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Resumo Estudo nosoparasitolégico em carnivoros silvestres na regido de Evora

O objetivo deste estudo foi contribuir para o conhecimento dos parasitas presentes nos

carnivoros silvestres da regido de Evora em Portugal.

Foram executadas 30 necropsias parasitarias a animais mortos por atropelamento num raio
de 104 km, entre Evora, Estremoz e Montemor-O-Novo. Foi colhido material para pesquisa
parasitol6gica, paralelamente foram colhidas e conservadas por congelacdo 38 amostras
de tecido de pavilhfes auriculares para pesquisa de Leishmania infantum por qPCR, das
cinco principais espécies de carnivoros silvestres em Portugal: Meles meles (texugo
euroasiatico), Martes foina (fuinha), Genetta genetta (gineta), Herpestes ichneumon

(sacarrabos) e Vulpes vulpes (raposa-vermelha).

Dos animais necropsiados 73,33% encontravam-se parasitados, 50% com ectoparasitas,

63,33% com parasitas gastrointestinais e 13,33% com parasitas pulmonares.
Nas amostras para a pesquisa de L. infantum n&o foram observados resultados positivos.

Concluiu-se serem necessarios mais estudos aumentando o volume de amostras de forma
a oferecer resultados estatisticamente representativos da diversidade parasitolégica nos

carnivoros silvestres da regido.

Palavras-chave: Carnivoros, Evora, Necrdpsia, Leishmania infantum.
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Abstract Nosoparasitologic study in wild carnivores in the region of Evora

The aim of this study was to increase knowledge of parasites present in wild carnivores of the
Evora region in Portugal.

Thirty parasitic necropsies were executed on roadkill animals over a distance of 104 km between
Evora, Estremoz Montemor-O-Novo. Material for parasitological research was collected, as well
as 38 tissue samples from ear tissue, preserved by freezing for Leishmania infantum research by
gPCR, from the five main species of wild carnivores in Portugal: Meles meles (Eurasian badger),
Martes foina (beech marten), Genetta genetta (genet), Herpestes ichneumon (Egyptian

mongoose) and Vulpes vulpes (red fox).

73.33% of the animals necropsied were parasitized, 50% with ectoparasites, 63.33% with

gastrointestinal parasites and 13.33% with lung parasites.
Positive results were not observed on the samples for L. infantum research.

The study found the need for larger samples volumes in order to provide statistically

representative results of the parasitological diversity in wild carnivores in the region.

Keywords: Carnivores, Evora, Necropsy, Leishmania infantum.
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1. Introducéo

1.1. A Importancia do estudo de parasitas em carnivoros silvestres:

1.1.1. Papel na avaliacdo da homeostase dos ecossistemas:

Devido, direta ou indiretamente a atividades humanas, a biodiversidade do nosso planeta é cada
vez menor, a fragmentacédo e destruicao de habitats maior (Aguirre 2009a, Aguirre AA & Tabor
GM 2008), assim como as alteracdes climaticas e os niveis de intoxicacdo ambiental por acumu-
lacdo de poluentes (Aguirre 2009a, Aguirre AA & Tabor GM 2008), que, em conjunto com o rapido
processo de globalizacdo, contribuem para a diminuicdo da funcionalidade dos ecossistemas.
Em consequéncia, hoje estamos perante niveis de doencas emergentes sem precedentes (Agui-
rre 2009a), devido a altera¢des na sua forma de transmisséo ou a invasédo de novas espécies e
agentes patogénicos (Aguirre AA & Tabor GM 2008), as quais representam uma ameacga para a

sobrevivéncia e prosperidade da biodiversidade (Aguirre 2009a).

Sob stress, a resiliéncia natural de um dado ecossistema é prejudicada e as barreiras a trans-
missao de doencas séo reduzidas (Aguirre 2009a). Assim, segundo Aguirre (2009a), a emergén-
cia, reemergéncia e redistribuicdo de doencas infeciosas sdo sinais 6bvios de um planeta em
deterioragdo, sendo as altera¢des antropogénicas (aquecimento global, crescimento populacio-
nal, deflorestagdo, globalizacdo, comércio de espécies selvagens, poluicdo dos oceanos e fontes
de agua doce) o fator primario. Enquanto estas alteragbes antropogénicas continuarem a cres-
cer, a pressao que exercem sobre os ecossistemas também continuard a aumentar (Aguirre
2002, Tabor GM et al. 2001). O resultado sera a continuagc&o do aparecimento de novos agentes
patogénicos, partilhados entre os animais silvestres, domésticos e humanos (Aguirre 2002, Tabor
GM et al. 2001).

1.1.2. Agentes transmissiveis por vetores:

Entre os agentes patogénicos, os transmissiveis por vetores requerem uma atencdo especial,
uma vez que, segundo Aguirre (2009a), seres oportunistas com rapida taxa de reproducéo, tais
como insetos, roedores e microrganismos, tém o poder de colonizar os ecossistemas sob stress
mais rapidamente. Otranto et al. (2009a), referem mesmo que néo ha limites para a distribuicédo
de artropodes e outros vetores de doengas caninas, em termos geograficos, devido aos variados
fatores mencionados. Por estes vetores serem sensiveis as altera¢des climaticas, a distribuicdo
e 0 nimero de vetores também é afetado, no entanto, Aguirre (2009a) relembra que este néo é
0 Unico fator. Como exemplo, Aguirre (2009a) refere a Leishmaniose no continente americano,
cujo agente, Leishmania braziliensis, tem sido altamente correlacionada com a deflorestacdo e

aumento da “invasdo” humana no terreno.

Otranto et al. (2009a), reforcam esta ideia, referindo que as alterac@es climaticas e ecolégicas

assim como a globalizacdo, com a consequente movimentacao de pessoas e aumento das trocas
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comerciais de diversos produtos (Shaw 2005 referido em Otranto et al. 2009a) e dindmica das
populacdes animais (migracfes) estdo entre os diversos fatores que favoreceram a distribuicéo,
introducéo ou reintrodugao e estabelecimento de “novas” espécies de vetores e agentes patogé-
nicos em areas geograficas anteriormente livres de doenca (ndo endémicas). Como exemplos
da mudanca dos padrées de distribuicdo de doencas caninas transmitidas por vetores, Otranto
et al. (2009a), referem a presente distribuicdo da leishmaniose canina e dirofilariose em Italia.
Com base em estudos retrospetivos até ao ano de 1989 e mais recentemente de 1999 a 2009,
0s autores demonstraram que a espécie Dirofilaria immitis, anteriormente localizada principal-
mente no Norte de Italia, ao longo do vale do rio Po, e a espécie Leishmania infantum, anterior-
mente localizada principalmente no centro e sul de Italia e na llha Sicilia e Sardenha, tém alterado
os seus padrdes de distribuicdo, aparecendo em areas anteriormente ndo-endémicas (Otranto
et al. 2009a, Cassini 2008 referido por Otranto et al. 2009a). De tal forma foram os seus padrdes
de distribuicéo alterados, que esta anterior divisédo entre Italia norte (endémica para a dirofila-
riose) e Italia centro-sul (endémica para a leishmaniose) praticamente desapareceu (Otranto et
al, 2009a). Os autores deste estudo defendem que a causa desta alteracdo na distribuicdo destes
dois parasitas se deve a variados fatores bioldgicos e ecoldgicos, incluindo fatores relacionados
com a distribui¢é@o e introducédo de novas espécies de vetores, tal como 0 mosquito tigre asiatico
(Aedes albopictus), um competente vetor para Dirofilaria immitis.

Um outro fator a ter em conta, sdo os caes asilvestrados que, segundo Brickner (2002) e Green
& Gibson (1994), séo os canideos “selvagens” mais dispersos geograficamente. S&o cdes que
fugiram ou foram abandonados muito jovens ou sédo cdes anteriormente vadios que se desloca-
ram para um habitat selvagem. Estes cdes podem ter um impacto significativo sobre o ambiente

natural nas proximidades.

Ainda acerca da distribuicdo de doencas transmitidas por vetores, os autores Otranto et al.
(2009a), Root et al. (2003), Khasnis & Nettleman (2005) e Purse et al. (2005), referidos por
Otranto et al. (2009a), afirmam que a distribuicdo de vetores, e 0s agentes patogénicos que estes
transmitem, para areas anteriormente ndo-endémicas, pode ser favorecida e facilitada pela pre-
feréncia de hospedeiros ndo-especifica por parte dos artrépodes. Assim como pelo seu ciclo de
vida no hospedeiro e no ambiente, pelos seus habitos alimentares, pela presenca de hospedeiros

competentes e adaptabilidade a diferentes condic6es ambientais.

1.1.2.1. Leishmaniose:

A leishmaniose é causada por protozodrios bifasicos do género Leishmania, da familia Trypa-
nosomatidae, classe Kinetoplasta. Estes parasitas afetam tanto o Homem, como 0s animais do-

meésticos e silvestres, com uma distribuicdo cosmopolita (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

1.1.2.1.1. Vetor bioldgico:
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Este género de protozoarios é transmitido através de um vetor diptera da subfamilia Phleboto-
minae (familia Psychodidae) do género Phlebotomus sp. no Velho Mundo (Europa, Médio Ori-
ente e Asia) e do género Lutzomyia sp. no Novo Mundo (continentes americanos). Estes vetores
séo de pequenas dimensdes, geralmente ndo excedendo os 3mm de comprimento, e raramente
se movimentando em raios superiores a 1km do seu local de emergéncia. Na regiao mediterra-
nica e na Asia os vetores encontram-se em maior atividade nos meses mais quentes, desde a
Primavera a finais de Outono, nomeadamente durante as horas crepusculares e noturnas. Os
vetores infetam-se através da ingestédo de formas amastigotas de Leishmania spp., na sua ali-
mentacao telofagica a partir de um hospedeiro vertebrado infetado. No vetor, as formas amasti-
gotas do protozodario libertam-se das células do hospedeiro e sofrem uma série de alteracdes
morfolégicas, no intestino do flebotomineo, até adquirirem a sua forma promastigota (forma ex-
tracelular, flagelada e prociclica), a qual é replicada. Estas formas realizam uma migracéo ante-
rior até as glandulas salivares do vetor, onde chegam sob a forma (metaciclica) infeciosa.
Quando o flebotomineo (fémea) realiza uma nova alimentagdo num hospedeiro vertebrado, as
formas promastigotas sé@o inoculadas conjuntamente com os componentes salivares do vetor.
Apés esta inoculagdo 0s protozoéarios sédo fagocitados pelos macréfagos do hospedeiro verte-
brado, onde perdem o seu flagelo e readquirem a sua forma amastigota (Baneth & Solano-Gal-
lego, 2012).

1.1.2.1.2. Hospedeiros vertebrados:

Teoricamente, qualquer mamifero pode ser incluido no ciclo de vida deste protozoario, desde
que este seja inoculado através de um vetor infetado. Nestes hospedeiros, as formas amastigo-
tas do protozoario podem ser observadas em células fagocitérias, nomeadamente em macrofa-
gos. Sao formas nao flageladas, ovéides com dimensdes de 2,5 a 5um de comprimento e 1,5 a
2um de largura. Sdo formas onde é observavel um nucleo basofilico, apés uma coloracédo Gi-
emsa, e uma pequena forma redonda mais escura, o cinetoplasto. Nos macrofagos, as formas
amastigotas replicam-se por fissao binaria continuamente, até a rutura da célula do hospedeiro.
Uma vez no espaco extracelular, as formas amastigotas livres infetam outras células, onde con-
tinuam a sua replicagéo, disseminando-se desta forma a partir do seu local de inoculacéo. As
formas livres amastigotas viajam por todo o corpo do hospedeiro, mas a sua migragéo ocorre
principalmente através do sistema hemolinfatico (linfonodos, baco, medula éssea e figado) (Ba-
neth & Solano-Gallego, 2012).

Os hospedeiros reservatério variam de acordo com a regido geografica e podem incluir animais
domésticos (cdes) ou silvestres (lobos e raposas). Estes podem permanecer subclinicos por pe-
riodos extensos de tempo, durante o qual permanecem como fontes de infecdo para os vetores
(Baneth & Solano-Gallego, 2012).

Outras vias de infe¢cdo, menos comuns, entre estes hospedeiros, sdo a via transplacentaria (Bo-
ggiatto et al., 2011; Dey & Singh, 2006; CAPC, 2014), venérea (Silva et al., 2009; Dey & Singh,
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2006; CAPC, 2014), por transfusao sanguinea (Dey & Singh, 2006; Freitas et al., 2006; CAPC,
2014) e por contato direto entre lesGes (CAPC, 2014).

1.1.2.1.3. Formas de leishmaniose:

Existem cerca de 30 espécies diferentes de Leishmania. por todo o mundo, das quais 20 sao
responsaveis pela leishmaniose humana. A maioria das espécies sdo zoongéticas, com apenas
algumas excecdes estritamente antropogénicas (ex.: Leishmania donovani). A leishmaniose hu-
mana é endémica em 88 paises, afetando principalmente populagfes residentes em areas rurais
e suburbanas, com poucos meios de subsisténcia. Esta é dividida em trés formas, de acordo
com as manifestagfes clinicas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose visceral (LV) e leish-

maniose mucocutanea (LMC) (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

A leishmaniose causada pela espécie L. infantum origina formas da doeng¢a mais graves, sendo
frequente em cdes domésticos (leishmaniose canina) e menos comum em gatos. O cdo domés-
tico € também o principal hospedeiro reservatério para a leishmaniose canina e LV humana em
todo o mundo. Tal é facilitado através do turismo internacional, imigracdo e importacdo destes
animais, os quais podem originar focos da doenca em zonas ndo endémicas. Os principais hos-
pedeiros reservatdrio para a LC e LMC em humanos sdo os roedores e outras espécies de ani-

mais silvestres (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

1.1.2.1.4. Leishmaniose em Evora:

Evora é uma regido endémica para a leishmaniose canina, com uma prevaléncia de 9,4% em
1999/2000 (figura 1) (Semido-Santos et al., 1995; ONLeish). Segundo os dados da ONLeish, a
prevaléncia da leishmaniose canina tem vindo a aumentar ao longo dos anos em Portugal conti-
nental, havendo alguns focos endémicos com prevaléncias de 20% e seroprevaléncias de 60 a
80%. No entanto, segundo os autores Schallig et al. (2013), Evora tem apresentado uma dimi-
nuicdo dos valores de seroprevaléncia de leishmaniose canina. Este estudo retrospetivo (1990-
2010) revela que entre 1990 e 1999 houve um aumento nos valores de seroprevaléncia, de 3,9
% (4,9% nas areas urbanas e 3,2% nas area rurais) para 9,4% (10,1% nas areas urbanas e 8,8%
nas areas rurais). Contudo, em 2010 o estudo revelou uma diminuicéo significativa, para o valor

de 5,6% (3,3% nas areas urbanas e 7,6% nas areas rurais).
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Figura 1: Mapa da prevaléncia da leishmaniose canina em Portugal.

Fonte: ONLeish — Observatério Nacional das Leishmanioses.

1.1.2.1.5. Diagndstico:

Geralmente o diagndstico para a leishmaniose, em veterindria, realiza-se em cées que demons-
trem sinais clinicos e/ou altera¢des nas andlises de rotina (hemograma e bioquimicas) compati-
veis com a doenca, em caes aparentemente saudaveis de regides endémicas como medida de
rastreio, como medida de prevencado na transmisséo da doenga por transfuséo de sangue e im-
portacdo de caes para regides ndo endémicas, ou no ambito de estudos de investigacdo da
doenca. De acordo com o objetivo do diagndstico diferentes métodos podem ser utilizados como
preparacdes citolégicas ou histopatolégicas, serologia, cultura do protozoario em meio préprio,
ou detecdo do parasita por pesquisa de ADN (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

1.1.2.1.5.1. Serologia:

O objetivo deste tipo de andlise é a detecao de anticorpos anti-Leishmania. Nesta categoria in-
cluem-se os testes por imunofluorescéncia indireta (IFI), ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), imunocromatografia (testes-rapidos), aglutinacdo direta e Western blotting. Em termos
gerais, a maioria destes testes apresenta uma boa sensibilidade e especificidade para a leish-

maniose clinica (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

1.1.2.1.5.2. Citologia, histopatologia e cultura:

As andlises citologicas e histopatologicas baseiam-se na dete¢do de formas amastigotas livres

ou em macréfagos, a partir de esfregacos corados. Os protozoarios podem ser encontrados em
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linfonodos, esfregacos por aspiracdo de baco, esfregagos por aposi¢édo de lesdes cutaneas, es-
fregacos de medula éssea oi a partir de outros tecidos e fluidos corporais. A especificidade deste
tipo de diagndstico é virtualmente de 100%, dependendo do tempo despendido na analise de
cada esfregaco; e a sensibilidade é de aproximadamente 80% em cdes com sinais clinicos, e
menor quando se tratam de caes seropositivos mas subclinicos. A identificacdo de formas amas-
tigotas em secdes histopatolégicas de pele ou 6rgaos, fixadas em formol ou embebidas em pa-
rafina, é facilitada através do emprego de métodos imunohistoquimicos, como a coloragdo por
imunoperoxidase. A cultura de Leishmania spp. pode ser realizada a partir de amostras de tecido,
em meio Novy-MacNeal-Nicolle ou Schneider’s Drosophila; ou através da inoculagdo em hams-
ters (Baneth & Solano-Gallego, 2012).

