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1) Resumo

As parasitoses do céo e do gato tornaram-se cada vez mais relevantes, devido a
uma maior proximidade e convivéncia com 0s nossos animais de companhia, podendo
constituir uma ameaca para a sua saude e um perigo para a Saude Publica, dado o
carater zoon6tico que muitos destes parasitas apresentam.

O presente projeto de doutoramento tem como principais objetivos identificar os
principais agentes parasitarios gastrointestinais e cardiopulmonares e determinar a
prevaléncia dos parasitas que sejam predominantes em canideos e felideos de todas
as ilhas pertencentes ao arquipélago dos Acores, dadas as variacdes de clima,
condicbes ambientais propicias ao seu desenvolvimento e disparidade de recursos
sécio-econdmicos presentes neste territorio insular. Deste modo, com base nos dados
gue forem obtidos, poderdo ser efetuados uma melhor prevencdo e controlo, assim
como uma melhor sensibilizacdo das autoridades de saude animal e humana, e em
Ultima andlise a melhoria da saude das populagées animal e humana.

Este estudo permitird ainda uma avaliacao global e caracterizagdo mais abrangente
do parasitismo gastrointestinal e cardiopulmonar em carnivoros domésticos de todo o
territério insular agoriano, inexistente até ao momento, assim como as repercussées que
estes organismos apresentam para a Saude Publica e Bem-Estar Animal.

2) Atividades realizadas - 1° ano de Doutoramento
a) Caracterizacdo das amostras

A colheita de amostras decorreu entre setembro de 2022 e junho de 2023. Durante este
periodo, foram colhidas um total de 413 amostras, 15 provenientes da ilha do Corvo, 25
das Flores, 140 da Terceira e 233 de S&o Miguel, com a distribuicdo presente na tabela
1.

Tabela 1 — Distribuicdo da amostra das ilhas participantes do estudo.

ESPECIE
ILHA Céaes Gatos Total
Corvo 10 5 15
Flores 15 10 25
Terceira 70 70 140
Séao Miguel 98 135 233
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O estudo envolveu animais provenientes de tutores e de centros de recolha oficial ou
associacfes, de modo a obter uma amostragem de maiores dimensdes, aleatéria e
heterogénea, acrescendo assim o valor representativo da populacao.

A colheita de fezes foi efetuada durante 3 dias consecutivos, diretamente do solo ou
caixa de areia, apds os animais defecarem. As amostras frescas foram acondicionadas
em sacos de plastico individuais, identificadas e, posteriormente, refrigeradas a 4°C. No
que se refere aos tutores, estes efetuaram a colheita em casa, tendo-lhes sido pedido
gue acondicionassem as amostras num saco de plastico ou frasco de vidro, e as
mantivessem isoladas, de modo a evitar a exposicdo ao sol, antes de procedermos a
sua recolha. O processamento e analise das amostras foram realizados no Laboratério
Regional de Veterinaria da ilha Terceira ou no Laboratério de Parasitologia e Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade de Lisboa.

Figura 1 — Entidades participantes do estudo e seus animais (cdes) (Fotos cedidas pelos centros de
recolha).
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Figura 2 — Entidades participantes do estudo e seus animais (gatos) (Fotos cedidas pelos centros de
recolha).
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Figure 3 —llhas do Arquipélago dos Acgores abrangidas até ao momento pelo estudo (a amarelo) (A — Corvo;
B — Flores; C — Terceira; D — Sdo Miguel.) - NordNordWest — Wikimedia Commons.
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b) Realizacdo de Inquéritos

Para cada amostra foi preenchido um inquérito que pretendeu determinar, ndo so fatores
predisponentes para as doencas parasitarias em estudo, como também efetuar o registo
dos dados de cada animal no que respeita aos seus programas preventivos de saude,
nomeadamente no que respeita a terapéutica e profilaxia das parasitoses.

De momento, encontra-se também a decorrer um inquérito online, disponivel a todos os
médicos veterinarios da Regido Autonoma dos Acores, sobre medidas de controlo e

prevencgao das parasitoses efetuadas por esta classe profissional no arquipélago.

c) Métodos Coprologicos

Todas as amostras foram submetidas a métodos coprolégicos qualitativos e
guantitativos, o que permitiu ndo so a identificacdo morfolégica de formas parasitarias
(ovos, oocistos e larvas), como também o célculo do nivel de eliminagdo que estas
apresentam nas fezes.

