao de

zonas ribeirinhas e sapais.

d) Focinhos’s- Associagdo de Protecao dos Animais de Alcacer

A Associagao de Protecdo dos Animais de Alcacer (Focinho’s) € uma associagdo sem fins lucrativos,
que tem como fim proteger em sentido amplo os animais abandonados e mal tratados, assim como os
que tenham dono, mas necessitem de ajuda, controlar os animais errantes que procriam no dominio
publico e também sensibilizar a opinido publica para o ndao-abandono animal. Atualmente abriga
dezenas de animais domésticos abandonados (cées e gatos), no seu espacgo de gatil e canil, situado

em Alcacer do Sal, distrito de Setubal.

Os animais domésticos sdo muitas vezes negligenciados e abandonados, ficando sujeitos a todo o tipo
de perigos quando se encontram nas ruas, como por exemplo infestagcdo por ectoparasitas,
subnutricdo, morte por atropelamento, entre outros. Caes e gatos sdo importantes hospedeiros de uma
variada gama de ectoparasitas e sdo frequentemente encontrados com ixodideos, pulgas e até piolhos,
que por sua vez os tornam importantes elos de ligagdo entre alguns artrépodes vetores e o contacto

com o Homem, elevando a probabilidade de transmissao de zoonoses.
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1.2. Captura de animais (hospedeiros) e recolha dos seus ectoparasitas

a) Linces ibéricos (Lynx pardinus)

As capturas dos linces no PNVG foram realizadas pelos técnicos do ICNF nos trés anos consecutivos
de 2018-2020 durante os meses de outubro a dezembro, no &mbito dos Projeto LIFE (Proyecto Life +
IBERLINCE: “Recuperaciéon de la distribucién histérica del lince ibérico en Espafa y Portugal”
(LIFE10NA-ES / 570). Os animais foram capturados em armadilhas, usando uma presa viva (coelho
europeu) como isco, sdo anestesiados e avaliados por meio de protocolos previamente estabelecidos
e conduzidos de acordo com a legislagéo vigente sobre bem-estar animal. As capturas foram realizadas
para avaliar o estado de saude da populagao de linces e para colocar, retirar / substituir colares, por
dispositivos emissores de sinais em individuos especificos. Durante a avaliagdo do estado de saude
dos linces pelos veterinarios, a maioria dos seus ectoparasitas foram colhidos aleatoriamente usando
uma pinga e posteriormente armazenados em etanol a 70% e guardados a temperatura ambiente até

processamento posterior. Cada tubo foi identificado com o nome do animal e data de amostragem.

Foram também recolhidos pontualmente alguns ectoparasitas em linces encontrados mortos, por

atropelamento ou outras causas, noutras alturas do ano.

Dos linces capturados na época normal de captura, foram também recolhidas amostras de sangue em
EDTA (2 ml), que depois de devidamente separadas e aliquotadas (amostras de sangue total e de

plasma) foram enviadas ao CEVDI onde foram mantidas a -80 °C.

b) Cavalos da raga Garrana

Os criadores da ACERG capturam anualmente os seus animais em locais determinados e com as
condi¢gdes apropriadas para realizar a identificagdo de novos poldros, provas morfofuncionais dos
adultos e realizagdo de controlo higiénico-sanitario. Durante esses eventos, para além de diversas
tarefas realizadas pelos veterinarios, sdo também recolhidos alguns ectoparasitas (ixodideos) por
investigadores do CEVDI. A colheita destes ectoparasitas faz parte de um protocolo de colaboracao
existente desde 2019, e, em geral, essas colheitas sdo realizadas no més de julho. Os ectoparasitas
sdo recolhidos quando os animais entram na manga e porque sao animais selvagens, a colheita requer
sempre muita cautela pelo operador, dada a dificuldade de manter estes animais tranquilos. Por este
facto, as colheitas dos ectoparasitas sao realizadas de forma aleatéria. Foram realizadas colheitas em
duas areas geograficas, nos anos de 2019 e 2020. A colheita foi realizada na Serra da Serradela e os
ectoparasitas foram colocados em tubos com etanol a 70% e guardados a temperatura ambiente. Em
2021, os ixodideos foram colhidos na Serra da Cabreira e colocados em tubo seco, transportados em

gelo seco e congelados a — 80°C, para posterior tentativa de isolamento de Rickettsia.
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c) Aves selvagens

O EVOA monitoriza semanalmente as aves presentes nas lagoas através da sua anilhagem. A
anilhagem de aves € uma técnica que consiste na colocagao de anilhas metalicas na pata de cada ave,
individualmente. Este procedimento tem como propésito aumentar o conhecimento sobre a fenologia
das espécies e monitorizar a dindmica de populag¢des ao longo do tempo. Esta técnica de identificagao

de animias contribui para uma melhor adaptagdo das medidas de gestao de conservagao destas aves.

Para este processo, as aves sao capturadas em redes proprias, identificadas, e é realizada uma
avaliacdo de varios parametros morfolégicos. No caso de haver ectoparasitas presentes, sao
removidos e colocados num tubo com etanol a 70%, identificados com o numero da anilha e data de
colheita e armazenados a temperatura ambiente até entrega no CEVDI. As capturas foram realizadas
no outono de 2020 e no verao de 2021, no qual participamos através de visita de trabalho de campo
ao EVOA.

d) Animais domésticos (caes e gatos)

Todos os animais que sado entregues a Associagao Focinho’s, sdo submetidos a uma inspegéo do seu
estado de saude e analisados para a presenga de ectoparasitas. Durante essa consulta é realizada a
colheita de alguns desses ectoparasitas (ixodideos e pulgas), que sdo colocados em tubos secos
identificado com data e nome do animal. Os ixodideos vivos sao identificados, lavados em alcool a 70%
e sdo cortados em duas partes iguais (paralelamente), e uma delas € mantida a -80°C em tudo seco
para posterior tentativa de isolamento de Rickettsia spp. e a outra € mantida em alcool a 70% para

posterior analise molecular de agentes patogénicos.

Foram também colhidas pontualmente, pela veterinaria do canil, amostras de sangue em EDTA (2 ml)
dos cées. Parte do sangue é separado por centrifugacdo 10 minutos a 120 g para a obtencao de

plasma, que é guardado a -80°C juntamente com a amostra de sangue total.
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2. Atividade laboratorial

2.1. Condigoes de Biosseguranga e boas praticas laboratoriais

Todas as técnicas laboratoriais foram realizadas no Centro de Estudos de Vetores e Doencgas
Infecciosas Dr. Francisco Cambournac (CEVDI), localizado em Aguas de Moura, que estéa integrado no

Departamento de Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

Este centro é um laboratério de referéncia de diagndstico, vigilancia e investigagao cientifica na area
dos agentes infecciosos transmitidos por vetores ao Homem. De acordo com as regras das boas
praticas laboratoriais, nomeadamente no que respeita a laboratérios que realizam diagndstico clinico,
as infraestruturas do laboratério tém uma divisdo por salas dedicadas exclusivamente a procedimentos
especificos, como por exemplo: a sala de entomologia, salas de extragao de acidos nucleicos, salas de
amplificacdo, salas de adicdo de DNA e RNA e salas limpas onde se faz a manutencgéo das linhas
celulares e as misturas para reagbes. A entrada nestas salas esta também condicionada ao uso
exclusivo de batas, luvas etc., da propria sala. Todos estes laboratérios s&do laboratérios de
biosseguranca de nivel 2 (BSL2). Todas estas regras estdo implementadas no CEVDI e s&o essenciais
para que nao exista qualquer tipo de contaminagao que possa influenciar os resultados das analises
efetuadas. Todas as instrugcbes de seguranga, e boas praticas, estdo disponiveis num manual de

seguranga da prépria instituicao.

O CEVDI dispde também de laboratérios BSL3, onde se trabalha com microrganismos patogénicos de
grupo de seguranca 3 (Manual de seguranca WHO) e nomeadamente quando o processamento das

amostras envolve técnicas como o isolamento e cultura de rickettsias em células de linha.

2.2. Identificagao morfologica de ixodideos

Para identificagdo taxonémica, os ixodideos foram observados num estereomicroscopio binocular
recorrendo a chaves taxondémicas (Estrada-Pefia et al. 2004). Os ixodideos foram caracterizados
segundo a sua espécie, fase de desenvolvimento, sexo e estado de ingurgitamento. Posteriormente
foram colocados em tubos eppendorf de 1,5 ml, identificados (numero, origem e data) e conservados a
-20°C até a extragdo de DNA ou a — 80°C no caso de serem posteriormente utilizados para isolamento.
De acordo com as chaves dicotdmicas, algumas das caracteristicas morfoldégicas mais utilizadas na

diferenciagédo das principais espécies sdo descritas em seguida na figura 2.1.
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Figura 2.1- Principais caracteres morfologicos utilizados na identificagdo da espécie de ixodideos.
Vista dorsal de macho (A) e fémea (B). Vista ventral de macho (C) e fémea (D). (Adaptado de Stafford IIl, 2007).

Poro anal e sulco anal

2.2.1.Género Rhipicephalus

Distinguem-se morfologicamente por apresentaram a base do capitulo hexagonal, o rostro curto com
hipéstoma e palpos curtos, possuem olhos planos e festdes no escudo dorsal. As patas tém coloragéo
uniforme e o escudo ndo é ornamentado (Figura 2.2 A). Os machos normalmente apresentam placas

adanais e acessorios.

R. sanguineus: é uma espécie de tamanho moderado, entre 2 e 4 mm de comprimento. Tanto as fémeas
como os machos apresentam um escudo dorsal com poucas pontuagcdes, maioritariamente de
pequenas dimensdes. Nas fémeas as areas porosas sao de tamanho médio e amplamente separadas
e o poro genital tem forma de “U”. Nos machos, os angulos péstero-interno dos escudos adanais sédo

arredondados, os espiraculos sao relativamente compridos, estreitando um pouco gradualmente.

R. bursa: apresenta o escudo dorsal rugoso, de coloragcédo escura, onde evidencia muitas pontuacdes
intersticiais de tamanho médio-grande. Nos machos, os escudos adanais s&o relativamente largos
posteriormente (Figura 2.2 C), os espiraculos sdo compridos e apresentam um estreitamento
acentuado, como se fosse uma cauda (Figura 2.2 B). As fémeas apresentam areas porosas ovais e

préximas e o poro genital tem forma de “V”.

R. pusillus: espécie de pequeno tamanho, raramente ultrapassa os 2 mm de comprimento. A
caracteristica mais visivel é a projegao anterior das coxas | que sdo visiveis dorsalmente (Figura 2.2
E). As pontuacgdes intersticiais sdo de grande tamanho. Os olhos sao achatados, ovais e relativamente
grandes. Nas fémeas as areas porosas sao circulares e de pequeno tamanho e o poro genital tem
forma de “V”. Nos machos, os escudos adanais sao relativamente estreitos, com um comprimento do

dobro da largura (Figura 2.2 D).
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Figura 2.2- Caracteres morfolégicos que permitem distinguir as espécies de Rhipicephalus. A) Vista dorsal de R.
bursa, R. sanguineus e R. pusillus. B) Espiraculo de R. bursa. C) Placas adanais de R. bursa. D) Placas adanais
de R. pusillus. E) Vista dorsal de R. pusillus onde se visualiza a proje¢éo anterior das coxas 1. Fotos de Inés Freitas

2.2.2.Género Ixodes

Ao contrario de todos os outros géneros, duas das caracteristicas determinantes desde género séo a
posigdo do sulco anal, que contorna o anus anteriormente e os espiraculos circulares (Figura 2.3 C).
Normalmente tém um tamanho pequeno e apresentam um rostro comprido com hipdstoma e palpos

longos, ndo tém olhos nem festdes no escudo, nem apresentam um escudo ornamentado.

1. ricinus: apresenta um escudo oval alongado, com sulcos escapulares presentes e ventralmente tem
presente um esporao interno das coxas | encurvado e agudo. Ao contrario do I.ventalloi, ndo apresenta
esporao ventral nos articulos | dos palpos e tem uma cornua pouco destacada. Nas fémeas os sulcos
escapulares sao bem visiveis e as pontuagdes intersticiais sado distintas. Ventralmente tem auriculas
distintas tanto nos machos como nas fémeas. Os machos apresentam palpos pequenos e o poro genital
posiciona-se entre as coxas lll, ao contrario das fémeas em que o poro genital posiciona-se entre as

coxas |V, tal como no [. ventalloi.

