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Resumo- Estudo de hemoparasitas transmitidos por vectores, em cées de canil

As doencas transmitidas por vectores sdo causadas por parasitas, bactérias ou virus e séo
veiculadas pela picada de artropodes (principalmente ixodideos e mosquitos). Estas doencas
afectam cédes a nivel mundial e a maioria delas tém potencial zoon6ético. Nestas estdo incluidas
as doencas sob estudo: Erliquiose, Babesiose, Riquetsiose, Anaplasmose e Leishmaniose.

A patogénese das doencas sob estudo, baseia-se fundamentalmente na resposta humoral
exagerada e nao protectora desenvolvida pelo hospedeiro, que provoca sintomas semelhantes
aos de uma doenca auto-imune. Isto é, ao contrario do que se podia pensar, ndo € o parasita
em si que é responsavel por todos os sintomas da doenca, mas sim a resposta imunolégica do
hospedeiro a sua presenca.

No que respeita ao diagnostico, os médicos veterinarios podem ter a sua tarefa complicada
devido a auséncia de sintomas especificos e a presenca de co-infec¢des (infeccdo por mais do
gue um parasita). A compreenséao por parte do clinico, da patogenia e imunologia das doencas
transmitidas por vectores, é uma ferramenta essencial para o diagndstico rapido e preciso.

Sob o ponto de vista zoonético, se por um lado os canideos actuam como sentinelas de
doencas, por outro, sdo reservatorios de parasitas e importantes hospedeiros de transporte de
vectores. Devido a isto um dos pontos fulcrais da prevencdo destas hemoparasitoses € o
controlo de vectores.

Neste estudo foi realizado o rastreio de cinco doencas transmitidas por vectores, causadas
pelos agentes: Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis e
Leishmania infantum. Este estudo incidiu sobre uma populacédo de um canil de Setubal, no qual
foram testados 80 caes (29 machos e 51 fémeas) escolhidos aleatoriamente. Os testes
utilizados foram testes comerciais de imunofluorescéncia indirecta (IFl). Dos animais testados
58,75% dos animais encontravam-se infectados (20% co-infectados e 38,75% mono-
infectados). As prevaléncias de anticorpos contra os 5 agentes foram: Rickettsia conorii
(23,75%), Babesia canis (20%), Ehrlichia canis (16,25%), Leishmania infantum (16,25%) e
Anaplasma phagocytophilum (12,5%).

Palavras-chave: Hemoparasitas, Erliquiose, Babesiose, Riquetsiose, Anaplasmose e

Leishmaniose.



Abstract- Vector-borne diseases in kennel dogs, a study

Vector-borne diseases are caused by parasites, virus and bacteria, and transmitted through the
bite of arthropods. These diseases have a great zoonotic potential and affect dogs worldwide.
The five diseases studied (Ehrlichiosis, Babesiosis, Rickettsiosis, Anaplasmosis and
Leishmaniasis) are included in this category of illness.

The pathogenesis, it's based mainly on the humoral response developed by the host, that being
exaggerated and not protective, causes symptoms similar to an autoimmune disease. Meaning,
on the contrary to what might be thought, is not the parasite itself that is responsible for all the
symptoms, but the host’s immune response to their presence.

Concerning the diagnosis, veterinarians can have their task complicated by the absence of
specific symptoms and the presence of co-infection (infection for more than a parasite).The
understanding of the clinical, the pathogenesis and immunology of vector-borne diseases, is an
essential tool for rapid and accurate diagnosis.

From the zoonaotic point of view, dogs act as sentinels of disease, and are important reservoirs of
parasites and carry vectors. Due to this, one of the key points for prevention of vector-borne
diseases in animals and humans is vector control.

In this study was performed the screening of five vector-borne diseases caused by the agents:
Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis and Leishmania
infantum. This study focused on a population of a kennel of Setubal, in which 80 dogs (29 males
and 51 females), randomly chosen, were tested. The tests used were indirect fluorescence
antibody (IFA) commercial. 58.75% of the animals tested animals were infected (20% co-
infected and 38.75% single infections). The point prevalence for different pathogens was:
Rickettsia conorii (23.75%), Babesia canis (20%), Ehrlichia canis (16.25%), Leishmania infantum

(16.25%) and Anaplasma phagocytophilum (12.5%).

Keywords: Hemoparasites, Ebhrlichiosis, Babesiosis, Rickettsiosis, Anaplasmosis and
Leishmaniasis.
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ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

ASP  Antigénios sollveis do parasita

BID duas vezes ao dia

DC dense-cored cells

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EMC Erliquiose monocitica canina

EUA Estados Unidos da América

FIMP Factor inibidor de migracéo plaguetaria
IFI Imunofluorescéncia indirecta

IFN Interferdo
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MHC Complexo Maior de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex)
mL mililitro

MSF Mediterranean Spotted Fever

MV  Médico Veterinario

n.c Numero

NK Células natural killer

PBS Tampao fosfato-salino (Phosphate buffered saline)

pb pares de bases

PCR Reacc¢do em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction)
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PO Via oral

PSE Proteinas secretadas e excretadas
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RC reticulate cells

RMSF Rocky Mountain Spotted Fever
rom  rotacdes por minuto

SC Subcutaneo

SID Uma vez ao dia

TAR Terapéutica anti-retroviral
Thelper Células T efectoras

p (valor de p) significancia

WB  Western blotting



Estudo de hemoparasitas transmitidos por vectores,

em caes de canil

1- Descricdo das actividades desenvolvidas durante o estagio
curricular

O estéagio curricular do Mestrado integrado em Medicina Veterinaria, foi realizado na clinica
veterinaria Linda-A-Vet e no Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
da UTL.

O estagio realizado na clinica veterinaria Linda-A-Vet, sob a orientagdo do Dr. Antonio Pedro
Bispo Fachada, permitiu também o acompanhamento do trabalho de toda a equipa clinica.
Decorreu entre 6 de Setembro de 2010 e 26 de Fevereiro de 2011, com o horéario de 22 a 62 das
10h as 20h, excepto 52 (das 14h as 20h) e sdbados das 10h as 15h. Durante este periodo
foram realizadas actividades nas diversas areas de clinica de pequenos animais: Medicina
Interna, Internamento, Imagiologia, Cirurgia e gestdo clinica. As espécies animais mais
consultadas foram o céo (Canis familiaris) e o gato (Felis catus), ocasionalmente leporideos.
Durante as consultas foi possivel acompanhar e realizar: anamnese, exame de estado geral,
diagnésticos diferenciais e exames complementares (hemograma, bioquimicas, observacéo
microscopica, urianalises, analises coproldgicas, raspagens de pele, biépsias, testes rapidos de
diagnéstico, electocardiogramas e medicdo de pressodes arteriais). As areas de consulta foram
diversas: vacinacao/desparasitacdo, hemotologia/infecciologia, nefrologia/urologia, oncologia,
gastroenterologia, dermatologia, cardiologia, endocrinologia, oftalmologia, ortopedia e
toxicologia. Os principais motivos de consulta além de vacinac¢Ges/desparasitacbes, em gatos
principalmente insuficiéncias renais, cistites, hipertiroidismo e oncologia, em caes
hemoparasitoses, insuficiéncias renais e oncologia. As consultas permitiram um seguimento dos
casos, 0 que se tornou vantajoso para a comprenséo da evolugéo de varias doencas / estados
clinicos. Possibilitaram também um contacto com o publico, permitindo o desenvolvimento de
capacidades comunicativas como Médica Veterinaria.

No internamento foi possivel a realizagdo de venopuncgdes, colocagdo de cateter endovenoso,
pensos, administracdo de farmacos via oral, endovenosa, intramuscular e subcutanea,

algaliacdes, quimioterapia e tipificacdo sanguinea. As principais causas de internamento foram
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insuficiéncias renais, doencas infecciosas, lipidose hepatica (em gatos) e hemoparasitoses (em
cdes). Durante o internamento, retiraram-se também valiosos conhecimentos relativos ao
comportamento de um animal internado e ao maneio de animais agressivos.

No campo da imagiologia, foi possivel observar, participar e realizar radiografias, endoscopias e
ecografias (abdominal e cardiacas). Foi possivel a observacdo de procedimentos ecoguiados
como puncgdes aspirativas com agulha fina (PAAFs), biopsias e toraco e abdominocenteses. Na
imagiologia retiraram-se conhecimentos de constantes radiolégicas e posicionamento,
manubracao de um endoscopio e noc¢des de ecografia (aspecto dos orgaos).

Em cirurgia foi possivel auxilar e realizar toda a preparacado pré-cirlrgica desde a preparacao da
anestesia, administacdo anestésica e pré-medicacao, a preparacdo do campo cirdrgico (rapar o
pélo e desinfeccdo). Durante a cirurgia realizaram-se fun¢des de monitorizacdo anestésica e
ajudante de cirurgido. Como ajudante de cirurgido auxiliou-se em cirurgias de varias areas
como: oftalmologia (entrépions, remocdo de calazios e resolucdo de Ulceras); odontologia
(destartarizacbes e remocdo de dentes); gastroenterologia (remocdo de corpos estranhos,
resolucao de tor¢cbes gastricas com gastropexia e colocacao de tubos endofagicos); reproducdo
(histerectomias e pibmetras); urologia (remocéao de céalculos na bexiga); ortopedia (resolucao de
fracturas) e outras de tecidos moles (remoc¢do nddulos cutaneos, remocao de massas e
resolucdo de hérnias). Realizou-se a castracdo electiva de gatos e cdes. Na area cirargica
retiveram-se conhecimentos relativos a protocolos e monitorizacdo anestésica, realizacdo de
cirugias, suturas e comportamento a ter numa sala de cirurgia.

Também foi possivel a realizacdo de necropsias em alguns animais.

Em termos de gestdo clinica, foram-me transmitidas no¢des de custos, organizacao e relacdes
interpessoais. Obtiveram-se conhecimentos precisosos de como reduzir nalguns custos e de
como boas relacdes interpessoais e trabalho em equipa numa clinica, sdo fundamentais para o
sucesso da mesma.

O facto da clinica Linda-A-Vet possuir 4 Médicos Veterinarios possibilitou-me a observacao de

varios métodos de trabalho, contribuindo para a formag&o do meu, como Médica Veterinaria.

O estagio que decorreu no laboratério de Parasitologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
da UTL, permitiu a realizacdo e observacdo de testes de imunofluorescéncia (IFI), de
esfregacos de sangue e testes de Knott. Retirei conhecimentos fundamentais a realizacdo das
diversas técnicas laboratoriais, e a observacdo das mesmas.Contribuiu também para a
percepcdo do comportamento a ter num laboratério, tendo nocéo de todos 0s perigos inerentes

a este actividade.



2- Introducéo

2.1- Doengas transmitidas por vectores

As doencas transmitidas por vectores sdo causadas por parasitas, bactérias ou virus e séo
veiculadas pela picada de artropodes (principalmente ixodideos e mosquitos) (Stanneck, 2006;
Beugnet & Marié, 2009). Esta multiplicidade de doencas, afecta cdes em todo o mundo
(Caprariis et al., 2011) e a maioria delas tém potencial zoon6tico (Parola, Davoust & Raoult,
2005b). Nestas doencas de grande importancia veterinaria, estdo incluidas as doencas sob
estudo: Erliquiose, Babesiose, Riquetsiose, Anaplasmose e Leishmaniose (Otranto & Dantas-
Torres, 2010).

De entre as infecgbes transmitidas por ixodideos considera-se que as provocadas por Ehrlichia
canis e por Anaplasma phagocytophilum sdo as mais importantes, sendo a provocada pela
Rickettsia conorii de menor aparente relevancia. A Leishmaniose transmitida por fleb6tomos é
de grande impacto causando doenca clinica severa (Stanneck, 2006).

O facto dos anticorpos e agentes destas doencas poderem persistir no sangue ou tecidos do
animal, por periodos de tempo prolongados, dificulta a interpretacdo dos testes de diagnéstico,
especialmente em animais que habitam zonas endémicas a doenca (Breitschewerdt, 2007).
Assim, chegar a um diagnéstico pode ser uma tarefa complicada para o Médico Veterinario. Por
um lado porque os sintomas podem ser inespecificos e 0s sinais hematolégicos e bioquimicos
confusos, uma vez, que no mesmo animal poderemos encontrar a presenca de co-infec¢des
(activas ou nao) (Caprariis et al., 2011). Por outro, a deteccéo de anticorpos, antigénio, ADN ou
ARN néo sustenta directamente a relacdo causa-efeito entre, a deteccdo do microrganismo e as
manifestacdes da doenca no animal (Breitschewerdt, 2007). O ideal sera a interpretacao
conjunta de todos os dados, desde a histdria pregressa e possivel contacto com o vector, a
analise dos testes complementares, passando por um minucioso exame clinico.

A compreensdo por parte do Médico Veterinario da patologia e imunologia das doengas
transmitidas por vectores, também sao ferramentas essenciais para um diagndéstico mais rapido
e preciso.

O principio da prevencéo destas doengas estabeleceu-se firmemente na medicina veterinaria. A
regra basica de que é preferivel a profilaxia ao tratamento apds a contrac¢éo da doenga, esta
cada vez mais a ser aplicada na pratica clinica de animais de companhia (Stanneck, 2006).
Neste estudo foi realizado o rastreio de cinco doencgas transmitidas por vectores, causadas
pelos agentes: Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis e

Leishmania infantum.



Um rastreio consiste no exame sistematico de uma populacdo ou de uma amostra desta,
independentemente do seu estado clinico, com o objectivo de aferir a prevaléncia de uma ou
mais doencgas. Esta prevaléncia quando determinada num dado momento é denominada
prevaléncia de ponto (point prevalence), usualmente expressa sob a forma de percentagem.
Qualquer técnica seroldgica pode ser utilizada como teste de rastreio, a escolha é usualmente
feita favorecendo aquela que for mais simples, pratica, rapida, com menores custos (Toma et
al.,2005) e com maior especificidade e sensibilidade.

2.2- Breve revisao taxonémica

As infecgBes transmitidas por ixodideos sdo um problema mundial emergente em céaes, que
para além de causarem doenca em climas tropicais e semi-tropicais, sdo também actualmente
reconhecidas como causa de doenca em climas temperados urbanos e sub-urbanos (Shaw,
Birtles & Breitschwerdt, 2001).

Os agentes, sob estudo que pertencem ao reino Bacteria, filo Protobacteria, classe a-
Protobacteria e ordem Rickettsiales, (National Center for Biotechnology Information [NCBI],
2009a) responsaveis pela “febre da carraga” em canideos em Portugal, dividem-se nas familias
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae (Baneth, 2006; NCBI, 2009a).

Os membros da familia Anaplasmataceae sdo bactérias (coccos gram negativos)
obrigatoriamente intracelulares, que se replicam na célula eucaridtica hospedeira, quando
contidos em vacuolos derivados da membrana (Rikihisa, 1991; Baneth, 2006).

Quanto a posicdo taxonomica, Anaplasma phagocytophilum sofreu uma reorganizacao,
baseada no estudo filogenético do gene 16S rARN e do operéo groESL, (Dumler et al., 2001).
Sendo assim, a antiga Ehrlichia phagocytophilum passa a pertencer ao género Anaplasma,
passando a designar-se Anaplasma phagocytophilum (Dumler et al., 2001; NCBI 2009a). Assim
como Ehrlichia equi que também se passara a designar Anaplasma phagocytophilum (Dumler
et al., 2001).

A espécie Ehrlichia canis, ndo sofreu qualquer alteragcdo, continuando a pertencer ao género
Ehrlichia (Dumler et al., 2001; NCBI 2009a).

Todas as espécies pertencentes a familia Rickettsiaceae sdo bactérias obrigatoriamente
intracelulares, que se desenvolvem livremente no citoplasma das células eucaridticas
hospedeiras (Dumler et al., 2001). Desta familia faz parte, o agente sob estudo, Rickettsia
conorii, membro do género Rickettsia (Dumler et al., 2001; NCBI, 2009a).

O outro agente sob estudo também responsavel pela “febre da carraga”, pertence ao filo
Apicomplexa, ordem Piroplasmida, (Irwin, 2009) familia Babesiidae, género Babesia (NCBI,

2009c) e espécie B. canis.
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Leishmania infantum é o agente da leishmaniose canina e é transmitido por fleb6tomos. E um
agente eucariota, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (NCBI, 2009d).

3- Reviséao bibliografica

3.1- Ehrlichia canis

3.1.1- Histéria e Epidemiologia
Ehrlichia canis é o agente da Ehrlichiose monocitica canina (EMC) (Rikihisa, 1991; Pinyoowong,
Jittapalapong, Suksawat, Stich & Thamchaipenet 2008), tendo sido descoberto pela primeira
vez em 1935 por Donatien e Lestoquard no instituto Pasteur na Argélia (Donatien &
Lestoquard,1935). Designado na altura por Rickettsia canis, foi também reconhecido
Rhipicephalus sanguineus como seu vector (Donatien & Lestoquard,1935). Em 1945, o agente
da EMC passou-se a designar Ehrlichia canis, por Moshkovski em honra a Paul Ehrlich (Ristic &
Huxsoll, 1984, citado por McDade, 1990)
A infeccdo por E.canis é de distribuicAo mundial (Shaw et al., 2001; Neer, Breitschwerdt,
Greene & Lappin, 2002), ja tendo sido relatada em Africa, Asia, América e Europa (Harrus,
Kass, Klement & Waner, 1997; Cohn, 2003; Stich, Schaefer, Bremer, Needham & Jittapalong,
2008). Casos ndo importados (autoctones) de E.canis na Europa, foram relatados
principalmente em Portugal, Espanha, sul de Franca, Italia, Balcas, Turquia e Grécia (Baneth,
2010a) . A prevaléncia da Ehrlichiose monocitica causada por E.canis esta relacionada com a

distribuicdo geografica do seu vector (Neer et al., 2002; Breitschwerdt, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5654&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5658&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

3.1.2-Microestrutura
A moérula de E.canis encontrada nos mondcitos e macrofagos € uma "microcolénia” de bactérias

(analogas a clamidia) (McDade, 1990), cercadas por um vacuolo revestido por uma membrana
celular (Harrus et al, 1990; Rikihisa, 1991; Cohn, 2003; Stich et al., 2008).

E.canis apresenta 3 estados evolucionais: corpo elementar, corpos iniciais e morula (Fig.1). O
corpo elementar é a unidade ehrlichiae. Sao organismos gram negativos com aproximadamente
0,5um de didmetro, de forma redonda mas podendo exibir pleomorfismo (Rikihisa, 1991). Estes
entram nos mondcitos e macrofagos por fagocitose. Os vacuolos fagolisossomais nao se
fundem, contudo, cada corpo elementar comeca a crescer e dividir-se através de divisdo
binaria. Apos 3-5 dias da infec¢ao, pequenos corpos elementares agrupados formam um corpo
inicial com cerca de 1.0-2.5 ym de didmetro. Durante mais 7-12 dias dar-se-a crescimento
adicional e os corpos iniciais desenvolvem-se em inclusbes maduras com configuracdo de
moérula. Quando a célula infectada ruptura, a mérula fragmenta-se em corpos elementares e o
ciclo infeccioso repete-se (McDade, 1990; Rikihisa, 1991).

Ao nivel do genoma a bactéria E.canis é constituida por uma molécula ADN, formando um
Gnico cromossoma circular de 1315030 pb (Mavromatis et al., 2006). No entanto, esta bactéria é
deficiente nalguns componentes estruturais, incluindo peptidoglicanos e lipossacaridos. A
auséncia destes componentes, resultou no desenvolvimento de complexas estruturas proteicas
na membrana celular externa. Estas proteinas tém um papel importante na interaccao
patogéno-célula e na estratégia adaptativa deste organismo (auxiliando-o na evasao
imunoldgica) (Mavromatis et al., 2006). Estes mecanismos de evasao permitem a continuidade
da infeccdo uma vez que, impedem a fusdo do fagossoma com o lisossoma e suspendem o
mecanismo de apoptose, através da desregulacdo do sistema imunoldgico (Zhang, Sinha,
Luxon & Yu, 2004). Esta desregulacéo é feita através da inibicdo da libertacdo de citoquinas
estimuladoras das células NK e Thelper, (Zhang et al., 2004) e de mecanismos de inibicdo do
metabolismo das mitocbndrias do hospedeiro (Liu et al., 2011). Julga-se que neste ultimo,
proteinas da bactéria interagem com a permeabilidade da mitocndria, resultando na sua
hibernagédo. A mitocondria dormente n&o inicia um processo de apoptose e ndo compete por

nutrientes com a Ehrlichiae (Liu et al., 2011).