1.1.2.1.5.3. PCR (Polymerase Chain Reaction):

Segundo Mary et al. (2004), em adi¢cdo aos métodos convencionais microscépicos, culturais
e serolégicos, inUmeros testes baseados em ADN tém sido descritos, particularmente o
PCR, para a identificac@o de Leishmania spp. No entanto, a sensibilidades destes testes é
variadvel e depende da sequéncia escolhida e objetivo do estudo. Estas técnicas melhoraram
a sensibilidade dos testes, nomeadamente em amostras sanguineas, porém, ndo tém poder
de aferir quantitativamente a carga parasitaria. O PCR real-time foi desenvolvido para a
guantificacdo da sequéncia-alvo, contudo, os testes realizados ndo possuiam sensibilidade
suficiente para estes terem aplicagdo clinica, exceto na fase aguda da doencga e sob condi-
¢Bes experimentais. Mary et al. (2004), no entanto, descrevem que no seu estudo de quan-
tificacdo de Leishmania infantum. através de PCR real-time, utilizou como sequéncia-alvo
ADN cinetoplastico. Segundo os mesmos autores e segundo Baneth & Solano-Gallego
(2012), estudos anteriores mostraram que métodos baseados na amplificacdo de ADN ci-
netoplastico tém maior sensibilidade, uma vez que este ADN esta presente em 104 cépias
por célula. A quantificagdo comparativa neste estudo foi realizada em amostras de tecido e
de medula-6ssea. Os seus resultados, embora mostrassem grande variagao, tiveram uma
boa correlagdo com o estado clinico dos pacientes, permitindo assim descriminar entre pa-
cientes sintomaticos, ndo infetados e 0s pacientes assintomaticos. Baneth & Solano-Gallego
(2012) referem ainda que, para o diagnostico especifico de leishmaniose, um PCR realizado
a partir de uma extracao de ADN de medula 6ssea, pele, linfonodos ou baco, é mais sensivel

e mais especifico do que a partir de outro tipo de amostras.

1.2. Carnivoros silvestres da regifio de Evora:

Os carnivoros (ordem Carnivora) que podemos encontrar em Evora sdo a raposa vermelha (Vul-
pes vulpes), pertencente a familia Caniidae, o sacarrabos (Herpestes ichneumon) da familia Her-
pestidae, gineta (Genetta genetta) da familia Viverridae, e da familia Mustelidae o texugo (Meles
meles), lontra (Lutra lutra), fuinha (Martes foina), a doninha (Mustela nivalis) e o tourdo (Mustela

putorius) (Ascenséo & Mira, 2006).
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Segundo Aguirre (2009a), os canideos silvestres sao 6timas espécies-sentinela. Nos seus arti-
gos, Aguirre & Tabor (2004) e Tabor & Aguirre (2004), descrevem que uma espécie-sentinela
deve ser selecionada tendo em conta a sua habilidade para refletir as perturbacfes do ecossis-
tema que habita. De acordo com os autores, a escolha deve basear-se na histéria evolutiva da
espécie e nos seus atributos fisioldgicos, de forma que as espécies selecionadas possam provi-
denciar informacg0@es relevantes sobre as alteragcdes ambientais a nivel espacial, temporal e tré-
fico. Dada a complexidade dos ecossistemas, as espécies-sentinela devem ser selecionadas de
acordo e especificamente para um dado ecossistema, aquando a ocorréncia de uma pandemia
(Aguirre & Tabor 2004, Tabor & Aguirre 2004). Em certas situa¢des, uma Unica espécie ndo sera
suficiente, tendo de se selecionar varias espécies-sentinela de modo a obter informagéo sobre o
total impacto de uma dada doenga transmitida por vectores que esteja emergente, numa dada
regido (Aguirre & Tabor 2004, Tabor & Aguirre 2004).

A familia Canidae, onde se inclui a raposa, encontra-se largamente distribuida por todo o mundo
e enquanto algumas espécies se encontram em risco de extingdo, outras sdo muito comuns,
como é o caso do coiote (Aguirre, 2009a). Assim sendo, espécies como o coiote desempenham
um papel muito importante na gestdo ambiental, em questdes como a transmissdo de doencgas,
predacé@o de animais de producdo (ex.: ovinos), caga desportiva e comércio de peles (Aguirre,
2009a). Estas espécies podem servir de sentinela para questdes de saude ambiental, no que
toca & monotorizagdo do ecossistema, mas também podem desempenhar um papel proactivo
crucial na identificacdo de agentes patogénicos, de doencas caninas parasitarias transmitidas
por vetores, potencialmente emergentes, ou ainda proporcionar uma rapida avaliagdo do risco
apos a emergéncia de uma doenca parasitaria numa dada regido. O autor refere, a leishmaniose
visceral, a doenca de Lyme, a dirofilariose, hepatozoonose e anaplasmose, como exemplos de
doencgas transmitidas por vetores em canideos, em que ja foram identificados os agentes ou os
anticorpos para esses mesmos agentes em canideos silvestres. O autor acrescenta ainda que
doengas dos carnivoros, transmitidas por vetores, tém vindo a emergir e reemergir mundial-
mente. Como exemplo, o autor refere novamente a Leishmaniose canina, em como esta, cau-
sada pelo agente Leishmania infantum, foi recentemente identificada em popula¢6es de raposas
nos Estados Unidos e partes do Canada, regides do globo onde é considerada uma doenca
exotica. No mesmo artigo, Aguirre (2009a) alerta que o crescente contacto entre os animais sil-
vestres e 0 Homem e seus animais domésticos, potencia a infecdo de animais silvestres com
novos agentes patogénicos resultando em elevada mortalidade nessas espécies, reducao da
sua populacéo e até mesmo extingdo das espécies silvestres locais, a0 mesmo tempo que au-
menta o potencial de distribuicdo de doencas das popula¢fes silvestres para as populacfes de
caes domeésticos (Brickner 2002, Aguirre 2009b). Além disso, carnivoros silvestres adaptados a
ambientes urbanos (ex.: raposa), sdo hospedeiros de inUmeros parasitas, bactérias e virus, que

por sua vez podem contribuir para mortalidade dependente da densidade populacional (Brickner
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2002, Aguirre 2009b). Aguirre (2009a) acrescenta que, em alguns casos estas espécies silves-
tres podem sobreviver a infecao e tornar-se espécies reservatério de diversas doencas, zooné-
ticas ou dos nossos animais domésticos, tais como a raiva, a parvovirose, a esgana canina e as
sarnas (Brickner 2002, Aguirre 2009b). Estas espécies sdo ideais para monitorizar doencas

transmissiveis por vetores (Brickner 2002, Aguirre 2009b).

Na familia dos mustelideos, o texugo euroasiatico (Meles meles) é a espécie com maior referén-
cia bibliografica. A semelhanca da raposa-vermelha, € um dos carnivoros ibéricos passivel de
funcionar como reservatério de algumas doencas que podem afetar tanto animais domésticos,
como outros animais silvestres ou o Homem (Rosalino, 2008). Da familia Mustelidae, é o Unico
predador ibérico que apresenta uma estrutura social bem definida, com a formacgéo de grupos
familiares ou clas, que podem ter até 35 animais (Neal et al., 1996; Rosalino et al., 2004), facili-
tando o contagio inter e intra-grupos por agentes patogénicos (Rosalino, 2008). A importancia do
conhecimento das espécies parasitarias, que afetam as espécies silvestres, € ampliada pelo
facto de alguns carnivoros, como o texugo, poderem funcionar como reservatérios de espécies
que podem afetar os animais domésticos (ex. Molineus patens — cdo, Mastophorus muris — gato)
(Durette-Desset et al, 1987 e ZajiCek, 1987 ambos referidos por Rosalino, 2008), ou mesmo o
Homem (ex. tuberculose bovina, Mycobacterium bovis) (Cosivi et al., 1995 referido por Rosalino,
2008). Segundo Torres et al. (2001), em Espanha, num estudo a 85 animais mortos, foram iden-
tificadas 17 espécies de helmintes, incluindo trés géneros cuja identificagdo especifica ndo foi
possivel. Todos os animais estavam parasitados por, pelo menos, um helminte que, na maioria

dos casos (em 12 animais), era um nematoda pertencente a uma das seguintes espécies/géne-

ros:

Aelurostrongylus pridhami Angiostrongylus vasorum Aonchotheca putorii
Crenosoma melesi Mastophorus muris Molineus patens
Capillaria plica Physaloptera sibirica Strongyloides sp.

_ o _ Vigisospirura potekhina
Trichinella sp. Uncinaria criniformis hugot
ugoti

Tabela 1: Nematodas identificados no texugo euroasiatico em Espanha, segundo Torres et al., 2001.

De entre estas espécies, U. criniformis foi a espécie com maior prevaléncia no material analisado
(62%), e Aonchotheca putorii, com uma distribuicdo geografica de parasitismo de texugos, mais
ampla. Inversamente, apenas duas espécies de cestodes foram detetadas (Atriotaenia incisa e
Mesocestoides sp.). O trabalho efetuado em Portugal, por Rosalino et al. em 2006 (referido por
Rosalino et al., 2008) para analisar a relacédo texugos/helmintos, baseado na pesquisa coprolé-
gica, identificou um cestode (Atriotaenia incisa - ovos) e quatro nematodas (Mastophorus muris
— ovos e adultos; Molineus patens — ovos; Uncinaria criniformis - ovos; e Strongyloides sp. -
larvas) como parasitas de uma populacdo de texugos residente na Serra de Grandola (Sudoeste

de Portugal). A prevaléncia nao foi muito elevada (62%) e as espécies do género Strongyloides
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foram aquelas cuja detecdo nos dejetos foi mais frequente. A integracdo destes dados, com a
informacao ecologica recolhida paralelamente (ex. dieta), permitiu aos autores (Rosalino et al.,
2005) inferir que a dieta (baseada essencialmente em insetos), o comportamento tréfico (fosso-
rial) e social (marcacéo olfativa dos membros do grupo social com as secrec¢des da glandula
anal) facilitam a contaminacédo pelos helmintes detetados. O texugo, sendo uma espécie social,
vive em tocas onde o grupo familiar se junta para descansar durante o dia e onde 0s nascimentos
ocorrem, sendo por isso facilmente afetado por alguns ectoparasitas (Rosalino, 2008). Os ecto-
parasitas que mais comummente afetam as populacgées ibéricas sédo pulgas (Ordem Siphonap-
tera), carracas (Ordem Acarina) e piolhos (Ordem Phthiraptera) (Dominguez, 2003; Pérez-Jimé-
nez et al., 1989). Para além de terem um efeito deletério direto na salde do hospedeiro, estes
parasitas podem ainda funcionar como vetores de uma variedade de endoparasitas, nomeada-

mente hemoparasitas (Trypanosoma pestanai ou Theileria meles) (Rosalino, 2008).

Ainda na familia dos mustelideos, um estudo realizado no sul de Italia em fuinhas da espécie

Martes foina, (Ribas et al., 2004), foram identificadas 10 espécies de helmintes:

Capillaria plica Capillaria aerophilus
Aonchotheca putorii Crenosoma petrowi
Sobolevingylus petrowi Taenia martis
Molineus patens Oochoristica sp
Mesocestoides sp Brachylaima sp

Tabela 2: Helmintes identificados na fuinha, segundo Ribas et al., 2004.

Destas, metade foram identificadas pela primeira vez nesta zona geografica, nomeadamente os
nematoda Capillaria plica, Capillaria aerophilus, Aonchotheca putorii, Crenosoma petrowi e
Sobolevingylus petrowi. A maioria destas espécies, incluindo o cestode Taenia martis e 0 nema-
toda Molineus patens, identificadas neste estudo, foram também identificadas noutras regifes
paleoarticas (onde Portugal se inclui). O cestode Oochoristica sp., foi também identificado neste

estudo e pela primeira vez neste carnivoro.

Um outro mustelideo encontrado em Evora é a lontra (Lutra lutra). Torres et al., 2004 avaliaram
a fauna helmintica de 109 lontras de Franca, Portugal e Espanha, incluindo 56 amostras fecais
coletadas em Portugal e 23 amostras de fezes frescas de lontras em programas de reintroducéo.

O estudo encontrou sete espécies de helmintes:

Phagicola sp. Aonchotheca putorii Eucoleus schvalovoj
Strongyloides lutrae Anisakis (larvas em estadio 3) Dirofilaria immitis

Gigantorhynchus sp

Tabela 3: Helmintes identificados na lontra, segundo Torres et al., 2004.
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Eucoleus schvalovoj foi a espécie mais frequentemente encontrada, sendo que Strongyloides
lutrae foi a espécie com maior prevaléncia na peninsula ibérica. A fauna helmintica da lontra é
geralmente menor no sudoeste europeu que na Europa de leste e, menor do que em outros
mustelideos aquaticos. O trematoda Phagicola sp. foi reportado pela primeira vez na Europa e
neste hospedeiro. As prevaléncias de E. schvalovoj e S. lutrae obtidas por necrépsia foram mais
elevadas que aquelas observadas através de andlises coprolégicas. Contudo, a cultura a partir
de fezes frescas foi considerada a melhor técnica para detecao de infecao por Strongyloides sp.

neste mustelideo.

A gineta (Genetta genetta) da familia dos viverrideos, o sacarrabos (Herpestes ichneumon) dos
herpestideos e o tourdo (Mustela putorius) dos mustelideos, contém pouca informacao bibliogra-
fica especifica para a espécie. No entanto, estas espécies estdo geralmente incluidas em estu-
dos semelhantes e que envolvem a ordem Carnivora, nomeadamente na Peninsula Ibérica (Co-
lonnello, 2010; Sim&es, 2009; Dominguez, 2003; Pérez-Jiménez et al., 1989).

Um estudo realizado na Flérida, nos Estados Unidos da América, por Forrester (1992) e citado
por Aguirre (2009a), reforca a importancia dos parasitas dos animais silvestres e a sua associa-
¢&o com os animais domésticos e o Homem. Este estudo revelou que entre as doencgas parasi-
tarias e infeciosas identificadas, 119 eram comuns entre animais domésticos e silvestres, dessas

mais de 46% eram helmintoses e 10% outras zoonoses.

E certo que os parasitas fazem parte da biodiversidade dos ecossistemas, no entanto as espé-
cies patogénicas podem ser uma ameaca a conservacgdo dos seus hospedeiros naturais ou no-
vas espécies de hospedeiros (Aguirre, 2009a). E o que ocorre quando animais sdo retirados dos
seus habitats naturais e colocados em outros habitats ou mesmo numa regido diferente do
mundo. A sua fauna natural é exposta a novos ambientes e hospedeiros e o seu efeito em termos
de patogenicidade e epidemiologia torna-se imprevisivel (Aguirre, 2009a). Um outro artigo, por
Chowdhury & Aguirre (2001), complementa esta informacéo, referindo que quando uma popula-
¢do de animais silvestres é exposta a uma doenca infeciosa ou parasitaria emergente, a resposta
por parte da espécie hospedeira pode ser a de a) resistir ao parasita, b) desenvolver sintomato-
logia severa de parasitismo e/ou c) adaptar-se ao novo parasita tornando-se espécie-reservato-
rio. Quanto a fonte de exposi¢cdo, Chowdhury & Aguirre (2001) referem trés, 1) animais domésti-
cos, nomeadamente o cdo, sendo, segundo Pain (1997) referido por Aguirre (2009a), o principal
reservatério de doencas infeciosas para os carnivoros silvestres, representando um risco signifi-
cativo para estes animais e para o ser humano (Brickner 2002); Otranto et al. (2009b) também
defendem esta ideia, uma vez que muitos artropodes infestam cades tanto em areas urbanas
como em areas rurais, estando adaptados a sobreviver tanto em ambientes interiores como ex-
teriores, aumentando assim o risco de emergéncia e reemergéncia de certas doencas metazoo-

néticas; 2) reintroducao de animais silvestres (programas de reintrodugéo de espécies silvestres)
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em que as possibilidades de transmisséo sédo especialmente elevadas durante a captura, trans-
porte e libertacdo desses animais e, 3) expansao de espécies de grupos taxonémicos préximos
para novos habitats. No mesmo artigo, os autores explicam também que as migracdes dos pré-
prios animais silvestres podem originar a introducdo doencas exdéticas nas populacdes animais
locais, ao mesmo tempo que estas populac¢des locais lhes podem transmitir agentes para os ndo

desenvolveram resisténcia.

E tomando como base estes estudos que o presente projeto ganhou forma. O estudo pretende
contribuir para o conhecimento dos agentes parasitarios presentes nos carnivoros silvestres, as
espécies-sentinela que, se encontram cada vez mais préximas dos nossos animais domésticos
e do Homem, devido a pressao antropogénica sobre 0s ecossistemas destes animais. Este es-
tudo ira focar-se apenas nos agentes parasitarios devido a enorme diversidade de agentes pa-
togénicos envolvidos, e porque, segundo Cunningham et al. (2003), os parasitas eucariotas estao
entre os agentes de doencgas emergentes, em animais silvestres e domésticos, mais significati-

VOS.

Em 2001, Chowdhury & Aguirre, referem que a emergéncia de parasitas em novos hospedeiros
esta a tornar-se cada vez mais evidente a medida que as técnicas de diagnostico sdo melhora-
das, que as interagcfes entre humanos, vida selvagem e animais domésticos aumenta e que

novos agentes sao identificados.

