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Resumo

As doengas caninas transmitidas por artropodes vetores sdo causadas por varios agentes
como bactérias ou parasitas que podem ser transmitidas por carragas, pulgas, mosquitos ou
flebotomos. A prevaléncia de muitas destas doencas, algumas com potencial zoonotico, esta a
aumentar na Europa.

O presente trabalho teve como objetivo geral determinar a prevaléncia das infegdes por
Anaplasma spp., Babesia spp., Bartonella spp., Borrelia burgdorferi sensu lato, Ehrlichia spp.,
Hepatozoon spp. e Leishmania infantum em amostras de sangue de céo através da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase. A &rea de estudo foi o sul de Portugal, com predominancia
para a regido de Setubal, Lisboa e Algarve. Como objetivos especificos pretendeu-se relacionar
a presenca dos agentes com varios fatores intrinsecos (idade, sexo e raca) e extrinsecos (modo
de vida, desparasitacdo externa e viagens). Para tal, foi estudada uma amostra de 1.010 cées
que se apresentaram em Centros de Atendimento Médico-Veterinarios ou que viviam em

abrigos.

Na amostra em estudo obteve-se uma prevaléncia de 6,7% para um ou mais agentes
patogénicos, nomeadamente: 1,9% de infecdo por Anaplasma spp./ Ehrlichia spp., 0,8% de
infecdo por Borrelia burgdorferi sensu lato, 3,1% de infecdo por Hepatozoon spp. e 1,1% de
infecdo por Leishmania infantum. Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi s. 1.
e H. canis foram os agentes identificados ap6s sequenciacdo, incluindo uma coinfecdo por A.
platys e H. canis. Nao se detetou a presenca de ADN de Bartonella spp. ou de Babesia spp. em
nenhuma das amostras de sangue testadas.

Este estudo realca a importancia de se adotarem medidas profilaticas contra
ectoparasitas, de modo a prevenir infecdes por agentes patogénicos transmitidos por artrépodes
vetores e assim levar a uma diminuicdo do seu potencial de transmissdo a outros animais e
humanos. Neste estudo também se verificou que os animais residentes na regido do Algarve se
encontram mais predispostos a infegcdes transmitidas por vetores que os animais das demais

regides estudadas.

Palavras-chave: cées, doencas transmitidas por artropodes vetores, PCR, prevaléncia,

sul de Portugal



Abstract

Canine vector-borne diseases (CVBD) are caused by a range of pathogens such as
bacteria or parasites transmitted by arthropods, including ticks, fleas, mosquitoes and
phlebotomine sand flies. The prevalence of many of these diseases, some of them of zoonotic

concern, is increasing throughout Europe.

This study aimed to determine the prevalence of Anaplasma spp., Babesia spp.,
Bartonella spp., Borrelia burgdorferi sensu lato, Ehrlichia spp., Hepatozoon spp., and
Leishmania infantum by polymerase chain reaction in blood samples from dogs living in the
south of Portugal, mostly in the Setubal, Lisbon and Algarve regions and to correlate the
presence of the studied agents with intrinsic (age, gender and breed) and extrinsic (lifestyle and
administration of ectoparasiticides) factors. To this purpose, 1010 dogs from veterinary medical

centers and animal shelters were screened.

Sixty nine out of 1010 (6.7%) dogs were PCR-positive to at least one of the tested genera
or complex of CVBD agents, 1.9% to Anaplasma spp./Ehrlichia spp., 0.8% to Borrelia
burgdorferi sensu lato, 3.1% to Hepatozoon spp. and 1.1% to Leishmania infantum. Anaplasma
platys, Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi s. I. and Hepatozoon canis were identified by DNA
sequencing, including one animal co-infected with both A. platys and H. canis. None of the

tested dogs was positive by PCR for Bartonella spp. or Babesia spp.

This study highlights the importance of adopting prophylactic measures against
ectoparasites in order to prevent infection of dogs with vector-borne pathogens, and therefore,
leading to a decrease in its potential transmission to other animals and humans. This study also
found out that the dogs from the Algarve region were more predisposed to vector-borne

infections than animals from the other studied regions.

Keywords: dogs, PCR, prevalence, South of Portugal vector-borne diseases.
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1. Introducao

As doencas transmitidas por artropodes vetores (DTAV) (carragas, flebdtomos,
mosquitos ou pulgas) sdo causadas por parasitas, bactérias e virus (Mencke, 2013; Maia et al.,
2014a; 2014b). Nos ultimos anos tem-se verificado a emergéncia de muitos destes agentes
patogénicos, alguns com potencial zoondtico, representando um problema ndo s6 a nivel de

salide animal mas também de salde publica (Dantas-Torres & Otranto, 2014).

Os principais fatores responsaveis pelo aumento das DTAV sdo: as alteracOes
climéticas, as quais tém um impacto direto nas populacdes de artrépodes; o aumento da
mobilidade do homem e dos animais domésticos para novos destinos, anteriormente mais
isolados; a criacdo de parques e zonas de convivio dentro de centros urbanos e ainda o aumento
da prética de atividades ao ar livre, promovendo o contacto com vetores (Beugnet & Marié,
2009; Harrus & Waner, 2011a; Vilhena et al., 2013).

A complexidade de diagnoéstico destas infecGes torna a tarefa do meédico veterinario
muito dificil, porque para além dos sinais clinicos serem na maioria dos casos inespecificos ou
inexistentes, os resultados dos meios de diagnostico tém de ser interpretados com precaugédo
(Solano-Gallego et al., 2009; de Caprariis et al., 2011; Vilhena et al., 2013; Maggi et al., 2014),
uma vez que, 0s agentes patogénicos com tropismo hematico persistem durante longos periodos
de tempo no sangue, embora na sua maioria aparecam em numero reduzido, dificultando a
visualizacdo em exames diretos. Por outro lado, a producdo de anticorpos detetada através de
técnicas seroldgicas, pode apenas indicar que o animal esteve exposto ao agente (de Caprariis
etal., 2011), pelo que, o desenvolvimento de técnicas moleculares nas Gltimas décadas permitiu
aumentar a detecdo e caracterizacdo de agentes patogénicos emergentes transmitidos por
vetores (Harrus et al., 2011b).

De facto, a identificacdo dos agentes transmitidos por artropodes é requerida para uma
melhor abordagem e maneio clinico de canideos com sinais clinicos e para avaliar o seu papel

como portador e transmissor da infecdo (Tabar et al., 2009).

Para prevenir e controlar as DTAV sdo necessarias varias medidas, tais como vacinagéo,
desparasitacdo externa regular, diminuicdo da exposicdo dos cédes aos vetores e o tratamento
dos animais infetados de forma a reduzir o risco de transmissdo a novos vetores (Baum et al.,
2014; Bradley et al., 2014; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Contudo, a presenca de animais

domeésticos em contacto com seres humanos s6 é um risco para a saude publica se ndo forem
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tomadas as precaugdes necessarias para evitar o contacto dos humanos com os vetores, pelo
que, é fundamental informar os proprietarios como prevenir as DTAV nos seus animais de
companhia (Guptill, 2010; Dantas-Torres et al., 2012; Lopez et al., 2013; Mencke, 2013).

1.1. Doencas causadas por bactérias

1.1.1. Anaplasma spp.

As bactérias do género Anaplasma, pertencentes a ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae sdo bactérias gram-negativas, cocoides, ndo mdveis, intracelulares
obrigatdrias, aerdbias e pleomorficas, diferenciando-se de outras bactérias gram-negativas pela
auséncia de parede celular (Carrade, et al., 2009; Jahfari et al., 2014; Ramos et al., 2014). Estas
bactérias tém entre 0,2 e 2 um podendo apresentar-se de duas formas: células reticuladas (CR)
com o nucléolo ligeiramente comprimido e disperso que se ligam a célula do hospedeiro; ou
células densas tubulares (CD) com o protoplasma intracelular condensado e denso (Popov et
al., 2007; Alexandre et al., 2009). As bactérias deste género podem ser encontradas em forma
de mérulas dentro de vacuolos no citoplasma de células hematopoiéticas maturas e imaturas,
de hospedeiros mamiferos (fig.1) (Ulutas et al., 2007; Carrade et al., 2009; Santos et al., 2013).

Figura 1 — Granulécito infetado com mdrulas (seta) de Anaplasma phagocytophilum num esfregaco de sangue
periférico de cdo corado com Diff-quick (1000x , CDC, 2015, http://www.cdc.gov/)

A espécie A. phagocytophilum é responsavel pela anaplasmose granulocitica em seres
humanos (AGH) (Santos et al., 2006; Jahfari et al., 2014) e animais domesticos (Eberts et al.,
2011; Brown, 2013). A anaplasmose granulocitica canina (AGC) causada por A.
phagocytophilum foi descrita pela primeira vez por Madewell e Gribble em 1982 nos EUA
(Rejmanek et al., 2012). Até ao ano de 2001 (Smith & Wall, 2013; Sainz et al., 2015), esta
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espécie era denominada Ehrlichia phagocytophila (em bovinos, cabras e ovelhas), Ehrlichia
equi (em equinos) e agente da “Erliquiose granulocitica humana” (Smith & Wall, 2013). Com
a reclassificacdo taxondmica estes trés agentes passaram a fazer parte de uma Unica espécie
(Eberts et al., 2011; Sainz et al., 2015).

Das duas espécies mais conhecidas nos canideos, A. phagocytophilum infeta
granulécitos com maior tropismo para os neutrofilos (Santos et al., 2013; Jahfari et al., 2014),
sendo rara em eosindfilos, enquanto a espécie A. platys infeta plaquetas (Ulutas et al., 2007;
Cardoso et al., 2010; Sainz et al., 2015). A transmissdo de ambas ocorre através da picada de
ixodideos (Eberts et al., 2011; Santos et al., 2013; Smith & Wall, 2013; Maia et al., 2014b;
Ostfeld et al., 2014).

1.1.1.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida do género Anaplasma inclui dois hospedeiros, um invertebrado (carracas
da familia Ixodidae) e um vertebrado (Dantas-Torres, 2010), sendo que, 0 ser humano e o cdo
sdo considerados hospedeiros acidentais (Smith & Wall, 2013; Berzina et al., 2014; Sainz et
al., 2015).

Segundo Ostfeld et al. (2014), os roedores e 0s veados sdo considerados reservatorios
naturais de A. phagocytophilum. J& Heikkila et al. (2010) também consideram as aves
migrat6rias como reservatorios, responsaveis pelo aumento da propagacéo e distribuicdo da
infecdo.

As carracgas do género Ixodes (fig.2) alimentam-se de trés hospedeiros (Welc-Faleciak
et al., 2014; Mierzejewska et al., 2015), ou seja, em cada estadio de desenvolvimento
alimentam-se de diferentes hospedeiros, transmitindo a bactéria transestadialmente (de um
estadio para o outro) (Dantas-Torres, 2010; Ramos et al., 2014). A transmissdo transovarica (da
fémea infetada para os ovos) ainda ndo é consensual (Jahfari et al., 2014). Na Europa, a espécie
I. ricinus é considerada a principal vetor de A. phagocytophilum (Santos et al., 2006; Dantas-
Torres et al., 2012).
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Figura 2 — Ixodes ricinus, um dos principais vetores de Anaplasma phagocytophilum na Europa (ECDC, 2015,
http://ecdc.europa.eu/en/Pages/home.aspx)

A multiplicacdo da bactéria ocorre nas glandulas salivares da carraca (Ramos et al.,
2014; Sainz et al., 2015), sendo depois transmitida durante a refeicdo sanguinea para o
vertebrado. Apos a picada do vetor sdo necessarias entre 36 e 48 horas de ligacdo ao hospedeiro
para que as bactérias penetrem na pele e se propaguem através do sangue e da linfa (Carrade et
al., 2009; Baneth, 2012; Bastos, 2013), sendo o periodo de incubacdo de uma a duas semanas
(Carrade et al., 2009; Sainz et al., 2015). Posteriormente, ligam-se aos neutréfilos por uma
molécula membranar de superficie, a P-selectina, que funciona como recetor da bactéria
(Brown, 2013).

A sobrevivéncia e multiplicacdo do agente s6 sao possiveis porque as espécies do género
Anaplasma entram por endocitose para o interior dos fagossomas citoplasmaticos, onde
impedem a fusdo lisossoma-fagossoma evitando a apoptose celular (Carrade et al., 2009;
Otranto et al., 2009; Brown, 2013).

No interior de vacuolos da célula do hospedeiro vertebrado, a bactéria multiplica-se por
divisdo binaria (ESCCAP, 2012; Baneth, 2012), formando mdaltiplos organismos que podem
ser classificados em dois tipos de células: células reticuladas e células densas tubulares, que em
conjunto constituem morulas (Baneth, 2012; Allison & Little, 2013). O aumento de tamanho e
numero destes organismos faz com que haja a rutura da célula, permitindo a disseminacao das

bactérias para novas células hospedeiras (Baneth, 2012).

As células infetadas no hospedeiro vertebrado podem ser encontradas no sangue
periférico e em tecidos do sistema mononuclear fagocitico, tais como o baco, o figado e a
medula 6ssea (Carrade et al., 2009; Baneth, 2012; Berzina et al., 2014).

Um novo ciclo recome¢a quando uma carraga saudavel é infetada durante a sua

alimentacdo sanguinea num hospedeiro vertebrado infetado (ESCCAP, 2012; Baneth, 2012).
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O ciclo de vida de A. platys é muito semelhante ao da espécie A. phagocytophilum,
diferindo apenas no vetor, que se suspeita ser R. sanguineus sensu lato (s.I.) (Ramos et al.,
2014) e nas células alvo, que neste caso sdo as plaquetas, ndo sendo conhecida a molécula que

funciona como recetor da bactéria nas células (Andersson et al., 2013; Ramos et al., 2014).

As duas espécies podem ser transmitidas entre vertebrados através de materiais

contaminados com sangue (Annen et al., 2012).

1.1.1.2. Patogenia e sinais clinicos

O género Anaplasma é responsavel por duas doengas em canideos, a AGC causada por
A. phagocytophilum (Carrade et al., 2009; Eberts et al., 2011; Vieira et al., 2013) e a
anaplasmose trombocitica canina (ATC) causada por A. platys (Baneth, 2012; Beugnet &
Chalvet-Monfray, 2013; Gaito et al., 2014).

A AGC caracteriza-se pela supressdo da producdo de citocinas, formacdo de auto-
anticorpos e invasdo de células percursoras da hematopoiese. A imunossupressao causada por
este tipo de infecdo permite a entrada de agentes oportunistas, que véo definir qual a
sintomatologia mais evidente (Carrade et al., 2009; Baneth, 2012; Brown, 2013).

Os sinais clinicos comegam ap6s o periodo de incubacdo com letargia, anorexia, pirexia,
esplenomegaélia, hepatomegalia e linfadenopatia (Eberts et al., 2011; Kelly et al., 2013; Otranto
et al., 2013). Também se encontram descritas alteracfes do sistema musculo-esquelético,
respiratorio, gastrointestinal e nervoso (Eberts et al., 2011; Sainz et al., 2015), assim como

lesGes cuténeas (Berzina et al. 2014),

Suspeita-se que 0 mecanismo subjacente a estes distirbios envolva processos de
imunomodelacdo, associados a persisténcia do agente no hospedeiro, embora em cées a doenca
pareca exibir um caracter auto-limitante (Carrade et al., 2009; Baneth, 2012). Na verdade,
apesar do vasto nimero de cées expostos ao agente em regides endémicas, nao estdo descritos
casos fatais por AGC (Santos et al., 2006; Carrade et al., 2009; Baneth, 2012;).

As infecOes por A. platys nos cédes sdo normalmente assintomaticas (Andersson et al.,
2013; Ramos et al., 2014). Contudo, a trombocitopénia € o achado mais frequente e parece
acompanhar a bacteriémia num padréo ciclico (Cardoso, et al., 2010b; Andersson et al., 2013;
Ramos et al., 2014). Inicialmente, esta trombocitopénia surge como consequéncia direta das
alteracdes nas plaquetas pela bactéria em multiplicagdo enquanto ja numa fase posterior, hd um

periodo de siléncio clinico com alteragcdes hematoldgicas leves ou ausentes, que € agravado por
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novos episédios de trombocitopénia aparentemente imuno-mediada, por vezes tdo severa
quanto o episddio inicial. A nivel sistémico, a infecdo € acompanhada por sinais inespecificos
como anorexia, depressdo, linfadenopatia, anemia, pirexia, uveite e pancitopénia (Andersson et
al., 2013; Ramos et al., 2014; Sainz et al., 2015).

1.1.1.3. Epidemiologia

Um pouco por toda a Europa tem crescido o nimero de estudos sobre este género com
0 objetivo de conhecer melhor a sua patogenia e epidemiologia. Na Sérvia, Savi et al. (2014)
verificaram um aumento de 10% de canideos positivos para anaplasmose por serologia entre
2009 e 2013. Em ltalia, Ramos et al. (2014) pesquisaram a presenca de A. platys em 267 R.
sanguineus s.l. e 34 canideos, tendo detetado atraves da técnica de PCR em tempo real o ADN
da bactéria em 48,3% (129/267) das carracas e em 52,9% (18/34) dos cdes testados.

Noutros estudos realizados na Europa (Eslovaquia, Espanha e Finlandia), a
seroprevaléncia de Anaplasma spp. variou entre 5,3% (18/340) em caes errantes do norte da
Finlandia (Vera et al., 2014) e 3,75% (116/3094) em cdes da Poldnia (Kramer et al., 2014). Por
outro lado, a detecdo de ADN de A. platys foi de 19,0% (25/120) em cdes errantes de Espanha
(Couto et al., 2010).

Em Portugal, Santos et al. (2009) detetaram a presenca de imunoglobulinas (1gG)
especificas para A. phagocytophilum em 54,5% (30/55) dos cdes com suspeita de doenca
transmitida por carragas. No mesmo estudo estes autores detetaram ADN deste agente em 4,8%
(9/186) das carracas testadas e anticorpos anti-Anaplasma em 3,8% (7/194) dos ratos, em 3%
(9/302) dos cavalos e em 3,9% (31/792) dos humanos testados. No estudo realizado no norte
do pais por Cardoso et al. (2010b), os autores verificaram que em quatro cdes com suspeita de
erliquiose, trés foram positivos por PCR para A. platys. Na mesma regido do pais Ribeiro et al.
(2013) detetaram 13,0% (21/167) de cavalos seropositivos para esta bactéria. Alves et al. (2009)
realizaram um estudo em 51 gatos residentes na regido de Lisboa e Evora onde se obteve uma
seroprevaléncia para A. phagocytophilum de 13,5%. Mais recentemente, Vilhena et al. (2013)
e Maia et al. (2014b) amplificaram ADN de Anaplasma spp./ Ehrlichia spp. em dois gatos
domésticos provenientes do norte e centro de Portugal e em 35 gatos do sul do pais,

respetivamente.

A presenca de ADN de A. phagocytophilum e A. platys em R. sanguineus s.1. foi também

reportada em carragas capturadas nos distritos da Guarda e Faro (Maia et al., 2014b).
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1.1.1.4. Diagnostico

O exame diagnostico mais direto e acessivel para identificar as incluses basofilicas de
pequenos organismos isolados ou em morulas de maiores dimensdes (Santos et al., 2013)
envoltos em vacuolos (fig. 3) é o esfregaco sanguineo (Carrade et al., 2009; Eberts et al., 2011;
Lasta et al., 2013; Ribeiro et al., 2013). O nimero de microrganismos por vacutolo parece variar
entre um e quinze consoante o estadio de desenvolvimento da bactéria (Carradge et al., 2009).
No caso de A. phagocytophilum é dificil a sua identificacdo fora do periodo agudo da doenca,
uma vez que sO aparecem nos primeiros 28 dias, enquanto a especie A. platys pode ser
encontrada em esfregacos de rotina, devido a sua bacteriémia ciclica (Heikkila et al., 2010;
Baneth, 2012; Berzina et al., 2014). Embora a detecdo destas inclusGes seja um método de
diagnostico rapido, a sua sensibilidade ¢ moderada sendo frequentemente necessario recorrer a

outros métodos para confirmar a infecdo (Baneth, 2012).
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Figura 3 — Duas plaquetas infetadas (setas) com moérulas de Anaplasma platys num esfregaco
sanguineo de céo corado com Diff-quick (1000x, original)

Fazem parte dos achados hematoldgicos durante a fase aguda: trombocitopénia
moderada e flutuante, anemia normocitica normocrémica de origem inflamatdria e leucopénia
com linfopénia e neutrofilia (de Caprariis et al., 2011; Heikkila et al., 2010; Ramos et al., 2014).
Nas anélises bioquimicas podera haver um aumento das enzimas hepaticas, hiperglobulinémia,

hipoalbuminémia e hiperproteinémia (de Caprariis et al., 2011; ESCCAP, 2012).

A presenca de anticorpos anti-Anaplasma spp. pode ser detetada por
imunofluorescéncia indireta (IFI), “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) e
“Western blot” (WB) (Heikkild et al., 2010). Os meétodos seroldgicos como a IFI e ELISA

21



carecem de especificidade por ndo permitirem a distingdo entre A. platys e A. phagocytophilum
(Scorza et al., 2011; Baneth, 2012). No caso de A. phagocytophilum, a detecdo de anticorpos é
possivel oito dias apds a infecdo, ou dois a cinco dias apds o aparecimento de mérulas, o que
evidéncia um intervalo de tempo na fase aguda durante o qual os testes serol6gicos ndo tém
valor de diagnostico (Heikkild et al., 2010; Baneth, 2012). Por outro lado os anticorpos podem

persistir até um ano apos a infecdo (Carrade et al., 2009).

Alguns animais podem apresentar sinais clinicos antes da formacéo de anticorpos
especificos, resultando em falsos negativos, sendo necessario repetir os testes ao fim de duas a
trés semanas para avaliar se houve seroconversao (Baneth, 2012; Maggi et al., 2014). Por outro
lado, um numero significativo de falsos positivos pode ocorrer devido a reacdo cruzada com
outros organismos, como por exemplo Ehrlichia canis, sendo sempre recomendada a

confirmacéo da infe¢do por métodos moleculares (Carrade et al., 2009; Baneth, 2012).