Figura 1- E.canis no citoplasma de um monacito, fotografia de microscopio electrénico.

Legenda: Adaptado de McDade (1990); Aspecto microestrutural de E.canis: corpo elementar (seta preta),
corpo inicial (seta curta) e morula (seta longa). Ampliagédo aproximadamente 10000x

3.1.3- Ciclo de vida
e Hospedeiro Invertebrado

O vector primario de E.canis € Rhipicephalus sanguineus, que infecta os hospedeiros
vertebrados quando se alimenta do seu sangue, e que se infecta quando se alimenta de
hospedeiros infectados (McDade, 1990; Shaw et al, 2001; Bowman, Lynn, Eberhard & Alcaraz,
2003; Bremer, 2005; Stich et al.,, 2008). A transmissdo transovarica também ocorre na
ehrlichiose, passando assim o0 agente patogénico de uma descendéncia a seguinte (Stich et al.,
2008). A transmissdo de E. canis é mecéanica, 0 que permite que actos como o de uma
transfusdo sanguinea, possam também transmitir a doenca (Waner & Harrus, 2000; Alleman,
2005).
e Hospedeiro Vertebrado

Os hospedeiros vertebrados habituais de E.canis pertencem a familia Canidae (Center of Food
Security and Public Health, 2005). S&o eles o cdo doméstico, o coiote, a raposa, o chacal e o
lobo, estes quando cronicamente infectados representam importantes reservatérios da doenca

(McDade, 1990; Neer & Harrus 2006; Stich et al., 2008). A ehrlichiose monocitica canina
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provocada por E.canis foi também detectada em gatos e em humanos (Center of Food Security
and Public Health, 2005; Stich et al., 2008).

3.1.4- Patogénese
A patogénese da EMC envolve um periodo de incubacédo de 8 a 20 dias, seguido de 3 fases:

aguda, subclinica e cronica (Harrus et al., 1997; McDade, 1990; Waner & Harrus, 2000; Neer &
Harrus, 2006) .
Na fase aguda o parasita entra na corrente sanguinea e linfatica, e localiza-se nos macrofagos
do sistema reticuloendotelial do baco, figado e linfonodos, onde se replica por divisdo binaria. A
partir dai, células mononucleares infectadas disseminam a infec¢do a outros 6rgaos do corpo
(Waner & Harrus, 2000; Neer & Harrus, 2006). Esta fase dura entre 1 e 4 semanas (Harrus et
al.,1997). A fase aguda geralmente resolve-se espontaneamente dando origem a uma fase
subclinica, na qual o animal se encontra infectado mas, assintomatico (McDade, 1990; Neer &
Harrus, 2006). Esta fase subclinica pode durar meses a anos (Harrus et al., 1997; Waner &
Harrus, 2000). Acredita-se que animais imunocompetentes sdo capazes de eliminar o parasita
durante esta fase (Waner & Harrus, 2000, Neer & Harrus, 2006).
Os animais permanentemente infectados podem subsequentemente desenvolver a forma
cronica e severa da doenca (Waner & Harrus, 2000; Neer & Harrus, 2006). Nem todos os
animais infectados desenvolvem esta fase, e as condi¢cdes que levam ao seu desenvolvimento
nao sao evidentes (Harrus et al.,, 1997; Waner & Harrus, 2000). No entanto, apesar de nao
haver qualquer predisposicdo na idade, raca ou sexo para a EMC, (Waner & Harrus, 2000;
M’ghirbi et al., 2009) considera-se que algumas racas podem ter uma predisposicdo no que se
refere a evolugcdo da doenca (McDade, 1990; Waner & Harrus, 2000; Hess, English, Hegarty,
Brown & Breitschwerdt, 2006). O Beagle tende a tornar-se portador cronico de E.canis sofrendo
depressodes ciclicas e ligeiras, na contagem de células sanguineas (McDade, 1990). Por outro
lado o Pastor Aleméo, desenvolve infecgdo cronica severa, possivelmente devido a uma fraca
resposta celular imunomediada (McDade, 1990; Waner & Harrus, 2000).
Quanto a patogénese da EMC (Harrus et al., 1998) demonstrou que o bago desempenha um
importante papel. Resultados clinicos e hematoldgicos deste estudo revelam que o processo da
doenca foi mais ligeiro em cées esplenectomizados, do que em cdaes intactos. Devido a
esplenectomia, foram removidos grandes quantidades de linfécitos e macréfagos, e assim as
moléculas pirogénicas secretadas durante a infecgdo foram também reduzidas. Logo, sendo o
animal esplenectomizado ndo desenvolveu febre sentindo-se melhor e ndo diminuindo o apetite
(Harrus et al., 1998). As alteragBes hematologicas nos dois grupos diferiram (tendo sido mais
8



severas nos ndo esplenectomizados) (Harrus et al., 1998). Harrus et al. (1998) propde que
E.canis induz a producgéo e/ou a elaboracdo de uma factor esplénico que inibe a hematopoiese.
Este factor pode desempenhar um papel importante na supressao medular, na fase crénica da
doenca.

Um outro estudo (Castro, Machado, de Aquino, Alessi & Costa, 2004) demonstra um grande
envolvimento também do baco e dos linfonodos, em particular das suas células de resposta
imunoldgica. Este sugere que a vasculite imuno-mediada € fulcral no desenvolvimento da
patogénese da EMC, explicando a maioria das lesdes importantes observadas nos 6érgaos e

tecidos afectados.

3.1.5- Sintomatologia
A apresentacdo clinica da EMC pode variar amplamente e esta associada a sinais nao

especificos (Harrus et al., 1997; Waner & Harrus, 2000; Breitschwerdt, 2004; Irwin, 2007b).Os
sinais clinicos mais comuns de uma infeccdo aguda por E.canis sdo depressao, letargia,
anorexia, febre, linfoadenomegalia, esplenomegalia e hemorragias (principalmente petéquias,
equimoses e epistaxis) (Harrus et al.,, 1997; Neer et al., 2002; Breitschwerdt, 2004; Neer &
Harrus, 2006; Irwin, 2007b). Os sinais mais comuns duma infec¢do crénica sao fraqueza,
depresséao, anorexia, perda de peso cronica, mucosas palidas, febre, edema periférico, sinais
oculares e sinais neurolégicos (Waner & Harrus, 2000; Breitschwerdt, 2004). As manifestacdes
oculares que podem ocorrer na EMC incluem uveite anterior, queratoconjuntivite, Glceras na
cérnea, hifema, glaucoma e descolamento da retina (Harrus et al.,1997; Laus, 2000; Panciera,
Ewing & Confer, 2001; Neer & Harrus, 2006). Os animais também podem apresentar sinais
neurologicos, estes estdo associados a vasculite, meningoencefalite, infiltracdo linfocitica dos
nervos centrais e periféricos, sindrome vestibular ou a hemorragias (Harrus et al., 1997 ,Neer &
Harrus, 2006). Poliartrite (devido a deposi¢cdo de imunocomplexos) e polimiosite também s&o
sinais da infeccdo por E.canis (Harrus et al., 1997; Hanson, Tarpley, Latimer & Moore, 2005;
Neer & Harrus, 2006). Patologia renal também foi associada a EMC devido a glomerulonefrite

também por deposicdo de imunocomplexos (Harrus et al., 1997).

3.1.6- Alteragdes hematoldgicas e bioquimicas
Os sinais laboratoriais mais comuns de uma infeccdo por E.canis ndo séo especificos mas,

associados aos sinais clinicos podem ser sugestivos (Cohn, 2003).
Trombocitopénia é a alteracdo hematoldgica mais frequente, na EMC aguda (Waner & Harrus,

2000; Alleman, 2005; Hanson et al., 2005; M’ghirbi et al., 2009). No entanto, quando ndo se
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verifica esta alteracdo, ndo se deve excluir a possibilidade de uma infeccéo por E.canis (Neer &
Harrus 2006). Esta alteragdo ocorre devido a diversos mecanismos inflamatérios e
imunoldgicos, que levam a um aumento do consumo de plaquetas devido a altos valores
séricos de aniticorpos IgG antiplaquetarios (Harrus, Waner, Weiss, Keysary & Bark, 1996;
Hanson et al., 2005).Também uma citoquina sérica, FIMP (factor inibidor de migracao
plaquetéaria), foi encontrada em cé@es com ehrlichiose. Esta é produzida por linfécitos quando em
contacto com mondcitos infectados (Hanson et al., 2005; Neer & Harrus 2006). Além destes
dois mecanismos, o tempo de semi-vida das plaguetas também é diminuido devido ao
sequestro esplénico (Hanson et al., 2005).

No entanto, a medula 6ssea responde a esta persistente trombocitopénia, uma vez que uma
semana apoés a infeccdo pode notar-se um aumento dos megacariécitos. Ao contrario do que
acontece na fase crénica da doenca em que se desenvolve uma pancitopénia resultante de
hipocelularidade severa da medula 6ssea (Wardrop, 2010).

Na fase subclinica o achado hematol6gico mais comum é também a trombocitopénia, justificado
pela superproducédo de anticorpos anti-plaquetas devido a persistente presenca e proliferacéo
de E. canis (Waner, 1997). O aumento no tamanho das plaquetas nesta fase, sugere que a
medula 6ssea esta activa realizando trombocitopoiese (Waner, 1997). Nesta fase também se
verifica uma ligeira neutropénia, no entanto os caes nao ficam leucopénicos ou neutropénicos
(Waner, 1997). Estes achados sugerem que uma ligeira trombocitopénia e ligeira leucopénia
podem sugerir a continuidade de variadas alteracGes patologicas, e que portanto, ndo devem
ser menosprezadas, ja que estes animais podem ser portadores subclinicos de E. canis
(Harrus, Waner, Bark, Jongejan & Cornelissen, 1999).

Durante a fase cronica da EMC verifica-se frequentemente trombocitopénia severa, leucopénia
e anemia. A pancitopénia severa marca a fase cronica da doenca, ocorrendo como resultado da
deplecdo da medula 6ssea (Waner & Harrus, 2000).

Os sinais bioquimicos mais frequentes sédo hiperproteinémia, hiperglobulinémia,
hipoalbuminémia e aumento dos valores de alanina amonitranferase (ALT) e da fosfatase
alcalina (FAS) (Neer & Harrus 2006). A hiperproteinémia resulta do aumento sérico das
globulinas e dos anticorpos (Neer & Harrus, 2006). Esta hiperglobulinémia geralmente é
policlonal (Harrus et al., 1999), no entanto a infeccdo por E.canis também foi associada a
gamopatias monoclonais (Breitschwerdt, Woody, Zerbe, De Buysscher & Barta, 1987a;
Breitschwerdt, 2004). Os casos de gamopatia monoclonal demonstram um pico nas proteinas
IgG e a ocorréncia de plasmocitose na medula 6éssea (Hohenhaus, 1995), estes casos podem

levar a confundir-se a infec¢@o por E.canis com mieloma (Neer & Harrus, 2006). Esta resposta
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humoral do sistema imunitario é exagerada e ndo protectora, uma vez que 0s anticorpos nao
representam qualquer papel no que toca a eliminagdo de E.canis (Hess et al., 2006; Neer &
Harrus, 2006). Est4 também associada as consequéncias mais devastas da EMC crénica, como
a sindrome de hiperviscosidade e glomerulonefrite (Neer & Harrus, 2006). A hipoalbuminémia
ocorre em associacdo com uma nefropatia perdedora de proteina (sindrome nefrético) ou
associada a uma diminuigcdo reciproca da albumina devido a hiperglobulinémia (Breitschwerdt,
2004). Outros achados laboratoriais importantes incluem proteindria, hematuria, aumento do
tempo de coagulagédo e aumento da radiopacidade intersticial pulmonar (Neer & Harrus 2006).

A infeccdo por E.canis resulta no desenvolvimento de anticorpos especificos. Waner (1997)
reporta 0 aumento da a1-globulinas em cdes com EMC, incluindo assim as IgA, as IgM e as
IgG. Harrus, Day, Waner e Bark (2001) também demonstram no seu estudo de infeccdo natural
e experimental de E.canis, o aumento da concentracdo de IgG a partir do décimo quinto dia
pos-infeccdo, assim como a circulagdo de imunocomplexos 45 dias ap6s a infeccdo. Esta
grande producdo de imunoglobulinas leva ao desenvolvimento de hiperglobulinémia podendo
ser mono (IgG), ou policlonal (Hohenhaus, 1995). Esta hiperglobulinémia pode levar ao
aparecimento de sindrome de hiperviscosidade, caracterizado por sinais geralmente associados
ao aumento da viscosidade do sangue (Forrester & Rogers, 2000). A hiperviscosidade
sanguinea esta geralmente associada a uma gammopatia monoclonal do tipo A (maior
propensao para formacdo de dimeros), mas também pode ocorrer associada a IgG embora de
menor peso molecular pode originar hiperviscosidade (Forrester & Rogers, 2000). As
consequéncias estdo associadas a diminuicdo do aporte sanguineo aos tecidos e resulta em

sinais oftdlmicos, neurolégicos, cardiacos ou coagulacao anormal (Forrester & Rogers, 2000).

3.1.7- Diagndstico
A maior parte dos casos de EMC ocorrem em areas endémicas durante a primavera e o verao,

altura em que a populagdo de ixodideos estd mais activa (Waner & Harrus, 2000). O
diagnéstico de EMC é baseado na anamnese e nos sinais clinicos e laboratoriais. Os testes
laboratoriais como a imunofluorescéncia indirecta, testes imunoenzimaticos (ELISA), PCR e
immunoblotting, sdo testes que auxiliam na confirmag&o do diagnostico.

No entanto, o diagnéstico pode ser confirmado de forma mais directa, através da visualizacéo
da morula de E.canis a partir de esfregagos de sangue ou de aspirados de bago, pulméo e
linfonodo. Encontrar a moérula de E.canis é muito dificil, embora, possa ser optimizada se o

esfregaco foi feito a partir de sangue periférico, por exemplo dos capilares da orelha (Neer &
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Harrus, 2006). As mérulas também podem ser visualizadas no liquido sinovial (Neer & Harrus
2006; Hanson et al., 2005).

3.1.8- Tratamento e profilaxia
No tratamento das hemoparasitoses é importante ter em conta, que o animal pode necessitar

de tratamento de suporte antes e/ou durante a terapéutica especifica. Este aspecto € essencial
uma vez que ao querermos fazer tudo de uma so vez, podemos perder tudo.

A tetraciclina e a oxitetraciclina foram consideradas os farmacos de elei¢do, e apesar de ainda
terem actividade sobre Ehrlichia canis, actualmente a doxiciclina e a minociclina sdo usadas
mais frequentemente. Estas podem ser administradas durante menos tempo que a tetraciclina
continuando a ser eficazes (Neer & Harrus 2006). A posologia de doxiciclina recomendada para
o tratamento da EMC é de 10mg/kg PO qg24h durante 28 dias (Neer et al.,2002) . A
administracdo desta droga pode ter efeitos adversos como nausea, vomito e diarreia. A
esofagite e ulceracdo do eséfago (que podem advir da doxiciclina PO), podem ser evitados se
administrado com alimento e/ou diluido em agua (Ramsey, 2011). O mecanismo de acc¢do da
doxiciclina ao inibir a sintese proteica dos agentes procariotas (interagindo com a subunidade
30S ribossomal), (Ramsey, 2011) restaura a fusdo entre os lisossomas e os fagossomas
(provavelmente inibindo a secrecdo da proteinas que impede a fusédo destes) (Wells & Rikihisa,
1988; Neer et al., 2002). O dipropionato de imidocarb tem sido bem sucedido no tratamento da
EMC resistente (Neer & Harrus, 2006).

A melhor forma de prevenir a doenca € fazendo o controlo dos vectores, no entanto, a

administracéo de doxiciclina também se faz de forma profilatica (Cohn, 2003)

3.1.9- Saude publica
E.canis ndo é considerada um agente zoonaético. Contudo em 1996 foi isolado de um homem na

Venezuela um agente semelhante a E.canis (E.canis-like), sugerindo um possivel potencial

zoonoético desta bactéria (Harrus, Wanner, Bjdersdorff & Shaw, 2005).
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3.2-Anaplasma phagocytophilum

3.2.1- Histéria e epidemiologia

A anaplasmose granulocitica canina (antiga ehrlichiose granulocitica) causada por Anaplasma

phagocytophilum (Dumler et al.,, 2001; Harrus et al., 2005; Greig & Armstrong, 2006), foi

primeiramente descrito nos EUA por Madewell e Gribble em 1982 (citado por Woldehiwet,

2010). Este agente distribui-se por varios paises do Hemisfério norte (EUA, e varios paises da

Europa e Asia) (Santos, 2007; Greig & Armstrong, 2006) e afecta cdes, gatos, cavalos,

roedores, ruminantes e o Homem (Baneth, 2006; Ebani, Cerri, Fratini, Ampola & Andreani,

2008; Harrus et al., 2005). A sua distribuicdo esta intimamente correlacionada com a

distribuicdo dos seus vectores (Santos, 2007). Na Europa o seu principal vector é Ixodes ricinus

(Strle, 2004) contudo, em Portugal também foi reconhecido l.ventalloi (Santos, Santos-Silva,

Almeida, Bacellar & Dumler, 2004).

3.2.2- Microestrutura
Anaplasma phagocytophilum é uma  bactéria

obrigatoriamente intracelular, de localizacdo citoplasméatica
em vacuolos. Bactéria gram-negativa, de pequenas
dimensdes (0,2-2um) e forma cocoide ou elipsoidal, pode-
se apresentar de duas formas: reticulate cells (RC)
nucledide ligeiramente comprimido e disperso que se ligam
a célula hospedeira, e dense-cored cells (DC) (Fig. 2)
protoplasma condensado e denso intracelular (Santos,
2007; Popov et al., 2007). Presente em células derivadas
da medula oOssea imaturas ou maturas, afecta
principalmente neutréfilos mas também outros granulécitos
como os eosindfilos, nos quais se multiplica por divisdo
binaria. (Baneth, 2006; Harrus et al., 2005; Carrade, Foley,
Borjesson & Sykes, 2009)
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Figura 2- Formas dense-cored cells
de A.phagocytophilum (original)

Legenda: Formas dense-cored de
A.phagocytophilum (setas), no citoplasma
de mondcito, colorado por Giemsa
ampliado aproximadamente 5000x.



3.2.3- Ciclo de vida
e Hospedeiro invertebrado

Em Portugal os principais vectores de anaplasmose s&o Ixodes ricinus e l.ventalloi (Santos et
al., 2004). Os ixodideos infectam-se quando ingerem sangue de animais infectados (Novakova
& Bronislava, 2010). Estudos demonstram que anaplasma tem capacidade de transmissdo
intraestadial (Hodzic et al., 1998) e transovaricamente (Baldridge et al., 2009).
e Hospedeiro vertebrado

A.phagocytophilum infecta diversos mamiferos (como referido), sendo que os roedores e 0s
ruminantes sdo considerados na Europa hospedeiros reservatérios do agente (Harrus et al.,
2005). O cédo e o Homem sé&o considerados hospedeiros acidentais (Carrade et al., 2009). A
infeccdo é transmitida aos hospedeiros vertebrados pela mordida dos ixodideos infectados,
estudos (Plier, Breitschwerdt, Hegarty & Kidd, 2009) mostram que a transmissdo da infeccéo

para a descendéncia ndo ocorre em caes.

