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Resumo

A borreliose de Lyme (BL) € a zoonose associada a carragas mais comum no
hemisfério norte, mas em Portugal, apesar de doenga de declaragio obrigato-
ria, continua sub-diagnosticada e sub-reportada.

Esta doenga emergente ¢ causada por espiroquetas do complexo Borrelia burg-
dorferi sensu lato, transmitidas pela mordedura de carragas infetadas do género
Ixodes, em particular 1. ricinus, o principal vetor na Europa.

Varios vertebrados sao hospedeiros de carragas, entre os quais se inclui o javali,
espécie cinegeética de grande valor economico na regiao de Tras-os-Montes, e
cujo papel no ciclo epidemiolégico da BL permanece indeterminado.

Soros de 90 javalis abatidos na referida regido (época venatoria 2011/12) fo-
ram recolhidos e analisados por nested-PCR. DNA de Borrelia foi detetado pela
primeira vez em trés animais, tendo os resultados de sequenciagio mostrado
100% de similaridade com B. afzelii, geralmente associada a pequenos mami-
feros (roedores, etc.).

Estes resultados sugerem o javali como potencial reservatorio desta espiro-
queta, representando a sua circulagdo nesta regiao um risco de infegio para
grupos ocupacionais relacionados com a caga (cagadores, gestores, etc.) e seus
cées, devido ao contacto recorrente com animais e vegetacao infestados por
carragas .

Este trabalho enfatiza a necessidade de uma abordagem "One Health" quanto
a estratégias de prevengdo e controlo de doengas zoonoticas emergentes, no-

meadamente a BL.

Palavras Chave:
Complexo Borrelia burgdorferi, Sus scrofa, Reagdo em Cadeia da Polimer-

ase, Portugal, Doenga de Lyme.
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Abstract

Lyme borreliosis (LB) is the most common tick-borne zoonosis in northern
hemisphere, but in Portugal, despite being a notifiable disease it remains
under-diagnosed and reported.

This emerging disease is caused by Borrelia burgdorferi sensu lato complex
spirochetes, transmitted through the bite of infected Ixodes genus ticks, par-
ticularly I. ricinus, the main vector in Europe.

Several vertebrates serve as hosts for ticks, including large hunting species
like wild boars, with great economic value for hunting and food sectors in
the Tras-os-Montes region, whose role in the epidemiological cycle of LB
remains undetermined.

Sera from 90 wild boars shot in the Tras-os-Montes region (hunting season
2011/12) were collected and tested by nested-PCR. Borrelia DNA was de-
tected for the first time in three sera, and sequencing results showed 100%
similarity with B. afzelii, usually associated with small mammals (rodents,
etc.).

The results suggest that wild boars are a potential reservoir for this spiro-
chete and its circulation in this region represents an infection risk for hunt-
ing-related occupational groups (hunters, gamekeepers, etc.) and hunting
dogs, due to recurrent contact with tick-infested animals and vegetation.
This work emphasizes the growing need for a "One Health" approach when
it comes to emerging zoonotic disease control and prevention strategies,

namely in LB.

Key Words:
Borrelia burgdorferi complex, Sus scrofa, Polymerase Chain Reaction, Por-
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Introdugao

Com mais de 360.000 casos reportados nas ultimas duas
décadas na Europa [1], a Doenga de Lyme ¢ a doenga causadas
por agentes transmitidos por vetores mais comum no Hemis-
fério Norte [2, 3].

Tambeém designada por Borreliose de Lyme (BL), esta zoonose
¢ causada por bactérias do complexo Borrelia burgdorferi sensu
lato (s.1.), que sdo transmitidas através da mordedura de ixodi-
deos do género Ixodes, sendo a espécie Ixodes ricinus o principal
vetor na Europa [4].

O complexo B. burgdorferi s.1. conta atualmente com 20 espé-
cies distintas com ampla dispersdo mundial [5, 6].