1.3. Os parasitas dos carnivoros silvestres:

1.3.1. Filo Nemathelminthes:

1.3.1.1. Classe Nematoda:

A classe inclui na sua maioria helmintes de forma tubular ou cilindrica (Urquhart et. al, 1996;
IASZoology.com) que sdo tanto de vida livre como parasitérios, contendo cerca de 28000
espécies, das quais 16000 sao parasitas. Estes helmintes sédo delgados e ndo-segmenta-
dos, tendo uma simetria bilateral e, a sua pele consiste num sincicio coberto por uma es-
pessa e translicida camada, a cuticula (Urquhart et. al, 1996; IASZoology.com). Os nema-
todas possuem apenas musculos longitudinais, que se encontram entre a hipoderme e a
cavidade corporal (Urquhart et. al, 1996; IASZoology.com). Esta Ultima, contém liquido so-
bre elevada presséo, de modo a manter a forma e consisténcia do corpo do parasita (Ur-
quhart et. al, 1996). Os 6rgaos sdo geralmente filamentosos e encontram-se em suspensao
no seu interior. A locomocao é realizada através de contra¢cdes musculares alternadas entre
a porcao dorsal e ventral do parasita (Urquhart et. al, 1996). A maioria das espécies sao
dioicas (Urquhart et. al, 1996; IASZoology.com), sendo que as fémeas sdo geralmente mai-
ores que os machos, podendo libertar ovos ou larvas (Urquhart et. al, 1996). Nos parasitas

fémea, o intestino termina num anus, enquanto que nos machos termina numa cloaca que
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funciona como anus, sendo também o local onde os vasos deferentes terminam e onde
podem ser viviveis as espiculas copulatérias. A boca, assim como a forma do eséfago, a
presenca ou auséncia de bursa copulatéria e a forma das espiculas e gubernaculo no macho
auxiliam na identificacdo do parasita. Alguns nematodas, certas espécies mais do que ou-
tras, estdo propensas a entrar em hipobiose, interrupcéo temporaria do desenvolvimento do
parasita, face a determinados fatores ambientais exteriores. No hemisfério norte, a hipo-
biose geralmente coincide com o Outono/Inverno, quando as temperaturas sdo mais desfa-
voraveis ao desenvolvimento do parasita; ou com os periodos de seca nos climas tropicais
e subtropicais. Uma vez retomadas as condi¢cBes ambientais favoraveis ao desenvolvimento
do parasita, este retoma o seu desenvolvimento. Esta € uma caracteristica facultativa que
apenas afeta uma proporcédo da populagéo de parasitas. A interrupcdo do desenvolvimento
do parasita também pode ocorrer devido a a¢éo do sistema imunitario do hospedeiro, con-
tudo, nesta situacéo, o nimero de parasitas afetados € muito menor. A retoma do seu de-
senvolvimento geralmente ocorre no periodo peri-parto quando a resposta imune especifica
contra agentes parasitarios diminui. Isto parece estar associado ao aumento da hormona
prolactina, pois uma vez que 0s hiveis séricos da hormona lactogénica retomam 0s seus
valores normais, ap0ds o periodo de lactacdo ou desmame, a resposta imunitaria especifica
contra agentes parasitarios, por parte do animal hospedeiro também retoma a normalidade.
Esta relagdo prolactina-resposta imunitaria é relevante em termos epidemioldgicos, uma vez
gue ocorre quando h& mais hospedeiros disponiveis e suscetiveis a infe¢do por estes ne-
matodas e, dependendo do grau de infe¢do e contaminagao ambiental, o nimero de animais
clinicamente doentes, nomeadamente jovens, aumenta também (Urquhart et. al, 1996).

1.3.1.1. Subclasse Secernentea:

Phasmids (sensilia unicelular na regido lateral da cauda) estdo presentes, geralmente pos-
teriormente. Amphids (invaginac¢des enervadas (sensoriais) da cuticula, geralmente na re-
gido anterior, na base dos labios) com aberturas tipo-poro ou tipo-fenda e sempre labiais.
Deirids (par de papilas sensoriais lateralmente na regido cervical) presentes perto do anel
nervoso. Ndo ha glandulas hipodérmicas. Sistema excretor tubular. Nao ha glandulas ade-
sivas caudais. Macho geralmente com um Unico testiculo. Asas caudais sdo comuns. Papi-
las sensoriais cefalicas apenas e papilas caudais presentes nos machos. Quase exclusiva-
mente nematodes terrestres, raramente presentes em agua doce ou marinha (IASZoo-

logy.com).

1.3.1.1.1. Ordem Strongylida:

Grupo de parasitas cujos machos se caracterizam por possuir uma bolsa copulatéria. Ge-
ralmente apresentam um eséfago muscular. As fémeas tendem a libertar ovos com 4 a 8

células nas fezes do hospedeiro, embora algumas libertem ovos embrionados. Os musculos
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longitudinais, que aparecem debaixo da hipoderme dos parasitas, tendem a ser poucos em
namero em cada quadrante. A vulva pode aparecer em qualquer local desde a area imedi-
atamente anterior ao anus até a meio do corpo do parasita. A parte anterior do parasita é 0
que o distingue entre as quatro superfamilias que constituem a ordem Strongylida (AAVP,
2014a).

1.3.1.1.1.1. Superfamilia Ancylostomatoidea/ Strongyloidea:

Morfologia: os parasitas desta superfamilia apresentam bursa, uma grande cépsula bucal
que tipicamente apresenta dentes na parte anterior ou placas cortantes e um eséfago do
tipo filariforme, simples e ligeiramente mais espesso posteriormente (Urquhart et. al, 1996;
AAVP, 2014a). Estes parasitas podem compreender entre 1 a 3cm de comprimento (AAVP,
2014a).

Ciclo de vida: geralmente, o ciclo de vida destes parasitas é direto, ou seja, sem o envolvi-
mento de um hospedeiro intermediario (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a). Os ovos séo
libertados nas fezes e desenvolvem-se e eclodem no solo, produzindo uma larva. A larva
entdo desenvolve-se até a sua forma infetante, larva em estadio 3 (L3), que usualmente
mantém a cuticula do estadio 2 (L2) como forma de protec¢é@o (Urquhart et. al, 1996; AAVP,
2014a). A infecdo do hospedeiro geralmente ocorre através da pele (AAVP, 2014a). As lar-
vas tém também a capacidade de utilizar pequenos animais vertebrados como hospedeiros
paraténicos. A infe¢@o transmaméria é bastante comum na espécie Ancylostoma caninum,
mas nao se sabe até que ponto é também importante noutras espécies desta superfamilia
(AAVP, 2014b).

Localizacdo no hospedeiro definitivo: os adultos sdo tipicamente parasitas do intestino del-
gado (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a).

1.3.1.1.1.1.1. Familia Ancylostomatidae:

Nematodas hematdfagos, responsaveis por patologias significativas em mamiferos. Estes
parasitas desenvolvem-se até ao estado adulto no intestino delgado do seu hospedeiro
onde, com a ajuda dos seus ganchos na capsula bucal, se fixam a mucosa e submucosa
intestinal (The Free Dictionary by Farlex, 2003-2012; Catalano et al., 2015).

Género mais relevante: Uncinaria.

1.3.1.1.1.2. Superfamilia Metastrongyloidea:

Morfologia: Este grupo de parasitas tende a possuir uma cépsula bucal pequena (Urquhart
et. al, 1996; AAVP, 2014a) e o eséfago € do tipo filariforme (Urquhart et. al, 1996). A bursa
ou bolsa copulatéria também tende a ser reduzida, por vezes a ponto de ser dificil a sua
identificacdo (Carreno e Nadler, 2003; AAVP, 2014a).

Estudo nosoparasitolégico em carnivoros silvestres na regido de Evora
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Localizacdo no hospedeiro definitivo: a maioria dos parasitas adultos pertencentes a esta

superfamilia localizam-se nas zonas adjacentes ou nos pulmdes de mamiferos (Urquhart et.
al, 1996; Carreno & Nadler, 2003). Contudo, certas espécies tomam outras localizacbes,
tais como o sistema vascular (AAVP, 2014a), o sistema nervoso central, a musculatura de

cervideos e os seios nasais frontais (Carreno & Nadler, 2003).

Ciclo de vida: os parasitas desta superfamilia apresentam, tipicamente, um ciclo de vida
indireto (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a) ou heteroxeno (Carreno & Nadler, 2003). Nas
fezes do hospedeiro estdo presentes larvas no seu primeiro estadio de desenvolvimento
(L1) que, uma vez no solo, necessitam de um gastrépode como hospedeiro intermediario
(Urquhart et. al, 1996; Carreno & Adler, 2003; AAVP, 2014a), onde a larva continua o seu
desenvolvimento até ao seu estadio infetante (L3) (AAVP, 2014a). No caso particular dos
parasitas dos carnivoros, pertencentes a esta superfamilia, a larva presente no molusco,
pode infetar um hospedeiro paraténico, geralmente um pequeno animal vertebrado, perma-
necendo nos seus tecidos até que este hospedeiro (presa) seja ingerido por um carnivoro
(predador). Existe ainda a possibilidade de as larvas serem capazes de infetar o seu proximo
hospedeiro ainda em L1 (AAVP, 2014a).

Géneros relevantes: Angiostrongylus, Aelurostrongylus, Sobolevingylus, Crenosoma.

1.3.1.1.1.3. Superfamilia Trichostrongyloidea:

Morfologia: os parasitas constituintes desta superfamilia sdo de reduzidas dimensdes, com
a espessura de um fio de cabelo (Urquhart et. al, 1996; Taylor et. al, 2016). Tendem a ter
poucos apéndices cuticulares (Taylor et. al, 2016) e uma capsula bucal muito pequena, ves-
tigial, geralmente sem coroa ou dentes (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a; Taylor et. al,
2016). No entanto, certas espécies podem conter um s6 dente (lancet) (AAVP, 2014a.). O
eséfago é filariforme (Urquhart et. al, 1996). Os machos possuem uma bursa copulatéria
bem desenvolvida com duas espiculas, as quais sao utilizadas na identificacao da espécie
(Urquhart et. al, 1996; Taylor et. al, 2016).

Localizacao no hospedeiro definitivo: os adultos séo tipicamente parasitas do trato alimentar

(Taylor et. al, 2016), nomeadamente estdbmago e intestino delgado (AAVP, 2014a).

Ciclo de vida: a semelhanca da superfamilia Ancylostomatidae, o ciclo de vida destes para-
sitas é geralmente direto (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a; Taylor et. al, 2016) e nao
realizam migracdes (Taylor et. al, 2016). Os ovos séo libertados nas fezes e desenvolvem-
se e eclodem no solo, produzindo uma larva. A larva entao desenvolve-se até a sua forma
infetante, larva em estadio 3 (L3), que usualmente mantém a cuticula do estadio 2 (L2) como
forma de protecdo (Urquhart et. al, 1996; AAVP, 2014a; Taylor et. al, 2016). A infecdo do
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hospedeiro geralmente ocorre através da ingestdo das larvas L3 (Urquhart et. al, 1996;
AAVP, 2014a).

Género mais relevante: Molineus

1.3.1.1.2. Ordem Rhabditida:

1.3.1.1.2.1. Superfamilia Rhabditoidea:

A maioria dos nematodas deste grupo séo de vida livre ou hematodas parasitas de peque-
nos vertebrados e invertebrados. Embora alguns destes nematodas de vida livre possam
ocasionalmente originar problemas nos animais, apenas o género Strongyloides possui in-

teresse do ponto de vista veterinario (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016).

1.3.1.1.2.1.1. Familia Strongyloididae:

1.3.1.1.2.1.1.1. Género Strongyloides:

Morfologia: Nematodas delgados, da espessura de um cabelo, nunca ultrapassando 10 mm de
comprimento. Possuem um eséfago rabditiforme (a por¢céo anterior e posterior do eséfago sédo
mais largas) longo, que pode chegar a ocupar um terco do seu comprimento total. O Utero, fila-
mentoso, e 0s intestinos encontram-se enrolados um sobre o outro, lembrando uma linha de
costura. A extremidade posterior possui uma ponta arredondada. Os ovos sdo ovais, finos e
pequenos, possuindo metade do tamanho normal de um tipico ovo estrongilideo (ovo de S. wes-
teri, por exemplo, possui as dimensdes de 35 um x 45 um) (Urquhart et al., 1996; Taylor et al.,
2016).

Distribuicdo geografica: cosmopolita (Urquhart et al., 1996).

Localizacdo no hospedeiro definitivo: intestino delgado em animais muito jovens e, no caso das

aves, no ceco também (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016).

Ciclo de vida: este género é capaz de se reproduzir tanto num ciclo de vida parasitario como num
ciclo de vida livre. A fase parasitaria € composta apenas por fémeas no intestino delgado do
hospedeiro definitivo, onde produzem ovos embrionados por partenogénese. Em herbivoros, es-
tes ovos embrionados sé@o expulsos com as fezes, mas noutras espécies 0s ovos eclodem ainda
dentro do intestino e sé@o expulsas larvas L1. Uma vez no meio ambiente, as larvas continuam o
seu desenvolvimento até a fase adulta, onde se podem seguir varias geracdes de vida livre.
Contudo, em certos casos, provavelmente relacionado com fatores ambientais tais como tempe-
ratura e humidade, as L3 podem tornar-se parasitarias, infetando o hospedeiro definitivo por in-
gestdo ou penetracdo cutanea. Realizam uma migracdo via sistema circulatério venoso, pas-

sando pelos pulmdes e traqueia, chegando ao intestino delgado por degluticdo e onde realizam

15
Estudo nosoparasitolégico em carnivoros silvestres na regido de Evora



Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

a sua Ultima muda para o estado adulto. Em equinos, suinos e ovinos, a infegdo por via trans-
mamaria é possivel. Em trabalhos experimentais, a infecdo pré-natal em suinos e bovinos tam-
bém foi demonstrada. O periodo pré-patente e de 8 a 14 dias (Urquhart et al., 1996; Taylor et al.,
2016).

Epidemiologia: as larvas infetantes (L3) ndo apresentam cuticula e por isso encontram-se sus-
cetiveis a condi¢cBes ambientais mais extremas. Contudo, temperaturas amenas e humidade fa-
vorecem o seu desenvolvimento e a acumulagdo de elevados nimeros de foras infetantes. Me-
didas de controlo raramente sdo necessarias e implicam o uso de lactonas macrociclicas 4 a 16
dias antes do parto de forma a eliminar a transmissao transmamaria (equinos, suinos e ovinos)
e/ou anti-helminticos nas duas primeiras semanas de vida como tratamento preventivo (em equi-
deos) (Urquhart et al., 1996).

1.3.1.1.3. Ordem Spirurida

1.3.1.1.3.1. Superfamilia Spiruroidea

Uma caracteristica principal deste grupo é a cauda enrolada em espiral do macho. Os ciclos de
vida sdo indiretos envolvendo artrépodes como hospedeiros intermediarios (Urquhart et al.,
1996).

1.3.1.1.3.1.1. Familia Physalopteridae:

1.3.1.1.3.1.1.1. Género Physaloptera:

Morfologia: sdo maiores do que a maioria dos spirurdides, atingindo 4-6 cm de comprimento. Os

ovos sao alongados e espessos ao nivel dos pélos (Urquhart et al., 1996).

Distribuicdo geografica: cosmopolita (Urquhart et al., 1996).

Localizacao no hospedeiro definitivo: estdmago mamiferos e outros vertebrados (Taylor et al.,

2016), incluindo carnivoros (Urquhart et al., 1996).

Ciclo de vida: o ciclo é tipico de spiruréides, onde os ovos passam pelas fezes do hospedeiro
definitivo (infetado) e se desenvolvem, até ao seu estado larvar infectante, nos hospedeiros in-
termediarios, que sao copréfagos como escaravelhos, baratas, grilos e outros insectos (Urquhart
et al., 1996; Taylor et al., 2016). Varios hospedeiros paraténicos, de sangue-frio, podem estar
envolvidos na transmisséo do parasita. O periodo pré-patente é de 8-10 semanas (Taylor et al.,
2016).

Epidemiologia: ndo existe tratamento efetivo e com a ubiquidade dos hospedeiros intermédios,

o controlo dos mesmos néo é consideravel (Urquhart et al., 1996).

1.3.1.1.3.1.2. Familia Spiruridae:
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Os nematodas desta familia encontram-se principalmente ao nivel do trato gastrointestinal supe-

rior, em mamiferos e aves (Taylor et al., 2016).

1.3.1.1.3.1.2.1. Género Spirura:

Morfologia: os parasitas deste género sdo grossos, curtos (Urquhart et al., 1996), brancos, com
a extremidade posterior mais larga que a anterior e, com a cauda em forma de espiral (Taylor et
al., 2016).

Distribuicdio geogréfica: o parasita € endémico no Sul da Europa, Africa e Asia (Urquhart et al.,
1996).

Localizacdo no hospedeiro definitivo: habitam principalmente o estdbmago e ocasionalmente o

esoéfago (Urquhart et al., 1996).

Ciclo de vida: o ciclo é tipicamente spirurdide (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016). Os ovos
desenvolvem-se até ao estado larval infetante dentro do hospedeiro intermediario (Taylor et al.,
2016). Os hospedeiros intermediarios sdo copréfagos, como escaravelhos (Urquhart et al.,
1996). As larvas podem ser ingeridas por hospedeiros paraténicos como roedores e lagartos,
onde permanecem encapsulados (Taylor et al., 2016). O hospedeiro definitivo fica infetado atra-

vés da ingesté@o de hospedeiros intermediarios ou paraténicos infetados (Taylor et al., 2016).

Outros géneros relevantes: Mastophorus e Vigisospirura

1.3.1.1.3.2. Superfamilia Filarioidea:

Esta superfamilia € muito préxima da Spiruroidea, e nela os géneros possuem igualmente ciclos
indiretos. No entanto, nenhum deles habita o trato digestivo e dependem de insetos como vetores
para a sua transmisséo (Urquhart et al., 1996). Dentro desta superfamilia existem diferencas
biologicas. As formas mais primitivas libertam ovos que estédo disponiveis para os vetores em
exsudados dermais; e as formas mais evoluidas libertam larvas, as microfilarias. Estas ultimas
podem estar contidas dentro de uma bainha flexivel, assemelhando-se a um ovo, as quais sédo
ingeridas por insetos que se alimentam de sangue ou a partir de fluidos tecidulares (Urquhart et
al., 1996). Nalgumas espécies as microfilarias apenas aparecem no sangue periférico e tecidos
em intervalos regulares, umas durante o periodo diurno, outras no periodo noturno (Urquhart et
al., 1996).

1.3.1.1.3.2.1. Familia Onchocercidae:

1.3.1.1.3.2.1.1. Género Dirofilaria:
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Morfologia: macroscopicamente séo parasitas longos e delgados com 15-30 cm de comprimento.
O macho tem uma cauda em espiral, comum aos filaréides (Urquhart et al., 1996). Microscopi-
camente, as microfilarias no sangue ndo possuem bainha, e ttm uma extremidade anterior afu-
nilada e uma extremidade posterior romba (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016). Na fémea,

a vulva esté localizada posteriormente ao eso6fago (Taylor et al., 2016).

Distribuicdo geografica: cosmopolita (Urquhart et al., 1996).

Localizacdo no hospedeiro definitivo: os adultos sédo encontrados no lado direito do coracdo e

vasos sanguineos adjacentes, em carnivoros e, raramente no Homem (Urquhart et al., 1996;
Taylor et al., 2016).