3.2.4- Patogénese
A patogénese da anaplasmose granulocitica ndo estéa totalmente definida (Harrus et al., 2005).

As bactérias penetram na pele através da mordida do seu vector, e propagam-se pelo sangue e
linfa. Bacteriémia € detectada em condi¢cBes normais, 4 a 7 dias pos-infeccao, este periodo é
reduzido para 3 e 4 dias em animais susceptiveis, suspeita-se que este agente se desenvolva
primeiramente nas células e s6 depois produza bacteriémia (Woldehiwet, 2010).

O anaplasma adere aos neutréfilos ligando-se a uma molécula membranar (P-selectin) que
estes apresentam (Harrus et al., 2005). ApGs a endocitose a bactéria multiplica-se nos
fagossomas citoplasmaticos. O anaplasma tem a capacidade de impedir a fusdo fagossoma-
lisossoma, continuando a persistir na célula (Harrus et al., 2005). A sua capacidade de adiar a
apoptose dos neutréfilos infectados também contribui para perdurar no organismo (Carrade et
al., 2009). Estes factores juntamente com a variagdo antigénica das proteinas de superficie
(Santos, 2007), constituem factores de viruléncia de Anaplasma phagocytophilum.

No entanto, a patogénese da anaplasmose granulocitica ndo é somente causada pelo
organismo em si, isto é sugerido pelo curso imunopatolégico dos eventos em que ha
estimulacdo dos macrofagos mediado por citoquinas, actividade fagocitaria mononuclear ndo
especifica e resposta inflamatéria exagerada (Harrus et al., 2005). As células endoteliais
também podem ser infectadas por Anaplasma phagocytophilum, sugerindo que este fenémeno
pode estar na origem da trombocitopénia devido a activagdo e consumo das plaquetas, uma

vez que ao contrario de E.canis os fendmenos de destruicdo imuno-mediada e sequestro
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esplénico ndo estdo relacionados com a diminuicdo das plaquetas, na fase aguda da doenca
(Granick, Armstrong & Bender, 2009; Bexfield, Villiers & Herrtage, 2005). Outro dado a favor
desta teoria,é o facto de haver proliferacdo de megacariécitos maduros e imaturos, na medula
Ossea (Lillieh&oulm;&oulm;k, Egenvall & Tvedten, 1998). Porém, ha casos relatados em que a
trombocitopénia foi atribuida a uma destruicdo imuno-mediada (Bexfield et al.,2005; Kohn,
Galke, Beelitz & Pfister, 2008).

Todavia a infeccdo por Anaplasma phagocytophilum parece ser auto-limitante nos caes e néo
h& relatos de infecgbes crénicas (Carrade et al., 2009).

3.2.5- Sintomatologia
Os sinais clinicos mais comuns séo letargia e febre (sindrome febril agudo), cujo periodo de

incubacdo vai de 4 a 14 dias (Harrus et al., 2005; Carrade et al., 2009). Os cées com
anaplasmose granulécitica também podem apresentar anorexia, sinais gastrointestinais, sinais
musculoesqueléticos como relutdncia ao movimento e claudicagdo, esplenomegélia,
linfoadenomegalia, e sinais neurol6gicos como convulsfes e défices proprioceptivos. Também
podem ocorrer manifestacbes sistémicas como hemorragias, choque e insuficiéncia multi-
sistémica (Carrade et al., 2009; Greig, Asanovich, Armstrong & Dumler, 1996; Kohn et al.,
2008).

3.2.6- AlteracBes hematoldgicas e bioquimicas
Fazem parte dos achados hematolégico trombocitopénia, anemia normocitica e normocrémica

de origem inflamatéria (Lillieh&oulm;&oulm; et al., 1998) ou auto-imune (Bexfield et al.,2005) e
leucopénia, sendo o primeiro, mais comum (Greig et al., 1996; Lillieh&oulm;&oulm; et al., 1998;
Kohn et al., 2008).

Nos sinais laboratoriais uma das principais alteracbes € o aumento sérico das enzimas
hepaticas (Harrus et al.,, 2005; Kohn et al.,, 2008; Granick et al., 2009). Outras como
hiperglobulinémia, hipoalbuminémia e hiperproteinémia também se verificam (Kohn et al., 2008;
Carrade et al., 2009).

3.2.7- Diagnéstico
A anaplasmose granulocitica canina é uma doencga sazonal e regional, pois a sua distribuicéo e

aparecimento depende muito da actividade e distribuicdo do seu vector (Greig & Armstrong,

2006). O Médico Veterinario deve ter isto em conta, juntamente com 0s sinais clinicos (como
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sindrome febril (Harrus et al., 2005) e laboratoriais (como trombocitopénia) que o animal
apresente a consulta. A. phagocytophilum pode ser detectado por observacdo microscépica das
inclusdes nos neutrdéfilos, em esfregacos de sangue corados por Giemsa. Este método tem a
desvantagem de ndo permitir a distincdo de Anaplasma phagocytophilum de espécies de
Ehrlichia (Carrade et al., 2009). Para colmatar este defeito pode-se utilizar outros meios de
diagnéstico como IFI, ELISA, PCR e Imunoblotting.

3.2.8- Tratamento e profilaxia
O antibiético de eleicdo para o tratamento da anaplasmose granulocitica canina é a doxiciclina

(Carrade et al., 2009; Greig & Armstrong, 2006; Harrus et al., 2005). Na posologia de 5 a
10mg/kg PO durante 10 dias a 3 semanas (Harrus et al., 2005). Na administracdo da doxiciclina
devem ser tomadas medidas de precaucéo e devem ser considerados os seus efeitos adversos.

No caso de A.phagocytophilum a melhor forma de profilaxia é o controlo de vectores,

3.2.9- Saude Publica
A Anaplasmose granulocitica humana é uma infeccdo emergente, principalmente nos EUA

(Harrus et al., 2005). Os humanos infectados geralmente apresentam febre e dores de cabeca
(enxaqueca) (Lotric-Furlan, Rojko, Petrovec, Avsic-Zupanc & Strle, 2006). A anaplasmose
granulocitica humana geralmente € ligeira e auto-limitante, contudo, doenca severa pode-se
verificar em pessoas de avancada idade, imunossuprimidas e/ou que fazem quimioterapia
(Carrade et al., 2009).

Os cées actuam como sentinelas para os humanos, e tém um forte potencial como hospedeiros

de transporte uma vez que trazem estes agentes para mais perto de nés (Carrade et al., 2009).

3.3- Rickettsia conorii

3.3.1- Histéria e Epidemiologia
A febre Botonosa ou Mediterranean spotted fever (MSF) é causada por Rickettsia conorii e é

uma das ricketsioses transmitidas por ixodideos mais importantes em Portugal (Bacellar,
Nuncio, Rehacek & Filipe, 1991; Rovery, Brouqui & Raoult, 2008). A MSF foi primeiramente

descrita em 1910, (Rovery et al., 2008) e € uma doenca endémica na regido mediterranica (sul
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da Europa e norte de Africa). Foram também descritos casos na Algéria, Malta, Cipre,
Eslovénia, Croéacia, Quénia, Somalia, Africa do Sul e em paises da zona do mar negro (Rovery
et al., 2008). Zhu, Fournier, Eremeeva e Raoult (2005) proposeram, a criacdo de 4 subespécies
da espécie Rickettsia conori: Rickettsia conorii conorii, Rickettsia conorri indica, Rickettsia
conorii caspia e Rickettsia conorii israelenis. A bioecologia da Ricketsia conorii esta interligada

com a distribuicdo do seu vector (Renvoisé & Raoult, 2009).

_ Figura 3- R.conorii em células
3.3.2- Microestrutura endoteliais

R.conorii € uma bactéria intracelular estrita, de dimensées 0,3- '~: TR . fee
o e N

& Raoult, 2009) (Fig. 3). Disseminam-se amplamente pelo L ‘ “ '

0,5x0,8-2um, gram negativa cercada por um glicocélice (Renvoisé

organismo infectando as suas células alvo, as células endoteliais - -
(Li & Walker, 1992). A ligagdo inicial entre a bactéria e as células :

2 B o
endoteliais é feita através de proteinas estruturais da célula e do 4 Q \

-

microrganismo (Li & Walker, 1992). -
Legenda: Adaptado de http://www
.infectionresearch.de/perspectives/de
tail/pressrelease/rickettsia_old_enemi
es_newly defined/, acedido a 6/5/11,
3.3.3- Ciclo de vida ampliagdo aproximadamente 2000x

e Hospedeiro Invertebrado

O principal vector transmissor de R. conorii € a espécie Rhipicephalus sanguineus (Sousa et al.,
2007; Bacellar et al., 1991; Renvoisé & Raoult, 2009; Rovery et al., 2008; Sousa & Bacellar,
2004). Os ixodideos infectam-se de duas formas: através da ingestdo de sangue de um animal
infectado ou pela transmissdo a descendéncia, transovaricamente (Greene & Breitschwerdt,
2006) .
e Hospedeiro Vertebrado:

Os hospedeiros e reservatérios da febre botonosa sé&o o cdo e os roedores. O Homem é um
hospedeiro acidental de Rickettsia conorii, pois o ixodideo s6 se alimenta deste se ndo houver
cao disponivel (Greene & Breitschwerdt, 2006; Parola, Paddock & Raoult, 2005a).No entanto,
certos autores (Genchi, Beninati, Mortarino & Genchi, 2005) defendem que uma vez que 0s
sinais sdo praticamente ausentes, 0os cdes ndo podem actuar como reservatorios (como 0s
ixodideos). Todavia a seroprevaléncia é importante que seja definida uma vez que podem servir
de sentinelas para os humanos (Genchi et al., 2005). Estes hospedeiros sao infectados pelos

ixodideos através da sua mordedura (Greene & Breitschwerdt, 2006).
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3.3.4- Patogénese
Muitos aspectos da patogénese de R.conorii sdo ainda desconhecidos, e o estudo por modelos

é dificil de extrapolar uma vez que a doencga provocada pelas rickettsias varia amplamente de
espécie para espécie (Parola et al., 2005a). As rickettsias sédo veiculadas pela saliva dos
ixodideos e inoculadas subcutaneamente nos hospedeiros (Renvoisé & Raoult, 2009). A
infeccao inicia-se no local de inoculagéo, no entanto as células alvo iniciais ndo sao conhecidas.
A bactéria entra entdo em circulagdo acabando-se por ligar e penetrar nas células alvo
principais, as células endoteliais (Renvoisé & Raoult, 2009). Segue-se o desenvolvimento de
vasculite, responsavel pelas manifestacdes clinicas e alteracdes laboratoriais (Renvoisé &
Raoult, 2009; Sousa & Bacellar, 2004).

Um estudo de Walker, Popov, Wen e Feng (1994) mostra o desenvolvimento do processo
patologico em ratos. Este demonstra que 0s animais nos quais se inoculou uma grande dose do
agente patogénico, desenvolveram uma infeccdo endotelial disseminada no dia 1, ficando
progressivamente mais doentes até morrerem dia 5 ou 6 com meningoencefalite e pneumonia
intersticial devido a lesdes vasculares. Os animais inoculados com doses menores ficaram
doentes ao dia 5 e ao dia 10 ja tinham recuperado. A remocéao das rickettsias foi associada com
perivasculite linfocitaria. A infeccdo das células de Kupfer e dos hepatdcitos pelas bactérias,

levou a formacao transitoria de granulomas hepaticos (Walker et al.,1994).

3.3.5- Sintomatologia e altera¢c6es hematoldgicas e laboratoriais
Os cées geralmente séo subclinicos (Nicholson, Allen, McQuiston, Breitschwerdt & Little, 2010;

Parola et al.,2005a), no entanto, Solano-Gallego et al., (2006b) e Alexandre (2011) reportaram
manifestacdes da doenca. Febre de inicio subito, letargia, anorexia, vomito, diarreia, petéquias,
trombocitopénia, anemia, aumento ligeiro das enzimas hepaticas e hipoalbuminémia (com ou
sem hiperglobulinémia) foram sinais apresentados pelos animais que apresentavam infec¢ao
aguda. Estes sinais sdo muito similares aos apresentados pelos humanos, no caso de infecgédo

aguda por R.conorii (Parola et al., 2005a).

3.3.6- Diagndstico
Como referido a infec¢do por Rickettsia conorii em cées geralmente € subclinica, e quando se

manifesta clinicamente, geralmente é aguda (Solano-Gallego et al.,, 2006b). Os seus sinais
inespecificos representam um grande desafio ao diagnostico. Os meios complementares de
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diagndstico (IFI, ELISA, WB e PCR) sdo ferramentas importantes no estabelecimento do
diagndstico definitivo, no entanto, o clinico deve ter em atencdo o caracter endémico e

subclinico da doenca e procurar outras causas para o quadro clinico.

3.3.7- Tratamento e profilaxia
O tratamento da febre botonosa pode ser feito com doxiciclina (Greene & Breitschwerdt, 2006;

Solano-Gallego et al., 2006b) 10-20mg/Kg PO bid, durante 1 semana (Greene & Breitschwerdt,
2006). A sintomatologia deve resolver-se em poucos dias (Solano-Gallego et al., 2006b).A

profilaxia realiza-se através do controlo de vectores.

3.3.8- Saude Publica
As infeccdes rickettsiais sdo Zoonoses de grande importancia, devido a sua natureza endémica,

a sua grande prevaléncia e a sua gravidade quando mal tratadas ou mal diagnosticadas
(Greene & Breitschwerdt, 2006). A febre botonosa € uma doenca emergente ou mesmo
reemergente em alguns paises, por exemplo em Portugal e ltalia a incidéncia desta doenca
aumentou substancialmente (Rovery et al., 2008; Sousa, Nébrega, Bacellar & Torgal, 2003). A
febre botonosa sempre foi considerada uma doenca benigna em comparacdo com a Rocky
Mountain Spotted Fever (RMSF), e devido a esta negligéncia a sua real gravidade foi ignorada
(Rovery et al., 2008). Na verdade, a taxa de mortalidade da doenc¢a pode variar entre 3,2% e
32%, (Rovery et al., 2008). Sousa et al. (2003) refere mesmo que a febre botonosa € a
hemoparasitose transmitida por carraca mais importante em Portugal, e segundo Sousa e
Bacellar (2004) s6 se equipara a brucelose.

A capacidade que a bactéria tem, de ser transmitida intrastadialmente e transovaricamente, no
seu vector, faz de Rhipicephalus sanguineus um hospedeiro reservatdrio. Mais controversa € a
opinido no caso dos cées. Contudo, sdo importantes como hospedeiros transporte, uma vez
gue trazem para mais perto dos humanos os ixodideos infectados (Rovery et al.,, 2008 ). E
sendo que a maior via de infeccdo com Rickettsia conorii € a transmissédo pelo seu vector, a
presenca de ixodideos infectados na proximidade do Homem é provavelmente o maior factor de
risco de infecgdo humana (Harrus et al., 2007). Com isto em mente, o papel do Médico
Veterinario é muito importante na educacéo da populagéo, no que toca ao tratamento profilatico

contra estes vectores de doencas (Harrus et al., 2007).
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Autores Breitschwerdt et al. (1987b) e Harrus et al. (2007), através dos seus estudos
seroepidemiologicos, sugerem que 0Ss cdes servem como sentinelas ambientais para o

estabelecimento geografico de focos de febre botonosa em regides endémicas.

3.4- Babesia canis

3.4.1- Histéria e epidemiologia
Até recentemente pensava-se que apenas dois parasitas do género Babesia afectavam os

cdes, o piroplasma intra-eritrcitario relativamente grande (2,4um x 5um) classificado como
Babesia canis, e um de menores dimensdes (1um x 3,2um) a espécie Babesia gibsoni, agente
da Babesiose asiatica (Taboada & Lobetti, 2006; Irwin, 2007a). No final dos anos 80 com o
avanco de ferramentas moleculares para estudos filogenéticos, identificaram-se 4 espécies de
grandes dimensdes e pelo menos outras 4 de pequenas dimensdes (Irwin, 2009).

Babesia canis é um parasita que se encontra disseminado por todo o mundo (Africa, Asia,
Australia, Europa, e América) (Taboada & Lobetti, 2006) , sendo Portugal considerado um pais
endémico a babesiose (Cardoso et al., 2008).

Em Portugal as subespécies de Babesia canis importantes sdo Babesia canis vogeli e Babesia
canis canis (Solano-Gallego & Baneth, 2011), transmitidas por Rhipicephalus sanguineus e por
Dermacentor reticulatus, respectivamente (Irwin, 2009; Cardoso et al.,2008; Navarrete & Nieto,
1999; Caccio et al., 2002). A ocorréncia e distribuicdo da babesiose esta sujeita a distribuicdo e
actividade dos seus vectores (Irwin, 2009; Martinod & Gilot, 1991; Caccio et al., 2002).

3.4.2- Microestrutura
B.canis € um protozoario piriforme, que pode ocorrer isoladamente ou sob a forma dupla, dentro

dos eritrécitos do seu hospedeiro vertebrado, o cdo (Taboada & Lobetti, 2006). Estas formas
designam-se merozoitos, e ocorrem por multiplicagdo assexuada (Gelfand & Callahan, 2003;
Navarrete & Nieto, 1999).

3.4.3- Ciclo de vida
e Hospedeiro Invertebrado

Os vectores bhioldgicos da espécie Babesia canis em Portugal, sdo os ixodideos Rhipicephalus
sanguineus e Dermacentor reticulatus (Irwin, 2009; Cardoso et al.,2008; Navarrete & Nieto,
1999; Caccio et al., 2002; Finizio et al., 2011).0s ixodideos infectam-se por ingestdo de sangue

de um hospedeiro vertebrado infectado (Solano-Gallego & Baneth, 2011).No intestino do
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ixodideo da-se a gametogenia (reproducdo sexuada), (Solano-Gallego & Baneth, 2011) segue-
se a migracdo do parasita para os ovarios e glandulas salivares onde se da a esporogonia
(reproducéo assexuada) (Chauvin, Moreau, Bonnet, Plantard & Malandrin, 2009). A capacidade
de transmissdo transovarica e transtadial exibida pela Babesia spp. revela uma grande
capacidade adaptativa. O facto de babesia persistir em todos os estadios do ixodideo, significa
gue tanto este como o hospedeiro vertebrado sao hospedeiros reservatorio. Isto reflecte-se no
ecossistema como uma presenca da doenca a longo prazo (Chauvin et al., 2009).
e Hospedeiro Vertebrado

Os hospedeiros vertebrados de Babesia canis sdo canideos (cdo, lobo e chacal), nestes
desenvolve-se a merogonia (reproducdo assexuada) (Navarrete & Nieto, 1999).0s hospedeiros
vertebrados séo infectados pela inoculacdo de esporozoitos com a saliva durante a picada do
ixodideo. Os esporozoitos penetram nos eritrécitos e dividem-se dentro deste, por fusdo binaria,
originando 2 merozoitos. Apoés a lise do eritrécito, cada merozoito invade um novo eritrocito e
ocorrem sucessivas merogonias (Chauvin et al., 2009).

Esta comprovado que Babesia spp. também pode ser transmitida por transfusées de sangue

(Irwin, 2007a) e transplacentariamente (Taboada & Lobetti, 2006) .
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Figura 4- Esquema do ciclo de vida de Babesia canis.

Legenda: Esquema original, baseado em Irwin (2005). 1-Esporozoitos sdo inoculados na corrente
sanguinea pelo ixodideo. 2- Tropozoito (forma anelar). 3- Merozoito. 4- Fisdo binaria. 5- Eritrécito
infectado ingerido pelo ixodideo. 6- Deu-se a lise do eritrocito e libertacdo da babesia, ocorre o
desenvolvimento de gamontes e a sua fusdo e formacdo do zigoto. 7- O zigoto migra para 0s ovarios
(laranja) e para as glandulas salivares (azul), onde se da a esporogonia. 8- Durante a refeigdo o ixodideo
liberta esporozoitos da suas glandulas salivares introduzindo-os na corrente sanguinea do hospedeiro

vertebrado.

