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Notas prévias:

1. Esta dissertacdo esta integrada num projeto mais alargado sobre A importancia das
carracas em saude publica e em colaboragcdo com a MSD Animal Health.

2. A escrita desta dissertagdo seguiu os critérios da revista Ticks and Tick-borne Diseases.
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Resumo

Os ixodideos, conhecidos por carragas, sdo artropodes que se alimentam exclusivamente
de sangue. Distribuem-se por todos os continentes, ocupam diversos habitats e sdo parasitas de
hospedeiros vertebrados, entre eles os humanos. As espécies da familia Ixodidae sdo as mais
relevantes em salde publica, pois atuam como vetores de bactérias, protozoarios, helmintes e
virus, alguns deles com potencial zoonotico. As patologias causadas por estes agentes sdo
responséveis por morbilidade e mortalidade em animais de estimag&o, gado e humanos.

Este trabalho pretende contribuir com informacao atualizada sobre os ixodideos em animais
de companhia (cdo e gato) e patdgenos a eles associados, que circulam, atualmente, nos
arquipélagos dos Acores e Madeira. Os espécimes foram identificados morfologicamente, sendo
alguns confirmados molecularmente através de uma regido do DNA mitocondrial (Mitochondrial
cytochrome ¢ oxidase subunit I). A presenga de organismos dos grupos Babesia/Theileria,
Rickettsia, Anaplasma/Ehrlichia, Babesia/Hepatozoon e Borrelia burgdorferi s.l. foi avaliada
com recurso a marcadores moleculares especificos por gPCR.

Nos Acores, observaram-se Rhipicephalus sanguineus, Ixodes hexagonus e Ixodes
ventalloi, sendo esta Ultima, assinalada pela primeira vez neste arquipélago. Na Madeira,
registaram-se Ixodes ricinus e Rhipicephalus sanguineus. Todos os patégenos pesquisados
ocorreram nas duas areas em estudo, ndo se tendo verificado diferengas significativas nas
prevaléncias entre arquipélagos, com excecdo de Bo. burgdorferi s.l., que apresentou maior
prevaléncia na Madeira associada ao principal vetor de transmisséo, I. ricinus.

Os nossos resultados sdo relevantes para apoiar as autoridades de satde na elaboragédo de
planos de monitorizagdo e mitigacdo de eventuais surtos. Considerando que as alteracGes
climaticas globais podem induzir a emergéncia de doencas transmitidas por vetores, sdo
necessarios mais estudos sobre as carragas presentes em outros hospedeiros e qual o seu papel na

transmissdo de patégenos.

Palavras-Chave: Rhipicephalus sanguineus, Ixodes spp., mtCOI, patégenos, llha da Madeira,
Acores.



Abstract

Ixodids, commonly known as ticks, are arthropods that feed exclusively on blood. These
parasites are found worldwide, occupying different habitats, and feeding on a large range of hosts,
including humans. Ticks of the Ixodidae family are the most relevant regarding public health, as
they can be vectors of bacteria, protozoa, helminths, and virus, some of them with zoonotic
potential. The pathologies caused by these agents are responsible for morbidity and even some
deaths in pets, livestock and humans.

The present study aims to contribute with updated information about ixodids on pets (dogs
and cats) and their associated pathogens that are circulating in the Azores and Madeira
archipelagos. The tick specimens were morphologically identified, and when in doubt, molecular
identification was performed based on a specific mitochondrial DNA region (Mitochondrial
cytochrome ¢ oxidase subunit 1). Furthermore, the presence of Babesia/Theileria, Rickettsia,
Anaplasma/Ehrlichia, Babesia/Hepatozoon and Borrelia burgdorferi s.I. groups was obtained
using specific molecular markers and qPCR.

In Azores, the presence of Rhipicephalus sanguineus, Ixodes hexagonus and Ixodes
ventalloi were observed, being the latter identified for the first time in this archipelago. In Madeira
Island the presence of Ixodes ricinus and Rhipicephalus sanguineus were registered. All the
pathogens searched were present in the two studied areas and it was not observed any significant
difference in prevalence between archipelagos, with exception of Bo. burgdorferi s.l., that was
more prevalent in Madeira due to its main vector association, I. ricinus.

Our results are relevant to incentivize monitoring and mitigation plans by health authorities
in order to control outbreaks. Moreover, considering that climate changes can induce the
emergence of vector borne diseases, further studies on tick species in other hosts and their role on

pathogens transmission are needed.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Ixodes spp., mtCOlI, tick pathogens, Madeira Island,

Azores.



Indice

AGIAOECIMENTOS. ...ttt bbbt s et b bbb n e e st e et b e bt b nn e I
RESUMID. ...ttt et b e e s bt s he e s he e s a et e Rt e b e et e e sbe e ebeeanneenreene e Il
AADSTTACT ...ttt bbbt e et e et v
LSEA & FIQUIAS ...ttt ettt b ere s Vi
LiSta 08 TADEIAS. ... ettt neerenne s Vil
LiSta A& ADFEVIALUIAS ....ecveiviiveieiieieieieies sttt bbbttt bbb nben s VI
I [ oo [0 ot T T TSRS T TP PPRPRPRP 1
1.0, BIO-ECOIOQIA ...t e 2
1.2. Competéncia e Capacidade VEIOrial ...........ccccvveiiiiiic i 3
1.3. Importancia em Salde PUDIICA..........c.ccocveiiiiiicie e e 4
1.4. Ixodideos associados a doengas infeciosas em Portugal ............ccoccovverrennennennienecnns 4
1.5. Ixodideos dos Arquipélagos da Madeira € AGOIES........cccereruerieieienisesese e siesieseseseneens 7
1.6. Influéncia de fatores biGticoS € aDIOLICOS .........cvriiiiiiiie e 9

2. ODJELIVOS ...ttt 10
3. Material € MBLOUOS ........ovveiueiiieieie ettt be et e e et e enaere e 11
G N 4 T3 = To =T RSP PPR 11
3.2. 1dentificacao de IXOUIUROS ......cveeeiiriiriiiieiie et ere s 13
3.2.1. 1dentificaGBo MOITOIOGICA .......cuviveiirieiiieiieeee s 13
3.2.2. 1dentificaGao MOIECUIAT...........cviiiiie e 15

3.3. PeSqUISA 08 PALOGENOS ......ccuecieiiecieeie ettt sttt be e bt et sae e 16
3.4, ANALISE 08 DAUODS. .......ceviieiiieiee ettt ettt sttt e are s 17

4. RESUITAAOS ...ttt ettt et e e ste et e besteene e be s e e aenreeneenns 18
4.1. 1dentificaG@o MOITOIOQICA .......ccveeeiiiicie e e 18
4.2. Analise Molecular doS IXOAIAEOS ........ceiviirririeieieiseee e eneas 25
4.3, PeSQUISA 8 PALOGENOS ... ..veuvetereiiieie ittt sttt ettt ettt bbbt nn e et sn e 25

T ol Lo SRS RPRRP 31
B. CONCIUSDES .....eevvereieeieteeie ettt sttt ettt sttt b et et e st e s bt e st et e st et e s enenreanas 35
7. PEISPEIIVAS TULUIAS .....vviitiiite itttk 36
ST R T (=] £ o] - TSRS 37
0. AANIEXOS. ..tttk bbb R bbb e e R et R e AR e R b e e bt e ehe e sRe e she e eab e b b e e beenrnas 47



Lista de Figuras

Figura 1: Ciclo de vida d0oS iXOUIUEOS. ........ccueiiuiirieieieieiee e 2
Figura 2: Caracteres morfologicos diagnosticantes das faces dorsal e ventral de machos e fémeas
OB CAITAGEAS ...tttk b b bR et e e bbb bt b et e e 14
Figura 3: Distribuicdo geogréfica das espécies de ixodideos identificadas no Arquipélago dos

Figura 5: Distribuicao das espécies de ixodideos encontradas por a) estado de desenvolvimento

e b) espécie de ixodideo identifiCada ..........ccceveiiiiiiiiiii e 20
Figura 6: Espécimes colhidos nos hospedeiros considerados. .........ccccevvvevieiieiiieneseeneseeieinens 20
Figura 7: R. sanguineus (5.5.), MACN0 .......cceciiiiiii ettt 21
Figura 8: R. sanguINeUs (5.5.), TEBMEA ......cccoiiiiii et 21
Figura 9: Ixodes hexagonus, NINFa ..........c.ccceiiiiiiii et 22
Figura 10: I1xodes ventalloi, TEBMEA..........cccciiiiii it 22
Figura 11: 1X0des FiCinuUS, MACK0.........cciviiiiiec et 23
Figura 12: 1X0des FiCINUS, TEIMEA..........cvciie ittt sreeree e 24
Figura 13: Prevaléncia dos agentes em estudo nos arquipélagos da Madeira e Agores............. 26

Figura 14: Distribuicdo geografica dos agentes detetados nos ixodideos colhidos no Arquipélago

DOS AGOTES ...ttt bbb et bbb R R et R Rt R b b et 27
Figura 15: Distribuicdo geografica dos agentes detetados nos ixodideos colhidos no Arquipélago
(o AV To L= VSRR RTOR 27
Figura 16: Prevaléncia de cada agente nas espécies de ixodideos coletados nos Acgores. ......... 28
Figura 17: Prevaléncia de cada agente nas espécies de ixodideos coletadas na Madeira. ......... 29
Figura 18: Prevaléncia de cada agente por NOSPEAEITO. .........ccouerverveieiiinisese s 29

\



Lista de Tabelas

Tabela 1: Espécies das familias Ixodidae e Argasidae referenciadas em Portugal (Continental e
INSULAI). bbbttt b b 1
Tabela 2: Agentes etioldgicos transmitidos por ixodideos presentes ou em risco de emergir em
POFTUGAL. ... e ettt b b e n et 5
Tabela 3: Informagéo acerca dos eSpecimes esStudados. ...........ceovrerirerirereienee s 11
Tabela 4: Primers e sequéncias usadas para a amplificacdo do gene COl...........ccocevvevveiirrnnnn 15
Tabela 5: Primers e sequéncias usadas para cada agente em eStudo. .........cccecvevvererieereseernenne. 16
Tabela 6: CondicGes de reacdo para 0S Primers USAOS. ........ccceveiveiereeeeie s 17
Tabela 7: Espécimes de ixodideos coletados em diversas localidades nos A¢ores e Madeira... 18
Tabela 8: Espécimes colhidos nos hospedeiros considerados...........cccoovevvevevieevieiesieeseseeneene 20
Tabela 9: Correspondéncia das sequéncias analisadas as existentes no GenBank..................... 25
Tabela 10: Infeg¢bes simples e co-infegdes e numero de amostras onde foram detetadas. ......... 30

VI



Lista de Abreviaturas

A. — Anaplasma

Blastn — Basic Local Alignment Search Tool (para nucle6tidos)
COIl - Cytochrome C oxidase subunit |

ddH20 — &gua bidestilada

DNA — &cido desoxirribonucleico

EUA — Estados Unidos da América

PCR — Reac¢do em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)
H. — Haemaphysalis

Hy. — Hyalomma

He. — Hepatozoon

I. — Ixodes

R. — Rhipicephalus

Ri. — Rickettsia
B. — Babesia
Bo. — Borrelia

pb — pares de bases

gPCR - PCR quantitativo ou em tempo real
s.l. —sensu lato

S.S. — sensu strito

TBE — Tick-borne encephalitis

TIBOLA - Tick-borne lymphadenopathy

Vil



1. Introducao

As carragas sdo artropodes que pertencem a classe Arachnida, superordem Parasitiformes
e ordem Ixodida, distribuem-se por todo o planeta e colonizam habitats muito diversos (Nava et
al., 2009; Sonenshine and Roe, 2014). Atualmente, sdo conhecidas cerca de 900 espécies de
ixodideos que se incluem em trés familias: Argasidae C. L. Koch, 1844, também conhecidas
como “carragas de corpo mole” (soft ticks), onde se incluem 193 espécies, Ixodidae C. L. Koch,
1844, ou “carragas de corpo duro” (hard ticks), que compreende cerca de 700 espécies, e a familia
Nuttalliellidae Schulze, 1935 que tem apenas uma espécie, Nuttalliella namaqua (Nava et al.,
2009; Estrada-Pefia & de La Fuente, 2014; Boulanger et al., 2019).