Ciclo de vida: as fémeas libertam microfilarias diretamente para a corrente sanguinea. Estas sédo
ingeridas pelo hospedeiro intermediério, 0 mosquito (fémea), durante a sua alimentacéo. O de-
senvolvimento das microfilarias até L3 no mosquito demora certa de duas semanas. Apés este
periodo, as L3 encontram-se nas estruturas bucais do mosquito. O hospedeiro definitivo é infe-
tado quando este mosquito realiza uma nova alimenta¢éo. As L3 migram pelos tecidos subcuta-
neos e subserosos, onde realizam duas mudas, num periodo de varios meses. Apenas apoés a
Gltima muda, o parasita entra na circulagdo venosa e chega ao coracao. O periodo pré-patente
tem a duragcdo minima de seis meses. Os adultos sobrevivem véarios anos (Urquhart et al., 1996;
Taylor et al., 2016).

Epidemiologia: os fatores relacionados com o hospedeiro definitivo incluem a elevada densidade
populacional destes hospedeiros onde o vetor esta presente, o longo periodo patente (mais de
cinco anos) do parasita, e a falta de resposta imune contra os parasitas estabelecidos. Os fatores
relacionados com o vetor incluem a ubiquidade do mesmo, a sua rapida e elevada taxa de re-

producdo, e o curto periodo de desenvolvimento das microfilarias em L3 (Urquhart et al., 1996).

1.3.1.1. Subclasse Adenophorea:

1.3.1.1.1. Superfamilia Trichuroidea:

Os membros desta superfamilia sdo encontrados numa grande variedade de animais. A carac-
teristica morfolégica comum entre eles € o esdfago, o qual é composto por um tubo capilar,
rodeado por uma Unica fila de células (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016). O macho tem
apenas uma espicula dentro de uma bainha, ou pode estar completamente ausente ( géneroTri-
chinella). Existem trés familias de interesse. A Trichuridae, onde o género Trichuris é encontrado
no célon e ceco de mamiferos (Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016) e o género Aonchoteca

no estbmago e intestino delgado de mamiferos silvestres, como os mustelideos (Butterworth &
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Beverly-Burton, 1980; Campbell, 1991, referidos em AAVP, 2014c); a Capillaridae onde o género
Capillaria (Eucoleus) se encontra presente no trato digestivo ou respiratorio de mamiferos (Ur-
quhart et al., 1996; Taylor et al., 2016). Os ovos dos géneros Trichuris e Capillaria séo caracte-
risticos por possuirem uma pequena saliéncia em ambos os po6los (Urquhart et al., 1996; Taylor
et al., 2016). Os ovos Aonchoteca contém uma camada externa mais escura e com uma super-
ficie rugosa (AAVP, 2014c). A terceira familia de interesse é a Trichinellidae, onde os adultos do
género Trichinella podem ser encontrados no intestino delgado de mamiferos, e produzem larvas

que rapidamente invadem outros tecidos (Urquhart et al., 1996).

1.3.2. Filo Platyhelminthes:

1.3.2.1. Classe Cestoda:

Os parasitas desta classe apresentam um corpo fino, plano, longo (tipo “fita) e segmentado. Cada
segmento contém um, por vezes dois, conjuntos de 6rgaos reprodutores femininos e masculinos
(Urguhart et al., 1996).

1.3.2.1.1. Ordem Cyclophyllidea:

Quase todos os cestoda de interesse veterinario pertencem a esta ordem (Urquhart et al., 1996).

Morfologia: um cestode adulto consiste em escélex (cabeca) com 6rgdos de fixacdo, um pescoco
curto e ndo segmentado, e uma sequéncia de segmentos. Esta sequéncia é denominada por
estrébilo, e cada segmento por proglotide (Urquhart et al., 1996). Os 6rgaos de fixagdo do escolex
sdo quatro ventosas localizadas lateralmente, e podem conter dentes ou ganchos. O escoélex
usualmente contém um rostro anteriormente, protraivel, o qual, em algumas espécies, pode estar
armado com uma ou mais filas de ganchos que auxiliam na fixagdo a mucosa. As proglotides
sdo continuamente produzidas a partir do pescogo e tornam-se sexualmente maduros a medida
que avancam no estrobilo. A medida que cada segmento matura, as suas estruturas internas vao
desaparecendo e dando lugar aos proglétides completamente maduros ou gravidos, onde ape-
nas permanecem o0s ovos e algumas estruturas remanescentes do Utero. Os segmentos gravidos
séo libertos do estrébilo e expulsos com as vezes do hospedeiro, geralmente intactos. Uma vez
fora do corpo, os ovos séo libertos através da degradagdo do segmento, ou através do poro
genital. Os ovos consistem num embrido (oncosfera) hexacanto (com seis ganchos), numa ca-
mada espessa, escura e estriada que envolve o embrido, denominada embriosfera, e numa ca-

mada externa delicada que geralmente é perdida ainda dentro do Utero (Urquhart et al., 1996).

Ciclo de vida: tipicamente o ciclo é indireto, com um hospedeiro intermediario. Com algumas

excecgdes, os adultos localizam-se no intestino delgado do hospedeiro final e os ovos séo libertos
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através das fezes do hospedeiro para o exterior. Quando os ovos sao ingeridos pelo hospedeiro
intermediario, a embriosfera é digerida pelo suco gastrico, ativando a oncosfera. Usando os seus
ganchos, o embrido penetra pela mucosa, atingindo a circulagdo sanguinea ou linfatica, ou a
cavidade corporal no caso dos invertebrados. Uma vez atingindo o seu local de preferéncia, a
oncosfera perde os seus dentes e desenvolve-se, dependendo da sua espécie, num dos estados
larvais, denominados metacestodes (cisticercos, cenuro, strobilocercos, quisto hidatico, cisticer-
coide, tetratiridio). Quando o metacestode € ingerido pelo hospedeiro definitivo, o escoélex fixa-
se a mucosa e a restante estrutura é digerida, e a corrente de proglétides comeca a crescer a

partir da base do escélex (Urquhart et al., 1996).

Familias mais relevantes: Anoplocephalidae (género Atriotaenia), Mesocestoididae (género Me-

socestoides), Taeniidae (género Taenia) e Listowiidae (género Oochoristica).

1.3.3. Filo Arthropoda:

1.3.3.1. Classe Insecta:

1.3.3.1.1. Ordem Phthiraptera:

Estes sdo os piolhos. Os insetos desta ordem séo altamente especificos em relagdo ao hospe-
deiro, permanentemente ectoparasitas e ndo conseguem sobreviver sem 0 hospedeiro mais do
que um ou dois dias. Apresentam varios tamanhos e cores, mas todos eles sdo achatados dor-
soventralmente. A maioria das espécies € cega, no entanto algumas possuem olhos primitivos,
fotossensiveis. As patas terminam em ganchos, sendo que os piolhos dos mamiferos possuem
um gancho ou garra por pata (Urquhart et al., 1996).

1.3.3.1.1.1. Subordem Malophaga:

Estes sé@o os piolhos, comumente referido como piolhos mastigadores devido a sua forma de
alimentacdo. Medem apenas até 3mm e a cabeca, arredondada anteriormente, € relativamente

maior que o resto do corpo (Urquhart et al., 1996).

Géneros mais relevantes: Felicola, Lorisicola, Trichodectes (Pérez-Jiménez et al., 1989).

1.3.3.1.2. Ordem Siphonaptera:
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Estes sédo as pulgas. A sua importancia deve-se ndo s6 pelos efeitos no hospedeiro, como pelos
agentes patogénicos que podem transmitir. Por serem pouco especificos em relacéo ao hospe-
deiro, parasitando hospedeiros alternativos e o Homem, as pulgas adquiriram grande relevancia

em termos de saude publica (Urquhart et al., 1996).

Morfologia: coloracdo castanha escura, insetos sem asas e com 0s corpos comprimidos latero-
lateralmente. O terceiro par de patas é mais longo que os restantes, permitindo-lhes saltar com
facilidade de e para o hospedeiro. A cabeca pode conter espiculas posteriormente (pronotal) ou
ventralmente (genal), denominadas por ctenidia. Sendo esta uma das caracteristicas importantes

na identificacdo de espécies (Urquhart et al., 1996).

Ciclo de vida: ambos os sexos se alimentam de sangue e apenas 0s adultos sdo parasitas. Os
ovos (ovoides e de superficie lisa) podem ser depositados no ambiente ou no hospedeiro, caindo
depois no solo. Estes eclodem dentro de 2 dias a 2 semanas, dependendo das condi¢cdes ambi-
entais. As larvas alimentam-se a partir de detritos e fezes de pulgas adultas, que contém sangue,
dando-lhes assim uma coloracdo avermelhada. Ap6s duas mudas e com um tamanho de apro-
ximadamente 5mm, a larva pupa, de onde depois ir4d emergir o adulto. A duracdo de todo o
processo depende das condi¢ces ambientais, podendo todo o ciclo levar 3 semanas em ambi-
entes mais quentes, ou até dois anos em ambientes mais frios. A maior parte do ciclo ocorre sem
0 hospedeiro e mesmo as formas adultas conseguem sobreviver 6 meses sem se alimentarem
de um hospedeiro. No entanto, alguns géneros permanecem no hospedeiro permanentemente,
em que a fémea forma nddulos na pele do hospedeiro. Nestes nédulos, apenas a parte posterior
comunica com o exterior, permitindo que o0s ovos ou larvas caiam para o solo, onde se d4 o resto
do ciclo (Urquhart et al., 1996).

Géneros mais relevantes: Ctenocephalides, Pulex, Archaeopsylla, Paraceras, Monopsyllus,

Chaetopsylla (Dominguez, 2003)

1.3.3.2. Classe Arachnida:

1.3.3.2.1. Familia Ixodidae:

Os ixodideos sao vetores importantes de protozoarios, bactérias, virus e riquétsias. Como outras
carragas, os ixodideos sdo parasitas temporarios passando, relativamente, pequenos periodos
de tempo no hospedeiro. Dependendo do nimero de hospedeiros ao qual se fixam durante o
seu ciclo de vida parasitaria, os ixodideos séo classificados em carraga de um hospedeiro (onde
todo o ciclo parasitario, de larva a adulto, se passa hum s6 hospedeiro), carraca de dois hospe-

deiros (onde as larvas e ninfas de desenvolvem num hospedeiro, e os adultos noutro) e carracédo
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de trés hospedeiros (em que cada estado de desenvolvimento decorre num hospedeiro diferente)
(Urquhart et al., 1996).

Géneros mais relevantes: Ixodes, Haemaphysalis, Dermacentor, Rhipicephalus (Urquhart et al.,
1996; Dominguez, 2003; Simdes, 2009).

1.3.3.2.2. Familia Psoroptidae:

1.3.3.2.2.1. Otodectes:

Este acaro € o mais comum entre os mamiferos, incluindo a raposa-vermelha e a fuinha. Loca-
liza-se preferencialmente no ouvido externo do hospedeiro e alimenta-se superficialmente. O seu

ciclo de vida é de 3 semanas (Urquhart et al., 1996).

2. Objetivos:

Identificar os parasitas presentes em carnivoros silvestres atropelados, da regido de Evora,

através de necrépsia parasitaria e exames coproldgicos;

Avaliar a possibilidade dos carnivoros silvestres estudados serem hospedeiros reservatérios de
Leishmania sp. através da observacéo de esfregacos de medula 6ssea e da analise de amostras

de pele (pavilhdo auricular) por qPCR.
3. Materiais e métodos:

3.1. Projeto MOVE:

O projeto MOVE, sob direcdo do professor Anténio Mira do Departamento de Biologia da
Universidade de Evora, visa estudar o impacto dos animais atropelado nas populacdes de
animais silvestres. Diariamente uma equipa percorre as estradas, num circuito com um raio
de pouco mais de 100 km, entre Montemor-O-Novo, Valeira e Evora (de onde provém o
acronimo MOVE), identificando as espécies de animais atropelados (figura 2). Foi gracas
a colaboracao desta equipa, que obtivemos as nossas amostras de tecido para PCR e ca-

daveres para necropsia parasitaria.
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Figura 2: Distribuicdo geogréfica dos cadaveres de carnivoros silvestres recolhidos e cedidos pelo projeto MOVE.

3.2. Necrépsia parasitaria:

Por definicdo, necropsia (do grego nekros = cadaver; opsis = vista) significa a abertura e a
inspecao detalhada e metddica das cavidades e érgdos do animal morto com o objetivo de
determinar a respetiva causa de morte (Cardoso, 2002). Contudo, neste trabalho o objetivo
da necrdpsia nao € determinar a causa de morte, mas sim a inspec¢éo e recolha de amostras

para pesquisa de parasitas (necropsia parasitaria).

Foram necropsiados um total de 30 animais, entre os quais 6 sacarrabos (SRm), 5 raposas-
vermelhas (Rm), 7 fuinhas (Fm), 3 texugos (Tm), 4 ginetas (Gm) e 5 lontras (Lm), entre o
Outono de 2015 e o final da Primavera de 2016.

3.2.1. Material:

O material necessario para as necropsias destes animais variou ligeiramente segundo o

tamanho do animal. Para animais mais pequenos, utilizaram-se 0s seguintes materiais:
Luvas descartaveis;
1 cabo de bisturi n°4;
1 1&mina de bisturi n°24;
1 pinca Hadson sem dentes;
1 pinga Cushing com dentes;

1 pin¢a Cushing sem dentes;
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1 tesoura IRIS;

1 tesoura Mayo;

3 bandejas para colocar visceras (estdbmago e intestinos);
1 copo conico para colocar visceras (pulmdes);

1 tesoura para corte de 0sso

3 laminas de vidro para realizacdo de esfregacos;

1 frasco com alcool a 70°;

11 sacos de plastico pequenos para colocacéo de amostras para congelacao;
1 recipiente pequeno com agua;

1 cotonete;

1 lamina com duas gotas de Lactofenol de Aman;

2 seringas de 2 ml,

1 agulha de 18G;

Placas de Petri;

3.2.2. Técnica:

A técnica de necropsia iniciou-se com a inspec¢éo do exterior do animal. Toda a superficie
externa do animal foi inspecionada em busca de ectoparasitas que estivessem presentes.
Com a ajuda de uma pin¢a Hadson sem dentes, foram colhidos os ectoparasitas encontra-
dos e colocados num pequeno recipiente com alcool a 70°. Os pavilhdes auriculares foram
inspecionados e com o auxilio de um cotonete fez-se a colheita do material (cerimen) do
interior do canal auditivo. O ceriimen colhido foi colocado numa lamina com Lactofenol de
Aman e cobriu-se com uma lamela de modo a facilitar a visualizacdo ao microscopio de
acaros que pudessem estar presentes. O préximo passo foi a abertura do cadaver. Este foi
colocado em decubito dorsal, expondo toda a superficie ventral do animal. Realizou-se uma
incisdo longitudinal da pele sobre a linha mediana, desde a regido mandibular até a sinfise
pubica (Cardoso, 2002). A pele foi rebatida e inspecionada para a presenga de nodulos
parasitarios, assim como o tecido subjacente. Em seguida, procedeu-se a abertura da cavi-
dade torécica, tendo sido esta promovida por secg¢fes laterais do gradil costal, sobre as

articulacdes costocondrais e, apds seccdo do diafragma, este corte pdde ser continuado até
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a sinfise pubica, expondo assim também a cavidade abdominal, com cuidado para nao per-
furar os 6rgdos. Em seguida procedeu-se a remocéo das visceras, seccionando-se o pavi-
mento da cavidade bucal junto da face interna da asa da mandibula. Ap6s desarticulacéo
dos ossos hioides, a lingua foi exposta para que, com o auxilio de uma pinca, fosse removida
no conjunto lingua-eséfago-traqueia-pulmao-coracédo (Cardoso, 2002). O coracéao foi secci-
onado a meio e observado para a presenca de parasitas e depois uma amostra de tecido
foi retirada para congelagéo, assim como uma amostra de tecido pulmonar. A traqueia foi
seccionada ao longo de todo o seu comprimento com uma tesoura e o seu interior foi tam-
bém observado para pesquisa de parasitas. Este corte prolongou-se pelos brénquios e re-
alizaram-se pequenos cortes nos pulmdes. O conjunto traqueia e pulmdes foram entdo co-
locados no copo cénico com agua (40-45°C) de forma a promover a migracédo de larvas
parasitarias que eventualmente pudessem estar presentes no pulmao (técnica Baermann-
Moraes descrita em Carvalho et al., 2012). Deixou-se repousar até ao final da necrépsia e
o sedimento foi depois observado a lupa. Nos casos em que estiveram presentes formas
adultas, estas foram lavadas e colocadas num recipiente com alcool a 70°. Quando a lava-
gem pulmonar continha larvas pulmonares, esta era transferida para outro recipiente para
congelacdo. Uma amostra do diafragma também foi recolhida para congelacéo. Em seguida
procedeu-se a remog¢éao das visceras abdominais. Trés amostras de figado foram retiradas
para congelacéo e realizou-se também um esfregaco por aposi¢do de um fragmento do
Orgdo. Realizou-se 0 mesmo para 0 bago. O es6fago, estdmago e intestinos foram retirados
e separados por trés bandejas. A primeira contendo o eséfago e o estdmago, a segunda
contento o intestino delgado e a terceira o intestino grosso. Antes de se proceder a lavagem
dos 6rgdos gastrointestinais, uma amostra de fezes a nivel do intestino delgado e outra a
nivel do intestino grosso foram recolhidas para andalise coproldgica. O contetido das lava-
gens destes 6rgaos também foi guardado para analise coproldgica. De uma das coxas do
animal foram também retiradas duas amostras de musculo-esquelético para congelagéo.
Um dos fémures foi seccionado com a tesoura de corte de 0sso a fim de expor a medula
Ossea. Esta foi aspirada com uma seringa e agulha e o seu contetido colocado sobre uma

lamina (esfregaco de aspirado de medula éssea).

3.3. Andlise das amostras:

3.3.1. Técnicas de coprologia:

Neste trabalho foram utilizadas duas técnicas de coprologia, uma de flutuacédo esponténea

(Willis) e outra de sedimentacdo espontanea (Hoffman-Pons-Janer).