1. ventalloi: apresenta um escudo estreito, mais comprido que largo, com sulcos escapulares presentes.
Ventralmente as coxas | apresentam um esporao interno encurvado, comprido e agudo (Figura 2.3 B)
e das coxas Il a IV o esporao externo ¢ indistinto. As cornuas séo salientes (Figura 2.3 A) e os auriculos
| dos palpos apresentam um pequeno esporao ventral (Figura 2.3 B). O macho é bastante pequeno (2
mm), tem uns palpos largos e curtos e as auriculas s&o pouco destacadas (figura 2.3 C), ao contrario
das fémeas que apresentam auriculas recurvadas e agudas (Figura 2.3 B) e um hipostoma pontiagudo

que se pode confundir com o I. acuminatus.
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A

Figura 2.3- Caracteres morfoldgicos distintos de /. ventalloi. A) Capitulo e escudo de fémea de /. ventalloi. B) Vista
dorsal do capitulo de fémea de I. ventalloi. Seta vermelha: Espordo no articulo 1 dos palpos; Seta amarela:

auriculas; seta azul: esporao interno da coxa 1. C) Vista ventral de macho de |. ventalloi. Fotos de Inés Freitas

2.2.3.Género Hyalomma

Normalmente sdo carracas de tamanho grande, com o rostro comprido com palpos e hipéstoma longos.
Apresentam coloragédo nao uniforme nas patas, por vezes em anéis e no escudo é bem visivel os olhos

hemisféricos e bastante salientes (Figura 2.4 A).

H. marginatum: apresenta um escudo de coloragido escura, com escassas pontuagdes, normalmente
de pequeno tamanho, localizadas nas regides escapulares, essencialmente perto dos sulcos laterais
que sao bem destacados. Nas patas estéo presentes anéis bem definidos de cor clara. Nas fémeas as

areas porosas sao grandes e os sulcos escapulares sao bem definidos.

H. lusitanicum: apresenta um escudo de coloragdo escura, com sulcos escapulares ingremes e com
pontuagdes de tamanho grande agrupadas nas regides marginais e depressao caudal. As patas tém
coloragéo irregular com padrdo marmorizado, com anéis de cor clara pouco definidos (Figura 2.4 B).
Sulcos laterais por vezes ausentes, porém, quando presentes, bastante curtos. Nos machos os escudos

adanais tem uma extremidade quadrada.

H. lusitanicum e H. marginatum tém morfologia semelhante e s&o dificeis de identificar devido a sua

estreita relagao taxondmica

Figura 2.4- Vista dorsal de fémea (A) e macho (B) de H. lusitanicum.
Fotos de Inés Freitas
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2.2.4.Género Dermacentor

Normalmente s&o carragas de médias dimensdes e a sua principal caracteristica € o seu escudo
ornamentado onde apresentam olhos e festdes (Figura 2.5 C). Apresentam um rostro curto com
hipéstoma e palpos pequenos e normalmente os machos apresentam escudos adanais, com as coxas
IV notoriamente maior que as restantes. A base do capitulo tem margens laterais retas, tendo forma

retangular, mais larga que longa.

D. reticulatus: apresenta um esporao retrogrado e agudo no articulo Il dos palpos, (Figura 2.5 D) ao
contrario do D. marginatus. Ventralmente, o espordo das coxas | & separado por uma fenda que
ultrapassa metade do comprimento dos mesmos. Nas fémeas, o mais proeminente é a forma das areas

porosas, que sdo amplas e ovais (Figura 2.5 D) e a abertura genital tem forma de “U” (Figura 2.5 E).

D. maginatus: nao apresenta um esporao agudo no articulo Il dos palpos. Ao contrario do D. reticulatus
a fenda entre os espordes da coxa | tem um comprimento inferior a metade dos espordes, fazendo com
que o esporéo externo seja mais pequeno que o interno. Nas fémeas as areas porosas sao estreitas e

ovais (Figura 2.5 A) e a abertura genital tem forma de “V” (Figura 2.5 B).

Figura 2.5 - Caracteres morfolégicos das espécies do Género Dermacentor. A) Vista dorsal e B)

poro genital de D. marginatum. C) Vista dorsal de macho D. marginatum. D) Capitulo e E) poro
genital de fémea de D. reticulatus. Fotos de Inés Freitas

2.2.5.Género Haemaphysalis

As espécies deste género sdo de dimensdo média a pequena, apresentam o rostro curto, ndo possuem
ornamentagdes no escudo dorsal, mas apresentam festdes e nao tém olhos. Os machos apresentam

placas adanais, subadanais e acessorias.
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2.3. Extracdo de DNA

Foram realizados diferentes procedimentos para extracdo de DNA a partir de ectoparasitas e de

amostras de sangue dos hospedeiros vertebrados.

a) Extracdao com Kit comercial

A extragdo de DNA de alguns ectoparasitas foi realizada utilizando o Kit comercial DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de extracdo por coluna, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Muito resumidamente, numa primeira fase os ectoparasitas foram colocados em 200 ul de
tampao de lise com 20 pl de proteinase K, e incubados a 56 °C durante a noite (12-24h). Posteriormente,

o ixodideo foi removido e o sobrenadante foi tratado de acordo com protocolo descrito pelo fabricante.

No que respeita ao sangue dos animais, foi utilizado um protocolo semelhante, incubando uma hora a
56°C 200 pl de sangue total e 20 ul de proteinase K antes de se iniciar o protocolo de extragédo por

coluna.

b) Método “in-house” de extragao por hidroxido de amoénia

Foi também realizada a extragdo de DNA de ectoparasitas através de um método “in-house” por fervura
com hidréxido de amonia (Schouls et. al, 1999). Os ectoparasitas foram lavados em alcool iodado (70%
v/v) 10 minutos e secos em papel de filtro. Em seguida foram colocados individualmente em tubos
eppendorf estéreis, previamente numerados, contendo 100 ul de solugao de hidréxido de amonia a
1,25%. Os tubos foram submetidos a um aquecimento a 100°C durante 20 minutos ao qual se seguiu

um arrefecimento rapido em gelo e centrifugagéo a 9000 g durante 45 segundos. Os tubos foram em

seguida abertos e sujeitos a novo aquecimento a 90°C durante 20 minutos, de forma a evaporar a

amonia e o eluido foi depois armazenado a -20°C até posterior utilizagao.

2.4. Caracterizagao molecular dos ectoparasitas

A selecdo dos exemplares de ectoparasitas para confirmagao da espécie através de métodos
moleculares foi estabelecida de forma aleatdria e incluiu todos os casos em que havia duvidas na
identificacdo morfolégica, como por exemplo, quando o exemplar se encontrava em mas condic¢des,
sem alguma parte do corpo ou quando este se encontrava numa fase evolutiva (larvar ou de ninfa) em
que algumas caracteristicas morfolégicas ainda ndo eram visiveis ou ainda quando o espécime se

encontrava muito ingurgitado.

Para confirmar a identificagdo das espécies das carragas, e identificar as espécies de pulgas, piolhos
e moscas usamos marcadores moleculares baseados no DNA mitocondrial nomeadamente o citocromo

oxidase ¢ subunidade 1 (COl), e o 16S ribossomal RNA (16S rRNA) que tém uma variabilidade intra-
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especifica baixa, mas uma variabilidade inter-especifica suficientemente grande para permitir a

distingdo das diferentes espécies. No quadro 2.1 estao descritos os diferentes conjuntos de primers e

condicbes de amplificagdo utilizados para os diferentes artropodes. Todos os ectoparasitas

selecionados foram testados individualmente e as reagdes foram realizadas num termociclador

convencional (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) utilizando o kit comercial FastStart

PCR Master (Roche Diagnostics) de acordo com as instru¢des do fabricante para um volume total de

25 pl de reacao e 5 ul de DNA. Os primers e as condi¢des de PCR utilizadas na identificagdo molecular

das espécies de ectoparasitas estao referidas no quadro 2.1.

Quadro 2.1- Primers e condi¢cdes de PCR utilizados para identificacao molecular das espécies de ectoparasitas.

Gene Alvo Primers Fragmento

amplificado (bp)

Condigdes do PCR

Referéncia

16S rRNA 16S_F/16S_R 460 bp

952C, 3 min; 35 ciclos
[942C 30s, 562C 30s,
729C 45s]; 72°C, 7 min

(Mangold et al., 1998)

Ixodideos

16S rRNA 16S+1/ 1651 456 bp

959C, 5 min; 35 ciclos
[942C 30s, 562C 30s,
72°C 45s]; 72°C, 7 min

(Black & Piesman, 1994)

col C. felis Cff-F / Cff-R 550 bp

Pulgas

959C, 5 min; 40 ciclos
[952C 40s, 52°C 60s,
729C 60s]; 72°C, 7 min

(Lawrence et al., 2014)

Col L6625 / H7005 379 bp

Piolhos

4 ciclos [952C 60s, 452C
60s, 722C 60s]; 30 ciclos
[932C 60s, 60°C 60s,
729C 60s]; 729C, 7 min

(Hafner et al., 1994)

Col HCO02198 / LCO1490 710 bp

Moscas

952C, 3 min; 30 ciclos
[942C 60s, 482C 60s,
72°C 60s]; 72°C, 7 min

(Folmer et al., 1994)

2.5. Detegao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos

A detecdo molecular dos agentes patogénicos nos ectoparasitas foi realizada individualmente para

cada exemplar. Foi utilizado PCR convencional e/ou PCR em tempo real, para a detegao dos seguintes

agentes: Rickettsia spp., Bartonella spp. Babesia spp., Theleria spp., Cytauxzoon spp. e Hepatozoon
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spp., de acordo com os protocolos descritos (Quadro 2.2). No caso das rickettsias as deteg¢des positivas

foram confirmadas com amplificagdo de outros genes, nomeadamente os genes OmpA e/ou OmpB.

Para a pesquisa de Rickettsia em amostras de sangue total, foi utilizado um nested-PCR tendo como
alvo um fragmento do gene que codifica a OmpB, de acordo com o descrito por Choi e colaboradores
(Quadro 2.2). O nested-PCR foi utilizado para aumentar a sensibilidade da técnica quando existe pouca

quantidade de rickettsias na amostra, como é o caso do sangue (Portillo et al., 2017).

Para a pesquisa de Babesia spp., Theleria spp. e Hepatozoon spp. em sangue de linces, foi utilizado o
mesmo protocolo de PCR convencional utilizado para detetar estes agentes nos ectoparasitas, tal como

descrito por outros autores (Quadro 2.2).

Os resultados da amplificagdo do DNA foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampao TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA). Na preparagdo do gel adiciona-se GelRed® Nucleic
Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium) e aos produtos de amplificagdo um marcador de migragao (azul de
bromofenol). A eletroforese processa-se a 100V e a 400 mA, durante 20 minutos num aparelho de
eletroforese horizontal, apés a qual o gel é observado num aparelho transiluminador. As amostras

positivas apresentam bandas de amplificacdo, visiveis por luminescéncia ao nivel do controlo positivo.

O rastreio de Bartonella spp. e Cytauxzoon spp. no sangue total, foi realizado por PCR em tempo real
ja implementado no CEVDI. Para um total de reagéo de 25ul, foram utilizados 20ul de uma master mix
comercial LightCycler TagMan Master (Roche Diagnostics, Germany), sondas de hidrélise (com
marcacao FAM) especificas para o género Bartonella e Cytauxzoon e 5yl de DNA da amostra alvo, de

acordo com os protocolos previamente estabelecidos (Oteo, J. A et al. 2017; Nentwig, A. et al. 2018).

As reagdes foram realizadas num termociclador LightCycler® 480 (Roche). Para a andlise dos
resultados foram observados os resultados graficos da variagdo da emisséo de fluorescéncia com o
tempo (perfil de amplificagéo), nos canais de leitura a 510nm. Um resultado positivo, correspondeu a
detecdo de DNA, traduzido por um perfil de amplificagdo correspondente a uma curva sigmoidal de
variagao positiva da fluorescéncia acima do threshold, ao qual é atribuido um valor de Ct calculado pelo
software e que foi validado se Ct < 40. Os controlos positivos tinham uma curva positiva (acima do
threshold) e com Ct<33. Um resultado negativo, correspondeu a ndo detecado de DNA, traduzida por
um perfil de amplificagdo sem variagdo positiva da fluorescéncia (ou proxima de zero) e consequente

auséncia de Ct.