Para Portugal (Continental e Insular) estdo referenciadas 21 espécies de Ixodidae e 4
espécies de Argasidae (Tabela 1) (Guiguen et al., 1989; Dias, 1995; Caeiro et al., 1997; Caeiro,
1999; Estrada-Pefa et al., 2014; Rosa et al., 2004). O presente trabalho incide apenas em espécies
da familia Ixodidae, por serem os exemplares disponiveis no laboratério, sendo designados por
ixodideos.

Tabela 1: Espécies das familias Ixodidae e Argasidae referenciadas em Portugal (Continental e Insular).
Familia Ixodidae

Géneros
Rhipicephalus Ixodes Dermacentor Hyalomma ‘ Haemaphysalis
Espécies
Rhipicephalus sanguineus Ixodes ricinus Dermacentor Hyalomma Haemaphysalis
Latreille, 1806 Linnaeus, 1758 marginatus lusitanicum punctata
Rhipicephalus pusillus Ixodes hexagonus Sulzer, 1776 Koch, 1844 Canestnnlug%Fanzago,
Gil Collado, 1938 Leach, 1815 .
Den_"natl:entor Hyal_omma Haemaphysalis
Rhipicephalus bursa Ixodes Frgt_lc_u atll;g . m;rgr:nlagﬂn inermis
Canestrini & Fanzago, 1878 vespertillionis abricius, och, Birula, 1895
Rhipicephalus (Boophilus) Koch, 1844 Haemaphysalis
annulatus Ixodes ventalloi hispanica
Say, 1821 Gil Collado, 1936 Gil Collado, 1938
Ixodes canisuga
Johnston, 1849
Ixodes simplex
Neumann, 1906
Ixodes acuminatus
Neumann, 1901
Ixodes frontalis
Panzer, 1798
Ixodes arboricola
Schulze & Schlottke,
1930
Ixodes inopinatus
Estrada-Pefia et al,
2014
Familia Argasidae
Géneros
Argas Carios Ornithodoros
Espécies

Argas reflexus reflexus
Fabricius, 1794

Carios vespertilionis
Latreille, 1802

Ornithodoros erraticus
Lucas, 1849

Ornithodoros maritimus
Vermeil & Marguet, 1967




1.1. Bio-Ecologia

O ciclo de vida dos ixodideos pode durar de trés a seis meses até mais de trés anos e consiste
em quatro estados de desenvolvimento (Figura 1): ovo (Unico estado inativo), larva, ninfa e por
fim o adulto (macho ou fémea). Para a transi¢cdo entre os diversos estados é necessario que a
carraga faca uma alimentacdo de sangue que fornece a energia necessaria para a mudanga de
estado e a deposicao de ovos pela fémea, quando se encontra no estado adulto (Apanaskevich &
Oliver, 2014). Este processo pode durar minutos ou até dias ou semanas. E durante a alimentagio
gue a carraca pode infetar o hospedeiro com agentes, eventualmente patogénicos ou adquirir a
infecdo a partir de um hospedeiro infetado (Sonenshine & Roe, 2014; Estrada-Pefia, 2015; Santos
etal., 2021).

a ia 24w
/’; L /&‘ - y Fase de vida parasitaria

Fase de vida livre

Figura 1: Ciclo de vida dos ixodideos (Santos et al., 2021).

Algumas carragas procuram ativamente um hospedeiro enquanto outras esperam a sua
passagem perto do local onde se encontram. Essa fase de procura de hospedeiro designa-se
questing e pode variar de acordo com a sazonalidade, tendo importantes implicacbes na
epidemiologia de agentes patogénicos transmitidos por carracas. Dependendo da espécie, 0s
ixodideos podem parasitar um diferente nimero de individuos durante o seu ciclo de vida,
designando-se monoxenos (ou monofasicos) se tiver apenas um hospedeiro, dixenos (ou
difasicos) se tiverem dois hospedeiros e trixenos (ou trifasicos) se tiverem trés hospedeiros, o que
ocorre na maioria das carragas (Dias, 1995; Apanaskevich & Oliver, 2014). Neste Gltimo caso, 0s
ixodideos mudam de hospedeiro sempre que mudam de estado de desenvolvimento. As carragas
com apenas um hospedeiro, mudam de estado e alimentam-se sempre no mesmo individuo. Nas
carracas com dois hospedeiros, tanto as larvas como as ninfas alimentam-se no mesmo
hospedeiro, sem se soltarem, porém antes de mudarem para o estado adulto as ninfas soltam-se
para o solo, onde sofrem a muda, e depois procuram outro hospedeiro no estado adulto
(Apanaskevich & Oliver, 2014; Estrada-Pefia & de La Fuente, 2014).

Depois de encontrar um hospedeiro, a carraga, procura um local seguro onde insere o

hipostoma, na pele, secretando uma substancia (a partir das glandulas salivares) de secagem



répida que ajudard na fixacdo, denominada por cimento elementoma, cuja composi¢do inclui
proteinas, lipidos, hidratos de carbono e outros elementos, varidveis consoante a espécie de
ixodideo (Pacheco et al., 2021). Este cimento permitira que a carraca permaneca agarrada na fase
de fixagdo e durante o processo de alimentacdo, impedindo a sua facil remocdo e a intervengéao
do sistema imunitario do hospedeiro (Suppan et al., 2018). Depois da alimentacdo e do
acasalamento a fémea solta-se do hospedeiro, procura um abrigo no solo e liberta milhares de

ovos, morrendo de seguida (Estrada-Pefia & la Fuente, 2014; Estrada-Pefia, 2015).

1.2. Competéncia e Capacidade vetorial

Os ixodideos podem ser vetores mecanicos ou bioldgicos de diversos agentes. Mecanicos
guando a sobrevivéncia do agente depende apenas da sua capacidade para suportar as condi¢fes
do trato digestivo da carraca, neste caso o agente ndao se multiplica dentro do vetor e este, apenas
0 transmite ao proximo hospedeiro. Vetores bioldgicos quando o agente invade o seu corpo,
multiplicando-se nos seus tecidos antes de ser transmitido a um hospedeiro, esta é a situagcdo mais
frequente (Sonenshine & Roe, 2014).

Normalmente utilizam-se os termos “capacidade vetorial” e “competéncia vetorial”, de
forma indiferenciada, para descrever a habilidade de um artrpode de transmitir um determinado
agente patogénico. Porém, a capacidade vetorial é definida quantitativamente e influenciada por
determinantes comportamentais e ambientais, que afetam varidveis como a densidade,
longevidade e competéncia do vetor. A competéncia vetorial € entdo uma componente da
capacidade vetorial, dependente de determinantes genéticos que afetam a habilidade do vetor para
transmitir determinado agente, as interagdes carraga-hospedeiro-patogeno e a suscetibilidade a
infecdo pelo agente (Beerntsen et al., 2000; la Fuente et al., 2017).

A infe¢do de uma carragca com um patégeno pode ocorrer por transmisséo transtadial (de
um estado de desenvolvimento para o outro) e/ou transovarica (de uma fémea adulta para os seus
ovos), por alimentacdo num hospedeiro infetado ou quando se alimenta na mesma &rea (inferior
a 1cm) que uma outra carraga infetada (cofeeding) (Betancur et al., 2015). A transmissdo do
agente para o hospedeiro ocorre, normalmente, aquando da picada de um ixodideo infetado e
consequente inoculagcdo de secrecdes salivares contendo o agente. Porém, dependendo da
natureza do patégeno, a transmissao pode ocorrer de outras formas, tais como, quando as pegas
bucais da carraga se encontram contaminadas com sangue infetado de um hospedeiro ao qual se
fixou anteriormente, quando a carraca liberta fezes ou é esmagada sobre lesbes na pele ou
mucosas, ou quando a carraca infetada é deglutida (Silva et al., 2006).

Os ixodideos sdo, maioritariamente, zoofilicos, no entanto, a oportunidade de contacto com
0 homem faz com que este se torne um hospedeiro acidental ao qual podem ser transmitidos

microrganismos, eventualmente, infeciosos. Esses contactos ocorrem através de atividades



relacionadas com a profissdo (agricultura, pastoricia) ou lazer (campismo, caga, passeios
pedestres), que normalmente tém lugar em focos naturais com diversas espécies de vertebrados
gue servem de reservatorio a variados agentes patogénicos (Silva et al., 2006)

Qualquer uma das formas evolutivas do ixodideo é capaz de transmitir um agente
patogénico, no entanto, muitas das infe¢cbes decorrem de picadas de ninfas pois estas séo
dificilmente detetadas e podem fixar-se durante maior periodo de tempo, aumentando a eficacia
da transmissao. Alguns dos patdgenos que sdo transmitidos por carragas também o podem ser de
outras formas, nomeadamente pelo contacto com fluidos de animas infetados ou ingestao de seus
produtos, nomeadamente o leite, como € o caso do virus TBE que provoca encefalites (Gresikova
et al., 1975; Hudopisk et al., 2013). As bactérias responsaveis por doencas como Anaplasmose e
Ehrliquiose também podem ser transmitidas através de transfusGes de sangue e transplante de
6rgdos (Mowla et al., 2021).

1.3. Importéncia em Saude Publica

Os ixodideos sdo hematofagos estritos, isto €, alimentam-se exclusivamente de sangue, em
vertebrados, atuando como vetores de agentes patogénicos tal como bactérias, virus, protozoarios
e helmintes. Algumas espécies podem, também, utilizar os humanos como hospedeiros e
transmitir agentes que causam patologias como a doenca de Lyme ou a Febre hemorragica
Crimeia-Congo (Estrada-Pefia, 2015; Boulanger et al., 2019). Isto coloca as carragas como 0
segundo maior vetor de agentes que causam doenga em todo o0 mundo, sendo apenas ultrapassadas
pelos mosquitos (la Fuente et al., 2008). Das espécies de carragas conhecidas, cerca de 10% tém
a possibilidade de transmitir agentes patogénicos com potencial zoondtico, sendo as doengas
transmitidas por carragas as mais comuns causadas por vetores na Europa (Jahfari et al., 2016; la
Fuente et al., 2017).

Para além das patologias, as carragas podem, também, ser responsaveis por baixos
desempenhos nas economias de paises com um forte peso da industria agropecudria pela redugéo
na producdo de carne e leite e, também, uma reducéo no fitness do gado causada pela espoliagdo

de sangue e infe¢des secundérias (Jongejan & Uilenberg, 2004; Eskezia & Desta, 2016)

1.4. Ixodideos associados a doencas infeciosas em Portugal

As doencas associadas a carragas constituem um problema de satde publica, tanto humana
como animal, ndo apenas pela gravidade das patologias, mas também pelo facto de poderem surgir
com caracter epidémico, podendo causar surtos se ndo forem implementadas medidas de controlo.

Em Portugal estdo identificadas algumas doencas que existem paralelamente na bacia do

Mediterraneo ou em risco de emergirem (Tabela 2).



Tabela 2: Agentes etiolégicos transmitidos por ixodideos presentes ou em risco de emergir em Portugal (adaptado de
Santos et al, 2021).

Agente patogénico

Doenca

Espécie de ixodideo

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasmose humana

Ixodes ricinus. 1. ventalloi

Babesia divergens

Babesiose

Ixodes spp.