3.3.1.1. Método de flutuacdo espontanea de Willis:

Estudo nosoparasitolégico em carnivoros silvestres na regido de Evora
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A técnica de flutuacao Willis, descrita por Willis (1921) e referida por Carvalho et al. (2012),
baseia-se na capacidade dos ovos de helmintes flutuarem & superficie de uma solugéo sa-
turada de cloreto de sédio, com uma densidade de 1,20 g/mL, assim como na sua capaci-
dade de adesdo a lamela de vidro. Nesta técnica, a amostra de fezes emulsionada com a
solugdo saturada € colocada num tudo de ensaio até formar um menisco convexo. O tubo
€ depois coberto com uma lamela (figura 3), a qual, minutos depois (10-15 min), é retirada

e colocada sobre uma lamina para observacao ao microscopio 6ético (figura 4).

Figura 3: Flutuagao espontanea Willis — a amostra de fezes emulsionada com a solugéo saturada é colocada num

tubo de ensaio até formar um menisco, o qual € coberto com uma lamela (10-15min).

Figura 4: Flutuagao espontanea Willis — lamela colocada sobre lamina para observacdo ao microscopio ético.

Neste trabalho, a solucao saturada utilizada nao foi o tradicional cloreto de sédio, mas sim

sulfato de zinco numa concentracdo de 30%. A maior densidade do sulfato de zinco (1,18
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g/mL) permite a flutuacéo de protozoarios intestinais como Giardia lamblia e de formas lar-
vares delicadas de parasitas pulmonares como Oslerus sp., Filaroides sp. e Aleuros-
trongylus sp. (Diagnostic Clinical Parasitology Service Laboratory, 2009). Para cada animal,
esta técnica foi realizada duas vezes (como evidenciado na figura 3), uma utilizando uma
amostra de fezes do intestino delgado e outra utilizando uma amostra de fezes do intestino
grosso, de forma a aumentar a probabilidade de observar eventuais formas parasitarias,

nomeadamente de protozoarios intestinais.

3.3.1.2. Sedimentacdo espontanea Hoffman-Pons-Janer:

Nesta técnica, descrita por Hoffman et al. (1934) e referida por Carvalho et al. (2012), as
amostras fecais sdo diluidas em agua e filtradas através de uma banda de gaze colocada
dentro de um copo de sedimentac&o conico. E uma técnica que, como a de Willis, é muito
utilizada devido aos baixos custos associados. O seu objetivo foi a pesquisa de helmintes
adultos. Para cada animal esta técnica foi realizada trés vezes. Uma para o estbmago, outra
para o intestino delgado e outra para o intestino grosso. A técnica foi realizada com a agua
resultante da lavagem do interior dos érgaos e apés a recolha das amostras fecais para a
técnica Willis. A mistura resultante foi transferida para recipientes de vidro cilindricos, nédo
cbnicos, onde se deixou repousar até sedimentar. O sobrenadante foi descartado e o sedi-
mento transferido para uma bandeja, para a pesquisa de parasitas. Os helmintes encontra-
dos foram depois transferidos para pequenos recipientes com alcool a 70°, para posterior
identificacdo.

3.3.2. Técnica de esfregacos:

Para cada animal realizou-se um esfregaco por aposi¢céo de figado e outro de baco, o qual
consiste apenas em imprimir uma pequena amostra de 6rgdo contra uma lamina; e ainda
um esfregago de aspirado de medula éssea (fémur). Apds estes secarem a temperatura

ambiente, procedeu-se a sua fixagéo e coloragdo através do método Giemsa.

3.3.2.1. Coloracdo de Giemsa:

Este método de coloracao foi criado por Gustav Giemsa com o objetivo de demonstrar a existén-

cia de parasitas na doen¢a malaria. Contudo, foi também empregue na histologia devido a sua

superioridade na coloragdo da cromatina e membrana nuclear das células, a metacromasia de

alguns componentes celulares e, as diferentes qualidades na coloracdo citoplasmatica, depen-

dendo do tipo de célula. A mistura de azure de metileno e azul de metileno, formando um eosi-

nato, torna a coloragéo e os seus resultados mais estaveis. A coloragéo de Giemsa é considerada

como técnica de diagnéstico padréo para a malaria e outros protozoarios e, € também a colora-

¢éo de base para a classificac@o de linfomas na classificacdo Kiel (Barcia, 2007).
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Devido ao elevado nimero de amostras, a técnica de Giemsa escolhida foi a lenta (Storey, 2012;
WHO, 2010). Esta consiste primeiramente em desidratar (por agitacéo ao ar) as preparacdes e
fixa-las com alcool metilico por cinco minutos (figura 5). Uma vez completamente secas, corar
as preparacdes com a solucdo de Giemsa diluida (3ml de solucao filtrada para 100ml de agua
destilada neutralizada até um pH entre 7,0 e 7,4) durante 15-30 min (figura 6). Por fim, as prepa-
ragOes sao lavadas com agua destilada e novamente secas a temperatura ambiente (Petithory
et al., 2005) (figura 7). Se pretendéssemos acelerar o processo, poderiamos utilizar uma solugéo
de Giemsa a 10% por 8-10min, em vez da solugéo a 3%. No entanto, esta técnica designada por
Giemsa réapida, envolve um custo superior por utilizar uma maior quantidade de corante. Em
ambito de clinica, onde sao necessarios resultados mais rapidos, a Giemsa rapida € a mais uti-
lizado. No ambito de investigacdo, uma vez que envolve geralmente um maior conjunto de amos-

tras em simultaneo, a técnica mais utilizada é a Giemsa lenta (Storey, 2012; WHO, 2010).

Figura 6: Coloracéo de Giemsa — aplicacéo da solucédo de Giemsa diluida (15-30min).
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Figura 7: Coloracéo de Giemsa — secagem das preparacdes, depois de lavadas, a temperatura ambiente.

3.3.3. Técnica de PCR real time:

As amostras de figado e baco, assim como os pavilhdes auriculares, foram conservadas por
meio de congelacdo para, através da técnica de PCR, se identificar a presenca de Leish-
mania infantum. O objetivo seria avaliar a possibilidade de os carnivoros silvestres, captu-
rados no MOVE, serem hospedeiros. Os pavilhdes auriculares, sendo um local dos locais
preferenciais de alimentacdo dos fleb6tomos e, dificiimente danificados aquando um atro-
pelamento, seriam recolhidos para posterior pesquisa de ADN de L. infantum em pequenas
amostras de pele deste local. E a andlise do figado e baco para identificar a sua presenca
nestes 6rgdos o que poderia sugerir uma possivel infecao sistémica. Idealmente associar-
se-ia um teste imunolégico (IFI ou ELISA, por exemplo) para confirmar a presenca de infe-
¢do atraveés do nivel de anticorpos produzidos pelo hospedeiro. No entanto, tratando-se de
animais com pelo menos 24 horas de 6bito, a recolha de uma amostra de sangue viavel

tornou-se impraticavel, assim como qualquer técnica imunologica.

Para este trabalho, de entre 80 amostras de pavilhdes auriculares recolhidas de diferentes
animais, foram selecionadas 38 correspondentes a animais recolhidos durante os meses de
maior atividade do vetor (Primavera a Outono), para a pesquisa de Leishmania infantum por
gPCR. A amostra incluiu 8 ginetas, 10 sacarrabos, 10 raposas vermelhas e 10 fuinhas. O
protocolo utilizado (Purification of total DNA from animal tissues, Spin-column protocol) se-
guiu as instrucées do manual DNeasy Blood & Tissue Handbook® (Qiagen, Alemanha) de
2006 (disponivel online), o qual foi executado com o apoio, orientacao e supervisao da Pro-
fessora Ana Duarte do Departamento de Sanidade Animal da Faculdade de Medicina Vete-
rinaria da Universidade de Lisboa. Este foi o mesmo protocolo utilizado por Helhazar et al.
(2013) num estudo de pesquisa de L. infantum em pequenos roedores, e consiste na pes-

quisa de ADN cinetoplasmético do parasita.
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4. Resultados e Discussao:

4.1. Necrépsias:

Das 30 necrdpsias realizadas, sete ocorreram em animais capturados no Verdo (Junho a
Setembro), sete no Outono (Setembro a Dezembro), seis no Inverno (Dezembro a Margo),
cinco na Primavera (Marco a Junho) e os restantes 5 animais necropsiados nao tinham

identificada a data de captura (grafico 1).

Distribuigao dos animais recolhidos para
necropsia parasitaria por estagao do ano

@ Verdo

@ Mio ldentificado
& Primavera

@ Outono

@ Inverno

Gréafico 1: Distribuicdo dos animais recolhidos para necrépsia parasitaria, por estagdo do ano.

Dos 30 animais, 22 (73,33%), encontravam-se parasitados. No Verdo, em seis dos sete
animais necropsiados (85,71%) foram observadas formas parasitarias, em cinco dos sete
(71,43%) no Outono, em quatro dos cinco (80%) na Primavera e, por Ultimo, em trés dos

seis animais necropsiados (50%) no Inverno (gréafico 2).

Numero de animais parasitados por estagao do ano
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Grafico 2: Nimero de animais parasitados por esta¢éo do ano.
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Os parasitas gastrointestinais foram o grupo de parasitas encontrado com maior frequéncia
(19 dos 30 animais, correspondente a 63,33%), seguindo-se o grupo dos ectoparasitas (15
dos 30 animais, correspondente a 50%) e por fim 0 grupo dos nematodas pulmonares, ape-
nas observados em 4 animais (13,33%) (tabela 4). Do total de animais necropsiados, em 7

(23,33%) nao foram observadas quaisquer formas parasitarias (tabela 4).

Parasitas Parasitas Ectopa-
] ] No Total
Estacao: Gastrointes- Pulmona- rasitas
- (%): (%):
tinais (%): res (%): (%):
Primavera 60 0 60 20 80
Veréo 71,43 42,86 57,14 14,29 85,71
Outono 71,43 14,29 42,86 28,57 71,43
Inverno 50 0 16,67 50 50
Todas 63,33 13,33 50 23,33 73,33

Tabela 4: Frequéncia de animais parasitados por estacdo do ano e grupo de parasitas. No: ndo observada ne-

nhuma forma parasitéria.

Os gréficos 3, 4, 5 e 6 retratam o nimero de animais parasitados com os diferentes grupos

de parasitas, identificados nas necrépsias realizadas na Primavera, Verdo, Outono e Inverno

respetivamente.

Na Primavera foram observados em igual nUmero animais com ectoparasitas (trés animais)
e parasitas gastrointestinais (3 animais) e em apenas um animal ndo foram observadas

formas parasitarias (gréfico 3).

Primavera
35

%]

N?animais

Ectoparasitas Farasitas no
gastrointestinais

Gréafico 3: Resultados das necrépsias parasitarias realizadas durante a estagdo da Primavera. No: nao foi obser-

vada nenhuma forma parasitaria.
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No Verdo, os parasitas gastrointestinais foram as formas parasitarias mais frequentemente
encontradas (cinco animais), seguindo-se 0s ectoparasitas (quatro animais ou 57,14%) e os

nematodas pulmonares (trés animais) (gréafico 4).

Verao

]

4
E
=
1]
= 2

1

]

Ectoparasitas Mematodas pulmonares
Farasitas gastrointestinais no

Gréfico 4: Resultados das necrépsias parasitarias realizadas durante a estagéo de Verdo. No: néo foi observada

nenhuma forma parasitaria.

No Outono também foram identificados com maior frequéncia os parasitas gastrointestinais
(cinco animais), seguindo-se 0s ectoparasitas (trés animais) e por fim os nematodas pulmo-
nares (um animal) (grafico 5). No entanto, o nUmero de animais em que néo foram identifi-

cadas quaisquer formas parasitarias foi superior (dois animais) (gréafico 5).

Outono
8 |
4
E
|y
L]
= 2
1
]
Ectoparasitas no
Farasitas gastrointestinais Mematodas pulmonares

Grafico 5: Resultados das necrépsias parasitarias realizadas durante a estagdo de Outono. No: ndo foi observada

nenhuma forma parasitaria.
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No Inverno, a frequéncia de animais com parasitas gastrointestinais também foi superior
(trés animais), seguindo-se os ectoparasitas (um animal) e em metade dos animais necrop-
siados neste periodo (trés animais) nao foram identificadas quaisquer formas parasitarias
(grafico 6). Foi neste periodo que se registou 0 maior nimero de animais onde néao foi ob-

servada qualquer forma parasitaria.

Inverno
4
3
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[ i
4.1
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Parasitas
gastrointestinais

Ectoparasitas

Gréfico 6: Resultados das necropsias parasitarias realizadas durante a estacédo de Inverno. No: néo foi observada

nenhuma forma parasitéria.

Uma vez que a maioria dos animais foram recolhidos durante o Verdo e o Outono, seria
expectavel que o niumero de animais parasitados fosse também superior nessas estacgoes,
0 que de fato se verificou. No entanto, quando os resultados séo analisados por estacdo do
ano, verificou-se uma maior percentagem de animais parasitados no Veréo (85,71%), se-
guindo-se os meses de Primavera (80%) e Outono (71,43%) respetivamente. Para além
disso, se compararmos a percentagem de animais parasitados, pelos diferentes grupos de
parasitas, em cada esta¢do, observamos que a frequéncia de parasitismos gastrointestinal
foi superior nos meses de Verdo e Outono (71,43%) e menor no Inverno (50%); que os
parasitas pulmonares apenas foram observados nos meses mais quentes, sobretudo no
Verdo (42,86%); que os ectoparasitas foram também observados com maior frequéncia nos
meses mais quentes, com uma percentagem de 57,14% no Ver&do, e menor nos meses mais
frios com apenas 16,67% no Inverno; e que a frequéncia de animais ndo parasitados foi

superior nos meses mais frios, atingindo os 50% no Inverno (tabela 4).

Estes resultados podem ser indicativos da presenga de uma maior carga parasitaria no meio
ambiente, nos meses com temperaturas mais elevadas, o que vai de encontro a bibliografia
consultada referente aos parasitas das espécies estudadas (anexo 1) (Torres et al., 2004;
Rosalino, 2008; CDC; Dawes, 1968; Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016; The Merck
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Veterinary Manual; Ribas et al., 2004; Kierdorf et al., 2006) Isto podera dever-se, ndo s a
uma maior atividade e sociabilizacdo dos animais durante os meses mais quentes, mas

também a maior disponibilidade de hospedeiros intermediarios.

4.1.2. Ectoparasitas:

Em relacdo ao grupo dos ectoparasitas (anexo 2), num total de 15 animais onde foram ob-
servados ectoparasitas, foram identificados artrépodes da classe Arachnida (familia Ixodi-
dae e Psoroptidae) em 11 animais (73,33% dos animais com ectoparasitas) e da classe
Insecta (ordens Diptera, Siphonaptera e Phthiraptera) em nove animais (60% dos animais

com ectoparasitas) (tabela 2).

4.1.2.1. Classe Arachnida:

4.1.2.1.1. Familia Ixodidae:

Na familia Ixodidae, foram identificados trés géneros (Rhipicephalus, Ixodes e Dermacen-
tor), e cinco espécies (Rhipicephalus sanguineus; R. bursa, Ixodes ricinus. |. hexagonus,
Dermacentor reticulatus), num total de 10 animais (66,67% do total de animais com ectopa-
rasitas). Para a identificacdo destas espécies foram utilizadas as Chaves para as Familias
e Géneros dos Ixodoidea representados na Peninsula Ibérica (Universidade de Evora) e os
autores Walker et al (2000).

4.1.2.1.1.1. Género Rhipicephalus:

O género Rhipicephalus foi observado num total de seis animais (num total de 10 animais
parasitados com ixodideos), em quatro fuinhas, duas recolhidas na Primavera e uma no
Verdo com R. sanguineus, e uma recolhida na Primavera com R. bursa, numa raposa reco-
Ihida no Outono (espécie ndo determinada) e num texugo recolhido na primavera com a
espécie R. sanguineus. A amostra, embora reduzida, revela a tendéncia para uma maior
prevaléncia do género Rhipicephalus durante a Primavera. De facto, a bibliografia refere
gue em Portugal existe uma maior prevaléncia deste género na Primavera e Verdo, nome-
adamente nos meses Julho e Agosto. Este género possui uma grande adaptabilidade ao
clima, tendo preferéncia por temperaturas elevadas. A humidade relativa ndo é um fator
importante, e este género sobrevive bem em climas secos (Silva et al., 2006). Estas carac-
teristicas justificam por que este foi o género de ixodideos com maior prevaléncia (60% do

total de ixodideos) (tabela 5).

4.1.2.1.1.2. Género Ixodes:

O género Ixodes foi observado em cinco animais (em 10 animais com ixodideos), incluindo
uma fuinha recolhida no Outono (espécie ndo determinada), uma raposa com |. ricinus re-

colhida no Inverno, e trés texugos, um com |. hexagonus recolhido no Outono, na Primavera
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e o terceiro, recolhido também na Primavera com I. ricinus. A semelhanca do género ante-
rior, embora o nimero da amostra seja reduzido, os resultados refletem uma maior preva-
Iéncia do género Ixodes durante os meses de Primavera e Outono, conforme mencionado
na bibliografia, nomeadamente nos meses de Marco e Setembro. Este € um género que
exige a existéncia de cobertura vegetal, associada a uma elevada humidade relativa (mais
de 90%) (Silva et al., 2006), existindo, por isso, uma certa sazonalidade associada a este

género, nesta zona geografica.

4.1.2.1.1.3. Género Dermacentor:

O género Dermacentor foi apenas observado em um texugo adulto (em 10 dos animais com
ixodideos), capturado durante a Primavera, tendo sido a espécie identificada como D. reti-
culatus. Embora este espécimen adulto tenha sido capturado na Primavera, a bibliografia
menciona o Outono e Inverno como as épocas do ano onde existe maior prevaléncia das
formas adultas do género Dermacentor. Este € um género que prefere um clima seco e
temperado, suportando, no entanto, temperaturas elevadas. Neste género, a temperatura

relativa também néo é um fator importante. (Silva et al., 2006).