Em todas as reagdes de PCR, quer convencional quer em tempo-real, foram utilizados controlos
positivos (permitindo verificar se ocorreu reagdo) e negativos (permitindo excluir contaminagdes). Os
primers utilizados para a detecdo na pesquisa dos diferentes agentes patogénicos presentes nos

ectoparasitas e nas amostras de sangue estdo descritos no quadro 2.2.
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Quadro 2.2- Primers e condi¢gbes de PCR utilizados no estudo

ectoparasitas e nas amostras de sangue.

molecular para detegédo e caracterizagdo molecular de agentes patogénicos bactérias e protozoarios nos

Microrganismo Método de PCR Gene Alvo Primers e sonda Fragmento amplificado Condigdes do PCR Referéncia
(bp)
PCR convencional gltA RpCS.877p/RpCS.1258n 381bp 952C, 3 min; 35 ciclos [942C 30s, Regnery et al. (1991)
549C 30s, 72°C 90s]; 729C, 7 min
Nested PCR OmpB rompB-0OF / rompB-OR 511bp 959C, 3 min; 35 ciclos [949C 30s,
549C 30s, 729C 455]; 729C, 7 min
Choi et al. (2005)
Rickettsia spp. 952C, 3 min; 35 ciclos [942C 30s,
rompB SFG-IF/ rompB SFG/TG-IR 420 bp 562C 30s, 729C 45s]; 722C, 7 min
3
m PCR convencional OmpA Rr190.70p/Rr190.602p 532bp 952C, 3 min; 35 ciclos [949C 30s, Regnery et al. (1991)
o 549C 30s, 722C 90s]; 729C, 7 min
Real Time PCR 165-23SITS 325s/538s Depende da espécie 509C, 2 min; 952C, 10 min; 45 Oteo, ). Aetal. (2017)
ciclos [959C 10s, 669C 20s, 72°C
Bartonella spp. TagMan probe 438 1s]; 402C, 1s
PCR convencional gltA Bhcs.781p/Bhcs.1137n 370bp 952C, 3 min; 35 ciclos [949C 30s, Birtles and Raoult (1996)
549C 30s, 729C 45s]; 729C, 7 min
Babesia spp./ PCR convencional 18S rRNA PIRO-A/PIRO-B 400 bp 959C, 5 min; 35 ciclos [949C 30s, Olmeda, A. S.etal. (1997)
Theileria spp. 5592C 30s, 7292C 90s]; 729C, 7 min
Cytauxzoon felis ~ PCR convencional 185 rRNA Cytfelis.203f/Cytfelis.423r 221bp 952C, 5 min; 40 ciclos [942C 30s, Meli, M. L. et al. (2009)
z 582C 30s, 729C 60s]; 729C, 7 min
3
m Cytauxzoon spp. Real Time PCR 18S rRNA Cytsp. 1525f/ Cytsp. 1593r 69 bp 502C, 2 min; 952C, 15 min; 45 Nentwig, A. et al. (2018)
_m ciclos [959C 10s, 60°C 60s, 72°C
probe Cytsp. 1549p 1s]; 400C, 30s
Hepatozoon spp.  PCR convencional 185 rRNA HEP-F/ HEP-R 626-666bp 952C, 5 min; 35 ciclos [942C 20s, Inokuma, H. et al. (2002)

552C 30s, 722C 90s]; 722C, 5 min
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Purificagdo e sequenciagao do DNA

As amostras positivas do PCR convencional foram purificadas com um Kit comercial Exo-SAP-IT PCR
(ThermoFisher). De acordo com o protocolo foram utilizados 5 pl de DNA amplificado, com 2l do

reagente, de acordo com instrugbes do fabricante.

Cada amostra positiva € sequenciada em ambas as cadeias (forward e reverse) pelo método de
Sanger. Antes do envio das amostras para a unidade de sequenciacao, é realizada uma reacao de
PCR utilizando um kit para a sequenciacdo, o Big-Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os produtos desta
reagdo sdo enviados para a Unidade de Tecnologia e Inovagdo (INSA), onde sdo sequenciadas.
Posteriormente, os cromatogramas resultantes da eletroforese capilar, sdo enviados para cada unidade

requisitante para serem entao analisados.

2.6. Analise de sequéncias e caracterizagao filogenética

As sequéncias de nucleotidos foram corrigidas manualmente, alinhadas e editadas usando o software
BioEdit Sequence Alignment Editor v 7.1.9. Foram realizadas comparagbes das nossas sequéncias
com as sequéncias depositadas no GenBank, através do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
As sequéncias obtidas neste trabalho foram comparadas com outras sequéncias da base de dados do
GenBank e foram também submetidas ao GenBank através da plataforma Banklt
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/). Para andlise das rela¢des filogenéticas das varias sequéncias
obtidas, foram construidas arvores filogenéticas recorrendo ao programa MEGA7 version 7.0.26
(Kumar et al., 2016).
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2.7. Tentativa de isolamento de rickettsias a partir de ixodideos

Para a tentativa de isolamento de rickettsias, foi utilizada a técnica de shell-vial usando a linha celular
Vero EB. Todas as técnicas de isolamento foram realizadas no laboratério BSL3, dentro de uma cadmara
de seguranca bioldgica de classe Il. Os ixodideos foram retirados do ultracongelador a -80°, colocados
num banho de alcool iodado a 70% durante cinco minutos e passados por banho de hipoclorito de sédio
a 4% mais cinco minutos, e em seguida foram secos com papel de filtro. Estas lavagens servem para
limpar a superficie dos ixodideos de modo a que ndo haja contamina¢gdes com microrganismos
indesejados. Uma vez secos, forram macerados e cortados com bisturi e colocados numa monocamada
de células Vero E6 (ATCC 1008) nos shell-vial, em meio de cultura MEM (minimal essencial médium
supplemented) com 4% de soro fetal bovino inativado, 2 mM de L-glutamina, sem suplementacéo por

antibiodticos. Os shell vial foram centrifugados a 700 g durante 45 minutos, permitindo assim a entrada

das bactérias dentro das células. Depois da centrifugacao o meio MEM foi descartado, adicionado meio

de cultura fresco e colocados na estufa para incubagao a duas temperaturas diferentes 28-32°C.

Ao fim de sete dias foi feita uma subcultura onde se retirarou o meio do shell-vial e através de esferas
de vidro levantam-se as células e pipeta-se 1 ml para um frasco de cultura 25 cm?, e perfaz-se o resto
com meio fresco. Passado mais sete dias é feita uma raspagem com uma ansa na camada do frasco
de células e coloca-se num pogo de Idmina de microscopio revestidas com Teflon, identificando e
deixando secar para fazer a coloracdo de Gimenez e/ou imunofluorescéncia. Para confirmar o
isolamento & sempre necessario fazer detegcdo molecular por PCR e sequenciagdo, uma vez que as

caracteristicas fenotipicas para a identificagao da Rickettsia e da espécie em questado sio insuficientes.

Para a coloragao de Giménez, depois da lamina seca, fixamos a lamina a chama e coramos com uma
solucao de fuscina basica e tampéo fosfato durante 3-5 minutos. Em seguida é lavada e é colocado o
verde de malaquite durante 30 segundos (2 vezes), por fim deixa-se secar e pode ser vista através de
microscépio 6tico. Caso haja rickettsias presentes vao ser visualizadas a cor-de-rosa, uma vez que
estas retém a fuscina. Para a realizagao da imunofluorescéncia indireta, deixamos a lamina secar,

fixamos a lamina em acetona durante 10 minutos e realizamos a técnica.

Coloracdo de Gimenez

7 dias 7 dias

-802C

IFA

Figura 2.6 - Esquema que ilustra o processo realizado na tentativa de isolamento de rickettsias.
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2.8. Estudos serologicos

Os testes serolégicas para detecdo de anticorpos anti-Rickettsia GFE, foram realizados através da
técnica de imunofluréscencia indireta (IFA), usando laminas in-house previamente preparadas de
acordo com o protocolo do Instituto Nacional de Saude, previamente descrito (Bacellar et al., 2002).
Foram utilizadas |&minas de teflon para imunoflurescéncia, com antigénio de R. conorii crescidas em

células Vero EB, existentes no CEVDI.

As laminas in-house sdo descongeladas, fixadas em acetona durante 10 minutos e secas. Depois de
descongelar os soros dos animais, sao realizadas as diluicées seriadas em PBS (Tampao de fosfato
salino) (diluigdo 1/32; 1/64; 1/128; 1/256; 1/512). Cada diluicdo de plasma é colocada no respetivo pogo.
Estes pogos nas laminas com teflon evitam a contaminagao dos outros pogos adjacentes. As laminas
sd0 em seguida incubadas a 37°C em camara humida durante 30 minutos. O excesso de plasma é
retirado através de duas lavagens de 5 minutos em PBS, com agitagdo magnética. Depois de secas ao
ar é colocado o conjugado respetivo. No caso dos linces foi utilizado um conjugado IgG anti-gato
marcado com isotiocianato de fluoresceina comercial, desenvolvido em cabra (SIGMA, Saint Louis,
Missouri, EUA). No caso dos caes, foi usado um conjugado IgG anti-cdo marcado com isotiocianato de
fluoresceina comercial, desenvolvido em coelho (SIGMA, Saint Louis, Missouri, EUA). Ambos foram
diluidos em PBS a 1:40. Os conjugados sao previamente preparados segundo as normas do fabricante
(10ul conjugado+ 40ul Azul Evans + 350ul PBS). Em seguida as Iaminas s&o novamente incubadas em
camara humida a 37°C durante 30 minutos. Sdo depois novamente lavadas em PBS e secas ao ar. Por
fim é colocada uma gota de glicerina tamponada e a lamela e observadas ao microscopio de
fluorescéncia. Caso a amostra seja positiva, sao visualizados pequenos cocobacilos com florescéncia

verde no interior das células.

Os valores de positividade (cut-off 21:128) para Rickettsia considerados neste trabalho foram baseados
em estudos prévios em outros felideos e canideos em Portugal (Alexandre et al., 2011; Alves et al.,
2009).

O teste seroldgico para detegédo de anticorpos anti-Bartonella processou-se do mesmo modo que o
anterior, mas usando laminas comerciais IFA (MegaFLUO® Bartonella henselae, MEGACOR
Diagnostik GmbH, Hérbranz, Austria) para detegéo de anticorpos IgG contra Bartonella henselae. Neste

trabalho, os valores de positividade para Barfonella considerados foram, titulos = 64 (Alves et al., 2009).
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Capitulo 3 - Resultados

1. Linces ibéricos (Lynx pardinus)

1.1. Caracterizag¢ao dos ectoparasitas

De 2018 a 2020 durante os meses de outubro a dezembro, foram efetuadas 39 capturas e uma
recaptura de linces (17F; 22M). Foram também contabilizados na nossa amostra trés linces recolhidos
nos meses de abril a margo, ja sem vida devido a atropelamentos. Do total de linces, 85% (36/42)
estavam parasitados tendo sido recolhidos um total de 297 ectoparasitas, dos quais 253 (85,2%)
ixodideos, 42 (14,1%) moscas hipoboscideos e duas (0,7%) pulgas. Foram identificadas
morfologicamente quatro espécies diferentes de ixodideos, pertencentes a trés géneros: l.ventalloi
(66,4%), R. pusillus (30,0%), H. lusitanicum (2,4%) R. sanguineus (1,2%). Todos os ixodideos eram
adultos, e foram identificados 147 fémeas (58,1%) e 106 machos (41,9%) (Quadro 3.2). Ciquenta e

cinco por cento dos ixodideos tinham-se alimentado e estavam ingurgitados.

Da analise feita por ano e espécie de ixodideo, verificAmos que o maior nimero de ixodideos foi
recolhido em 2020. Verificamos ainda, que /. ventalloi foi a espécie mais predominante no outono e R.
pusillus a espécie mais predominante na primavera (Figura 3.1). Apesar do numero de ixodideos ter

sido superior em 2020, a proporgao de /. ventalloi e R. pusillus foi idéntica a 2019.

120
104
8
3 100
<
S 80
8
% 60 50 B Hyalomma lusitanicum
3 Ixodes ventalloi
X 40 26
v Rhipicephalus pusillus
o 20 14 17 16 12
= Agn5 2 2 1 Rhipicephalus sanguineus
0 |
Outono Primavera Outono Outono Primavera
2018 2019 2020

Ano/estacdo de captura

Figura 3.1- Andlise das espécies de ixodideos colhidos nos linces ibérico por ano/estagao.

Do total dos 253 ixodideos identificados, foi realizada a confirmag&o molecular em 26,2% (44/168) de
1. ventalloi, 22,4% (17/76) de R. pusillus e 50% (3/6) de H. lusitanicum.

Da analise das sequéncias nucleotidicas, . ventalloi foi a espécie em que encontramos maior

variabilidade intraespecifica. Foram observados 16 (26,1%) polimorfismos, e cada sequéncia protétipo
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destes polimorfismos foi depositada na base de dados do GenBank. As suas relagdes filogenéticas

podem ser observadas na arvore filogenética da figura 3.2. Nas sequéncias de R. pusillus encontramos

oito (22,3%) polimorfismos (Figura 3.3). No H. lusitanicum encontramos trés polimorfismos (anexo 1).

Do total de 42 moscas recolhidas, todas eram da mesma espécie. As duas sequéncias analisadas

(2/42) das moscas hipoboscideos testadas, ambas apresentavam 100% (658/658bp) de identidade

para o gene COIl de Hippobosca longipennis (MK405667) sugerindo pertencerem a esta espécie. As

sequéncias das duas pulgas recolhidas e testadas, apresentavam 100% (513/513bp) de identidade

para o gene COIl de Ctenocephalides felis (MG586657).
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Figura 3.2- Filogenia do género Ixodes baseado na andlise de 456 bp do gene 16S rRNA. Arvore filogenética
inferida pelo método Maximum Likelihood baseado no modelo Hasegawa-Kishino-Yano. Os numeros
representam a percentagem de arvores em que os taxa associados ficaram juntos depois de 1000
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simulagdes. Os circulos assinalados representa as sequéncias obtidas neste estudo.
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Figura 3.3- Filogenia do género Rhipicephalus baseado na analise de 460 bp do gene 16S rRNA. Arvore
filogenética inferida pelo método Maximum Likelihood baseado no modelo Tamura-Nei (Tamura e Nei,
1993). Os numeros representam a percentagem de arvores em que os taxa associados ficaram juntos

depois de 1000 simulagdes. Os circulos assinalados representam as sequéncias obtidas neste estudo.
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1.2. Deteg¢ao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nos ectoparasitas

Do total de 253 ixodideos testados para detecdo de DNA de Rickettsia spp., seis (2,4%) exemplares
foram positivos. Foi detetada R. helvetica em trés I. ventalloi; R. sibirica mongolitimonae em dois R.

pusillus e R. massiliae em um R. sanguineus (Quadro 3.2).