Borrelia afzelii

Borreliose de Lyme

Ixodes ricinus

Bo. burgdorferi s.s

Borreliose de Lyme

Ixodes ricinus, |. scapularis

Bo. bissettii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
Bo. garinii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
Bo. lusitaniae Borreliose de Lyme Ixodes ricinus
Bo. spielmanii Borreliose de Lyme Ixodes spp.
Bo. turdi - Ixodes ricinus, I. frontalis

Bo. valaisiana

Borreliose de Lyme

Ixodes ricinus, I. persulcatus

Coxiella burnetii

Febre Q

Varias espécies

Francisella tularensis

Tularémia

Ixodes ricinus,

Dermacentor reticulatus

Rickettsia aeschlimannii

Sem denominagéo

Hyalomma marginatum

Ri. conorii Febre escaro-nodular Rhipicephalus sanguineus
Ri. helvetica Sem denominagdo Ixodes ricinus
Ri. massiliae Sem denominagéo Rhipicephalus sanguineus

Ri. monacensis

Sem denominagdo

Ixodes ricinus

Ri. sibirica mongolitimonae

LAR (lymphangitis-associated rickettsiosis)

Hyalomma spp.

Rhipicephalus pusillus

Ri. slovaca

TIBOLA (tick-borne lymphadenopathy)

Dermacentor marginatus

D. reticulatus

Virus da febre hemorragica Crimeia-Congo

Febre hemorragica

Hyalomma spp.

Virus Eyach

Sem denominagéo

Ixodes ricinus, 1. ventalloi

Virus TBE

Encefalite

Ixodes ricinus

Haemaphysalis punctata

Rhipicephalus sanguineus é a espécie mais abundante em Portugal, encontra-se distribuida
de norte a sul do pais (Anexo 1) e parasita diversos animais silvestres e domésticos,
particularmente o cdo. Estes ixodideos sdo mais frequentes na primavera e verdo devido a uma
maior atividade tanto das fases adultas como imaturas, no entanto, devido as condigdes climaticas,
podem ser encontradas ao longo de todo o ano. Em condicBes favoraveis, esta espécie pode
completar até 3 ciclos de vida por ano, com posturas de cerca de 5000 ovos (Santos et al., 2021).

Rhipicephalus sanguineus é o principal vetor de bactérias do complexo Rickettsia conorii,
agente etiolégico da Febre botonosa ou Escaro-nodular, patologia endémica em Portugal, onde
apresenta uma taxa de incidéncia de 9.8 por milhdo de habitantes, sendo das mais elevadas
relativamente aos paises da bacia do Mediterraneo (Bacellar et al., 1995, 2003; de Sousa et al.,
2003). Rickettsia conorii israelensis também foi isolada em Portugal, e apresenta uma taxa de
letalidade de 29% (de Sousa et al., 2007). Identicamente, outras rickettsias foram isoladas deste
ixodideo, como é o caso de Rickettsia massiliae, também com capacidade de provocar patologia

em humanos (Vitale et al., 2006). O virus da febre hemorragica Crimeia-Congo foi isolado nesta



espécie (Gevorgyan et al., 2019) sem, contudo, estar confirmado o seu papel como vetor. Esta
também associada ao agente da Febre Q (Coxiella brunetti), no entanto, este agente é transmitido
aos humanos, maioritariamente, através de aerossois de produtos de animais infetados e nao tanto
pela picada de carracas (Silva et al., 2006)

Em termos veterinarios, esta espécie transmite varios agentes como Ehrlichia canis (agente
de Ehrlichiose monocitica canina), Anaplasma platys (Trombocitopénia ciclica canina), Babesia
canis e Babesia vogeli (Babesiose canina) e Hepatozoon canis (Hepatozoonose canina), estes
agentes afetam, principalmente, os canideos (Santos et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Baneth,
2011; Moraes-Filho et al., 2015; Bouzouraa et al., 2016).

A segunda espécie mais relevante em Portugal em termos médicos é Ixodes ricinus. Esta
espécie ocupa, normalmente, locais com maior cobertura vegetal e elevados niveis de humidade
relativa (acima de 90%) (Anexo 1) e por serem mais sensiveis as condi¢@es climaticas, adaptaram-
se a diversos hospedeiros, desde mamiferos domésticos e silvestres, aves e também répteis (Santos
et al., 2021). As carracas Ixodes séo ativas durante todo o ano, porém com alguma sazonalidade.
As formas adultas s@o mais ativas durante 0s meses menos quentes, enquanto as formas imaturas
tém maior atividade nos meses mais quentes. Normalmente tém um ciclo de vida anual com
posturas até 3000 ovos.

Ixodes ricinus é o principal vetor de Borrelia burgdorferi s.l., agente etiolégico da
Borreliose de Lyme (Schouls et al., 1999; Silva et al., 2006). Este complexo de espécies inclui a
bactéria Borrelia lusitaniae, que foi isolada pela primeira vez em Portugal (NUncio et al., 1993).
Esta espécie é a espiroqueta mais prevalente no nosso pais e a mais importante em termos
epidemioldgicos na bacia do Mediterraneo (Baptista et al., 2004). Ainda, deste ixodideo, ja foram
isoladas estirpes de Rickettsia helvetica (Bacellar et al., 1995) que em algumas regides da Europa
foi associada a infegBes letais em jovens adultos (Nilsson et al., 1999). I. ricinus também esta
associada a infe¢cBes com o virus TBE, esta é a arbovirose que mais afeta os humanos na Europa,
no entanto, a maioria das infecBes sdo assintomaticas (Kunz, 1992). Estas carragas podem, ainda,
transmitir protozoarios do género Babesia. Através dos registos oficiais ndo foram assinalados
casos de Babesiose em Portugal, contudo, devido ao nimero de casos crescentes na Europa,
incluindo Espanha (Arsuaga et al., 2016), a probabilidade de virem a ser detetados em Portugal
ndo deve ser negligenciada (Santos et al., 2019).

A bactéria Anaplasma phagocytophilum foi detetada em Ixodes ventalloi e 1. ricinus
(Santos et al., 2004, 2018). Este agente é responsavel pela Anaplasmose granulocitica humana,
que ocorre principalmente nos EUA, mas também ja referenciada em algumas regides da Europa,
nomeadamente em Portugal (Santos et al., 2004). 1. ricinus atua também como vetor de Rickettsia
monacensis, cujo impacto em saude ainda é desconhecido (AKkl et al., 2019).

Do género Hyalomma destacam-se duas espécies em Portugal, Hy. marginatum e Hy.

lusitanicum. Hy. marginatum assume maior importancia e ¢ normalmente encontrada a parasitar



bovinos e ocorre em todo o territorio nacional (Anexo 1) (Santos et al., 2021). As formas imaturas
estdo mais associadas a aves (Santos-Silva et al., 2001). Esta espécie também foi encontrada a
parasitar humanos e esta adaptada a climas quentes e secos, podendo realizar mais de um ciclo de
vida por ano e tem posturas de cerca de 11000 ovos (Silva et al., 2006). Hy. marginatum esta
associada a Rickettsia aeschilimanii, porém a sua patologia ndo esta totalmente averiguada em
Portugal (Bacellar et al., 1999). Em Franca estdo descritos alguns casos clinicos (Raoult et al.,
2002). Esta carraca é o principal vetor do virus da Febre hemorragica Crimeia-Congo (Hoogstraal,
1979), tendo j& sido isolado em Espanha por Estrada-Pefia et al. (2012a) e Negredo et al. (2017)
descreveu 0s primeiros casos humanos mortais. Em Portugal, ja foram detetados anticorpos em
pacientes no Alentejo (Filipe et al., 1985), mas sem isolamento nos vetores.

As carracas Haemaphysalis punctata podem parasitar varios animais domésticos, animais
silvestres e aves e foi encontrada recentemente a parasitar humanos (Raad et al., 2020). Estes
ixodideos preferem climas temperados a frios e tém um ciclo de vida anual com posturas de 3000
ovos. Foi detetado DNA de alguns agentes em exemplares desta espécie, entre eles, Babesia spp.
e Theileria spp., Anaplasma bovis, virus TBE, e o virus da febre hemorragica Crimeia-Congo, no
entanto sdo necessarios mais estudos que comprovem a sua capacidade de vetor competente destes
(la Fuente et al., 2008; Dabaja et al., 2017; Andersson et al., 2018; Santos et al., 2021).

Dermacentor marginatus também parasita humanos, mas com pouca relevancia em salde
publica, apesar de ser frequente a parasitar um grande nimero de hospedeiros. Esta espécie pode
transmitir a bactéria Rickettsia slovaca, que apresenta uma elevada prevaléncia em Portugal (de
Sousa et al., 2013). Esta associada a patologia denominada TIBOLA (Linfoadenopatia causada
pela picada de carraca) (Silva-Pinto et al., 2014). Foi detetado nestes ixodideos DNA de outros
patégenos, tais como, A. phagocytophilum, Bo. burgdorferi e o virus da febre hemorragica
Crimeia-Congo, desconhecendo-se a sua competéncia como vetor destes agentes (Ben &
Lozynskyi, 2019).

1.5. Ixodideos dos Arquipélagos da Madeira e Acores

Os Arquipélagos da Madeira e Agores sdo bons modelos para o estudo da interacéo
homem/ambiente, devido as suas fronteiras bem definidas, ao seu relativo isolamento e recente
colonizagcdo humana. A biodiversidade insular é altamente ameacada pela transformacdo do
habitat e invasdo/introducdo de espécies ndo nativas. Além do mais, os impactos das alteracdes
climaticas podem sentir-se com mais severidade no espaco e no tempo pelo que, é fundamental,
o conhecimento da biodiversidade e dinamica destas espécies (Russell & Kueffer, 2019; Norder
et al., 2020).

Nestes arquipélagos a informacdo sobre ixodideos e o seu papel como vetores na

transmissdo de agentes patogénicos é escassa e, em algumas situacdes, pouco clara. Assim, na



Ilha da Madeira ha registos das espécies: I. ricinus, H. punctata, R. bursa, R. sanguineus, R.
(Boophilus) annulatos e Hy. lusitanicum (Neumann, 1899; Schillze, 1939; Dias, 1953; Almeida,
1997).

O estudo realizado por Almeida (1995) assinalou que I. ricinus se encontra distribuida por
toda a ilha, com excecdo de zonas de altitude préxima ou superior a 1000m. Foram detetados
nesta espécie, na Ilha da Madeira, determinados agentes com potencialidade de provocar doencas
nos humanos, tais como espécies do complexo Bo. burgdorferi s.I (Bo. afzelii, Bo. burgdorferi
s.s. e Bo. garinii) (Matuschka et al., 1998), A. phagocytophilum (Santos et al., 2004; de Carvalho
et al., 2008), Ri. monacensis, Ri. helvetica e Bo. lusitaniae (de Carvalho et al., 2008; de Sousa et
al., 2012). Também foi detetada Bartonella henselae em 1. ricinus, no entanto ainda ndo esta bem
estabelecido se este ixodideo é capaz de transmitir esta bactéria (Dietrich et al., 2010; Regier et
al., 2019).

N&o ha nenhuma publicacdo, do nosso conhecimento, acerca de agentes noutras espécies
de carragas na ilha da Madeira. E apenas conhecida a distribuicio de algumas espécies como H.
punctata ocorrendo principalmente em zonas altas, frias e himidas, relacionadas com o pastoreio
ovino. N&@o foi encontrada em zonas abaixo dos 560m, apenas alguns exemplares foram
encontrados em S&o Vicente (vertente norte, na cota 200m). Rhipicephalus sanguineus parece ter
uma distribuicdo alargada por toda a ilha. Esta espécie foi encontrada em zonas na vertente norte
da parte ocidental da ilha como também na vertente sul da parte oriental da ilha. As espécies R.
bursa e Hy. lusitanicum foram apenas encontradas na zona de Machico (Almeida, 1995).

No Arquipélago dos Acgores estdo assinaladas 9 espécies de ixodideos: 1. hexagonus (S&o
Miguel), D. marginatus e Hy. lusitanicum (Terceira), H. punctata (Flores, Faial, Terceira, Sdo
Miguel e Santa Maria), R. sanguineus (Terceira, SAo Miguel e Santa Maria) (Dias, 1992)e
também, R. (Boophilus) annulatus e R. bursa (Pico, Terceira e Sdo Miguel), Hy. marginatum
(Pico) e R. turanicus (Amaral, 2010), porém a presenca destas Ultimas espécies nos Acores nao
estd publicada em revistas cientificas, ndo se sabendo de que forma os espécimes foram colhidos
e identificados.