Métodos imunocitoquimicos que envolvem a observacdo de esfregacos corados com
solugdes de anticorpos anti-Anaplasma contornam algumas das limitagbes da observacao
microscopica classica, uma vez que permitem o diagndstico de infecdo aguda anterior a
seroconversdo. Contudo, sdo procedimentos mais dispendiosos que o esfregaco sanguineo e,
como tal, pouco disseminados (Baneth, 2012; Allison & Little, 2013).

A detecdo molecular do ADN do agente por PCR ou nested-PCR (Alves et al., 2009)
seguida de sequenciacdo em amostras de sangue periférico, medula 6ssea, biopsias esplénicas
ou de pele apresenta uma elevada sensibilidade e especificidade na fase aguda, permitindo a

identificacdo da espécie (Ribeiro et al., 2013; Berzina et al., 2014).

1.1.1.5. Tratamento

Segundo o Concelho Europeu para o Controlo das Parasitoses dos Animais de
Companhia (ESCCAP, 2012) a terapéutica recomendada para a anaplasmose inclui a
administracao de tetraciclinas, especialmente doxiciclina na dose de 10 mg/Kg/dia durante trés
a quatro semanas, suplementada com terapia de suporte (Carrade et al., 2009; Kelly et al.,
2013). Na fase aguda, a resposta ao tratamento é rapida e podem ser observadas melhorias ao
fim de 24 a 48 horas, embora a infegéo possa persistir por alguns meses (Heikkila et al., 2010;
ESCCAP, 2012).
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1.1.1.6. Saude Publica

A AGH ¢é uma infecdo emergente em que 0s seres humanos imunocompetentes
apresentam pirexia e cefaleia, tendo a capacidade de combater a infecdo sem tratamento,
enguanto 0S casoS Severos aparecem, maioritariamente, em pessoas idosas ou

imunocomprometidas (Annen et al., 2012; Rizzoli et al., 2014).

Apesar de pouco comuns, tém sido descritos alguns casos severos de anaplasmose
humana, como os referidos por Kaphle et al. (2015) e Hing et al. (2014), incluindo um caso

raro de sindrome de stress respiratdrio agudo associado a A. phagocytophilum.

Como nao héa evidéncias da transmissao direta de anaplasmose entre cdes e humanos, a
utilizacdo de desparasitantes externos nos animais, diminui em muito o risco para o ser humano
(Baneth, 2012).

1.1.2. Bartonella spp.

A bartonelose é uma infecdo emergente em cdes, causada por bactérias do género
Bartonella da ordem Rhizobiales e familia Bartonellaceae. Estas bactérias sao gram-negativas,
intracelulares facultativas que infetam mamiferos e artrépodes (Diniz et al., 2007; Bradley et
al., 2014; Insa, 2014; Rossi et al., 2015). O seu tamanho médio € de 2 pum de comprimento e
0,5 um de largura, tendo como principal patogenicidade a secrecao de endotoxinas, que afetam

os eritrdcitos e as células endoteliais (Baneth, 2012).

A espécie Bartonella henselae, anteriormente conhecida por Rochalimaea henselae
(Bradley et al., 2014), foi descrita pela primeira vez em 1983 nos EUA (Guptill, 2010; Insa,
2014), em pacientes imunocomprometidos, infetados com o virus da imunodeficiéncia humana
VIH, que desenvolveram lesBes vasculares hepatoesplénicas e cutaneas (Guptill, 2010; Pennisi
et al., 2010; Stutzer & Hartmann, 2012).

Atualmente, ja estdo descritas mais de 22 espécies de Bartonella em mamiferos, estando
filogeneticamente relacionadas com os géneros Rickettsia, Brucella, Agrobacterium e Afipia
(Baneth, 2012; Nasereddin et al., 2014). Mais de 14 destas espécies sdo consideradas zoonoticas

ou potencialmente zoonoéticas (Nasereddin et al., 2014).

1.1.2.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida de Bartonella henselae inclui dois hospedeiros, um invertebrado (pulgas
da familia Pulicidae) e um vertebrado (gato), tendo como possiveis hospedeiros acidentais, 0
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ser humano e o céo (Guptill, 2010). O gato € geralmente infetado através da ingestao de fezes
de pulgas que contém a bactéria (Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012; André et al., 2014).

Para a manutencdo do ciclo de vida de B. henselae é necessaria a presenca de pulgas,
principalmente no meio ambiente (Guptill, 2010; Pennisi et al., 2010). Na sua auséncia e
mesmo na presenca de gatos infetados, a transmissao de B. henselae ndo ocorre, pelo que se
pode concluir que sem a presenca de fezes de pulga contaminadas, ndo ocorre transmissdo
através de mordedura, arranhadura ou por fomites (aredo, pratos de comida e bebedouros)
(Chomel et al., 2006; Guptill, 2010). Contudo, Oskouizadeh et al. (2010) detetou por PCR a
presenca de B. henselae na saliva de gatos domésticos, alertando para a possivel transmissao

da bactéria por mordedura (Pennisi et al., 2010).

As especies mais encontradas em canideos sdo: Bartonella vinsonii, subsespécie
berkhoffi e B. henselae (Diniz et al., 2007; Chomel et al., 2014; Mylonakis et al., 2014). Ainda
ndo é conhecida a capacidade de transmissao direta entre cdes e humanos, embora 0s cées € 0s
gatos possam ser sentinelas de varias espécies de Bartonella (Guptill, 2010). O facto de ainda
ndo se saber qual a posi¢do do cdo no ciclo de vida destas bactérias ndo permite clarificar a
capacidade de transmiss@o e 0 mecanismo de desenvolvimento do agente no organismo canino
(Dietrich et al., 2010). Assim, utilizando o gato como exemplo para 0 que pode acontecer no
cdo, as pulgas, vetores de B. henselae, sdo infetadas quando se alimentam de sangue de um
animal infetado (Nasereddin et al., 2014). No intestino do hospedeiro invertebrado, a bactéria
multiplica-se e é excretada pelas fezes, podendo sobreviver no meio ambiente durante pelo
menos nove dias (Baneth, 2012). O método utilizado para passar do intestino dos gatos apés a

ingestdo das fezes de pulgas até a corrente sanguinea ainda ndo é conhecido.

Para a compreensdo da evolucdo da infecdo do hospedeiro vertebrado, sabe-se que,
utilizando o ser humano como referéncia, e ap0s trauma cutaneo, as bactérias colonizam
inicialmente as células endoteliais (fig.4) e a cada cinco dias séo libertadas para a corrente
sanguinea, disseminando-se pelo sangue de forma a infetar mais células endoteliais ou
eritrocitos (Tuya et al., 2014). Posteriormente, um novo vetor é infetado durante a refei¢do de
sangue ao ingerir eritrécitos infetados com a bactéria (Chomel et al., 2006; Rubinov et al.,
2014; Tuya et al., 2014).
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Figura 4 — Ciclo de vida de Bartonella spp. (1- infecdo priméria do endotélio; 2- ciclos consecutivos de 5 dias;
3- ligacéo ao eritrécito; 4- invaséo do eritrdcito; 5- replicagdo da bactéria; 6- infecdo persistente; 7-ingestdo de
sangue infetado pela pulga) (adaptado: Quizlet, 2015)

No que concerne a outras formas de transmisséo, alguns estudos experimentais em gatos
demonstraram que a transmissdo de Bartonella spp. pode ocorrer por transfusdo de sangue
contaminado ou por transmissdo mecanica através da inoculacdo parenteral (intradérmica,
subcutanea, intramuscular ou intravenosa) (Kordick et al., 1999; Guptill, 2010; Stutzer &
Hartmann, 2012; Hartmann et al., 2013). Pelo contrério, a transmissao venérea, transplacentaria
e neonatal ndo se encontram documentadas para este agente (Guptill, 2010).

1.1.2.2. Patogenia e sinais clinicos

O facto do género Bartonella ter tropismo para os eritrocitos e células endoteliais
permite-lhe a disseminacdo por muitos tecidos, como a mucosa oral, respiratoria, pele,
linfonodos, tecidos oculares, gastrointestinais, esplénicos e hepaticos (Guptill, 2010; Stutzer &
Hartmann, 2012; Drut et al., 2014).

A adesdo atraveés de estruturas de superficie e consequente penetragdo nas células alvo
permite a protecdo contra a agdo antimicrobiana das células do sistema mononuclear fagocitico
(Guptill, 2010; Nasereddin et al., 2014; Tuya et al., 2014; Rossi et al., 2015), facilitando a
persisténcia da infecdo e a sua propagacdo (Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012). A
libertacdo ciclica das bactérias por parte dos tecidos faz com que a bacteriemia seja intermitente,
ja que as bacterias colonizam as células durante cerca de cinco dias até serem libertadas para a
corrente sanguinea, invadindo novas células e causando novamente os sinais clinicos iniciais
(Guptill, 2010; Pennisi et al., 2010; Baneth, 2012).
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O reduzido nimero de casos clinicos caninos e o facto de ainda ndo ser conhecido qual
o0 papel dos cdes no ciclo das varias espécies de Bartonella, torna importante a avaliacdo da
sintomatologia felina (Dietrich et al., 2010). Embora a maioria dos gatos infetados permaneca
assintomética (Guptill, 2010; André et al., 2014; Drut et al., 2014), verificou-se que gatos
experimentalmente infetados com B. henselae apresentavam ciclos de pirexia, anorexia,
letargia, anemia moderada e transitdria, linfadenopatia localizada ou generalizada, sinais
neuroldgicos (nistagmos, alteracGes na resposta a estimulos, comportamentos agressivos,
tremores e convulsbes), falhas reprodutivas, sopro cardiaco, ictericia, efusdo pleural e
pericardica. A severidade destes sinais clinicos varia consoante a bacteriémia e a estirpe
inoculada (Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012). De acordo com 0s mesmos estudos, a
bacteriémia pode durar até 465 dias, dependendo da capacidade da bactéria em fazer rearranjos
genéticos e alterar as proteinas da membrana externa (Chomel et al., 2006; Pennisi et al., 2010).
Pelo mesmo método de rearranjos genéticos, Guptill (2010) demonstrou que a imunidade
protetora apos a primeira infe¢do protege o animal contra estirpes homologas de Bartonella, o
que ndo se verifica para estirpes heter6logas. Assim, o nivel de bacteriémia e o grau de
suscetibilidade para a reinfecdo variam consoante a estirpe e a espécie de Bartonella presente
(Guptill, 2010; Hegarty et al., 2014), o que dificulta o desenvolvimento de vacinas eficazes
contra o agente (Hegarty et al., 2014).

Relativamente a bartonelose canina verificou-se que os cées infetados com B. vinsonii
subespécie berkhofii podem ser assintomaticos (Dietrich et al., 2010; Oskouizadeh et al., 2010;
Pennisi et al., 2010; Kamani et al., 2013) ou apresentar endocardite ou doencas granulomatosas
(Cotté et al., 2008; Dietrich et al., 2010; Guptill, 2010; Drut et al., 2014). Se a infecdo for
causada por B. henselae os sinais clinicos mais comuns incluem pirexia, endocardite,
miocardite, linfadenite granulomatosa, arritmias cardiacas, rinite granulomatosa, epistéxis,

prostatite e diarreia (Yancey et al., 2014).

1.1.2.3. Epidemiologia

Devido as caracteristicas zoonoticas do genero Bartonella, tém sido realizados diversos
estudos para compreender a epidemiologia deste agente. Este género apresenta uma distribuicao
mundial com elevada prevaléncia em paises com clima quente e himido, onde as condi¢Ges s&o
mais favoraveis para 0s vetores artropodes, principalmente para as pulgas (Glaus et al., 1997;
Chomel et al., 2006; Pennisi et al., 2009; Guptill, 2010; Hartmann et al., 2013b). As infecdes
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em cdes tém sido documentadas em varios paises da Europa e América, sendo as espécies B.

henselae e B. vinsonii as mais frequentemente detetadas (Zobba et al., 2009; Diniz et al., 2009).

Nos estudos realizados na Europa a prevaléncia de infe¢cdo por B. vinsonii subsp.
berkhoffii em cées foi de 1,4% (1/73) através de técnicas seroldgicas e moleculares em Espanha
(Yabsley et al., 2008) e de 5,8% (11/190) em Italia (Zobba et al., 2009). Num estudo realizado
por Diniz et al. (2009) o ADN de Bartonella spp. foi detetado em 4% (2/50) e 12% (7/60) dos

cées de abrigos testados na Grécia e em ltalia, respetivamente.

Em Portugal, Alves et al. (2009) obtiveram uma seroprevaléncia de 64,9% (24/37) para
B. henselae em gatos domésticos, errantes e de abrigos residentes nas regides de Lisboa e Evora.
Por sua vez Maia et al. (2014a), detetaram ADN de Bartonella em 2,9% (19/649) numa
populacdo de gatos domésticos e errantes residentes no sul de Portugal. Noutro estudo realizado
por Maia et al. (2014b) com o objetivo de pesquisar agentes patogénicos em carracas, ndo foi

amplificado ADN do género Bartonella em nenhum dos 945 ixodideos testados.

1.1.2.4. Diagnostico

O diagnostico de Bartonella spp. pode basear-se em analises laboratoriais, cultura
bacteriana, histologia, imunohistoquimica, serologia e métodos moleculares, sendo que a
utilizacdo de apenas um dos métodos pode ser insuficiente (Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann,
2012; Drut et al., 2014).

Relativamente as alteraces hematoldgicas mais comuns podem destacar-se eosinofilia
(fig. 5), monocitose e trombocitopénia, enquanto as alteracdes bioquimicas sdo variaveis e
inespecificas (Guptill, 2010; de Caprariis et al., 2011).

Figura 5 — Eosinofilia (setas) visualizado num esfregaco sanguineo de céo corado com Diff-quick (500X,
original)
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As caracteristicas histopatologicas da endocardite e miocardite granulomatosas
causadas por B. vinsonii subespécie berkhofii sdo Unicas, sendo possivel observar agregados/
colonias de bactérias entre as células com utilizacdo da coloragdo de prata de Warthin-Starry
(Baneth, 2012; Stutzer & Hartmann, 2012).

A cultura bacteriana com utilizacdo de amostras de sangue ou bidpsias de tecido, como
linfonodos ou valvulas cardiacas, ¢ a técnica de referéncia por ser a mais fiavel para o
diagndstico definitivo de bartonelose. A maior limitacdo desta técnica é o longo periodo de
incubacéo (6-8 semanas) devido ao crescimento lento da bactéria (Guptill, 2010; Oskouizadeh
et al., 2010; Hegarty et al., 2014). Quando a cultura é positiva deve ser sempre comparada com
os sinais clinicos manifestados pelo animal, uma vez que nédo € obrigatdrio que sendo positiva
seja estritamente a Unica causa da doenca. Podem também existir resultados falsos negativos
devido a baixa bacteriémia, as fases ciclicas de libertacdo da bactéria para a corrente sanguinea
e a morte bacteriana durante o transporte da amostra bioldgica para o laboratério (Oskouizadeh
et al., 2010; Hegarty et al., 2014).

As técnicas seroldgicas utilizadas na detecdo de anticorpos anti-Bartonella spp. sdo a
IFI e ELISA (Guptill, 2010; Hegarty et al., 2014; Yancey et al., 2014) e servem principalmente
para o diagnastico de exclusdo, uma vez que a presenca de resultados falsos positivos é bastante
comum e o valor preditivo positivo (VPP) da IFI é baixo (39% a 46%), enquanto a presenca de
falsos negativos ja é raro, sendo o valor preditivo negativo (VPN) elevado (87% a 97%). No
entanto, resultados negativos ndo excluem a presenca de infecdo (Brunt et al., 2006; Guptill,
2010; Hegarty et al., 2014). De facto, a pesquisa de anticorpos tem um valor limitado, em
resultado das reacGes cruzadas entre espécies e estirpes, principalmente entre B. henselae e B.
clarridgeiae. Além disso, apenas nos informa que o cdo ja esteve exposto ao agente, ndo
detetando infecdes ativas (Chomel et al., 2006; Yancey et al., 2014; Rossi et al., 2015). A IgM
aparece numa fase recente de exposicdo, embora ndo esteja relacionado com o nivel de
bacteriémia enquanto os valores de 1gG permanecem elevados durante longos periodos de
tempo (Diniz et al., 2007; Alves et al., 2009; Hegarty et al., 2014).

A amplificacdo de ADN de Bartonella spp. por PCR é um método de diagnostico
especifico e sensivel. Esta tem como vantagens em relagéo aos restantes métodos de diagnostico
a identificacdo da espécie e/ou da estirpe de Bartonella presente por sequencia¢do do produto
de reacdo e os resultados estarem disponiveis mais rapidamente que os obtidos por cultura
(Dietrich etal., 2010; Guptill, 2010; Ebani, et al., 2012). No entanto, resultados falsos negativos
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podem ocorrer devido & bacteriémia intermitente, a administracdo prévia de antibidticos,
auséncia de ADN na amostra e inibicdo ou interferéncia de substancias presentes na mesma.
Por outro lado, os resultados positivos indicam a presenca de ADN da bactéria, mas ndo provam

gue o microrganismo esteja vivo (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Ebani et al., 2012).

Embora existam vérias técnicas utilizadas no diagnostico da bartonelose, ndo existe
nenhuma 100% precisa para o diagnostico de infecédo ativa (Guptill, 2010; Hegarty et al., 2014;
Yancey et al., 2014). A presenca de sinais clinicos compativeis com a infecdo, a excluséo de
outras causas com sintomatologia semelhante, o isolamento da bactéria atraves de cultura, a
amplificacdo do seu material genético por métodos moleculares, a detecdo de anticorpos
especificos e a resposta ao tratamento sdo critérios que podem ajudar no diagnoéstico (Brunt et
al., 2006; Pennisi et al., 2010). No entanto, a resposta ao tratamento ndo pode fazer parte do
diagndstico definitivo, visto que os farmacos de largo espectro combatem mais do que uma

doenca com sintomatologia semelhante (Guptill, 2010).

1.1.2.5. Tratamento

A terapia da bartonelose com farmacos disponiveis apenas reduz o nivel de bacteriémia,
nédo ocorrendo eliminacdo total do agente (Guptill, 2010; Bradley et al., 2014; Yancey et al.,
2014). O tratamento apenas deve ser realizado em animais sintomaticos ou que estejam em
contacto com humanos imunocomprometidos, isto porque, como o tratamento ndo elimina o
agente a 100%, tem grande probabilidade de causar resisténcias devido as recidivas (Brunt et
al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012).

Para o tratamento de bartonelose pode ser administrada amoxicilina-acido clavulanico
(22 mg/Kg) BID durante sete dias (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Drut et al., 2014; Rossi et
al., 2015). Outros antibioticos utilizados sdo a doxiciclina (10 mg/Kg) BID durante duas a
quatro semanas (Stutzer & Hartmann, 2012; Bradley et al., 2014; Rossi et al., 2015;), ou a
enrofloxacina (5 mg/Kg) SID durante duas a quatro semanas (Guptill, 2010; Stutzer &
Hartmann, 2012).

Ao fim de uma semana o animal deve ser reavaliado, e caso haja diminuicdo dos sinais
clinicos deve-se continuar o tratamento até duas semanas apds a remissdo completa da
sintomatologia (Guptill, 2010; Rossi et al., 2015). Se os sinais piorarem ou continuarem, pode-
se associar azitromicina (10 mg/Kg) SID, durante 10 dias (Stutzer & Hartmann, 2012; Rubinov
etal., 2014).
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A utilizacdo de terapia de suporte é essencial para ajudar o sistema imunitario a
combater as bactérias ndo eliminadas pelos antibidticos (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Drut
et al., 2014; Rossi et al., 2015).

1.1.2.6. Saude Publica

Muitas infecGes por Bartonella spp. sdo zoondticas e as mais reportadas incluem a
doenca da arranhadura do gato, angiomatose bacilar, endocardites e neurorretinites causadas
por B. clarridgeiae, B. henselae, B. koehlerae e B. quitana (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010).
A transmissdo pode ocorrer por mordedura ou arranhadura de gatos, ou por vetores, como
pulgas, piolhos e, potencialmente, carracas (Cotté et al., 2008; Pennisi et al., 2010; Stutzer &
Hartmann, 2012).

A espécie com maior risco para o ser humano é B. henselae, agente causador da doenca
da arranhadura do gato e potencialmente fatal em humanos imunocomprometidos (Pennisi et
al., 2010; Cicuttin et al., 2014). A espécie B. clarridgeiae também pode ser responsavel por
esta doenca (Chomel et al., 2006; André et al., 2014). A transmissdo ao ser humano pode
ocorrer diretamente através de trauma cutaneo causado por arranhadura ou mordedura do gato,
ou indiretamente pelo contacto de feridas abertas com saliva de gatos infetados ou fezes de
pulgas contaminadas (Tuya et al.,, 2014; Yancey et al., 2014). Em seres humanos
imunocompetentes, a infecdo por Bartonella spp. pode ser assintomatica, ou apresentar lesdes

cuténeas e linfadenopatia local (Rossi et al., 2015; Tuya et al., 2014; Yancey et al., 2014).

De acordo com os estudos realizados por Dietrich et al. (2010) e Guptill (2010) a
probabilidade de um ser humano ser infetado por B. henselae aumenta com o contacto com
gatos com menos de dois anos, com acesso ao exterior, errantes e animais de abrigos (Dietrich
etal., 2010; Guptill, 2010). Como tal, na presenca de humanos imunocomprometidos e criangas
deve ser evitada a adogcdo de animais jovens, e principalmente de animais com acesso ao
exterior. Sempre que haja feridas de pele e mordeduras, estas devem ser bem lavadas e
desinfetadas. Apesar de ndo ser consensual, o corte de unhas em gatos pode ser uma ajuda para
evitar a infecdo (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010). Relativamente aos cées, ainda ndo é
conhecido o seu papel na transmissdo destes agentes ao ser humano, embora possam servir de
sentinelas (Guptill, 2010).
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Nos estudos realizados até ao momento, a seroprevaléncia de B. henselae em pessoas
saudaveis variou entre 3,6% e 6% nos EUA, podendo ser mais elevada em alguns grupos de

populacéo especificos, tais como veterinarios ou criancgas (Stutzer & Hartmann, 2012).

Recentemente Varanat et al. (2013) detetaram ADN de Bartonella spp. em tecido
cerebral humano, com auséncia de isolamento da bactéria no sangue. Estes autores concluiram
entdo, que a localizacao deste agente nas células do SNC do hospedeiro podera contribuir para
o desenvolvimento de uma infegdo latente, facilitando a sobrevivéncia do agente por periodos
prolongados.