4.1.2.1.2. Familia Psoroptidae:

Na familia Psoroptidae foi identificada a espécie Otodectes cynotis em cinco animais, repre-
sentando 33,33% do total de animais com ectoparasitas. A espécie foi colhida a partir de
duas fuinhas recolhidas na Primavera, uma no Ver&o e duas raposas recolhidas no Inverno.
A amostragem, a semelhanca da familia anterior, € muito pequena para relacionar a época
do ano com a maior ou menor presenca do parasita nos animais. No entanto, os resultados
parecem apontar para a inexisténcia de uma relacdo entre a presenca do acaro e a época

do ano. Tal poderé ser explicado pela localizacdo caracteristica do 4caro no hospedeiro.

4.1.2.2. Classe Insecta:

Dos quinze animais onde foi observada a presenca de ectoparasitas, nove (60%) possuiam

ectoparasitas pertencentes a esta classe.

4.1.2.2.1. Ordem Diptera:

Na ordem Diptera foram identificados dois espécimes da familia Hyppoboscidae, cujo gé-
nero ndo foi determinado, um numa raposa recolhida no Ver&o e outro num texugo recolhido
no Outono, representando uma percentagem de 13,33% no total dos animais observados
com ectoparasitas. A amostra € muito reduzida para inferir sobre uma tendéncia anual para
a sua maior ou menor presenga nos animais, ou se podera tratar-se apenas de uma conta-

minacao acidental, uma vez que nao foram identificadas larvas nos cadaveres.

4.1.2.2.2. Ordem Siphonaptera:
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Na ordem Siphonaptera foram identificados dois géneros e duas espécies diferentes, Pulex
irritans e Ctenocephalides canis. A espécie Pulex irritans (figura 8), adaptada a diferentes
tipos de clima (Buckland & Sadler, 1989), foi a mais abundante, tendo sido observada nos
nove hospedeiros (uma fuinha no Inverno, uma gineta no Outono, trés raposas no Verao,
Outono e Inverno, um sacarrabos no Verao e em trés texugos, dois na Primavera e o terceiro
durante o Verédo). A espécie C. canis (figura 9) foi observada apenas num animal, uma gi-
neta, capturada no Outono. A amostragem, tal como para a ordem anterior, € muito reduzida
para averiguar uma maior ou menor prevaléncia de pulgas durante determinadas alturas do
ano. No entanto, os resultados parecem apontar, a semelhanca dos acaros, para a inexis-
téncia de relagdo entre a presenca do parasita e a época do ano. Tal podera ser explicado
pela elevada resiliéncia destas espécies face as adversidades ambientais. No entanto € de

evidenciar a elevada frequéncia com que foi observada a espécie P. irritans.

Figura 8: Pulex irritans.
Fonte: Jesper Monrad, 2011 (a).
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Figura 9: Ctenocephalides canis.
Fonte: Krista Seraydar, 2014.

4.1.2.2.3. Ordem Phthiraptera:

Na ordem Phthiraptera foram identificados parasitas do género Trichodectes (figura 10) em

um unico hospedeiro na Primavera, um texugo.

Figura 10: Trichodectes canis.
Fonte: Jesper Monrad, 2011 (b).
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A Ixodidae: Rhipicephalus Ixodes Dermacen-
ra-
_ 90,91% sp.: sp.: tor sp.:
chnida: (20) 60% (6) 50% (5) 10% (1)
0 0 0
73,33% i
Psoroptidae:
ikl
45,45% (5)
Sifonapte- o ) )
Pulex irritans: Ctenocephalides canis:
ros:
100% (9) 11,11% (1)
100% (9)
Insecta: _
Dipteros:
60% (9)
22,22% (2)
Phthiraptera
11,11% (1)

Tabela 5: Frequéncia de animais com ectoparasitas. Em numerario apresenta-se o niUmero de animais e em per-

centagem as prevaléncias.

A espécie Pulex irritans foi a espécie de ectoparasitas mais frequentemente observada,
tendo sido identificada em 60% do total de animais com ectoparasitas (nove em quinze
animais). Seguindo-se os ixodideos do género Rhipicephalus (60% do total de animais com
ixodideos, seis animais) e Ixodes (50% do total de animais com ixodideos, cinco animais) e
0 acaro Otodectes cynotis (45,45% do total de animais com ectoparasitas da classe Ara-
chnida, cinco animais) (tabela 5, gréfico 7). Os ectoparasitas foram encontrados ao longo

de todo o ano, com maior frequéncia no Ver&o e menor no Inverno (tabela 4 e gréfico 6).
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Grafico 7. Espécie de ectoparasitas por nimero total de animais. No: ndo observado nenhum ectoparasita.
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Nas cinco lontras ndo foram observados quaisquer ectoparasitas. Tal podera dever-se aos
habitos semi-aquaticos desta espécie de carnivoros. Em contraste, foram observados ecto-
parasitas na totalidade das fuinhas (sete) e dos texugos (trés) necropsiados. Das cinco ra-
posas, foram observados ectoparasitas em trés (60%). Nas espécies sacarrabos e gineta,
apenas um individuo de cada apresentava ectoparasitas (tabela 6). Face aos resultados
obtidos, a fuinha revela uma maior predisposi¢do para a presenca de ectoparasitas em re-

lacdo as outras espécies de carnivoros silvestres, e a lontra, uma predisposicdo menor.

Hospedeiros N° de animais N° de animais % de animais

necropsiados parasitados: parasitados:

Fuinha 7 7 100
Sacarrabos 6 1 16,67
Raposa 5 3 60
Gineta 4 1 25
Texugo 3 3 100
Lontra 5 0 0

Tabela 6: NUmero absoluto e relativo de hospedeiros com ectoparasitas, por espécie de carnivoro silvestre.

Comparando os nossos resultados com outros estudos (Dominguez, 2003; Simdes, 2009), en-

contramos algumas semelhancgas (tabela 7).

_ Dominguez, Ribeiro, Simdes,
Ectoparasitas
2003 2016 2009
Ixodidae 60% (63) 66,67% (11) | 34,04% (32)
Siphonaptera 51,4% (54) 60% (9) 21,28% (20)
Phthiraptera 3,8% (4) 6,67% (1) 5,32% (5)
13,33% (2)
. ., 0% (0)
Diptera e acaros 3,8% (4) (dipteros)
33,33% (5)
18,09% (8)
(acaros)
Total 82,8% (87) 50% (15) 60,64% (57)

Tabela 7: Comparacéo de resultados entre o presente trabalho (vermelho) com outros estudos realizados (azul). A
verde apresentam-se os resultados que, entre os trés estudos, mais se aproximam. Em numerario apresenta-se o

nimero de animais e em percentagem as prevaléncias.

No primeiro, relativo ao Norte de Espanha, a prevaléncia de ectoparasitas foi superior (82,8%
dos 105 animais, face aos 50% da nossa amostra de apenas 30 animais), enquanto que no
segundo, relativo a Sul de Portugal, o valor foi de 60,64%, um valor ao qual 0s nossos resultados

se aproximam mais (tabela 7). As diferencas climéaticas, nomeadamente em termos de humidade
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relativa, poder&o estar na origem da menor prevaléncia de ectoparasitas em Evora. Tanto Burgos
(Dominguez, 2003), como o Algarve (Simdes, 2009) sdo zonas geograficas com niveis de humi-
dade relativa superiores, uma condicdo fundamental para o desenvolvimento de muitos ectopa-
rasitas (Halliday et al., 2000; Silva et al., 2006).

Em Dominguez (2003) foram detetadas quatro espécies de carracas (Ixodes ricinus, Ixodes he-
xagonus, Haemaphysalis punctata e Dermacentor reticulatus), trés das quais também identifica-
das no nosso estudo. Em Simdes (2009), foram identificados os mesmos géneros do que no
nosso estudo, assim como no estudo de Colonnello (2010) no Algarve. Dominguez (2003) calcu-
lou uma prevaléncia global de 60%, valor muito pr6ximo aos 66.67% calculados para a nossa

amostra, mas muito afastado dos 34, 04% calculados por Simdes (2009) (tabela 7).

As espécies de ixodideos encontradas em Portugal, com a excecao do género Ixodes, nédo de-
pendem do teor de humidade relativa, mas sim da temperatura (elevada para os géneros
Rhipicephalus, Ixodes, Dermacentor e Hyalomma, e baixa para Haemaphysalis) (Silva et al.,
2006). Isto explica por que no estudo realizado no Norte de Espanha, o género Ixodes (que
necessita elevado teor de humidade) e, sobretudo o género Haemaphysalis (que tem preferéncia

por temperaturas baixas) foram observados com maior frequéncia, do que em Portugal.

Em relagdo as pulgas, Dominguez (2003) identificou sete espécies diferentes (Pulex irritans,
Ctenocephalides canis, Archaeopsylla erinacei erinacei, Paraceras melis melis, Monopsyllus
sciurorum sciurorum, Chaetopsylla trichosa, Ctenocephalides felis felis), Colonello (2010) trés
géneros (Pulex, Ctenocephalides e, em quatro raposas, predadores com preferéncia para le-
bres, o género Spilopsyllus) e Simbes (2009) trés espécies de dois géneros diferentes (Pulex
irritans, Ctenocephalides canis e Ctenocephalides felis), entre as quais as duas espécies identi-
ficadas no nosso estudo. Em ambos os estudos (Dominguez 2003 e Simdes, 2009) referidos na
tabela 7, a pulga Pulex irritans foi a espécie mais frequentemente observada, indo de encontro
aos nossos resultados. A prevaléncia de todas as espécies de pulgas foi de 51,4% em Domin-
guez (2003), valor proximo do calculado na nossa amostragem (60%) (tabela 4). Contudo, e a
semelhanga dos ixodideos, este valor encontra-se muito afastado do valor calculado por Simées
(21,28%).

Quanto aos piolhos a prevaléncia, calculada em Dominguez (2003), foi de 3,8% (quatro animais
em 105), face aos 6,67% (dois animais em 30) do nosso estudo. Aqui, 0S nossos resultados
aproximam-se mais dos valores de Sim&es (2009) (5,32%). Nestes trés estudos, Trichodectes

foi o género identificado.

Ainda relativamente a Dominguez (2003), quatro animais (3,8%) estavam parasitados com outros
ectoparasitas (acaros e dipteros Hyppoboscidae), valores estes muito inferiores aos nossos para
os acaros (33,33%) e dipteros Hyppoboscidae (13,33%), ou dos de Simdes (2009) (acaros
18,09% e dipteros 0%).
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Nestes dois Ultimos grupos de ectoparasitas e em relacao ao piolho Trichodectes sp., ha que ter
em conta o reduzido tamanho da nossa amostra, sendo essa provavelmente a origem de resul-
tados tao dispares em relacao a bibliografia. Em relacéo aos ixodideos e sifonapteros, 0s nossos
resultados revelaram grande proximidade com os resultados do estudo realizado no Norte de
Espanha, mas muito diferentes do estudo realizado no Sul de Portugal, sendo o oposto do ex-

pectavel, uma vez que a area geografica deste Ultimo é mais préxima da do nosso estudo.

Quando as espécies de hospedeiros, em Dominguez (2003), 66,6% (quatro) das seis fuinhas
estavam parasitadas, e apenas 30,77% em Simdes (2009), valores muito inferiores aos nossos
100% (sete) para a mesma espécie. Em Dominguez (2003), 100% dos texugos encontravam-se
parasitados, tal como no nosso estudo, mas em Sim&es (2009) este valor foi de 50%. Aqui, ha
que ter em conta que a nossa amostra incluia apenas trés texugos, enquanto que em Simdes
(2009) este numero foi o dobro. Em relagdo a raposa, 22 estavam parasitadas (84,6%) em Do-
minguez (2003) e 17 (89,47%) em Sim0&es (2009), valores muito superiores aos Nnossos resulta-
dos (60%). Por fim, em relacdo a gineta apenas uma se encontrava parasitada (4%) em Domin-
guez (2003), tal como no nosso estudo (25%), mas em Simdes este nimero foi muito superior

(nove ginetas, ou 45%) (tabela 8).

Hospedeiros Dominguez, 2003 | Ribeiro, 2016 | Simdes, 2009
Fuinha 66,67% (4) 100% (7) 30,77% (4)
Sacarrabos - 16,67% (1) 71,43% (5)
Raposa 84,6% (22) 60% (3) 89,47% (17)
Gineta 4% (1) 25% 1) 45% (9)
Texugo 100% (7) 100% (3) 50% (3)
Lontra - 0% (0) -

Tabela 8: comparacgéo de resultados entre o presente trabalho (vermelho) com outros estudos realizados (azul),
relativamente aos hospedeiros. A verde apresentam-se os resultados que, entre os trés estudos, mais se aproxi-

mam. Em numerario apresenta-se o nimero de animais e em percentagem as prevaléncias.

Dominguez (2003) n&do analisou os hospedeiros lontra e sacarrabos incluidas no nosso estudo.
Simdes (2009), apenas nédo incluiu a lontra. Devido & nossa amostragem reduzida, a comparacgao
do grau de parasitismo, por ectoparasitas, entre as diferentes espécies de hospedeiros, revela
resultados dispares com a bibliografia. Outra raz&do, apontada por Lindenfors et al. (2007), para
a origem de disparidades de resultados em estudos nosoparasitolégicos semelhantes, é a frag-
mentacao de habitats, a qual origina nichos de parasitas. Esta € a razéo principal porque os
nossos resultados séo confrontados, maioritariamente, com os de Simdes (2009) (Alentejo e Al-
garve) nesta discusséo, sendo, a excecao de trabalhos com a raposa, o Unico outro estudo em
carnivoros silvestres, que aborda uma area geografica semelhante a estudada no nosso traba-
Iho.
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Apesar da diferenca nos resultados, contudo, podemos apontar o texugo e a raposa como hos-
pedeiros onde parece existir maior prevaléncia de ectoparasitas. Tal deve-se ao fato de espécies
animais mais sociais, com um maior nimero de animais por toca, o que facilita a transmisséo e
desse modo entrarem em contacto com um maior nimero de parasitas (Lindenfors et al., 2007).
Na gineta parece existir a tendéncia inversa. Rodriguez-Refojos et al. (2006) explicam que a
menor prevaléncia de ectoparasitas em ginetas, se deve ao fato de estas espécies mudarem

frequentemente de tocas de repouso.

4.1.3. Endoparasitas:

Em relagdo a este grupo de parasitas, foram identificados nematodas pulmonares (anexo
2), nematodas gastronintestinais e cestodas (anexo 3). Quanto a diversidade de espécies
observadas (gréfico 8), esta é significativamente menor a descrita na bibliografia (anexo 1),
tendo sido apenas identificadas oito géneros e espécies diferentes de endoparasitas (Cre-
nosoma vulpis; Trichuris sp., Spirura rytipleurites rytipleurites, Physaloptera praeputialis;
Pterigodermatites sp., Uncinaria stenocephala, Taenia sp. e Mesocestoides sp). Este nu-
mero podera ser superior uma vez que ndo foram identificadas as espécies de parasitas em

estadios larvares.

sp. . era sp. Sp. : des sp.
sp.

Gréfico 8: Diversidade de endoparasitas.

Contudo, comparando os nossos resultados mais uma vez com Simées (2009), estudo rea-
lizado no Alentejo e Algarve, que identificou 21 géneros diferentes, a biodiversidade encon-
trada é semelhante. Em termos percentuais, esta diferenca é de 20,71% (tabela 9) mas ha
que relembrar a diferenca entre o volume de cada amostra (94 animais em Sim&es, 2009
para 30 animais no presente estudo) e areas geograficas abordadas (Alentejo e Algarve em

Simdes, e apenas a regifo de Evora neste estudo).
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Hospedeiros Simdes, 2009 Ribeiro, 2016
Fuinha 7,45% (7) 16,67% (5)
Sacarrabos 7,45% (7) 16,67% (5)
Gineta 18,09% (17) 13,33% (4)
Raposa 47,87% (45) 13,33% (4)
Texugo 3,19% (3) 10% (3)
Lontra - 6,67% (2)

Total 84,04% (79) 63,33% (19)

Tabela 9: comparagéo de resultados entre o presente trabalho (vermelho) com outros estudos realizados (azul),
relativamente aos endoparasitas. A verde apresentam-se os resultados que, entre os dois estudos, mais se apro-

ximam. Em numerdrio apresenta-se o nimero de animais e em percentagem as prevaléncias.

No que toca a cada espécie animal, a gineta foi o animal em que os valores mais se apro-
ximaram da bibliografia, seguindo-se o texugo. Em relacdo a este (ltimo e ao sacarrabos,
Simoes (2009) refere que a sua amostra (seis texugos e sete sacarrabos) é muito reduzida
para que os seus valores sejam considerados representativos da espécie. O mesmo ocorreu
com as nossa amostras (trés texugos, sete fuinhas, seis sacarrabos, quatro ginetas, cinco
raposas e cinco lontras). Simdes (2009) refere ainda que a recente coloniza¢do da Penin-
sula Ibérica pelo sacarrabos, e a sua especificidade parasitaria, que pensa-se ser elevada,
possam estar na origem de prevaléncias reduzidas nesta espécie de carnivoro, em relacéo
aos endoparasitas (Correia & Cidadao, 1991 referido por Simdes, 2009). De facto, tanto
num como noutro estudo, as prevaléncias foram baixas. No entanto, seria necessaria uma
amostra maior para se poder comparar os resultados com a bibliografia. Em relagéo as lon-
ras, Torres et al (2004), referem que a fauna helmintica deste mustelideo nesta area geo-
gréfica é pobre em comparacdo com o leste europeu e igualmente muito reduzida quando
em comparagdo com outros mustelideos aquéticos. Isto, s6 por si, pode explicar os nossos
resultados relativos a este hospedeiro (nenhum helminte foi observado). No entanto, os
mesmos autores referem ainda que o melhor método de estudo nesta espécie, é a cultura

a partir de fezes frescas, 0 que nao se realizou no nosso trabalho

4.1.3.1. Nematodas pulmonares:

No grupo dos nematodas pulmonares foi identificada apenas uma espécie (Crenosoma vul-
pis) em dois hospedeiros (uma raposa recolhida no Verdo e um sacarrabos no Outono).
Larvas pulmonares foram também observadas noutros dois hospedeiros (numa raposa e
num texugo ambos recolhidos no Verdo) mas as espécies nédo foram identificadas. Percen-
tualmente, 13,33% (quatro) dos animais foram positivos para a presenca deste grupo de
parasitas (tabela 2). Em metade dos animais positivos (dois animais) foi observado Cre-

nosoma vulpis (gréafico 9). A outra metade encontrava-se infetada com larvas pulmonares
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(gréafico 9). Os parasitas pulmonares apenas foram encontrados em animais capturados no

Verdo e Outono (tabela 4, gréaficos 3 e 4).