No que diz respeito a patdgenos, foi identificada a bactéria Ri. massiliae em R. sanguineus
colhidos de um cdo na ilha Terceira (Foley and Reeves, 2014). Nas ilhas de Santa Maria e
Graciosa foi identificada Borrelia turdi em I. frontalis que parasitavam aves (Literak et al., 2015).
Em Portugal Continental esta bactéria foi detetada em I. frontalis e I. ricinus (Norte et al., 2013,
2012). Recentemente foram detetados phlebovirus em I. hexagonus e R. sanguineus da ilha de
Sdo Miguel (Pimentel et al., 2019) e protozoarios do género Hepatozoon em répteis da ilha
Graciosa (Rund et al., 2019). O protozoario Theileria equi foi detetado em cavalos (Baptista et
al., 2013), porém, apesar de ser transmitida naturalmente por Boophilus, Dermacentor,
Hyalomma e Rhipicephalus (Jaffer et al., 2010), ndo encontraram carragas a parasitar os cavalos

estudados. Este agente foi detetado apenas em cavalos importados e nos seus descendentes



(transmisséo vertical), ndo estando presente numa populacéo de péneis nativos da ilha Terceira.
Isto chama a atencdo para um melhor controlo dos animais importados para ilhas, de forma a

minimizar o risco de infecdo das popula¢6es nativas.

1.6. Influéncia de fatores bidticos e abidticos

Os ixodideos interagem com diversos fatores bi6ticos e abidticos que modulam o sucesso
da sua sobrevivéncia e desenvolvimento (Garcia-Vozmediano et al., 2021). Fatores ambientais,
como o clima, habitat e disponibilidade de hospedeiros sdo alguns dos fatores limitantes para as
carracas, determinando a sua disseminacdo geografica e abundancia (Estrada-Pefia & la Fuente,
2014). Para além disso, a temperatura pode modular ndo sé a sobrevivéncia das carracas, mas
também o desenvolvimento de patogenos (Estrada-Pefia et al., 2011). Contudo, nas ultimas
décadas, tem-se vindo a observar uma alteracdo na distribuicdo de espécies de ixodideos e na
epidemiologia de doencas transmitidas por estes, especulando-se que em parte se deve as
alteracOes climaticas globais (Gray et al., 2009; Andersen & Davis, 2017). Esta dispersdo das
varias espécies de ixodideos, sucedida num curto periodo de tempo, podera ter implicagdes
socioecondmicas e em salde publica (Campbell-Lendrum et al., 2015). Para além das mudangas
climéticas, outros fatores como, a urbanizacdo e demografia podem ter influéncia nas alteracdes
geogréficas e epidemioldgicas destas espécies (Andersen & Davis, 2017).

Determinados modelos previram que as alteragdes climaticas podem levar a expansao de
carragas Ixodes e seus patogénios para regides mais a norte no Canada (Ogden et al., 2006; Roy-
Dufresne et al., 2013; Simon et al., 2014). No mediterraneo também se considera provavél que as
mudancas climéticas levem a expanséo para norte de Hy. marginatus (Estrada-Pefia & Venzal,
2007). Em alguns paises dessa regido, correlacionou-se 0 aumento da incidéncia da Febre escaro-
nodular com o aumento de apenas 1°C da temperatura maxima anual e a menor precipitagdo
(Arenas et al., 1986; Raoult et al., 1992; de Sousa et al., 2006; Vescio et al., 2008).

Nos ultimos anos, varios estudos tém virado a sua atencao para fatores bioticos, como a
microbiota das carragas, que tem um papel importante na fisiologia e ecologia das mesmas. Estas
comunidades microbianas, constituidas por bactérias, virus e protozoarios, estabelecem relacdes
comensais, simbidticas e parasitarias que modelam o fitness da carraca e também a transmissdo
de patégenos para hospedeiros vertebrados (Bonnet et al.,, 2017). Os patogenos/agentes
transmitidos por carragas sdo separados dos restantes organismos que fazem parte da microbiota
dos ixodideos apenas por conveniéncia de classificacdo, sendo definidos como microrganismos
transmitidos a vertebrados aos quais podem causar doenca (Pollet et al., 2020). Varios trabalhos
ja demonstraram a influéncia de endosimbiontes na transmissdo de patdgenos (Moutailler et al.,
2016), prevendo-se um aumento dos estudos realizados nesta area nos préximos anos, visto que

daqui poderéa surgir uma nova forma de controlo destes agentes.



2. Objetivos

Um dos principais objetivos deste trabalho foi saber que espécies de carragas, coletadas de
caes e gatos, em clinicas veterinarias, circulam nos arquipélagos da Madeira e Agores. Esta
informacgdo é importante para o conhecimento da biodiversidade insular, mas também, pode
contribuir para a elaboragdo de um futuro mapa de risco sobre eventuais surtos epidémicos que
tenham estes vetores como transmissores.

Num segundo objetivo, pretendeu-se avaliar a presenca de microrganismos associados a

microbiota das carragas que podem provocar doengas ao ser humano e outros animais.
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3. Material e Métodos
3.1. Amostragem

Para a realizacdo deste estudo foram coletados 120 espécimes de ixodideos, recolhidos de
caes e gatos (hospedeiros) atendidos em clinicas veterinarias nos Acores (N=41) e Madeira
(N=79) com a colaborac¢do da MSD Animal Health entre 2018 e 2019 (Tabela 3; Anexo 2). Até
ao seu processamento em laboratério, os espécimes foram armazenados em tubos (1 tubo por cada

hospedeiro), mantidos em local fresco, seco e com pouca luz.

Tabela 3:Informagao acerca dos espécimes estudados. NA: informacéao ndo disponivel

OrNd:m Codigo Lab/Genética/Dba/FCUL col:l)::ta Origem geogréfica Hospedeiro
2635 Ala, Alb, A4l NA Sdo Miguel (Agores) cdo
2559 A2 nov/18 Faial (Agores) gato
2499 A3, A36 dez/18 Sao Miguel (Acores) gato
2557 Ada, Adb nov/18 Faial (Agores) cdo
3445 Aba, A5b NA Terceira (Agores) cdo
2498 Aa, Abb, A34 nov/18 Séo Miguel (Acores) gato
3436 A7a, A7b, A37, A38, A39 NA Terceira (Agores) cdo
3443 A8 NA Terceira (Agores) cdo
oy A9a, A9b, A30, A31, A33, A43, Ad4, A45, A46, N Terceira (Acores) e

A53, A54
3450 Al0a, A10b, A40 NA Terceira (Agores) cdo
2633 A42 NA Terceira (Agores) cdo
2497 A47, A48, A49, A50, A51, A52 dez/18 S&o Miguel (Acores) cdo
2877 M1la, M1b, M55, M58 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2819 M2, M52 mar/19 | Ribeira Brava (Madeira) gato
2779 M3, M57 jan/19 Ribeira Brava (Madeira) cdo
2503 M4, M49 nov/18 Funchal (Madeira) cdo
2455 M5, M50 NA Santa Cruz (Madeira) gato
2466 M6a, M6b, M54, M56 NA Machico (Madeira) cao
2468 M7, M53 nov/18 Machico (Madeira) gato
2477 M8a, M8b, M51 nov/18 Calheta (Madeira) gato
2438 M29a, M9b NA Funchal (Madeira) gato
2465 M10a, M10b nov/18 Santa Cruz (Madeira) gato
2829 M11la, M11b nov/18 Calheta (Madeira) gato
2865 M12a, M12b fev/19 Calheta (Madeira) gato
2871 M13a, M13b NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2681 M14a, M14b NA Santa Cruz (Madeira) gato
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Tabela 3 (continuagéo): Informagao acerca dos espécimes estudados. NA: informagéo ndo disponivel

Or’::m Cédigo Lab/Genética/Dba/FCUL col?::?ta Origem geografica Hospedeiro
2447 M15a, M15b NA Funchal (Madeira) cdo
2955 M16 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2608 M17 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2678 M18 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2958 M19 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2478 M20 NA Ribeira Brava (Madeira) gato
2439 M21 jan/19 Funchal (Madeira) gato
2837 M22a, M22h jan/19 Calheta (Madeira) cdo
2880 M23 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2726 M24 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2502 M25a, M26b nov/18 Funchal (Madeira) gato
2783 M26a, M26b NA Santa Cruz (Madeira) gato
2934 M27a, M27b NA Santa Cruz (Madeira) gato
2790 M28a, M28b NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2940 M29 NA Santa Cruz (Madeira) gato
2464 M30a nov/18 Santa Cruz (Madeira) cdo
2922 M30 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2728 M31 jan/19 Santa Cruz (Madeira) gato
2874 M32 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2711 M33 jan/19 Santa Cruz (Madeira) cdo
2937 M34 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2763 M35 jan/19 Calheta (Madeira) cdo
2469 M36 nov/18 Machico (Madeira) cdo
2856 M31 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2859 M38 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2931 M39 NA Santa Cruz (Madeira) cdo
2760 M41 jan/19 Calheta (Madeira) cdo
2456 M43, M59, M60, M61, M62, M63, M64, M65 nov/18 Santa Cruz (Madeira) cdo
2467 M44 NA Machico (Madeira) cdo
2454 M45 NA Santa Cruz (Madeira) gato
2826 M46 nov/18 Santa Cruz (Madeira) cdo
2834 M47 jan/19 Calheta (Madeira) cdo
2862 M48 fev/19 Ribeira Brava (Madeira) gato
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3.2. Identificacdo de Ixodideos

3.2.1. Identificacdo Morfologica

A identificacdo morfoldgica das carracas em estudo realizou-se com suporte em chaves
dicotomicas ou bibliografia especifica (Dias, 1995; Heylen et al., 2014; Estrada-Pefa et al., 2017;
Hornok et al., 2017, 2021) que tém por base a observagdo dos principais caracteres
diagnosticantes, tais como, capitulum, face dorsal e ventral, escudo dorsal, espiraculo, terminagdo
do sulco anal, terminacdo do tarso ap6s o 6rgdo de Haller no 1° par de patas, coxa do 1° par de
patas, placas adanais e acessorias no macho e abertura genital nas fémeas (Figura 2; Anexo 3). A
analise morfoldgica realizou-se com auxilio de um microscopio estereoscépico Leica M165C.
Para uma identificacdo mais robusta de alguns exemplares, foi necessario remover algumas das
estruturas diagnosticantes, nomeadamente a genitalia nas fémeas (Walker et al., 2000) e
espiraculos nos machos de Rhipicephalus (Dantas-Torres et al., 2013) e o capitulo e coxa do 1°
par de patas em Ixodes (Heylen et al., 2014; Hornok et al., 2017, 2021). Estas estruturas foram
montadas entre 1dmina e lamela, utilizando o Liquido Tendeiro (Pagés & Monteys, 2005) para as
clarificar. Todos os exemplares foram registados numa base de dados digital de
imagens (Software Leica Microsystems, LAS V4.7, 2016).
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Figura 2: Caracteres morfoldgicos diagnosticantes das faces dorsal e ventral de machos e fémeas de carracas (adaptado
de Walker et al 2000).
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3.2.2. ldentificacdo Molecular

Em laboratdrio os espécimes foram lavados com etanol 70%, para retirar restos de sangue
dos hospedeiros e deixados a secar a temperatura ambiente. Posteriormente, foram macerados e
colocados numa solucdo de Proteinase K (2mg/pL — NZYTech), overnight, para facilitar a
digestdo dos tecidos. De seguida, 0 DNA foi extraido com recurso a um Kit comercial (E.Z.N.A.
Tissue DNA Isolation Kit - Omega Bio-tek) seguindo as orientagcdes do fabricante. Apds a
extracdo as amostras foram testadas num espectrofotometro (NanoDrop 1000 spectrophotometer,
Thermo Fisher) de forma a determinar a concentracdo de DNA e avaliar o0 grau de pureza em
relacdo a proteinas e fendis. Todas as aliquotas foram armazenadas a temperatura de 4°C até ao
seu processamento. Para a caracterizagdo molecular das carragas recorreu-se ao PCR
convencional para amplificacdo do gene mitocondrial COI (Mitochondrial cytochrome ¢ oxidase

subunit ). Os primers utilizados e respetivas sequéncias estdo representadas na Tabela 4.