3.4.4- Patogénese
A gravidade da infeccdo por B.canis nos cédes varia entre infec¢do subclinica, desenvolvimento

de uma anemia ligeira a uma falha geral dos érgédos e morte. A determinante critica para esta
variabilidade na patogénese é, fundamentalmente, a espécie a que pertence o piroplasma,
porém, outros factores como a idade (jovens mais gravemente afectados) (Schoeman, 2008;
Mathé, Voros, Papp & Reiczigel, 2006), o estado imunoldgico do hospedeiro e afeccdes
concomitantes também desempenham um papel importante (Irwin, 2009). Acredita-se que
existe alguma predisposi¢do racica, que umas sdo mais resistentes (como o Beagle e o Fox
Terrier) e outras mais susceptiveis (como o Cocker Spaniel e o Yorkshire Terrier) (Chauvin et

al., 2009). Nao se verifica relagdo directa entre o grau de parasitémia e o grau de doenca
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(Navarrete & Nieto, 1999). O periodo de incubacdo varia entre 10 e 21/28 dias (Schoeman,
2008; Boozer & Macintire, 2003).

Quanto aos mecanismos de evasao imunitaria utilizados por Babesia spp pelo menos cinco séo
conhecidos. Séo eles: variagdo antigénica, citoadesdo/sequestro, ligacdo a proteinas do
hospedeiro, indugdo de imunossupressao (facilitando a persisténcia do parasita) e expresséo
monoalélica de diferentes membros de uma familia multigénica (que facilitara maltiplas
infeccbes num hospedeiro imune e dispersao populacional em areas endémicas) (Allred, 2003).
A patogenia da babesiose é muito complexa, muitos dos mecanismos patogénicos resultam,na
verdade, da resposta imunitaria do hospedeiro ao invés da destruicao directa dos eritrocitos
pelo parasita. Dois mecanismos estdo envolvidos na patogenia da babesiose: a anemia
hemolitica e a sindrome do choque hipotensivo induzido por mediadores inflamatérios (Boozer
& Macintire, 2003).

A anemia hemolitica € uma das principais caracteristicas da babesiose. Ocorrem danos
provocados directamente aos eritrocitos, hemdlise intra e extravascular. Anticorpos anti-
eritrocitos, 1gG, oxidagéo eritrocitaria, fagocitose, fragilidade osmotica e factores hemoliticos
estdo envolvidos na destruicdo dos globulos vermelhos (Otsuka, Yamasaki, Yamato & Maede,
2002;Taboada & Lobetti, 2006).

A babesiose ndo anémica esta associada a uma grande resposta inflamatéria mediada por
citoquinas, 6xido nitrico, factor activador das plaguetas e eucasindides (Boozer & Macintire,
2003). Esta resposta inflamatéria é dos aspectos mais importantes da patogénese da babesiose
e estard correlacionada com a sindrome de resposta inflamatéria sistémica e a sindrome de
disfuncdo multi-organica subsequente (Welzl, Leisewitz, Jacobson, Vaughan-Scott & Myburgh,
2001).

A sindrome ‘“red biliary” ou “red babesia’é geralmente superaguda e associada a uma hemdlise
macica e aumento da permeabilidade vascular, originando um estado de hemoconcentracédo
(Boozer & Macintire, 2003). E um fenémeno paradoxal uma vez que existe hemoconcentracio
apesar das proteinas plasmaticas se encontrarem nos hiveis normais (Taboada & Lobetti,
2006).

Antigénios solluveis do parasita (ASP) também estao envolvidos na anemia (Boozer & Macintire,
2003) e noutros sinais como a pirexia (Finizio et al., 2011).

Em muitos casos a babesiose pode ser complicada por infecgbes concomitantes, como por

exemplo Ehrlichia canis (Boozer & Macintire, 2003).
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3.4.5- Sintomatologia
A apresentacao clinica da babesiose canina € altamente variavel (Matijatko et al. 2007) e pode

resultar nas fases hiperaguda, aguda, subclinica ou crénica (Taboada & Lobetti, 2006). A
manifestacdo hiperaguda, apesar de pouco comum pode ser devastadora para o animal
(Taboada & Lobetti, 2006). E caracterizada por choque hipotensivo, hipoxia, lesdo extensa
tecidular, e estase vascular. Uma grande percentagem de cdes com esta forma da doenca
morre, apesar do tratamento (Taboada & Lobetti, 2006).

A fase aguda da doenca é a mais comum e 0s primeiros sinais clinicos séo febre e letargia
(Taboada & Lobetti, 2006; Mathé et al., 2006).0Os animais também podem apresentar anorexia,
vomito, hematuria e ictericia (Taboada & Lobetti, 2006).

A fase crénica da doenca é caracterizada por febre intermitente, linfoadenopatia, diminuigdo do
apetite e perda de peso (Taboada & Lobetti, 2006).

Hepatopatias, pancreatite, insuficiéncia renal aguda, e coagulacdo intravascular disseminada,
sdo complicacdes frequentes da babesiose canina. Anemia hemolitica imunomediada, sindrome
de dificuldade respiratéria aguda e babesiose cerebral sdo complicacdes relativamente raras
(Méthé et al., 2006).

3.4.6- AlteracBes hematologicas e bioquimicas
Os achados hematolégicos mais comuns sao trombocitopénia, hiperfibrinogenémia e anemia

hemolitica tanto associada a anisocitose e policromasia (regenerativa) como nao(ndo
regenerativa) (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Furlanello, Fiorio, Caldin, Lubas & Solano-
Gallego, 2005; Zygner,Gdjska, Rapacka, Jaros & Wedrychowicz, 2007).

Também se podem verificar alteragdes no leucograma, como neutrofilia com desvio a esquerda,
no entanto, estas alterac6es parecem estar dependentes da subespécie causadora da doenca
(Furlanello et al., 2005).

Os valores séricos bioguimicos geralmente estdo normais (Taboada & Lobetti, 2006). No
entanto, 0s animais podem apresentar um aumento sérico da mioglobina, da creatinina kinase,
da ureia, das enzimas hepaticas, das globulinas e da bilirrubina (Taboada & Lobetti, 2006;
Boozer & Macintire, 2003; Schoeman, 2008). O animal também pode apresentar bilirrubindria
(Boozer & Macintire, 2003).
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3.4.7- Diagnéstico
O diagndstico deve ser baseado na anamnese, nos sinais clinicos e laboratoriais.

A deteccao microscopica das babesias pode ser feita a partir de esfregacos de sangue corados
por Giemsa (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Gelfand & Callahan,
2003). Este teste é considerado “gold standard” (Irwin, 2007a), no entanto, este teste contém as
suas limitacBes. Primeiro, o grau de parasitémia ndo esta relacionado com o grau de doenca
gue o animal aparenta, podendo um animal com um alto grau de doenca apresentar uma baixa
parasitémia, assim como num doente cronico (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego &
Baneth, 2011; Boozer & Macintire, 2003; Irwin, 2007a). Segundo, a simples visualizacdo nao
nos permite a identificacdo da espécie (Irwin, 2007a). Estas duas lacunas podem ser
colmatadas com o auxilio de outros métodos complementares de diagnéstico (IFI,ELISA e PCR)
(Irwin, 2007a; Aboge et al., 2007; Irwin, 2009; Taboada & Lobetti, 2006) .

Para os testes que fazem a detecc¢éo de anticorpos € importante reconhecer que os anticorpos

anti-babesia levam 8 a 10 dias a desenvolver-se (Boozer & Macintire, 2003).

3.4.8- Tratamento e profilaxia
Para o tratamento de Babesia canis é eficaz o dipropionato de imodocarb (Taboada & Lobetti,

2006) (6,6mg/kg; IM ou SC; duas injeccdes com o intervalo de 2 a 3 semanas) (Ramsey,
2011).0s seus mecanismos de accdo ndo sdo claros mas pensa-se que interfira com a
absorcdo do inositol pelo eritrécito parasitado ou com o metabolismo da poliamida. Este
tratamento pode ter efeitos adversos como sinais colinérgicos (salivacao, vémito, diarreia,
agitacdo, taquipneia e choque hipovolémico severo), que podem ser aliviados pela
administracdo prévia de atropina. O local de injeccdo pode sofrer ligeira inflamacdo (Ramsey,
2011). O imidocarb além de eliminar o parasita do hospedeiro, elimina também a infectividade
por ixodideos (Vercammen, De Deken & Maes, 1996), até 4 semanas apos o tratamento
(Taboada & Lobetti, 2006 ).

A diamizina em administracédo unica IM ou SC na dose 3,5mg/kg, também pode ser utilizada no
tratamento da babesiose canina (Schoeman, 2008, Taboada & Lobetti, 2006). No entanto,
estudos Collett (2000) citado por Boozer (2003) confirmaram um grande nimero de resistentes
e/ou recidivas aquando do uso da diamizina.

Estudos (Vercammen, De Deken & Maes, 1996) demonstram a eficdcia da doxiciclina no
tratamento profilatico da babesiose canina. Relatam que na dose de 5 mg/kg/dia evita sintomas

fortes da doenca e que numa dose superior 20mg/kg/dia previne parasitémia e doenca clinica.
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A vacina contra Babesia canis é baseada em antigénios sollveis do parasita (ASP). Existem
vacinas que veiculam s6 os ASP de uma estirpe e outra que veicula os ASP de duas estirpes da
Babesia spp. Quando se usa a vacina que se baseia apenas nos ASP de uma estirpe o
espectro de proteccdo é mais estreito (Schetters, 2005). Ambas as vacinas induzem protecc¢ao
parcial contra a babesiose, uma vez que reduzem a gravidade dos sinais clinicos, parasitémia e

duracdo da doenca (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

3.4.9- Saude Publica
A babesiose é uma zoonose emergente em muitas partes do mundo, no entanto, com algumas

excepcdes, as babesias caracteristicas dos animais de companhia ndo estdo implicadas na
transmissdo zoondtica (Irwin, 2005). Aparentemente ndo existe nenhuma babesia que tenha
como hospedeiro especifico o Homem, este quando afectado € apenas um hospedeiro
acidental.

A doenca que apresenta é normalmente ligeira, auto-limitante ou facilmente tratavel, doenca
severa é extremamente rara (Taboada & Lobetti, 2006). A babesiose humana torna-se mais
importante nos individuos imunocomprometidos e deve ser considerada no diagndstico
diferencial de infeccdo ou de febre de origem desconhecida especialmente em pacientes
esplenectomizados, que receberam uma transfusdo de sangue ou portadores do virus da SIDA
(Hunfeld, Hildebrandt & Gray, 2008). Apenas uma vez foi reportada babesiose humana devido a
B.canis, com sintomatologia renal aguda (Marsaudon et al., 1995 citado por Taboada e
Lobetii,2006). Porém deve-se ter em conta, que 0S nossos cdes nos expbem a vectores, que
muitas vezes veiculam organismos que poderdo afectar-nos mais severamente (Taboada &
Lobetti, 2006).

3.5- Leishmania infantum

3.5.1- Histéria e epidemiologia
Leishmania infantum é o agente da Leishmaniose na regido Mediterranea (Baneth, Day, Roura

& Shaw, 2005; Campino & Maia, 2010; Baneth, 2010b). A Leishmaniose canina é uma das
principais doencas zoondticas e € endémica em mais de 70 paises, (Baneth, 2010b) incluindo
Portugal (Maia et al., 2010a) onde os casos de Leishmaniose tém vindo a aumentar
(Observatorio nacional das Leishmanioses, 2011). E enzoética no sul da Europa, Africa, Asia,
América do Sul e Central, e mais recentemente emergiu nos EUA (Baneth, 2010b). A
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leishmaniose foi descrita pela primeira vez na Tunisia em 1908 por Nicolle e Comte (Pereira,
2008). A Leishmaniose € um grupo de doencas com um padrédo clinico diverso, (Dantas-Torres,
2007) assim, baseado nos sintomas apresentados pelos humanos, a doenca pode ser
classificada em Leishmaniose cutdnea, muco-cutanea e visceral. Leishmania infantum é o
agente da leishmaniose cutanea e visceral, na Europa (Tomas & Romao, 2008; Slappendel &
Ferrer, 2006; Baneth et al., 2005; Baneth, 2010Db).

As taxas de prevaléncia da Leishmaniose canina em zonas endémicas variam dependendo das
condicdes ambientais necessarias a transmissdo e dos métodos utilizados na deteccdo da
infeccdo. A seroprevaléncia varia entre 10 e 37% no foco endémico mediterranico. Métodos que
implicam a deteccdo de ADN das leishmanias ou combinados de serologia e detecgédo de ADN,
revelaram taxas de infec¢cdo de 70% nalguns focos (Baneth et al., 2005; Baneth, 2010b).

3.5.2- Microestrutura
As espécies de leishmania definem-se como protozoarios heteroxenos, com uma fase

promastigota no insecto vector e uma fase amastigota nos macréfagos do hospedeiro
vertebrado (Moreno, Nieto & Rodriguez, 1999).0 promastigota é fusiforme (15 x 3um) e possui
um flagelo livre, a forma amastigota € ovoide (2 x 4 um) e possui um cinetoplasto (estrutura
préxima do nucleo observada microscopicamente quando corado por exemplo com Giemsa).
Esta forma no hospedeiro vertebrado apés a sua divisdo nos macréfagos, sai da célula

infectando outros macréfagos (Tomas & Romao, 2008).

3.5.3- Ciclo de vida
e Hospedeiro Invertebrado

Phlebotomus perniciosus e P. ariasi, sdo 0s vectores de Leishmania infantum em Portugal
(Maia, Afonso, Neto, Dionisio & Campino, 2009). Este infecta-se pela ingestdo de sangue a
partir de animais infectados. O parasita desenvolve-se entdo, no trato digestivo do mosquito
onde ocorrem alteragdes morfolégicas, propagacao e migracao para a parte anterior do mesmo
(Dostélova et al., 2011).
e Hospedeiro Vertebrado

O céo doméstico, as raposas e os chacais sdo hospedeiros vertebrados de Leishmania
infantum, desempenhando um importante papel epidemiolégico uma vez que sao considerados
hospedeiros reservatérios da doenga. O céo é considerado o principal hospedeiro reservatorio
para a infeccdo humana (Baneth et al., 2005). A semelhanca de outros paises também em

Portugal foi detectada a infecgdo por Leishmania infantum em gatos, o papel epidemiolégico
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destes ainda estara por se definir (Maia et al., 2010a). A principal via de infec¢do dos animais é
através da picada do flebomoto fémea (Baneth et al., 2005; Baneth, 2010b; Dostalova et al.,
2011). No entanto, existem outras formas de transmisséo. Estudos (Freitas, Melo, da Costa-Val
& Michalick, 2006) demonstram que L.infantum pode ser transmitida por transfusdes
sanguineas. Silva et al., (2009) sugere a transmissdo sexual entre os animais. Boggiatto et al.,
(2011) demonstra a transmissao por via transplacentaria e sugere que este facto pode constituir
um problema uma vez que o controlo dos vectores passa a ndo ser suficiente para a néo
disseminacéo da doenca.

Figura 5- Esquema de ciclo de vida de Leishmania infantum

AN

Legenda: Esquema original, baseado em Baneth et al. (2005) 1- Durante a refei¢do sanguinea realizada
pelo fleb6tomo, sé@o inoculados com a saliva os promastigotas de leishmania, que séo fagocitados pelos
macréfagos. 2- Os promastigotas passam a formas amastigotas dividem-se por divisdo binaria. 3-O
macréfago com as formas amastigotas pode 4- rupturar infectando mais células do hospedeiro vertebrado
ou 5- ser ingerido por um fleb6tomo infectando-o. 6- Os amastigotas desenvolvem-se em promastigotas
no sistema digestivo do flébotomo, multiplicando-se. 7- Quando atingem o proboscis do fleb6tomo sdo

libertados durante a refeicdo do mesmo.
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3.5.4- Patogénese
Cabral et al. (1998) demonstram que uma propor¢gdo da populacdo canina ndo desenvolve

sinais clinicos, permanecendo portadores assintomaticos de L.infantum. Um importante factor
na progressdo da doenca para um estado sintomatico ou assintomatico, € a resposta
imunoldgica que € montada pelo hospedeiro no momento que é infectado e dai em diante
(Baneth, 2010b). Os cées que resistem a infeccdo e eliminam o parasita sdo denominados
“clinicamente resistentes” e os que desenvolvem sintomas “susceptiveis” (Baneth, 2010b).
Numa infeccdo o parasita na sua forma promastigota é inoculado na pele do animal, da-se
entdo a infiltracdo de macréfagos nesse local aos quais L.infantum se adere (Baneth et al.,
2005). Seguidamente é fagocitada pelos macréfagos e transformada na sua forma amastigota,
fenbmeno que tem origem no reconhecimento da glicoproteina 63 da membrana do parasita
(Alexandre-Pires, 2008).

Em animais susceptiveis a disseminag¢édo de macréfagos infectados para o linfonodo local, baco
e medula ocorre poucas horas apds a inoculacdo. Nos animais resistentes o parasita
permanece circunscrito ao local de infeccao ou, no pior dos cenarios, circunscrito ao linfondo
local (Baneth et al., 2005). O periodo de incubacéo para 0os animais susceptiveis pode variar de
meses a anos, alguns autores (Slappendel & Ferrer, 2006; Mir6, Cardoso, Pennisi, Oliva &
Baneth, 2008) definem mesmo um periodo até ao aparecimento dos sinais clinicos entre 3
meses e 7 anos. A idade de distribuicdo da doenca é bimodal com um pico de prevaléncia entre
0 2-4anos e outro aos 7, no entanto todos os animais de todas as idades podem ser infectados
(Baneth, 2010b) .

No animal monta-se uma resposta celular (Thl) e humoral (Th2) a leishmania. Os cédes nos
guais a resposta imunitaria prevalente € a Th2 (humoral), desenvolvem doenca progressiva e
cronica. Naqueles cuja resposta imunoldgica principal € a Thl (celular) a tendéncia é o néo
desenvolvimento de uma doenca clinica ou apenas de uma ligeira e auto-limitante. Neste
aspecto julga-se haver uma forte componente genética (Baneth et al., 2005). Isto é comprovado
por estudos (Altet, Francino, Solano-Gallego, Renier & Sanchez, 2002; Quinnell et al., 2003)
gue sugerem que, no que respeita a susceptibilidade dos animais a infec¢cdo por
L.infantum,existe uma associacdo genética. Animais com o alelo DLA-DRB1 (Quinnell et al.,
2003) e/ou 0 gene Sicllal (Altet et al., 2002) sdo mais susceptiveis a infecgéo.

Existem diferencas claras nas respostas montadas por animais resistentes e animais
susceptiveis. Nos primeiros, € montada uma resposta imunolégica reduzida, mas uma forte
resposta intradérmica a leishmania, e uma producdo de citoquinas relacionadas com Thl em

resposta ao estimulo antigénico. Os linfécitos destes animais resistentes, apresentam uma forte
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capacidade de matar os parasitas. Esta accdo € restrita a classe Il do complexo de
histocompatibilidade (MHC) e mediada pelos linfécitos CD8+ (NK) e CD4+ (T) que produz a
citoquina IFN-y (Baneth et al., 2005; Alexandre-Pires, 2008; Alexandre-Pires et al.,2010).

Nos animais susceptiveis, ha uma grande producédo de anticorpos, mas uma fraca resposta
celular o que os torna mais sensiveis a infeccdo (Guarga et al., 2000; Baneth et al., 2005). Os
neutrofilos e os macréfagos destes animais, tém uma fraca capacidade de aniquilar as formas
de leishmania. A resposta dominante Th2 tem um forte papel na patogénese da doenca. Nestes
animais ocorre uma producdo de anticorpos policlonais devido a activagdo nao especifica dos
linfocitos B que gera uma hiperplasia folicular linféide e uma hipergamaglobulinémia sérica
geralmente policlonal, por vezes monoclonal (do tipo IgG). Esta excessiva producdo de
anticorpos produz uma leséo tecidular e celular semelhante a processos auto-imunes (Baneth et
al., 2005).