Nematodas pulmonares

® no
@ Crenosoma vulpis

Larvas
pulmonares

Gréfico 9: Nematodas pulmonares. No — ndo observada nenhuma forma parasitaria pulmonar (16 animais); Cre-

nosoma vulpis (2 animais); Larvas pulmonares (2 animais).

Comparando estes valores com os calculados por Simdes (2009) para a mesma regido,
observamos que para a espécie Crenosoma vulpis, os valores sdo semelhantes (1,06%,
para 0s nossos 3,33%), tendo sido identificada em uma raposa. Em Colonnello (2010) esta
espécie foi igualmente identificada numa Unica raposa, tendo sido a prevaléncia ligeira-
mente superior a nossa (5,88% face aos nossos 3,33%). Sim&es (2009) identificou duas
outras espécies, Filaroides martis em cinco sacarrabos (71,43%) e Capillaria aerophila em
quatro raposas (8,33%) (tabela 10), as mesmas espécies observadas por Colonello (2010)
no Algarve, colocando a hipétese de serem espécies mais prevalentes nessa zona do pais
e ndo em Evora. O total de parasitismo por nematodas pulmonares em Simdes (2009) foi
de 10,64% (dez animais), valor ao qual 0s nossos resultados se aproximam, com 13,33%

(quatro animais) (tabela 10).

Hospedeiros Simdes, 2009 Ribeiro, 2016
Fuinha 0% (0) 0% (0)
Sacarrabos 71,43% (5) 6,67% (2)
Gineta 0% (0) 0% (0)
Raposa 10,42% (5) 3,33% (1)
Texugo 0% (0) 3,33% (1)
Lontra - 0% (0)

Total 10,64% (10) 13,33% (4)

Tabela 10: comparacgéo de resultados entre o presente trabalho (vermelho) com outros estudos realizados (azul),
relativamente aos nematodas pulmonares. Em numerdrio apresenta-se o nimero de animais e em percentagem

as prevaléncias.
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Os nossos resultados (tabela 10) parecem revelar uma tendéncia dos hospedeiros raposa
e sacarrabos para apresentares este tipo de parasitismo, o que se demonstra na bibliografia
consultada para a regido geogréfica (Simdes, 2009). Torres et al. (2001), Milan et al. (2004)
e Rosalino (2008) explicam que isto se deve ao fato de estas serem espécies mais sociais
(maior nimero de animais por toca), incluindo o texugo (Simdes, 2009), facilitando a trans-

missao oro-nasal deste tipo de parasitas.

4.1.3.2. Parasitas gastrointestinais:

No grupo dos endoparasitas foram observados parasitas pertencentes ao filo Nematoda,

Cestoda e Apicomplexa, em 19 animais (63,33% dos 30 animais necropsiados).

A presenca de parasitas gastrointestinais foi identificada na maioria (19) dos animais ne-
cropsiados (gréfico 10), nomeadamente através da técnica coproldgica de flutuacao (gréafico
11). Estas foram consistentemente as formas parasitarias mais frequentemente encontra-
das ao longo do ano, tendo maior incidéncia no Verao (cinco) e Outono (cinco) (tabela 4,
gréficos 4 e 5); dentro das quais as mais frequentes foram os ovos tipo estrongilo, seguindo-

se os nematodas adultos e os Cestoda, respetivamente (gréafico 12).

Parasitas gastrointestinais

6 animais s sitas gastrointestinais
® % animais sem parasitas gastrointestina
@ % animais com parasitas gastrointestinais

Grafico 10: Presenca de parasitas gastrointestinais.
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Resultados obtidos com as diferentes técnicas
coprolégicas
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Gréfico 11: Andlises parasitolégicas positivas para parasitas gastrointestinais. ID: intestino delgado; IG: intestino

grosso; Est.: estbmago.

Formas parasitarias gastrointestinais
16
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N Animais
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]
Larvas Mematoda  Mematodas adultos Ovos Trichuris sp.

Ovos tipo estrongilo Cestodas Jocistos
Grafico 12: Formas parasitarias gastrointestinais identificadas nos animais necropsiados

4.1.3.2.1. Nematoda;

Quanto aos nematodas gastrointestinais foram observadas quatro formas [ovos tipo estron-
gilo, ovos tipo Trichuris sp., estadios larvares (L1 a L3) e formas adultas] em 13 dos 19
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animais parasitados com endoparasitas gastrointestinais (68,42%) e em cinco das seis es-

pécies de animais necropsiadas (texugo, gineta, raposa, fuinha e sacarrabos) (tabela 11).

Formas larvares:

23,08% (3)
Ovos tipo estrongilo:
100% (13)
Endopara- : :
. Ovos Trichuris sp.:
sitas Gl:
23,08% (3)
63,33% _
Ordem Spirurida:
(19) Formas
40% (4)
adultas: _
Uncinaria ste- 60% (3) do
76,92%
nocephala: total de rapo-
(10)
30% (3) sas

Tabela 11: resultados referentes aos Nematoda gastrointestinais. Gl: gastrointestinais. Em numerério apresenta-

se 0 nimero de animais e em percentagem as prevaléncias.

Em relacdo as formas adultas, 40% (quatro) correspondem a animais parasitados com ne-
matodas da ordem Spirurida (espécie ndo identificada numa fuinha recolhida no Outono,
Spirura rytipleurites rytipleurites num texugo recolhido durante o Verdo, Physaloptera prae-
putialis numa gineta recolhida no Inverno e por fim, Pterigodermatites sp. numa raposa re-
colhida no Verao). As fezes destes animais apresentavam também ovos tipo estrongilo em-
brionados associados a forma adulta, assim como os hospedeiros intermediarios no conte-
Udo estomacal (insetos como grilos no caso do texugo, raposa e fuinha, e pequenos roedo-

res como o rato comum no caso da gineta).

Nematodas da espécie Uncinaria stenocephala foram também observados, no intestino de
trés raposas (60% do numero total de raposas necropsiadas), recolhidas no Veréo, Outono
e Inverno. Estas apresentavam também ovos tipo estrongilo nas fezes como seria expecta-

vel (figura 11).

Figura 11: ovo tipo estrongilo em raposa, com uma ampliagéo de 100X.

Em Eira et al. (2006) o valor da prevaléncia deste parasita em raposas, em Dunas de Mira

(Norte litoral de Portugal) foi de 88%, e no Algarve de 82,35 (Colonello, 2010) mas os valores
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calculados por Simdes (2009) (Alentejo e Algarve) de 77,42% s&o mais proximos dos nos-
sos (60%). Assim, é presumivel que 0s nossos valores sejam 0s que mais se aproximam da
realidade Eborense, uma vez que zonas perto do litoral apresentam valores superiores a
80% e Simdes (2009), que abrangeu tanto o Algarve como o Alentejo, apresenta valores
intermédios entre 0s nossos e os de Eira et al. (2006) e Colonello (2010). No entanto, seria
necessaria uma amostra superior para chegar a um valor de prevaléncia estatisticamente
representativo. Este € um parasita de interesse em Saude Publica, uma vez que as larvas
(L3) deste parasita tém a capacidade de infetar per cutem, causando no homem a sindrome
larvae migrans cutanea. Nestes casos, as larvas ndo continuam o seu desenvolvimento,
mas migram pela epiderme do homem (causando inflamag&o), por vezes varios centimetros
por dia. Algumas larvas podem persistir em tecidos mais profundos, apdés a sua migragao
pela pele. Ocasionalmente, podem também migrar até ao intestino humano, causando en-
terite eosinofilica (AAVP, 2014d; CDC).

E de referir que, apesar de terem sido identificados ovos na técnica de flutuagéo (figura 12),
nado foram observadas formas adultas de Trichuris sp., possivelmente devido a fina espes-
sura deste parasita, o qual ndo terd resistido aos processos de congelagdo e descongelacao

dos cadaveres, assim como a natural deterioragdo dos mesmos.

\J

Figura 12: ovo Trichuris sp. em texugo, com uma ampliacdo de 100X.

4.1.3.2.2. Cestoda:

Nos cestodes, foram observados dois géneros diferentes, Taenia em cinco animais (uma
fuinha e um texugo na Primavera, uma gineta no Outono e duas no Inverno) e Mesocestoi-

des numa raposa (Veréo) (tabela 12).

Taenia sp.:
Endoparasitas Gl: Cestoda: 83,33% (5)
63,33% (19) 31,56% (6) Mesocestoides sp.:

16,67% (1)

Tabela 12: resultados referentes aos Cestoda. Gl: gastrointestinais. Em numerario apresenta-se o numero de ani-
mais e em percentagem as prevaléncias.
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4.1.3.2.2.1. Género Taenia:

Relativamente ao género Taenia, a prevaléncia em ginetas foi superior a bibliografia para
uma regido geografica proxima (Simdes, 2009). Em 75% das ginetas da nossa amostra foi
identificado o cestode, ao passo que na bibliografia apenas 30% estavam infetadas. Colo-
nello (2010) apresentou prevaléncias de 31,58% para Taenia sp. e 47,37% para Taenia
taeniformis, nesta espécie de hospedeiro na regido do Algarve. Mais uma vez esta sera
provavelmente a razdo dos valores de Sim&es (2009) serem inferiores aos nossos. Aqui,
além das diferencas geograficas, ha que relembrar também a diferenca no volume de amos-
tras. No nosso estudo apenas foram necropsiadas quatro ginetas, trés das quais continham
0 género Taenia ao passo que em Simdes (2009) foram necropsiadas 20 ginetas, quatro
das quais continham o parasita e em Colonello (2010) 19 ginetas, nove com Taenia taeni-
formis e seis com Taenia sp. cuja espécie néo foi identificada. A fuinha foi o hospedeiro em
que as prevaléncias mais se aproximaram com a bibliografia, de 14,29% na nossa amostra
para 15% em Sim&es (2009) e 16,66% em Colonello (2010). Outra discrepéncia entre o0s
trés estudos foi relativamente ao texugo. Na bibliografia referida (Sim&es, 2009 e Colonnello,
2010) e na compilacéo de artigos por Rosalino (2008), nao foi referido o género Taenia em
texugos, mas Colonnello (2010) menciona as espécies T. hydatigena, T. taeniformis, T. cras-
siceps e T. pisiformis tendo o texugo como um dos possiveis hospedeiros. No nosso estudo

0 género em questao foi observado em apenas um animal (33,33%).

4.1.3.2.2.2. Mesocestoides:

O género Mesocestoides foi apenas observado numa raposa, traduzindo-se numa preva-
Iéncia de 20% nesta espécie. Este valor € muito proximo do calculado em Simdes (2009)
para a espécie Mesocestoides lineatus (19%), sendo que esta foi a espécie com maior re-
presentatividade no trabalho referido, os nossos valores podem ser considerados igual-
mente proximos da realidade. Estes valores sdo igualmente proximos dos calculados por
Colonnello (2010), onde a autora identificou a espécie Mesocestoides lineatus em trés ra-

posas, com uma prevaléncia de 17,64%.

Ambos os géneros de cestodes identificados s@o de importancia em Sadde Publica, uma

vez que o homem é um possivel hospedeiro para estes parasitas (CDC).

4.1.3.2.3. Apicomplexa:

Quanto a este filo, foram apenas identificados oocistos (figura 13) em duas lontras e em

namero muito reduzido (um em cada animal) através da técnica de flutuacéo.
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Figura 13: Oocisto em lontra, com uma ampliacéo de 400X.

Uma vez que as espécies ndo foram identificadas, coloca-se a possibilidade de se tratar de
um pseudo-parasitismo, procedente da alimentacao piscivora deste hospedeiro. Possibili-
dade essa que é corroborada pela auséncia de mencao de parasitas Apicomplexa na bibli-
ografia referente a este hospedeiro, na nossa zona geografica (Simdées, 2009; Torres et al.,
2004). Estes dois casos correspondem a 10,53% do total de animais necropsiados com

endoparasitas.

4.2. Técnicas de coprologia:

As técnicas Willis e Hoffman-Pons-Janer sdo as mais comumente utilizadas em parasitolo-
gia. No entanto, tém sido realizados estudos para identificar as técnicas mais eficazes. Co-
elho et al. (2015), realizaram um estudo comparando a eficicia de cinco técnicas diferentes
para o diagnéstico de parasitas gastrointestinais em caes. As técnicas estudadas, além da
Willis e da Hoffman-Pons-Janer, foram a técnica de flutuacéo por centrifugacéo com solucao
saturada de sulfato de zinco, a técnica de flutuacéo por centrifugagdo com solugdo saturada
de acucar e uma nova técnica denominada por TFGII/dog (método laboratorial de enrique-
cimento e reducdo de impurezas fecais para diagnéstico de enteroparasitoses humanas e
animais) e descrita por Falcao et al. (2011). Numa amostra de 50 cdes naturalmente infeta-
dos, tanto a nova técnica como a técnica Hoffman-Pons-Janer obtiveram um resultado de
80% de positividade, Willis obteve um nivel de positividade mais baixo (74%) e as outras
duas técnicas obtiveram 78%. Contudo, num outro estudo comparativo, realizado por San-
tana et al. (2015), entre as técnicas Willis, Hoffman-Pons-Janer e flutuacdo modificada por
centrifugacdo, num total de 285 amostras fecais caninas, 56,49% foram positivas para a
presenca de parasitas intestinais. Deste total, 44,21% foram detetadas utilizado a técnica
Willis, 45,14% pela técnica de centrifugacao e 31,57% pela técnica Hoffman-Pons-Janer.
Perante estes resultados os autores do estudo aconselham a utilizacdo da técnica de flutu-
acao modificada por centrifugagdo, em associagcado com a técnica Willis. No entanto, uma
vez que a diferenca de resultados entre a técnica de Willis classica e a técnica de Willis com
centrifucéo € de apenas 0,93%, devido a sua simplicidade e praticabilidade, neste trabalho

optamos pela primeira.

4.3. Esfregacos de medula 6ssea para pesquisa de Leishmania infantum:
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Dos 30 animais necropsiados, foram realizados esfregacos de medula éssea por aspiragao
a 29 animais, para pesquisa de L. infantum (anexo 5). Em 13 animais ndo foram identifica-
das formas amastigotas de Leishmania infantum e 16 animais obtiveram resultados incon-
clusivos (anexo 5). Nestes foram observadas formas suspeitas, mas em nimero insuficiente

para obter um diagndstico conclusivo.

As amostras recolhidas para os esfregagos provieram, na sua grande maioria, de animais
previamente congelados, numa congelacao lenta a -18°C. Uma vez que este tipo de conge-
lacdo danifica as células, nomeadamente através do rompimento das membranas lipidicas
e das proteinas (FAO; Gava, 2007), as células presentes nos esfregacgos refletiram isso. A
maior parte das células encontravam-se lisadas, existindo também contaminac¢éo bacteri-
ana, o que dificultou a andalise destes esfregagos e contribuiu para um nimero elevado de
resultados inconclusivos (53,33%). Os esfregacos de aposi¢éo de figado e baco ndo foram

analisados neste projeto, tendo em conta os objetivos do presente trabalho.

Os resultados obtidos nos esfregacos de medula 6ssea revelam a necessidade de obtencéo
de amostras a partir de cadaveres frescos, a fim de facilitar a observacéo e obter resultados
mais fidedignos. O numero total de animais analisados, mais uma vez, é reduzido para for-

mar conclus@es representativas da realidade populacional destes carnivoros silvestres.

4.4. PCR real time:

As 38 amostras (8 ginetas, 10 raposas, 10 fuinhas e 10 sacarrabos) de pele (pavilhdo auri-
cular) as quais se procedeu a pesquisa de Leishmania infantum por PCR real time obtiveram

todas resultados negativos (figura 14).
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Figura 14: Resultados do PCR real time de 38 amostras de tecido do pavilh&o auricular de carnivoros silvestres.

Uma vez que o coeficiente de extracdo de ADN se encontrou dentro dos valores padrédo

1,80 e 2,00, que a curva standard apresentou um coeficiente de reta R préximo de 1,0 e que

o valor de slope se encontrou entre -3,6 e -3,4 (figura 15) (Helhazar et al., 2013), considera-

se gque a extracdo de ADN foi realizada com sucesso e em quantidade suficiente. Assim,

estes resultados negativos do teste de PCR sé&o confidveis.
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Figura 15: Curva standard de amplificacao.

Os controlos positivos (figura 16) e negativos (figura 17) resultaram em curvas de amplifica-

¢ao esperadas, 0 que suporta a fiabilidade dos resultados obtidos.
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Figura 16: Controlos positivos do qPCR.
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Figura 17: Controlos negativos do qPCR.

Os resultados negativos para a presenca de ADN de L. infantum, nas amostras analisadas,
podem ser indicativos de uma inexisténcia ou fraca inoculacdo do parasita pelos fleb6tomos,
nos pavilhes auriculares. Contudo, o niimero das amostras analisado é pequeno para ava-
liar se a escolha desta amostra de tecido para a pesquisa de L. infantum é a mais indicada
em carnivoros silvestres e, idealmente, estes resultados seriam comparados com resultados
de qPCR a partir de outros tecidos, como bacgo ou figado a semelhanca de outros trabalhos
(Helhazar et al., 2013; Sobrino etal., 2008).