Tabela 4: Primers e sequéncias usadas para a amplificagdo do gene COI.

Marcador Primers Sequéncias Ref.

col LCO1490_F/ HCO2198_R | 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3’ (Folmer et al., 1994)
5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3°

As reacOes de PCR foram preparadas num volume total de 25 pL, incluindo, 12.5 pL de
Dreamtaq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo scientific), 0.4 UM de cada primer (1uL) e 3 L
de DNA gendmico, perfazendo com ddH.O. O perfil de temperatura utilizado incluiu uma
desnaturacéo inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C durante 20 segundos
(desnaturagéo), 45°C durante 45 segundos (annealing) e 72°C durante 45 segundos, por fim
realizou-se um ciclo de extensdo a 72°C durante 7 minutos. Os resultados do PCR foram
verificados através de eletroforese em gel de agarose (2%) (Anexo 4).

Para esclarecer duvidas acerca da identificagdo morfoldgica de alguns espécimes, 0s seus
produtos de PCR foram purificados com o kit comercial SureClean Plus (Bioline) e enviados para
sequenciacdo (STABVIDA, Lda — Portugal).
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3.3. Pesquisa de patdogenos

Para a pesquisa de patdgenos dos seguintes grupos de protozoarios e bactérias, Babesia,

Theileria e Hepatozoon, Rickettsia, Anaplasma e Ehrlichia e Borrelia burgdorferi s.I foram

utilizados primers especificos para cada um deles. Os primers e respetivas sequéncias utilizadas

encontram-se na tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5: Primers e sequéncias usadas para cada agente em estudo.

Agente Primers Sequéncias Ref.
. o 18ShathF/ 5’ ACACAGGGAGGTAGTGACAAG 3’ (Wielinga et al.,
Babesia/ Theileria
18ShathR 5’ TAAGAATTTCACCTCTGACAGTTA 3° 2009)
Rickettsi gItACS409F/ 5’ CCTATGGCTATTATGCTTGC 3’ (Roux et al.,
ickettsia
gltARp1258R | 5 ATTGCAAAAAGTACAGTCAACA 3’ 1997)
Anaplasma/ Ehr-f/ Ehr-R 5" GGAATTCAGAGTTGGATCMTGGYTCAG 3' (Chaisi et al.,
r- r-
Ehrlichia 5’ CGGGATCCCGAGTTTGCCGGGACTTYTTCT 3’ | 2017)
5> ACCATAGACTCTTATTACTTTGAC 3’
23SN1/23sC1
. . 5" TAAGCTGACTAATACTAATTACCC 3’ ..
Borrelia burgdorferi (Rijpkemaet al.,
sl 5> ACCATAGACTCTTATTACTTTGACCA 3’ 1995)
23SN2/55CB
5’ GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG 3'
Babesia/ PP18S_F/ 5 CCAGCAGCCGCGGTAATTC 3’ (Tabar et al.,
Hepatozoon PP18S_R 5’ CTTTCGCAGTAGTTYGTCTTTAACAAATCT 3” | 2008)

A detecdo de agentes foi realizada através de real-time PCR num termociclador MyGo Pro

(Anexo 5). As reagdes ocorreram num volume total de 20 pL, contendo, 10 pL de PerfeCta SYBR

Green Supermix, Rox (Quanta bio), 2.8 pL de amostra de DNA e 0.3 uM de cada primer (0,6

ML), com excecdo das reagdes com o primer para Borrelia burgdorferi s.1. que se usou 0.2 uM de

cada primer (0,4 uL), perfazendo sempre o volume total com ddH2O. Os ciclos de temperatura

para cada primer encontram-se na Tabela 6.

16




Tabela 6:

Condicdes de reacdo para 0s primers usados.

Desnaturacéo . Desnaturacéo . Desnaturacéo .
o 95°C (5min) o 95°C (5min) o 95°C (5min)
inicial inicial inicial
o
£ =
2 95°C (15seg) | w 95°C (15seg) |= 95°C (15seg)
& 2 w
g : =
2 Amplificacdo 57°C (30seg) é’ Amplificacdo |51,6°C (30seg) % Amplificacdo | 57°C (45seg)
§ (45 ciclos) (annealing) (45 ciclos) (annealing) g (35 ciclos) (annealing)
<
65°C (45seq) 65°C (45seQ) 65°C (45seq)
Desnaturacéo . Desnaturacéo .
o 95°C (5min) o 95°C (5min)
. inicial inicial
&
2 5
< 95°C (15seg) 95°C (15seq) | § 95°C (15seq)
= g
g 3 3 T | Amplificagéo
‘< | Amplificacdo 1 | 52°C (30seg) Amplificacdo 2 | 55°C (30seg) § (35 ciclos) 64°C (30seg)
& 2 ciclos
e (25 ciclos) (annealing) (40 ciclos) (annealing) § (annealing)
8
65°C (40seq) 65°C (40seq) 65°C (45seq)

3.4. Analise de Dados

Os dados morfol6gicos e moleculares obtidos foram compilados num ficheiro Microsoft
Excel, onde foram elaborados graficos e tabelas para uma melhor apresentacdo e compreensdo
dos resultados. Para comparar variaveis qualitativas realizou-se o teste do Qui-quadrado (x%) no
programa de andlise estatistica SPSS statisctics (IBM Corporation), adotando-se um nivel de
significancia de 0,05 (p<0,05).

As sequéncias obtidas da analise molecular foram tratadas no BioEdit versdo 7.2.5 e
posteriormente comparadas com amostras da base de dados online do GenBank, utilizando a

ferramenta Blastn.
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4. Resultados

4.1. Identificacdo Morfoldgica

Num total de 120 ixodideos em estudo foram identificados 6 Ixodes hexagonus, 78 Ixodes
ricinus, 4 Ixodes ventalloi, 30 Rhipicephalus sanguineus e 2 foram apenas identificados até ao
género Ixodes (Figuras 7 a 12).

Na Ilha da Madeira identificaram-se as espécies I. ricinus (98,7%) e R. sanguineus (1,3%).
No Arquipélago dos Acores, as espécies identificadas foram I. hexagonus (14,6%), I. ventalloi
(9,8%) e R. sanguineus (70,7%) (Tabela 7). Os mapas representados nas Figuras 3 e 4 mostram a
distribuicdo geogréafica das espécies coletadas em cada arquipélago.

Relativamente ao estado de desenvolvimento dos ixodideos (ninfa, fémea e macho) foram
identificadas 85 (70,8%) fémeas, 29 (24,2%) machos e 6 ninfas (5%). Do total de fémeas
analisadas nos dois arquipélagos, 71,8% eram 1. ricinus, 3,4% . ventalloi, 23,5% R. sanguineus
e 1,18% foram identificadas apenas até ao género Ixodes. No que diz respeito aos machos, 58,6%
eram 1. ricinus, 3,4% |. ventalloi, 34,5% R. sanguineus e 3,4% foram identificadas até ao género
Ixodes, representando apenas uma carraga. As ninfas identificadas neste estudo eram todas da
espécie I. hexagonus (Figura 5).

Através do calculo de percentagens entende-se que, na llha da Madeira, a espécie que
apresentou maior abundancia foi I. ricinus, enquanto no Arquipélago dos Acores R. sanguineus
mostrou-se mais abundante. No conjunto dos dois arquipélagos, observou-se uma clara maioria
de fémeas relativamente a machos. Contudo, esta observacao deve estar sob reserva dado que as

colheitas foram feitas apenas nos hospedeiros (cdo e gato) e ndo na vegetacao.

Tabela 7: Espécimes de ixodideos coletados em diversas localidades nos Agores e Madeira.

Localidade I. hexagonus l. ricinus 1. ventalloi R. sanguineus Ixodes sp TOTAL
Faial 0 0 0 1 2 3(2,5%)
[72}
S S&o Miguel 6 0 4 4 0 14 (11,7%)
On
<
Terceira 0 0 0 24 0 24 (20%)
Calheta 0 12 0 0 0 12 (10%)
Funchal 0 9 0 0 0 9 (7,5%)
g Machico 0 8 0 0 0 8 (6,7%)
(5]
©
S | RibeiraBrava 0 6 0 0 0 6 (5%)
Santa Cruz 0 43 0 1 0 44 (36,7%)
TOTAL 6 (5%) 78 (65%) 4 (3,3%) 30 (25%) 2 (1,7%) 120
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Figura 3: Distribuicdo geogréafica das espécies de ixodideos identificadas no Arquipélago dos Agores.

. 1 ricinus

R. sanguineus

Figura 4: Distribuicdo geogréafica das espécies de ixodideos identificadas no Arquipélago da Madeira.
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Figura 5: Distribuicdo das espécies de ixodideos encontradas por a) estado de desenvolvimento e b) espécie de ixodideo
identificada.

No que diz respeito aos hospedeiros, 81 (65,5%) carragas foram recolhidas de 36 cdes e 39
(32,5%) foram recolhidas de 22 gatos (Tabela 8). As seis carragas |. hexagonus foram retiradas
do mesmo céo e as quatro carragas I. ventalloi foram coletadas ho mesmo gato. Tanto em cao
(58%) como em gato (79,5%) o ixodideo mais frequente foi I. ricinus sendo R. sanguineus mais
frequente em céo (34,6%) que em gato (5,1%) (Figura 6).

Tabela 8: Espécimes colhidos nos hospedeiros considerados.

I. hexagonus l. ricinus 1. ventalloi R. sanguineus Ixodes sp TOTAL
Céo 6 47 0 28 0 81
Gato 0 31 4 2 2 39
Cao Gato
7.4% 0
5.1% 5.1%
34.6%

= I. hexagonus
= I ricinus

1. ventalloi
= R sanguineus

= Jxodes sp

Figura 6: Espécimes colhidos nos hospedeiros considerados.
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100 pm

Figura 7: R. sanguineus (s.s.), macho: a) escudo dorsal com pontuacdes médias e grandes de distribui¢do uniforme; sulcos
medianos (sm) e paramedianos (sp) em forma de fenda alongada; festdes (f) presentes e parma (p) evidente; b) espiraculo com
um corpo largo, cauda (c) afilando dorsalmente; c) espiraculo com a terminacéo da cauda inferior a metade do festdo adjacente;
d) placa adanal (pa) e espiraculo com a terminagao da cauda (c) inferior a metade do festdo adjacente (linha preta); €) espiraculo.

Figura 8: R. sanguineus (s.s.), fémea: a) e b) abertura genital em U aberto, com 0s
escleritos laterais em forma de meia lua
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Figura 9: Ixodes hexagonus, ninfa: a) face dorsal; b) face ventral da ninfa; c) terminag&o do tarso do 1° par de patas da ninfa.