Nos métodos qualitativos executados, a flutuag&o de Willis foi utilizada para identificacao
de ovos de nematodes e oocistos de protozodrios gastrointestinais, enquanto a técnica
de Baermann foi efetuada para observagéo de larvas L1 de nematodes pulmonares
(Zajac & Conboy, 2012; Bowman, 2014).

As técnicas de McMaster e Mini-FLOTAC foram utilizadas para calcular os niveis de
eliminagéo de parasitas nas fezes (ovos por grama de fezes — OPG; oocistos por grama
de fezes — O0OPG; larvas por grama de fezes — LPG). Para além disso, é de salientar
gue estas duas técnicas permitem isolar ovos de Trematoda, Cestoda e Nematoda,
larvas de 1° estadio de nematodes respiratérios e oocistos e quistos de protozodarios,
sendo verdadeiramente métodos universais de diagnéstico coprolégico e
simultaneamente métodos quantitativos e qualitativos (Barda et al., 2013; Cringoli et al.,
2017).

Apo6s a analise, foi realizada a comparacao entre os diversos métodos coprolégicos.
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Figure 4 — Técnica de Baermann para observacéo de nematodes pulmonares (original).

Figure 5 - Mini-FLOTAC e coletores Fill-FLOTAC, utilizados para coprologia quantitativa e qualitativa
(original).



UNIVERSIDADE e FRCT
OE LISBOA S

d) Métodos de Biologia Molecular

A identificacdo molecular de parasitas pulmonares € obtida apds isolamento de larvas
L1 nas fezes, seguida da sua analise através do método de PCR e posterior

sequenciacao (Bretagne et al., 1993; Davidson et al., 2009; Guerra et al., 2013).

e) Anédlise Estatistica

A informacao recolhida dos inquéritos realizados até a presente data e os resultados
dos métodos coprologicos efetuados foram inseridos num ficheiro do programa
Microsoft Excel 2010®, sendo posteriormente, importados para o programa R versao
3.3.0, com a extensdo RCommander. Com recurso ao programa R, procedeu-se a
andlise dos dados através tabelas de contingéncia (two-way table) e teste de Qui-
guadrado de Pearson, sendo os resultados considerados estatisticamente significativos
guando o valor de p é inferior a 0,05.

3) Resultados
a) Parasitismo Gastrointestinal e Pulmonar

A prevaléncia global de parasitismo gastrointestinal em canideos foi de 40%, em que
os resultados obtidos, para cada parasita/grupos de parasitas, foram o0s seguintes:
Ancylostomatidae (32%), Toxocara canis (18%), Trichuris vulpis (18%) e Cystoisospora
spp. (9%).

A prevaléncia global de parasitismo gastrointestinal em felideos foi de 46%, onde cada
parasita/grupo de parasitas registaram as seguintes prevaléncias: Ancylostomatidae
(31%), Toxocara cati (18%) e Cystoisospora spp. (11%).

A prevaléncia de parasitismo pulmonar foi de 0% nos canideos e 15%, nos felideos,
tendo sido detetada até ao momento apenas a espécie Aelurostrongylus abstrusus, em
gatos.

Os niveis de eliminacdo de parasitas nas fezes (OPG/OoPG/LPG) revelaram-se
superiores nos gatos, estando os seus valores representados na tabela 2.
Relativamente as ilhas, nos caes, a percentagem de amostras com resultado positivo
foi a seguinte: Corvo (70%); Flores (67%); S&o Miguel (28%); Terceira (47%). Nos gatos,
os valores registados foram os seguintes: Corvo (60%); Flores (80%); S&o Miguel
(42%); Terceira (49%). As prevaléncias e niveis de eliminacdo fecal estdo descritos,

com detalhe, nas tabelas 3 e 4.
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Estes resultados preliminares parecem demonstrar desde ja, que a disparidade de
recursos, sobretudo nas ilhas mais a ocidente (Flores e Corvo), parece ter influéncia

nos graus de parasitismo obtidos.

Tabela 2 — Niveis globais de parasitismo gastrointestinal e pulmonar em cdes e gatos —

prevaléncias e niveis de excrecéo fecal.