Sobrino et al. realizaram um estudo em 2008 para determinar a prevaléncia de infecao por
Leishmania infantum em carnivoros silvestres em Espanha, analisando 217 amostras por
PCR e western blotting, e polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)
para comparar os padrdes presentes nos carnivoros silvestres com os presentes nos caes
domésticos da mesma area. O ADN do parasita foi detetado em amostras de baco e de
sangue, de 35 (16,12%) carnivoros analisados, incluindo 8 de 39 (20,5%) lobos (Canis lu-
pus), 23 de 162 (14.1%) raposas, 2 de 7 (28.6%) sacarrabos, 1 de 4 ginetas e 1 de 4 linces
ibéricos (Lynx pardinus). Neste estudo nao foram identificadas diferencas significativas en-
tre sexo e idades nos hospedeiros lobo ou raposa (P > 0,05), mas foi registada uma dife-
renca significativa entre regiées geograficas nas raposas (P < 0,05). Este foi o primeiro es-
tudo sobre Leishmania sp. em carnivoros silvestres em diferentes regides de Espanha por
PCR e, nele, a prevaléncia de infecdo indicou a existéncia de infecdo natural em populacdes
de carnivoros silvestres sem sinais clinicos, sugerindo assim a existéncia de um ciclo silva-

tico independente do doméstico.
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5. Conclusodes:

Um problema identificado ao longo de todo o trabalho foi 0 nimero reduzido de animais
avaliados. Durante os meses mais frios e de chuva os animais apresentaram pouca ativi-
dade. Uma vez que apenas trabalhdmos com cadaveres provenientes de acidentes de via-
¢&o na regido de Evora, 0 nosso nimero total de animais foi reduzido. Adiciona-se ainda o
fato de muitos dos cadaveres encontrados na estrada se apresentarem em péssimas con-

dicdes, inviabilizando a pratica de necropsia.

Neste estudo foi clara a tendéncia para uma maior prevaléncia do parasitismo durante os
meses mais quentes do ano, nomeadamente por ixodideos no grupo dos ectoparasitas e
por nematodas no grupo dos endoparasitas. Foi interessante, observar a maior prevaléncia
da espécie Pulex irritans face a outras espécies de pulgas e artrépodes no geral, mencio-
nadas na bibliografia; e a maior prevaléncia de Uncinaria stenocephala na classe dos ne-
matoda, nomeadamente nas raposas. Foi também curioso o fato de nenhum dos animais

necropsiados apresentar lesdes parasitérias.

Este foi o primeiro estudo onde a lontra foi incluida entre os outros carnivoros da Peninsula
Ibérica. A diferenca na sua alimentagéo, maioritariamente piscivora, e habitat semi-aquéatico,

foi evidente nos resultados obtidos.

Consideramos ser de interesse veterinario avaliar um maior nimero de animais ao longo do
ano por necropsia, assim como analisar também amostras de pele e bago por gPCR, a fim
de perceber se o parasita Leishmania infantum, apos inoculagéo, persiste no sistema destes
animais. O objetivo seria clarificar se estes animais silvestres desempenham algum papel
importante no ciclo de vida do parasita e se poderdo ser considerados hospedeiros reser-
vatério, numa zona que ndo s6 é endémica para a Leishmaniose canina, como possui uma

forte ligagdo com o meio rural e vida silvestre.
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Anexos:

Anexo 1 - Lista de parasitas de carnivoros silvestres e seus hospedeiros na Peninsula

Ibérica e paises mediterranicos. A azul encontram-se os parasitas observados no nosso

estudo:
§ 95 2 38
Parasita 3 7 E g g
Aelurostrongylus abstrusus X
Aelurostrongylus falciformis X
Aelurostrongylus pridhami X
Alaria alata X X X
Ancylostoma caninum X
Ancylostoma genettae
Ancylostoma martinezi
Andersonstrongylus captivensis X X X
Angiostrongylus vasorum X X X
Anisakis (L3)
Aonchotheca putorii X X
Ascocotyle sp. X
Atriotaeniaincisa X
Babesia spp. X
Brachylaima sp. X
Capillaria aerophila X X
Capillaria plica X X X
Ceratopsylla globiceps X
Chaetopsylla trichosa X
Cheyletiella sp. X X
Crenosoma melesi X X
Crenosoma petrowi X
Crenosoma vulpis X X X
Cryptocotyle lingua X
Ctenocephalides canis X ? ?
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Parasita

Ctenocephalides felis

Dermacentor sp.

Dipetalonema reconditum

Diplopilidium acanthotetra

Diplopilidium nolieri

Dipylidium caninum

Dirofilaria immitis

Dirofilaria repens

Echinococcus granulosus

Echinococcus multilocularis

Ehrlichia canis

Eucoleus schvalovoj

Euparyphium perfoliatus

Euryhelmis squamula

Familia Acuariidae

Familia Oxyuridae

Filaroides hirthi

Filaroides martis

Filaroides milksi

Gigantorhynchus sp.

Gnathostoma sp.

Haemaphysalis punctata

Hepatozoon canis

Isthmiophora melis

Ixodes sp.

Leishmania infantum

Lynxacarus mustelae

Macracanthorhynchus
hirudinaceus

Mastophorus muris

Vulpes vulpes

x

x

Herpestes
ichneumon

Martes Foina

Meles meles

Genetta
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Parasita

Mesocestoides sp.

Metorchis albidus

Molineus patens

Ollulanus tricuspis

Oochoristica sp.

Opisthorchis sp

Oslerus osleri

Oslerus rostratus

Otodectes cynotis

Paraceras melis melis

Phagicola sp.

Physaloptera praeputialis

Physaloptera sibirica

Pterygodermatites sp.

Pulex irritans

Rhipicephalus sp.

Rossicotrema donicum

Skrjabingylus sp.

Sobolevingylus petrowi

Soboliphyme baturini

Spilopsyllus cuniculi

Spirocerca lupi

Spirurarytipleurites

Strongyloides spp.

Taenia sp.

Taenia cervi

Taenia hydatigena

Taenia martis

Taenia ovis

Vulpes vulpes

x

x

Herpestes
ichneumon

Martes Foina

Meles meles

Genetta genetta

x
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Parasita

Taenia pisiformis

Taenia serialis

Taenia taeniformis

Toxascaris leonina

Toxocara canis

Toxocara genettae

Toxocara mystax

Toxoplasma gondii

Trichinella britovi

Trichinella spiralis

Trichodectidae

Trichuris sp.

Trichuris vulpis

Trombicula sp.

Trypanosoma pestanai

Uncinaria criniformis

Uncinaria stenocephala

Vigisospirura potekhina hugoti

Troglotrema acutum

I ©
s 85 5
3 » E Iy
v > 7
8 = 4]
g=3 <= | 5
s T =
X
X
X X
X
X
X
X
X
X
X X X
X X
X
X X X
X X
X

§ gs
£ 3%
=
X
X | X
X
X
X
X
X | X
X X
X
X | X
X
X
X
X

Lutra lutra

Mustela

8 £ 8
5 £ 8 8
gz 2 §
k=]
X
X X
X
X
X X
X
X
X
X
X X
X
X
X X
X X
X

Fonte: (Torres et al., 2004; Rosalino, 2008; CDC; Dawes, 1968; Urquhart et al., 1996; Taylor et al., 2016; The
Merck Veterinary Manual; Ribas et al., 2004; Kierdorf et al., 2006).

Anexo 2: Ectoparasitas presentes nos animais necropsiados:

Data
Captura:

05/07/2015
Ni

24/05/2016

Data
Necropsia

09/09/2015
10/09/2015

04/06/2016

Espécie/Cddigo

Fml
Fm2

Fm22

Localizacéo
N2
Ni

Ni
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Data
Captura:

23/04/2016

Ni
29/11/2015
Ni

22/08/2015

11/11/2015

02/02/2016
18/03/2016
14/11/2015
01/03/2016
24/05/2016
09/05/2016
Ni
05/09/2015
15/09/2015

02/10/2015

20/11/2015

03/01/2016

28/08/2015
10/09/2015
27/09/2015
09/10/2015
10/03/2016

05/02/2016

Data
Necropsia

07/06/2016

17/06/2016
09/12/2015
04/04/2016

10/09/2015

09/12/2015

18/04/2016
18/04/2016
15/12/2015
31/03/2016
24/05/2016
02/06/2016
02/06/2016
08/09/2015
15/09/2015

02/10/2015

14/12/2015

09/01/2016

08/09/2015
11/09/2015
29/09/2015
09/10/2015
19/04/2016

19/04/2016

Espécie/Cédigo

Fm23

Fm25
Fm3
Fm7

Gml

Gm3

Gm8
Gm9
Lml
Lm2
Lm3
Lm5
Lm6
Rm1
Rm2

Rm3

Rm4

Rm9

SRm1
SRm2
SRm3
SRm4
SRmM5

SRmM6

Localizacao

Ni

CM1079
Ni
Ni

Ni

Ni

N114
R114-4
N114
N114
N4
N4
N4
N114
P2

N4

N114

N114

N114
M521
N4
N4
N114

Ni
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Ectoparasitas

Otodectes cynotis,
Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus bursa
Pulex irritans
Otodectes cynotis, Ixodes sp.
No

Pulex irritans,
Ctenocephalides canis

No
No
No
No
No
No
No
Pulex irritans, Hyppoboscidae
No
No

Otodectes cynotis, Pulex
irritans, Rhipicephalus sp.

Otodectes cynotis, Pulex
irritans, Ixodes ricinus

Pulex irritans
No
No
No
No

No
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Data
Captura:

20/09/2015

Ni

09/04/2016

Data

Necropsia

29/09/2015

12/04/2016

27/05/2016

Espécie/Cédigo

Tml

Tm5

Tm7

Localizacao Ectoparasitas
N4 Ixodes hexagonus, Pulex
irritans, Hyppoboscidae
Pulex irritans, Dermacentor
N114 wiexirtirans, Bermacento
reticulatus, Ixodes ricinus
Pulex irritans, Trichodectes
P2 sp., Ixodes hexagonus,

Rhipicephalus sanguineus

Legenda: no — ndo observado; ni — nao identificada

Anexo 3: Parasitas pulmonares:

Data
Captura:

05/07/2015
Ni
24/05/2016
23/04/2016
Ni
29/11/2015
Ni
22/08/2015
11/11/2015
02/02/2016
18/03/2016
14/11/2015
01/03/2016
24/05/2016
09/05/2016

Ni

Data
Necrépsia

09/09/2015
10/09/2015
04/06/2016
07/06/2016
17/06/2016
09/12/2015
04/04/2016
10/09/2015
09/12/2015
18/04/2016
18/04/2016
15/12/2015
31/03/2016
24/05/2016
02/06/2016

02/06/2016

Espécie/Cédigo

Fm1l
Fm2
Fm22
Fm23
Fm25
Fm3
Fm7
Gmil
Gm3
Gm8
Gm9
Lm1l
Lm2
Lm3
Lm5

Lm6
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Localizacéo Pulmdes

N2 No

Ni No

Ni No

Ni No
CM1079 No
Ni No

Ni No

Ni No

Ni No
N114 No
R114-4 No
N114 No
N114 No
N4 No
N4 No
N4 No
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Data
Captura:

05/09/2015

15/09/2015
02/10/2015
20/11/2015

03/01/2016

28/08/2015

10/09/2015

27/09/2015

09/10/2015
10/03/2016

05/02/2016

20/09/2015

Ni

09/04/2016

Data
Necropsia

08/09/2015

15/09/2015
02/10/2015
14/12/2015

09/01/2016

08/09/2015

11/09/2015

29/09/2015

09/10/2015
19/04/2016

19/04/2016

29/09/2015

12/04/2016

27/05/2016

Espécie/Cédigo

Rm1l

Rm2

Rm3

Rm4

Rm9

SRm1

SRm2

SRm3

SRm4

SRmM5

SRmM6

Tml

Tmb

Tm7

Localizacao

N114

P2

N4

N114

N114

N114

M521

N4

N4

N114

Ni

N4

N114

P2

Legenda: No — N&o observada nenhuma forma parasitaria; ni — ndo identificado.

Anexo 4: Parasitas gastrointestinais:

Data
Captura:

05/07/2015

Ni
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Data
Necropsia

09/09/2015

10/09/2015

Espécie/Cddigo

Fmi

Fm2

Localizacéo

N2

Ni

Pulmdes

Crenosoma
vulpis

No
No
No
No

Larvas
pulmonares
ni

No

Crenosoma
vulpis

No
No
No

Larvas
pulmonares
ni

No

No

Total

Ni

Willis ID: L3 ni

Willis ID e IG: Ovos
tipo estrongilo
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Data
Captura:

24/05/2016

23/04/2016

Ni

29/11/2015

Ni

22/08/2015

11/11/2015

02/02/2016

18/03/2016

14/11/2015

01/03/2016
24/05/2016

09/05/2016

Data
Necropsia

04/06/2016

07/06/2016

17/06/2016

09/12/2015

04/04/2016

10/09/2015

09/12/2015

18/04/2016

18/04/2016

15/12/2015

31/03/2016
24/05/2016

02/06/2016

Espécie/Cédigo

Fm22

Fm23

Fm25

Fm3

Fm7

Gml

Gm3

Gm8

Gm9

Lmil

Lm2
Lm3

Lm5

Localizacao

Ni

Ni

CM1079

Ni

Ni

Ni

Ni

N114

R114-4

N114

N114
N4

N4
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Total

Willis IG: Ovos tipo
estrongilo ni de
roedores

Willis IG: Nematodas
ni de roedores

Sedimentacao ID:
Taenia sp.

Willis I1G: Ovos
Trichuris sp.

Estbmago:
Nematodas Spirurida
ni

Willis IG: Ovos
embrionados tipo
estrongilo

No

Willis IG: Ovos tipo
estrongilo

Sedimentacéo ID:
Taenia sp.

Sedimentacéo ID:
Taenia sp.

Sedimentacéo ID:
Taenia sp.

Sedimentacéao ID:
Physaloptera
praeputialis

Willis IG: Ovos tipo
estrongilo

Willis IG: Oocisto nao-
esporulado

No
No

Willis IG: Oocisto
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Data
Captura:

Ni

05/09/2015

15/09/2015

02/10/2015

20/11/2015

03/01/2016

28/08/2015

10/09/2015

27/09/2015

09/10/2015
10/03/2016

05/02/2016

Data
Necropsia

02/06/2016

08/09/2015

15/09/2015

02/10/2015

14/12/2015

09/01/2016

08/09/2015

11/09/2015

29/09/2015

09/10/2015
19/04/2016

19/04/2016

Espécie/Cédigo

Lm6

Rmil

Rm2

Rm3

Rm4

Rm9

SRm1l

SRm2

SRm3

SRm4
SRmM5

SRmM6

Localizacao

Ni

N114

P2

N4

N114

N114

N114

M521

N4

N4

N114

Ni
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Total

No

Willis ID e IG: Ovos
tipo estrongilo

Sedimentacéo ID e IG:
Mesocestoides sp.

Sedimentacéo ID:
Pterygodermatites sp.

Sedimentacdo ID e IG:
Uncinaria
stenocephala

No

No

Sedimentacéo ID:
Uncinaria
stenocephala

Willis 1G: Ovos tipos
estréngilo

Willis ID e IG: Ovos
tipo estrongilo

Sedimentacéo ID e IG:
Uncinaria
stenocephala

Willis IG: Larva ni

Willis ID e IG: Ovos
tipo estrongilo

Willis ID e IG: Ovos
tipo estrongilo

Willis ID: Ovos
Trichuris sp.

Willis ID: Larvas L1 ni

No

No

No
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Data Data

Captura: Necropsia Espécie/Cédigo Localizacao Total
Estdbmago: Spirura
rytipleurites
20/09/2015  29/09/2015 Tml N4
Willis IG: Ovos
Trichuris sp.
Ni 12/04/2016 Tms N114 Sedimentacdo ID:
Taenia sp.
09/04/2016  27/05/2016 Tm7 IP2 No

Legenda: Ni - ndo identificado; no — ndo observada nenhuma forma parasitaria.

Anexo 5: Resultados da pesquisa de L. infantum em esfregacos por aspiracdo de medula

6ssea:

Data Captura: Data Necropsia Espécie/Cédigo Localizacdo/ID Medula Ossea:

05/07/2015

Ni

24/05/2016

23/04/2016

Ni

29/11/2015

Ni

22/08/2015

11/11/2015

02/02/2016

18/03/2016

14/11/2015

01/03/2016

24/05/2016

09/05/2016

09/09/2015

10/09/2015

04/06/2016

07/06/2016

17/06/2016

09/12/2015

04/04/2016

10/09/2015

09/12/2015

18/04/2016

18/04/2016

15/12/2015

31/03/2016

24/05/2016

02/06/2016

Fmi

Fm2

Fm22

Fm23

Fm25

Fm3

Fm7

Gml

Gm3

Gm8

Gm9

Lml

Lm2

Lm3

Lm5

N2

Ni

Ni

Ni

CM1079

Ni

Ni

Ni

Ni

N114

R114-4

N114

N114

N4

N4
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Inconclusivo

Inconclusivo

No

Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

No

Inconclusivo

Inconclusivo

No

No

No
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Data Captura: Data Necropsia Espécie/Cédigo Localizacdo/ID Medula Ossea:

Ni 02/06/2016 Lm6 N4 Inconclusivo
05/09/2015 08/09/2015 Rm1 N114 No
15/09/2015 15/09/2015 Rm2 IP2 No
02/10/2015 02/10/2015 Rm3 N4 No
20/11/2015 14/12/2015 Rm4 N114 Inconclusivo
03/01/2016 09/01/2016 Rm9 N114 Inconclusivo
28/08/2015 08/09/2015 SRm1 N114 -
10/09/2015 11/09/2015 SRm2 M521 Inconclusivo
27/09/2015 29/09/2015 SRm3 N4 Inconclusivo
09/10/2015 09/10/2015 SRm4 N4 no
10/03/2016 19/04/2016 SRm5 N114 no
05/02/2016 19/04/2016 SRm6 Ni no
20/09/2015 29/09/2015 Tml N4 no

Ni 12/04/2016 Tm5 IP2 no
09/04/2016 27/05/2016 Tm7 N2 Inconclusivo

Legenda: Ni - n&o identificado; no — ndo foram observadas formas parasitarias.
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