A andlise das sequéncias de R. helvetica mostraram 100% de identidade relativamente aos genes gltA
(341/341bp) e OmpB (382/382bp) de sequéncias de R. helvetica encontradas na Russia (KP866150) e
no Japao (LC461080). As sequéncias de R. sibirica mongolitimonae mostraram 100% de identidade
para os genes OmpA (491/491bp) (MF379309) e OmpB (464/464pb) (AF123715), com sequéncias
previamente descritas em Portugal. No que respeita a analise da sequéncia de R. massiliae, esta
apresentou uma identidade de 100% (341/341bp) para o fragmento que codifica o gene gltA de uma

sequéncia obtida em ixodideos colhidos em Franga (MK608658).

No que se refere a pesquisa de Cytauxzoon spp., encontramos trés (16,7%) ixodideos positivos num
total de 18 estudados. A detegéo deste agente foi realizada por PCR em tempo-real e foi detetado em
H. lusitanicum, R. pusillus e |. ventalloi. Foi ainda feito um PCR convencional usando primers

especificos para Cytauxzoon felis, mas ndo obtivemos amplificacao.

Em relagdo a detegdo de Hepatozoon, foram encontrados dois (2,8%) ixodideos positivos em dois H.
lusitanicum dos 71 ixodideos testados. As sequéncias analisadas para o gene 18S rRNA mostraram
uma identidade de 100% (625/625bp) com Hepatozoon felis (MH656727), detetado previamente num

gato na Croécia.

As duas pulgas testadas foram negativas para todos os agentes, incluindo Rickettsia spp, Bartonella
spp., Babesia spp./Theleria spp., Cytauxzoon e Hepatozoon. Todas as moscas testadas para os

mesmos agentes (10/42) foram negativas (Quadro 3.1).

1.3. Deteg¢dao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nas amostras de
sangue dos linces ibéricos

Foram testadas 39 amostras de sangue total de linces. Da pesquisa realizada para varios agentes,
Rickettsia spp., Bartonella spp., Babesia spp., Theleria spp., Cytauxzoon spp. e Hepatozoon spp., foram
detetados 24 (61,5%) positivos para Hepatozoon e 13 (33,3%) para Cytauxzoon. A analise da
sequéncia de DNA que codifica para o gene 18S rRNAI, mostrou 100% de identidade com Hepatozoon
felis (MH656727) encontrado em gato na Croacia (Quadro 3.1). Nao foi possivel determinar a espécie
de Cytauxzoon presente. Foi ainda realizado um PCR convencional com primers especificos de C. felis,
dos linces positivos, ao qual ndo obtivemos amplificados, pelo que se deduz que poderam estar

infetados com outras espécies de Cytauxzoon.
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1.4.Detecdo de anticorpos anti-Rickettsia e anti-Bartonella por Imunofluorescéncia

indireta em soros de lince ibérico

Foram testados 39 soros de linces, e do total de soros analisados foram encontrados 32 (82,1%) linces
com anticorpos IgG anti-Rickettsia e 16 (41,0%) com anticorpos IgG anti-Barfonella. No que respeita
aos anticorpos contra Rickettsia, nove (23,1%) tinham anticorpos com um titulo de 128; 12 (30,8%) com
titulo de 256 e 11 (28,2%) com titulo de 512. Relativamente a presenca de anticorpos anti-Bartonella,

10 (25,6%) linces apresentaram titulos de 64 e seis (15,4%) tinham titulos superiores a 128.

Quadro 3.1- Resultados da pesquisa de agentes no sangue dos linces e resultados da serologia
nos soros dos mesmos.

Agentes patogénicos testados PCR Serologia

% (positivos/testados) % (positivos/testados)
Bactérias
Rickettsia spp. 0% (0/39) 82,1% (32/39)
Bartonella spp. * 0% (0/39) 41,0% (16/39)

Protozodrios

Babesia spp./ Theileria spp. 0% (0/39)
Cytauxzoon spp.* 33,3% (13/39)
Hepatozoon felis 61,5% (24/39)

*Pesquisa através de PCR em tempo real.
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Quadro 3.2- Resultados da pesquisa de agentes patogénicos nos ectoparasitas colhidos de linces ibéricos.

Ectoparasitas

Detec¢do de DNA de agentes patogénicos % (positivos/testados)

N Sexo Bartonella spp.  Babesia spp./  Cytauxzoon spp.* Hepatozoon spp. Rickettsia spp.  Espécies detetadas
total (M;F) Theleria spp.
Espécie de pulgas
Ctenocephalides felis 2 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2) 0% (0/2)
Espécies de ixodideos
Hyalomma lusitanicum 6 3M; 3F 0% (0/6) 0% (0/4) 33,3% (1/3) 33,3% (2/6) 0% (0/6) Hepatozoon felis
Ixodes ventalloi 168 71M;97F 0% (0/81) 0% (0/81) 10% (1/10) 0% (0/33) 1,8% (3/168) Rickettsia helvetica
Rhipicephalus pusillus 76 31M; 45F 0% (0/31) 0% (0/29) 20% (1/5) 0% (0/30) 1,3% (2/76) R. sibirica
mongolitimonae
R. sanguineus 3 1M; 2F 0% (0/3) 0% (0/2) 0% (0/2) 33,3% (1/3) R. massiliae
Espécie de moscas
Hippobosca longipennis 42 0% (0/10) 0% (0/10) 0% (0/2) 0% (0/10) 0% (0/10)
TOTAL 297 106M; 147F 0% (0/133) 0% (0/128) 13,6% (3/22) 2,4% (2/83) 2,3% (6/265)

*Pesquisa através de PCR em tempo real.
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2. Cavalos daraga Garrana
2.1. Caracterizagdo morfolégica e molecular dos ectoparasitas

Nos anos de 2019 e 2020, no més de julho, foram colhidos um total de 115 ixodideos nos cavalos da
raca Garrana. Foram identificadas trés espécies diferentes pertencentes a dois géneros distintos de
ixodideos: R. bursa (78,3%), R. sanguineus (18,3%) e H. marginatum (3,4%). Todos os ixodideos
identificados eram adultos, com 66 fémeas (57,4%) e 49 machos (42,6%). Sendo que aproximadamente

57% dos ixodideos estavam ingurgitados.

Do total de ixodideos identificados foi realizada a confirmagdo da espécie de alguns exemplares
utilizando o gene 16S RNA. Foram confirmadas molecularmente 9 (9/90) espécies de R. bursa. Todas
as sequéncias analisadas eram idénticas 100% (401/401bp) com R. bursa (MT302761) descrito em
cabra-selvagem, na Turquia. No que respeita a espécie de R. sanguineus, foi confirmada
molecularmente em dois exemplares (2/21), que apresentaram uma identidade de 100% (403/403bp)

com R. sanguineus (KT382469) descritos em cées nos EUA.

As sequéncias obtidas de R. sanguineus e R. bursa estdo presentes na arvore filogenética mostrada
na figura 3.3, conjuntamente com as outras sequéncias do género Rhipicephalus descritas neste

trabalho.

2.2.Detecdo molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nos ectoparasitas

Do total de 115 ixodideos testados para detecdo de DNA de Rickettsia spp., 24 (20,9%) exemplares
foram positivos. Vinte e um (18,3%) R. bursa, dois (1,7%) R. sanguineus e um (0,9%) H. marginatum
(Quadro 3.3). Nos R. bursa identificados, foi detetada uma sequéncia nucleotidica de DNA com 100%
de identidade com Candidatus Rickettsia barbariae, em ambos os genes OmpA (488/488bp)
(MK028340) e OmpB (775/775bp) (DQ423363.1). Foi também detetado num R.bursa e num R.
sanguineus uma sequéncia de DNA com uma identidade de 100% no gene gltA (341/341bp) de R.
massiliae (MK608658) e 99,79% de identidade com o gene OmpA (469/470bp) (MG521363). Noutro R.
sanguineus foi detetada uma sequéncia de DNA com 99,8 % (489/490bp) de identidade com R. conorii
para o gene OmpA (KR401144), encontrado em cdo na Espanha. Num H. marginatum, detetamos uma
sequéncia nucleotidica com 100% (341/341bp) de identidade ao gene gItA de R. aeschlimannii
(MK608659) encontrado na Franga.

Testamos também todos os 115 ixodideos para a presenga de DNA de piroplasmideos, nomeadamente
Babesia spp. e Theileria spp. Obtivemos 31 ixodideos positivos (30 R. bursa e um R. sanguineus). Seis
(5,2%) exemplares foram positivos para Babesia caballi e 25 (21,7%) exemplares positivos para
Theleria equi (Quadro 3.3). Dos 115 ixodideos, seis R. bursa estavam co-infetados com Candidatus

Rickettsia barbariae e Theileria equi, € um estava co-infetado com B. caballi.
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2.3. Tentativa de isolamento de rickettsias a partir de ixodideos

No ano de 2021, todos os ixodideos (n=36) colhidos nos cavalos Garranos, foram usados para tentativa
de isolamento de Rickettsia. Dos exemplares colhidos, 29 (80,6%) eram R. bursa e sete (19,4%)

R.sanguineus. Todos os ixodideos eram adultos, dos quais, 17 (47,2%) fémeas e 19 (52,8%) machos.

Da totalidade das tentativas de isolamento, foi observado crescimento de rickettsias em duas (5,6%)
culturas a partir de macerados de R. bursa. Este crescimento foi detetado ao fim de 14 dias nos frascos
colocados a 28°C, por observacédo de um raspado das células do frasco de cultura e da detegao das
rickettsias por IFA. Foi realizada uma subcultura do isolamento e retirada também uma aliquota para

extracdo de DNA. Foi realizado PCR e sequenciagao da Rickettsia isolada.

A detegdo e sequenciagdo das amostras com base num fragmento do gene que codifica a proteina
externa outer membrane protein (ompA), revelaram uma sequéncia com 99,8% (488/489bp) de
identidade relativamente a sequéncia Candidatus Rickettsia barbariae (MK028340) disponivel na base
de dados do GenBank.

A manutencgdo da cultura ndo foi bem-sucedida, pelo que requer que novas tentativas a partir das

aliquotas congeladas.
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Quadro 3.3- Resultados da pesquisa de agentes patogénicos nos ectoparasitas colhidos nos cavalos garranos.

Ectoparasitas recolhidos

Agentes patogénicos detetados por PCR (positivos/testados)

N Sexo Candidatus Ixodideos com agente
total (M;F) R. barbarie R. massiliae R. conorii R. aeschlimannii Babesia caballi Theleria equi % (positivos/testados)
Espécies de ixodideos
Rhipicephalus bursa 920 45M; 45F 22.2% (20/90) 1,1% (1/90) 0% (0/90) 0% (0/90) 6,7% (6/90) 26,7% (24/90) 56,7% (51/90)
Rhipicephalus sanguineus 21 4M; 17F 0% (0/21) 4,8% (1/21) 4,8% (1/21) 0% (0/21) 0% (0/21) 4,8% (1/21) 14,3% (3/21)
Hyalomma marginatum 4 OM; 4F 0% (0/4) 0% (0/4) 0% (0/4) 25% (1/4) 0% (0/4) 0% (0/4) 25% (1/4)
Total 115  49M; 66F 17,4% (20/115)  1,7% (2/115) 0,9% (1/115)  0,9% (1/115) 5,2% (6/115) 21,7% (25/115)  47,8% (55/115)
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3. Aves Selvagens

3.1.Caracterizagao morfolégica e molecular dos ectoparasitas

Os ectoparasitas foram colhidos durante os meses de outono de 2020 e os meses de verdo de 2021,
em 34 aves selvagens de oito espécies diferentes, identificadas no EVOA (Quadro 3.4). Foram colhidos
um total de116 ectoparasitas, dos quais 95 (81,9%) ixodideos, 20 (17,2%) piolhos e uma (0,9%) mosca
hipoboscideo. Todos os ixodideos pertenciam a mesma espécie H. marginatum. Num total de 95
ixodideos, 91 (95,8%) eram ninfas, duas (2,1%) larva e duas (2,1%) fémeas (Quadro 3.4). Oitenta e

quatro por cento dos ixodideos estavam ingurgitados.

Dos ixodideos identificados, foi realizada a confirmagao da espécie de alguns exemplares utilizando o
gene 16S rRNA. Foram confirmadas, usando os marcadores moleculares, 10,5% (10/95) das espécies

de H. marginatum, cuja a analise das sequéncias mostrou a existéncia de quatro polimorfismos (Anexo

1).