Espécie Parasita OPG/O0PG/LPG Prevaléncia (%)
Ancylostomatidae 489 (10 — 1120) 32
Toxocara canis 124 (10 — 420) 18
Cao
Trichuris vulpis 199 (10 — 910) 18
Cystoisospora spp. 223 (15 - 620) 9
Ancylostomatidae 611 (10 — 1265) 31
Toxocara cati 421 (20 — 1015) 18
Gato
Cystoisospora spp. 562 (15 — 2475) 11
Aelurostrongylus abstrusus 102 (15 — 305) 15
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Figure 6 - A — Ovo de Ancylostomatidae (gato); B — Larva L1 de Aelurostrongylus abstrusus (gato); C —
oocisto de Cystoisospora sp.(gato); D — ovo de Toxocara canis (c&o); E — ovo de Trichuris vulpis (c&o).
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Tabela 3 — Niveis de parasitismo gastrointestinal, por ilha, em cées do arquipélago dos Acores

— prevaléncias e niveis de excregéo fecal.

Cystoisospora spp.

217 (45— 520)

llha Parasita OPG/00oPG Prevaléncia (%)
Ancylostomatidae 440 (145 — 635) 30
Q Toxocara canis 108 (25— 210) 50
Trichuris vulpis 105 (45— 165) 30
Corvo
Cystoisaspora spp. 65 (25 —105) 20
Ancylostomatidae 362 (55 — 665) 53
Toxocara canis 52 (25—125) 33
Trichuris vulpis 113 (25— 225) 40
Flores Cystoisospora spp 68 (15 115) 20
Ancylostomatidae 542 (25—-1120) 36
" 17
Taoxocara canis 202 (10— 420)
\ q
\ ¢ 19
TS 3 } Trichuris vulpis 289 (10— 6053)
Terceira Cystoisaspora spp. 67 (105 —620) 7
Ancylostomatidae 485 (10— 1070) 24
N A Toxocara canis 83 (10— 180) 12
N ichuri ; 12
o~ Trichuris vulpis, 170 (10— 510)
530 Miguel 7

10
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Tabela 4 — Niveis de parasitismo gastrointestinal e pulmonar, por ilha, em gatos do arquipélago
dos Acores — prevaléncias e niveis de excrecao fecal.

llha Parasita OPG/00oPG/LPG Prevaléncia (%)
Ancylostomatidae 208 (175 —235) 60
Q Toxocara cati 70 (70) 20
corvo Cystoisospora spp 25 (25) 20
Ancylostomatidae 268 (45— 525) 60
Toxocara cati 83 (25—-120) 30
Cystoisospora spp. 82 (55— 115) 30
Flores
Ancylostomatidae 672 (20— 1265) 31
g _ \\ Toxocara cati 128 (20— 270) 23
LI\\ :)
: Cystoisospora spp. 479 (255 - 925) 10
S
Terceira Aelurostrongyius abstrusus 105 (45 — 305) 19
Ancylostomatidae 663 (10— 1080) 27
¢\ _ P Toxocara cati 724 (205-1015) 15
\ S \

\ ;I 10

b P Cystoisospora spp. 759 (15— 2475)

Sdo Miguel

g Aelurastronavius abstrusus 100 (15 —105) 15

11
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b) Comparacao de métodos coproldgicos

Apo0s a sua analise, 77/193 (40%) das amostras de cdes e 102/220 (46%) das amostras
de gatos apresentaram resultado positivo, quando submetidas a pelo menos um dos
guatro métodos coprolégicos utilizados.

No que se refere aos caes, 77 das amostras (40%) registaram resultados positivos, tanto
para o0 método de flutuagdo de Willis como para MF, enquanto que o método de
McMaster efetuou a detecdo de 67 amostras positivas (36%). Nenhuma das amostras
apresentou resultado positivo, ao utilizar a técnica de Baermann. Nos gatos, de modo
semelhante, 102 (46%) apresentaram resultado positivo para os métodos de flutuagéo
e MF, 93 (42%) para McMaster e 33 (15%) para o método de Baermann (Tabelas 3 e
4).