Figura 10: Ixodes ventalloi, fémea: a) face ventral da base do capitulo (bc) e coxa do 1° par de patas (c1), articulos do palpo (1°, 2° 3° e 4°), sendo
0 segundo 0 mais longo e o primeiro apresenta um espordo ventral pontiagudo, triangular; b) pormenor da face ventral da base do capitulo com
auriculas em forma de cornos de touro projetadas para tras e para dentro (a); 1° articulo dos palpos com um esporéo curto e conico bem evidente
(1°). Coxa do 1° par de patas (c1) com espordo interno (ei) forte, ligeiramente encurvado para fora, de terminagdo pontiaguda e espordo externo
(ee) bem evidente, encurvado para dentro e de menores dimensdes que o0 anterior; c) terminagao do tarso do 1° par de patas, apds o 6rgdo de Haller
(seta).
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Figura 11: Ixodes ricinus, macho: a) face ventral, sulco anal rodeando o anus anteriormente (seta); b) face ventral do capitulum,
salientando-se os dois palpos (p), o hipostoma (H) e a base do capitulum (bc); c) hipostoma com dois dentes posteriores
retroprojectados (seta preta) para fora bem desenvolvidos e com bordos arredondados; dentes laterais de perfil ponteagudo (setas
brancas); d) coxa I (c1) com um espordo interno agugado e longo sobrepondo-se & coxa Il (setas) e espordo externo rombo e
triangular (asterisco); e) terminagdo do tarso do 1° par de patas, apds o 6rgao de Haller (seta).
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Figura 12: Ixodes ricinus, fémea: a) face ventral com base do capitulo com auriculas vestigiais (setas), palpo
(p) (esquerdo) com o 2° articulo ligeiramente maior que o 3°; hipostoma (H) afilado gradualmente com os
dentes retroprojectados maiores em posicdo lateral; b) coxa | com um espordo interno (ei) agucado
sobrepondo-se a coxa Il e espordo externo (ee) rombo e de pequena dimensdo; c¢) hipostoma (H) alongado,
com bordo apical arredondado, dentes laterais retroprojectados, de perfil pontiagudo; vista ventral de uma das
queliceras dorsais (Q); d) terminagdo do tarso do 1° par de patas, ap6s o 6rgéo de Haller.
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4.2. Analise Molecular dos Ixodideos

Do total de amostras (N=120), foram enviadas para sequenciagdo 14 amostras (A31, A32,
A33, A34, A40, A43, Ad4, A45, Ad6, A47, A52, Ab3, A54 e M38), por apresentarem mais
duvidas na identificagdo morfoldgica. As sequéncias de qualidade razodvel (tamanho e
cromatograma adequados) (A33, A34, A47 e A52) foram comparadas com as da base de dados
online do GenBank utilizando a ferramenta Blastn. Os resultados da pesquisa indicaram que a
amostra A33 corresponde a R. sanguineus (linhagem temperada), a amostra A34 a I. ventalloi e
as amostras A47 e A52 a |. hexagonus (Tabela 9).

Tabela 9: Correspondéncia das sequéncias analisadas as existentes no GenBank.

Cadigo Lab | pb | Cédigo acesso | Query Cover | E-value | Percent identity Gene/Espécie Ref.

A33 656 | MF426019.1 96% 0|97.94% gene COI R. sanguineus | (Coimbra-Dores et al., 2018)
A34 652 | MN308058.1 89% 0 | 98.98% gene COlI I. ventalloi (Boyer et al., 2019)

AAT 649 | MG432679.1 99% 0| 99.53% gene COX1 I. hexagonus | (Pistone et al., 2017)

A52 253 | MG432679.1 85% | 3,00E-99 | 97.71% gene COX1 I. hexagonus | (Pistone et al., 2017)

4.3. Pesquisa de patogenos

Das 120 amostras utilizadas para a pesquisa de patdgenos 91.7% apresentaram resultado
positivo para pelo menos um dos primers utilizados (Figura 13). Apenas 10 amostras (8.3%) nao
apresentaram resultados positivos para nenhum dos primers utilizados. Essas amostras foram as
seguintes: A2, A7b, A30, A45, A46 (llhas dos Acores) e M5, M13b, M54, M55, M57 (llha da
Madeira). A distribuicdo geografica dos microrganismos pesquisados estd representada nas
Figuras 14 e 15.

Na amplificacdo com o par de primers 18SbathF/18ShathR, que serviu para a pesquisa de
protozodrios pertencentes aos géneros Babesia e Theileria, 37.5% das amostras tiveram uma
amplificacdo positiva. A percentagem de fémeas onde se detetou a presenca destes protozoarios
foi de 35.4% e de machos foi 37.9%. Das 6 ninfas em estudo, observou-se a presenca destes
agentes em metade (50%). Amplificagdo com os primers PP18S_F/PP18S R, que detetam
Babesia e Hepatozoon, apresentou uma percentagem de amplificacdo de 9.3%. Estes agentes
foram detetados numa igual percentagem de fémeas e machos (10.3%) e ndo foram detetados em
nenhuma das ninfas.

Os resultados com os primers gltACS409F/gItARp1258 mostraram que 85% das amostras
continham bactérias pertencentes ao género Rickettsia. Este género de bactérias foi detetado em
83.5% das fémeas e 89.7% dos machos, e apenas 1 ninfa ndo obteve amplificagdo positiva para

este agente.
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A amplificacdo com o par de primers Ehr-F/Ehr-R, que detetam organismos dos géneros
Anaplasma e Ehrlichia, revelou uma percentagem de positivos de aproximadamente 77%. Em
relagdo ao estado de desenvolvimento, a amplificagdo foi positiva em 73.1% das fémeas e 86.2%
dos machos. Todas as ninfas em estudo (N=6) apresentaram resultado positivo para estes
organismos.

Os resultados dos primers 23SN1/23CN1 e 23SN2/5SCB apresentaram uma percentagem
de amplificacdo de 13.4%. Estes primers foram utilizados para detetar organismos do grupo
Borrelia borgdorferi sl. Este agente foi detetado em 16.7% das fémeas e 10.3% dos machos,
porém nao foi detetado em nenhuma ninfa.

A amostra Alb ndo foi amplificada com os primers usados para a amplificacdo de
Anaplasma/Ehrlichia, Borrelia burgdorferi sl e Babesia/Hepatozoon pois 0 DNA se esgotou em
procedimentos anteriores. A amostra A9a ndo foi amplificada com os primers para
Babesia/Theileria pelo mesmo motivo.

80

B Babesia/Theileria 68
70 Babesia/Hepatozoon (86.1%)
60
_dnaplasma/Ehrlichia (75.9%)
60 W Rickettsia
W Borrelia burgdorferis.l.
£ 50
=
w
2
g 10 . 34
o
: 82,9%) 31
= oy (B2
5 (80%) (39,2%)
Z 30
20 14
(31,4%)
8
10 3 ] (10,1%)
7.7%
(7.7%) (2.5%)
0
Acores Madeira

Figura 13: Prevaléncia dos agentes em estudo nos arquipélagos da Madeira (n=79) e Acores (n=41).

Foram realizados testes de Qui-quadrado para avaliar estatisticamente as diferengas na
prevaléncia dos agentes pesquisados. Nao se observou diferengas significativas na prevaléncia de
agentes entre as carragas macho e fémea. No entanto, as diferencas na prevaléncia de Borrelia
burgdorferi s.l. (p-value=0.013) nos Acores e na Madeira demonstraram ser estatisticamente

significativas, sendo esta mais prevalente na Madeira (Anexo 6).
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Figura 14: Distribui¢do geografica dos agentes detetados nos ixodideos colhidos no Arquipélago dos Agores
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Figura 15: Distribuigdo geogréafica dos agentes detetados nos ixodideos colhidos no Arquipélago da Madeira.
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Os resultados relativos a prevaléncia de cada um dos agentes em cada uma das espécies
identificadas encontra-se nas Figuras 16 e 17. Nas seis ninfas de I. hexagonus em estudo,
observou-se uma prevaléncia de 100% de organismos do género Anaplasma/Ehrlichia. Nas
restantes espécies, I. ricinus, I. ventalloi e R. sanguineus, detetou-se uma maior prevaléncia de
bactérias do género Rickettsia em relagdo aos outros agentes estudados, sendo
Anaplasma/Ehrlichia os segundos agentes que mais se detetou.

Bactérias do género Rickettsia continuam a ser o0 agente mais prevalente se observarmos
numa perspetiva do hospedeiro. Das carragas recolhidas de cées, detetou-se Rickettsia em 81%, e
dos gatos detetou-se em 92%. Os resultados da prevaléncia dos outros agentes em estudo,
relativamente a cada hospedeiro estdo representados na Figura 18. Nao se observou nenhuma
diferenca significativa na prevaléncia de cada agente nos hospedeiros em estudo (cdo e gato)
através do teste do Qui-quadrado (Anexo 7).

23

25 22 (709%) W Babesia/Theileria

(76%)
Babesia/Hepatozoon
20 m Anaplasma/Ehrlichia
W Rickettsia

w
=
2 15 W Borrelia burgdorferi s.1.
=}
=]
g 10 8
210 |(28%) ;
7 4 (100%) 3
83%)
5 3 , (100%) 3 P
(75%) (50%)
(50%) (100%4§100%)
(25%) .
. 1
R sanguineus 1. ventalloi I hexagonuis Ivodes sp

Figura 16: Prevaléncia de cada agente nas espécies de ixodideos coletados nos Acores.
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Figura 17: Prevaléncia de cada agente nas espécies de ixodideos coletadas na Madeira.
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Figura 18: Prevaléncia de cada agente por hospedeiro.
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Nas amostras em estudo foi detetada a presenca de infeces simples e mistas (Tabela 10).
A infecdo detetada mais comum foi a co-infecdo de bactérias Rickettsia e Anaplasma/Ehrlichia
(33,3%), seguida da tripla infecdo Babesia/Theileria, Rickettsia e Anaplasma/Ehrlichia (20,8%).
Foram detetadas infecbes simples dos géneros Rickettsia (8 amostras),
Anaplasma/Ehrlichia (6 amostras) e Babesia/Theileria (1 amostra). Em apenas 1 amostra se

detetou todos os agentes em estudo (M2).

Tabela 10: InfecOes simples e co-infegdes e nimero de amostras onde foram detetadas.

Agentes N° amostras
Infecdo simples 15
Rikettsia 8
Anaplasma/Ehrlichia 6
Babesia/Theileria 1
Co-infegdo 95
Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia 40
Babesia/Theileria + Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia 25
Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Bo. burgdorferi s.I. 6
Babesia/Theileria + Rickettsia 5
Babesia/Theileria + Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Bo. burgdorferi s.1. 5
Babesia/Theileria + Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Hepatozoon 5
Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Hepatozoon 2
Rickettsia + Bo. burgdorferi s.I. 2
Babesia/Theileria + Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Hepatozoon 1
Babesia/Theileria + Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Hepatozoon + Bo. burgdorferi s.I. 1
Babesia/Theileria + Rickettsia + Bo. burgdorferi s.I. 1
Babesia/Theileria + Rickettsia + Babesia/Hepatozoon 1
Rickettsia + Anaplasma/Ehrlichia + Babesia/Hepatozoon + Bo. burgdorferi s.I. 1
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5. Discussao

Ixodes ventalloi foi, pela primeira vez, citada para o Arquipélago dos Acgores neste trabalho,
0 que vem valorizar a biodiversidade insular, mas também, acrescentar um vetor que deve ser
monitorizado relativamente a eventuais agentes com potencial zoonético. Esta espécie faz parte
da fauna ixodoldgica do sul da Europa (Espanha, Franca, Italia e Portugal) e do norte de Africa
(Marrocos e Tunisia) (Estrada-Pefia et al., 2017) tendo sido ainda referida a sua expansdo
geogréfica (Alemanha e Reino Unido) (Petney et al., 1996; Jameson & Medlock, 2011). A
introducdo desta espécie na Ilha de Sdo Miguel poderé ter ocorrido por aves migradoras ou mesmo
por mamiferos domeésticos transportados do continente europeu, onde esta ocorre, tendo
encontrado condicGes bioclimaticas favoraveis a sua fixacao.

Embora a sua eficacia na transmissdo de agentes patogénicos ainda precise de ser
esclarecida, |. ventalloi tem sido referida como potencial vetor de vérias bactérias,
nomeadamente, A. phagocytophilum, Ri. helvetica, Ri. monacensis, Bartonella sp., a protozoarios
do género Theileria e do virus Eyach (Chastel et al., 1984; Santos-Silva et al., 2006; Otranto et
al., 2014; Diaz-Sanchez et al., 2019; Santos & Santos-Silva, 2019). O presente estudo confirma a
presenca de agentes dos grupos Babesia/Theileria, Rickettsia e Anaplasma/Ehrlichia em 1.
ventalloi, e acrescenta protozoarios do grupo Babesia/Hepatozoon, identificados pela primeira
vez neste ixodideo, desconhecendo-se a sua competéncia como vetor destes agentes. Contudo, a
interpretacdo deste resultado deve estar sob reserva, dado que ndo foram molecularmente
confirmadas estas espécies (Babesia e/ou Hepatozoon).