Os piolhos e a mosca foram apenas identificados com base nos dados moleculares (gene COI). As
sequéncias de DNA dos piolhos apresentaram 100% (382/382bp) de identidade com o gene COI de
Trinoton querquedulae (AF385015), encontrado em pato-real nos EUA e a mosca hipoboscideo
apresentava uma sequéncia com 100% (658/658bp) de identidade com o gene COIl de Ornithomya
biloba (MF496010), descrita na Republica Checa.

3.2.Detecdo molecular de rickettsias nos ectoparasitas

Do total de 95 ixodideos testados para detecdo de DNA de Rickettsia spp., 11 (11,6%) exemplares
foram positivos, nomeadamente uma larva e 10 ninfas (Quadro 3.5). Dos 11 H. marginatum positivos,
todas as sequéncias eram idénticas. A analise através do BLAST mostrou 100% de identidade para
varios genes como, gltA. (341/341bp) (MK608659), OmpA (491/491bp) (MH932058) e OmpB
(775/775bp) (KU961544) de R. aeschlimannii.

Todos os H. marginatum positivos foram detetados em passeriformes, uma ordem da classe Aves que
agrupa aves vulgarmente conhecidas como passaros. Foram positivas sete ninfas e uma larva, de trés
individuos da espécie Acrocephalus scirpaceus (Rouxinol-pequeno-dos-cani¢os), uma ave migradora
nidificante. Duas ninfas de dois individuos da espécie Saxicola rubicola (Cartaxo-comum), ave
residente no EVOA. Uma ninfa de um individuo da espécie Euplectes afer (Bispo-de-coroa-amarela),

um passeriforme residente.

Do total de 20 piolhos, foram testados 13 (65%), para Rickettsia e todos foram negativos, assim como

a mosca hipoboscideo testada (Quadro 3.5).
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Quadro 3.4- Lista das espécies de aves selvagens e os respetivos ectoparasitas colhidos.

Espécies de ectoparasitas
Ixodideos Piolhos Moscas
(numero/fase)
Espécie das aves Fenologia na N2 de individuos  H. marginatum  T. querquedulae O. biloba
area de estudo infestados
Passeriformes
Acrocephalus scirpaceus* MN 6 1L; 18N; 1F
(Rouxinol-pequeno-dos-canigos)
Euplectes afer* R 2 4N
(Bispo-de-coroa-amarela)
Hirundo rustica MN 1 1
(Andorinha-das-chaminés)
Saxicola rubetra MP 1 55N
(Cartaxo-nortenho)
Saxicola rubicola* R 6 1L; 14N; 1F
(Cartaxo-comum)
Anseriformes
Anas acuta | 4 4
(Arrabio)
Anas crecca | 12 13
(Marrequinha-comum)
Anas platyrhynchos R 2 3
(Pato-real)
Total 34 2L; 91N; 2F 20 1

Fenologia: R- Residente; MN - Migrador nidificante; MP -Migrador de passagem; | — Invernante

L- Larva; N- Ninfa; F- Fémea

*Espécie com ixodideos positivos para Rickettsia spp.

Quadro 3.5- Resultados da pesquisa de Rickettsia spp. nos ectoparasitas colhidos em aves selvagens.

Ectoparasitas Total Fase ciclo de vida Rickettsia spp. Espécie detetada
% (positivos/testados)

Espécie de ixodideo L N A

Hyalomma marginatum 95 91 2F 11,6% (11/95) R. aeschlimannii

Espécie de piolho

Trinoton querquedulae 20 0% (0/13)

Espécie de mosca

Ornithomya biloba 1 0% (0/1)

Total 116 10,1% (11/109)

L- Larva; N- Ninfa; A- Aulto; F- Fémea

59



Animais domésticos

3.3. Caracterizagao morfolégica e molecular dos ectoparasitas

Em 2021, durante os meses de primavera (margo, abril e maio), foram recolhidos ectoparasitas de cinco
caes e 13 gatos que chegaram a Associag¢ao Focinho’s, no concelho de Alcacer do Sal. Foi colhido um
total de 66 ectoparasitas, dos quais 34 (51,5%) ixodideos e 32 (48,5%) pulgas. Foram identificadas
duas espécies diferentes de ixodideos, pertencentes ao mesmo género: R.sanguineus (82,4%) e
R.pusillus (17,6%). Todos os ixodideos identificados eram adultos, correspondendo 21 fémeas (61,8%)
e 13 machos (38,2%). Todas as pulgas foram identificadas como Ctenocephalides felis, ndo tendo sido

possivel identificar o sexo das mesmas (Quadro 3.6).

Do total de pulgas detetadas, foi realizada a identificagdo molecular em 15% (5/32) dos exemplares.
onde todas apresentavam sequéncias idénticas, com 100% (491/491bp) de identidade com o gene COI
de C. felis de sequéncias do GenBank (MN268683).

3.4.Detecao molecular de rickettsias nos ectoparasitas

Dos 24 R. sanguineus colhidos nos caes que foram testados para a presengca de DNA de Rickettsia
spp., apenas um (4,2%) exemplar foi positivo. A andlise do fragmento da sequéncia do gene gltA,
mostrou uma identidade de 99% (381/382bp) com R. massiliae (MT309038).

Nos gatos, foram colhidos quatro R. sanguineus e seis R. pusillus e foram testados para a presencga de
DNA de Rickettsia spp.. Todos os exemplares de R. pusillus foram negativos e trés (75%) R.

sanguineus foram positivos para R. massiliae (Quadro 3.6).

Das 32 pulgas colhidas, testamos 22 para a presenga de DNA de Rickettsia spp. e as restantes foram
congeladas a -80°C para futuras tentativas de isolamentos. Das 22 pulgas testadas, seis (27,3%) foram
positivas (Quadro 3.6). A andlise das sequéncias do gene gItA revelaram 100% (341/341bp) de
identidade com R.felis (MT048288) em cinco pulgas e R. asembonensis (MN003394) em uma pulga.
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Quadro 3.6- Resultados da pesquisa de Rickettsia spp. nos ectoparasitas colhidos dos animais domésticos

(cées e gatos).

Ectoparasitas

Detecdo de DNA de agentes patogénicos
% (positivos/testados)

N total Sexo Rickettsia spp. Espécies detetadas
(M; F)
Espécies de ixodideos
Rhipicephalus sanguineus 28 11M; 17F 14,3% (4/28) R. massiliae
Rhipicephalus pusillus 6 2M; 4F 0% (0/6)
Espécie de pulga
Ctenocephalides felis 32 27,3% (6/22) R. felis
R. asembonensis
Total 66 17,9% (10/56)

3.5.Detecdo molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nas amostras de sangue

dos caes

Foi feita a pesquisa de Rickettsia, Babesia e Theleria em 27 amostras de sangue colhidas em caes de

canil, onde se incluem os cinco caes parasitados. Nao foi detetado DNA de nenhum dos agentes

patogénicos nesta matriz bioldgica (Quadro 3.7).

3.6.Detegao de anticorpos anti-Rickettsia por Imunofluorescéncia indireta em soros de caes

Foram testados 27 soros dos caes do canil e, do total de soros analisados, foram encontrados sete

(25,9%) cées com anticorpos IgG anti-Rickettsia (Quadro 3.7). Cerca de dois (7,4%) tinham anticorpos

com um titulo de 128, trés (11,1%) com titulo 256 e dois (7,4%) com um titulo de 512.

Quadro 3.7- Resultados da pesquisa de agentes patogénicos por PCR e serologia no sangue dos caes.

Agentes patogénicos testados PCR Serologia

% (positivos/testados) % (positivos/testados)
Bactérias
Rickettsia spp. 0% (0/27) 25,9% (7/27)

Protozoarios

Babesia spp./ Theileria spp. 0% (0/27)
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Capitulo 4 - Discussao

Conhecer as interagdes entre os agentes patogénicos, os seus artropodes vetores, as espécies que
circulam e os seus hospedeiros que envolvem o ciclo de vida do agente, € de extrema importancia para
caracterizar a sua eco-epidemiologia. Os estudos eco-epidemiolégicos sdo importantes para prever e
identificar potenciais agentes patogénicos para o Homem e animais e possiveis surtos e doengas, como
zoonoses emergentes que possam surgir de focos silvaticos e evoluir para focos urbanos. Os animais
selvagens sao importantes hospedeiros de uma variada gama de artropodes vetores e dos agentes a
eles associados, e comparativamente com os animais domésticos, sdo muito menos vezes estudados
pela dificuldade em capturar estes animais. Os animais selvagens podem ser importantes sentinelas
para identificar os agentes que circulam numa determinada area geografica.

O foco principal neste trabalho, foi identificar que espécies de ectoparasitas parasitam determinados
grupos de animais selvagens e que espécies de rickettsias e outros agentes estdo associados a estes
vetores. Paralelamente, foi também objetivo deste estudo analisar as amostras biolégicas destes
animais, para verificar se eles tinham bacteriémia e qual a sua resposta imunitaria a estes agentes.
Alargamos posteriormente este estudo aos ectoparasitas de caes e gatos domésticos, como estudo
comparativo com os animais selvagens.

Podemos dizer que este é, provavelmente, o primeiro estudo no &mbito dos ectoparasitas e dos seus
agentes zoondticos realizado na populagao de linces ibéricos reintroduzidos em Portugal, assim como
nos cavalos selvagens da raga Garrana residentes no Norte de Portugal. A inclusdo neste estudo da
populacao das aves, pareceu-nos também ser relevante pela escassez de estudos na area da pesquisa

das rickettsias nos ectoparasitas de aves em Portugal.

1. Linces ibéricos

A area do nosso estudo foi 0o PNVG, uma das areas selecionadas em 2015 para a reintrodugéo do lince
ibérico no nosso pais. O nosso estudo abrangeu os ectoparasitas colhidos na populagéo de lince ibérico
atualmente residente no parque, assim como os agentes patogénicos que neles circulam.

Diversos microrganismos transmitidos por vetores sdo conhecidos por infetar felinos domésticos e
selvagens em todo o mundo, incluindo outras espécies de linces, como protozoarios do filo Apicomplexa
(Babesia, Cytauxzoon, Theileria, Hepatozoon) e bactérias do género Bartonella, Rickettsia, etc. As
informagdes sobre agentes patogénicos associados a ectoparasitas de lince ibérico sdo escassas.
Neste estudo, detetamos a parasitar o lince ibérico, quatro espécies de ixodideos: I. ventalloi, R.
pusillus, H. lusitanicum e R. sanguineus, uma espécie de pulga C. felis e uma espécie de mosca
hipoboscideo, H. longipennis. Todas estas espécies de ectoparasitas encontradas nos lince ibéricos da
populacao reintroduzida em Portugal, a excegéo de C. felis, ja havia sido antes descrita na populagéo

de linces ibéricos na Sierra Morena e Dofana em Espanha (Marquez & Millan, 2009; Millan et al.,

63



2007b). Este facto da-nos uma ideia mais concreta sobre alguma especificidade que determinados
vetores tém para algumas espécies.

Todos os ixodideos recolhidos eram adultos, o que pode estar relacionado com a época da colheita do
ano. Contudo, devemos salvaguardar que este facto pode também ter resultado do operador (médico
veterinario), ao remover estes parasitas aleatoriamente, o possa ter feito porque a visualizagao e
remocao de fases adultas sera mais facil. O facto de termos também uma percentagem pequena de
pulgas na amostragem, pode ser devido a maior dificuldade da sua colheita, dada a pequena dimensao
deste ectoparasita.

Verificamos ainda, que ha uma diferenga nas espécies de ixodideos removidas dos linces durante os
meses outubro-dezembro, comparativamente as espécies de ixodideos recolhidas dos linces mortos
nos meses de abril-maio. Durante o outono, /. ventalloi foi a espécie mais prevalente, enquanto nos
meses de primavera a espécie predominante foi o R. pusillus. Ou seja, aparentemente, e mesmo tendo
em conta que colhemos menos carragas na primavera, parece haver uma dindmica sazonal,
dependendo da estagado do ano, em relagao as espécies encontradas.

|. ventaloi e R. pusillus séo as duas espécies mais prevalentes a parasitar o lince ibérico, e sdo também
as mais frequentemente encontradas a parasitar a sua presa principal, o coelho europeu (Oryctolagus
cuniculus) (Remesar et al., 2021). Muito provavelmente, o lince fica parasitado com estas espécies no
ato de predacéo e procura da presa.

Estas espécies ja tinham sido descritas a parasitar linces ibéricos (Marquez & Millan, 2009), gatos e
caes (Pennisi et al., 2015) e também a parasitar outros mamiferos selvagens, tais como, coelhos
(Oryctolagus cuniculus), raposas (Vulpes vulpes), ourigcos (Erinaceus europaeus), alguns roedores e
também aves (Santos-Silva et al., 2006, 2011).