Relativamente aos métodos quantitativos, 0 MF mostrou ser um método mais sensivel
gue o McMaster, para niveis de excrec¢édo fecal inferiores a 50 OPG/OoPG (gréaficos 1 e
2). Porém, no que se refere a detecdo de larvas de metastrongilideos, a técnica de

Baermann mostrou maior sensibilidade, comparativamente ao MF (graficos 3 e 4).

Tabela 5 - NUmero (n) e percentagem (%) de amostras positivas em caes, consoante os métodos

coprolégicos aplicados num total de amostras (T).

Espécie Flutuacao McMaster Mini-FLOTAC
n/n T (%) n/n T (%) n/n T (%)
Ancylostomatidae 61/193 (32) 53/193 (28) 61/193 (32)
Trichuris vulpis 33/193 (18) 25/193 (13) 33/193 (18)
Toxocara canis 34/193 (18) 24/193 (12) 34/193 (18)
Cystoisospora spp. 17/193 (9) 14/193 (7) 17/193 (9)
Total * 77/193(40) 67/193 (36) 77/193(40)

* Total de animais positivos com infecdo simples ou miltipla.

12
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Tabela 6 - Numero (n) e percentagem (%) de amostras positivas em gatos, consoante os

métodos coprolégicos aplicados num total de amostras (T).

Espécie Flutuacéo Baermann McMaster Mini-FLOTAC
n/n Tot (%) n/n Tot (%) n/n Tot (%) n/n Tot (%)
Ancylostomatidae 68/220 (31) 0/220 (0) 64/220 (29) 68/220 (31)
Toxocara cati 40/220(18) 1/220(0,5) 35/220 (16) 40/220(18)
Cystoisospora spp. 24/220 (11) 0/220 (0) 22/220 (10) 24/220 (11)
Aelurostrongylus 11/220 (5) 33/220 (15) 3/220 (1) 11/220 (5)
abstrusus
Total * 102/220(46) 34/220(15,5) 93/220 (42) 102/220(46)

* Total de animais positivos com infe¢édo simples ou multipla.

41
40
39
38
37
36
35
34
33
32

35%

McMaster MF

Grafico 1 - Prevaléncia de amostras positivas para o método de McMaster (67/193) e MF (77/193) em caes
dos Acores.
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Grafico 2 — Prevaléncia de amostras positivas para o método de McMaster (93/220) e MF (102/220) em
gatos dos Acores.

16
14
12

15%
10

Baermann MF

Grafico 3 — Prevaléncia de amostras positivas para A. abtrusus utilizando a técnica de Baermann (33/220)
e MF (11/220) em gatos dos Acores.
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Gréfico 4 — Nivel de eliminacao fecal (LPG) de amostras positivas para A. abtrusus utilizando a técnica de
Baermann (15 — 305 LPG) e MF (15 — 65 LPG) em gatos dos Acores.

c) Biologia Molecular

Nesta primeira fase, uma amostra de 43 felideos foi examinada recorrendo a técnica de
Baermann como método de isolamento larvar, sendo as larvas L1 preservadas em
alcool a 70% e congeladas, para posterior extracdo de DNA. Uma vez que a extragcdo
de DNA ainda se encontra em processamento, nao foi possivel dar inicio a identificacédo
molecular. Este processo de isolamento e caracterizagdo morfolégica de L1 de
metastrongilideos e a sua posterior analise por PCR e sequenciacao, € efetuado,
respetivamente, no laboratério CIISA de Parasitologia e Doengas Parasitarias e no
Laboratério GeneVET.

Em sintese, foram cumpridos os principais objetivos propostos para o primeiro ano de
doutoramento, sendo que no préximo ano pretende-se:

» dar inicio a andlise de amostras de sangue;

» proceder a colheita de fezes nas restantes ilhas do arquipélago, para criagédo de

mapas com zonas de maior risco epidemioldgico;

classificar molecularmente as diferentes larvas L1 de metastrongilideos;

dar continuidade a realizacéo de inquéritos;
» avaliar o impacto sazonal na taxa de infecdo parasitaria, uma vez que, neste

primeiro ano, grande parte das colheitas foram realizadas entre fevereiro e maio.

15
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a) Comunicacdes Orais
Comunicacao oral por Convite - “Parasitoses Gastrointestinais e Pulmonares
em Canideos e Felideos da Regidao Autbnoma Acores: Prevaléncias, Fatores
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