1.1.3. Borrelia burgdorferi sensu lato
As bactérias do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) sdo espiroquetas

altamente especializadas em forma de hélice, anaerObias, gram-negativas, moveis,
extracelulares, com 0,2 a 0,3 um de largura e 15 a 20 um de comprimento (Baptista, 2006;
Baneth, 2012). Fazem parte da ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae (Schulze et al.,
2013; Insa, 2014; Prusinski et al., 2014) e pertencem ao género Borrelia, sendo responsaveis
pela Borreliose de Lyme (Tilly et al., 2008; Littman, 2013; Skotarczak, 2014). Esta doenca € a
zoonose transmitida por vetores mais reportada na Europa, sendo que a sua prevaléncia esta
dependente da distribuicdo geografica dos vetores, as carracas do género Ixodes (Tilly et al.,
2008; Prusinski et al., 2014).

A primeira descri¢do da Doenca de Lyme causada por B. burgdorferi s.l., em animais
domesticos, foi feita em 1984, com o relato de um cdo da raga Doberman que apresentava
poliartrite (Gustafson, 1994). Desde entdo foram relatados muitos casos, sempre com historia
de exposicdo a carracas e sinais de claudicacdo (Littman et al., 2006; Smith et al., 2012; Vera
etal., 2014).

1.1.3.1. Ciclo de vida

O complexo B. burgdorferi s.1. é transmitido por carragas do género Ixodes (Claerebout
et al., 2013; Skotarczak, 2014), infetando uma grande variedade de animais, onde se incluem
0s pequenos mamiferos, lagartos e aves (Skotarczak, 2014; Norte et al., 2015). Os estadios
imaturos do vetor, larvas e ninfas, mantém-se sobretudo na vegetacao rasteira, com a diferenca
de as primeiras infetarem principalmente pequenos mamiferos, enquanto as segundas infetam
mamiferos de médio porte, aves e répteis. Por sua vez, as carragas adultas sdo encontradas mais

frequentemente em animais de grande porte como os ungulados (Schwarz et al., 2012).
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A forma larvar da carraga é infetada durante a primeira alimentacdo num hospedeiro
vertebrado, normalmente, um roedor (fig. 6). A bactéria € mantida no epitélio intestinal da larva
até migrar para as glandulas salivares (Baptista, 2006; Littman, 2013; Lopez et al., 2013).
Fendmeno esse que esta dependente da expressdo da proteina de superficie A (OspA) (Littman
et al., 2006; Tilly et al., 2008; Wagner et al., 2013) que processa um recetor para 0
plasminogénio (Tilly et al., 2008). Ou seja, ap6s o inicio da refei¢do, o plasminogénio altera-
se para plasmina (Baptista, 2006), que em conjunto com a repressdo da OspA e inducdo da
sintese de proteina de superficie C (OspC) facilitam a migracéo das bactérias do intestino para
as glandulas salivares. Com a conclusdo deste processo, a bactéria esta livre e preparada para
infetar 0 hospedeiro vertebrado na proxima refeicdo sanguinea da carracga, no estadio de ninfa
(Baptista, 2006; Tilly et al., 2008; Wagner & Erb, 2012; Littman, 2013; Baum et al., 2014;
Hodzig et al., 2014; Orkun et al., 2014). Para isso, o vetor infetado apenas precisa de se fixar
ao hospedeiro vertebrado durante 36-48 horas de forma a transmitir a bactéria (Smith et al.,
2012; Littman, 2013; Montandon et al., 2014).

Figura 6 — Ciclo de vida de Borrelia burgdorferi s.I. (1- larva néo infetada; 2- alimentagdo da larva num roedor
infetado; 3- hibernagdo larvar; 4- evolucéo para ninfa; 5- alimentacdo da ninfa num mamifero, infetando-o; 6-
passagem para carraga adulta; 7- alimentacdo da carraca adulta noutro mamifero, infetando-se; 8- postura de

ovos saudaveis pela fémea) (adaptado: Cummings, 2004)

Ap0s a picada da carraca, os inibidores da protease presentes na sua saliva ndo permitem
gue ocorra no hospedeiro vertebrado a quimiotaxia e a expressao de integrina dos neutrofilos
(Tilly et al., 2008; Baneth, 2012) impedindo também a a¢do dos macréfagos, o que permite que

as espiroguetas se mantenham no local de inoculacdo durante pelo menos dois dias. Alguns
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autores tentam explicar este tempo, referindo a necessidade de as bactérias fazerem uma
recombinacéo genética e de expressarem novas glicoproteinas de superficie que Ihes permitam
a disseminacdo (Tilly et al., 2008; Wagner et al., 2013; Zimmerman et al., 2013). Esta
disseminacdo sera definida pelo tropismo da genoespécie em causa, permitindo-lhe alcancar
varios tecidos, tais como as articulac@es, coragdo e tecido nervoso (Smith et al., 2012; Lopez
et al., 2013; Hodzig et al., 2014).

A transmissdo entre hospedeiros vertebrados pode ocorrer ocasionalmente, via
transplacentaria, pelo sangue, urina ou leite (Smith et al., 2012; Schurer et al., 2014). Por sua
vez, a transmissdo das bactérias do complexo B. burgdorferi s.l. para uma nova carraca saudavel
pode ocorrer de trés formas: i) através da refeicdo sanguinea em hospedeiro infetado; ii) por
transmissao transovarica e/ou iii) por transmissdo transestadial. A percentagem de bactérias
transmitidas por via transovérica da fémea aos ovos € muito baixa, podendo o nimero de
bactérias diminuir ou mesmo desaparecer quando o0s ovos se desenvolvem em larvas (ESCCAP,
2012; Claerebout et al., 2013).

Apesar da vasta gama de vertebrados parasitados por I. ricinus, poucos S0 0S
hospedeiros que conseguem efetivamente perpetuar as espiroguetas, atuando como seus
sentinelas. Os humanos e os cées, considerados hospedeiros acidentais, ndo fazem parte do ciclo
natural da bactéria, representado o fim do ciclo, ou seja, sdo infetados, mas ndo tém capacidade
para transmitir a bactéria (Tilly et al., 2008; Smith et al., 2012; Richter et al., 2013).

1.1.3.2. Patogenia e sinais clinicos

No caso especifico de B. burgdorferi s.l., as espirogquetas expressam proteinas de
superficie que interagem seletivamente com células endoteliais, plaquetas, condrécitos e matriz
extracelular, através de interacdes especificas com integrinas, glicosaminoglicanos,
fibronectina e colagénio (Littman, 2013; Zimmerman et al., 2013). Uma vez que estas borrelias
ndo produzem toxinas nem proteases, 0s sinais clinicos devem-se a uma resposta imunitaria
exacerbada do hospedeiro com acumulagdo de imunocomplexos em diferentes tecidos (Lopez
et al., 2013; Rolla et al., 2014), estando estes ndo sO associados ao estado do paciente mas

também ao nivel de bacteriémia e a espécie de Borrelia (Littman, 2013).

Um sinal comum a todas as borrelias acontece no local da picada da carraga no

hospedeiro vertebrado, visto que ha uma estimulacéo das células inflamatorias de fase aguda,
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causando eritema (Franca et al., 2005; Smith et al., 2012; Hodzig et al., 2014; Rolla et al.,
2014).

Em animais domésticos imunocompetentes, a infecdo por B. burgdorferi s.l. pode ndo
resultar em doenga (Littman, 2013; Skotarczak, 2014), contudo quando a desenvolvem, o
primeiro sinal de borreliose é a artrite (Smith et al., 2012; Lopez et al., 2013; Hodzic et al.,
2014; Mylonakis et al., 2014). Em casos de caes imunocomprometidos o sinal mais comum é
uma endocardite severa (Tilly et al., 2008; Littman, 2013; Mayne, 2015).

Em jovens é possivel distinguir duas sindromes: (i) a sindrome “artropatia de Lyme”,
onde estdo descritas claudicacdes devido a inflamacdo das articulacdes, caracterizadas por
aparecimento agudo, com uma duracgdo de trés a quatro dias que recorrem ap0s uma semana,
no mesmo membro ou noutro (Littman et al., 2006; ESCCAP, 2012; Lopez et al. 2013; Baum
et al., 2014; Hodzic et al., 2014); e (ii) a sindrome, “nefropatia de Lyme”, associado a
insuficiéncia renal, que quando ndo é tratada evolui para glomerulonefrite. Ha outros sinais que
podem estar também presentes, nomeadamente, vomitos, diarreia, anorexia, perda de peso,
polidria e acumulacdo de liquido no abddémen e nas extremidades, associados a uremia,
hiperfosfatémia, e nefropatia com perda de proteinas (Littman et al., 2006; Littman, 2013;
Ebani et al., 2014; Skotarczak, 2014).

Em alguns casos podem estar presentes sinais mais inespecificos da borreliose canina
como dispneia, pirexia, letargia, linfadenopatia perto do local de inoculacéo e complicacdes do
sistema nervoso (ESCCAP, 2012; Hodzic et al., 2014; Orkun et al., 2014).

1.1.3.3. Epidemiologia

Nos ultimos anos tém sido realizados varios estudos epidemioldgicos em regides
endémicas Europeias. No Reino Unido Smith et al. (2012) pesquisaram ADN do género
Borrelia em carracas do género Ixodes retiradas de cées, tendo encontrado 2,1% (17/810) de
amostras positivas. Num estudo realizado na Finlandia, Vera et al. (2014) obtiveram uma
prevaléncia de 2,9% (10/340) em cées que estiveram em contacto com o vetor. Nos estudos
realizados em cdes saudaveis de Italia (Ebani et al., 2014) e Polo6nia (Kramer et al., 2014) a
seroprevaléncia variou entre 1,47% (29/1965) e 12,31% (381/3094), respetivamente.

Em Portugal a Doenca de Lyme é de declaracdo obrigatéria em humanos e para
aumentar a sua detecdo tém sido realizados véarios estudos epidemioldgicos. No estudo

realizado por Franca et al., (2005), para além da descricéo e caracterizacao das lesdes cutaneas
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causadas pelo complexo B. burgdorferi s.l., os autores isolaram pela primeira vez em todo o
Mundo a genoespécie B. lusitaniae. Mais recentemente, Norte et al. (2015) demonstraram a
existéncia de mais reservatorios para a infecdo causada por esta espécie de Borrelia, onde se

incluem os lagartos, aves e pequenos mamiferos.

Em Portugal, no inquérito seroepidemioldgico nacional realizado por Cardoso et al.
(2012) a prevaléncia de anticorpos anti-Borrelia em cées foi de 0,2% (1/557). Por sua vez, Maia
et al. (2014b) testaram 925 carragas, das quais apenas seis eram do género Ixodes, tendo
encontrado uma amostra positiva por PCR para B. burgdorferi s.I. No mesmo ano Faria et al.
(2014) e Maia et al. (2014) identificaram por técnicas moleculares e pela primeira vez em

Portugal B. burgdorferi s.l. em javalis do norte e em gatos no sul do pais, respetivamente.

1.1.3.4. Diagndstico

O diagnostico da borreliose é baseado na histéria clinica, sinais clinicos e achados
laboratoriais. Nas andlises laboratoriais podem ndo existir alteracdes, ou entdo haver
leucocitose e azotémia (Zimmerman et al., 2013). Dependendo da fase da doenca pode ser
dificil detetar alteracfes (ESCCAP, 2012), pelo que neste contexto assume especial importancia
o0 diagnostico baseado na exclusdo dos outros diagndsticos diferenciais e resposta a terapia
(Littman, 2013).

Véarios métodos permitem a detecdo direta de B. burgdorferi s.l., tais como a
microscopia e a cultura, contudo os resultados destas técnicas dependem da distribuicdo do
agente na circulacdo sanguinea, o que é dificultado pela bacteriémia transitoria (Hodzic et al.,
2014; Skotarczak, 2014).

A pesquisa de anticorpos especificos para B. burgdorferi s.l. € mais um exame auxiliar
para o diagnostico, sendo ELISA e Western blot (WB) as técnicas serologicas mais utilizadas
(Hodzic et al., 2014; Rolla et al., 2014). Os testes seroldgicos apresentam como vantagens o
facto de usarem amostras de facil obtencdo (soro ou plasma) e a sua implementacdo em
laboratdrio € bastante acessivel. Apesar da baixa especificidade, a serologia € utilizada em duas
etapas, primeiro realiza-se ELISA e as amostras consideradas positivas, sdo confirmadas por
WB (Rolla et al., 2014). Porém, os testes que envolvem a pesquisa de anticorpos apresentam
algumas limitacdes, nomeadamente: i) a resposta por anticorpos na fase precoce da doenga pode

ser diminuta ou estar mesmo ausente; ii) pode ndo existir seroconversdo nas fases iniciais da
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infecdo; iii) uma resposta positiva por anticorpos especificos pode persisitir por meses ou

mesmo anos depois do tratamento (Smith et al., 2012).

As técnicas moleculares para amplificacdo de ADN borreliano sdo mais rapidas e
sensiveis do que os métodos bacteriologicos e imunolégicos convencionais, podendo ser
aplicadas a varios tecidos, tais como pele, sangue, liquido cefalorraquidiano e liquido sinovial
(Marques, 2010; Hodzic et al., 2014; Skotarczak, 2014) .

1.1.3.5. Tratamento

Atualmente, o farmaco recomendado para o tratamento de borreliose € a doxiciclina (10
mg/Kg), BID no minimo durante um més (ESCCAP, 2012; Smith et al., 2012; Littman, 2013).
Os resultados do tratamento podem comecar a ser visiveis a partir dos dois primeiros dias,

principalmente no caso de o animal apresentar poliartrite (ESCCAP, 2012).

Para além da doxiciclina também pode ser utilizada a penicilina, na dose de 20 mg/Kg
TID, apesar de a resposta ser mais lenta e a eficacia mais reduzida (Littman et al., 2006;
ESCCAP, 2012). O tratamento sintomatico também é recomendado, principalmente para os
casos em que hé insuficiéncia renal (Smith et al., 2012; Littman, 2013).

1.1.3.6. Saude Publica

A Doenca de Lyme no ser humano apresenta quatro fases no decurso da sua evolugéao
as quais se traduzem por manifestacdes clinicas na pele (eritema migratorio, linfocitoma
borreliano, acrodermatite cronica atréfica), coracdo (cardite de Lyme), sistema nervoso central
(neuroborreliose) e articulacdes (artrite de Lyme) (Shamasna et al., 2012). Cada espécie
patogénica esta associada a diferentes manifestacbes clinicas, assim na Europa surge
principalmente a neuroborreliose, enquanto na América a artrite de Lyme é a manifestacdo

clinica mais frequente (Schwarz et al., 2012).

Apesar de 0s cdes e 0s gatos ndo poderem transmitir diretamente as espiroquetas aos
humanos, ndo representando um risco direto para a saude publica, eles sédo considerados
sentinelas da doenga, uma vez que mantém a bactéria a circular préxima dos humanos (Littman,
2013; Lopez et al., 2013; Baum et al., 2014).
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1.1.4. Ehrlichia spp.

As bactérias do género Ehrlichia, pertencentes & ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae, sdo bactérias gram-negativas, pleomorficas e intracelulares obrigatérias
(Baneth, 2012; Ebani et al., 2014).

De todas as espécies deste género, E. canis € o agente etioldgico da erliquiose
monocitica canina, tendo sido descoberta pela primeira vez em cées em 1935 por Donatien e
Lestoquard no Instituto Pasteur na Argeélia (Harrus & Waner, 2011a; Ebani, et al., 2014; Sainz
et al., 2015). Na Europa esta bactéria é principalmente transmitida por R. sanguineus s.l.,
embora também estejam descritas infe¢fes por Ixodes spp. e Dermacentor spp. (Beugnet &
Marié, 2009; Latrofa et al., 2014; Rizzoli et al., 2014). Esta bactéria apresenta trés estadios
dentro das células eucarioticas: o corpo elementar, 0s corpos iniciais e a moérula (Popov et al.,
2007). O primeiro estadio € uma unidade singular, de forma circular com 0,5 um de didmetro;
0 segundo é um conjunto de corpos elementares que se multiplicaram por divisdo binaria, com
1,0 a 2,5 um de diametro (Baneth, 2012); e o terceiro é uma “microcolonia” de bactérias,

envolvidas por um vacuolo membranar (Popov et al., 2007).

1.1.4.1. Ciclo de vida

As carragas, normalmente R. sanguineus s.l. (Fig. 7), ao realizarem uma refeicéo
sanguinea num hospedeiro vertebrado infetado ingerem leucdcitos contendo E. canis, que se
multiplicam nos hemdcitos e nas glandulas salivares dos vetores. A manutencdo do agente
durante todas as fases de evolucdo da carraga acontece através da transmissdo entre os varios
estadios (transmissdo transestadial) (Popov et al., 2007; Stich et al., 2008; Allison & Little,
2013), tendo a carraca a capacidade de disseminar a infecdo até 155 dias ap6s a separacdo do
hospedeiro (Popov et al., 2007; Stich et al., 2008; Rizzoli et al., 2014).

\
M. Nunes

R sanguineus

Figura 7 — Rhipicephalus sanguineus macho a direita e fémea a esquerda (IHMT, 2015)
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Posteriormente a carraca infetada pode inocular a bactéria num hospedeiro vertebrado
saudavel, o que permite que os corpos elementares sejam fagocitados pelos mondcitos ou
macrofagos (Allison & Little, 2013; Baneth et al., 2015). Dentro destas células as bactérias vao
inibir a fusdo dos vacuolos com os fagolisossomas, permitindo o crescimento e multiplicacdo
das mesmas por divisdo binéria (Popov et al., 2007). Este fendbmeno acontece gracas a
desregulacdo do sistema imunitario resultante da inibicdo da libertacdo de citocinas
estimuladoras das células exterminadoras naturais (NK) e células T auxiliares (Th), e
mecanismos de inibicdo do metabolismo das mitocondrias celulares (Popov et al., 2007,
Baneth, 2012; Baneth et al., 2015).

Apdbs trés a cinco dias da inoculacdo, juntam-se varios corpos elementares para
formarem corpos iniciais, 0s quais por sua vez, crescem e desenvolvem-se durante sete a doze
dias para darem origem ao estadio de moérula (Popov et al., 2007; Harrus & Waner, 2011a;
Allison & Little, 2013). Com as sucessivas multiplicaces e consequente aumento do numero
de microrganismos ocorre a lise da célula infetada, a morula fragmenta-se e liberta corpos

elementares para darem inicio a um novo ciclo de infegdo (Popov et al., 2007).

Os corpos elementares disseminam-se via sistema mononuclear fagocitico no
hospedeiro vertebrado para o figado, baco, medula dssea, linfonodos, pulmdes, rins e sistema
nervoso central (Popov et al., 2007; Harrus & Waner, 2011a; Andrade et al., 2014; Sainz et al.,
2015).

A distribuicdo da infecdo esta dependente tanto da presenca e densidade do vetor como
da presenca de cdes que funcionam como reservatorios de E. canis (Stanneck & Fourie, 2013;
Maia et al., 2014b). Para além do cdo doméstico, o coiote, a raposa, o chacal e o lobo quando
infetados cronicamente também sdo importantes reservatorios para a manutencdo da infecdo

numa determinada populacdo (Harrus & Waner, 2011a; Loftis et al., 2013).

1.1.4.2. Patogenia e sinais clinicos

A patogenicidade da espécie E. canis estd dependente da desregulacdo do sistema
imunitéario e da consequente producdo exagerada e inefetiva de anticorpos. Isto €, a resposta
humoral é exagerada e ndo protetora, uma vez que 0s anticorpos ndo tém acao contra Ehrlichia

spp., causando apenas alteracbes imunomediadas (Harrus & Waner, 2011a; Sainz et al., 2015).
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Durante o periodo de incubacdo de 28 dias as bactérias multiplicam-se e disseminam-
se pelo organismo do hospedeiro vertebrado, inibindo a formacéo de plaquetas e promovendo
a sua destruicdo (Harrus & Waner, 2011a; René-Martellet et al., 2015; Sainz et al., 2015).

Ap0s este periodo, seguem-se as trés fases caracteristicas da doenca, comegando com a
fase aguda, que dura entre uma e trés semanas apds o periodo de incubacdo (Harrus & Waner,
2011a; Cardoso et al., 2012). E nesta fase que, tanto os canideos imunocompetentes como 0s
imunocomprometidos podem recuperar sem tratamento, contudo, também podem entrar na fase
subclinica, passando a ser portadores da infecdo durante meses a anos (Cardoso et al., 2013;
Sainz et al., 2015). Nesta fase subclinica o baco tem um papel fundamental, uma vez que é
responsavel pelo sequestro da bactéria (Allison & Little, 2013), diminuindo a disseminacgdo. Ja
as infecdes persistentes ocorrem através de repetidas recombinacdes das proteinas antigénicas
presentes na membrana externa, responsaveis por variagdes imunogénicas, que permitem
ultrapassar os mecanismos de defesa do hospedeiro (Harrus & Waner, 2011a). Posteriormente,
alguns animais podem recuperar totalmente sem sinais clinicos, ou podem progredir para a fase
cronica (Harrus & Waner, 2011a; René-Martellet et al., 2015).

Os sinais clinicos durante as varias fases sdo muito inespecificos, sendo 0s mais comuns
prostracdo, letargia, perda de peso, pirexia, corrimento ocular, alteracbes gastrointestinais,
linfadenopatia e esplenomegélia (Harrus & Waner, 2011a; René-Martellet et al., 2015; Sainz
et al., 2015). Em casos mais graves, normalmente relacionados com casos cronicos, ha
hemorragias (principalmente petéquias, equimoses e epistaxis) associadas a trombocitopénia,
manifestacBes oculares (uveite anterior, queratoconjuntivite, hifema (fig. 8), glaucoma,
corioretinite e deslocamento de retina), neuromusculares e neuroldgicas, tais como, poliartrite
e polimiosite neutrofilica, vasculite, meningoencefalites e défices dos nervos cranianos (René-
Martellet et al., 2015; Sainz et al., 2015).