3.5.5- Sintomatologia
Os sinais clinicos da leishmaniose canina (LCan) variam amplamente devido aos numerosos

mecanismos patogénicos envolvidos, aos diferentes 6rgdos que séo afectados, e a diversidade
de respostas imunolégicas montadas pelo hospedeiro (Ferrer & Koutinas, 2009). Nos caes a
leishmania normalmente causa doenca sistémica cronica (Slappendel & Ferrer, 2006), no
entanto, os animais também se podem apresentar assintomaticos. Estes também tém um
importante papel epidemiolégico uma vez que estudos (Michalsky et al., 2007) demonstram que
sdo capazes de transmitir o parasita ao vector.

A historia pregressa do animal quando se apresenta a consulta pode ser extremamente
variavel. Nesta podem estar incluidos os seguintes sinais: lesdes cutaneas, problemas oculares,
epistaxis, espirros, tosse, sincope, perda de peso, intolerncia ao exercicio, letargia, polifagia ou
anorexia, polidipsia,poliuria, diarreia e vomitos (Baneth, 2010b; Slappendel & Ferrer, 2006;
Lappin, 2004 ). Ao exame clinico juntam-se a estes sinais: linfoadenomegalia, esplenomegalia,
onicogrifose, ma condi¢cdo corporal, hipertermia, conjuntivite, queratite, uveite, ictericia e
pneumonia (Baneth, 2010b; Slappendel & Ferrer, 2006; Toplu & Aydogan, 2011).

3.5.6- Alteragdes hematolégicas e bioquimicas

A anemia normocrémica e normocitica € um dos achados hematolégicos mais comuns em cées
infectados por L.infantum (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). A nivel dos leucdcitos

podemos comummente encontrar linfopénia e leucocitose com desvio a esquerda (Lappin,

2004). A trombocitopénia é também um achado comum na LCan (Slappendel & Ferrer, 2006),
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estudos (Terrazzano et al., 2006) revelaram a presenca de anticorpos anti-plaquetas em
animais com leishmaniose.

Hiperglobulinémia, hipoalbuminémia, aumento sérico das enzimas hepéticas e azotémia sdo
alteragdes bioquimicas comuns, num animal com LCan (Slappendel & Ferrer, 2006; Lappin,
2004 ; Maia, Nunes, Cristovao & Campino, 2010b). A gamopatia € geralmente policlonal mas
também pode aparecer como monoclonal (geralmente IgG) (Font, Closa & Mascort, 1994). A
hipoalbuminémia esta associada a glomerulopatia perdedora de proteina (Baneth et al., 2005)
assim como a azotémia (Baneth, 2010b). O aumento sérico das enzimas hepaticas esta
associado a presenca do parasita no parénquima hepatico (Alexandre-Pires, 2008).

3.5.7- Diagnéstico
O diagnéstico para além de necessario para se proceder ao tratamento, também serve para

investigar a presenca da infeccdo para estudos epidemiolégicos, casos de transfusdo de
sangue, importacdo de animais de zonas endémicas ou monitorizacdo de tratamento (Mir6 et
al., 2008).0 diagnéstico deve ser baseado na historia pregressa, no exame fisico e nos sinais
laboratoriais. Este pode ser um desafio para o médico veterinario uma vez que 0s sintomas sao
muito variaveis, no entanto, deve ter sempre em conta o local em que o animal habita e a sua
possibilidade de contacto com o vector. O diagnostico definitivo usualmente baseia-se na
identificacdo microscdpica das formas amastigotas da leishmania livres ou em macréfagos, em
esfregacos de linfonodo e medula éssea corados por Giemsa (Slappendel & Ferrer, 2006), esta
técnica € sensivel e especifica para o diagndstico de LCan (Mir6 et al., 2008). Contudo, por
vezes nao se conseguem visualizar as leishmanias no esfregaco, deve-se entao recorrer a

outros meios complementares de diagndstico.

3.5.8- Tratamento e profilaxia
As leishmanias sdo altamente resistentes a terapéutica (Slappendel & Ferrer, 2006), e o

tratamento dos animais afectados pela LCan ndo promove a eliminacdo total do parasita,
apenas a cura clinica que pode ser apenas periddica (Ikeda-Garcia et al., 2007; Meireles, 2008).
As drogas utilizadas no tratamento da LCan sdo: amoniato de glucamina (1%linha) e a
miltefosina (22 linha), cada um acompanhado pelo alopurinol (Solano-Gallego et al.,2009).
Quanto aos agentes de 32 linha, ndo é recomendado 0 seu uso no tratamento de caes, uma vez
gue sdo os agentes de 12 linha no tratamento da leishmaniose humana (Solano-Gallego et
al.,2009). As posologias dos diferentes tratamentos sdao: amoniato de glucamina 75-100mg/kg

SC sid durante 4 semanas (Solano-Gallego et al.,2009; Baneth et al., 2005) acompanhado por
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alopurinol 10 mg/kg PO bid durante 6 a 12 meses (Solano-Gallego et al., 2009); ou miltefosina
2mg/kg PO sid acompanhado por alopurinol na mesma dosagem (Solano-Gallego et al.,2009).
Ao contrério do que se pensava (Baneth et al., 2005) a administracdo de alopurinol deve ser
descontinuada se houver remissdo completa de todos o0s sinais e marcada diminui¢éo no titulo
de anticorpos (Solano-Gallego et al., 2009). E importante manter em mente que existem
animais aos quais nunca vai ser possivel a descontinua¢do do alopurinol por ndo preencherem
os requisitos (Solano-Gallego et al., 2009). Os farmacos de tratamento da LCan tém efeitos
adversos: 0o amoniato de glucamina tem efeitos nefrotdxicos, a miltefosina pode provocar
vomitos e diarreia e o alopurinol promove a formacéo de cristais de xantina (Baneth et al., 2005;
Solano-Gallego et al.,2009).

Este ano, de 2011, foi langcada em Portugal uma vacina contra Leishmania infantum (CaniLeish,
Virbac®), constituida por PSE (proteinas secretadas e excretadas) e por um adjuvante QA-21
(Virbac, 2011). Inclui-se na categoria das vacinas de frac¢des de Leishmania purificadas (Mird
et al., 2008). Além deste existem outros 3 tipos: mortas,antigénios recombinantes e vacinas de
ADN (Miré et al.,, 2008). O adjuvante adicionado a vacina tem um papel fundamental no
reconhecimento do antigénio pelo sistema imunoldgico e na incitacdo de uma resposta pelo

mesmo (Miré et al., 2008).

3.5.9- Saude Publica
A infeccdo por Leishmania infantum € uma zoonose de grande importancia e o cao € o principal

hospedeiro reservatério para 0 Homem (Ready, 2010; Campino & Maia, 2010; Slappendel &
Ferrer, 2006). A presenca de cdes infectados desempenha assim, um importante papel na
manutencao endémica do parasita (Campino & Maia, 2010). Mais de 350 milhdes de pessoas
em 88 paises diferentes encontram-se em risco de infeccdo pelas varias espécies de
leishmania (World Health Organization [WHO], 2011). Na verdade, tem-se verificado um
aumento de casos reportados de leishmaniose humana, esta tendéncia deve-se parcialmente a
melhoria dos meios de diagnéstico. Contudo, outros factores também contribuem para este
facto:1) adaptacdo do ciclo de transmissédo para locais peridomésticos devido a urbanizagdo e
desflorestacédo; 2) falha das campanhas de controlo de vectores e reservatorios; 3) resisténcias
a farmacos; e 4) emergéncia da leishmaniose como infec¢éo oportunista em pessoas infectadas
pelo virus da SIDA (Reithinger & Davies, 2002). Efectivamente é neste grupo de pessoas, VIH
positivas, que a leishmaniose parece ser mais probleméatica no nosso pais (WHO, 2011).
Segundo a organizagdo mundial de saude 90% dos co-infectados da zona mediterranea por

leishmania e VIH situam-se em Portugal, Espanha, Franca e Itadlia (WHO, 2007). Destes
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Portugal € o Unico pais em que ndo se verificou uma diminuicdo destes casos desde a
introducdo de terapéutica anti-retroviral (TAR) (WHO, 2007). Além destes casos de co-infec¢céo
também se verifica a existéncia da doenc¢a em individuos imunocompetentes. Por ano estima-se
gue cerca de 15 a 20 casos como estes sejam diagnosticados (Campino & Maia, 2010). Este
grupo, imunocompetentes, sdo geralmente criancas e normalmente subnutridos (Baneth et al.,
2005). Infelizmente a leishmaniose enquanto doenca, ainda tem um peso significativo na nossa
sociedade. Por isto, 0 médico veterinario pode-se deparar com o dilema (Baneth et al., 2005)
em termos de saude publica, de manter um animal infectado tratando-o, ou ter de o eutanasiar
(uma vez que manté-lo sem tratamento esta fora de questdo). Esta decisdo deve ser feita em
conjunto com os donos explicando-lhes o tratamento, custos, prognéstico e monitorizagéo, e o
verdadeiro potencial zoon6tico da doenca uma vez que o tratamento ndo cura, apenas tem a

capacidade de diminuir o risco de infeccéo dos fleb6tomos (Baneth et al., 2005; Meireles, 2008).

3.6- Meios de diagndstico complementar

3.6.1- Imunofluorescéncia Indirecta (IFI)
Imunofluorescéncia € o processo pelo qual fluorocromos séo expostos a radiacao ultra violeta

(UV), luz violeta ou azul, para que se tornem fluorescentes ou que emitam uma luz visivel.
Existem dois tipos de testes de fluorescéncia de anticorpos: a directa e a indirecta (Prescott,
Harley & Klein, 2005). Imunofluorescéncia indirecta, é usada na deteccao de anticorpos no soro,
apos a exposicdo do individuo ao microrganismo (Prescott, Harley & Klein, 2005). Nesta técnica
o antigénio esta fixo ao “pogo”, junta-se o soro do individuo (cujos anticorpos especificos, se
presentes, reagem com 0 antigénio). Posteriormente adiciona-se o soro anti-espécie (neste
estudo, anti-cdo), que estara marcado com fluoresceina. A visualizacdo ao microscopio de
fluorescéncia é possivel logo que os processos de incubacdo e lavagem, sejam concluidos. A
visualizagdo microscopica a fluorescéncia revela a presenca do anticorpo especifico, para o
antigénio testado (Prescott, Harley & Klein, 2005).

A quantidade de anticorpos da amostra € determinada pela diluicdo limite e os resultados séo
dados sob a forma de titulos (Kenny, 2005). Este limite ou limiar varia consoante o laboratério e

0s métodos utilizados (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).
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e Ehrlichia canis

O teste de imunofluorescéncia indirecta é utilizado na detecc¢éo de anticorpos anti-E.canis e é
considerado o teste “Gold standard” (Ristic, Huxsoll, Weisiger, Hildebrandt & Nyindo, 1972) na
deteccdo da EMC.

Este teste tem desempenhado um papel importante na investigacdo e diagnéstico da doenca
(Waner et al., 2001). Ristic et al. (1972) descreveram este teste para a deteccéo e titulacdo de
anticorpos anti-E.canis. O desenvolvimento de métodos de cultivo de E.canis in vitro levou ao
uso do teste sorolégico da imunofluorescéncia indirecta (IFI) para a deteccao destes anticorpos.
A propagacao in vitro do agente patogénico em mondcitos de cdo, permitiu que estes viessem a
funcionar como antigénio no teste IFI (Ristic et al., 1972).

Waner et al., (2001) concluiram que o uso do teste IFlI € um importante meio para confirmar a
exposicao de um animal a E.canis. No entanto, o clinico deve ter a nocao das suas falhas, o
processo da doenca, as reaccdes cruzadas com outras espécies de Ehrlichia e persisténcia de
anticorpos mesmo apos tratamento, devem ser consideradas. Para colmatar estas falhas pode-
se-a, se se justificar realizar juntamente um teste de Polymerase Chain Reaction (PCR). Igbal,
Chaichanasiriwithaya e Rikihisa (1994) concluiram que PCR, principalmente associado a IFI

providencia o diagnéstico mais sensato e rapido de EMC.

e Anaplasma phagocytophilum
O teste de IFI permite a titulacdo dos anticorpos anti-Anaplasma phagocytophilum, no entanto
apresenta a grande desvantagem de fazer reaccdo cruzada com outras espécies de
Anaplasma, homeadamente com A.marginale (Strik et al., 2007) e com A.platys (Inokuma et al.,
2001). Apesar das suas desvantagens continua a ser o método mais utilizado para diagnostico
(Park, Heo, Choi, Dumler & Chae, 2003).

e Rickettsia conorii
O teste de IFI é considerado um bom teste para o diagnéstico da febre botonosa, especialmente
se for realizado um Micro-IFl onde se pode detectar imunoglobulinas especificas da infeccao
(Greene & Breitschwerdt, 2006). No entanto, este teste perde um pouco do seu valor numa
zona endémica, sugere-se entdo, a utilizagdo de testes mais especificos (como Western blotting
ou PCR) (Babalis, Dupont, Tselentis, Chatzichristodoulou & Raoult, 1993).
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e Babesiacanis
A IFI é actualmente o método de preferéncia na detecgéo serolégica de babesiose, uma das
suas grandes limitacBes sdo a incapacidade de diferenciar uma infeccao aguda de uma croénica.
Isto tem particular importéancia em zonas endémicas a doencga (Irwin, 2007a).
Outra limitacdo é o facto de fazer reaccdo cruzada com outras espécies de babesia,
nomeadamente B.gibsoni (Taboada & Lobetti, 2006). Para colmatar este defeito podemos juntar
ao teste de IFI o teste de PCR. E apesar da discordancia ocasional, a combinacéo do teste IFI
com PCR parece ser o método ideal para atingir a eficiéncia 6ptima no diagnéstico de
babesiose (Irwin, 2007a).
Todavia este teste tem muito valor em termos de saude publica. Outra limitacdo deste teste é a
possibilidade de reaccgdo-cruzada com outras espécies de Rickettsias (Keysary & Strenger,
1997).

e Leishmania infantum
O teste IFl, como todos os testes serolégicos, determina a existéncia de anticorpos anti-
leishmania, contudo ndo comprovam se a doenca esta activa ou ndo (Slappendel & Ferrer,
2006), é por isso importante relacionar sintomatologia com o teste IFl. Solano-Gallego et al.
(2009) recomendam a repeticdo do teste de IFI 6 meses apés o tratamento inicial para
monotorizacdo da leishmaniose. A diminuicdo s6 se considera significativa se houver uma

diferenca de pelo menos duas diluicdes.

3.6.2- ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
O teste ELISA, faz deteccdo de antigénio e anticorpos e pode ser fornecido como kits com um

standard e controlo internos, usualmente sao faceis de utilizar (Modiano & Ritt, 2000). Este teste
envolve a ligagdo de enzimas “marcadas” a antigénios ou a anticorpos. Dois métodos basicos
sao utilizados: o teste duplo de anticorpos (“sandwich”) e o teste indirecto de imunossorbéncia
(immunosorbent). O teste “sandwich” utiliza-se na detec¢cdo do antigénio e o indirecto na

deteccédo de anticorpos (Prescott, Harley & Klein, 2005) (Fig.6).

e Ehrlichia canis
Waner, Strenger & Keysary (2000) relataram que a especificidade de ELISA era semelhante a
da IFI, assim é importante considerar a hipotese de reacg¢éo cruzada com outras espécies de

Ehrlichia. Concluiram também que o kit de ELISA permitia a identificacdo de anticorpos anti-
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E.canis com equipamento laboratorial minimo e sem pessoal especializado. Waner et al. (2000)
considerou o teste de ELISA apto para a confirmagéo de diagnéstico de EMC.

e Anaplasma phagocytophilum:
O teste de ELISA € um bom método de diagnostico especialmente quando é utilizado o ELISA
de competicdo, no qual se notou que ndo havia reaccdo cruzada (Strik et al., 2007).

Figura 6- Esquema do teste ELISA

Teste duplo anticorpo “sandwich” Teste indirecto

N/

¢
(

O anticorpo encontra-se fixo O antigénio encontra-se fixo
no pogo no poco
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<

O antigénio (do soro) é O anticorpo (do soro) é
adicionado e liga-se ao adicionado e liga-se ao antigénio
anticorpo complementar complementar

e
i

Segue-se a adi¢do do O anti-anticorpo ligado a uma
anticorpo especifico ligado a enzima liga-se ao anticorpo, ja
uma enzima formando a ligado ao antigénio

“sandwich”

A Ak
AAIA/ A‘\A

E entdo adicionado um substrato e uma reacgao produz
uma alteracdo colorimétrica visivel A . Esta é medida
espectrofotometricamente

Legenda: Esquema original baseado em Prescott, Harley e Klein (2005)

e Rickettsia conorii
O teste de ELISA permite a identificacdo de Rickettsia conorii no soro do animal infectado, no
entanto, tem a limitacdo de se poderem desenvolver reacgfes cruzadas com outras espécies de

rickettsias (Keysary & Strenger, 1997).
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e Babesiacanis
O diagnostico de babesiose pode-se fazer através do teste de ELISA onde se vao detectar
proteinas especificas, no entanto tem a grande desvantagem de poder ocorrer reacgdes
cruzadas com outras espécies Babesia spp. (Aboge et al., 2007)

e Leishmania infantum
Estes testes sdo indicados para um grande nimero de amostras, tendo uma boa sensibilidade e
especificidade, no entanto, tém o inconveniente da deteccdo de falsos positivos (Pereira da
Fonseca & Villa de Brito 2008; Vargas-Duarte, Lépez-Paez, Escovar-Castro & Fernandez-
Manrique, 2009).

3.6.3- Immunoblotting- Western blotting
Western blotting é amplamente usado ndo s6 nos objectivos tradicionais, como a identificacdo

de proteinas por immunoafinidade e a analise de respostas imunes, mas também como técnica
interface genoma-proteoma. As técnicas de immunoblotting usam anticorpos (ou outros
ligandos especificos) para identificar proteinas-alvo dentre um numero de outras proteinas
(Magi, & Liberatori, 2005). Este procedimento demonstra a presenca de proteinas comuns e
especificas de diferentes estirpes de microrganismos, permitindo assim a sua distincdo
(Prescott, Harley & Klein, 2005). O immunoblotting pode também ser utilizado na detec¢cdo de
respostas imunoldgicas, especificamente dirigidas a uma estirpe de um microrganismo (Prescott,
Harley & Klein, 2005). A técnica comeca com uma complexa mistura de antigénios (melhor
aplicado a proteinas) que € separada, segundo o seu peso molecular, através de electroforese
em gel. As proteinas sao transferidas e imobilizadas numa membrana inerte (nitrocelulose).
Locais de ligacéo de proteinas sédo entdo bloqueados e a membrana é coberta com anticorpos
primarios contra o antigénio. Seguidamente adicionam-se anticorpos marcados ligados a uma
enzima que provocam ligagdo assim que se junta o substrato. Esta precipitacdo permite a
visualizagdo de uma banda, cujo peso molecular serd posteriormente determinado (Kenny,
2005).
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e Ehrlichia canis
Igbal, Chaichanasiriwithaya e Rikihisa (1994) demonstraram que o Western blotting detecta
anticorpos anti-E.canis tdo cedo quanto 2 a 8 dias pds-exposicdo. Este método consegue
também distinguir E.canis de outras espécies filogeneticamente proximas com E. chaffeensis e
E. ewingii (Rikihisa, Ewing & Fox, 1994). No entanto de um ponto de vista prético a IFI continua

a ser o teste de triagem de escolha (Neer & Harrus, 2006).

e Anaplasma phagocytophilum
O Western blotting permite a identificacdo de A.phagocytophilum, contudo a sua especificidade
pode ser questionavel, principalmente devido a grande variabilidade genética apresentada pelo
microrganismo (Park et al., 2003).

e Rickettsia conorii
Babalis et al. (1993) revelam no seu estudo que para um estudo seroepidemiolégicos mais
preciso o uso de Western blotting é essencial. Este faz a deteccao de proteinas antigénicas
especificas, ajudando a apurar a verdadeira seroprevaléncia de Rickettsia conorii de uma

populacdo, numa zona endémica a doenca.