Outra das novidades faunisticas encontrada neste estudo, foi a identificacdo de R.
sanguineus na llha do Faial. J& conhecida noutras ilhas deste arquipélago, a introdugdo desta
espécie tera sido facilitada pela sua proximidade a outras ilhas, através da movimentagdo de
humanos e animais, incluindo aves. Neste estudo, R. sanguineus foi também identificada nas ilhas
de Sdo Miguel e Terceira, corroborando estudos anteriores (Dias, 1992; Amaral, 2010). Apesar
de ndo ser a mais prevalente, esta espécie apresentou uma diferenca significativa nos hospedeiros
estudados. R. sanguineus foi encontrada maioritariamente em cées (34,6%) quando comparados
com os gatos (5,1%), resultado este que era esperado pois o hospedeiro preferencial destes
ixodideos é o cdo (Almeida et al., 2017).

Rhipicephalus sanguineus s.I. ¢ um grupo que ainda se encontra em estudo, existindo
algumas controveérsias. Porém, atualmente, considera-se que este grupo se encontra dividido em
duas linhagens, temperada e tropical. Neste trabalho, confirmamos molecularmente que 0s
espécimes coletados nos Acores, fazem parte da linhagem temperada, apresentando uma
predominancia consideravel (70.7%) neste arquipélago. A sequéncia analisada neste trabalho
apresentou uma grande homologia a uma sequéncia de R. sanguineus pertencente a linhagem

temperada identificada no continente (Coimbra-Dores et al., 2018). Isto sugere que a introdugéo
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desta espécie nos Acores se deveu a movimentacdo de animais do continente Europeu,
especialmente Portugal pois é de onde ocorrem a maioria das importacGes. Estes resultados estdo
de acordo com estudos realizados previamente, que indicam que R. sanguineus de linhagem
temperada, predomina em latitudes 30°N e 43°N, onde se inclui o Arquipélago dos Acores (36°N
a 43°N) (Zemtsova et al., 2016).

No que diz respeito aos agentes detetados neste vetor, Rickettsia foi o mais prevalente
(79%). Tal era esperado, visto que, R. sanguineus é o principal vetor de Ri. conorii conorii na
bacia do mediterrdneo e tem também competéncia para transmitir Ri. conirii israelensis e Ri.
massiliae (Levin et al., 2009). Neste trabalho também se identificou organismos dos grupos
Babesia/Theileria, Babesia/Hepatozoon e Anaplasma/Ehrlichia, j& se sabendo de trabalhos
anteriores que podem ser transmitidos por R. sanguineus (Giannelli et al., 2013; Sainz et al., 2015;
Solano-Gallego et al., 2016). As bactérias Borrelia burgdorferi s.I. apesar de terem sido detetadas
em R. sanguineus, tanto neste trabalho como noutros, ainda ndo existe informacéo relativa a
transmissdo desta bactéria por este ixodideo (Dantas-Torres & Otranto, 2015; Elhelw et al., 2021).

A identificacdo de I. hexagonus na Ilha de Sdo Miguel esta de acordo com o mencionado
na literatura (Amaral, 2010; Dias, 1992). Esta espécie estd associada a carnivoros, incluindo os
domeésticos, sendo, também, comum no ourico cacheiro (Eridinaceus europaeus) e em raposas
(Vulpes vulpes) (Estrada-Pefia et al., 2017). Ocorre na maior parte dos paises europeus, com 0s
seus limites definidos pelas fronteiras do continente entre 31,3°N a 65,8°N e 9,3°E a 36,4°E e
também a norte de Africa (Marrocos e Algéria) (Petney et al., 2012). A capacidade vetorial desta
espécie é pouco conhecida. Neste trabalho identificou-se em 1. hexagonus 0s grupos
Anaplasma/Ehrlichia, Rickettsia e Babesia/Theileria. Outros autores também identificaram
organismos destes grupos, como Theileria annae, Ri. helvetica, A. phagocytophilum (Estrada-
Pefia et al., 2017), porém ndo ha confirmacdo experimental de que este ixodideo seja um vetor
competente para 0s mesmos. Apenas ha confirmagdo de que I. hexagonus consegue transmitir
algumas espécies do grupo Bo. burgdorferi s.| (Petney et al., 2012), no entanto, neste trabalho,
ndo se detetou a presenca deste agente nestas carracas.

Na ilha da Madeira I. ricinus mostra uma clara predominancia (98.7%). A atividade desta
espécie é favorecida por temperaturas entre 7°C e 24°C e humidade relativa de 45-100% (Schwarz
et al., 2012), condicOes verificadas nesta ilha. Outros autores entre os quais Almeida (1997) ja
tinham mencionado a presenca desta espécie na ilha da Madeira (Neumann, 1899; Schulze, 1939;
Dias, 1953) referindo a sua distribuicdo por toda a ilha com exce¢do das zonas mais altas (acima
1000m), o que esta de acordo com os resultados por nés obtidos dado que as nossas observacoes
se situaram todas no litoral da ilha (menor altitude). Contudo, esta distribuicdo geogréafica deve
ser feita sob reserva pelo facto das nossas colheitas terem sido feitas s6 em clinicas veterinarias
que se situam no litoral e em zonas urbanas ou periurbanas, desconhecendo-se a proveniéncia dos

hospedeiros vertebrados.
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Acresce ainda mencionar que esta espécie foi a mais prevalente neste estudo, tanto em cées
(58%) como em gatos (79.5%), mostrando que estd bem-adaptada a estes dois hospedeiros.
Porém, o facto de também estar referenciada em aves e répteis, deve ser objeto de atencdo das
autoridades de Saude Publica regionais porque séo vetores de agentes também identificados neste
trabalho, tais como, Bo. burgdorferi s.I., A. phagocitophylum, rickettsias que podem provocar a
Febre escaro-nodular, e protozoarios do género Babesia (Rizzoli et al., 2014).

Relativamente a R. sanguineus na Ilha da Madeira, apenas identificAmos um espécime na
localidade de Santa Cruz contudo, Almeida (1997) refere-a para a vertente sul da ponta oriental
da ilha (Funchal e Machico) e também para a vertente norte da parte ocidental (Porto Moniz)
sugerindo ter esta espécie, uma distribuicdo alargada por toda a ilha, no entanto, em nossa opinido
e dado que o estudo ndo incluiu resultados estivais, o que influéncia muito a sua distribuicéo,
devemos acautelar esta generalizacdo. No exemplar estudado detetou-se organismos pertencentes
a Rickettsia e Anaplasma/Ehrlichia.

Embora, neste estudo, a diversidade de ixodideos seja maior nas ilhas dos Agores (quatro
espécies) do que na llha da Madeira (duas espécies), todos os agentes pesquisados ocorreram nas
duas areas geograficas. Os valores de prevaléncia dos diferentes agentes apresentaram um padrdo
idéntico nos dois arquipélagos, destacando-se 0s grupos Anaplasma/Ehrlichia e
Babesia/Theileria com valores mais elevados relativamente aos outros agentes em estudo. No
entanto, salienta-se uma prevaléncia de Bo. burgdorferi s.1 significativamente superior na Ilha da
Madeira (19%) em relacdo aos Acores (2.5%). Isto estd, possivelmente, associado ao facto de, I.
ricinus, o principal vetor destes patdgenos ser predominante nesta ilha.

Outras espécies de Borrelia como, Bo. afzelii, Bo. valaisiana e Bo. burgdorferi s.s ja foram
detetadas em carracas da Madeira (Matuschka et al., 1998; Nuncio et al., 2001). A taxa de infegdo
vetorial encontrada no nosso estudo (19%) é superior a referida por Lopes de Carvalho (2008)
(2.7%) mas bastante inferior aos 31.2% referenciados por Nincio et al. (2002). Deste nosso
resultado ndo podemos tirar conclusBes porque o esforco de colheita ndo é semelhante entre os
diferentes trabalhos, mas, sabendo que nas Gltimas décadas, no continente Europeu, se tem
registado um aumento da prevaléncia de Bo. burgdorferi s.l. associado a uma maior abundancia
do vetor I. ricinus, podemos estar perante um aumento consideravel de transmissdo destas
espiroquetas (Schwarz et al., 2012).

Neste trabalho, mostramos, claramente, uma maior prevaléncia de co-infecbes em
detrimento das infe¢des simples. As co-infecdes podem levar a uma co-transmissdo de patdgenos
que podera agravar a severidade da doenca em humanos e restantes vertebrados, tornando mais
dificil tanto o diagndéstico como a aplicacdo de tratamento (Moutailler et al., 2016). A presenca
de diferentes patdgenos na mesma carraga mostra que estes se conseguem multiplicar, dentro do
mesmo organismo, sem que um impeca completamente o desenvolvimento do outro. A associacao

observada mais frequentemente foi de organismos Rickettsia e Anaplasma/Ehrlichia (40/95)
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enquanto, co-infegdes de trés ou mais patdgenos apresentaram uma prevaléncia relativamente
baixa. Isto podera indicar que, apesar de possivel, é mais dificil o estabelecimento de grande
numero de patégenos na microbiota de um Unico individuo. No entanto, como nao foi realizada
analise estatistica de associacdo, ndo nos é possivel perceber se ocorre alguma associacao

significativa entre 0s microrganismos estudados.

34



6. Conclusoes

As carragas sao vetores de diversos agentes patogénicos, muitos deles com capacidade de

provocar graves problemas de saude publica, sendo por isso de extrema importancia saber que

ixodideos e patégenos associados circulam nestas areas geogréficas. Tendo por base 0s nossos

resultados temos, como mais relevantes, as seguintes conclusdes:

a)

b)

d)

Contribui¢do para um maior e mais atual conhecimento das espécies de carragas da
familia Ixodidae e patogenos associados que circulam em algumas ilhas do
Arquipélago dos Acores e da Madeira.

Referenciada, pela primeira vez Ixodes ventalloi para os Agores bem como evidéncias
da possivel presenca de organismos do género Hepatozoon nesta espécie de ixodideos
gue, também, ainda ndo tinha sido referido.

Rhipicephalus sanguineus foi, também, referenciado pela primeira vez na ilha do Faial
e ainda confirmada, molecularmente, que estas populagdes de carragas se incluem na
linhagem temperada.

Todos 0s agentes pesquisados ocorreram nas duas areas geograficas em estudo, sem
diferencas significativas entre os dois arquipélagos, exceto Bo. burgdorferi s.I. A
prevaléncia destas bactérias revelou-se mais elevada na Ilha da Madeira, observando-
se um aumento em relagdo a estudos anteriores. Podemos, assim, estar perante um
aumento consideravel na transmissdo destes organismos nesta ilha, padrdo semelhante

ao que ocorre atualmente, no continente Europeu.
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7. Perspetivas futuras

Para estudos futuros propde-se um processo de amostragem sistematizado, com colheitas
ao longo de uma sequéncia temporal definida, abrangendo todas as areas geogréficas dos
arquipélagos. Isto sera importante para garantir, ndo s6 um nimero de amostras representativo,
como também uma cobertura dos territorios mais abrangente. Chamamos a atencédo para a falta
de estudos/informagdo sobre o Arquipélago da Madeira pois, sendo um territério com um fluxo
turistico importante e intenso, é fundamental saber-se que vetores e agentes circulam.

Sempre que se justifique, deve recorrer-se a analise molecular das carracas para dar
robustez a identificacdo morfoldgica, é também crucial para esclarecer certas ambiguidades nas
formas muito semelhantes.

Em relagdo aos agentes, sera imprescindivel a utilizagdo de marcadores mais especificos
gue nos permitam identificar que espécies de patdgenos estao presentes, pois dentro de cada grupo
estudado, estdo incluidos um vasto leque de organismos com patogenicidades bastante distintas.

Tendo em conta que nos ultimos anos se tem vindo a perceber que a microbiota das carragas
pode influenciar a transmissdo de patogenos, sera relevante estudar as associaces
simbiontes/patdgenos de forma a perceber o que leve ao desenvolvimento de uns em detrimento
de outros.