39



Figura 8 — Cdo com hifema (Aninal eye center of New Jersey, in: http://animaleyesofnj.com/client-
info/common-eye-diseases/)

1.1.4.3. Epidemiologia

A distribuicdo geogréfica de E. canis esta dependente da presenca do seu vetor na
regido, ocorrendo a maioria dos casos de erliquiose monocitica canina durante as estacfes mais
guentes do ano, altura em que o vetor é mais abundante, embora possam ser relatadas
ocorréncias durante todo o ano, devido a existéncia de infecBes persistentes (Stich et al., 2008;
René-Martellet et al., 2015).

Na Europa ja foram identificadas infecdes por este agente em cdes residentes em
Espanha, Turquia, Franca, Italia, Grécia e Portugal (Stich et al., 2008; Cardoso, et al., 2010b;
Baneth et al., 2015).

Em Espanha, a seroprevaléncia deste agente variou entre 1,98% nas Ilhas Canarias a
19,2% em Castilla-Le6n (Aguirre, et al., 2004). Em Italia e Franca a seroprevaléncia em caes
variou entre 7,07% (139/1965) em cées saudaveis e 0,33% (10/919) em cdes domésticos,
respetivamente (Pantchev et al., 2009; Ebani et al., 2014).

Em Portugal a infe¢do por Ehrlichia encontra-se descrita no norte, onde Cardoso et al.
(2010b) detetaram a presenca de ADN de Anaplasmataceae em quatro cdes com suspeita de
DTAV. Num estudo seroepidemioldgico realizado em todo o territério nacional, Cardoso et al.
(2012) obtiveram uma prevaléncia de 4,1% (23/557) em animais saudaveis e 16,45% (103/628)

em animais suspeitos de DTAV.

A detecdo de ADN de Anaplasmataceae também j& foi documentada em gatos
residentes, tanto no norte e centro (Vilhena et al., 2013), como no sul do pais (Maia et al.,

2014a), e em raposas de todo o pais (Cardoso et al., 2015).
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1.1.4.4. Diagndstico

O diagndstico de erliquiose é realizado com base na histdria clinica, sinais clinicos,
alteracbes hematologicas e testes serologicos e moleculares (Harrus & Waner, 2011a;
ESCCAP, 2012; René-Martellet et al., 2015; Sainz et al., 2015).

As alteracdes hematoldgicas mais comuns incluem trombocitopénia, geralmente severa
devido a producdo de anticorpos anti plaquetas, anemia ndo regenerativa, leucopénia com
neutropénia, linfocitose e monocitose (Cardoso et al., 2012; Loftis et al., 2013; Kumar et al.,
2014). Apos a fase aguda, numa fase subclinica pode haver ainda trombocitopénia esporédica.
Na fase cronica, geralmente, é visivel uma pancitopénia causada por hipocelularidade da
medula 6ssea (Andrade et al., 2014; Stich et al., 2008; Waner et al., 2014). Relativamente as
alteracdes bioguimicas, as mais frequentes em todas as fases sdo hiperproteinémia,
hiperglobulinémia, hipoalouminémia e aumento das enzimas hepaticas. A acrescentar, pode-se
encontrar proteinUria, hematuria e aumento dos tempos de coagulagdo (ESCCAP, 2012).

Devido a baixa bacteriémia, o diagnostico microscopico é desaconselhado (Harrus &
Waner, 2011a; Sainz et al., 2015; Teshale et al., 2015). Quando é possivel a visualizacéo de E.
canis num esfregaco, na fase aguda, as inclusdes aparecem na forma de mérulas basofilicas,
mais ou menos densas, de aparéncia granulada, contendo 30-60 microorganismos, podendo nao
alterar a estrutura do leucdécito (Harrus & Waner, 2011a; Kumar et al., 2014; Sainz et al., 2015).
De modo a aumentar a probabilidade de detetar morulas desta bactéria em esfregacos de sangue
periférico deve-se procurar no esfregaco realizado a partir do “buffy coat” (Alexandre et al.,
2009; Allison & Little, 2013; Sainz et al., 2015).

Apesar do isolamento de bactérias ser fundamental para a completa descricdo e
caracterizacdo das espécies presentes nas amostras (Popov et al., 2007; Kumar et al., 2014),
ndo € comum na pratica clinica, devido a morosidade no crescimento (pode demorar cerca de

oito semanas) (Popov et al., 2007; Maggi et al., 2014).

Os métodos serologicos séo frequentemente utilizados, embora possa haver um numero
significativo de falsos positivos devido a reagdo cruzada com organismos do género Anaplasma
e Neorickettsia (Harrus & Waner, 2011a; Allison & Little, 2013; Kamani et al., 2013; Vieira et
al., 2013; Maggi et al., 2014). A seroconverséo ou titulos altos de anticorpos apenas confirmam
a presenca de exposicao ao agente (Harrus & Waner, 2011; Maggi et al., 2014), pelo que pode
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ser necessario recorrer a técnicas moleculares para confirmar uma infecéo ativa por Ehrlichia
spp. (Maggi et al., 2014).

Um resultado negativo por PCR néo significa auséncia de infe¢cdo, uma vez que a baixa
bacteriemia € uma limitacdo para a detecdo de material genético do agente, sendo também
importante realizar a recolha de sangue antes da administracdo de antibidticos (Harrus &
Waner, 2011a). Para qualquer tipo de resultado, a sua interpretacao deve ser feita em conjunto
com os testes serologicos e sinais clinicos (Harrus & Waner, 2011a; Maggi et al., 2014; Sainz
etal., 2015).

Para aumentar a probabilidade de detecdo da bactéria, o ideal seria utilizar varios
métodos de diagnostico em simultaneo, tais como esfregaco sanguineo, citologia de medula
6ssea ou linfonodos, testes seroldgicos, moleculares e cultura (Allison & Little, 2013; De
Tommasi et al., 2013).

1.1.4.5. Tratamento

A terapéutica recomendada para a erliquiose inclui a administracdo de doxiciclina na
dose de 10mg/kg BID durante quatro semanas, conjugada com terapia de suporte baseada em
glucocorticoides no inicio, quando existe trombocitopénia severa (ESCCAP, 2012; Kelly et al.,
2013; Kumar et al., 2014). A eficacia desta abordagem &, no entanto, variavel consoante o caso,
sendo que em algumas situacdes é possivel que o periodo de administragdo se prolongue por
mais de seis semanas. Outros farmacos como a oxitetraciclina ou a minociclina estdo descritos
como apresentando semelhante eficacia (Harrus & Waner, 2011a; Baneth, 2012; Sainz et al.,
2015).

Quando o tratamento com doxiciclina ndo resulta, pode ser feito como segunda
abordagem a utilizacdo de dipropionato de imidocarb na dose de 5mg/Kg quinzenalmente até
trés administracbes (Harrus & Waner, 2011a; Stanneck & Fourie, 2013; Sainz et al., 2015).

Na fase crénica, a antibioterapia pode ser insuficiente, porque demora muito tempo até
a eliminagdo da bactéria, sendo necessario tratamento de suporte como transfusfes sanguineas,
suplementacdo nutricional, fluidoterapia ou outros antibidticos para controlar as infecoes
secundarias (ESCCAP, 2012; Sainz et al., 2015).

O prognostico quando o animal entra na fase crénica é sempre reservado, podendo ser
pior se houver sinais neuroldgicos e oculares, visto que a recuperacdo € mais lenta e por vezes

incompleta devido a presenca de danos irreversiveis (Harrus & Waner, 2011a).
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1.1.4.6. Saude Publica

A erliquiose é uma infecdo com potencial zoonoético, tendo sido considerada
potencialmente fatal em humanos no final de 1980 (Kumar et al., 2014). A partir dos primeiros
casos de erliquiose mononitica humana (EMH), causada por E. chaffeensis, houve necessidade
de uma maior pesquisa sobre o agente causador da doenca (Cohn, 2003). A EMH tem sido
reportada principalmente nos EUA, embora haja casos humanos descritos em Africa, na
América do Norte e Sul, Asia, México e na Europa (WHHO, 2009).

Apesar de ndo existir evidéncia de transmissdo direta de Ehrlichia spp. entre animais
infetados e 0 homem e vice-versa, 0s animais domésticos sdo suscetiveis aos mesmos
organismos que afetam o homem pelo que podem servir como sentinelas ou reservatérios em
areas endémicas (Neer et al., 2002; Chohn, 2003).

1.2. Doencas transmitidas por protozoarios

1.2.1. Babesia spp.

Nos finais do século XIX, Victor Babes identificou um agente patogénico nas células
sanguineas de um bovino, denominado mais tarde de Babesia bovis (Solano-Gallego & Baneth,
2011).

A babesiose, anteriormente conhecida como piroplasmose, é causada por protozoarios
intra-eritrocitarios do género Babesia, da ordem Piroplasmida e familia Babesiidae (Silva,
2011; Esch & Petersen, 2013; Dantas-Torres & Otranto, 2014; Moraes et al., 2014).
Atualmente, é reconhecida a sua distribuicdo a nivel Mundial, onde o parasita infeta animais
domésticos, silvestres e seres humanos (Cardoso et al., 2010a). As espécies deste género que
afetam o cdo foram classificadas consoante a sua aparéncia morfoldgica dentro dos eritrdcitos,
sendo possivel distinguir a forma pequena, Babesia gibsoni, de 1,0 a 2,5 um de comprimento,
e a forma grande, Babesia canis, com 2,5 a 5,0 um de comprimento (Cardoso, et al., 2010g;
René et al., 2012).

A espécie B. canis ainda se pode dividir em trés subespécies (Cardoso et al., 2008),
nomeadamente, Babesia canis canis, transmitida por Dermacentor reticulatus, mais comum
nas regides temperadas da Europa e que pode causar anemia hemolitica e aumentos dos tempos
de coagulacdo com varios graus de severidade (Daste, et al., 2013; Moraes et al., 2014); B.

canis vogeli transmitida por Rhipicephalus sanguineus s.l., normalmente assintomatica, mais
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comum em zonas tropicais e subtropicais de Africa, Europa, Asia, Austrélia central, América
do Norte e do Sul (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Moraes et al., 2014;); e B. canis rossi
transmitida por Haemaphysalis leachi, encontrada na regido sul e este de Africa, que causa a
sindrome hemolitico fatal, sendo reconhecida como a mais virulenta das trés subespécies
(Cardoso, et al., 2010a; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Moraes et al., 2014).

1.2.1.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida deste parasita necessita de um hospedeiro vertebrado e um invertebrado
(Solano-Gallego & Baneth, 2011) da familia Ixodidae (Schulze et al., 2013). No interior da
carraga da-se a gametogonia e a fusdo entre micro e macro gametdcitos para formar um zigoto
alongado. Este penetra no epitélio intestinal da carraca, migrando de seguida para as glandulas
salivares, onde ocorre a esporogonia (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013b).
Esta fase desenvolve-se em todos os estadios do ciclo de vida da carraca (larva, ninfa e adulta),
garantindo a transmissao transestadial (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Smith et al., 2012).
Ao mesmo tempo o parasita migra para os 6rgdos reprodutores da carraca permitindo a
transmissdo transovarica (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Domingos et al., 2013; Scoles &
Ueti, 2015).

No hospedeiro vertebrado a infecdo desenvolve-se a partir da inoculagéo de saliva da
carraca, contendo esporozoitos. No entanto a penetracdo das formas infetantes s acontece apds
48 horas de fixacdo da carraca ao hospedeiro vertebrado, uma vez que € necessario haver uma
mudanca de temperatura no intestino do vetor para que se dé a maturacdo dos esporozoitos
(Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann, et al., 2013a; Schaarschmidt et al., 2013). Apoés
este processo, 0 parasita ja na fase de trofozoito, com forma anelar, invade os eritrdcitos, onde
ocorre a merogonia para formar merozoitos, caracterizados pela forma de lagrima, que podem
aparecer aos pares ou individualmente (fig.9) (Hartmann et al., 2013a; Moraes et al., 2014). As
consecutivas subdivisdes dos merozoitos até oito pares levam a destruicdo do eritrocito e a sua
libertacdo, podendo infetar novas células ou serem ingeridos por um novo vetor para continuar
o ciclo (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013a; Moraes et al., 2014).
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Figura 9 — Varios eritrécitos infetados com merozoitos (setas) de Babesia canis num esfregaco
sanguineo de cdo corado com Diff-quick (400X, original)

Também se encontra reportada a transmissdo de Babesia spp. por via iatrogénica,
transplacentaria e através de transfusdes sanguineas (Solano-Gallego & Baneth, 2011;
ESCCAP, 2012; Gonzélez et al., 2015).

1.2.1.2. Patogenia e sinais clinicos

A babesiose canina ndo afeta todos os animais da mesma forma, variando de acordo
com o sistema imunitario, idade e presenca de coinfecdes. Estes fatores também alteram o inicio
dos sinais clinicos, podendo comegar num intervalo entre os 10 e os 28 dias apds a infecdo
(Solano-Gallego & Baneth, 2011; Mgrch et al., 2015).

O principal sinal clinico desta infecdo advém da destruicdo dos eritrdcitos resultante das
consecutivas subdivisGes do parasita dentro da célula, causando anemia hemolitica ou
inflamacdo sistémica com consequente disfuncdo multiorganica (Otranto et al., 2009; Solano-
Gallego & Baneth, 2011; Daste et al., 2013). Esta disfuncdo resulta da hipoxia tecidular causada
pela anemia, choque hipotensivo, estase vascular e producdo excessiva de monoxido de
carbono, afetando inicialmente os sistemas nervoso central, urinario e musculo-esquelético
(Solano-Gallego & Baneth, 2011; Daste et al., 2013).

Na babesiose anémica, para além da lise eritrocitaria causada pelas consecutivas
divisbes do parasita, outros mecanismos podem ser responsaveis pela destrui¢do dos eritrocitos
e posterior anemia (Hartmann, et al., 2013b), nomeadamente: (i) ligagdo de anticorpos de
superficie das células parasitadas, ativacdo do complemento; (ii) producdo de fatores
hemoliticos no soro; (iii) dano oxidativo dos eritrdcitos; (iv) aumento do nimero de eritrdcitos

fagocitados; e (v) aparecimento de esferocitos. Todas estas alteragcbes resultam em
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hemoglobinémia, hemoglobindria, bilirrubinémia e bilirrubinuria (Solano-Gallego & Baneth,
2011).

Em certos casos desenvolve-se a babesiose ndo anémica ou inflamatoria sistémica que
estd associada a uma excessiva resposta inflamatoria mediada por citocinas, éxido nitrico e
fatores de ativacdo de plaquetas, causando pirexia, letargia e prostracdo (Cardoso et al., 2010a;
Solano-Gallego & Baneth, 2011; René et al., 2012; Daste et al., 2013).

As complicagcbes mais frequentes destes dois tipos de babesiose passam por
hepatopatias, pancreatite, insuficiéncia renal aguda, coagulacdo intravascular disseminada,

dispneia, lesdes do miocardio e alteracbes do sistema nervoso central (Daste et al., 2013).

Segundo Daste et al. (2013), a babesiose pode ser classificada em casos nao
complicados e casos complicados ou em fase hiperaguda, aguda, subclinica e cronica. A fase
hiperaguda é caracterizada por choque hipotensivo, hipdxia, lesdo tecidular extensa e estase
vascular, apesar de pouco comum, pode ser fatal para o animal (Daste et al., 2013; Moraes et
al., 2014). Por sua vez, a fase aguda da doenca é a mais comum e 0s primeiros sinais clinicos
sdo pirexia e letargia, podendo também apresentar anorexia, vomito, hematuria e ictericia
(Solano-Gallego & Baneth, 2011; ESCCAP, 2012; Daste et al., 2013; Moraes et al., 2014). Ja
as fases subclinica e cronica sdo dificeis de caracterizar, porque 0s animais podem ser apenas
portadores assintomaticos, ou apresentar sinais intermitentes e inespecificos, como pirexia,

prostracdo e linfadenopatia (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Daste et al., 2013).

Segundo Solano-Gallego & Baneth (2011), os cées que sofreram esplenectomia
desenvolvem uma forma clinica mais grave e apresentam niveis mais elevados de parasitémia.
Isto porque o baco tem uma funcdo importante no controlo da babesiose, uma vez que é

responsavel pelo sequestro do parasita.

1.2.1.3. Epidemiologia

A babesiose é uma infecdo endémica na regido do Mediterraneo e na Europa Ocidental

(René et al., 2012), sendo considerada uma doenca sazonal (Leschnik et al., 2008).

Na Europa tém sido realizados varios estudos para avaliar a prevaléncia e dispersédo da
parasitose, tendo sido detetado ADN de B. canis em 74,6% (94/123) das amostras de sangue de
caes suspeitos de babesiose na Lituania (Paulauskas, et al. 2014). Em Espanha, Franca,
Alemanha e Austria, Halos et al. (2014) realizaram um questionario epidemiol4gico sobre a

babesiose canina tendo obtido uma incidéncia anual total de 0,70%. No mesmo estudo, 0s
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autores identificaram a regido da Galiza (5,5%) como o maior foco em Espanha, uma
distribuicdo homogénea da doenca em Franca (0,9-2,4%) e 0s restantes paises com uma
incidéncia muito baixa (0,3-0,9%). A infecdo por este protozoario também se encontra

reportada em raposas na Hungria (Farkas et al., 2015) e na Alemanha (Najm et al., 2014).

Em Portugal Cardoso et al. detetaram ADN de B. canis em cées suspeitos de babesiose
provenientes do norte do pais (Cardoso et al., 2008; 2010a) e ADN de B. microti em raposas
de todo o territorio nacional (Cardoso et al., 2013). A presenga de B. caballi foi reportada em
equinos (Ribeiro et al., 2013) e B. canis e B. vogeli foram detetados em gatos (Vilhena et al.,
2013; Maia, et al., 2014a).

1.2.1.4. Diagndstico

Durante as fases aguda ou subclinica é possivel fazer o diagndstico através de um
esfregaco sanguineo corado com Giemsa ou Diff-Quick (Moraes et al., 2014; Magrch et al.,
2015), onde ¢ possivel distinguir formas grandes simples ou em pares, pertencentes a espécie
Babesia canis (fig. 10); ou formas pequenas, geralmente redondas, simples, ou, por vezes, em
grupos de quatro, os chamados “Maltese cross” pertencentes a espécie B. gibsoni (Cardoso, et
al., 2010a; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Schaarschmidt et al., 2013).

Muitos autores referem a importancia do sangue ser recolhido de capilares periféricos
como do pavilhdo auricular ou da ponta da cauda para a visualizagdo de um maior nimero de
parasitas, enquanto outros ddo maior importancia ao nivel de parasitémia. Contudo, o grau de
parasitémia ndo esta relacionado com a gravidade da doenca (Cardoso, et al., 2010a; Daste et
al., 2013; Hartmann, et al., 2013a).
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Figura 10 — Dois pares de merozoitos (seta) de Babesia canis no citoplasma de um eritrécito num
esfregaco sanguineo de cdo corado com Diff-quick (500X, original)

Nos exames laboratoriais € possivel detetar anemia hemolitica regenerativa,
hipocrémica e macrocitica, com presenga de policromasia, corpos de “Howell-Jolly”,
eritrocitos nucleados, anisocitose e esferdcitos. Também pode ser evidenciada a presenca de
leucocitose com neutrofilia, trombocitopénia, bilirrubinaria, hemoglobinuria, alteracdo do
painel de coagulagéo (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Loftis et al., 2013; Moraes et al., 2014)
e teste de Coombs positivo (Hartmann, et al., 2013b).

O diagndstico de infecdo crénica ou subclinica com baixa parasitémia pode ser mais
dificil, sendo necessario recorrer a técnicas mais especificas, nomeadamente pesquisa de
anticorpos que s6 podem ser detetados apds duas semanas da primeira infecdo (ESCCAP, 2012;
Maggi et al., 2014). O método mais utilizado para a identificacdo destes anticorpos é a IFI. Em
zonas endémicas a seropositividade pode ndo significar a existéncia da doenca, apenas
indicando que o animal esteve em contacto com o agente (Solano-Gallego & Baneth, 2011;
Hartmann, et al., 2013a).

As técnicas moleculares sdo cada vez mais utilizadas, uma vez que a PCR tem nao s
uma sensibilidade superior ao esfregaco sanguineo e as técnicas seroldgicas para a dete¢édo da
infec@o cronica, mas também porque permite a distingdo de espécies e subespécies através de
sequenciacdo (Tabar et al., 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Maggi et al., 2014).
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1.2.1.5. Tratamento

O farmaco mais utilizado para eliminar as diferentes formas de Babesia spp. é 0
dipropionato de imidocarb na dose 6,6mg/kg, com quinze dias de intervalo (Cardoso, et al.,
2010a; Solano-Gallego & Baneth, 2011; ESCCAP, 2012; Daste et al., 2013; Kelly et al., 2013).

O tratamento de suporte, tal como administragdo de fluidos endovenosos, transfusdes
de sangue e o uso de anti-inflamatorios deve ser associado ao tratamento etioldgico (Solano-
Gallego & Baneth, 2011; ESCCAP, 2012).

A imunidade adquirida, ap6s a primeira infecao por B. canis, pode ser eficaz contra uma
reinfecdo homdloga por um periodo de cinco meses a um ano, ndo tendo qualquer influéncia
contra outras espécies (Leschnik et al., 2008; Solano-Gallego & Baneth, 2011; ESCCAP,
2012).

Quando o dipropionato de imidocarb néo é eficaz recomenda-se o diagndstico definitivo
da subespécie em causa, uma vez que as formas pequenas de Babesia demonstram maior
resisténcia a terapéutica (Solano-Gallego & Baneth, 2011). Nestas situacbes é necessario
utilizar a combinacdo de atavaquona e azitromicina, contudo, a eficacia deste protocolo é
guestionada pela expectavel persisténcia da parasitémia e pelo risco de desenvolvimento de
resisténcias (Gonzalez et al., 2015). Como alternativa a algumas destas limita¢6es, foi proposto
um protocolo baseado na combinacéo de clindamicina, metronidazol e doxiciclina (Tabar et al.,
2009; Gonzélez et al., 2015; Mgrch et al., 2015), que supde ser menos predisposto a recidivas
e ao desenvolvimento de resisténcias, porém com resultados terapéuticos mais lentos (Kelly et
al., 2013).

1.2.1.6. Saude Publica

A babesiose humana causada por varias espécies do género Babesia é uma doenca
zoonotica emergente. Os quadros clinicos mais graves estdo associados a individuos com o
sistema imunitario comprometido e idosos (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Esch & Petersen,
2013; Gonzélez et al., 2015; March et al., 2015).