Durante a refeigdo de sangue que o vetor faz no hospedeiro, a
bactéria migra para as glandulas salivares e ¢ injetada na cor-
rente sanguinea [7]. Dias a semanas depois da mordedura, sur-
ge no local um edema em forma de alvo, também designado
como Eritema Migrante (EM), que ¢ acompanhado de fadi-
ga, febre, cefaleias, rigidez no pescogo, artralgias e mialgias,
muitas vezes compativeis com um quadro gripal [8]. Sem um
diagnostico e tratamento adequados, a doenga pode evoluir e
tornar-se cronica, podendo afetar as articulagées, a pele, o sis-
tema nervoso e o coragao, entre outros 6rgios e sistemas [8].

Em Portugal, o primeiro caso descrito de BL ocorreu em Evo-
ra e foi relatado por David de Morais e colaboradores em 1989
[9], seguido pelo primeiro isolamento de B. lusitaniae a partir
de carragas . ricinus [10] e do isolamento da mesma especie a
partir de uma biopsia de pele de um paciente com suspeita de
BL em Lisboa [11]. Apesar de ser de declaragdo obrigatoria
desde 1999 em territorio nacional, a doenga encontra-se sub-
-reportada e sub-diagnosticada [12, 13], com uma incidéncia
estimada de 0,04/100.000 habitantes [14], dados da década
anterior e que se tém mantido, dado o referido défice de no-
tificagdo.

Muitos vertebrados de pequeno e médio porte tém um
papel essencial na transmissao dos agentes da BL enquanto
hospedeiros reservatorios, em particular pequenos roedores,
ratazanas, esquilos, ourigos-cacheiros, lebres e aves
passeriformes [7], mas muito pouco se sabe sobre o papel dos
mamiferos de maior porte no ciclo epidemiologico destas
bactérias, para além de serem importantes fontes de alimento
para o vetor (carraga) [3, 15].

O javali (Sus scrofa, Linnacus, 1758) ¢ um mamifero omnivo-
ro de porte médio e com vasta distribui¢do geografica pela
Europa, Norte de Africa e Asia [16, 17]. Em Portugal, sendo
considerada uma espécie "Pouco Preocupante" ("Least Con-
cern", LC) de acordo com o Livro Vermelho de Vertebrados
de Portugal [18], a sua presenca ocorre em todo o pais, com
um nimero crescente de animais e de area de ocupagao [19].

Este ungulado ¢ uma especie cinegética de caga maior com
importante valor economico em Portugal, em particular nas
regides do interior como ¢ o caso de Tras-os-Montes, quer
pela pratica da caga quer pelo prego da sua carne, muito apre-
ciada pela sua qualidade [17]. Por ter uma enorme plasticida-
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de e se adaptar facilmente a novos habitats em busca de mais
disponibilidade de alimento, entra muitas vezes em contacto
com animais domésticos e com os humanos, tornando-se uma
potencial fonte de infegbes de carater zoonotico [20].

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a relevancia do ja-
vali como hospedeiro reservatorio no ciclo epidemiolégico da
Borreliose de Lyme. Esta hipotese foi testada através da analise
da presenca de DNA de B. burgdorferi s.1. no soro de javalis.
Os resultados deste estudo destinam-se a: i) contribuir para
a compreensao do papel epidemiologico do javali no ciclo de
infecdo da LB e ii) estabelecer uma associagao entre os resul-
tados e as preocupagdes de saude publica, em particular para

grupos profissionais ligados as atividades cinegéticas.

Materiais e métodos

Foi realizada uma amostragem de conveniéncia em javalis aba-
tidos em montarias realizadas durante a época venatéria de
2011/12 nos distritos de Braganga e Vila Real, onde foram
recolhidas 90 amostras de sangue e informagao complementar
sobre cada animal amostrado (sexo, idade e distrito de prove-
niéncia) [21].

As amostras foram centrifugadas para extragdo de soro, poste-
riormente analisadas por nested-PCR, usando o gene da flage-
lina (fla) de B. burgdorferi s.1. como alvo molecular para os pri-
mers usados, devido a sua elevada especificidade face a outros
primers comummemente utilizados [21]. Os produtos da PCR
foram sujeitos a eletroforese e sequenciados na Stab Vida (Lis-
boa, Portugal). As sequéncias resultantes foram submetidas
a0 GenBank (nimero de acesso KJ810661) ¢ com a ajuda do
BLASTN versdo 2.2.29+ [22] foram comparadas com estirpes
de referéncia para B. burgdorferi s.1. [21] para identificacao da(s)

genoespecie(s).

Resultados e discussao

A amostra populacional ¢ representada por 61 fémeas e 29
machos, sendo que 36 eram animais adultos, 30 subadultos e
24 juvenis.

A analise molecular demonstrou a presenca de DNA borrelia-
no em trés das amostras analisadas (3/90; 3,3%). As amos-
tras positivas pertenciam a animais abatidos no distrito de Vila
Real, em particular Montalegre (J26) e Alijo (J30 e J31). As
amostras ]26 e J31 originaram sequéncias 100% compativeis
com B. afzelii estirpe LO-3.9 (ex.: GenBank KF990318), en-
quanto os resultados de sequenciagio de J30 foram inconclu-
sivos devido a diminuta qualidade da sequéncia obtida [21].
Esta foi a primeira vez que DNA de B. burgdorferi s.1. foi dete-
tado em soro de javali, um marco importante dada a suspeita
pré-existente de que o javali € um potencial hospedeiro reser-
vatorio para estas espiroquetas [23-25].

A identificagao de B. afzelii como a espécie circulante no san-



gue destes animais ¢ um achado interessante, por se tratar de
uma espécie que tem como hospedeiros preferenciais peque-
nos mamiferos roedores [7, 26, 27]. B. afzelii ja havia sido de-
tetada em Portugal, em carragas a procura de hospedeiro em
Mafra [28, 29] e na ilha da Madeira [30, 31]. Adicionalmente,
foi ja detetada a presenga simultinea de DNA de B. afzelii e de
javali em carragas [23, 24, 32], assim como de anticorpos con-
tra B. burgdorferi s.1. em javalis em paises como a Franga [33],
Bulgaria [34] e Reptblica Checa [35-37].

Quanto a circulagao de outras espécies de B. burgdorferi s.1. no
pais, ja havia sido detetada a presenca de B. lusitaniae, B. valai-
siana, B. garinii ¢ B. burgdorferi sensu stricto (s.s.) em carragas
das espécies I. ricinus e Hyalomma marginatum [38], B. valaisiana,
B. garinii, e B. burgdorferi s.s em carragas /. ricinus na ilha da Ma-
deira [14, 30] e B. lusitaniae nas espécies I. ricinus, Dermacentor
marginatus € Hyalomma lusitanicum capturadas num Parque de
Safari no Alentejo [39]. Mais recentemente foi detetada a pre-
senca de B. myamotoi em carragas I. ricinus em Mafra [40], bem
como a presenca de B. burgdorferi s.1. em espécimenes I. ricinus
nos distritos de Vila Real, Lisboa, Setabal, e Faro, das quais

cerca de 50% correspondiam a genoespécie B. lusitaniae [40].

Conclusoes

Todos estes dados apontam para a circulagdo de varias espécies
patogénicas de Borrelia no pais, em particular B. afzelii e B. lusi-
taniae, e para a probabilidade crescente de o javali ter um papel
relevante no ciclo da transmissao de B. afzelii, sendo para isso
importante realizar estudos serologicos por forma a determi-
nar a existéncia de anticorpos anti-Borrelia nestes animais, que
mesmo que nao venham a ser confirmados reservatorios, con-
tinuam a constituir uma importante fonte de alimento para o
vetor da BL e elo de transmissao via co-feeding entre carragas
infetadas e ndo infetadas [4].

O contacto frequente do javali com animais domésticos e

com os humanos favorece também o contacto com carragas
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