¢ Leishmaniainfantum
Permite a deteccdo de anticorpos muito especificos (Navarrete & Nieto, 2005) tém um nivel de
deteccdo de doenca muito semelhante aos outros meétodos serolégicos no entanto, pode ser

melhorado com altera¢des na técnica (Vargas-Duarte et al., 2009).

3.6.4- PCR (Polymerase Chain Reaction)
A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é extremamente valiosa nas diversas areas de

biologia molecular, medicina e biotecnologia. Esta técnica permite a sintese de grandes
guantidades de fragmentos de ADN sem recorrer a clonagem (Prescott, Harley & Klein, 2005).
A chave deste processo é o uso de uma ADN polimerase termoestavel, que permanece activa
durante os varios ciclos de aquecimento (Kenny, 2005). Depois de amplificado o ADN é lido por
electroforese em gel. Em casos em que a cultura microbiolégica é impossivel, lenta ou
indesejavel devido a perigos bioldgicos, PCR tornou-se o método de preferéncia pela sua

sensibilidade, selectividade e rapidez (Kenny, 2005).
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e Ehrlichia canis
PCR € um meio adequado para a detec¢cdo do ADN de E.canis no soro mesmo antes da

seroconversao, facilitando o diagndéstico prematuro da doenca (Mylonakis et al., 2009).

e Anaplasma phagocytophilum
PCR é uma técnica muito sensivel e especifica na detec¢do de Anaplasma phagocytophilum,
sendo que a sua identificacdo é possivel por um periodo mais longo do que através da
observacdo microscopica (Harrus et al., 2005). Estudos demonstram que o PCR é uma
ferramenta capaz de tipificar sub-espécies e que em Portugal podemos ter 2 sub-espécies de
Anaplasma phagocytophilum uma delas muito semelhante a identificada nos EUA (Santos,

Santos-Silva, Sousa, Bacellar & Dumler, 2009).

e Rickettsia conorii
O teste de PCR pode ser utilizado na deteccdo de Rickettsia conorii, permitindo a distincdo
desta, de outras espécies de rickettsias (Leitner, Yitzhaki, Rzotkiewicz & Keysary, 2002).

Permite também a identificacdo das rickettsias antes da seroconversao (Kidd et al., 2008).

e Babesiacanis
PCR é uma técnica sensivel e especifica e frequentemente aplicada no diagnéstico de
babesiose. E particularmente Gtil na deteccdo de cdes com uma baixa parasitémia e para
especificacdo do parasita (Solano-Gallego & Baneth, 2011). Permite também a distincao das

subsespécies de Babesia canis (Zahler, Schein, Rinder & Gothe, 1998).

e Leishmaniainfantum
PCR melhorou a sensibilidade do diagndstico de LCan, podendo utilizar diversos tecidos para

efectuara a deteccao do parasita (sangue, linfonodo, medula e bago) (Mir6 et al., 2008).

3.7- Interaccdes hospedeiro-vector, na transmissao de hemoparasitoses

A transmissdo de agentes infecciosos por artropodes hematofagos envolve uma interaccéo de

trés vias que se realiza entre o artropode, 0 microrganismo e 0 sistema imunoldgico do
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hospedeiro vertebrado. O objectivo do artrépode € obter a sua refeicdo, que faz penetrando a
barreia epidérmica do hospedeiro, ao fazer a secrecao de substancias anticoagulantes promove
a entrada de microrganismos no hospedeiro (Day, 2005).

Hoje em dia compreende-se que os “artropodes ndo sdo agulhas e seringas rastejantes e
voadoras”, isto é, que o seu papel nesta interaccdo de trés vias, ndo é de forma nenhuma
passivo (Wikel & Alarcon-Chaidez, 2001).

A interaccdo pode ser feita artropode-microrganismo, e Sultana, (2010) comprovou que 0S
agentes infecciosos, conseguiam manipular a regulagdo genética dos artropodes de forma a
assegurar a sua transmissdo. Ou artrépode-hospedeiro, em que os artropodes produzem
numerosas moléculas farmacologicamente activas, que lhes permite migracdes através dos
tecidos dos hospedeiros ou obter com sucesso as suas refeicbes (Wikel & Alarcon-Chaidez,
2001). Estas substancias trazem beneficios aos vectores, uma vez, que reduzem ou inibem um
ataque imunoldégico aos factores anti-hemostaticos e outras moléculas essenciais, assim como
evitam que o animal se coce nessa regido, durante a refeicdo (Wikel & Alarcon-Chaidez, 2001).
Os artrépodes evadem o sistema imunoldgico do hospedeiro para sobreviverem mas existem
importantes consequéncias (Wikel & Alarcon-Chaidez, 2001). Essa evasdo é feita através de
imunomodelacao, isto &, a inoculacdo de moléculas salivares resulta na alteracdo da resposta
imunolégica do hospedeiro, tanto localmente como na regido de drenagem do linfonodo (Day,
2005,Day, 2011).Estas moléculas promovem a resposta Th2 (humoral), suprimindo a Thl
(celular) (Day, 2011). A auséncia de uma resposta celular protectora permite o estabelecimento
da doenca no hospedeiro, permitindo mesmo que artropodes nao infectados que se alimentem
em local proximo possam tornar-se infectados (Day, 2005).0 agente infeccioso esta agora livre
para se propagar, produzir parasitémia e infec¢do aguda.

A predisposicdo para uma resposta humoral estd na base da infec¢do cronica, secundaria e
imuno-mediada (Day, 2005). As sequelas deste tipo de resposta podem ser varias: 1)
hiperglobulinémia; 2) inducdo de auto-anticorpos ou de anticorpos de reaccdo-cruzada; 3)
formacdo de imunocomplexos anticorpo-antigénio; 4) granulomas inflamatorios de agregados

de macrofagos parasitados (Day, 2005).
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3.8- Breve descricdo dos principais vectores

3.8.1- Rhipicephalus sanguineus
As ixodideos da familia Ixodidae s&o vectores dos, intimamente relacionados géneros

richettsiais, Ehrlichia e Anaplasma. (Stich et al., 2008; Shaw, 2008)

Do ponto de vista etolégico, Rh. sanguineus é endodfilo (adaptado a vida no interior),
monotropico (todos estagios de desenvolvimento alimentam-se em hospedeiros da mesma
espécie), e de trés hospedeiros (cada fase da vida requer um novo hospedeiro para se
alimentar). No entanto, apesar de muito endodfilo, Rh.sanguineus também sobrevive no
ambiente exterior, principalmente se encontrar reflgios (ex: paredes de pedra calcaria). Além
disso, embora monotrépico, esta carraca pode ocasionalmente alimentar-se de outros
hospedeiros, que nao pertencem a sua “cadeia tréfica” natural. Isto indica que Rh. sanguineus é
capaz de adoptar diferentes estratégias de sobrevivéncia (Dantas-Torres, 2010).

Como caracteristica anatémicas, a base do capitulo é hexagonal, tem olhos e festdes e o

escudo ndo é ornamentado (Bowman et al., 2003).

3.8.1.1- Taxonomia
Quanto a sua taxonomia pertence Filo Arthropoda, Classe Arachnida Ordem Ixodida, Familia

Ixodidae e Género Rhipicephalus.(NCBI, 2009b)

3.8.1.2- Ciclo de vida
Riphicephalus sanguineus séo ixodideos de trés hospedeiros, que se soltam do hospedeiro

apos cada refeicdo antes de passarem para o proximo estadio (Stich et al.,2008).

A fixacdo de Riphicephalus sanguineus ocorre através do segmento distal dentado dos
gueliceras, que rasgam a pele permitindo que nela se introduza o hipostoma (Meana &
Vasquez, 1999; Shaw, 2008). Aproximadamente 10 minutos apds a fixacdo, as glandulas
salivares comecam a segregar o cimento (liquido branco rico em lipopoteinas), que endurece
formando um tubo a volta dos apéndices (Meana & Vasquez, 1999). A medida que o ixodideo
se vai alimentando vai segregando saliva, cujas moléculas sado farmacologicamente muito
activas, neutralizando assim 0os mecanismos hemostaticos e defensivos do hospedeiro (Meana
& Vasquez, 1999; Shaw, 2008). Durante este processo de alimentacdo os ixodideos infectam-
se, pois 0s agentes patogénicos adaptados a esta transmissao penetram na mucosa intestinal,
ou, infectam o hospedeiro (Shaw, 2008). De facto, todo o processo de ligacdo e alimentacdo
estimula a re-activacdo, replicacdo e migragdo dos agentes patogénicos dos seus locais de

sequestro para a saliva (Shaw, 2008).
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O ciclo de vida inicia-se quando as larvas eclodem dos ovos e leva 2 a 3 meses a completar-se
(Bowman et al., 2003). As larvas (com seis patas) alimentam-se dos hospedeiros (ex: cado
domeéstico) durante uns dias, caindo e desenvolvendo-se em ninfas (oito patas). As ninfas
alimentam-se do hospedeiro por aproximadamente uma semana, voltam ao solo e
desenvolvem-se em fémeas e machos adultos. As fémeas sao fertilizadas no hospedeiro e
alimentam-se por mais uma a trés semanas, altura pela qual ficam altamente ingurgitadas com
sangue. Retornam ao solo para depositarem os seus cachos de 2000 a 4000 ovos, umas
semanas mais tarde (Bowman et al., 2003). Os ovos emergem do poro genital e acumulam-se a
frente do ixodideo, apés a ovoposicdo a fémea morre, e o ciclo repete-se (Stich et al.,2008;
Bowman et al., 2003).

3.8.1.3- Transmissao biolégica
Cada estadio alimentar do ixodideo ou refeicdo de sangue € uma oportunidade de aquisicao e

transmissao de agentes patogénicos.

A transmissdo horizontal pode ocorrer, “transestadialmente” quando uma carraca madura
adquire o agente patogénico durante uma refeicdo e o0 transmite no seguinte estado de
desenvolvimento, (Bremer, 2005) e “intraestadialmente” quando a carraga adquire e transmite a
doenca durante o mesmo estadio de desenvolvimento (Stich et al., 2008).

A transmissdo vertical ocorre “transovaricamente” da fémea para as larvas da sua
descendéncia (Stich et al., 2008; Shaw, 2008).

No caso de de ixodideos de 3 hospedeiros a transmissdo transestadial € a mais importante
(Stich et al., 2008). A transmissédo intrastadial € muito importante no caso dos machos da
espécie Rhipicephalus sanguineus uma vez que se demonstrou experimentalmente, a
capacidade destes para transmissdo de agentes patogénicos (Bremer, 2005). Conclui-se
também que o facto de ndo ser necessario cépula para que o macho Rhipicephalus sanguineus
realize maltiplas refeigcbes (Bremer, 2005), juntamente com o facto de se irem alimentando de
diferentes hospedeiros e de persistirem por toda a estagdo (Stich et al., 2008), demonstra a
importancia da transmissao intraestadial dos ixodideos.

Na verdade, os ixodideos adultos conseguem sobreviver durante 155 a 568 dias sem se
alimentarem, e transmitirem a infec¢do durante 155 dias apos se infectarem (Waner & Harrus,
2000). Este fendmeno que lhes permite passarem o Inverno e infectarem os hospedeiros
vertebrados na Primavera seguinte, juntamente com a transmissdo transovarica, fazem dos
ixodideos reservatorios de doengas (Waner & Harrus, 2000; Alleman, 2005; Stich et al., 2008).
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3.8.2- Dermacentor reticulatus
Dermacentor reticulatus é um ixodideo ornamentado com olhos, festdes e um capitulo

rectangular (Corrales, Vazquez & Campillo, 1999; Bowman et al., 2003). Coloniza a Europa, €
higrofilo (gosta de ambientes hdamidos), e os adultos sdo mais activos na Primavera e no
Outono, tém um comportamento endo-exofilo dependendo do estadio em que se encontram
(Corrales et al., 1999). Os adultos parasitam grandes mamiferos e as formas imaturas sao
exclusivamente endofilicas e parasitam principalmente roedores (Corrales et al., 1999).

3.8.2.1- Taxonomia
Este artropode pertence a classe Arachnida, ordem Ixodida, familia Ixodidae e género

Dermacentor (NCBI, 2009e).

3.8.2.2- Ciclo de vida
Dermacentor reticulatus apresenta um ciclo de vida de trés hospedeiros assim como

Rh.sanguineus, que dura aproximandamente um ano e meio. (Chauvin et al., 2009)

3.8.2.3- Transmissao bioldgica
A transmissdo dos agentes patogénicos (exemplo: Babesia) faz-se de modo transestadial,

intrastadial e transovarica (Chaunvin et al., 2009).

3.8.3- Ixodes ricinus e |. ventalloi
Estes ixodideos ndo sdo ornamentados e ndo tém festbes ou olhos (Bowman et al., 2003;

Corrales et al., 1999). Tém a particularidade de possuirem um sulco anterior & abertura anal, ao
contrario de outras espécies que ndo o tém ou tém-no posteriormente a abertura anal (Bowman
et al.,, 2003). As larvas e os adultos comportam-se da mesma forma do que os do género

Dermacentor (Corrales et al., 1999).

3.8.3.1-Taxonomia
Estas espécies de ixodideos taxonomicamente pertencem a classe Arachnida, ordem Ixodida,

familia Ixodidae e género Ixodes (NCBI, 2009f).
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3.8.3.2- Ciclo de vida
Como os ixodideos anteriores, os do género Ixodes também tém um ciclo de vida de trés

hospedeiros, com duracdo de 2-3 anos (Bowman et al., 2003; Corrales et al., 1999).

3.8.3.3- Transmisséao bioldgica
A transmissdo dos agentes patogénicos para este vector e deste vector para outros seres

processa-se da mesma forma que os ixodideos anteriormente referidos.

3.8.4- Phlebotomus perniciosus e P.ariasi
Os flebétomos sao artrépodes pequenos (2-3 mm), delgados, acastanhados, com antenas

longas e corpo coberto de sedas (Bowman et al., 2003; Afonso & Alves-Pires, 2008). O seu
corpo é constituido por 3 partes: cabeca, térax e abdéomen (Afonso & Alves-Pires, 2008). As
suas asas tém veias que vao desde a base até a ponta da asa (Bowman et al., 2003). Séao
maus voadores apenas conseguindo voar umas centenas de metros, ndo se afastando muito da
sua area de reproducdo (Sharma & Singh, 2008; Mencke, Volf, Volfova & Stanneck, 2003).
Voam junto ao chdo e sdo incapazes de o fazer quando na presenca de vento (Sharma &
Singh, 2008). Os flebétomos na Europa assumem um comportamento exo-endofilo, tendo uma
localizacdo peridoméstica entrando mesmo nas nossas casas (Sharma & Singh, 2008 ,Afonso
& Alves-Pires, 2008).

3.8.4.1- Taxonomia
Estes artropodes pertencem a classe Insecta, ordem Diptera, familia Psychodidae e género

Phlebotomus (NCBI, 20099).

3.8.4.2- Ciclo de vida
Tanto machos como fémeas alimentam-se de soluc¢des agucaradas (fitdfagos), contudo, para a

producdo de ovos as fémeas necessitam de se alimentar de sangue, pois as proteinas deste
sao necessarias ao desenvolvimento dos ovos (Sharma & Singh, 2008 ; Mencke et al., 2003).

O ciclo de vida desde a primeira refeicdo sanguinea até novos adultos eclodirem dura
aproximadamente 45 dias (laboratorialmente) e desenvolve-se em meio aéreo e terrestre

(Afonso & Alves-Pires, 2008). As larvas que eclodem dos ovos, desenvolvem-se por 4 estadios
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no solo, alimentando-se de matéria organica, até puparem, passados 10 dias eclode o mosquito
adulto (Mencke et al., 2003; Afonso & Alves-Pires, 2008).

Uma vez que apenas as fémeas se alimentam de sangue, sé elas sdo vectores de agentes
patogénicos, apresentando uma actividade circadiana muito especifica. Durante o dia mantém-
se em locais frescos e humidos evitando o calor do dia e ao cair da noite iniciam e a sua
actividade de procura de hospedeiros para realizarem a sua refeicdo de sangue (Mencke et al.,
2003). Uma vez encontrado o seu hospedeiro, procuram regifes glabras como a volta do nariz,
olhos e boca (Mencke et al., 2003).

As condic@es climatéricas influenciam a duracdo do ciclo de vida destes seres, por exemplo o
aumento da temperatura ambiental, pode aumentar o periodo de actividade dos adultos e assim
0 numero de geragbes por ano. A diminuicdo da temperatura diminui a actividade dos
fleb6tomos (Afonso & Alves-Pires, 2008; Sharma & Singh, 2008) .

3.8.4.3- Transmissao biolégica
A fémea infecta-se quando realiza uma refeicdo sanguinea a partir de um animal infectado,

ingerindo as formas amastigotas da leishmania (Afonso & Alves-Pires, 2008). Estas formas
desenvolvem-se no aparelho digestivo do fleb6tomo, onde se da a diferenciacdo em
promastigotas e a sua multiplicacdo (Afonso & Alves-Pires, 2008).

As formas promastigotas desenvolvem-se em formas metaciclicas, que sédo as formas que
infectam os hospedeiros vertebrados aquando a picada do fleb6tomo (Afonso & Alves-Pires,
2008). Nesta altura as metaciclicas séo injectadas juntamente com a saliva no hospedeiro
(Mencke et al., 2003).

A injeccao da saliva é importante para a obtencao da refeicdo sanguinea uma vez que contém
substancias com propriedades anticoagulantes, vasodilatadoras, anti-inflamatérias, anti-
hemostaticas e anestésicas (Mencke et al., 2003). Além da funcao principal destas substancias
(obtencdo de uma refeicdo de sangue), elas desempenham um importante papel na
transmisséo da infecgé@o parasitaria, como anteriormente descrito.

Um outro factor importante na transmissdo das leishmanias € a alteragdo de comportamento
gue provoca no flebétomo, pois uma vez que formam um rolhdo que bloqueia a via alimentar
(Afonso & Alves-Pires, 2008), forcam 0 mosquito a realizar um maior nimero de refeigbes do

gue seria necessario, aumentando assim a disperséo da doenca.
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3.9- Controlo de vectores

A prevencéo destas hemoparasitoses pode fazer-se em alguns casos por vacinagéo e/ou por
administracdo de farmacos profilaticamente (como anteriormente referido), no entanto o

controlo dos vectores das diferentes parasitoses € a forma de prevengao mais importante.

3.9.1- Controlo de ixodideos
Quando procedemos ao controlo de ixodideos é importante ndo nos esquecermos que apenas

5% dos ixodideos se encontram no cdo, e que 0s restantes 95% se distribuem pelo meio
ambiente (Dantas-Torres, 2008). Assim a estratégia de controlo deve contemplar o animal e o

ambiente em que se insere.

3.9.1.1-Controlo quimico
Acaricidas em spot-on, spray ou em coleira sdo as medidas preventivas mais eficientes no

controlo de ixodideos (Shaw, Day, Birtles & Breitschwerdt, 2001). Estes podem veicular
diferentes substancias como amitraz, fipronil, permetrinas ou pyriprole. Estas actuam
interferindo com a funcdo neurolédgica dos ixodideos em 24 a 48 horas, no entanto, é possivel
gue neste tempo haja transmissao de agentes patogénicos.

As permetrinas actuam também como agentes repelentes(Taylor, 2001; Shaw, 2008). O uso de
acaricidas geralmente é eficiente na eliminacéo e prevencao de infec¢des por ixodideos durante
um determinado periodo de tempo. A frequénica e intensidade de tratamento depende do grau
de infestacdo e duracédo do efeito do produto, de qualquer forma as directrizes do fabricante
devem ser respeitadas (Dantas-Torres, 2008).