Na Europa, ha casos reportados de humanos esplenectomizados infetados por B.
divergens (presente em ruminantes), tendo sido fatal na maioria dos casos. A babesiose humana
causada por B. microti (agente da babesiose nos roedores) tambem ja foi reportada (Solano-
Gallego & Baneth, 2011; Merch et al., 2015). Em Portugal, esta descrito um caso fatal de

infecéo por B. divergens num adulto esplenectomizado (Centeno-Lima et al., 2003). Mais
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recentemente, March, et al. (2015) e Gonzélez et al. (2015) relataram a infeg&o por B. divergens
num adulto imunocompetente residente na Noruega e num adulto infetado com VIH em
Espanha, respectivamente, enquanto em 2014 foi reportado nos EUA por Jared et al. a infecdo
de uma crianga com babesiose causada por B. microti. Num estudo retrospetivo, Lempereur et
al. (2015) demonstraram que a prevaléncia de babesiose humana na Europa é maioritariamente
causada por B. divergens, ao contrario do que acontece nos EUA, onde a maioria dos casos €

causada por B. microti.

Apesar de néo estar provado que 0s animais (cdo, gato e bovinos) possam atuar como
reservatorios, estes podem servir como veiculo de transporte de carracas infetadas (Solano-
Gallego & Baneth, 2011).

1.2.2. Hepatozoon spp.

A hepatozoonose € causada por protozoarios do género Hepatozoon pertencentes a
subordem Adeleorina e familia Hepatozoidae (Dantas-Torres, 2010; Pawar et al., 2012; Aktas
et al., 2013; Vilhena et al., 2013). A espécie H. canis foi descrita pela primeira vez num céo

em 1905, sendo denominada Leukocytozoon canis (O’Dwyer, 2011; Amoli et al., 2012).

Este género compreende centenas de espécies que infetam aves, répteis, anfibios e
mamiferos, em todos os continentes, principalmente de clima tropical e subtropical (O’Dwyer,
2011; Pawar et al., 2012; Mencke, 2013). Em canideos estdo descritas infecdes por duas
espécies, H. canis e H. americanum; a primeira presente no Velho e Novo Mundo, e a segunda,
diagnosticada, até a0 momento, somente nos EUA (Baneth, 2011; O’Dwyer, 2011; Giannitti et
al., 2012).

O meronte de H. canis pode ser visualizado com cerca de 30,6 um por 28,9 um ¢ os
merozoitos dentro destes aparecem dispostos em circulos em torno do nucleo central. Por sua
vez, 0s gamontes sdo alongados com 5 um de largura e 10 um de comprimento (Giannitti et al.,

2012).

1.2.2.1. Ciclo de vida

O ciclo de vida do parasita Hepatozoon apresenta duas fases de reproducéo, ou seja, no
hospedeiro vertebrado (anfibios, mamiferos, passaros e répteis) ocorre a merogonia seguida de
gametogonia, enquanto no hospedeiro invertebrado (carracas e insetos) ocorre a esporogonia
(Urguhart et al., 1996; Baneth, 2011; O’Dwyer, 2011; Giannitti et al., 2012).
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Relativamente a transmissdo de H. canis, esta pode ocorrer por ingestdo da carraga R.
sanguineus s.l. (Baneth, 2011; Aktas et al., 2013; Hornok et al., 2013) ou por transmissao
transplacentéria, embora a primeira seja mais comum (Baneth, 2011). E no estadio de ninfa que
0 vetor adquire os gamontes circulantes no sangue do hospedeiro vertebrado, os quais séo
transmitidos transestadialmente quando é feita a muda para o estadio adulto (Aktas et al., 2013;
Dantas-Torres & Otranto, 2014). No intestino do vetor, os gamontes libertam-se dos leucdcitos
e ocorre a gametogénese com a formacdo de gametas distintos, para posteriormente haver
fertilizacdo e formag&o do zigoto (O’Dwyer, 2011). A partir deste ocorre a formacao de odcitos
contendo milhares de esporocistos, através do processo de esporogonia.

O ciclo continua com a ingestdo do vetor infetado por um hospedeiro vertebrado
(O’Dwyer, 2011; Hornok et al., 2013; Baneth et al., 2015). Quando chegam ao intestino do
hospedeiro vertebrado os esporozoitos libertam-se dos esporocistos invadindo a parede
intestinal. Em seguida, os esporozoitos invadem as células mononucleares e disseminam-se por
via sanguinea ou linfatica para os orgaos alvo (Hornok et al., 2013; Baneth et al., 2015).
Dependendo da espécie infetante, a distribuicdo pode ser preferencialmente para os 6rgdos
hematopoiéticos, tecidos musculares ou cardiaco (Jittapalapong, et al., 2006).

Durante a disseminacdo ha a formacdo de dois tipos de merontes que se diferenciam
pelo nimero e tamanho de merozoitos que contém (O’Dwyer, 2011; Giannitti et al., 2012): um
tem entre 20 e 30 micromerozoitos e 0 outro tem quatro macromerozoitos; em ambos 0s

merozoitos multiplicam-se por divisao binaria (O’Dwyer, 2011; Giannitti et al., 2012).

Enquanto os macromerozoitos se libertam do meronte maturo e invadem novas células
para formar novos merontes, os micromerozoitos libertam-se dos merontes maturos para
colonizarem neutrofilos e monaocitos (O’Dwyer, 2011), onde se diferenciam em gamontes, para
mais tarde serem ingeridos pela carraca quando esta efetuar a refeicdo sanguinea no hospedeiro
vertebrado (O’Dwyer, 2011; Giannitti et al., 2012).

1.2.2.2. Patogenia e sinais clinicos

O desenvolvimento da infe¢do por Hepatozoon esta dependente de vérios fatores, como
alteracbes genéticas dos neutrdfilos, imaturidade do sistema imunitario, condi¢Ges ou
tratamentos imunossupressivos, assim como pela presenca de coinfecbes, tais como,
anaplasmose, babesiose, erliquiose, leishmaniose, parvovirose e toxoplasmose (O’Dwyer,
2011; Baneth et al., 2015).
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De acordo com o grau de parasitémia, as infe¢fes por H. canis podem apresentar-se sob
a forma: subclinica, a mais comum; aguda, muitas vezes fatal; e crénica, com fases de expressdo
clinica e remissdo (O’Dwyer, 2011; Giannitti et al., 2012; Pawar et al., 2012). Assim, 0s sinais
clinicos sdo variados e inespecificos, sendo 0os mais comuns, anemia, anorexia, caquexia,

letargia, linfadenopatia e pirexia (Hornok et al., 2013; Kamani et al., 2013).

A migracdo do agente para diferentes localizagcdes, como por exemplo figado, rins, ou
pulmdes vai definir os sinais clinicos, tais como, hepatite, glomerulonefrite ou pneumonia,
respetivamente. Estas lesGes sdo resultantes da inflamacéo crénica causada pela presenga do
parasita e pela acumulacdo de complexos autoimunes nos orgaos afetados (O’Dwyer, 2011;
Giannitti et al., 2012).

1.2.2.3. Epidemiologia

A distribuicdo geografica de hepatozoonose canina causada por H. canis na Europa é
mais evidente nos paises do sul e nos Balcds, onde o vetor, Rhipicephalus sanguineus s.1., é
endémico (Dantas-Torres & Otranto, 2015).

Hornok et al. (2013) reportaram o primeiro caso fora das areas descritas anteriormente,
mais precisamente na Hungria, onde se obteve uma prevaléncia da infe¢do por Hepatozoon spp.
de 26% (33/126) em cdes pastores. No mesmo pais, Farkas et al. (2014) detetaram ADN de H.
canis em 8% (26/334) das raposas e em 60% (9/15) dos chacais testados. Contudo, a prevaléncia
de infecdo por este protozoario foi mais elevada (45,2%) no estudo realizado por Najm et al.

(2014) em raposas capturadas em varias regides da Alemanha.

A presenca de material genético de H. canis foi reportada em 13,47% (141/1091) e em
0,2% (2/925) das carracas testadas em Italia (Ramos et al. 2014) e Portugal (Maia et al., 2014b),

respetivamente.

Em Portugal, Cardoso, et al. (2010b) identificaram por biologia molecular uma
coinfecdo por B. canis e H. canis num cdo do norte. Este protozoario foi também detetado por
biologia molecular e histopatologia em 75% (68/90) das raposas analisadas por Cardoso et al.
(2014); a prevaléncia obtida por estes autores foi superior a encontrada por Conceicao-Silva et
al. (1988) de 48% (143/301) em raposas de Lisboa e Alcécer do Sal. Ainda em Portugal, Maia
et al. (2014) obtiveram uma prevaléncia de 8,6% (56/649) em gatos para H. felis, inferior a
anteriormente reportada por Vilhena et al. (2013) de 13,8% (44/320).
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1.2.2.4. Diagnostico

Dependendo do grau de parasitémia o diagndstico pode ser feito através de esfregacos
sanguineos, onde se podem observar gamontes no citoplasma dos monadcitos ou dos neutrofilos
(fig. 11) (Baneth, 2011; Amoli et al., 2012; Hornok et al., 2013). A visualizacéo de quistos com
esquizontes pode ser obtida por histopatologia de bidpsias de tecidos musculares ou outros
orgdos infetados (Metzger et al., 2008; Giannitti et al., 2012; Hornok et al., 2013).

Figura 11 — Neutrofilo infetado por Hepatozoon spp. (seta) em forma de gamonte, num esfregaco
sanguineo de cdo corado com Diff-quick (1000X, original)

Ao nivel laboratorial, 0 cdo pode apresentar anemia normocitica e normocrémica,
leucocitose com neutrofilia e trombocitopénia, associado a hipoglicémia, aumento da fosfatase

alcalina e hiperproteinémia com hipoalbuminémia (O’Dwyer, 2011; ESCCAP, 2012).

As técnicas serologicas, como imunofluorescéncia ou ELISA, estdo descritas como
apresentando resultados idénticos, ambas com maior sensibilidade que o exame direto.
Resultados falsos negativos podem aparecer quando a infecdo € muito recente e ainda nédo
houve tempo de producéo de anticorpos especificos, em casos crénicos, ou em animais que ndo
tém capacidade de formar uma resposta humoral competente. Os resultados falsos positivos
surgem quando a infegdo j& foi tratada mas ainda ha anticorpos em circulagdo ou em casos de
exposicdo sem infecdo (O’Dwyer, 2011).
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A combinacdo de métodos parasitologicos, pouco invasivos e ndo dispendiosos
(esfregaco sanguineo), com métodos moleculares (amplificacdo e sequenciacdo) aumenta a
sensibilidade de diagnostico de Hepatozoon spp. (Ortufio et al., 2008; Pawar et al., 2012; Aktas
etal., 2013).

1.2.2.5. Tratamento

O tratamento recomendado para a hepatozoonose baseia-se na administracdo de 5-
6mg/Kg de dipropionato de imidocarb, quinzenalmente, até ndo serem visiveis gamontes no
esfregaco sanguineo (Baneth, 2011; ESCCAP, 2012). O progndstico é favoravel quando a
parasitémia € baixa, sendo reservado quando o nimero de parasitas em circulagdo é elevado, o
que geralmente acontece na presenca de infecGes concomitantes (ESCCAP, 2012; Giannitti et
al., 2012; Vilhena et al., 2013).

Quando ha coinfeces ou hepatozoonoses refratarias ao tratamento, é aconselhavel a
associacdo de doxiciclina ao dipropionato de imidocarb. Nos casos subclinicos e crénicos a
utilizacdo dos tratamentos descritos pode nao ser eficaz, conseguindo-se apenas controlar 0s
sinais clinicos nas fases de agudizacdo (ESCCAP, 2012; Andersson et al., 2013; Baneth et al.,
2015).

1.2.2.6. Saude Publica

A Unica infecdo conhecida por Hepatozoon spp. num ser humano foi reportada num
paciente proveniente das Filipinas que apresentava ictericia e anemia (Baneth, 2012). O parasita
foi observado num esfregaco sanguineo, mas ndo foi detetado nos outros 6rgaos analisados,

nomeadamente figado e medula 6ssea.

O facto de apenas ter sido reportado um caso de infe¢do em seres humanos significa que

ainda se desconhece a importancia zoondtica deste protozoario (Baneth, 2012; 2015).

1.2.3. Leishmania infantum
As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozodrios intra-celulares do

género Leishmania, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (Esch & Petersen, 2013;
Dantas-Torres & Otranto, 2014; Dincer, et al., 2015). O parasita causador desta doenca infeta
0 ser humano, animais domésticos e silvestres em quase todo 0 mundo, sendo transmitido por
fémeas de flebotomineos da ordem Diptera (familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae)
(Fig. 12) (Esch & Petersen, 2013; Fankhauser et al., 2015; Pennisi, 2015).
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Figura 12 — Diferenciagdo entre macho a direita e fémea a esquerda do género Phlebotomus (IHMT, 2015)

A primeira descricdo de uma espécie do género Leishmania foi feita em 1903 por
Ronald Ross (Insa, 2014), dando-lhe o nome de Leishmania para homenagear o patologista

escocés William Boog Leishman (Armés, 2010).

As vérias espécies do género Leishmania apresentam duas formas distintas: a forma
amastigota (Esch & Petersen, 2013; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Pennisi, 2015), no
hospedeiro vertebrado, e a forma promastigota (Campino & Maia, 2013; Maia et al., 2013), no
hospedeiro invertebrado. A forma amastigota € intracelular e apresenta um corpo oval ou
redondo de 2,5 a 6,8 um de didmetro com um cinetoplasto em forma de bastdo associado a um
flagelo rudimentar, encontrando-se dentro dos fagolisossomas das células mononucleares
fagociticas dos hospedeiros vertebrados (Gramiccia, 2011). Pelo contrario, a forma
promastigota é extracelular, apresenta um corpo fusiforme (15-30 um) com um flagelo longo e
livre na extremidade anterior, sendo encontrada no intestino dos vetores artropodes (Bates,
2007; Gramiccia, 2011).

1.2.3.1. Ciclo de vida

Os parasitas do género Leishmania completam o seu ciclo de vida em dois hospedeiros:

um vertebrado e um invertebrado (Solano-Gallego et al., 2009).
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A sua transmissdo aos hospedeiros vertebrados é feita por flebdtomos fémeas do género
Lutzomyia no Novo Mundo, e do género Phlebotomus no Velho Mundo, sendo as espécies P.
perniciosus e P. ariasi comprovadamente vetores de L. infantum em Portugal (Campino &
Maia, 2013; Maia et al., 2013). No sul da Europa, os flebdtomos séo principalmente ativos entre
0s meses de maio e outubro, com um pico de atividade entre julho e agosto (Gramiccia, 2011,
Maia et al., 2013).

Quando um flebotomineo fémea efetua uma refeicdo hematdéfaga num hospedeiro
vertebrado infetado por Leishmania, adquire os protozoéarios na forma amastigota (Bates, 2007,
Solano-Gallego et al., 2009). Apoés ingestdo, e ja na porcao posterior do intestino do vetor, as
formas amastigotas sdo libertadas dos macrofagos infetados (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014;
Cantacessi et al., 2015) e diferenciam-se em promastigotas (Bates, 2007; Solano-Gallego et al.,
2009; Roberts et al., 2015). Nesta forma o parasita sofre varias alteracdes morfolégicas e
funcionais ao longo do intestino do vetor, diferenciando-se nas formas infetantes para o
hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas metaciclicas, as quais se alojam no segmento
anterior do estdmago do vetor (Bates, 2007; Roberts et al., 2015). Ao alimentar-se num novo
hospedeiro vertebrado o vetor inocula os promastigotas metaciclicos na camada interna da pele
do hospedeiro, provocando uma resposta inflamatdria local, tendo um periodo de incubacéo
que pode variar entre trés meses a varios anos (Bates, 2007; Solano-Gallego et al., 2009).
Inicialmente, aparecem no local de inoculagdo os neutrofilos e eosindfilos e posteriormente os
macrofagos que fagocitam o parasita. Apds fagocitose, o parasita diferencia-se na forma
amastigota, ndo mdvel, e multiplica-se por divisdo binaria dentro do fagolisossoma (Bates,
2007; Solano-Gallego et al., 2009; Cantacessi et al., 2015). A continua multiplicacdo dos
amastigotas leva a rutura dos macréfagos e invasao dos érgdos do sistema reticuloendotelial
(Bates, 2007; Herndndez et al., 2015). A infecdo dissemina-se rapidamente, iniciando-se na
pele e estendendo-se para os linfonodos, baco e medula dssea (Bates, 2007; Solano-Gallego et
al., 2009; da Silva et al., 2014). O ciclo completa-se quando um novo vetor realizar uma

refeicdo sanguinea num hospedeiro vertebrado infetado.

A sobrevivéncia do género Leishmania durante os meses frios s é possivel gracas ao
hospedeiro vertebrado, uma vez que ndo ha transmissao transovarica de Leishmania spp. e 0s

flebotomos adultos apresentam um curto periodo de vida (Solano-Gallego et al., 2009).

Para além da forma de transmissao apresentada, através dos fleb6tomos, estdo descritas

outras vias de infe¢cdo, nomeadamente, a transmissao através de transfusdes sanguineas a partir
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de dadores de sangue infetados, transmissao vertical e transmissdo venérea, contudo ainda se
desconhece o seu papel na epidemiologia da doenca (Solano-Gallego et al., 2009; Dincer et al.,
2015; Pennisi, 2015).

A transmissao através de outros vetores artropodes, como as carracas (R. sanguineus s.l.
e Dermacentor variabilis) e as pulgas (Ctenocephalides felis) continuam por comprovar. No
entanto, a forma de transmisséo horizontal através de contacto direto, como feridas abertas,
mordeduras e lambeduras, podera explicar a presenca de casos clinicos em &reas nao endémicas
e onde ndo existam vetores (Otranto et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2009; Mattin, et al.,
2014; Maia & Cardoso, 2015).

1.2.3.2. Patogenia e sinais clinicos

Em &reas endémicas, um grande nimero de cdes infetados pode ser assintomatico e
quando apresentam sinais clinicos estes sdo muito variaveis (Solano-Gallego et al., 2009;
Mattin et al., 2014; Dincer et al., 2015). A existéncia ou ndo de sinais, assim como a sua
intensidade, dependem de vérios fatores tais como da resposta imunitaria e historia clinica
(Bates, 2007; Solano-Gallego et al., 2009; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Pennisi, 2015).

Relativamente a multiplicacdo e disseminacdo do agente, estes estdo dependentes do
balanco entre uma resposta imune protetora mediada por células e uma resposta humoral ndo
protetora (Solano-Gallego et al., 2009; Pennisi, 2015). Isto é, os linfocitos T CD4+ vao definir
se 0 sistema imunitario avanca para uma resposta Thl (mediada por células) ou para uma
resposta Th2 (humoral) (Solano-Gallego et al., 2009; da Silva et al., 2014; Foroughi-Parvar &
Hatam, 2014). A ativacédo de células T leva a secrecdo de citocinas, interferdo gama (IFN-y),
interleucina dois (IL-2) e fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a), que vao estimular a morte
intracelular dos amastigotas através da producdo de radicais oxidativos toxicos (Solano-Gallego
et al., 2009; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014).

O aumento da suscetibilidade do animal a doenca esta associado a uma forte resposta
humoral e uma reduzida resposta celular. Isto porque hd uma deplecdo dos linfocitos T nos
orgéos linfoides e uma proliferacdo de linfocitos B, resultando numa produgdo excessiva de
anticorpos ineficaz no combate ao parasita conduzindo ao aparecimento de sinais clinicos
(Solano-Gallego et al., 2009; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Existe também uma

proliferacédo de células plasmaticas, macrofagos e histiocitos, causando uma linfadenomegélia
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generalizada, hepatoesplenomegélia e hiperglobulinemia (Sollano-Gallego et al., 2009;
Campino & Maia, 2013; Andrade et al., 2014; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014).

A exuberante atividade das células B, com a libertagdo massiva de imunoglobulinas (Da
Franca et al., 2005; Dincer et al., 2015), leva a formacdo de grandes quantidades de
imunocomplexos (Solano-Gallego et al., 2009; Dincer et al., 2015) que se depositam nas
paredes dos vasos sanguineos e rins podendo causar vasculites, poliartrites, uveites e
glomerulonefrites (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012; Pennisi, 2015).

Nos cées considerados resistentes, os parasitas permanecem localizados na pele ou
atingem apenas o linfonodo regional. Estes animais permanecem assintomaticos devido a uma

fraca resposta humoral (Solano-Gallego et al., 2009, Pennisi, 2015).

O primeiro sinal clinico de leishmaniose € a lesdo cutanea focal, causada pela picada do
fleb6tomo fémea, sendo os locais mais comuns, as orelhas, o nariz e as zonas glabras (ESCCAP,
2012; Campino & Maia, 2013; Roberts et al., 2015). Esta lesdo pode ser em forma de pépula
simples ou ulcerada, podendo demorar semanas a sarar, mas, normalmente, sdo auto-limitantes,
e muitas vezes passam despercebidas (da Silva et al., 2014; Roberts et al., 2015). O passo
seguinte da infecdo é o aparecimento de linfadenopatia local ou generalizada, acompanhada
com perda de peso, anorexia e astenia (Solano-Gallego et al., 2009; Cortes et al., 2012;
Campino & Maia, 2013; da Silva et al., 2014; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Nos casos
mais graves aparecem sinais cutaneos, normalmente ndo pruriticos e simétricos, como alopécia,
nodulos, Ulceras, hiperqueratose, dermatite esfoliativa, lesdes mucocutaneas e onicogrifose
(Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Hernandez et
al., 2015). Outros sinais também descritos sdo: atrofia muscular, esplenomegélia, epistaxis,
hematuria, vémitos, diarreia, colites cronicas, poliartrite, glomerulonefrite com polidria e
polidipsia, blefarites, conjuntivites, uveite, queratoconjuntivite e desordens neurolégicas
(Solano-Gallego et al., 2009; Cortes et al., 2012; Campino & Maia, 2013; da Silva et al., 2014;
Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Roberts et al., 2015).