Concluindo, é necessario continuar os estudos relativos a distribuicdo e dindmica quer de
ixodideos quer de patdgenos, abrangendo o maior nimero de zonas possivel, de modo a permitir
delimitar zonas de risco. Sendo também de extrema importancia, programas de informagdo a
populacdo em geral sobre a desparasitacdo dos seus animais de companhia, mas também as

autoridades de satde (animal e humana) para eventuais surtos de doencgas emergentes.
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9. Anexos

Anexo 1: Distribui¢do dos ixodideos mais relevantes em saude publica, em Portugal continental.
Dados baseados em colheitas realizadas entre 2011 e 2019. Azul: concelhos onde se identificou
o0 ixodideo; cinzento: concelhos amostrados, mas onde ndo se identificou o ixodideo; branco:

concelhos ndo amostrados. (Santos et al, 2021)

Rhipicephalus sanguineus Ixodes ricinus Hyalomma marginatum

i §

Hyalomma lusitanicum Dermacentor reticulatus Dermacentor marginatus

I
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Anexo 2: Representacdo geogréafica dos locais de amostragem e nimero de amostras coletadas

em cada um. A) Arquipélago dos Acores; B) Arquipélago da Madeira.
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Sdo Miguel
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Anexo 3: Glossario dos caracteres diagnosticantes para a identificagdo morfoldgica de ixodideos.

Anus: abertura exterior do intestino, localizada na parte posterior da face ventral.

Areas cervicais ou depressdes cervicais: sdo areas no escudo dorsal por baixo e lateralmente ao cérvix

(pescoco). Podem apresentar-se como areas deprimidas, mais ou menos aparente.

Areas porosas: S0 constituidas por aberturas de numerosos poros, envolvidas na protecio dos ovos.
Localizam-se na face dorsal da base do capitulo das fémeas de ixodideos. Variam em forma, distancia de

separacdo entre elas e diametro.

Auriculas: estruturas pares localizadas ventralmente na base do capitulo. No género Ixodes sdo importantes
estruturas de diagndstico.

Base do capitulo (= Basis Capituli): € uma estrutura Unica na qual se fixam as pecas bucais palpos,
queliceras e hipostoma. Em Rhipicephalus assume uma forma hexagonal, com um angulo lateral bem

evidente.
Basis Capituli: ver Base do capitulo.

Capitulo (=capitulum; = gnatossoma): os ixodideos tém o corpo dividido em duas partes. A parte anterior,
a mais pequena, é o capitulo, que consiste na base do capitulo e nas pecas bucais. A parte posterior do corpo

que contém o0s 0rgdos internos denomina-se opistossoma
Capitulum: ver Capitulo.

Cérvix (=pescoco): zona de inser¢do do capitulo ao escudo dorsal
Conscutum: ver Escudo dorsal.

Cdrnua: par de projecdes formadas nas margens externas da face dorsal posterior da base do capitulo.
Podem ser curtas ou longas.

Escapula: pontas anteriores do escudo dorsal que estdo mais préximas da base do capitulo.

Escleritos: estruturas pares esclerotizadas localizadas interna e lateralmente abertura genital das fémeas,
de forma e dimensd@es varidveis. Sao importantes no diagnéstico de algumas espécies, em particular nas do

género Rhipicephalus.

Escudos adanais: par de placas ventrais presentes nos machos de alguns géneros (ausentes em Ixodes spp.).
Ocorrem na metade posterior, lateralmente ao anus. Podem ser estreitas ou largas e apresentar formas
diversas (quadrangulares, triangulares, trapezoidais, curvilineas). Estrutura importante na identificacdo das

espécies de Rhipicephalus.

Escudos adanais acessdrios: par de placas ventrais presentes em machos de alguns géneros. Ocorrem
lateralmente aos escudos adanais. No género Rhipicephalus podem ser pequenas (R. bursa) ou grandes

(outras espécies).
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Escudo dorsal: placa esclerotizada que cobre a maior parte da superficie dorsal nos machos (também

denominada, conscutum) e a parte anterior nas larvas, ninfas e fémeas (scutum).
Espaco interfestonal: espaco entre dois festdes adjacentes.

Espiraculos: aberturas dos tubos respiratorios (traqueias) a superficie da carraca; nos espécimes da familia
Ixodidae tém uma forma de placas esclerotizadas mais ou menos largas, posteriores ao 4° par de patas; nos
exemplares da Argasidae apresentam com menores dimensdes, abrindo-se entre o 3° e 0 4° par de patas.
Estrutura importante na identificacdo das espécies de Rhipicephalus, apresentando uma forma geral de

virgula.

Espordes: projecoes pontiagudas localizadas em quaisquer partes esclerotizadas da superficie do ixodideo.
Na coxa podem ser internos e externos. Os primeiros significam que se encontram mais préximos da linha
média do corpo da carraca e os segundos, que se encontram mais perto da margem externa. A sua forma e

dimensdes poderdo ser utilizadas como caracteres de diagnostico (exemplo, género Ixodes).

Festbes: sdo proeminéncias regulares localizadas na margem posterior nas fémeas e nos machos, que

podem desaparecer ap6s uma refeicdo de sangue. Inexistentes em alguns géneros.

Hipostoma: estrutura central das pegas bucais sob a forma de um tubo Unico que penetra a pele do
hospedeiro, através do qual o sangue é sugado e a saliva excretada. A face ventral do hipostoma tem

denticulos para permitir uma melhor fixagéo ao hospedeiro.
Gnatossoma: ver Capitulo
Opistossoma: denominagdo da parte posterior do corpo dos ixodideos que contém os 6rgaos internos.

Orgéo de Haller: orgdo sensorial localizado numa depresséo na parte terminal do tarso do 1° par de patas.

Associado a busca de hospedeiro quando as carragas se encontram no meio ambiente.

Palpos: estruturas pares das pegas bucais localizados dorsalmente no capitulo. Sdo constituidos por quatro
segmentos, denominados articulos. Frequentemente os articulos 2° e 3° sdo os que mais facilmente se
observam. O 4° articulo, com fungdes sensoriais, encontra-se alojado numa depressdo ao nivel do 3°

articulo.

Parma: denominacédo do festdo central quando se encontra mais desenvolvido, separando-se dos festdes

envolventes por sulcos.
Pescogo: ver Cérvix

Pontuacdes: sdo depressdes na superficie do escudo dorsal. Apresentam um padrao de distribuigdo, esparso

a denso; e dimensdes distintas, de pequenas, médias ou grandes.

Poro ou abertura genital: orificio externo do aparelho reprodutor em ambos os sexos, localizado
ventralmente entre as coxas das patas. Estrutura importante na identificagdo das fémeas espécies de

Rhipicephalus.
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Patas: em nimero de trés nas larvas e em nimero de quatro nas ninfas e adultos (machos e fémeas). Da
frente para tras, denominam-se por 1° par, 2° par, 3° par e 4° par. Sdo constituidas pela coxa, trocanter,
fémur tibia, prétarso e tarso.

Queliceras: par de estruturas que fazem parte das pecas bucais localizadas no capitulo. Possuem dentes
que cortam a pele do hospedeiro, de modo a que o hipostoma a penetre e o ixodideo se fixe para proceder
a refeicdo de sangue.

Scutum: ver Escudo dorsal.

Sulco anal: pequena depressdo no tegumento que contorna o anus, podendo estar ausente ou indistinto. No

género Ixodes rodeia-o pela frente, nos restantes contorna-o pela parte posterior.
Sulcos cervicais: par de depressdes que limitam internamente as areas cervicais, em ambos 0s sexos.

Sulco lateral: depressdo lateral no conscutum dos machos, que comeca junto aos espirdculos e que se
estende para a frente até junto dos olhos. Estes sulcos podem ser longos ou curtos, apresentar texturas ou

pontuacdes no seu fundo.

Sulco posteromediano: localizado centralmente na parte posterior do conscutum dos machos. Podem estar

presentes ou ndo; assumir diversas formas (alongado, oval, circular).

Sulco paramediano: par de sulcos laterais ao sulco posteromediano. Podem estar ou ndo presentes e

assumir diversas formas (alongado, oval, circular ou em forma de virgula).
Tarso (=tarsus): Ultimo segmento das patas, onde se encontra o 6rgao de Haller e se inserem as garras.
Tarsus: ver Tarso.

Tegumento: é a parte externa da parede do corpo. Nos ixodideos as &reas moles do tegumento séo estriadas,

enguanto nos argasideos sdo mamilonadas ou com pequenos discos.
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Anexo 4: Eletroforese em gel de agarose (2%) de produtos de PCR (~700 pb) executado para o

marcador COl.

Anexo 5: Algumas curvas de amplificacdo de qPCR para 0s grupos de agentes pesquisados.
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Anexo 6: Resultados dos testes de Qui-quadrado para avaliar diferencas na prevaléncia de cada

agente entre os arquipélagos.

Babesia/Theileria
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintética Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson ,2992 1 ,585
Correcéo de continuidade® ,121 1 ,728
Razéao de verossimilhanca ,301 1 ,583
Teste Exato de Fisher ,692 ,366
N de Casos Validos 120

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 15,38.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Borrelia burgdorferi s.I.
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson 6,203 1 ,013
Correcéo de continuidade® 4,867 1 ,027
Razao de verossimilhanca 7,808 1 ,005
Teste Exato de Fisher ,011 ,009
N de Casos Validos 119

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 5,38.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Rickettsia
Teste qui-quadrado
Significancia
Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson ,2102 1 ,647
Correcéo de continuidade® ,036 1 ,850
Razao de verossimilhanca ,207 1 ,650
Teste Exato de Fisher ,788 ,418
N de Casos Validos 120

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 6,15.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Anaplasma/Ehrlichia
Teste qui-quadrado
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Significancia

Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson ,2482 1 ,618
Correcéo de continuidade® ,071 1 , 790
Razdao de verossimilhanca ,252 1 ,616
Teste Exato de Fisher ,817 ,400
N de Casos Validos 119

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 9,08.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Babesia/Hepatozoon
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintética Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson , 1832 1 ,669
Correcéo de continuidade® ,008 1 927
Razé&o de verossimilhanca ,189 1 ,664
Teste Exato de Fisher 1,000 ATT
N de Casos Validos 118

a. 1 células (25,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada ¢ 3,64.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Anexo 7: Resultados dos testes de Qui-quadrado para avaliar diferencas na prevaléncia de cada

agente entre os hospedeiros estudados (cdo e gato).

Babesia/Theileria
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson 2,9332 1 ,087
Correcéo de continuidade® 2,283 1 ,131
Raz&o de verossimilhanca 2,897 1 ,089
Teste Exato de Fisher ,108 ,066
N de Casos Validos 119

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 14,75.
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b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Borrelia burgdorferi s.I.
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson 2,4032 1 121
Correcéo de continuidade® 1,599 1 ,206
Razd&o de verossimilhanca 2,284 1 ,131
Teste Exato de Fisher ,154 ,105

N de Casos Validos 118

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 5,29.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Rickettsia
Teste qui-quadrado
Significancia
Assintética Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)

Qui-quadrado de Pearson 2,4972 1 114
Correcéo de continuidade® 1,710 1 191
Razdo de verossimilhanca 2,758 1 ,097
Teste Exato de Fisher ,172 ,092

N de Casos Validos 119

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada € 5,90.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Anaplasma/Ehrlichia
Teste qui-quadrado

Significancia
Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson ,8032 1 ,370
Correcéo de continuidade® ,440 1 ,507
Raz&o de verossimilhanca ,828 1 ,363
Teste Exato de Fisher ,486 ,257

N de Casos Validos 118

a. 0 células (0,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 8,92.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2

Babesia/Hepatozoon
Teste qui-quadrado
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Significancia

Assintotica Sig exata (2 Sig exata (1
Valor df (Bilateral) lados) lado)
Qui-quadrado de Pearson ,8032 1 ,370
Correcéo de continuidade® ,314 1 ,575
Razéao de verossimilhanca , 769 1 ,380
Teste Exato de Fisher ,503 ,281

N de Casos Validos 117

a. 1 células (25,0%) esperavam uma contagem menor que 5. A contagem minima esperada é 3,67.

b. Computado apenas para uma tabela 2x2
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