No que respeita ao controlo quimico do ambiente, este sé pode ser efectivo se for limitado a
uma area restrita (Dantas-Torres, 2008). Alguns acaricidas como carbaryl, propoxur e
deltametrinas podem ser utilizadas como pesticidas ambientais, contudo deve-se evitar a

contaminacgédo de cursos de agua e areas adjacentes (WHO, 2006).

3.9.1.2- Vacinagao
Varias estratégias de vacinagdo foram propostas para o controlo de ixodideos, no entanto até

agora, contra os ixodideos sob estudo, s6 a vacina contra Rh.sanguineus teve o efeito de

reducdo no tempo de ligagéo e na fecundidade (Shaw, 2008).
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Contudo, as investigacbes continuam, e num futuro proximo estas vacinas podem a vir a
desempenhar um papel muito importante no controlo destes vectores (Ghosh, Azhahianambi &
Yadav, 2007 ).

3.9.1.3- Controlo ndo quimico
O controlo ndo quimico deve ser associado ao quimico (Dantas-Torres, 2008), podendo ser

mecanico ou biolégico.

O controlo mecéanico é feito pela remoc¢éao dos ixodideos presentes no pélo ou agarrados a pele
do céo. Para isto o dono deve escovar regularmente o cdo e deve ser ensinado pelo MV a
remover ixodideos ja fixados (Shaw, 2008). Para proceder a este acto deve proteger-se com
luvas, para evitar o contacto com fluidos das carracas (Dantas-Torres, 2008).

O controlo biolégico de ixodideos pode ser feito com recurso a fungos (Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae) (Kirkland, Westwood & Keyhani, 2004) e a nematodes (Samish &
Glazer, 2001).

No que respeita ao controlo ndo quimico do ambiente, fendas que possam existir em muros ou
paredes devem ser seladas, pois alguns ixodideos tém um comportamento endéfilo. Quanto a

vegetacdo, esta deve ser mantida cortada (Dantas-Torres, 2008) .

3.9.2- Controlo de fleb6tomos
Os esforgos para controlar a disseminacdo de Leishmania transmitida por estes vectores nao

tém sido bem sucedidos (Baneth et al., 2005). E o abate de cdes seropositivos praticado na
América do Sul além de ndo ser bem aceite pelos donos, néo tem o efeito desejado uma vez
gue permanecem no ambiente animais assintomaticos e animais silvestres que mantém a
transmissao do parasita aos vectores (Baneth et al., 2005). Os principais métodos de controlo
dos fleb6tomos séo: controlo quimico, gestdo ambiental e controlo biolégico (Sharma & Singh,
2008).

3.9.2.1- Controlo quimico
O controlo quimico feito nos caes pode ser efectuado através de coleiras impregnadas com

deltametrina, estas tém um efeito que se prolonga por 6 meses, matando cerca de 50% dos
vectores expostos ao produto (Alexander & Maroli, 2003).
Pode também ser feito através de spot-on, tendo a combinacdo de imidocloprid e permetrina

demonstrado resultados muito satisfatérios como repelentes de fleb6tomos, sendo no primeiro
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dia de 94,6% e no dia 22 de 72,8% (Mencke et al., 2003). O potencial insecticida desta
combinagé&o era mais baixo, 60,0% no dia 1 e de 35,2% no dia 22 (Mencke et al., 2003).

Quanto ao controlo quimico de casas e abrigos pode-se proceder a pulverizagéo dos locais com
insecticidas (Maroli, 2009).0 uso de redes mosquiteiras impregnadas com insecticidas também
€ uma forma simples e barata de impedir a entrada dos mosquitos (Maroli, 2009; Alexander &
Maroli, 2003).

3.9.2.2- Gestdo ambiental
A gestdo ambiental passa pela eliminacdo de locais onde os fleb6tomos se possam reproduzir

como fendas em muros ou paredes, ou poc¢as de agua permanentes devido a regas, para isto é

necessario a educacao da populacao (Sharma & Singh, 2008).

3.9.2.3- Controlo biolégico
Pouca informacédo esta disponivel sobre o controlo biolégico dos fleb6tomos, no entanto

organismos como nematodes, bacilos e fungos sao capazes de matar fleb6tomos adultos e pré-
adultos, em condicdes laboratoriais (Sharma & Singh, 2008). Outra alternativa séo plantas como
Solanum jasminoides, Ricinus communis, ou Bougainvillea glabra, que séo tdxicas para os
mosquitos adultos. Estas plantas representam uma alternativa vidvel aos insecticidas

comerciais para o controlo dos fleb6tomos (Sharma & Singh, 2008).

4- Objectivos
Os objectivos deste estudo foram:

e Detecgdo de anticorpos contra 0s agentes patogénicos (E.canis, A.phagocytophilum,
R.conorii, B.canis, L.infantum) numa populacdo de caes, de canil externo em Setlbal;

e Determinagdo da sua seroprevaléncia numa amostra de uma populagdo de cées, de
canil externo;

e Determinagéo da influéncia dos diversos factores (sexo, idade e comprimento do pélo);

e Deteccéo de co-infeccdes;

e Contribuicdo cientifica para a determinacéo da prevaléncia de doencas transmitidas por

vectores em Portugal.
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5-Material e métodos

5.1-Area geografica sob estudo

O rastreio foi efectuado durante os dias 23, 24 e 25 de Marco do ano de 2011, na associagao
“Cantinho da Milu”, que se localiza no Vale da Abrunheira, concelho de Palmela, distrito de
Setubal. A area (delimitada na figura 7), apresenta as coordenadas latitude 38.581887 e
longitude 8.797353, localizando-se a aproximadamente 25 Km do estuario do Tejo e 10 Km do
estuério do Sado (Fig. 7).

Figura 7- Fotografia aérea da associacao “Cantinho da Milu” (Google maps, 2011)

Legenda : escala 1cm=28m

5.2-Clima

Durante o0 més de Margo de 2011, a temperatura média na regido de Setubal foi de
aproximadamente 12°C com uma temperatura maxima de 18°C (Fig.8). Durante o mesmo més
a precipitacdo total foi entre 50 e 100 mm e o total de horas de insolagdo entre 200 e 220,
(Fig.9) (Instituto de Meteriologia, Portugal, 2011).
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Figura 8- Mapas das temperaturas méedias e maximas registadas em Portugal durante o més
de Marco de 2011.
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Legenda: temperaturas médias (esquerda), temperaturas maximas (direita) adaptado de
Instituto de Meteorologia,Portugal (2011)

Figura 9- Mapas de registos totais de pluviosidade e horas de insolacdo, durante o més de
Marco de 2011.
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Legenda: Pluviosidade (esquerda), horas de insolacdo (direita) adaptado de Instituto de
Meteorologia, Portugal (2011)
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5.3-Caracterizacdo da amostra
A amostra era constituida por 80 cdes de uma populacao total varidvel de 350 animais. Para
cada cao foram registados dados referentes a: raga, sexo, idade e comprimento do pélo.

5.3.1- Raca dos cées da amostra
Todos os animais testados eram de raca indeterminada.

5.3.2 Sexo dos cdes da amostra
Dos 80 cées da amostra 29 (36,25%) eram machos e 51 (63,75%) eram fémeas. Os machos

eram todos inteiros, nas fémeas era desconhecido devido a sua proveniéncia (cdes de rua) e a

dificuldade de controlo e averiguacao de cios.

5.3.3 ldade dos caes da amostra
A média de idade da amostra era de 5 anos e 2 meses, a idade minima era de 2 anos e a

méaxima de 12 e a moda das idades 3 .

5.3.4 Comprimento do pélo dos céaes da amostra
O pélo dos cées foi classificado como curto e longo (tendo sido inserido nesta categoria o pélo

médio). Assim, dos 80 caes, 26 (32,5%) apresentavam pélo longo e 64 (67,5%) pélo curto.

5.4-Caracterizacao do habitat em que se inserem

O terreno onde os cdes da amostra habitavam estava dividido em 2 4reas: uma grande area
comum onde, durante o dia, os caes eram soltos num sistema rotativo; e uma outra constituida
por parques onde co-habitavam 3 a 10 cdes consoante a area de cada um. Na area comum e
em alguns parques, havia vegetacdo intensa, alta e uma vinha. Em cada parque os cées tinham
uma ou duas casas nas quais cada um tinha a sua cama de plastico coberta por mantas (Fig.10
e 11).
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Figura 10- Fotografia original da area comum (esquerda) e dos parques (direita).

Figura 11- Fotografia original de um parque grande (esquerda) e pormenor do interior das
casas com as camas dos animais (direita).

5.5-Colheita de sangue e processamento

A colheita de sangue foi feita maioritariamente a partir da veia cefélica, e ocasionalmente a
partir da veia jugular e da veia safena. Primeiramente foi realizada a desinfec¢do do local com
alcool etilico a 70%, e foram colhidos para um tubo seco entre 2 a 4 mL de sangue. Os tubos
foram mantidos direitos e refrigerados até ao final do dia, altura em que se procedeu a extragado
do soro por centrifugagdo a 40 rpm durante 10 minutos. O soro resultante foi colocado em

eppendorfs e congelado(-20°C) para analise posterior.

5.6- Método analitico
O método analitico utilizado foi a Imunofluorescéncia indirecta (IFl) para a pesquisa de
anticorpos contra Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis

e Leishmania infantum.
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5.6.1- Testes utilizados
Os testes utilizados foram testes comerciais, para E.canis, A. phagocytophilum, R. conorii e B.

canis pertencentes ao laboratério Megacor®, e ao laboratério bioMérieux® no caso da pesquisa
de anticorpos contra L.infantum, (tabela 1).

Tabela 1- Correspondéncia entre a designacdo comercial do teste e do agente de pesquisa de
anticorpos

Nome do teste Agente

MegaScreen® FLUOEHRLICHIA canis (Ref. 715) E.canis
MegaScreen® FLUOANAPLASMA ph. (Ref. FB725D) A. phagocytophilum
MegaScreen® FLUO RICKETTSIA con. (Ref. FB811) R. conorii
MegaScreen® FLUOBABESIA canis (Ref. 822) B. canis
Leishmania-Spot IF (Franca, Ref. 75 931) L.infantum

5.6.2-Técnica de pesquisa de anticorpos
A técnica utilizada nos diferentes testes de imunofluorescéncia indirecta, foi a mesma. Para os

testes da Megacor® os controlos positivo e negativo utilizados foram fornecidos no kit. Para o
da L.infantum os controlos usados pertenciam a seroteca do Laboratério de Doencas
Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria (UTL).

A realizacdo da técnica foi de acordo com as indica¢cfes do fabricante:

1. As laminas com antigénio, retiraram-se do frigorifico e colocaram-se a temperatura ambiente,
durante 15 minutos;

2. Preparou-se o PBS, diluindo um frasco de PBS (BioMérieux® Franca, Ref. 75 931) em 1 litro
de agua destilada;

3. Preparou-se o PBS-Tween 80, através da juncdo de 1 mililitro de Tween 80 (Merck®
Alemanha, Ref. 822 187) em 1 litro de PBS;

4. Descongelou-se as amostras de soro a temperatura ambiente;

5. Homogeneizou-se as amostras recorrendo ao agitador;

6. Numa microplaca, procedeu-se as dilui¢des iniciais onde se juntou determinada quantidade
de PBS e soro, tendo em conta o cutt-off (limiar de positividade) de cada teste. Primeiramente

colocou-se o0 PBS, seguido do soro, procedendo-se entdo a uma correcta homogenizacgao.
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7. Depositou-se 10 ul do soro diluido em 10 pogos da lamina no caso dos testes da Megacor e
em 8 poc¢os no caso dos da BioMérieux.

8. Depositar 10 pl de controlo positivo e negativo respectivamente, no poco 1 e 12 no caso dos
testes da Megacor e 1 e 10 no caso dos da BioMérieux.

9. Incubou-se durante 30 minutos a 37 °C, em camara humida.

10. Procedeu-se a lavagem das laminas:12 lavagem: rapida (1 a 2 segundos) com PBS/Tween
80; 22 lavagem: 5 minutos mergulhadas num recipiente contendo PBS/Tween 80; 32 lavagem: 5
minutos mergulhadas noutro recipiente contendo PBS/Tween 80; 42 lavagem: rapida (1 a 2
segundos) com agua destilada e secar as laminas ao ar, ou com auxilio de um secador.(Fig. 12)

Figura 12-Tinas de lavagem

Legenda: 1- 12 lavagem, 2- 22 lavagem,
3- 3%avagem, 4- 42 lavagem.

11. Depositou 10 pL do conjugado em cada poco.

12. Incubou-se durante 30 minutos a 37 °C em camara himida;

13. Repetiu-se o passo 11.

14. Procedeu-se a montagem definitiva colocando uma gota de meio de montagem fornecido
com os kits e cobriu-se com uma lamela de 50x24 mm.

15. Efectuou-se de imediato a leitura em microscépio de fluorescéncia (Olympus DP10,Modelo

BX50F), no comprimento de onda de 425 nm.

5.6.2- Limiar de positividade da técnica de IFI
Como referido anteriormente, a quantidade de anticorpos da amostra é determinada pela

diluicdo limite (cutt-off) em que existe positividade. Esta positividade € determinada pelo
operador, que avalia a presenca de fluorescéncia. No caso dos testes do laboratorio Megacor
os limiares de positividade eram fornecidos, assim: E. canis 1:40, A. phagocytophilum 1:50, R.
conorii 1:64 e B. canis 1:20. Para L.infantum 1:80 foi considerada a diluicdo limite (Gradoni,
Gramiccia, Khoury & Marol, 2004) .
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5.7-Anédlise estatistica de resultados

Os dados foram armazenados no software Microsoft Excel 2007®, e para sua andlise utilizou-se
o software R 2.13.0° e a ferramenta Epitools®. Os resultados de todos os testes estatisticos
foram considerados significativos quando o valor de p (significAncia) foi menor que 0,05. Para
determinar a influéncia do sexo e do comprimento do pélo, na transmissdo das
hemoparasitoses sob estudo, foi utilizado o teste exacto de Fisher. Para avaliar a influéncia das
idades foi utilizado o teste de Wilcoxon.

6- Resultados

6.1- Avaliacao global

Dos 80 animais testados 47 (58,75%) apresentavam-se positivos a pelo menos um agente sob
estudo. Destes, 16 (20%) cdes estavam positivos a mais do que um agente (co-infectado), e 31

(38,75%) apresentavam-se positivos a apenas um agente (Grafico 1).

Gréfico 1- Proporcéao de positivos, negativos, infectados Unicos e co-infectados (N=80)

Infeccéo
Unica
Positivos 38,75%
58,75%
Co-
infeccao

/ 20%

6.2- Resultados obtidos pelatécnica de imunofluorescéncia indirecta

6.2.1-Resultados obtidos e seroprevaléncias
Dos 80 céaes testados pela técnica de IFI, a partir da diluicdo limite, estavam positivos: 13

animais apresentavam para E.canis, 10 para A. phagocytophilum, 19 para R.conorii, 16 para B.
canis e 13 para L. infantum. As préximas imagens mostram o aspecto de um soro positivo e de

um negativo dos diferentes agentes (Fig. 13,14, 15, 16 e 17)
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Figura 13- Aspecto da técnica da IFI para E.canis, resultado positivo (esquerda) e resultado
negativo (direita), ampliagdo de 600x aproximadamente (original)

Figura 14- Aspecto da técnica da IFl para A.phagocytophilum, resultado positivo(esquerda) e

resultado negativo (direita), ampliacdo de 600x aproximadamente (original)

Figura 15- Aspecto da técnica da IFI para R.conorii, resultado positivo(esquerda) e resultado

negativo (direita), ampliacdo de 600x aproximadamente (original)
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Figura 16- Aspecto da técnica da IFI para B.canis, resultado positivo(esquerda) e resultado
negativo (direita), ampliagdo de 600x aproximadamente (original)

Figura 17- Aspecto da técnica da IFI para L.infantum, resultado positivo (esquerda) e resultado

negativo (direita), ampliacdo de 600x aproximadamente (original)

Quanto as seroprevaléncias obtidas: a R.conorii apresentou a maior seroprevaléncia (23,75%),

seguido de B.canis com 20%, E.canis e L.infantum apresentaram prevaléncia de 16,25% e
A.phagocytophilum foi o menos seroprevalente (12,5%) (grafico 2). Foi também possivel o

calculo do intervalo de confianga das prevaléncias dos 5 agentes (tabela 2).
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Gréfico 2- Numero de animais positivos e seroprevaléncias dos diferentes agentes.

20 — 23,75%
18

16

14 16,25%

12

12,5%

10

N2 de animais positivos

R.conorii B.canis E.canis L.infantum A.phagocytophilum

Tabela 2- Seroprevaléncias dos agentes e respectivos intervalos de confianca

Agente Prevaléncia Intervalo de confianca
R.conorii 23,75% [14,73% - 32,79%)]
B.canis 20% [12,7% - 30%)]

E.canis 16,25% [9,75% - 25,84%)]
L.infantum 16,25% [9,75% - 25,84%)]
A.phagocytophilum 12,5% [6,9% - 21,5%)]

As seroprevaléncias apresentadas sdo as seroprevaléncias aparentes, uma vez que para o
célculo das reais tem de se entrar em conta com a sensibilidade e especificidade do teste
utilizado. Assim, para os agentes E. canis, A. phagocytophilum, R. conorii e B. canis, ndo foi
possivel calcular a seroprevaléncia real, pois o laboratério Megacor, ndo possui estudos que
permitam a determinacdo da sensibilidade e especificidade dos seus testes (comunicagéo
pessoal Stefanie Kimbacher,Laboratory product manager).

Quanto a prevaléncia real de L.infantum, j& foi possivel o seu célculo, j& que os dados de
sensibilidade e especificidade do teste eram fornecidos. Esta foi calculada com o auxilio da

ferramenta do Epitools (tabela 3).
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Tabela 3- Seroprevaléncia real de L.infantum na amostra e dados de sensibilidade e
especificidade do teste.

Prevaléncia aparente  Prevalénciareal Sensibilidade Especificidade Nivel de confianga

16,2% 14% 94,4% 96,5% 95%

6.2.2- Titulo de anticorpos
e R. conorii- De entre os 16 animais positivos, 12 apresentavam titulo de 1:64 e 4 de

1:124.

e B. canis- Dos 16 caes positivos, 5 apresentaram titulo igual a 1:20, 6 titulo igual a 1:40 e
5igual a 1:80.

e E. canis- Dos 13 animais positivos, 7 apresentavam titulos de 1:40 e 6 de 1:80.

e L. infantum- Dentro dos 13 positivos, 9 apresentavam titulo de 1:80 e 4 de 1:160.

e A. phagocytophilum- Dentro dos 10 positivos, 9 apresentavam titulos igual 1:50 e 1 igual
a 1:100.

6.3- Influéncia de factores

Os factores sexo, idade e comprimento do pélo do animal, foram avaliados quanto a influéncia
gue poderiam ter sobre a aquisicao dos diferentes hemoparasitas por parte do animal. Nenhum
destes factores aparentemente tem influéncia uma vez que o valor de p<0,05, excepto no caso
de A.phagocytophilum (tabela 4).

Tabela 4- Valores de p calculados através do teste exacto de Fisher e do teste de Wilcoxon

Agente patogénico Sexo Idade Comprimento do pélo
R. conorii p=0,41 p=0,08 p=0,77
B. canis p=0,08 p=0,59 p=0,76
E.canis p=0,76 p=0,07 p=0,33
L. infantum p=0,28 p=0,29 p=0,53
A. phagocytophilum p=0,74 p=0,02 p=0,28
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6.4- Co-infeccdes

Na amostra de 80 caes verificou-se a presenca de 16 animais co-infectados, isto €,
apresentavam-se infectados por dois ou mais agentes. As co-infeccdes por dois agentes
representavam 6 combinacdes e 9 animais, enquanto que as provocada por trés representavam
5 combinacgbes e 7 animais (tabela 5). Foi calculado o nivel de influéncia que os factores (sexo,
idade e comprimento do pélo), poderiam ter nas co-infeccbes e nenhum demonstrou ser

significativo.