O quadro clinico pode ser agravado com outras doengas, como demodicose, piodermite,
pneumonia, erliquiose, hepatozoonose, babesiose ou dirofilariose (Solano-Gallego et al., 2009;
Dincer et al., 2015; Hernandez et al., 2015). Em casos mais graves e que néo seja controlada a

evolucdo da doenca, o animal pode mesmo morrer (ESCCAP, 2012; Hernandez et al., 2015).
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1.2.3.3. Epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca endémica em 98 paises, com mais de 310 milhdes de
pessoas em risco de contrair a infecdo (WHO, 2012). Em seres humanos, a leishmaniose pode
ser classificada em trés formas, de acordo com as manifestacbes clinicas e as espécies
envolvidas (WHO, 2012): leishmaniose cutanea (LC); leishmaniose mucocutanea; e
leishmaniose visceral (LV). Esta dltima € a mais severa, sendo causada pelas espécies L.

donovani e L. infantum (sindnimo de L. chagasi no Novo Mundo) (WHO, 2012).

Relativamente a leishmaniose canina (LCan), causada por L. infantum sabe-se que é
endémica em 50 paises, repartidos pela Asia, Norte de Africa, Europa, Centro e Sul da América
(Campino & Maia, 2013).

Os canideos para além de serem hospedeiros de L. infantum sdo reservatérios da
leishmaniose visceral humana, com um papel importante na manutencao do parasita no ciclo
domeéstico (Gramiccia, 2011; Cortes et al., 2012; Campino & Maia, 2013; Foroughi-Parvar &
Hatam, 2014). Os cdes sdo muito suscetiveis a este parasita, no entanto, em areas endémicas,
um largo numero de animais infetados e seropositivos ndo desenvolvem sinais clinicos, embora
continuem a ter a capacidade de transmitir o parasita ao vetor (Campino & Maia, 2013;
Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Cantacessi et al., 2015; Dincer et al., 2015).

De acordo com Franco et al. (2011) e com base em dados obtidos a partir de 947
inquéritos (504 369 caes testados entre 1971 e 2006), a seroprevaléncia media de LCan nos
paises do Sul da Europa (Portugal, Espanha, Franca e Italia) é de 10%, sendo mais elevada em
Italia (17,7%), seguida pela Franca (8%), Portugal (7,3%) e Espanha (5,9%). Em 2009 foi
realizado o primeiro inquérito seroepidemioldgico nacional de LCan tendo-se obtido uma
prevaléncia de 6,31% (Cortes et al., 2012), corroborando o estudo de Franco et al. (2011).
Castelo Branco, Portalegre e Beja foram os distritos mais afetados com uma prevaléncia
superior a 10%, enquanto Aveiro, Braga e Viana do Castelo foram os distritos que apresentaram
0 menor numero de cées seropositivos (inferior a 1%) (Cortes et al., 2012). Devido a pouca
informacdo epidemioldgica relativa a infecdo por Leishmania spp. nos gatos nos Gltimos anos
realizaram-se em Portugal varios estudos epidemioldgicos tendo-se obtido por biologia
molecular uma prevaléncia entre 20,3% e 30,4% na regido de Lisboa (Maia et al., 2008; 2010),
de 0,3% no norte e centro (Vilhena et al., 2013) e 9,9% no sul do pais (Maiaa et al., 2014a).
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Durante 0 mesmo periodo realizaram-se varios inquéritos flebotominios nas regifes
centro e sul, tendo-se encontrado P. ariasi e P. perniciosus infetados com L. infantum (Cortes
et al., 2007; Maia, et al., 2009; 2013; 2015; Branco et al., 2013).

1.2.3.4. Diagndstico

O diagnostico direto (Fig. 13) € possivel através da identificagdo de amastigotas livres
ou dentro de mondcitos, macrofagos e neutrofilos, em exames citologicos de linfonodos
superficiais, de medula 6ssea ou pele, com coloracdo Giemsa ou Diff-Quick (Maia & Campino,
2008; ESCCAP, 2012; Hernandez et al., 2015).

Nas analises laboratoriais é possivel encontrar anemia normocitica normocromica, ndo
regenerativa, trombocitopénia, leucopénia, alteracbes dos niveis de proteina plasmatica,
hiperglobulinémia e hipoalbuminémia, proteinéria, azotemia e aumento do récio
proteina/creatinina (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012).

Figura 13 — Formas amastigotas de Leishmania sp. (seta) num esfregaco sanguineo de céo corado com Diff-
quick (500x, www.vetnex.com, 2015)

A analise histopatoldgica de o6rgdos infetados corados com hematoxilina e eosina
também tem permitido identificar formas amastigotas (Da Franca et al., 2005; Maia &
Campino, 2008; Andrade et al., 2014; Hernandez et al., 2015).

A cultura de diferentes tecidos aumenta a sensibilidade da dete¢éo do parasita, com uma
especificidade de 100%, sendo a Unica técnica que permite isolar os parasitas e observar

promastigotas (Bates, 2007; Solano-Gallego et al., 2009; Gramiccia, 2011; Roberts et al.,
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2015). No entanto, é uma técnica pouco utilizada devido ao tempo que demora para se obter os
resultados (entre uma a cinco semanas), a suscetibilidade de contaminagdo microbioldgica, ao
facto de estar dependente da carga parasitaria e de ndo existir um meio cultura “universal” em
que todas as espécies de Leishmania crescam com facilidade (Maia & Campino, 2008;
Gramiccia, 2011).

O método mais rapido e por isso mais utilizado no diagnostico é a serologia para
pesquisa de anticorpos circulantes anti-Leishmania. Os testes seroldgicos apresentam elevada
sensibilidade e especificidade, no entanto tém a limitagdo de ndo diagnosticar a doenga numa
fase em que ainda ndo se produziram anticorpos, ou seja, ndo tenha ocorrido seroconversao
(Solano-Gallego et al., 2009; Foroughi-Parvar & Hatam, 2014; Hernandez et al., 2015; Pennisi,
2015). Resultados positivos através das técnicas seroldgicas podem significar apenas o contacto
do animal com o parasita, sem que ocorra doenca. A diminuicdo dos niveis de anticorpos pode
indicar a diminuicdo da carga parasitaria, ndo significando necessariamente a eliminacao total
do parasita (Baneth, 2012).

As técnicas mais utilizadas no diagnostico da leishmaniose canina sdo a IFI, aglutinacéo
direta (DAT) e ELISA (Maia & Campino, 2008; Solano-Gallego et al., 2009; Foroughi-Parvar
& Hatam, 2014; Dincer et al., 2015; Toledo-Machado et al., 2015).

Atualmente, existem testes rapidos baseados na imunocromatografia e kits comerciais
para serem realizados nas clinicas ou em estudos epidemiolégicos. Contudo, a sensibilidade

ndo é suficiente para se definir o diagnostico com base apenas nestes testes (Cristovado, 2014).

Os métodos moleculares sdo usados para o diagnostico e/ou identificacdo das espécies
de Leishmania ndo s6 em casos ativos de infecdo, como também na monitorizacdo apos o
tratamento (Maia & Campino, 2008; L. Solano-Gallego et al., 2009; Foroughi-Parvar & Hatam,
2014). O diagndstico por PCR pode ser realizado a partir de ADN extraido de diferentes tipos
de amostra, como sangue total, “buffy coat”, punc¢do de bago, conjuntiva, linfonodos, medula
Ossea e pele (Maia & Campino, 2008; Solano-Gallego et al., 2009; Hernandez et al., 2015;
Pennisi, 2015). Contudo, os resultados obtidos por PCR a partir de diferentes amostras de cées
infetados sdo por vezes conflituosos (Maia et al., 2009). Este acontecimento pode ser explicado
pela distribuicdo heterogénea do parasita em cada tecido e pela carga parasitaria (Campino &
Maia, 2013). Por outro lado, resultados falsos positivos também podem ocorrer se se utilizar
como amostra bioldgica o sangue periférico, principalmente se a recolha for realizada em

épocas de transmissdo (durante a epoca de atividade flebotominica), devido a contaminacao
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natural ou infecdo transitoria (Maia et al., 2009; Campino & Maia, 2013). No entanto, 0s
resultados de PCR positivos, utilizando amostras de sangue periférico obtidas fora da época de
transmissao, indicam uma infe¢do “verdadeira” (Maia et al., 2009; Campino & Maia, 2013;
Cristovdo, 2014).

A utilizacdo simultanea de duas técnicas com fundamentos diferentes permite uma
maior eficacia no diagnostico da infecdo (Maia & Campino, 2008; Solano-Gallego et al., 2009;
Hernandez et al., 2015; Pennisi, 2015).

1.2.3.5. Tratamento

A terapéutica da leishmaniose canina é geralmente onerosa, de longa duracdo e em
muitos casos com resultados pouco satisfatorios (Foroughi-Parvar & Hatam, 2014). Muitos
animais ap6s o tratamento permanecem portadores do parasita, com capacidade de transmitir o
protozoario ao vetor e as recidivas sdo frequentes (Hernandez et al., 2015). Por isso, estdo
disponiveis varias abordagens, com diferentes farmacos, posologias e duracdo de tratamento
(ESCCAP, 2012).

Os farmacos mais utilizados incluem o antimoniato de meglumina (1%inha) ou a
miltefosina (22 linha), associados ao alopurinol (ESCCAP, 2012; Hernandez et al., 2015;

Pennisi, 2015). Outra opc¢éo ¢ a utilizacdo de domperidona (Gomez-Ochoa et al., 2009).

A administracdo de antimoniato de meglumina pode ser feita uma vez por dia durante
quatro a oito semanas, na dose de 75-100 mg/Kg (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012;
Pennisi, 2015).

A administracdo de alopurinol deve ser BID ou TID na dose de 10-20 mg/Kg por via
oral durante seis a dezoito meses, apresentando resultados satisfatérios, observando-se a
eliminacdo de sinais clinicos ap6s alguns meses. O aparecimento de cristais de xantina € muito
comum nos tratamentos com este farmaco, pelo que, devem ser realizadas urianalises e
ecografias abdominais regulares (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012; Mattin et al.,
2014; Pennisi, 2015).

A miltefosina deve ser administrada por via oral na dose 2 mg/Kg SID durante quatro
semanas (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012; Roberts et al., 2015)

A domperidona € um antagonista dos receptores dopaminérgicos D2 cuja administracéo

repetida em cdes saudaveis induz um aumento progressivo da atividade fagocitaria das
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populacbes de neutr6filos e mondcitos na circulagdo periférica, o qual resulta numa maior
resisténcia destas células frente a infecdo. Deve ser administrada por via oral na dose 1mg/Kg

BID durante, pelo menos, um més (Gomez-Ochoa et al., 2009).

A maioria dos animais demonstra melhorias no primeiro més apos a instituicdo da
terapéutica, sendo que a existéncia de insuficiéncia renal piora o prognostico (Solano-Gallego
et al., 2009). A utilizacdo de terapia sintomatica e dieta apropriada para os sinais clinicos pode
ajudar no tratamento. Um exemplo é a utilizacdo de imunomudoladores (prednisona ou
prednisolona) eficazes no tratamento de lesfes causadas por imunocomplexos (ESCCAP,
2012).

1.2.3.6. Saude Publica

No sul da Europa, a LV causada por L. infantum é uma zoonose que afeta principalmente
criangas e adultos imunocomprometidos, nomeadamente em individuos infetados pelo VIH
(WHO, 2012).

Embora os cdes sejam considerados os principais reservatorios de L. infantum, a
principal via de infegdo nos humanos é através do vetor (Baneth, 2006b). Por outro lado, a posse
de cdes com leishmaniose ndo parece constituir um risco acrescido de infecdo para os donos,
embora o risco seja inferior se os cées infetados forem tratados (ESCCAP, 2012; ONLeish,
2013; Pennisi, 2015).

1.3. Medidas profilaticas

Os artrépodes fazem parte do grupo dos ectoparasitas que incluem a classe Arachnida
(carracas e acaros) e a classe Insecta (pulgas, mosquitos e flebdtomos). As infestacdes por estes
ectoparasitas podem resultar em lesdes cutaneas, induzir respostas imunopatoldgicas e levar a

transmissdo de agentes patogénicos (tais como, bactérias e parasitas) (ESCCAP, 2012).

O controlo dos agentes transmitidos por artropodes vetores passa principalmente pela
prevencdo, evitando infestacdes de ectoparasitas (Domingos et al., 2013; Santos et al., 2013).
O desenvolvimento de resisténcias por parte dos vetores aos desparasitantes tem conduzido a
reformulacdo dos planos de prevencdo, com a utilizacdo mais regular e rotacional dos

ectoparasiticidas.

A prevengéo de infestacOes de carragas nos animais de companhia pode ser realizada

com colares, comprimidos orais, “spot-on” e “sprays”, estando disponiveis no mercado varios
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produtos, que incluem permetrinas, amitraz, fipronil ou imidaclopride (Solano-Gallego &
Baneth, 2011). Para além disso, é importante evitar ou limitar o acesso a zonas com alta
densidade de carracas, principalmente nas épocas do ano com pico de atividade, e aplicar

acaricidas de acao residual e resistentes a agua (ESCAAP, 2010).

Os inseticidas topicos utilizados contra as infestacbes por pulgas nos animais
domésticos incluem imidaclopride, selamectina e fipronil sob a forma de coleiras, “spot-on” e
comprimidos orais (Schnieder et al., 2008; Beugnet & Franc, 2012). As pulgas adultas
representam apenas uma propor¢do muito pequena da populagéo total de pulgas, pelo que o
controlo dos estadios imaturos (fases de desenvolvimento fora do hospedeiro) deve ser sempre
tido em consideracgdo, especialmente em casos de infestacdes graves (ESCAAP, 2010). Como
tal, além de tratar o animal, é importante a implementacdo de medidas de controlo do ambiente
para uma eliminacéo eficaz de pulgas através da aplicacdo de produtos inseticidas e da aspiracdo
e limpeza dos locais frequentados pelos animais de casa (ESCCAP, 2010; Rhodes, 2011). As
medidas para o controlo de infestacGes de pulgas no exterior envolvem a remocdo de detritos
organicos, a rega regular do relvado e o corte da vegetagédo para permitir a penetracdo da luz

solar.

As medidas de prevencdo contra as picadas de fleb6tomos recomendadas nos canideos
incluem a reducdo de exposicdo a estes e a aplicacdo de inseticidas com acgdo repelente
(ESCAAP, 2010; ONLeish, 2013). Os piretroides sintéticos aplicados sob a forma de colar ou
formulagdes “spot-on” sdo os produtos mais amplamente usados nos canideos (Solano-Gallego
et al., 2009; Gramiccia, 2011; Pennisi, 2015; Talbi et al., 2015). Varios estudos tém
demonstrado que o uso regular destes compostos durante a época de atividade flebotominica
reduz significativamente o risco dos cdes serem infetados por L. infantum (ESCAAP, 2010;
Maia & Campino, 2011). A pulverizacao e higienizacdo dos locais onde os animais descansam,
permite diminuir o risco de transmissdo, tal como, a colocacdo de redes impregnadas com
piretroides nas janelas, de modo a ndo permitir a entrada do vetor para o interior das habitacfes
(Cortes et al., 2012; Maia et al., 2013; Talbi et al., 2015). Outra medida de diminuir a interacdo
vetor-cdo, é evitar os passeios no exterior depois de escurecer até ao amanhecer, durante a época
de transmissdo vetorial (Solano-Gallego et al., 2009; ESCCAP, 2012; Foroughi-Parvar &
Hatam, 2014).

A utilizagéo da vacinagédo contra as DTAV ainda néo reuniu consenso, Visto a variagéo

genética entre as espécies dos agentes patogénicos impedir a protecdo cruzada, ou originar
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pouca imunidade e causar demasiadas reac0es adversas. Para tal, estdo-se a desenvolver vacinas
que induzam a imunidade a partir de polipéptidos especificos do agente para impedir a infecdo

e/ou desenvolvimento de doenca (Hartmann, et al., 2013a).

Atualmente, em Portugal, existem vacinas para borreliose, babesiose e leishmaniose
caninas. Para o complexo Borrelia burgdorferi s.l. existem duas vacinas (Nobivac® Lyme,
Nobivac e Merilym3®, Merial), ambas baseadas na criagdo de anticorpos contra a OspA,
podendo ser utilizadas em animais seronegativos ou que tenham sinais ligeiros de artrite. No
caso da babesiose existe uma vacina contra B. canis (Pirodog®, Merial) e outra contra B. canis
e B. rossi (Nobivac Piro®, Nobivac); ambas as vacinas sio baseadas em antigénios sol(veis do
parasita (Caeiros, 2012; Hartmann, et al., 2013b) podendo ser administradas em animais
seronegativos. Para a prevencdo de LCan em cées sem anticorpos anti-Leishmania encontra-se
disponivel uma vacina (Canileish®, Virbac), baseada em proteinas secretadas-excretadas dos
promastigotas de L. infantum. Esta vacina reduz o risco de infecdo ativa e de doenca clinica
(Oliva et al., 2014).

2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral determinar a prevaléncia de infegdes causadas por
protozoarios e bactérias transmitidas por artrépodes vetores, tendo por base uma amostra de
canideos residentes no Sul de Portugal. O objetivo especifico consistiu em determinar a relacao
das caracteristicas intrinsecas e extrinsecas (idade, sexo, raca, modo de vida, desparasitacdes,
viagens e infe¢cbes concomitantes) dos animais da amostra com a presenca dos diferentes

agentes patogénicos identificados.

3. Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelas comissdes de Etica do Instituto de Higiene e
Medicina Tropical da Universidade Nova de Lisboa e da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade Lusdfona de Humanidades e Tecnologias.

Todos os proprietarios dos cdes foram informados do estudo, tendo sido a participacéo
dos canideos, nomeadamente a colheita de sangue e utilizacdo dos dados relativos ao paciente,
autorizada pelos mesmos. A participacdo dos canideos errantes foi autorizada pelos respetivos

responsaveis dos abrigos.

65



3.1. Area geografica do estudo

Este estudo foi realizado em 11 CAMV e 6 abrigos dos distritos de Lisboa, Setubal e
Faro. Lishoa é um distrito com uma area de 2.761 Km? dividido em 16 municipios, com uma
populacéo a rondar os dois milhdes de habitantes. Os invernos curtos e verdes longos e quentes
dao ao distrito um clima temperado. Mesmo nos meses mais frios, de Dezembro a Marco as
temperaturas ndo descem a pontos extremos, apenas aparentam ser mais frias devido a
proximidade com o rio (Instituto Nacional de Estatistica, 2008; DMPU, 2009).

O distrito de Setubal fica a 32 km de Lisboa, na margem norte da foz do rio Sado ladeada
pela Serra da Arrabida. Tem uma éarea de 5.064 Km? dividido em 13 municipios com 800 mil
habitantes residentes. Toda a regido de Setubal apresenta um clima misto, subtropical e
mediterranico, com fracas amplitudes térmicas devido a sua proximidade com o mar e a
presenca dos rios Tejo e Sado. O periodo de insolacédo é bastante elevado ao longo de todo o
ano e a precipitacdo é reduzida (INE, 2008; CMS, 2013).

O distrito de Faro representa a regido do Algarve, apresentando uma area de 4.960 km?
dividida em 16 municipios e uma populacdo residente de 434.023 habitantes. O clima é
oceénico, com temperatura amena durante todo 0 ano e com apenas dois meses mais chuvosos,
Novembro e Dezembro (INE, 2008; Costa, 2012).

3.2. Caracterizacao da amostra

A populacdo em estudo foi constituida por 1.010 cdes. A recolha de amostras foi
realizada entre Dezembro de 2011 e Abril de 2014, por motivos médicos ou consultas de rotina.
Durante a recolha da amostra foi preenchido um questionario pelos proprietarios e médicos
veterinarios, de modo a obterem-se informacdes sobre idade, sexo, raca, regido, estilo de vida
e exposicao a artropodes, desparasitacao e sinais clinicos compativeis com doencas transmitidas

por vetores (Apéndice I).

Para as amostras de animais errantes foram preenchidos os mesmos inquéritos descritos
anteriormente, mas certas informagdes, como a idade, foram estimadas, e outras mantiveram-

se desconhecidas, como as medidas profilaticas.
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3.3. Critérios de inclusao

Para efeitos do estudo, visando o objetivo geral, utilizou-se apenas como critério de
inclusdo, cédes provenientes do Sul de Portugal, que se apresentaram nos CAMV ou que

habitavam em abrigos.

4. Protocolo

4.1. Colheita e processamento de amostras de sangue

periférico

Ap0s tricotomia e assepsia com alcool etilico a 70% obtiveram-se, por venopuncao de
veias periféricas (veia cefalica, femoral ou jugular), amostras de sangue periférico. Para a
recolha das amostras foram utilizadas seringas e agulhas de acordo com o tamanho dos animais,
colhendo-se cerca de 1-2 ml de sangue por céo, no qual uma pequena quantidade de amostra
foi utilizada para impregnar uma area correspondente a uma moeda de 2 euros em papel de
filtro (Whatman® nimero 3). As amostras foram secas a temperatura ambiente e previamente,

cada papel de filtro foi identificado com o nimero da amostra e com a data da recolha, tendo

sido armazenados a 4°C até serem analisados.

4.2. Pesquisa de ADN de Anaplasma spp./ Ehrlichia spp.,
Babesia spp., Bartonella spp., Borrelia burgdorferi s.l.,

Hepatozoon spp. e Leishmania infantum

Para realizacdo da PCR foram executados varios passos. Como primeiro passo, foi feita
a extracdo do ADN diretamente do papel de filtro, seguida de um controlo de qualidade de
extracdo através da quantificacdo do ADN por espectrofotometria (Nanodrop 1000, Thermo

Scientific).

Apos a confirmacdo da extracdo de ADN de cada amostra, foi realizada a amplificacéo
do segmento do agente patogénico em estudo. Em todas as amplificagbes foram utilizados
controlos positivos (previamente sequenciados e especificos para cada agente que se pretendia
detetar) e controlos negativos. As técnicas de extracdo de ADN e a PCR foram realizadas em
areas separadas, previamente desinfetadas com lixivia de forma a prevenir possiveis

contaminagoes.
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Todos os produtos de PCR, assim como um marcador de massa molecular de 100 pb de
ADN, foram corridos por eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 120 V e 400 mA, durante 60
minutos (exceto para Bartonella spp. e Hepatozoon spp. em que se usou 130 V durante 80 min),

observados no transiluminador e fotografados no sistema UVIDOC.

Apdbs a visualizacdo dos produtos de PCR, os que apresentavam uma quantidade

suficiente de ADN foram enviados para sequenciacéo.