Estas espécies de ixodideos tem uma ecologia endofilica, ou seja, recolhem-se em ninhos do seu
hospedeiro principal, ndo estando presente livre na vegetacao, podendo ocasionalmente encontrarem-

se fora de tocas de coelhos, e consequentemente, podem parasitar outros hospedeiros.

Uma evidéncia que reforga a ecologia endofilica destas espécies, esta relacionado com um estudo que
foi realizado no PNVG (2012-2014) na mesma area, mas em que nunca foi detetada a presencga de /.
ventalloi ou R. pusillus na vegetacdo (Santos-Silva et al., 2017). Neste mesmo trabalho, R. pusillus sé
foi detetado em gineta-europeia (Genetta genetta) e gatos (Felis catus), espécies simpéatricas do lince
ibérico no PNVG (Santos-Silva et al., 2017). Por estes motivos, é essencial que quando se realizam
estudos sobre a eco-epidemiologia dos vetores e dos seus ciclos de vida, tenhamos em conta os seus
hospedeiros e 0 seu habitat. Muitas das vezes, os ectoparasitas associados a determinados animais
podem néo ser o reflexo dos ectoparasitas encontrados na vegetagéo e noutros animais. Este aspeto
revela a importancia da pesquisa destes ectoparasitas em populagdes de animais especificas e ndo s6

na area onde eles habitam.

As baixas prevaléncias de parasitacao do lince com H. lusitanicum e R. sanguinues, leva-nos a querer

que nao sejam espécies que frequentemente se alimentem em linces, mas como sao frequentemente
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encontradas na vegetacdo em busca de um hospedeiro, € normal que esporadicamente, nao tendo

outros animais para se alimentar, que parasitem o lince.

Quanto aos insetos encontrados a parasitar os linces, detetamos moscas hipoboscidae H. longipennis,
também designadas de mosca-piolho do cdo. Embora, H. longipennis seja um parasita muito comum
de carnivoros domésticos e selvagens, particularmente na Africa Oriental, Norte Africa e Médio Oriente,
a espécie tem sido relatada ocasionalmente noutros paises, principalmente a parasitar caes
domeésticos. A maioria dos registos europeus s&o em regides com clima mediterraneo quente, como
Espanha, Italia, Grécia, Chipre e Bulgaria (Reeves & Lloyd, 2019). A presenca de H. longipennis pode
ser relevante, uma vez que pode ser um potencial vetor de microrganismos patogénicos para animais
e para o Homem. Ja foi relatada a sua potencial capacidade vetorial na transmissdo de um nematodo
Acanthocheilonema dracunculoides e outros (Rani et al., 2011).

Neste estudo, das 10 moscas testadas para os agentes selecionados, nenhuma foi positiva. Contudo,
devemos ter sempre em conta que mesmo que os vetores ndo estejam infetados, eles podem causar
outro tipo de reagbes, como prurido, irritagéo da pele e desconforto para seus hospedeiros (Reeves &
Lloyd, 2019).

Detecdao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nos seus ectoparasitas

O estudo molecular dos ixodideos colhidos nos linces, revelou a presenga de trés espécies de
Rickettsia: R. sibirica mongolitimonae, R. helvetica, e R. massiliae, em R. pusillus, I. ventalloi, e R.
sanguineus, respetivamente. Estas espécies ja tinham sido descritas previamente em Portugal, mas
esta é a primeira vez que as detetamos em ectoparasitas colhidos em linces-ibéricos em Portugal.

R. sibirica mongolotimonae é uma Rickettsia patogénica para o Homem e estdo descritos casos em
doentes Portugueses (De Sousa et al., 2006). R. pusillus é o principal vetor desta Rickettsia em
Portugal, Franca e Espanha, e noutros paises tem sido detetada no género Hyalomma. Curiosamente,
R. sibirica mongolotimonae foi descrita pela primeira vez num sacarrabos (Herpestes ichneumon)

encontrado na mesma area do PNVG (De sousa et al., 2006).

R. helvetica esta associada a transmissao por carragas do género /xodes e ja tinha sido encontrada em
1. ventalloi colhidos em linces ibéricos em Espanha (Marquez & Millan, 2009), em gatos em ltalia
(Pennisi et al., 2015), e em aves em Portugal (Santos-Silva et al., 2006). E transmitida pelo mesmo
vetor da Borrelia s.l., mas existem muito poucos casos descritos de infecado no Homem (De Sousa R.,
2019; Parola et al., 2005).

R. massiliae esta associada a ixodideos do género Rhipicephalus, € é a espécie de Rickettsia mais
frequentemente encontrada neste género, comparativamente com R. conorii, também associada ao
mesmo vetor. Estdo descritos alguns casos de infegdo no Homem em Franga (Vitale et al., 2006) Italia
(Cascio et al., 2013) e Roménia (Zaharia et al., 2016) e em caes. Contudo, no estudo realizado em

cdes em Portugal e que revela a detecdo de R. massiliae (Barradas et al., 2020), tem algumas
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incongruéncias que nos sugerem que a sua detegao possa ter sido resultado de contaminagdes com
os ixodideos estudados na mesma altura. O facto de nao conseguirem ter amplificado mais nenhum

gene para além do gltA, revela fortes indicios de uma contaminagéo laboratorial.

Estudamos também a presencga de protozoarios do filo Apicomplexa (Babesia, Cytauxzoon, Theileria,
Hepatozoon), que afetam carnivoros selvagens e domésticos. Por motivos econdmicos, nao foram
pesquisados em todos os ectoparasitas colhidos nos linces e foram selecionadas aleatoriamente um

numero de ixodideos, pulgas e moscas, onde foram pesquisados esses agentes.

Detetamos DNA de Hepatoxzoon felis em dois machos de H. lusitanicum colhidos do mesmo lince
ibérico. Existem poucos estudos sobre H. felis até ao momento e ndo estdo descritos quais os seus
vetores artrépodes, tendo sido apenas detetada a presenga de DNA em algumas espécies de
ixodideos, como por exemplo, a detegdo em R. sanguineus (Maia et al., 2014). Contudo, H. felis nunca
foi anteriormente detetado em H. lusitanicum. Outras espécies de Hepatozoon foram encontradas em
pulgas, acaros, piolhos, mosquitos e flebotomineos e por isso sera provavel que H. felis também possa
ser transmitido por um artrépode hematofago. Este achado pode ser importante na epidemiologia de
H. felis em Portugal, uma vez que podera ser um possivel vetor. Mas este facto precisa de estudos
mais aprofundados, como pesquisa de odcitos de H.felis nos tecidos do ixodideo. Por outro lado, este
facto pode estar relacionado com a parasitagédo do lince ibérico e de este poder estar infetado com H.
felis, uma vez que a sequéncia encontrada no lince é igual a sequéncia encontrada no ixodideo. E
também pelo facto de que no estudo realizado por Santos-Silva e colaboradores no PNVG, nenhum H.
lusitanicum ter sido encontrado com Hepatozoon spp.

Ou seja, uma vez que este protozoario nao é transmitido via picada de um artrépode e sim pela ingestao
do mesmo, ndo nos parece que haja uma relagao entre a elevada prevaléncia de H. felis nos linces

ibéricos e este achado no H. lusitanicum.

H. lusitanicum esta também associado a transmissao de Theileria annulata (Viseras, 1999) e também
ja foi encontrado DNA de Rickettsia, Anaplasma phagocytophilum, Coxiella burnetii entre outros
agentes, nesta espécie de ixodideo (CEVDI, 2021; Gonzalez et al., 2020; Santos-Silva et al., 2017).
Apesar de H. marginatum estar mais frequentemente associado a espécie R. aeschlimannii em
Portugal, ja foi detetada R. aeschlimannii em H. lusitanicum no &mbito do programa REVIVE (Relatério
REVIVE, 2018).

Detecdao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nas amostras de sangue

De 39 sangues de linces analisados para a presenga de bactérias do género Rickettsia e Bartonella e
protozoarios Babesia, Theileria, Cytauxzoon e Hepatozoon, todas as amostras foram negativas a
excegao de Hepatozoon felis, que foi positivo em 61,5% (n=24) dos linces ibéricos e Cytauxzoon spp.
em 33,3% (n=13) da amostra. Ndo foram detetados linces bacteriémicos, ao contrario de estudos
anteriores que relatam uma prevaléncia de 37% em Lynx rufus (EUA) e 33,3% em Lynx pardinus
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(Espanha) relativamente a presenca de Bartonella henselae (Kosoy & Goodrich, 2018; Meli et al., 2009).
No entanto, estudos realizados em gatos em Portugal descrevem uma prevaléncia de Bartonella spp.
no sangue que variam entre 1,5% (Maia et al., 2014) a 46,1% (Alves et al., 2009).

Relativamente ao H. felis, a alta prevaléncia encontrada, pode indicar que o lince ibérico possa
desempenhar um papel no ciclo de vida deste parasita e na epizootia da hepatozoonose em Portugal
e deve ser investigado. Este é o primeiro relato de Hepatozoon felis em sangue de lince ibérico. Em
Portugal este protozoario foi relatado no sangue de gatos com uma prevaléncia de 5,7 %, em gatos no
sul de Portugal (Maia et al., 2014) e gatos no norte e centro do pais com uma prevaléncia de 13.8%
(Vilhena et al., 2013). H. felis € uma espécie conhecida por causar doenga principalmente em gatos
(Baneth et al., 2013).

Até ao momento, ndo se sabe exatamente o modo de infecdo dos felinos por esta espécie de
Hepatozoon, uma vez que nenhum vetor artropode ainda foi confirmado. Mas tendo em conta que os
parasitas deste género tém como hospedeiro definitivo um artrépode vetor, associa-se que seja
transmitido de igual forma que outros, através da ingestao de ixodideos.

A possibilidade de haver mais do que uma rota de transmissao € possivel, uma vez que outras espécies
de Hepatozoon sao transmitidos tanto por vetores artropodes quanto por outras vias, como por
exemplo, H. canis é transmitido por R. sanguineus, e por via transplacentaria, e H. americanum é
transmitido pelo Amblyomma maculatum e por carnivorismo (Johnson et al., 2009) (Baneth, 2011).
Para este resultado propomos varias hipoteses para haver uma prevaléncia de infe¢do por H. felis tao
elevada. Sendo este um parasita transmitido através da ingestao de artropodes vetores infetados, leva-
nos a querer que a predagao do coelho-europeu, possa estar ligado com esta alta prevaléncia de H.
felis, no entanto das espécies de ixodideos que mais vulgarmente parasitam o coelho, nenhuma foi
positiva para Hepatozoon.

Outra hipétese tem haver também com a predacao, mas a passagem do protozodrio nao se realiza por
ingestédo de oocitos de H. felis presentes nos artrépodes vetores, mas sim por ingestao de tecidos do
hospedeiro mamifero infetado com merozoitos de H. felis.

Outra possibilidade é que os linces sao reservatorios deste protozoario e que o mantém em circulagao
e infetam posteriormente os ixodideos ou outros vetores.

Sao necessarios estudos mais aprofundados para perceber se estes linces tém infecado de merozoitos
nos tecidos musculares ou se estes estdo persentes como gametdcitos nos seus leucdcitos e
mondcitos. Uma coincidéncia que podera estar relacionado com a alta prevaléncia de infecdo por H.
felis, é a atividade aumentada de desidrogenase lactica (LDH) em 64,3% dos linces analisados e a da
creatinofosfoquinase (CPK) (dados ndao mostrados) e que podem sugerir que os linces possam ter
algum dano no tecido muscular causados por H. felis.

A infecdo transplacentaria, também pode ser uma possibilidade, uma vez que 53,5% dos linces
analisados tem menos de 1 ano de idade e 39,5% deles ja estéo infetados, assim como algumas das
suas progenitoras (dados n&o mostrados). Esta hipétese ja foi demostrada num estudo com gatos na
Espanha (Baneth et al., 2013).

A hepatozoonose felina parece ser principalmente subclinica, visto que uma alta propor¢ao da

populacdo esta infetada sem manifestagcbes clinicas aparentes. A sua ampla distribuicdo geografica
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pode ser devida a transmissao por algum vetor com uma distribuigcdo global, como uma espécie de
pulga, acaro ou ixodideo ou até mesmo uma mosca hipoboscideo, ou a vias alternativas de transmissao
altamente bem-sucedidas, como transmissao transplacentaria ou carnivorismo de um hospedeiro

intermediario de vida selvagem ainda desconhecido.

Detetamos ainda 33,3% dos linces positivos para Cytauxzoon spp., mas nao foi possivel confirmar a
espécie. Foi realizado um PCR convencional com primers especificos para a espécie Cytauxzoon felis,
ao qual nao obtivemos positivos. O que nos leva a querer que estes possam estar infetados com outras
espécies de Cytauxzoon, que tém vindo a ser reportadas em felinos na Europa (Panait et al., 2021).
Este resultado vai de encontra com os relatos de infecao por Cytauxzoon spp. na populagdo de linces

ibéricos de vida livre da Serra Morena, na Andaluzia, Espanha (Meli et al., 2009; Millan et al., 2007).

Detecdo de anticorpos anti-Rickettsia e anti-Bartonella por Imunofluorescéncia indireta em

soros de lince ibérico

No sentido de perceber a exposicdo e a resposta imunitaria dos linces a rickettsias e Bartonella,
investigamos a presencga de anticorpos especificos nestes animais. Do total dos 39 linces analisados
por IFA, 82,1% (32/39) e 41,0% (16/39) apresentavam titulos positivos de anticorpos anti-Rickettsia e
anti-B. henselae, respetivamente. A prevaléncia de anticorpos anti-Rickettsia do GFE obtida neste
estudo, é semelhante a encontrada em linces (Lynx rufus) nos EUA (87%) (Chomel et al., 2004), mas
mais elevada quando comparada com outros felinos, como em gatos domésticos (16,2% e 43,2 %) em

Portugal e noutros paises Europeus (Alves et al., 2009).

Comparando os resultados obtidos por serologia e por biologia molecular nos sangues dos linces
ibéricos, a presencga de anticorpos anti-Rickettsia difere bastante da bacteriémia, uma vez que nenhum
dos linces foi positivo para presenca de Rickettsia spp.. Este facto demonstra possivelmente que os
linces podem apresentar uma rickettsiémia transitéria, e que apesar de se poderem infetar, muito

provavelmente ndo desenvolvem sinais clinicos e ndo sao reservatérios de Rickettsia.

A prevaléncia de anticorpos anti-B.henselae obtida neste trabalho, é semelhante aos valores descritos
em estudos anteriores em felinos domésticos na Europa, lItalia (45,9%)(Ebani et al., 2020), Grécia
(58,8%)(Diakou et al., 2017) e Portugal (48,1%)(Alves et al., 2009), onde foi utilizada a mesma técnica
e o mesmo cut-off de positividade. No entanto nos EUA é descrita uma prevaléncia mais baixa (23,1%)

em linces (Lynx rufus) (Chomel et al., 2004) utilizando a mesma técnica e o mesmo cut-off.
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2. Cavalos de raga Garrana

O estudo realizado nos cavalos Garranos ao longo de dois anos, identificou R. bursa (78,3%) como a
principal espécie de ixodideo que parasita os Garranos. Todas os ixodideos encontrados a parasitar os
cavalos eram adultos. Este facto pode ser devido a estagdo do ano em que foram colhidos (verao) ou

devido a dificuldade da colheita, uma vez que os estados larvares e de ninfa sao dificeis de visualizar.

R. bursa esta descrito em varios paises a parasitar ruminantes, javalis e caes, e ja tinha sido reportado

em cavalos domésticos na regiao Norte do Pais (Ferrolho et al., 2016).

Detecdao molecular de rickettsias e outros agentes patogénicos nos seus ectoparasitas

Do total de 90 R. bursa analisados, 23% foram positivos para Candidatus Rickettsia barbariae. Esta
Rickettsia foi identificada pela primeira vez em R. bursa colhidos em ovelhas no Sul de Portugal e
designada PoTiRb169 (De Sousa et al., 2006). Desde entédo tem sido detetada em varios paises, tanto
em R. bursa (Abdelkadir et al., 2019; Cicculli et al., 2019) como em outras espécies de ixodideos, tais
como R. turanicus e R. sanguineus (Chochlakis et al., 2012; Mura et al., 2008; Waner et al., 2014). Até
hoje ndo ha casos de doenga associados a esta Rickettsia, apesar de esporadicamente estar descrita

a remogéao de R. bursa do Homem (Papa et al., 2016).

Foi também detetado R. massilae num R. bursa e num R.sanguineus, tal como descrito anteriormente
nos R. sanguineus colhidos em linces. Em R. sanguineus colhidos nos Garranos, foi também detetada
R. conorii, 0 agente da febre escaro-nodular e uma das espécies mais patogénicas para o Homem. A
baixa prevaléncia encontrada em ixodideos, deve-se em geral ao facto de esta ter também um efeito

deletério para o seu préprio vetor (Socolovschi et al., 2012).

Quanto a pesquisa de Babesia spp. e Theleria spp., detetamos ixodideos infetados com Babesia caballi
e Theleria equi. Estas duas espécies sado 0s agentes responsaveis pela piroplasmose equina, que é
uma doencga que afeta equideos (cavalos, burros, mulas e zebras). Animais infetados s&o portadores
destes agentes por um longo periodo de tempo e servem como fonte de infe¢cdo para os ixodideos.
Esta doenca é endémica nas regides tropicais e subtropicais, onde os seus vetores sado conhecidos.
Estao confirmados que algumas espécies dos géneros, Dermacentor, Rhipicephalus e Hyalomma sao

vetores competentes destes agentes (Onyiche et al., 2019; Scoles & Ueti, 2015).

Estes protozoarios tém distribuicdo geografica semelhante, uma vez que os vetores associados a sua
transmissdo sdo comuns. Contudo, apresentam ciclos de vida diferentes, onde B.caballi é transmitida
transovaricamente, enquanto que T. equi é transmitida apenas transestadialmente (Scoles & Ueti,
2015). A diferenga de prevaléncia encontrada entre T. equi (21,7%) e B. cabali (5,2%), tem sido relatada
noutros estudos em ixodideos, assim como no sangue de equinos. Esta diferenca nas prevaléncias de
infecdo, pode ser explicado pelo fato de que, equideos uma vez infetados com T.equi permanecem
portadores desse protozoario para o resto da vida como infe¢ao crénica, este facto pode sugerir que,

os ixodideos nao infetados adquirem este agente durante a sua alimentacdo nos equinos
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infetados/reservatérios. No caso de B. cabalii, estes resultados podem sugerir que, R bursa nao seja
um vetor capaz de transmitir este agente transovaricamente e por sua vez manté-lo na natureza, uma
vez que a infecdo de ixodideos por alimentagdo em equinos nao é tao provavel, porque os equinos
infetados que sobrevivem a infe¢do por B. cabalii eliminam completamente este agente da circulagéo

sanguinea passado uns anos (Onyiche et al., 2019).

Em Portugal existem varios estudos em cavalos, nomeadamente na regido Norte, que comprovam que
estes animais tem altas prevaléncias de anticorpos contra estes agentes (Ribeiro et al., 2013). No

entanto, o estudo realizado em vetores é reduzido.

R. bursa é um vetor confirmado de T. equi, mas nao é conhecido como vetor de B. caballi, no entanto,
demostra ter um papel importante na sua distribuicdo, ja tendo sido reportado nesta espécie de
ixodideos anteriormente (Onyiche et al., 2019; Romiti et al., 2020). A deteg¢do de T. equi em R.
sanguineus pode sugerir que este tenha um papel como vetor deste agente, no entanto a sua

capacidade vetorial ainda nao foi comprovada.

Estes estudos sdo fundamentais para compreender o ciclo enzoético desta doenga em Portugal,
demonstrando a importancia de estudar os ectoparasitas, para melhor compreensao da relagédo entre
os vetores e os hospedeiros, poder identificar potenciais agentes que circulam na natureza e o impacto

que tém na populagao destes animais e de outros que estdo em contacto e habitam em areas comuns.

Apesar de nao terem sido realizados estudos serolégicos e/ou moleculares em amostras de sangue
destes animais, seria de todo o interesse compreender o papel destes animais na eco-epidemiologia

de varias espécies de Rickettsia e até mesmo de outros agentes.

De realcar que estes animais podem ser utilizados em praticas desportivas (corridas, equitagéo, etc.) e
turismo equestre, o que propicia o contacto entre os seus ectoparasitas e o Homem, podendo ser

importante na prevengdo de doengas associadas a vetores.
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3. Aves selvagens

Neste estudo foram colhidos ixodideos de aves do EVOA, localizado no estuario do Tejo. Os ixodideos
foram identificados morfologicamente e alguns confirmados por biologia molecular, uma vez que a
identificacdo da espécie de larvas e ninfas requer alguma pericia. Todos os ixodideos identificados
(n=95), eram da espécie H. marginatum e foram identificadas as trés fases evolutivas (2,1%) larvas
(95,8%) ninfas e (2,1%) adultos.

Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores em aves selvagens, onde as fases imaturas
de H. marginatum sao as mais frequentemente reportadas a parasitar aves selvagens (Santos-Silva et
al., 2006). Contudo, em estudos anteriores realizados em Portugal foram identificadas também outras
espécies de ixodideos como: H. lusitanicum, Ixodes ventalloi, I. canisuga, Rhipicephalus sanguineus,

R.pusillus, R. turanicus, entre outros (Silva et al. 2001; Santos-Silva et al., 2006).

Na pesquisa de agentes nos ixodideos colhidos em aves, detetamos a presenga de R. aeschlimannii
(11,6%) em fases imaturas de H. marginatum. Esta espécie de Rickettsia ja foi encontrada a causar
doenga no Homem e, até a data, estao descritos seis casos humanos; quatro em doentes infetados em
Africa e mais recentemente, o primeiro caso europeu, num doente infetado na Grécia (Raoult et al.
2002). As manifestagdes clinicas sao idénticas as de outras rickettsioses (De Sousa R., 2019). De
acordo com o programa REVIVE, a prevaléncia de infegdo para R. aeschlimanni em H. marginatum é

de cerca de 20-25% nos ixodideos recolhidos a nivel nacional (CEVDI, 2021).

A presenca de H. marginatum infetados com R. aeschlimannii foi mais elevada em aves migradoras,
como o Acrocephalus scirpaceus comparativamente as aves residentes. Este facto, demonstra o papel
relevante que estas aves podem ter na disseminagado de carragas infetadas ndo sé com rickettsias,

mas também com outros agentes potencialmente patogénicos para o Homem.

Aves selvagens sdo conhecidas como importantes reservatérios/hospedeiros de alguns ectoparasitas
e agentes patogénicos. As aves migratorias podem viajar milhares de quilémetros e transportar consigo
ixodideos, pulgas, piolhos, moscas entre outros, disseminando-os por varias regides geograficas.
Através dessas rotas migratérias podem ser trazidos novos artropodes vetores, assim como agentes a
eles associados, para uma fauna onde estes nao estdo presentes, dando inicio a um novo ciclo de
transmissao entre as aves selvagens e as populag¢des de animais locais. Embora alguns elementos da
migragdo das aves possam ser previstos (e.g. local de nidificagao), é dificil quantificar o risco que isso
representa em termos de entrada e saida de artropodes vetores e os agentes a eles a associados.

(Sparagano et al., 2015).

No nosso estudo verificamos que os passeriformes sdao mais frequentemente parasitados por
ixodideos, mas podem também transportar outros artropodes hematdfagos. Os anseriformes sao
frequentemente parasitados por piolhos mastigadores e nao ixodideos, uma vez que estes se

encontram no meio aquatico.
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Dos insetos colhidos nestas aves, temos a salientar a identificagdo da mosca Ornithomya biloba
encontrada a parasitar a Andorinha-das-Chaminés (Hirundo rustica), uma espécie migratoria. Esta
mosca ja tinha sido identificada nesta espécie de passeriforme na Eslovaquia (Obonha et al., 2019,
2021). O. biloba € um ectoparasita de passaros e € comum na Europa, no entanto, a sua distribui¢cdo
ainda nao é totalmente conhecida. Esta é a primeira vez que esta espécie de mosca é descrita em
Portugal. Sendo um artropode hematéfago pode vir a ser importantes sob ponto de vista
epidemioldgico, uma vez que ja ha varios relatos de agentes patogénicos noutras espécies de moscas

hisposcideos (Bezerra-Santos & Otranto, 2020).

A espécie de piolho detetada nos anseriformes (Trinofon querquedulae) ja foi detetada no Sul de
Portugal (Tomas et al., 2016). Estes piolhos mastigadores sdo ectoparasitas permanentes e
obrigatérios especificos do hospedeiro, comumente encontrados em passaros. Os piolhos
mastigadores de passaros alimentam-se principalmente de penas e detritos dérmicos, embora algumas
espécies se alimentam de sangue e por isso ndo se sabe se terdo algum papel relevante na transmissao

de potenciais agentes patogénicos.
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4. Animais domésticos

Os ectoparasitas encontrados a parasitar os caes e gatos domésticos recolhidos pela Associacdo de
Protecdo de Animais, foram R. sanguineus, nos caes e R. pusillus, R. sanguineus e pulgas C. felis em
gatos. Estes achados vao de encontro ao ja descrito noutros estudos, realizados quer em Portugal quer

noutros paises da Europa (Alves et al., 2009; Pennisi et al., 2015).

A pulga do gato, C. felis, é a espécie de pulga mais comum a parasitar caes e gatos em todo o mundo,
tendo uma distribuicao cosmopolita. C. felis € um vetor de varios agentes patogénicos para o Homem
incluindo as espécies de Barfonella e Rickettsia (Chomel et al. 2006, Reif & Macaluso 2009). Do total
de 22 pulgas C. felis testadas para Rickettsia, 22,7% foram positivas para R. felis e 4,5% para R.

asembonensis.

Apesar de R. felis ser encontrada geralmente associada a pulga C.felis (Reif & Macaluso, 2009) existem
outras espécies de pulgas que também ja foram encontradas infetadas com esta Rickettsia
(Rakotonanahary et al. 2017). R. felis ja foi encontrada em pulgas de gatos em todos os continentes
(Shaw et al. 2004 Hawley et al. 2007 Gilles et al. 2008 Giudice et al. 2014).

Estudos demostram que R. felis pode ser transmitido entre C.felis por co-alimentagao e acasalamento
(Hirunkanokpun et al., 2011) e outros indicam que R. felis € mantida em C. felis por transmiss&o vertical
(transovarica e transtadial) (Reif & Macaluso, 2009), no entanto ainda n&o foi comprovado nenhum
destes modos de transmissao em pulgas capturadas da natureza. Estudos sugerem que os animais
domésticos como cées e gatos sdo considerados hospedeiros reservatorios (Gracia et al., 2015; Ng-
Nguyen et al., 2020). Esta rickettsia é patogénica para o Homem e ja foram relatados varios casos de

doenc¢a em varios paises, nao incluindo Portugal.

Neste estudo foi também possivel detetar R. asembonensis em pulgas de gato. Esta rickettsia foi
descrita muito recentemente em pulgas de ouri¢o (A. erinacei) colhidas no nosso pais (Barradas et al.,
2021). Esta espécie foi inicialmente identificada no Quénia, na regido de Asembo, e desde entdo tem
sido relatada em outros locais na Africa, Asia, Oriente Médio, Europa, e no Norte e Sul da América,
apresentando uma ampla distribuicdo geografica. Apesar de ter sido primeiramente isolada de C. felis,

tem sido detetada em varias espécies de pulgas e outros artrépodes hematdfagos (Maina et al., 2019).

Varios estudos apontam para que os gatos possam ter uma importancia muito relevante nos ciclos de
transmissao de varias zoonoses, principalmente as transmitidas por vetores, uma vez que quando

vivem ao ar livre sao frequentemente parasitados por ixodideos e pulgas (Persichetti et al., 2018).

A vulnerabilidade das populagées humanas as rickettsias transmitidas por pulgas, é particularmente
preocupante em paises desenvolvidos, uma vez que sdo implementados programas agressivos de
controle de pragas e podem n&o controlar os seus ectoparasitas, o que pode resultar na realocacao de
vetores artropodes para novos hospedeiros (e.g. humanos e seus animais de estimacgéo), por exemplo

apo6s o exterminio de roedores.
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A detegao destes agentes nestes vetores proporcionou um melhor conhecimento sobre a diversidade
de rickettsias transmitidas por pulgas do gato e demostra que é fundamental a realizagéo da vigilancia

dos vetores e de potenciais agentes patogénicos para o Homem.

Detecao de anticorpos anti-Rickettsia por Imunofluorescéncia indireta em soros de caes

O estudo serolégico realizado nos caes do canil, mostrou uma seroprevaléncia para anticorpos anti-
Rickettsia de 25,9%. Esta prevaléncia ¢é ligeiramente inferior a estudos realizados anteriormente em
Portugal, em que é relata uma seroprevaléncia de 38,5% em caes do Sul do pais (Alexandre et al.,
2011). Os valores da seroprevaléncia em caes de Paises ao redor do Mediterraneo sao variaveis, por
exemplo 56,4% em Espanha (Solano-Gallego et al., 2006). e 81% em Israel, onde sucedem casos

humanos (Harrus et al.,2007).

Alguns estudos relatam uma sazonalidade dos titulos de anticorpos em caes, que indicam uma resposta
imune de curta duracdo, devido a reinfegbes frequentes por Rickettsia spp.. Com base nesta
observacédo, a seroprevaléncia em caes tem sido usada como marcador epidemiolégico de infegdes
por R. conorii (Ortufio et al., 2009). Estudos relatam que a prevaléncia e os titulos de anticorpos
diminuiram rapidamente no inverno, quando os R. sanguineus estavam inativos, mas aumentaram

novamente na primavera seguinte (Levin et al., 2012).

E de realcar que os canideos estudados sdo provenientes de um canil, onde é feita profilaxia de
ectoparasitas sob diversas formas, explicando a baixa percentagem encontrada de anticorpos anti-
Rickettsia e o facto de todos eles ndo apresentarem bacteriémia e parasitémia para microrganismos do

género Rickettsia, Babesia e Theleria.

Os cdes normalmente ndo apresentam sinais clinicos de doenca. No entanto, quando existe alguma
falha metabdlica ou imunolégica podem desenvolver doenga apds a infegdo por R. conorii (Solano-
Gallego et al., 2006). Por outro lado, a inespecificidade e autolimitacdo da infe¢do por R. conorii,
combinada com falta de técnicas diagndsticas especificas e um baixo indice de suspeita por médicos
veterinarios, pode ter impedido a associagao de infecdo por R. conorii a sinais clinicos em caes (Solano-
Gallego et al., 2006).
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Conclusao

O objetivo principal deste estudo foi estudar a eco-epidemiologia de bactérias do género Rickettsia,
Bartonella e protozoarios do filo Apicomplexa, em populagbes especificas de animais selvagens e

domeésticos, assim como nos seus ectoparasitas.

Neste trabalho, concluimos que o lince ibérico (Lynx pardinus) é frequentemente parasitado com as
espécies de ixodideos I. ventalloi e R. pusillus, associados a sua presa principal, o coelho europeu.
Associados aos seus ectoparasitas identificamos a presencga de agentes patogénicos como R. sibirica
mongolitimonae, R. helvetica e R. massiliae. O lince ibérico demostra ainda ser um potencial
reservatério de Hepatozoon felis e Cytauxzoon spp. e os dados serolégicos nesta populagéo revelaram
uma elevada exposi¢cdo a Rickettsia e Bartonella. Realgamos também a descoberta de mosca H.

longipennis a parasitar os linces.

Nos cavalos da raga Garrana (Equus caballus celticus), concluimos que estes animais estédo
frequentemente parasitados por R. bursa e outros ixodideos como R. sanguineus, nos quais foram
detetadas a presenca de Rickettsia aeschlimannii, Candidatus R. barbarie, R. conorii, R. massiliae,
agentes patogénicos para o Homem e Theileria equi e Babesia cabalii associados a piroplasmose

equina.

Neste estudo corroboramos ainda o que outros estudos tém vindo a demosntrar, relativamente ao papel
das aves na disseminagdo de ectoparasitas e na manutengédo de ciclo de transmissdo de alguns
agentes patogénicos. Dos insetos colhidos em aves, temos a salientar a identificagdo da mosca O.
biloba encontrada a parasitar uma espécie migratéria, nomeadamente a Andorinha-das-Chaminés

(Hirundo rustica), identificada pela primeira vez em Portugal.

O estudo realizado nos caes e nos gatos domésticos, mostra que estes animais sdo parasitados por
diferentes tipos de vetores, como ixodideos e pulgas e que estes podem estar infetados com espécies
patogénicas para o Homem. Este facto realga a extrema importancia de manter estes animais

desparasitados, uma vez que estes animais mantém uma proximidade estreita com o Homem.

Este estudo demonstra que existe alguma “especificidade” entre as espécies de vetores (e.g. espécies
de ixodideos) e os seus hospedeiros, e que este facto também condiciona o tipo de agentes
patogénicos que podem ser transmitidos aos hospedeiros, ou acidentalmente ao Homem, quando este

entra em contacto proximo com estes animais.

Este estudo reforca por isso a ideia do conceito de uma “sé saude” e a importancia dos estudos
integrados na vertente animal, humana interligados com o ambiente. A vigilancia e compreensao dos
potenciais ciclos de transmisséo / infegcdo de agentes patogénicos para o Homem e os animais sdo

fundamentais para mitigar o impacto das zoonoses transmitidas por vetores.
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Anexos

Anexo 1: Polimorfismos encontrados nas espécies de ectoparasitas, a sua percentagem de identidade
e o respetivo niumero de acesso da sequéncia com maior identidade no BLAST, assim como os
numeros de acesso do GenBank das sequéncias obtidas neste estudo.

Polimorfismos | Identidade do Blast Numero de Numero de
(n/testados) (bp/%) acesso acesso
GenBank GenBank
nosso estudo
Ixodideos
16S RNA
R. sanguineus 3/5
PTTickRs Cat Montevil 2021 400/403(99.26%) KT382469 0L454844
PTTickRs CV21 2021 403/403(100%) KT382469 0L454845
PTTickRs Q9 2021 403/403(100%) JX997393 0L454846
R. pusillus 8/17
PTTickRp L13 2021 401/405(99.01%) MW172218 0L454848
PTTickRp L67 2021 402/405(99.26%) MW172218 0L454849
PTTickRp L42 2021 401/405(99.01%) MW172218 0L454850
PTTickRp L59 2021 399/405(98.52%) MW172218 0L454851
PTTickRp L40 2021 403/405(99.51%) MW172218 0L454852
PTTickRp L43 2021 401/405(99.01%) MW172218 0L454853
PTTickRp Q7 2021 399/405(98.52%) MW172218 0L454854
PTTickRp L49 2021 402/409(98.29%) AJ002957 0L454855
R. bursa 1/9
PTTickRb CV5 2021 401/401(100%) MT302761 0L454856
H. marginatum 3/10
PTTickHm_A1_2021 403/403(100%) MT229186 0L454857
PTTickHm_A10_2021 402/403(99,76%) MT229186 0L454858
PTTickHm_A14_2021 403/403(100%) MKO058363 0L454859
PTTickHm_A8_2021 403/405(99,51%) MG418664 0L454860
1. ventalloi 16/44
PTTicklv_L49 2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454861
PTTicklv_L53_2021 412/412(100%) MF621233 0L454862
PTTicklv_L43_2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454863
PTTicklv_L44 2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454864
PTTicklv_L67_2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454865
PTTicklv_L62_2021 409/413(99,03%) MF621233 0L454866
PTTicklv_L63_2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454867
PTTicklv_L67.7_2021 412/413(99,76%) MF621233 0L454868
PTTicklv_L54 2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454869
PTTicklv_L58 2021 412/412(100%) MW172218 0L454870
PTTicklv_L40_2021 410/412(99,51%) MW173479 0L454871
PTTicklv_L40.2_2021 410/412(99,51%) MF621233 0L454872
PTTicklv_L50_2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454873
PTTicklv_L50.1_2021 410/412(99,51%) MF621233 0L454874
PTTicklv_L60_2021 411/413(99,51%) MF621233 0L454875
PTTicklv_L69_2021 411/412(99,76%) MF621233 0L454876
col
H. lusitanicum 3/3
PTTickHI L20_2021 658/658(100%) EU827701 0L454880
PTTickHI Q4_2021 658/658(100%) EU827743 0L454881
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PTTickHI Q5_2021 I 658/658(100%) | EU827700 0L454882
Pulga
Ctenocephalides felis 2/7
PTFlea_Nairobi_2021 513/513(100%) MG586657 0OL507710
PTFlea Cat3_202 491/491(100%) MN268683 0OL507711
Piolho
Trinoton querquedulae 2/7
PTLiceP1A_2021 377/382(98.69%) AF385015 0L602112
PTLiceP2A_2021 380/382 (99.48%) AF385015 0L602113
Moscas
Hippobosca longipennis 1/2
PTFliesQl_2021 658/658(100%) MK405667 0L505727
Ornithomya biloba 1/1
PTFliesA1_2021 658/658(100%) MF496010 0OL505728
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Anexo 2: Filogenia dos membros do género Rickettsia baseada na analise de 532 bp do gene OmpA.
Arvore filogenética inferida pelo método Maximum Likelihood baseado no modelo Tamura-Nei (Tamura
e Nei, 1993). Os numeros representam a percentagem de arvores em que os taxa associados ficaram
juntos depois de 1000 simulagdes. As sequéncias assinaladas a verde representam as sequéncias

obtidas neste estudo.
PoTiRp4s3 (DQ423367)
g7 | . sibirica mongolitimonae (MF373309)
R. sibirica mongolitimonae PTTIR L44 6 2021

R sibirica mongolitimonae PoHu10991(DQ423365.1)

t

% | L——— R parkeri (EF102238)

— R africae (U43790)

PoTiRb169 (DQ423366)
s 1
— Candidatus R. barbariae (KY069256.1)
99
Ricketsia spp PTTIR CW65 2021
R. honei (AF018075)
93
34 R. rickettsii (CP006009.1)
45 R. slovaca (EU622810)

99 — R. conorii str.lsraeli tick typhus (EF077645.1)
a8 R. conorii str. Malish (MF737641.1)
99 R. conorii PTTIR CV26 2021
&7
M R. japonica (DQ019319)
100 | R massiliae(CP000683.1)
R. massiliae PTTIR CV23 2021

R. aeschlimannii PTTIR. A4 2021

499{ R. aeschlimannii (MH932058)

[ R. raoultii (AH015610)
99 R. raoultii PTTIR 15995 Revive 2021

99

R. lusitaniae(JQ771935)

100 R. australis (AF149108.1)
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