Tabela 5- Co-infec¢des e nimero de animais que as apresentavam

Co-infeccbes N° de animais

B. canis+ R. conorii

B. canis +E.canis

B. canis +A.phagocytophilum

E.canis + A.phagocytophilum

B. canis +L.infantum

R. conorii + L.infantum

B. canis + E.canis + R. conorii

B. canis + E.canis + A.phagocytophilum
E.canis + A.phagocytophilum + L.infantum
E.canis + R. conorii + L.infantum

B. canis + R. conorii + L.infantum

NP P NR R PR MNRERBRPR

Analisando a tabela 6, pode-se concluir que os agentes patogénicos B.canis, E.canis e A.
phagocytophilum foram os que tiveram maior prevaléncia nos animais co-infectados 9, 9 e 8

respectivamente. R.conori e L.infantum tiveram menor prevaléncia, ambas 6 animais.
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7-Discusséao

Para a realizagdo deste estudo foram analisados por IFIl, 80 cdes de um canil no distrito de
Setubal. A recolha de sangue foi realizada nos dias 23, 24 e 25 de Marco de 2011 e a extrac¢ao
do soro realizada ao final de cada dia. Os soros foram congelados e analisados posteriormente.
Os agentes para 0s quais os caes foram testados (através da pesquisa de anticorpos anti-
agente), sdo transmitidos por artropodes. Sao eles: Ehrlichia canis, Anaplasma
phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis e Leishmania infantum. Estes agentes séo

transmitidos por ixodideos, a excepcao de L.infantum que é transmitida pelo fleb6tomo.

7.1-Prevaléncias

Os 80 cdes, escolhidos aleatoriamente, eram todos de raca indeterminada, 51 (63,75%) fémeas
e 29 (36,25%) machos, idade média 5 anos e 2 meses, 26 (32,5%) caes tinham pélo longo e 64
(67,5%) pélo curto.

No que respeita a prevaléncia de infec¢do, numa andlise global 47 (58,75%) caes encontravam-
se positivos, semelhante ao resultado de 61% encontrado por Ferreira (2008). Destes 47,
estavam positivos a apenas um agente 31 cdes e a mais do que um agente 16 cédes (co-
infectados).

No caso de anticorpos anti-E.canis, foram considerados positivos ao teste de IFI 13 animais,
assim a seroprevaléncia de E.canis na populacao foi de 16,25%. Este resultado difere dos de
outros estudos realizados em Portugal, como o realizado por Alexandre (2005) que obteve
5,25%, ou dos 39% obtidos por Ferreira (2008), ou dos 44% conseguidos por Silveira (1992) ou
mesmo dos 50% revelados pelo estudo de Bacellar, Dawson, Silveira e Filipe(1995), ambos
realizados também no distrito de Setubal. No entanto, os resultados obtidos aproximam-se de
outros realizados em outros paises da bacia mediterranea. Como um estudo realizado em
Espanha por Séinz, Delgado, Amussategui, Tesouro e Carmenes (1996) que revelou uma
prevaléncia de E.canis de 19,2%. Os resultados do estudo aproximaram-se ainda mais dos
16,7% obtidos por Solano-Gallego, Llull, Osso, Hegarty e Breitschwerdt (2006a), também em
Espanha. Em estudos realizados em Itdlia, Otranto et al., (2008) obteve 14,9% de
seroprevaléncia de E.canis no sul do pais e Torina e Caracappa (2006) obtiveram 21,7% em
Sicilia.

A seroprevaléncia de A.phagocytophilum foi de 12,5% (10 animais), resultado que se aproxima
da prevaléncia 8,76% obtida por Ebani, Cerri, Fratini, Ampola, e Andreani (2008) em lItalia e da

de 11,3% obtida por Solano-Gallego et al., (2006a) em Espanha, paises da bacia mediterranea.
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A prevaléncia obtida no estudo, contudo, distanciou-se dos 54,5% demonstrados em Portugal
(Santos et al., 2009).

Quanto ao agente da febre botonosa, foram detectados anticorpos anti-R.conorii em 19 céaes,
23,75%. Prevaléncia que se distanciou um pouco da obtida por Alexandre (2005) 38,5%, e dos
85,6% obtidos por Bacellar et al., (1995). No entanto, ndo se distanciou muito dos 23,4% de
Delgado e Carmenes (1995) e dos 26,1% obtidos por Segura-Porta et al., (1998), ambos em
Espanha. Apesar das diferencas que se verificaram em termos de percentagem de animais
positivos a anticorpos contra R.conorii, € de notar que em varios estudos (Bacellar et al., 1995;
Alexandre, 2005; Ferreira, 2008; Duarte, 2008; Torina & Caracappa, 2006; Solano-Gallego et
al., 2006a), onde se realizou um rastreio a diferentes doencas transmitidas por ixodideos, a
infeccdo por R.conorii revelou-se sempre 0 agente mais prevalente, facto que foi também
verificado no estudo realizado.

Em relagdo a B.canis apresentaram positividade no teste de IFlI 20% dos animais, prevaléncia
semelhante a obtida por Criado-Fornelio, Martinez-Marcos, Buling-Sarafia e Barba-Carretero
(2003), (18,18%) num estudo que incidiu sobre animais originarios do sul da Europa incluindo
Portugal. Em Portugal, foi também documentada a prevaléncia de 58,3% (Ferreira, 2008).
Estudos realizados em diferentes zonas de Itdlia revelaram prevaléncias discrepantes 34%
(Cassini et al., 2009) e 5,17% (Torina & Caracappa, 2006).

A seroprevaléncia de L.infantum obtida neste estudo foi de 16,25% da populacdo. Este
resultado revelou-se superior aos obtidos pelos autores Coelho, Matos, Cardoso, Brancal e
Martins (2009), que no seu estudo de leishmaniose canina na regido da Cova da Beira tiveram
uma prevaléncia de 12,5%. Foi também superior a do estudo Morales-Yuste et al (2009)
(13,6%) realizado no sudeste de Espanha, também pertencente a bacia mediterranea. Contudo,
este estudo apresenta uma prevaléncia inferior a detectada no ano de 2003 no distrito de
Setubal, 21,3% (ONLEISH, 2011).

As prevaléncias verificadas neste estudo podem ser justificadas pelo habitat em que os caes
estavam incluidos. A localizagdo geografica do canil, a presenca de vegetagédo alta, grande
densidade populacional, auséncia de controlo quimico ou bioldgico de vectores e as casas
colectivas, sdo o ambiente que o0s vectores com caracteristicas endo ou exofilicas procuram.
Deste modo, uma vez confirmada a presencga de vectores das doencas no distrito de Setubal,
nomeadamente de Rh.sanguineus, l.ventalloi e l.ricinus por Santos-Silva et al. (2011) e dos
P.pernicious e P.ariasi por Pires (2000) (citado por Afonso & Alves-Pires, 2008). E demonstrado
gue a distribuicdo dos agentes esta relacionada com a dos seus vectores, compreende-se a

prevaléncia apresentada neste canil.

62


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Delgado%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22C%C3%A1rmenes%20P%22%5BAuthor%5D

7.2- Interpretacao de resultados

A interpretacdo dos resultados deve entrar em conta com varios factores. A sensibilidade e
especificidade dos testes, o limiar de positividade considerado, a possibilidade de reaccédo
cruzada e a subjectividade inerente ao teste de IFI (uma vez que depende sempre da
interpretacéo do operador).

No caso dos valores de sensibilidade e especificidade, como ja referido, s6 foi possivel adquirir
os valores para o teste de IFI de L.infantum.

Quanto aos limiares de positividade (cutt-off) dos testes, foram escolhidos ou por serem
recomendados, no caso dos testes da Megacor ou baseados em guidelines (Gradoni,
Gramiccia, Khoury & Marol, 2004). e o facto de se tratar de uma doenca endémica como no
caso de L.infantum. No entanto, principalmente no caso dos testes as doencas transmitidas por
ixodideos (Megacor) este valor podera ser questionado. Pois, uma vez que se tratam de
doencas também elas endémicas o valor do limiar de positividade poderia ser aumentado. Por
exemplo no caso de R.conorii, 0 valor de cutt-off considerado poderia ser 1:128 em vez dos
considerados 1:64, uma vez que se trata de uma agente altamente disseminado (comunicacéo
pessoal Dr® Rita Sousa, Instituto Dr. Ricardo Jorge). Assim como o valor de cutt-off de
A.phagocytophilum que no estudo de Santos et al. (2009) foi considerado 1:80.

As reaccdes cruzadas também devem ser contabilizadas, que apesar de ndo serem comuns ja
foi demonstrado que podem ocorrer (Waner, Strenger, Keysary & Harrus, 1998). O facto de em
diversas laminas se ter revelado bastante fluorescéncia basal podera também significar que
existiriam bastantes anticorpos em circulacéo, que poderiam dar origem a reacc¢des cruzadas
nos testes de IFI.

Quanto ao facto do resultado depender em grande parte da interpretacdo do operador, as
medidas que foram tomadas no sentido de diminuir o erro foram: em todas as laminas era
colocado um controlo positivo e um negativo para servir de comparacao (assim todos os poc¢os
teriam sofrido 0 mesmo processamento de lavagem, etc). O processamento e visualizacdo de
cada lamina foi realizado sempre pelo mesmo operador, diminuindo assim a descrepancia que
poderia haver de operador para operador.

Uma nota importante na interpretacdo de resultados é relembrar que o facto dos animais
possuirem anticorpos contra determinado agente, ndo significa que estejam doentes. Os
animais poder&o ja ter tido doenca e ja estarem curados, no entanto, devido a longa duragéo
dos anticorpos em circulacdo o teste de IFI continua positivo. Outra possibilidade s&o os
animais assintomaticos, que apesar de desenvolverem anticorpos ndo desenvolvem

sintomatologia.
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7.3-Influéncia de factores

Uma vez que os 80 cées eram de raca indeterminada este factor ndo pode entrar em conta
como uma influéncia. Assim sendo, considerou-se como possiveis factores influentes o sexo, a
idade e o comprimento do pélo. Todos estes factores, a excepcao da idade no caso de
A.phagocytophilum, apresentaram valores de p>0,05, isto € nenhum dos factores exerce
qualquer influéncia na aquisicdo de infeccdo. Estes dados estdo de acordo com Sainz et al.,
(1996), M’ghirbi et al., (2009), Waner e Harrus (2000) e Navarrete e Nieto, (1999) para E.canis
pois nestes estudos demonstram que o sexo, a idade e o comprimento do pélo do animal ndo
exercem qualquer influéncia na aquisicdo de doenca. Quanto a influéncia dos factores na
infecgdo por A.phagocytophilum, verificou-se que o sexo e o comprimento do pélo ndo teriam
gualquer influéncia. No entanto, no caso da idade o valor de p<0,05 o que pode indicar
influéncia deste factor. Contudo, devido a pequena dimensdo da amostra e as conclusfes da
bibliografia consultada (Jaderlund, Egenvall, Bergstrotm & Hedhammar, 2007), ndo foi
considerado importante nenhum factor nesta infecgéo.

Neste estudo néo foi encontrado qualquer tipo de relagdo entre os factores e a infeccao por
R.conorii, a semelhanca do descrito na bibliografia consultada (Delgado e Carmenes, 1995)

Em desacordo com Irwin (2005) para B.canis uma vez que estes afirmam a influéncia dos
factores e neste estudo isso ndo se verificou. Na infeccdo por L.infantum parece de maior
importancia a resisténcia intrinseca de cada animal do que factores como o sexo, a idade ou o
comprimento do pélo. Esta resisténcia serd determinada geneticamente e por isso
aparentemente sera mais significativo a presenca de genes que a confiram e

conseguentemente a raca do animal, do que outros factores (Baneth et al., 2005).

7.4- Co-infeccdes

Neste estudo foram detectados 16 animais positivos a mais do que um agente no teste de IFl,
isto é 20% da populacao estaria co-infectada. Infectados com dois agentes foram encontrados 9
cdes: 1 por B.canis e R.conorii, 1 por B.canis e E.canis, 1 por B.canis e A.phagocytophilum, 4
por E.canis e A.phagocytophilum, 1 por B.canis e L.infantum e 1 por R.conorii e L.infantum.
Infectados por trés agentes foram encontrados sete animais: 1 por B. canis, E.canis e R. conorii,
2 por B. canis, E.canis e A.phagocytophilum, 1 por E.canis, A.phagocytophilum e L.infantum, 1
por E.canis, R. conorii e L.infantum e 2 por B. canis, R. conorii e L.infantum.

A presenca de co-infec¢fes foi também registada noutros estudos (Ferreira, 2008; Duarte,2008;
Cardoso 2010; Harrus et al., 2005;Baneth et al., 2005)

Este fendmeno pode ser justificado pela partilha de vectores de diferentes doencas (Cardoso,

2010; Carrade et al., 2009 ; Hartelt et al., 2004) , como demonstrado por Alexandre (2005) que
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no seu estudo encontrou Rh.sanguineus portadores de R.conorii e E.canis. Ou pela presenca
no mesmo local de diferentes vectores (Baneth, 2006), pois normalmente procuram as mesmas
condi¢cdes climaticas e os mesmos nichos ecoldgicos. Destas co-infecgdes podem advir
complicacdes clinicopatolégicas que além de dificultarem o diagndéstico, dificultam a terapéutica
(Day, 2011).

8-Concluséao

Pode-se concluir que os objectivos do estagio curricular e do estudo realizado foram atingidos.
No estagio realizado na clinica veterinaria Linda-A-Vet, foram adquiridos preciosos
conhecimentos nas areas de medicina interna, imagiologia, cirurgia, internamento e gestao
clinica, essenciais para o desenvolvimento de uma futura carreira em clinica de animais de
companhia. No estagio no laboratério de Parasitologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
UTL, adquiriram-se conhecimentos laboratoriais fundamentais a realizagdo do estudo e
importantes para a profissao.

Através da revisdo bibliografica conclui-se que todas estas infeccbes podem aparecer sob
diversas formas, que é essencial conhecer a sua patogénese para uma terapéutica correcta e
gue a melhor forma de as evitar é fazendo prevencao dos seus vectores. Este ponto é fulcral e
o clinico deve transmitir essa ideia aos donos dos animais, “pois mais vale prevenir que
remediar”.

Os objectivos estudo: deteccdo de anticorpos contra 0s agentes patogénicos, determinacao da
sua seroprevaléncia huma populacdo, determinacdo da influéncia dos diversos factores (sexo,
idade e comprimento do pélo) e deteccdo de eventuais co-infec¢des, foram atingidos.

Fica por determinar, a existéncia de reac¢bes cruzadas e a prevaléncia dos agentes por
pesquisa do antigénio. Esta falha poderia ser colmatada sujeitando as mesma amostras a
técnicas que facam a pesquisa do agente (exemplo: PCR), para que posteriormente se possa
fazer o cruzamento de dados e tirar novas conclusdes.

Foram contactados laborat6rios e empresas farmacéuticas com o intuito de aprofundar este

estudo, ndo foram obtidas respostas.
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Anexo 1- Caracteristicas dos caes testados e titulos de anticorpos
apresentados

\ Caracteristicas do cao Titulo de anticorpos
N°do  Sexo Idade Pélo R. B. E. L. A.
animal conorii canis canis infantum phagocytophilum

1 mas. 3 cur. 1:128 0 0 0 0
2 mas. 3 cur. 1.64 0 0 0 0
3 mas. 4 cur. 0 0 0 1:80 0
4 fem. 3 lon. 1:128 0 0 0 0
5 fem. 3 lon. 0 1:40 0 0 0
6 fem. 3 lon. 0 0 0 0 0
7 mas. 5 cur. 0 0 0 1:80 0
8 mas. 6 lon. 0 0 0 0 0
9 mas. 4 cur. 1:64 0 0 0 0
10 mas. 10 lon. 0 1:40 1:40 0 1:50
11 fem. 4 cur. 1:64 0 0 0 0
12 mas. 3 lon. 1:64 0 0 0 0
13 fem. 8 cur. O 0 0 0 0
14  fem. 5 cur. 0 0 0 0 0
15 mas. 2 lon. 0 0 0 0 0
16 mas. 2 cur. 1:128 0 0 0 0
17 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0
18 fem. 5 cur. 0 0 0 0 0
19 fem. 4 cur. 1:64 1:20 0 0 0
20 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0
21 fem. 5 cur. 0 0 0 0 0
22 fem. 7 lon. 0 0 0 0 0
23 mas. 9 cur. 0 0 0 0 0
24  fem. 7 cur. 0 0 0 0 0
25 fem. 3 lon. 0 0 1:80 0 0
26 fem. 2 cur. 0 0 0 0 1:50
27 fem. 3 lon. 0 1:40 0 1:160 0
28 mas. 4 cur. 0 0 0 0 0
29 mas. 3 cur. 0 0 0 0 0
30 mas. 3 cur. 0 1:40 1:80 0 0
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Anexo 1- (continuagdo 1) Caracteristicas dos caes testados e titulos de

anticorpos apresentados

Caracteristicas do céo Titulo de anticorpos

N° do Sexo Idade Pélo R. B. E. L. A
animal conorii canis canis infantum phagocytophilum

31 fem. 3 cur. 1:64 0 1:80 1:160 0

32 mas. 10 cur. 0 0 0 1:80 0

33 fem. 9 cur. 0 0 1:40 0 0

34 fem. 5 cur. 0 0 0 0 0

35 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0

36 mas. 3 lon. 1.64 0 0 0 0

37 fem. 5 cur. 0 0 0 0 0

38 mas. 4 cur. 1.64 1:40 0 1:160 0

39 fem. 7 cur. 0 0 1:40 1:80 1:50
40 mas. 7 cur. 0 0 0 0 0

41 mas. 9 cur. 0 1:80 1:40 0 1:100
42 mas. 4 lon. 1:64 1:80 0 1:160 0

43 fem. 5 cur. 1:64 0 0 0 0
44  fem. 5 cur. 1:64 0 0 1:80 0

45 fem. 5 lon. 1:64 0 0 0 0

46 mas. 8 lon. 0 0 0 1:80 0

47 mas. 4 cur. 0 0 0 1:80 0

48 fem. 2 cur. 0 1:20 0 0 0

49 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0

50 fem. 9 cur. 0 0 0 1:80 0

51 fem. 5 lon. 0 0 0 0 0

52 fem. 12 cur. 0 1:80 0 0 1:50
53 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0

54 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0

55 mas. 5 lon. 0 1:20 0 0 0

56 fem. 4 cur. 0 1:40 0 0 0

57 fem. 7 cur. 0 0 0 1:80 0

58 fem. 5 cur. 0 0 1:80 0 1:50
59 fem. 6 lon. 0 0 0 0 0

60 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0
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Anexo 1- (continuacdo Il) Caracteristicas dos céaes testados e titulos de

anticorpos apresentados

Caracteristicas do céao Titulo de anticorpos
N° do Sexo Idade Pélo R. B. E. L. A.
animal conorii canis canis infantum phagocytophilum

61 fem. 10 lon. 0 0 0 0 1:50
62 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0
63 fem. 9 lon. 0 0 1:40 O 0
64 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0
65 mas. 10 lon. 0 1:80 O 0 0
66 fem. 8 cur. 1:128 1:80 180 O 0
67 mas. 6 lon. 0 0 1:40 O 1:50
68 fem. 3 lon. 0 0 1:80 O 1:50
69 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0
70 mas. 9 cur. 0 1:20 O 0 0
71 fem. 3 lon. 0 0 0 0 0
72 fem. 4 cur. 0 0 0 0 0
73 fem. 4 lon. 0 0 0 0 0
74 mas. 6 cur. 0 0 0 0 0
75 mas. 3 cur. 0 1:20 O 0 0
76 fem. 10 lon. 0 0 1:40 O 1:50
77 fem. 3 cur. 1:128 0 0 0 0
78 fem. 3 cur. 0 0 0 0 0
79 mas. 4 lon. 0 0 0 0 0
80 fem. 12 cur. 1:64 0 0 0 0

Legenda : mas.-masculino; fem.-feminino; lon.-longo; cur.-curto.
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