4.2.1. Extracéo de ADN a partir de papel de filtro impregnado

com sangue periférico
Para a extraccdo do ADN a partir de sangue impregnado em papel de filtro (fig. 14)
utilizou-se um método rapido comercial (Kit Citogene®, Citomed, Portugal), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

Figura 14 — Papel de filtro impregnado com sangue de cdo (Original)

Deste modo, utilizaram-se 4 discos do papel de filtro, de 4 mm de didmetro cada, 0s
quais foram a incubar num tubo de 1,5 ml em 150 ul de tampdo de lise e 1,5 ul de Proteinase K
(20 mg/ml), durante 15 min a 65°C em placa térmica, seguida de uma incubag&o a 55°C durante
2 horas, em banho-maria, invertendo os tubos a cada 30 minutos. Terminada a incubacéo,
retiraram-se as amostras do banho-maria, deixando o lisado arrefecer a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado a cada amostra 100 ul de solugéo de precipitadora de proteinas
e, de modo a obter uma mistura uniforme, usou-se o vortex a velocidade elevada durante vinte
segundos, seguindo-se uma centrifugacdo a 208179, durante 15 min, a 4°C, para haver a

formac¢ao de um “pellet” compacto de proteina.

Apbs a centrifugacdo, transferiu-se 200 ul de sobrenadante (ADN) para novos tubos
contendo 300 pl de Isopropanol a 100% e a mistura, depois de invertida 50 vezes, foi

centrifugada a 208179, 5 min, a 4°C. Apds rejeicdo do sobrenadante, adicionaram-se 300 pl de
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etanol a 70% e, para garantir a lavagem do “pellet”, inverteu-se suavemente o tubo varias vezes.
Procedeu-se a nova centrifugacdo a 20817¢g, durante 1 min, a 4°C, seguido da rejeicdo do
sobrenadante e colocacdo dos tubos com a tampa aberta numa posicao invertida, sobre papel
absorvente, na estufa a 52°C até que o ADN estivesse completamente seco, tendo sido
posteriormente adicionado 30 ul de tampé&o de hidratacdo de ADN a cada amostra e incubado
a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte, as amostras foram armazenadas a -
20°C até a realizacdo das PCR.

4.2.2. Pesquisa de ADN de Babesia spp.

Os “primers” escolhidos para a pesquisa de babesiose Piro A: 5’
AATACCCAATCCTGACACAGGG 3’ e Piro B: 5> TTAAATACGAATGCCCCCAAC 3

tiveram como referéncia o protocolo utilizado por Harrus et al. (2011b).

De acordo com o protocolo, para cada amostra (5 ul de ADN), preparou-se 20 ul de
mistura de reacdo constituida por 10,3 ul de &gua bidestilada, 5 pl tampéo de reacdo [tamp&o
NH4 (5X): 160mM (NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de solucdo de Mg2+
(256mM MgCI2), 0,5 ul de dNTPs (10 mM), 1 ul de cada “primer” Piro A e Piro B (10pmol/pl
cada) e 0,2 pul de enzima Taq polimerase (5U/ul). Utilizou-se 1 ul de ADN gendémico de Babesia
canis como controlo positivo e 5 ul de 4gua bidestilada como controlo negativo.

As condicGes Otimas para a amplificacdo por PCR foram as seguintes: uma desnaturacdo
inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos constituidos por uma desnaturagdo a 94°C
durante 30 seg., ligagdo dos “primers” a 64°C durante 45 seg. € uma extensdo a 72°C durante
30 seg. Para finalizar este ultimo ciclo, realizou-se uma extensao final a 72°C durante 7 min.
Os produtos de PCR, constituidos por 408 pb, foram visualizados por electroforese em 1,5% de

gel de agarose.

4.2.3. Pesquisa de ADN de Bartonella spp.

Para a deteccdo de ADN de Bartonella spp. foram utilizados os “primers” Bart F: 5’
CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG 3 e Bart R: 5
GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA 3’ (Diniz et al., 2007).

Para cada amostra (5 ul de ADN) adicionou-se uma mistura de reacdo de 20 ul
constituida por 11 ul de agua bidestilada, 5 pl de tampéo de reagdo [tampéo NH4 (5X): 160mM
(NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de solugdo de Mg2+ (25mM MgCI2), 0,5
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ul de dNTPs (10 mM), 0,6 ul de cada “primer” Bart F ¢ Bart R (10pmol/ul cada), e 0,3 pl de
enzima Taq polimerase (5U/ul). No controlo positivo adicionou-se 1 ul de ADN gendémico de

Bartonella spp e no controlo negativo adicionou-se 5 ul de agua bidestilada.

As condigdes 6timas para as amplificacdes por PCR foram: desnaturacgdo inicial a 95°C
durante 5 min, seguida de 55 ciclos com uma desnaturacéo a 95°C durante 15 seg., ligacdo dos
“primers” a 66°C durante 15 seg. e extensdo a 72°C durante 15 seg. A amplificacdo foi
completada com uma extenséo final a 72°C durante 1 min, obtendo-se assim produtos de
amplificacdo de 500-800 pb com posterior visualizagcdo por electroforese em 1,5% de gel de

agarose.

4.2.4. Pesquisa de ADN do complexo Borrelia burgdorferi s. 1.

Para a detecdo de ADN do complexo Borrelia burgdorferi s.l. por nested PCR foram
utilizados para a primeira PCR os “primers” 132f: 5-TGGTATGGGAGTTTCTGG-3' e 905r:
5-TCTGTCATTGTAGCATCTTT-3; e para a segunda PCR o0s “primers” 220f: 5'-
CAGACAACAGAGGGAAAT-3' e 823r. 5-TCAAGTCTATTTTGGAAAGCACC-3'
(Wodecka et al., 2010).

Tanto na primeira como na segunda reacao € utilizado um volume de 25 pl, onde 5 pl
de ADN ou produto da primeira reacdo foram adicionados a uma mistura de 20 pl constituida
por 10,3 ul &gua bidestilada, 5 pl tamp&o de reacdo [tampdo NH4 (1X): 160mM (NH4)2S04;
670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul solugdo de Mg2+ (25mM MgCI2), 0,5 ul dNTPs (10
mM), 1 ul de cada “primer” (10pmol/ul cada), e 0,2 ul enzima Taqg polimerase (5U/ul). No
controlo positivo adicionou-se 1 ul de ADN gendémico de Borrelia burgdorferi s.1. e no controlo

negativo adicionou-se 5 pl de agua bidestilada.

As condic¢des 6timas para a primeira amplificacdo por PCR foram: desnaturacao inicial
a 94,5°C durante 1 min, seguida de 25 ciclos com uma desnaturacdo a 94°C durante 30 seg.,
ligagdo dos “primers” a 52°C durante 30 seg. e extensdo a 72°C durante 1 min. A amplificacdo
foi completada com uma extenséo final a 72°C durante 5 min, obtendo-se assim produtos de

amplificacdo de 380 pb com posterior visualizacdo por electroforese em 1,5% de gel de agarose.

Na segunda amplificacdo as condi¢des Otimas foram: desnaturacdo inicial a 94,5°C
durante 1 min, seguida de 40 ciclos com uma desnaturacéo a 94°C durante 30 seg., ligacdo dos

“primers” a 55°C durante 30 seg. e extensdo a 72°C durante 1 min. A amplificacao foi

70



completada com uma extenséo final a 72°C durante 5 min, obtendo-se assim produtos de

amplificacdo de 230 pb com posterior visualizacdo por electroforese em 1,5% de gel de agarose.

4.2.5. Pesquisa de ADN de Ehrlichia spp./ Anaplasma spp.

Para a detecdo de ADN de Ehrlichia spp./Anaplasma spp. foram utilizados os “primers”
EHR 16SF: 5° GGTACCYACAGAAGAAGTCC 3 e EHR 16SR: 5
TAGCACTCATCGTTTACAGC 3’ (Harrus et al. 2011b).

Para cada amostra (5 ul ADN), preparou-se 20 ul de mistura de reacdo constituida por
10,3 pl de agua bidestilada, 5 pl tampdo de reacdo [tampdo NH4 (5X): 160mM (NH4)2S04;
670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de solucdo de Mg2+ (25mM MgCI2), 0,5 ul de dNTPs
(10 mM), 1 ul de cada “primer” EHR 16SF e EHR 16SR (10pmol/pl cada) e 0,2 ul de enzima
Taq polimerase (5U/ul). Como controlo positivo utilizou-se 1 ul de ADN genomico de E. canis

ou A. phagocytophilum e como controlo negativo 5 pl de 4gua bidestilada.

Para amplificacdo das amostras foram usadas como condi¢bes Otimas: uma
desnaturacdo inicial de 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos, que incluem uma
desnaturacdo a 94°C durante 30 seg., ligagdo dos “primers” a 55°C durante 30 seg. € uma
extensdo a 72°C durante 90 seg., e uma extensao final a 72°C durante 5 min. Os produtos de
amplificacdo constituidos por 345 pb foram visualizados por electroforese em 1,5% de gel de

agarose.

4.2.6. Pesquisa de ADN de Hepatozoon spp.

Os “primers” utilizados para amplificagdo de ADN de Hepatozoon spp. foram: Hep F:
5" ATACATGAGCAAAATCTCAAC 3’ e Hep R: 5 CTTATTCCATGCTGCAG 3’ (Harrus
etal., 2011b).

Para a sua realizacdo preparou-se, para cada amostra (5 ul de ADN), 20 ul de mistura
de reacdo constituida por 10,3 ul de agua bidestilada, 5 pl tampéo de reacéo [tampao NH4 (5X):
160mM (NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 ul de solugdo de Mg2+ (25mM
MgCI2), 0,5 pl de dNTPs (10 mM), 1 ul de cada “primer” Hep F e Hep R (10pmol/pl cada) e
0,2 ul de enzima Taq polimerase (5U/ul). Para o controlo positivo utilizou-se 1 ul de ADN
gendémico de H. canis e para o controlo negativo 5 pl de dgua bidestilada.

No termociclador, para a amplificacdo do ADN de Hepatozoon spp. presente nas

amostras, foram utilizadas as seguintes condigdes: uma desnaturacdo inicial a 95°C durante 5
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min, seguido de 34 ciclos que incluia uma desnaturacdo a 95°C durante 20 seg., ligacdo de
“primers” a 56°C durante 30 seg. e uma extensdo a 72°C durante 90 seg. A amplificacao
terminou com uma extensdo final a 72°C durante 5 min. Os produtos de amplificacdo

constituidos por 626-666 pb foram visualizados num gel de agarose a 1,5 %.

4.2.7. Pesquisa de ADN de Leishmania infantum

Na pesquisa de ADN de Leishmania infantum utilizaram-se os “primers” MC1: 5’
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3° e MC2: 5> CACCCATTTTTCCGATTTTG 3’ (Cortes et
al., 2004).

Para a amplificacdo preparou-se para cada amostra uma reacdo com 25 ul de volume
que continha 5 pl de ADN da amostra e 20 ul de mistura de reagéo. Esta era constituida por 5,3
ul de agua bidestilada, 5 ul de tampéo de reagdo [tampdo NH4 (10X): 160mM (NH4)2S04;
670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 3 wl de solugdo Mg2+ (25mM MgCI2), 0,5 ul dNTPs
(10mM), 3 ul de cada “primer” MC1 e MC2 (5 pmol/ul) e 0,2 ul da enzima Taqg Polimerase
(5U/ul). Como controlo negativo, foram utilizados 5 ul de 4gua bidestilada em vez de ADN e,
como controlo positivo, 2 ul de ADN extraido de uma cultura de massa de promastigotas de L.

infantum.

As condicBes 6timas para a PCR foram as seguintes: desnaturacgdo inicial a 94°C durante
2 min, seguido de 30 ciclos que consistia na desnaturacdo a 94°C durante 20 seg., ligacdo de
“primers” a 60°C durante 20 seg. e extensdo a 72°C durante 30 seg., e para finalizar uma
extensdo final a 72°C durante 5 min. Posteriormente, os produtos de amplificacdo constituidos

por 447 pb foram visualizados por electroforese em 1,5% de gel de agarose.

4.3. Sequenciacao e analise dos segmentos de ADN

O ADN amplificado foi enviados para sequenciacdo (empresa GATC-Biotech,
Alemanha), utilizando como iniciadores de sequenciagdo (uma direcdo) os mesmos “primers”

utilizados na amplificagdo do agente patogénico em causa.

A analise das sequéncias nucleotidicas obtidas foi realizada por correspondéncia no
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com as sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Um nivel de homologia maior ou igual a 99% foi aceite como
indicativo de elevado grau de confiangca. As sequéncias obtidas foram depositadas na Base de
Dados de ADN do Japdo (DDBJ) (http://www.DDBJ.nig.ac.jp).
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5. Analise estatistica

Todos os dados obtidos dos 1.010 cées estudados foram armazenados no software
Microsoft Excel 2013®. Para a andlise estatistica utilizou-se o programa informético SPSS.
Statistics 21.0 (IBM SPSS Modeler). Para analise dos dados recorreu-se aos seguintes testes
estatisticos: o teste de Mann-Whitney para relacionar os resultados moleculares com a variavel
idade; e o teste Qui-quadrado para relacionar os resultados moleculares com as varidveis
vacinacao, estilo de vida, regido, raca, desparasitacéo e viagens. O teste exato de Fisher foi
utilizado quando néo estavam reunidas as condicdes para a realizacdo do teste Qui-quadrado,
usando um nivel de significancia de 95% (p <0,05). O teste exato binominal foi usado para

calcular os intervalos de confian¢a, com um nivel de confianga de 95%.

6. Resultados

A amostra em estudo foi constituida por 1010 cdes, dos quais 521 (51,6%) eram
domeésticos e 489 (48,4%) errantes. Dentro dos 1004 em que o sexo foi identificado 504 (50,2%)

eram fémeas e 500 (49,8%) machos.

Dos 938 cédes em que foi possivel saber a idade, 73 (7,8%) tinham menos de um ano
(jovem), 576 (61,4%) tinham entre um e oito anos (adulto), e 289 tinham mais de oito anos
(sénior). A idade minima neste grupo foi de um més e a idade maxima de 19 anos, sendo a

média de cinco anos e um més com um IC 95% [57,74; 63,48].

Dos 1010 animais em estudo 305 (30,2%) eram da regido de Lisboa, 453 (44,9%) da
regido de Setubal e 252 (25,0%) da regido do Algarve (fig. 15). Relativamente ao estilo de vida,
63 (7,4%) eram de interior, 182 (21,4%) tinham acesso ao interior e exterior das habitacdes, e
607 (71,2%) residiam exclusivamente de exterior das habitagdes (fig. 16). Cento e sete (10,6%)
caes ja tinham feito viagens para outras regifes, 12 para Franca, 5 para a Suica, 4 para Espanha,
mas na sua maioria dentro do pais. Em relacdo as racas, 344 (43,4%) eram de raca definida e

449 (56,6%) eram de racga indeterminada.
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Figura 15 — Caracterizacdo da amostra quanto a Figura 16 — Caracterizacdo da amostra
regido (n=1010) quanto ao estilo de vida (n=852)

As amostras foram recolhidas na sua maioria no més de Maio com 36% (n=363) do

total, seguido do més de Abril e Dezembro (Fig. 17)
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Figura 17 — Distribuicdo das recolhas de amostras por meses do ano (n=1000)

Relativamente as desparasitacdes externas, 448 (46,5%) animais eram desparasitados
enquanto, 515 (53,5%) ndo recebiam profilaxia contra ectoparasitas. Os produtos mais
utilizados na desparasitagdo externa foram imidaclopride e permetrinas (Advantix®, Bayer) e
deltametrina (Scalibor®, MSD). Em termos clinicos, 700 (77,3%) cées foram considerados
saudaveis, enquanto 206 (22,7%) apresentavam sinais compativeis com DTAV nomeadamente
manifestacOes cutaneas (n=84), perda de peso (n=57), anorexia (n=38) e atrofia muscular
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(n=28) (fig. 18). Os outros sinais encontrados em menor frequéncia foram: palidez das mucosas,
linfadenopatia, febre, letargia, intolerancia ao exercicio, lesdes oculares, epistaxis,

onicogrifose, polidria e polidipsia, claudicacdo, vomitos e diarreia.
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Figura 18 — Caracterizagdo da amostra quanto aos sinais clinicos mais frequentemente reportados (n=206)

6.1. Resultados da pesquisa de ADN de Babesia spp., Bartonella
spp., Borrelia burgdorferi s.l., Anaplasma spp./ Ehrlichia spp.,

Hepatozoon spp. e L. infantum através da técnica de PCR

Sessenta e oito (6,7%; IC: 5,3-8,5%) cédes foram positivos por PCR pelo menos para um
dos agentes em estudo. Sendo que destes, 19 (1,9%; 1C:1,1-2,9%) foram positivos para
Anaplasma spp./ Ehrlichia spp., 8 (0,8%, IC: 0,5-1,5%) foram positivos para B. burgdorferi
s.l., 31 (3,1%; IC: 2,1-4,3%) para Hepatozoon spp. e 11 (1,1%; IC: 0,5-1,9%) para L. infantum.

Os géneros Bartonella e Babesia ndo foram detetados na amostra em estudo.

Dos 68 animais positivos por PCR para pelo menos um agente, 47% eram fémeas e 53%
machos, na sua maioria domesticos (65%) exclusivamente de exterior (56%), sendo que apenas
37% eram desparasitados externamente com regularidade, em maior nimero com Advantix®.

Dos animais com PCR positiva, 10% ja tinham viajado para fora das regiées em estudo.
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Apo0s sequenciagdo dos produtos de PCR foram confirmados 5 cdes infetados com A.
platys, 5 com E. canis, 6 com B. burgdorferi s.I. e 18 com H. canis, incluindo 1 animal

coinfetado por A. platys e H. canis.

As datas de recolha revelaram uma percentagem mais elevada de amostras positivas no
més de fevereiro (20%) e julho (22%), ao contrario do més de novembro em que ndo se

amplificou ADN dos agentes em estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — NUmero de amostras positivas por PCR a pelo menos um dos agentes em estudo por més

DATA DE RECOLHA NUMERO DE AMOSTRAS  NUMERO DE AMOSTRAS TOTAL
(MES) NEGATIVAS POSITIVAS (%)
Janeiro 89 3 (3%) 92
Fevereiro 57 14 (20%) 71
Marco 89 4 (4%) 93
Abril 111 4 (3%) 115
Maio 354 9 (2%) 363
Junho 25 5 (17%) 30
Julho 14 4 (22%) 18
Agosto 36 6 (14%) 42
Setembro 30 4 (12%) 34
Outubro 28 2 (7%) 30
Novembro 16 0 (0%) 16
Dezembro 89 7 (7%) 96

6.2. Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.
Dos 18 cées positivos para Anaplasma spp./ Ehrlichia spp. (fig. 19) foi possivel
identificar por sequenciacdo que cinco (quatro fémeas e um macho) se encontravam infetados
por A. platys e cinco (trés fémeas e dois machos) por E. canis. Dezasseis cdes eram da regido

do Algarve, 11 eram exclusivamente de exterior e 12 sem raca definida.
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Figura 19 — Electroforese em gel de agarose com os resultados da amplificacdo de Anaplasma spp./ Ehrlichia
spp.: M — marcador de 100pb; colunas 1-5, 8-12, 14, 17-26 - amostras negativas; colunas 6, 7, 13 e 15-16 —
amostras positivas; coluna 27 — controlo positivo (345pb); coluna 28 — controlo negativo (Original)

As amostras de sangue destes cdes foram recolhidas entre julho e dezembro nos diversos
anos, nao havendo dois cées positivos num Gnico més. Dois dos animais apresentavam sinais
clinicos, nomeadamente anorexia, perda de peso, atrofia muscular, intoleréncia ao exercicio,

tosse, polidipsia, sinais cutaneos e oculares e apenas um era desparasitado externamente.

N&o se verificaram associagOes estatisticamente significativas entre a infecdo por
Anaplasma spp. e os fatores intrinsecos (p>0,05) (Tabela 2). Contudo, os animais da regido do
Algarve (p=0,015), ndo desparasitados externamente (p=0,025) e domésticos (p=0,025)

apresentaram uma suscetibilidade a infeg&o significativamente superior.

Tabela 2 — Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exato de Fisher das varidveis
intrinsecas e extrinsecas com a presenca de infecdo por Anaplasma spp., p= indice de significancia (p < 0,05)

FATORES INDICE DE FATORES INDICE DE
INTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P) EXTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P)
Idade 0,265 Regido (Algarve) 0,015
Raca 0,227 Habitacéo 0,016
Sexo 0,986 Desparasitacao 0,025
Estilo de vida 0,794
Viajar 0,581
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Das cinco amostras de sangue positivas para E. canis duas foram recolhidas no més de
agosto, uma em fevereiro, uma em abril e outra em novembro. A desparasitacdo externa era

efetuada em dois dos cinco animais.

Embora nédo se tenham verificado associagGes estatisticas significativas entre a infecdo
por Ehrlichia spp. e os fatores intrinsecos (p>0,05) (Tabela 3), os cées oriundos da regido do
Algarve (p=0,001) apresentam uma suscetibilidade superior a infe¢do por este agente do que 0s

caes das outras regides estudadas.

Tabela 3 — Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exato de Fisher das variaveis
intrinsecas e extrinsecas com a presenca de infecéo por Ehrlichia spp., p= indice de significancia (p < 0,05)

FATORES INDICE DE FATORES INDICE DE
INTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P) EXTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P)
Sexo 0,504 Regido (Algarve) 0,001
Idade 0,390 Habitacio 0,207
Raca 0,446 Desparasitacéo 0,550
Estilo de vida 0,680
Viajar 0,290

6.3. Borrelia burgdorferi s.1.

O ADN de B. burgdorferi s.I. foi amplificado em oito amostras e sequenciado em seis
caes (quatro fémeas e quatro machos). Quatro animais eram de raca definida e quatro de raca
indeterminada. A maioria dos animais positivos (n=4) provinham da regido do Algarve, seguida
da regido de Setubal (n=3). Quatro cdes eram desparasitados externamente e apenas um

apresentava sinais clinicos, nomeadamente lesdes cuténeas e linfadenopatia.

Das oito amostras positivas duas foram recolhidas em fevereiro e duas em junho,
estando as restantes distribuidas pelo resto do ano, nomeadamente em janeiro, maio, setembro

e novembro.

N&o se verificou nenhuma relacdo entre os varios fatores intrinsecos e extrinsecos com

a infecédo por B. burgdorferi s.I. (tabela 4).
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Tabela 4 — Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exato de Fisher das variaveis
intrinsecas e extrinsecas com a presenga de infecdo por Borrelia burgdorferi s.l., p= indice de significancia (p <
0,05)

FATORES INDICE DE FATORES INDICE DE
INTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P) EXTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P)
Idade 0,520 Algarve 0,069
Raca 0,446 Habitacdo 0,453
Sexo 0,504 Desparasitacao 0,226
Estilo de vida 0,583
Viajar 0,514

6.5. Hepatozoon spp.

De 31 cées positivos para Hepatozoon spp. por PCR (Fig. 20) confirmou-se por
sequenciacao que 17 (5 fémeas e 12 machos) se encontravam infetados por H. canis. A maioria
dos cdes positivos eram animais domeésticos de exterior (n=11) sem raca definida (n=12) e
pertencentes a regido do Algarve (n=13). Dez dos animais ndo eram desparasitados
externamente e apenas dois apresentavam sinais clinicos: lesdes cuténeas, linfadenopatia,

polidipsia e anorexia.

Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose com os resultados da amplificacdo de Hepatozoon spp.: M — marcador
de 100pb; colunas 1-3, 6 e 7 - amostras negativas; colunas 4,5 e 8 - amostras positivas; coluna 9 — controlo positivo
(650pb); coluna 10 — controlo negativo (Original)

Das 31 amostras positivas cinco foram recolhidas no més de Fevereiro e seis em Maio,
estando as restantes distribuidas pelo resto do ano.
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Os animais que residiam no Algarve (p=0,001) e que ndo recebiam profilaxia
ectoparasiticida (p=0,034) apresentaram uma associacao estatisticamente significativa com a

presenca de infecdo por Hepatozoon spp. (tabela 5).

Tabela 5 — Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exato de Fisher das variaveis
intrinsecas e extrinsecas com a presenca de infecdo por Hepatozoon spp., p= indice de significancia (p < 0,05)

FATORES INDICE DE FATORES INDICE DE
INTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P) EXTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P)
Sexo 0,509 Regido (Algarve) 0,001
Idade 0,425 Habitacao 0,180
Raca 0,216 Desparasitacéo 0,034
Estilo de vida 0,160
Viajar 0,410

6.6. Leishmania infantum

Dos 1010 cdes em estudo, 11 (quatro fémeas e sete machos) foram positivos por PCR
para L. infantum. Dos animais positivos, seis eram cdes de raca, seis eram domésticos, cinco
residiam exclusivamente no exterior e sete eram da regido de Lisboa. Apenas cinco dos animais
ndo eram desparasitados regularmente e trés apresentavam sinais clinicos, nomeadamente

lesGes cuténeas, perda de peso e anorexia.

Das 11 amostras positivas oito foram recolhidas nos meses de Inverno (p=0,001),
dezembro, janeiro, fevereiro e marco. A infecdo por L. infantum foi estatisticamente superior
em animais residentes na regido de Lisboa (p=0,022) (tabela 6). N&o se verificou nenhuma
associacdo entre os restantes determinantes extrinsecos ou intrinsecos e a presenca de ADN

deste protozoario.

Tabela 6 — Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exato de Fisher das variaveis
intrinsecas e extrinsecas com a presenga de infecéo por Leishmania infantum, p= indice de significancia (p < 0,05).

FATORES INDICE DE FATORES INDICE DE
INTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P) EXTRINSECOS SIGNIFICANCIA (P)

Sexo 0,356 Habitacdo 0,843

Idade 0,851 Regido (Lisboa) 0,022
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Raca 0,132 Desparasitacéo 0,446

Estilo de vida 0,680
Viajar 0,180
Inverno 0,001

6.8. Coinfecao

Apenas um cdo doméstico aparentemente saudavel encontrava-se coinfetado por A.
platys e por H. canis. Este animal néo recebia qualquer tipo de desparasitagéo externa e habitava
na regido de Lisboa.

7. Discussao

Este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de bactérias e protozoarios
transmitidos por artropodes vetores no sangue de cées residentes no Sul de Portugal. Para tal,
foi analisada uma amostra de 1010 animais, das regifes de Lisboa, Setibal e Faro, tendo-se
obtido uma prevaléncia de infecdo de 6,7% (n=68). Destes, 67 animais estavam infetados por
um Unico agente e apenas um animal se encontrava coinfetado por A. platys e H. canis., ndo
tendo sido detetado ADN de Babesia spp., ou de Bartonella spp. em nenhum dos animais do

estudo.

A baixa prevaléncia de infecdo obtida neste estudo podera estar relacionada com o facto
da amostragem ter sido aleatoria, ao contrario de outros trabalhos em que a pesquisa dos agentes
se baseou em animais suspeitos de estarem infetados por agentes transmitidos por artropodes
vetores (Cardoso et al., 2012; Loftis et al., 2013; Maggi et al., 2014). E também importante
realcar que a prevaléncia obtida no presente estudo foi significativamente menor (p<0,001) do
gue a encontrada em gatos errantes e domésticos (29,9%) provenientes da mesma regido (Maia
et al., 2014a). Neste caso, as desigualdades nas prevaléncias podem ser explicadas pela
diferenca nas especies estudadas, tanto a nivel imunitario como pelo papel dos cées e dos gatos

nos ciclos de vida dos agentes em estudo.

A maioria dos caes infetados pertencia a regido do Algarve, havendo 0 mesmo namero
de machos e fémeas infetados, com uma ligeira predominancia para 0s animais sem raca
definida (n=39), apesar destes também estarem em maior nimero (n=449) na populacéo total

em estudo. Ao contréario dos resultados obtidos por Jittapalapong et al. (2006), no presente
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estudo os cdes errantes ndo apresentaram uma prevaléncia de DTAV superior aos domesticos,
0 que podera estar relacionado com o facto de serem animais de abrigos e ndo vadios e, como
tal, terdo provavelmente uma melhor alimentacao assim como acesso a medidas profilaticas e
cuidados médicos. Por outro lado, a razdo para a maioria dos animais infetados serem
domesticos podera estar relacionada com o facto de, apesar de terem proprietério, viviam ou
tinham acesso ao exterior e, como tal, estavam mais expostos aos vetores. E também importante
realcar que apenas um terco dos animais infetados era desparasitado externamente. Embora néo
tenha sido possivel aferir a eficacia dos principios ativos contra os diversos agentes, uma vez
que ndo foi incluido no inquérito inicial a pergunta sobre a regularidade e modo de aplicagdo
dos desparasitantes externos, é de realcar que ainda existem muitos proprietarios que nao

realizam profilaxia contra ectoparasitas nos seus animais (Domingos et al., 2013).

Ja pelas datas de recolha foi possivel detetar um nimero mais elevado de amostras
positivas no més de fevereiro, principalmente para L. infantum e Hepatozoon spp., uma das
épocas do ano, que segundo Fankhauser et al. (2015) e Leschnik et al. (2008) os vetores tém
menor atividade, j& que tanto os fleb6tomos como as carracas estdo, supostamente, mais ativos
a partir do més de Maio (Dantas-Torres, 2010; Maia et al., 2013). Tendo por base a informacéo
dos artigos atras citados, pode-se concluir que as amostras positivas nesta época do ano sao
verdadeiras infecdes, uma vez que ndo ha infecdes transitdrias ou contaminacdes por causa da

menor atividade do vetor (Maia & Cardoso, 2015).

A baixa prevaléncia para cada um dos agentes encontrada neste estudo relativamente
ao trabalho realizado por Cardoso et al. (2012), pode ser explicada pelas técnicas de detecdo
utilizadas. Enquanto a técnica de PCR, utilizado neste estudo, é mais sensivel que as técnicas
seroldgicas, utilizadas por Cardoso et al. (2012), na detecdo de uma infecéo ativa, a diferenca
entre os dois estudos podera ser explicada pelo facto de nem todos os animais expostos a
bactéria ficarem infetados, pelo que o nimero de animais expostos aos agentes sera superior ao

ndmero de infetados.

7.1. Anaplasma spp.

A presenca neste estudo de A. platys na regido sul do pais veio corroborar os resultados
previamente obtidos tanto em cdes (Alexandre et al., 2009; René-Martellet et al., 2015) como
em R. sanguineus s.l. (Maia, et al., 2014b). Os resultados do presente trabalho reforgcam uma

maior suscetibilidade dos cédes que habitam na regido do Algarve a este agente, seguindo a
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tendéncia observada por Cardoso et al. (2012) em que a prevaléncia de Anaplasma spp./
Ehrlichia spp. era superior na regido sul do pais em relagcdo ao norte. Contudo a prevaléncia de
Anaplamataceae obtida neste estudo (1,9%) foi inferior a encontrada em Espanha (4,0%) (Tabar
etal., 2009) e em Itélia (3,7-6,0%) (Trotta et al., 2009), podendo a diferenca entre estudos estar
relacionada com a populacdo-alvo. Isto porque, nos estudos desenvolvidos por estes autores,
todos os cées positivos por PCR eram animais que apresentavam sinais clinicos compativeis
com DTAV e internados para tratamento médico, enquanto neste trabalho a maioria dos animais

eram aparentemente saudaveis.

A detecdo de Anaplasma spp. foi significativamente superior em caes que ndo recebiam
tratamento profilatico contra ectoparasitas, reforcando a importancia da desparasita¢do externa
para diminuir a probabilidade de contrair a infecdo. De acordo com Domingos et al. (2013) e
Leschnik et al. (2008), o uso de desparasitantes externos é essencial para o controlo de DTAV,
e a sua utilizacdo (principio ativo e regularidade de aplicacdo) devera ser adequada a regiao e

ao contacto do cdo com o vetor.

Embora os sinais clinicos apresentados por dois dos cdes positivos, nomeadamente
perda de peso e anorexia, sejam compativeis com a infecdo de A. platys, a presenca de lesdes
cutaneas observada num dos animais infetados apenas se encontra descrita por Berzina et al.
(2014) em cdes infetados por A. phagocytophilum. Apesar da infecdo por A. platys ser
normalmente assintomatica, a presenca de infe¢cbes concomitantes e/ou processos imuno-

mediados poderdo ter sido as responsaveis pela presenca de sinais clinicos nos animais.

7.2. Bartonella spp.

Apesar do papel dos cdes na epidemiologia de Bartonella spp. ainda ser desconhecido
(Chomel et al., 2006), a infecdo por varias espécies de Bartonella ja foi reportada em cdes quer
por PCR, quer por serologia na Europa, nomeadamente em Espanha, Italia e Grécia (Yabsley
et al., 2008; Zobba et al., 2009; Diniz et al. 2009). Em Portugal ja se detetou a presenca de
Bartonella spp. em gatos, tanto por biologia molecular (Maia et al., 2014a) como por serologia
(Alves, et al., 2009) pelo que a ndo detecdo de cdes positivos para o género Bartonella no
presente estudo podera estar relacionado uma vez mais com a populacdo em estudo ou com a
diferenca na resposta imunitaria canina e felina a bactéria ou na preferéncia do vetor por gatos.
Por outro lado, e tendo em conta que a bacteriémia pode ser baixa e heterogénea, uma forma de

aumentar a sensibilidade da dete¢do da infecdo seria iniciar o diagndstico por uma cultura de
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enriquecimento, de modo a aumentar 0 nimero de bactérias, antes de tentar amplificar o

material genético de Bartonella (Pérez, et al., 2011).

Para se definir com maior rigor a epidemiologia desta infecdo nos cées é necessario
realizar mais estudos e tentar perceber quais 0s vetores responsaveis pela transmissdo, de
preferéncia recolhidos diretamente dos animais. SO assim serd possivel perceber se 0s
resultados do presente estudo se devem a baixa prevaléncia da infecdo em cées ou pela auséncia

de vetores que transmitam o agente aos cées na regido sul de Portugal.

7.3. Borrelia burgdorferi s.l.

Neste estudo foi possivel amplificar pela primeira vez ADN de B. burgdorferi s.l. em
amostras de sangue de cdes de Portugal, embora ja tivessem sido detetados animais
seropositivos nas regides do Algarve, Alentejo e Lisboa (Cardoso et al., 2012). A prevaléncia
obtida por PCR neste estudo (0,8%) foi ligeiramente superior a encontrada por técnicas
seroldgicas (0,2% em animais saudaveis e 0,5% em animais suspeitos de DTAV) por Cardoso
et al. (2012). Contudo, serdo necessarios mais estudos de modo a determinar se esta é uma
DTAV emergente no nosso pais, até porque tém aumentado o numero de espécies animais
diagnosticadas com esta infecdo, expondo cada vez mais 0s seres humanos ao agente (Smith et
al., 2012; Ebani et al., 2014; Kramer et al., 2014; Maia et al., 2014; Vera et al., 2014).

7.4. Ehrlichia spp.

A prevaléncia de infecdo por E. canis (0,5%) no presente estudo foi bastante inferior
a encontrada por Cardoso et al. (2012) por técnicas seroldgicas (4,1% em animais saudaveis e
16,4% em animais suspeitos de DTAV) em cées de todo o pais, tal como aconteceu nos restantes
estudos realizados pela Europa (Aguirre, et al., 2004; Pantchev et al., 2009; Ebani et al., 2014).
Isto porque para o presente estudo utilizou-se a técnica de PCR, onde se amplificou ADN do
agente, enquanto pelas técnicas seroldgicas utilizadas nos restantes trabalhos foram detetados
anticorpos produzidos ndo sé pela presenca de infe¢fes verdadeiras mas também por contacto

com esta bactéria.

No presente estudo a prevaléncia de infecdo por E. canis foi significativamente
superior (p=0,001) nos cées residentes no Algarve, corroborando os resultados obtidos através

de técnicas seroldgicas realizadas em cdes (Cardoso et al.,, 2012) e através de técnicas
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moleculares em gatos (Maia et al., 2014a), o que podera estar associado com as condi¢des

ambientais favoraveis ao vetor R. sanguineus s.l. no sul do pais.

7.5. Babesia spp.

Embora ja tenha sido detetado B. canis e B. vogeli em cées (Cardoso et al., 2010a; 2012)
e B. microti e B. vogeli em gatos do norte de Portugal (Vilhena et al., 2013), assim como B.
vogeli em gatos e carragas no sul do pais (Maia et al., 2014a; 2014b), no presente estudo néo
se detetou ADN de Babesia em nenhuma das amostras analisadas. A ndo detecéo de B. canis
podera estar relacionada com o facto do seu vetor, D. reticulatus, ser mais abundante no norte
(Cardoso et al., 2010a), enquanto a auséncia de amostras positivas para B. vogeli é mais dificil
de explicar, uma vez que, como referido anteriormente, R. sanguineus s.l. se encontrar
amplamente distribuido no sul do pais. Contudo, no inquérito realizado por Halos et al., (2014)
com o intuito de pesquisar babesiose canina na Europa Ocidental, a prevaléncia da parasitose
no sul de Espanha, regido contigua ao Algarve, foi de 0,0-0,7%, demonstrando que no sul da

peninsula ibérica a infecdo por este protozoario ndo parece ser muito comum em cées.

7.6. Hepatozoon spp.

A detecdo de ADN de Hepatozoon spp. foi significativamente superior (p= 0,001) nos
animais da regido do Algarve, um fator extrinseco que se provou influenciar a presenca deste
agente. De facto, H. canis foi recentemente identificado por PCR em cées (24/317) (René-
Martellet et al., 2015), em raposas (68/90) (Cardoso et al., 2014) e em carragas R. sanguineus
s.l. (2/925) removidas de cdes residentes nesta regido (Maia, et al., 2014b), evidenciando que

esta espécie de protozoario se encontra largamente presente no sul do pais.

Dos 31 cdes infetados por H. canis apenas trés apresentavam sinais clinicos,
demonstrando que, apesar da maioria dos animais serem aparentemente saudaveis, as infecoes
subclinicas ndo devem ser negligenciadas, uma vez que pode evoluir para doenca e requerer

tratamento especifico.

A prevaléncia de infe¢do foi estatisticamente superior nos cédes que ndo receberam
tratamento profilatico contra parasitas externos (p= 0,034), refor¢ando a necessidade de alertar
0s proprietérios sobre a importancia de realizarem uma desparasitacdo adequada no animal de
modo a evitar a transmissdo de agentes patogénicos (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Stanneck
& Fourie, 2013).
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7.7. Leishmania infantum

A prevaléncia de L. infantum (1,1%) obtida neste estudo foi inferior a obtida em cées
de Lisboa (34,9%) (Maia et al., 2010), utilizando a mesma técnica molecular (PCR
convencional) e 0 mesmo tipo de amostra (sangue periférico impregnado em papel de filtro). A
detecdo de ADN de Leishmania num menor nimero de cdes pode ser explicada pela dindmica
da infecdo ao longo do tempo, sendo esta dependente da abundancia, distribuigéo e taxa de
infecdo do vetor. Em contrapartida, o sangue periférico ndo é o tecido de primeira escolha para
o diagnostico de leishmaniose como ja demonstrado em canideos, uma vez que a presenca dos
parasitas na circulacdo sanguinea parece ser intermitente (Maia & Campino, 2008). De facto, e
tendo em conta a seroprevaléncia de 18,22% recentemente obtida em 170 cdes da regido do
Algarve (Maia et al., 2015), a PCR do sangue periférico deve ser utilizada em conjugacao com
as técnicas serolégicas de modo a evitar resultados falsos negativos, especialmente em cées

infetados subclinicamente (Maia & Campino, 2008).

Contudo, a predominancia de cées infetados durante o inverno demonstra que séo
infecdes ativas, descartando contaminacdes e infecdes transitorias, uma vez que esta ndo é a

época de maior atividade flebotominica (Maia et al., 2013).

Apesar da baixa prevaléncia obtida neste estudo a infegdo por L. infantum foi
significativamente superior nos cdes de Lisboa (p= 0,022), tal como aconteceu no estudo

realizado por Cortes et al. (2012).

A diminuicdo de animais infetados por Leishmania infantum pode significar que nos
ultimos anos tem aumentado o conhecimento sobre a infecdo, o0 que leva os médicos

veterinarios a esclarecerem melhor os proprietarios e a que estes optem pela prevencao.

7.8. Coinfecao

Embora a presenca de coinfecgdes por mais de um agente patogénico transmitido por
artropodes vetores sejam frequentemente reportadas em zonas endémicas (Andersson et al.
2013; Baneth et al., 2015), no presente estudo apenas se detetou um animal coinfetado por H.
canis e A. platys. Embora este céo fosse clinicamente saudavel, as coinfec¢cdes podem potenciar
a patogénese da doenca, alterando as manifestacfes clinicas associadas as infegcdes simples,

dificultando o diagndstico e tratamento (Otranto et al., 2010; Andersson et al., 2013).
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8. Conclusao

Este estudo teve como objetivo detetar doencgas transmitidas por artropodes vetores em
caes residentes no sul de Portugal, para melhor se compreender a sua disseminacdo e
consequentemente alertar os médicos veterinarios e 0s proprietarios para a necessidade de

prevenir estas infecdes, algumas causadas por agentes patogénicos com potencial zoonético.

A prevaléncia obtida neste estudo foi inferior a encontrada num estudo recente realizado
na mesma regido mas em gatos (Maia et al., 2014a), o que pode ser justificado pela menor
suscetibilidade dos cdes a alguns agentes (como por exemplo Bartonella spp.). A baixa
prevaléncia também poderé ser justificada por uma maior consciencializagcdo dos médicos-
veterinarios e dos donos para a importancia de proteger os canideos domésticos dos artropodes

e dos agentes por eles transmitidos.

Com o0 aumento da exposicdo dos cdes aos vetores, devido as alteracdes climaticas e
reaproximacao das areas verdes, torna-se indispensavel a inclusdo dos agentes transmitidos por
artrépodes nas listas de diagndsticos diferenciais, especialmente em areas endémicas. Mesmo
em animais sem sinais clinicos devem ser realizados rastreios seroldgicos para descartar estas
doencas, nem que seja com a observacdo cuidada de esfregacos sanguineos. A escolha dos
planos de desparasitacdo e vacinacao a utilizar também devem ser avaliados cuidadosamente,
embora a realidade econémica que se vive de momento em Portugal nem sempre permita a

aplicacdo de todas as medidas profilaticas existentes.

A populacdo alvo deste trabalho permitiu alcancar uma amostragem mais préxima da
realidade obtendo uma prevaléncia mais precisa, uma vez que foram analisados animais
domesticos e errantes de modo aleatdrio, isto é, sem a identificacdo prévia de animais
clinicamente suspeitos de estarem infetados por DTAV. Contudo, mais estudos com critérios
de inclusdo ainda mais restritos e adaptados aos diferentes agentes patogénicos, tais como a
divisdo do estudo por épocas do ano, avaliagédo serologica e/ou molecular do mesmo animal em
diferentes momentos da infeco e analise de um maior numero de amostras de diferentes tecidos
e ndo apenas de sangue periférico, pode reduzir as dificuldades de diagndstico e facilitar o

tratamento precoce dos animais infetados/doentes.
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Apéndice I- Inquérito preenchido pelos Médicos Veterinarios que recolheram as amostras

dos caes em estudo
Instituto de Higiene e Medicina Tropical

Unidade de Parasitologia Médica

Identificacdo do animal Data colheita: _/ /
Nome:
Sexo: Macho |:| Fémea |:| Idade /data nascimento:

Freguesia onde vive o animal:

Concelho onde vive o animal:

O animal permanece: Exclusivamente de interior []
Interior e exterior []
Exclusivamente de exterior |:|

Deslocagdes dentro ou fora de Portugal?

Sim |:| Nao |:| Onde?

O animal recebe regularmente inseticidas/repelentes ?

Sim [ ] Néo [ ] Qual?

Se clinicamente suspeito, por favor indique os sinais clinicos presentes:

LesGes dérmicas (seborreia e/ou alopécia e/ou ulceragéo)
Linfadenopatia ] Lesdes oculares
Perda de peso progressiva Epistaxis

Atrofia muscular Onicogrifose
Diminuicéo do apetite Palidez das mucosas
Febre Poliuria e polidipsia
Letargia Vomito e/ou diarreia
Intolerancia ao exercicio Claudicagéo

Doencas concomitantes:

sim [] Nio [ ] Qual?

Produto a analisar: ~ Soro [] Sangue em pp de filtro [ ]

Colheita efetuada por:

Consentimento:




