UNIVERSIDADE DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

AVALIACAO DE DUAS TECNICAS SEROLOGICAS (IFI E ELISA) E UMA TECNICA
MOLECULAR (qPCR EM AMOSTRA DE PELE) NO DIAGNOSTICO DE INFECAO POR
LEISHMANIA INFANTUM EM CAES

ANA SOFIA FILIPE FRANCO RIBEIRO

CONSTITUICAO DO JURI

Doutor José Augusto Farraia e Silva Meireles

Doutora Isabel Maria Soares Pereira da Fonseca
de Sampaio

Doutora Ana Isabel Simdes Pereira Duarte

2014

LISBOA

ORIENTADORA

Doutora Isabel Maria Soares

Pereira da Fonseca de Sampaio

CO-ORIENTADORA
Mestre Ana Teresa Severino

Caldeira Reisinho




UNIVERSIDADE DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

AVALIACAO DE DUAS TECNICAS SEROLOGICAS (IFI E ELISA) E UMA TECNICA
MOLECULAR (qPCR EM AMOSTRA DE PELE) NO DIAGNOSTICO DE INFECAO POR
LEISHMANIA INFANTUM EM CAES

ANA SOFIA FILIPE FRANCO RIBEIRO

Dissertacdo de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADORA

Doutor José Augusto Farraia e Silva Meireles Doutora Isabel Maria Soares

) ] Pereira da Fonseca de Sampaio
Doutora Isabel Maria Soares Pereira da Fonseca

de Sampaio
CO-ORIENTADORA

Mestre Ana Teresa Severino

Doutora Ana Isabel Simdes Pereira Duarte

Caldeira Reisinho

2014

LISBOA




Recomeca... se puderes, sem angustia e sem pressa e 0S passos que deres, nesse
caminho duro do futuro, da-os em liberdade, enquanto ndo alcances nao descanses, de
nenhum fruto queiras s6 metade.”

Miguel Torga


http://kdfrases.com/frase/108995
http://kdfrases.com/frase/108995
http://kdfrases.com/frase/108995

Agradecimentos

A Professora Doutora Isabel Fonseca um grande obrigada, por todo o tempo que despendeu
comigo, por toda a ajuda que me prestou, simpatia e todo o conhecimento que me transmitiu

nestes seis anos de vida académica.

A Mestre Ana Teresa Reisinho agradeco do fundo do coracéo pela amizade, disponibilidade,
alegria e prontiddo com que aceitou fazer parte do meu percurso e realizacdo da minha
tese, pelas nossas discussdes a apresentacbes de temas, por todo o grande e constante

apoio que me deu.

A Professora Doutora Ana Duarte, ao Mestre Marcos Santos, & Dr2 Clara Cartaxeiro e a
restante equipa que tanto me ajudaram na realizacdo do meu trabalho laboratorial, no
laboratério de Virologia da FMV-ULisboa, muito obrigada pela vossa paciéncia, atencédo e

dedicacéo.

A Dr2 Lidia Gomes um grande obrigada pela amizade, paciéncia e ajuda a melhor entender

e realizar as técnicas laboratoriais, no laboratério de parasitarias da FMV-ULisboa.
Ao Dr° Telmo Nunes, agradeco todo o apoio que me deu na parte estatistica da tese.

A toda a equipa do Hospital FMV, muito obrigada pelos conhecimentos transmitidos nestes
seis longos meses de trabalho e aprendizagem. Obrigada pelos bons e maus momentos,
pelo constante trabalho em equipa e pelo espirito de entre ajuda tantas vezes presente.

Um especial obrigada a equipa Cirargica do Hospital FMV pelos excelentes momentos que

me proporcionaram nas “catacumbas”, onde aprendi, ganhei autonomia, ri e fiz amizades.

A Professora Berta S&o Braz e Professor Luis Madeira de Carvalho, quero também
agradecer a amizade, todo o apoio e disponibilidade sempre presentes ao longo destes

anos.

Ao Dr° Jorge Norte da ESTEVE e a Dr® Andreia Oliveira pelo apoio e oferta do kit para a

realizacdo de parte do trabalho da tese, agradec¢o-vos muito.
Agradeco bastante pelo apoio parcial por parte do Projeto PTDC/CVT/118566/2010, da FCT.

Ao meu amigo David Ramilo pelos ensinamentos, bons momentos, conversas, risadas e por

me fazer voar e sonhar com a sua linda poesia. Sempre disse que tinhas de mostrar ao
i



mundo esse teu outro talento! Obrigada Catia Marques pelos ensinamentos, simpatia e
disponibilidade, sempre presentes.

Um enorme abraco de gratiddo aos meus pais, por me ajudarem a ultrapassar todas as
etapas da minha vida com forca e sucesso, por me fazerem ser a pessoa que sou, pelo
amor, carinho e amizade eternos. A vocés devo a minha vida e todo o meu percurso
académico. Obrigada pai, meu companheiro de vida, pelo gigante apoio que me deste na

entrada para o curso que mais amo na vida, Medicina Veterinaria.

Obrigada Nelson, meu grande amor e companheiro de vida, por todos 0s momentos

excelentes e menos bons das nossas vidas, por poder sempre contar contigo para tudo.

Aos meus queridos colegas que me acompanharam durante o estagio, que me deram
esperanca e ajuda nos pontos baixos e altos desta minha jornada.

Obrigada meus amigos, Joana Mendes, Valdo Monteiro, Barbara Marques, Ana Ferreira,
Rita Ramalho, Rita Lousada, Pedro Silveira, Tiago Pinto, Goncalo Neto, Catarina Duarte,
Margarida Soares, Fernanda Cipriano e Joana Correia. Obrigada Patricia Gomes, minha

amiga e companheira de tema de tese.

Obrigada a todos 0os meus colegas que me acompanharam nestes cinco anos deste nosso
lindo curso, com muita persisténcia, alegria, muitas horas mal dormidas e muitas vitorias e

conquistas. “Tudo vale a pena quando a alma nao é pequena” (Fernando Pessoa).

A minha querida colega e amiga Cristina Costa obrigada pelas nossas brincadeiras, longas
conversas e desabafos. Estds no meu coracdo. A minha amiga Lara Pires, obrigada por
tudo, tu arrasas em tudo o que te propdes fazer! A minha “maninha” Rita Costa um obrigada
do tamanho da nossa amizade. Es fantastica e o “nés” é para a vida! Ao meu grande amigo

e companheiro de aventuras Tiago Correia, obrigada por tudo o que me das. Adoro-vos!

Muito obrigada a todos os proprietarios dos animais que disponibilizaram os seus animais a

entrar para o estudo, sem eles este estudo nao era possivel.

A toda a minha familia e restantes amigos, um grande abrago e obrigada por fazerem parte
da minha vida. A todos os meus futuros colegas de profissdo e amigos, muita forca e
sucesso!

lu “

“Veterinaria cilindrall!”. “Veterinaria cilindral!!l”. “Veterinaria cilindra!!l”



Avaliacdo de duas técnicas seroldgicas (IFl e ELISA) e uma técnica molecular (QPCR em
amostra de pele) no diagnostico de infe¢édo por Leishmania infantum em caes

Resumo

A infecdo por Leishmania infantum no cdo tem adquirido ao longo dos anos uma maior
importancia no nosso Pais e a uma escala mundial, sendo Leishmaniose visceral zoondtica
endémica em Portugal.

Este estudo foi realizado numa amostra de 39 cédes assistidos no Hospital Escolar da
Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de Lisboa e teve como objetivos: 1.
Comparacao da eficacia de duas técnicas serolégicas (IFI e ELISA) para a detecdo de
anticorpos anti-Leishmania em quatro grupos de cées, a saber: A - Caes com Leishmaniose
e simultaneamente infetados com agentes de outras doengas caninas transmitidas por
vetores; B - Cédes doentes com outras afecBes - Doencas dermatologicas, Alteracbes
oculares, Infecdes Bacterianas, Tumores, Doencas endécrinas e DCTV (Babesiose,
Erlichiose, Ricketsiose, excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes
com Leishmaniose (com ou sem outras afecdes); 2. Pesquisa de DNA de L. infantum pela
técnica molecular gPCR em amostras de pele, nos quatro grupos de caes acima referidos;
3. Avaliar se diferentes doengas e estados clinicos influenciam o resultado de técnicas de
diagnéstico para detecdo de L. infantum; 4. Determinacdo da influéncia de fatores de risco
como o sexo, a idade, o porte, a pelagem, o local de habitacdo, o concelho de residéncia,
entre outros, na positividade para L. infantum.

Através do uso das técnicas serolégicas de IFI e ELISA, no grupo A, obtiveram-se
resultados positivos em ambas as técnicas para os 7 animais (7/7); nos grupos B e C,
resultados negativos em ambas as técnicas para os 20 animais (20/20) e no grupo D, pela
técnica de IFI, resultados positivos (7/12), negativos (4/12) e duvidosos (1/12). Para este
mesmo grupo, pela técnica de ELISA, obtiveram-se resultados positivos (10/12) e negativos
(2/12). Através da técnica molecular de gPCR, no grupo A obtiveram-se 6 resultados
positivos (6/7); no grupo B, 8 resultados negativos (8/10); no grupo C, 9 resultados negativos
(9/10) e no grupo D, 7 resultados negativos (7/12). O fator “época do ano” em que 0s
animais se deslocava por Portugal, teve um valor de p<0,05, estatisticamente significativo na

positividade para L. infantum, no grupo D e relativamente a técnica de gPCR.

Palavras chaves: Leishmania infantum, céo, IFI, ELISA, gPCR, Leishmaniose, factores de

risco



Evaluation of two serological techniques (IFAT and ELISA) and one molecular technique
(gPCR in skin sample) in the diagnosis of Leishmania infantum infection in dogs

Abstract

Over the years, Leishmania infantum infection in dogs has gained a growing importance,
both in our country and Worldwide being Zoonotic visceral leishmaniosis endemic in
Portugal.

A sample of 39 dogs attended at Teaching Hospital of Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade de Lisboa was study aiming, with the following objectives: 1. To compare the
performance of two serological techniques (IFAT and ELISA) for the detection of anti-
Leishmania antibodies among four groups of dogs: A - Dogs with leishmaniosis and
concurrent infection with other canine vector borne diseases agents; B - Dogs with certain
afecctions - Dermatological diseases, ocular changes, bacterial infections, tumors, endocrine
disorders, CVBD (Babesiosis, Ehrlichiosis, Ricktesiosis, excluding leishmaniosis); C -
Clinically healthy dogs; D - Dogs with leishmaniosis (with or without other afecctions); 2. To
detect L. infantum DNA by gPCR in skin samples obtained from the four groups; 3. To
evaluate whether different diseases and clinical conditions interfere, or not, with the results of
L. infantum infection diagnostic techniques; 4. Evaluate the influence of risk factors, such as
gender, age, size, coat, habitat, residency county, among others, in the positiviness for L.
infantum.

Through the use of the serological techniques IFAT and ELISA, positive results were
observed by both techniques in the seven animals (7/7); in groups B and C, there were
negative results in both techniques in the 20 animals (20/20) and in group D, with IFAT, there
were observed positive (7/12), negative (4/12) and doubtful results (1/12). In this same
group, with ELISA technique, there were obtained positive (10/12) and negative (2/12)
results. With the molecular assay qPCR, in group A there were obtained 6 positive results
(6/7); in group B, 8 negative results (8/10); in group C there were 9 negative results (9/10)
and in group D, there were 7 negative results (7/12), In group D, regarding qPCR technique,
the risk factor “season of the year” when the animals traveled trough Portugal had a
statistically significative influence (p value < 0,05) in the positiveness for L. infantum

infection.

Key words: Leishmania infantum, dog, IFAT, ELISA, gPCR, Leishmaniasis, risk factors
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Capitulo | = Introducéo

1. Descricéo das atividades efetuadas no estagio curricular

O estagio curricular da autora decorreu no Hospital Escolar da Faculdade de Medicina
Veterinaria (HEFMV) — Universidade de Lisboa (ULisboa), e como tema de dissertacédo da
Tese de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, foi escolhido um tema (Leishmaniose
e técnicas de diagndstico) do seu grande interesse. Também pelo facto de constituir uma
das principais doencas dos canideos, com grande importancia em Medicina Veterinaria e
em Saude Publica.

1.1. Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria (HEFMV) — Universidade
de Lisboa (ULisboa)

O estagio curricular tomou lugar no HEFMV — ULisboa, no periodo de 9 de setembro de

2013 a 28 de fevereiro de 2014, com a duracgéo total de 1208 horas, tendo contactado com

as areas de Consulta Externa/Medicina Interna, Cirurgia, Imagiologia e Internamento.

Simultaneamente permaneceu diversas horas no Laboratério de Doencas Parasitarias e no

Laboratério de Virologia da Faculdade de Medicina Veterinaria - ULisboa.

1.1.1. Medicina Interna

Na area da Medicina Interna, onde permaneceu durante dois meses e trés semanas (total
de 336 horas), teve contacto com as seguintes areas: Oftalmologia, Estomatologia,
Gastroenterologia, Nefrologia/Urologia, Neurologia, Ortopedia, Dermatologia, Reproducao e
Obstetricia, Cardiologia, Oncologia, D. Infeciosas/Parasitarias, Toxicologia, Endocrinologia,
Pneumologia, Medicina Preventiva, Reavaliacdes e outros, em pequenos animais e novos
animais de companhia/exéticos.

Teve a oportunidade de assistir e participar em inUmeras consultas, nas quais 0os médicos
responsaveis pediam inicialmente para chamar o animal a sala de espera e iniciar a consulta
realizando a histéria pregressa e exame fisico. No decorrer das consultas, procedia a
contencdo, colheita de amostras biolégicas como sangue, urina, etc, e a alguns exames
complementares de diagndstico e por fim discutiam-se os diagndésticos diferenciais e
terapéutica instituida. Caso se tratasse de um animal a requerer cuidados continuados,
encaminhava-o ao internamento.

Assistiu e auxiliou diversas consultas pré-cirdrgicas relativas aos varios tipos de cirurgia e

varias consultas de especialidade (Tabela 1).



Tabela 1 - Casuistica observada de acordo com a Especialidade.

Resolugdo de otohematomas, ovariohisterectomias em cadela/gata
(Figura 2), exérese de nodulos, exodontia e destartarizacoes,
herniorafias diafragmaticas/perineais/inguinais.

TTA, TPLO, osteotomia da cabeca do fémur, osteossintese de 0ssos
longos, hemilaminectomia, resolucéo de luxacéo patelar,
osteossintese da mandibula, amputacéo de digitos.
Cataratas, queratoconjuntivite seca, queratites, Glceras da cérnea,
glaucoma, entrépion/ectropion, prolapso da glandula da membrana
nictitante, disfuncéo das Glandulas de Meibomius, uveite hipertensiva.
Doenca periodontal, persisténcia de dentes deciduos, abcesso do
dente carniceiro, granuloma eosinofilico associado a infegéo por por
FIV/IFeLV.

Obstrucéo por corpo estranho, obstipacao, torsao de estémago,
invaginacao intestinal, megaeso6fago, colite/enterocolite,
Sobrecrescimento bacteriano (SIBO), gastroenterites provocadas por
Parvovirus/ indiscricdo alimentar.

Urolitiase, infecdo trato urinario, cistite idiopatica felina, insuficiéncia
renal aguda e crénica, hidronefrose e hidroureter, hipoplasia e
hiperplasia renal.

Sindrome vestibular, sindrome de Wobbler, hémia discal com quadro
de para/tetraparésia.

Demodicose (Figura 1), Sarna (sarcoptica/otodécica), alergia
alimentar, dermatite alérgica a picada da pulga, alergia ambiental.
Piometra, pseudogestacgéo, interrupgdo de gestacgao, vaginite,
endometrite, hiperplasia benigna da préstata, prostatite, orquite,
parafimose com balanopostite.

Insuficiéncia valvular (mitral e/ou trictspide), endocardite,
endocardiose/estenose da valvula mitral/tricispide, derrame
pericardico com tamponamento cardiaco, insuficiéncia cardiaca
congestiva, cardiomiopatia dilatada/hipertréfica, tromboembolismo
aortico.

Neoplasias em diversos locais e de diferentes origens e graus de
malignidade (lipomas/lipossarcomas, mastocitomas, carcinomas
espinocelulares, carcinomas mamarios, linfomas, osteossarcomas,
hemangiossarcomas, metastiza¢des peritoneais/pulmonares,
polipos/neoplasias nasais afetando as coanas e o espaco retrobulbar).
Leptospirose, tragueobronquite infeciosa canina, parvovirose e
panleucopénia felina, FIV, FeLV, calicivirus+ herpesvirus,
leishmaniose, ehrlichiose, babesiose, rickettsiose, dirofilariose.
Intoxicagéo de gatos por paracetamol/etilenoglicol, intoxica¢des de
cées por ingestédo de dicumarinicos/detergentes/plantas aliaceas.
Diabetes mellitus, hipotiroidismo em céao, hipertiroidismo em gato,
hipo/hiperadrenocorticismo em cao.

Pneumonia, pneumotorax, piotérax, colapso da traqueia, traqueite
associada a alergenos ambientais.

Ao nivel da Medicina preventiva assistiu a agbes de profilaxia como desparasitacdes
externas e internas, vacinagdes, recomendacdes nutricionais. Existiram bastantes consultas

a animais jovens, acompanhados pela primeira vez por um meédico veterinario, onde se
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aconselhou o proprietario do animal relativamente ao maneio (alimentagéo, desparasitacéao,

vacinacéo, banho, corte de unhas, higiene, educagdo comportamental).

Gréfico 1 — Distribui¢céo das consultas assistidas, por especialidade (N=410).
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Medicina Preventiva

A populacdo consultada nestes seis meses incluiu cdes, gatos e animais exéticos (pequenos
mamiferos, répteis e aves). No geral houve maior afluéncia de cédes a consulta do que de
gatos e animais exoticos. Relativamente aos animais exéticos observaram-se casos de
abcessos/neoplsias diversos nos pequenos mamiferos e serpentes, ma oclusao dentaria e
anorexia em roedores, aspergilose e sarna em aves.

Durante o periodo de estagio a autora realizou também diferentes pensos, colocou
catéteres, colheu amostras bioldgicas (sangue, urina, pele, bidpsias variadas), processou
amostras sanguineas e urindrias, interpretou analises hematoldgicas, bioquimicas e
uriandlises e inteirou-se do programa informatico (QVet).

Nesta é&rea teve também a oportunidade de assistir ou realizar diversos exames

complementares de diagndstico (Gréfico 2).

Figura 1 — Céo com Figura 2 — Utero com contetdo
Demodicose (original). purulento - piometra fechada
(original).




Gréafico 2 — Distribuicdo dos exames complementares (N=364).
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No total acompanhou aproximadamente cerca de 410 consultas. A populacdo de animais
consultada consistiu em 213 cades (52%), 168 gatos (41%) e 29 animais exoéticos (hamsters,
ratazanas, gerbilos, cobaios, furBes, chinchilas, coelhos, aves, serpentes, tartarugas) (7%)
(Grafico 3).

Grafico 3 — Distribuicdo dos animais assistidos nas consultas, de acordo com a idade
e espécie (N=410).
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1.1.2. Cirurgia

Na area de Cirurgia, na qual permaneceu dois meses e trés semanas (total de 360 horas),
realizou diversas durante periodo pré-operatério, nomeadamente colocagdo de catéteres,
sedacgdo e entubacgéo, prepararacdo de medicagao injetavel, prepararacdo do animal para a
cirurgia (tricotomia e desinfecdo cuidada do campo cirdrgico). Transporte para o bloco
operatorio e depois de realizada a cirurgia, fazer o penso, acordar o animal da anestesia e

monitorizar o periodo pds-operatorio.



Participou em inlmeras cirurgias como ajudante de cirurgido ou apenas monitorizando a
anestesia volatil. Como existiu bastante casuistica, a autora teve a oportunidade de realizar
autonomamente varias orquiectomias a cdaes/gatos, extrair e destartarizar dentes de
caes/gatos e realizar uma grande quantidade de suturas (intradérmicas, em X e simples).
Nas cirurgias de tecidos moles e ortopedia, observou/participou de algum modo na
resolucao dos problemas pré-cirargicos referidos anteriormente na Tabela 1.

A populacdo submetida a cirurgia foi constituida por 97 caes (54%), 72 gatos (40%) e 11
animais exoaticos (gerbilos, ratazanas, cobaios, chinchilas, coelhos, aves) (6%).

No total assistiu e/ou participou a cerca de 180 cirurgias (Gréfico 4).

Grafico 4 — Namero de cirurgias observadas, dispostas por categoria (N=180).
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1.1.3. Imagiologia

Nesta area, a autora auxiliou e acompanhou um grande numero de Radiografias,
Tomografias Axiais Computorizadas (TAC),ecografias abdominais e ecocardiografias. Aqui
despendeu duas semanas (total de 80 horas) em horario alternado e mesmo enguanto
permaneceu em Medicina Interna também se efetuavam Rx durante as consultas, com
posterior discussao dos resultados entre 0 médico veterinario assistente e os proprietarios
do animal. No nimero total de horas, estes ndo foram contemplados.

Nesta area teve a oportunidade de conhecer o funcionamento do aparelho de raio-X, efetuar

0 posicionamento do animal, revelar a imagem radiografica e participar na sua interpretacao.
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A casuistica foi vasta e abrangeu situacdes de fraturas de
membros/bacia/mandibula/maxilar/costelas, luxacdes de membros, ruturas de ligamentos,
casos de displasia coxo-femoral, colocacao de tubos esofagicos e nasogastricos, casos de
pneumotoérax, derrames pleurais, casos de ascite, torsdes gastricas e/ou esplénicas,
obstrucdes intestinais por CE, invaginacdes intestinais, diversas neoplasias (hepaticas,
mediastinicas, mesentéricas, nasais, etc), organomegalias (rim, baco, figado, coracgéo, etc),
megaesoéfago, colapso da traqueia, estenose esofagica, metastizacbes pulmonares de

tumores mamarios, entre outros.

1.1.4. Internamento

No total realizou 432 horas de internamento durante o seu estagio, as quais foram divididas
em turnos de vinte e quatro horas cada. Nestes, participou na alimentacdo, cuidados de
higiene e sanidade animal, administracdo de terapéutica em conformidade com os
protocolos instituidos e colheita de amostras biolégicas e outros exames complementares.
Durante cada turno assegurava a alimentacdo as horas estipuladas, assim como
terapéuticas instituidas, passeava 0s cées na rua, monitorizava todos os animais internados
ou em pos-cirargico sempre que estipulado ou necessario. Na alimentacdo dos animais
cada um tinha especificado o tipo de alimento, humido ou racdo seca e as horas da
alimentacdo. Na medicacdo a administrar, tinha-se em conta o horario, a frequéncia diaria
(SID/BIDITID), a via de administracdo e a correta contencdo do animal. Relativamente a
monitorizacdo de cada animal, avaliava-se a temperatura corporal, frequéncias cardiaca e
respiratoria, pulso, tonalidade das mucosas, tempo de repleccdo capilar e quando
necessario a glicémia para posteriores curvas de glicémia. Em todos os turnos eram
mudadas as camas dos animais as vezes que fossem necessarias.

Diversas vezes entregou o animal, ao final do dia e com alta passada, ao seu proprietario e

explicou a terapéutica a instituir em casa.

1.2. Laboratorio de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina Veterinaria —
Universidade de Lisboa
Neste local, a autora executou as técnicas de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio

Imunoenzimatico (ELISA), desde a preparacdo dos reagentes a interpretagdo dos

resultados, com o auxilio da Dr? Lidia Gomes e da Prof2 Doutora Isabel Fonseca.

1.3. Laboratdrio de Virologia da Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade de
Lisboa

Neste local a autora realizou extracdo de DNA com vista a posterior realizagcdo da técnica de

gPCR.



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica sobre Leishmaniose Canina e outras

doencas caninas transmitidas por vetores

1. Introducéo

A Leishmaniose Canina (LCan) é causada por um protozodrio flagelado designado por
Leishmania infantum, denominagéo do Velho Mundo, ou pelo seu sindnimo no Novo Mundo,
Leishmania chagasi, e € uma zoonose de grande importancia e potencialmente fatal em
regides da Europa, Africa, Asia e América. Num estudo realizado por Shaw, Langton &
Hillman (2009), conclui-se que nos paises ndo endémicos, como o Reino Unido, esta
doenca também constitui um problema devido a importacdo de cdes doentes ou infetados
para o pais. Na Europa, todos os casos existentes de Leishmaniose cutanea e visceral
devem-se ao protozoario L. infantum. O seu principal hospedeiro € o cdo doméstico (Baneth
et al., 2008).

A leishmaniose, foi descrita, pela primeira vez, em canideos da espécie Canis familiaris L.
1758, em 1908, na Tunisia, por Nicolle e Comte (Campino, 2002; Pereira, 2008).

Dentro do género Leishmania, trinta espécies infetam mamiferos e apenas vinte séo
patogénicas para os humanos. Destas vinte, dez também afetam o cdo, sendo elas: L.
infantum, L. donovani, L. tropica, L. major, L. arabica, L. braziliensis, L. mexicana, L.
amazonensis, L. combiensis e L. peruviana. A espécie com maior distribuicdo mundial é L.
infantum (Ashford, 2000; Desjeux, 2004; Roze, 2013).

Sao descritas duas formas principais desta doenca: a Zoonoética, a qual inclui animais
domésticos/silvaticos como hospedeiros reservatério no ciclo de transmissao,
essencialmente em zonas rurais; e a Antroponética, na qual o Homem é a Unica fonte de
infecdo para o vetor, que ocorre em locais urbanos com elevada densidade populacional
(Desjeux, 2004; OMS, 2014). A Leishmaniose esta relacionada com alteracbes ambientais
como desflorestacBes, construcdo de barragens, sistemas de irrigacdo, entre outros (OMS,
2014). Afeta a populacdo mais pobre do planeta e esta associada a ma nutricdo, mau
alojamento, deslocamento da populagdo, um sistema imunitario fraco e falta de recursos.

De acordo com a ultima atualizacéo feita em janeiro de 2014 pela OMS, sobre esta doenca,
estima-se que existam anualmente 1.3 milhdes de casos novos e entre 20 000 a 30 000
mortes anuais.

Os parasitas infetam os macrofagos e multiplicam-se, sendo ingeridos pelos fleb6tomos
guando estes se alimentam. No intestino do fleb6tomo, os protozoarios multiplicam-se e
atingem o aparelho bucal, local pelo qual séo injetados num novo hospedeiro quando volta a

haver novo ciclo de alimentacdo (Cox, 2002).



2. Etiologia e Caracterizagéo do Agente Tabela 2 - Taxonomia do género

O género Leishmania apresenta a seguinte Leishmania sp.
¢ ia (Tabela 2 . {0704r (Adaptado do site:
axonomia (Tabela 2) e & um protozoario http:/Awww.cvbd.org)

dimorfico caracterizado pela presenca de um

nucleo e um cinetoplasto intracelular, que Remp Animalia
Subreino Protozoa

corresponde ao DNA mitocondrial (Gramiccia, Filo Sarcomastigophora

2011). Durante o seu desenvolvimento passa Subfilo  Flagellata/ Mastigophora

por duas formas principais: promastigota que Classe Zoomastigophora

) Ordem Kinetoplastida

é extracelular e flagelado (flagelo longo  g,pordem Trypanosomatina

inserido na regido anterior), é a forma Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

presente no intestino do inseto vetor; e
amastigota que é intracelular e aflagelado, é a
forma que parasita os macréfagos do mamifero hospedeiro (Tomas & Romao, 2008) (Figura
3).
Figura 3 — (A) Formas promastigotas do parasita L. infantum em meio de
cultura, coloracao Giemsa (Lamina gentilmente cedida pela Dr2 Lidia Gomes),

(B) Formas amastigotas dentro de macréfagos de um cao infetado, coloracéo
Giemsa (Lamina gentilmente cedida pela Dr2 Lidia Gomes).

A forma promastigota de aspeto fusiforme, mede cerca 15 x 30 um e possui na sua regido
anterior, um flagelo livre extracelular, que pode atingir 20 um de comprimento. O amastigota
tem um formato ovoide, mede cerca de 2 x 4 um podendo variar entre 2.5 — 6.8 um de
didametro, e o flagelo é rudimentar e néo visivel (Tomas & Romao, 2008; Gramiccia, 2011). A
coloracdo habitualmente usada nas laminas de microscopia é a Giemsa, que cora 0
cinetoplasto e o ndcleo do parasita de uma cor violeta intensa (Figura 3).

Em Portugal, ja foram descritos os zimodemes (conjuntos de isolados com o mesmo perfil
isoenzimético) MON-1, MON-24, MON-29, MON-80 e MON-98 de L. infantum (Cardoso, et
al., 2002; Campino et al., 2006). O principal responsavel pela maioria dos casos de
leishmaniose canina visceral (LCV) na Bacia Mediterranica e o mais frequentemente isolado

em cdes (Cortes et al., 2006).



O subgénero L. (Leishmania) pode ser dividido nalguns complexos de espécies. No Velho
Mundo os principais complexos s&o o L. donovani (L. infantum, L. donovani), L. tropica, L.
major, L. aethiopica; e no Novo Mundo, o complexo L.mexicana (L.mexicana,
L.amazonensis e L.venezuelensis). Pensa-se terem origem Africana (Momen & Cupolillo,
2000).

3. Hospedeiros
3.1. Vertebrados
Segundo Moreno & Alvar (2002), ja desde o inicio do século XX que o papel do cdo como
hospedeiro reservatério estd confirmado. Para estes autores, a presenca de um ciclo
silvatico independente do ciclo doméstico é pouco provavel, devendo ser considerado um
ciclo peridoméstico (Pereira, 2008).
Na forma de leishmaniose visceral zoon6tica (LVZ) existem dois ciclos: o doméstico, no qual
0 cdo tem o papel predominante e o silvatico ou peridoméstico, no qual os animais silvestres
sdo os responsaveis pela transmissao do género Leishmania. O ciclo doméstico € mantido
por cdes domeésticos, e o ciclo peridoméstico por cdes errantes e canideos silvestres, os
guais parecem apresentar um sinantropismo progressivo e disseminar a infecdo (Pereira,
2008). Ha também a possibilidade de os ciclos domésticos e silvaticos ocorrerem
simultaneamente, envolvendo uma diferente espécie de hospedeiro reservatdrio primario
(por exemplo, um hospedeiro doméstico e um silvatico, respetivamente), com uma ligacao
entre os dois ciclos através de um inseto flebotomineo comum (Quinnell & Courtenay, 2009).
Um grande nimero de espécies animais silvestres e domésticos atuam como hospedeiros
principais e reservatério de varias espécies de Leishmania sp. que também afetam o0 homem
(Ashford, 2000), entre elas destaca-se o cédo (Canis lupus familiaris) como hospedeiro
reservatorio principal (Gallego, 2004). De acordo com Abranches et al. (1998), o cdo é
considerado um bom hospedeiro reservatério, uma vez que existe sobreposicdo do habitat
do homem e do céo e um frequente contacto com fleb6tomos zoo-antropofilicos. A forma de
parasitismo, viscerocutdnea, associada a elevadas taxas de infecdo, é favoravel a
transmisséo a partir do vetor, e além disso a LCan é uma doenca de evolucéo cronica.
No Novo Mundo, podemos encontrar diversos mamiferos silvestres como hospedeiros
reservatorio de L. infantum: Opossum (Didelphis sp), Armadilho (familia Dasypodidae),
Preguica-comum (Bradypus variegatus), Daimdo-do-cabo (Procavia capensis), Raposa
comum (Vulpes spp.), Lobo-cinzento (Canis lupus), Raposa-do-campo (Dusicyon vetulus),
Cachorro do mato (Speothos venaticus); Porco-espinho do Brasil (Coendu prehensilis),
Rato-negro (Rattus rattus); Morcego (Carollia perspicillata).
No Velho Mundo, encontram-se outros mamiferos silvestres, hospedeiros reservatorio:
Chacal-dourado (Canis aureus), Lobo-cinzento (Canis lupus), Raposa-vermelha (Vulpes
vulpes), Raposa-das-estepes (Vulpes corsac), Chacal-dourado (Canis aureus), Feneco
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(Vulpes zerda), Texugo-europeu (Meles meles), Gineta (Genetta genetta), Lince-ibérico
(Lynx pardinus), Sacarrabos (Herpestes ichneumon); Foca-monge-do-mediterraneo
(Monachus monachus); Ratazana (Rattus norvegicus), Hamster Sirio (Mesocricetus
auratus), Hamster-cinzento (Cricetulus migratorius), Porco-espinho (Hystrix sp.), entre outros
(Dantas-Torres & Brandao-Filho, 2006; Dantas-Torres, 2007; Pereira, 2008).

Recentemente, o cavalo e o gato também foram implicados na transmissédo deste parasita.
A infecdo no gato doméstico (Felis silvestris catus) tem sido encontrada em regiées como
Portugal, Franca, Espanha, Italia, Argélia, Brasil, Texas, América do Sul, Grécia, Suica,
entre outros (Coelho et al., 2010; Trainor et al., 2010). Ainda ha poucos estudos efetuados
neste animal e a sua categorizacdo como hospedeiro reservatdrio permanece inconclusiva
(Maia & Campino, 2011).

Também se descrevem casos de leishmaniose equina na Europa causados por L. infantum
(Gramiccia & Gradoni, 2005; Rol&do, Martins, Jodo & Campino, 2005). A leishmaniose equina
caracteriza-se pela presenca de lesdes cutaneas com acumulacdo massiva de parasitas e
auséncia de anticorpos especificos. Estes animais recuperam espontaneamente (Mancianti,
2004, citado por Pereira, 2008), pelo que parecem ter uma resposta clinica e imunoldgica
resistente a infecdo, concluindo-se que se tratam apenas de hospedeiros acidentais
(Gramiccia & Gradoni, 2005).

3.2. Vetores
S&o insetos dipteros, de cor castanha ou acinzentada, que medem entre 2 a 3 mm, podendo
atingir os 5 mm (Afonso & Alves-Pires, 2008; Léger & Depaquit, 2001; WHO, 2014) (Figura

4) e que apresentam a seguinte taxonomia (Tabela 3).

Figura 4 - Phlebotomus sp. Tabela 3 - Taxonomia do vetor de Leishmania sp.
(Adaptado do site: (adaptado de Melhorn, 2001; Maroli et al., 2012;
http://www.livredeparasitas. “CVBD - Taxonomy” Bayer 2014)
com.pt . —
Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Tracheata
Classe Insectea
Subclasse Pterygotia
Ordem Diptera
Subordem Nematocera
Familia Phlebotomidae/Psychodidae
Subfamilia Phlebotominae/Psychodinae
Género Phlebotomus, Lutzomya

Dos varios géneros aceites, dois tém importancia médica e médico-veterinaria, o género
Phlebotomus no Velho Mundo, e o género Lutzomyia, no Novo Mundo (Gramiccia, 2011).
Morfologicamente, permanecem muito préximos um do outro (Sharma & Singh, 2008). Nas

regibes Mediterranicas, os vetores confirmados de LHum e LCan pertencem ao género
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Phlebotomus spp., subgénero Larroussius (Diptera, Psychodidae) (Bongiorno, Habluetzel,
Khoury & Maroli, 2003). Algumas espécies de flebotomineos transmitem exclusivamente
uma espécie de Leishmania sp.,enquanto outras transmitem varias espécies. A capacidade
das diferentes espécies atuar como vetores parece relacionar-se com a capacidade dos
promastigotas prociclicos se ligaram especificamente a locais do intestino do inseto,
chamados ligantes (Gramiccia & Gradoni, 2011).

A distribuicdo destes insetos depende do tipo de vegetacao, clima e composicdo dos solos.
Tém maior atividade entre os 15 e os 28°C, associada a humidades relativas altas e
auséncia de chuva ou vento. Podem percorrer distancias até 2.5 km, tém uma maior
atividade crepuscular ou noturna e apresentam fototropismo positivo (Afonso & Alves-Pires,
2008). Sdo mais ativos nos meses quentes, de abril a outubro (primavera ao Outono)
(Greene, 2006), como em Portugal, jA nas regifes tropicais e sub-tropicais o seu ciclo
gonotrofico ocorre ao longo de todo o ano (Sharma & Singh, 2008).

Os machos e fémeas séo fitéfagos, ingerindo sucos vegetais provenientes de plantas ou de
outros insetos (afideos) (Afonso & Alves-Pires, 2008). Apenas as fémeas sdo hematéfagas e
potencialmente infetantes para um hospedeiro (Maroli et al., 2012).

O ciclo de vida desenvolve-se no meio terrestre (formas preimaginais) e aéreo (forma
adulta), em quatro fases. Existem quatro estadios de desenvolvimento larval
holometabdlicos, ocorrendo metamorfoses completas. Os locais naturais de ovopostura sao
geralmente solos huimidos, ricos em matéria organica, adequados para o desenvolvimento
das formas preimaginais (Killick-Kendrick & Killick-Kendrick, 1999). As larvas alimentam-se
de matéria organica em decomposicdo de origem animal/vegetal e desenvolvem-se em
locais abrigados com temperaturas estaveis (abrigos de roedores, fissuras de paredes e
muros). Segue-se a pupa, que tende para uma forma globosa com cerca de 3 mm e nao se
move, nem alimenta. Passados cinco a dez dias emerge o adulto (Afonso & Alves-Pires,
2008).

O acasalamento entre flebotomineos ocorre pelo menos uma vez num ciclo, logo apos a
fémea se ingurgitar, ao alimentar-se de um hospedeiro mamifero, preferencialmente um céo.

A fémea alimentando-se de reptéis ou aves, ndo ingurgita.

4. Ciclo Biolégico de Leishmania sp.

O ciclo de vida é heteroxeno e composto por duas fases. A fase amastigota que se encontra
dentro das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) do mamifero hospedeiro, mais
concretamente nos macréfagos; e a fase promastigota que se encontra no intestino,
glandulas salivares e aparelho bucal do hospedeiro invertebrado (Gramiccia & Gradoni,
2007, 2011; Gluenz, Ginger, & McKean, 2010). A transmissdo da infe¢do ocorre quando
uma fémea de fleb6tomo pica um mamifero e realiza uma refeicdo sanguinea. Esta, ao
sugar o sangue de um animal infetado, ingere macréfagos contendo a forma amastigota,
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que por divisdo binaria se multiplicou em larga escala. Vai existir um processo de
diferenciacdo no intestino do vetor que varia entre seis a dez dias (Tomas & Romé&o, 2008),
ou apenas cinco dias de acordo com as espécies de Leishmania sp. e de Phlebotomus
(Gramiccia & Gradoni, 2007), nos quais se diferenciam sucessivamente formas
promastigotas prociclicos, nectomonas, metaciclicos, haptomonas e promastigotas
metaciclicos, que sao as formas infetantes (Bates & Rogers, 2004; Gramiccia & Grandoni,
2007; Toméas & Romao, 2008).

Ambas as formas promastigotas e amastigotas podem iniciar uma infecdo. Na derme do
hospedeiro, os promastigotas metaciclicos sao fagocitados por células dendriticas e
macréfagos do SFM (Chance, 1981). Dentro do fagossoma, transformam-se nas formas
amastigotas, infetantes para o flebétomo, que crescem e se multiplicam dentro dos vacuolos
parasitéforos (Antoine, Prina, Lang & Courret, 1998). As que sobrevivem a fagocitose
multiplicam-se e saem, rebentando as células, espalhando a infecdo através de novos de
macréfagos. No cédo, além da infecdo dos macréfagos da pele, o parasita infeta também
macréfagos no sangue e linfa que disseminam a infecdo para 6érgdos como a medula 6ssea,
baco, figado, linfonodos e até rins e trato gastrointestinal do animal (Reis et al., 2006;
Gramiccia & Gradoni, 2007; Tomas & Romao, 2008).

5. Epidemiologia e Principais Vias de Transmisséao

A LCan tem grande importancia pela sua alta prevaléncia e ampla distribuicdo geografica
(Campino, 2002). Nem todos os caes infetados desenvolvem a doenca, existindo uma
variada resposta imunitaria por parte destes. Uns desenvolveram a doenca, e outros
permaneceram infetados e assintomaticos durante um periodo superior a cinco anos
(Baneth et al.,, 2008). Os canideos domésticos tém um papel preponderante como
hospedeiro reservatoério, na amplificacdo dos ciclos de vida das leishmanias a volta da Bacia
do Mediterraneo e restantes regidées do Mundo onde a doenca seja endémica (Dereure,
Pratlong & Dedet, 1999).

Figura 5 - Distribui¢cdo de LCan na Europa (Adaptado de Solano-Gallego, 2011)

Areas ndo endémicas

Areas de risco

Casos autéctones

Focos autéctones

Areas endémicas

Falta de informagao sobre o Pais




No cdo, as formas cutédnea (LCCut) e visceral (LCV) sdo endémicas em regibes dos
tropicos, subtrdpicos e na Bacia do Mediterraneo (Figura 5). Geralmente os cées infetados
desenvolvem as duas formas em simultaneo (Sasani, Javanbakht, Samani & Shirani, 2014).

Quanto as vias de transmissdo desta doenca, os flebotomineos tém um papel primordial,
sendo exclusivo, na manutencao da infecdo, geralmente ocorrendo doenca nos locais onde
estes estejam presentes (Baneth et al., 2008; Quinnell & Courtenay, 2009). Ja foi colocada a
hip6tese de outros ectoparasitas hematéfagos serem também infetantes, como pulgas e
ixodideos mas ainda ndo existem certezas quanto ao papel destes artrépodes na
transmissdo. Recentemente voltou a detetar-se L. infantum em Culicoides spp.,
guestionando-se igualmente o seu papel como potencial vetor de L. infantum (Slama et al.,
2014). Outras vias de transmissao poderdo ser a transplacentaria, através de uma gestacao
resultante de um cruzamento onde ambos os caes estdo infetados (Rosypal et al., 2005), ou
apenas a progenitora (Masucci et al., 2003), e a via sexual (Silva et al., 2009). A infecdo por
meio de uma transfusdo sanguinea, também ja foi descrita (Owens et al., 2001; de Freitas,
Melo, da Costa-Val & Michalick, 2006). Em Humanos também esta confirmada a
transmissdo direta das formas amastigotas, pela partiiha de seringas, transfusdes
sanguineas, via transplacentaria, transplante de 6rgéos e por via sexual (Cruz et al., 2002;
Morillas-Marquez et al., 2002; Murray, Berman, Davies & Saravia, 2005; Quinnell &
Courtenay, 2009). Todas estas vias de transmissdo podem ser particularmente importantes,
em areas em que a leishmaniose tenha sido reportada na auséncia de insetos

flebotomineos, como no Norte da América e Norte da Europa (Maroli et al., 2010).

5.1. Epidemiologia de Leishmaniose Canina em Portugal

Os vetores transmissores de leishmaniose em Portugal, sdo insetos flebotomineos dos
géneros Phlebotomus perniciosus e P. ariasi (Mir6 et al, 2007; Campino & Maia, 2010).
Alvares (1910) notificou o primeiro caso em Portugal, na cidade de Lisboa. Em 1913,
Alvares & Pereira da Silva, também em Lisboa, registaram um c&o positivo num total de 83
caes. A infecdo foi detetada pelo pais, originando inicialmente focos de infe¢cdo como: regido
do Alto-Douro (LCan com seroprevaléncia em média de 18.7%, area metropolitana de
Lisboa (3.8% a 10.9%); e Algarve (9.5%) (Dereure, Pratlong & Dedet, 1999; Joao, Pereira,
Cortes & Santos-Gomes, 2006).

O numero de casos de leishmaniose canina no nosso Pais tem vindo a aumentar, com uma
prevaléncia que pode atingir cerca de 20% ou mais, em localidades de regifes endémicas
(Campino & Maia, 2010). Atualmente em Portugal, com base em estudos de seroprevaléncia
ja realizados, podem ser consideradas endémicas as regides de Tras-os-Montes e Alto
Douro, a sub-regido da Cova da Beira, o distrito de Coimbra, a regido de Lisboa e Setlbal, o
distrito de Evora, a regidio do Algarve (Schrey, Pires & Macvean, 1989; Campino et al., 2006;

Maia et al, 2010), e os distritos de Portalegre, Beja e Castelo Branco (Cortes et al., 2012).
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Coloca-se a possibilidade de a LCan ser igualmente endémica em outras areas do Alentejo,
além do concelho de Evora, e também em algumas areas do Ribatejo. Estudos atuais
confirmam seroprevaléncias elevadas na area Metropolitana de Lisboa, de 28.8% em Vila
Franca de Xira (Santos, 2014), de 5 a 10% em Palmela (Reisinho, 2010), 1 a 4% no
Concelho de Mafra (Armés, 2010), até 20% na zona do Pinhal (da Silva, 2009), entre outras.
Em quase todo o territorio continental detetam-se casos esporadicos da infecdo (ONLeish,
2008). Sao referidas seroprevaléncias em Portugal entre 5 a 20% (Cortes et al., 2012).

6. Patogeniae Lesdes
6.1. Patogenia
Alguns cédes atraem mais os fleb6tomos que outros. A diferenca deste tropismo pode
resultar de uma possivel infecdo prévia, assim como do odor corporal caracteristico do
animal (Roze, 2013).
A resposta imune de um cdo a seguir a uma exposi¢ao ao vetor infetado por L. infantum é
muito variavel. A infecdo pode variar de assintomatica a uma doenca multisistémica grave
(Saridomichelakis, 2009). Os animais infetados sdo classificados como suscetiveis ou
resistentes. Nos primeiros, a multiplicacdo parasitaria ocorre sem controlo, ao passo que
nos cées resistentes existe uma eliminagdo eficaz das formas amastigotas (Baneth &
Solano-Gallego, 2012). No entanto, hd cdes que se tornam clinicamente normais sem
tratamento e caes resistentes que se tornam suscetiveis anos mais tarde, caso o animal se
torne imunodeprimido (Travi et al., 2001; Moreno & Alvar, 2002; Baneth et al., 2008).
Em cées infetados natural e experimentalmente, durante a progressao patente da LVC, as
funcdes mediadas pelas células T tornam-se deprimidas e os titulos de anticorpos anti-
Leishmania aumentam. Nos cées assintomaticos prevalece uma imunidade do tipo celular e
0s titulos de anticorpos sdo baixos (Pinelli et al., 1994; Martinez-Moreno et al., 1995).
Apés a inoculacdo das leishmanias na pele do hospedeiro, estas multiplicam-se nos
macrofagos da regido. A falha de uma resposta imunitaria eficaz leva a uma disseminacgao
para zonas como a medula, bacgo e figado (Alexandre-Pires & Correia, 2008).
Em éareas endémicas, diversos fatores relativos ao hospedeiro (sexo, idade, genética,
estado nutricional, infecbes concomitantes) assim como a viruléncia da estirpe de
Leishmania, desempenham um certo papel na resposta do cdo a infecdo. Para certos
autores 0 sexo nao é relevante (Ciaramella et al., 1997; Dantas-Torres, de Brito & Brandao-
Filho, 2006; Mesquita de Figueiredo et al.,, 2014), para outros 0os machos tém maior
propensao para a doencga (Miranda et al,. 2008). Relativamente a idade, as opinides variam,
referindo-se dois picos de prevaléncia da doenca: antes dos 2 e ap0s os 8 anos de idade
(Cardoso et al., 2004; Galvez et al.,, 2010; Solano-Gallego et al., 2011), outros autores
referem que cdes com menos de dois anos, tém sete vezes maior hipdtese de serem
seropositivos (Dantas-Torres et al.,, 2006; Mesquita de Figueiredo et al., 2014), outros
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referem uma maior frequéncia em cées adultos (Almeida, Mendonca & Sousa, 2010), e
outros afirmam nem haver predisposicao etéria (Santos et al., 2010; Silva et al., 2010).

Todas as racas sdo suscetiveis a infecdo, embora algumas, como a Boxer, Labrador
Retriever, Cocker Spaniel, Rottweiler, Pastor Alem&o, Beagle e Mastim Napolitano sejam
mais do que outras. J& no Podengo de Ibiza é raro desenvolverem-se sinais clinicos
(Solano-Gallego et al., 2000; Franca-Silva et al., 2003; Baneth et al., 2008; Miranda et al,
2008; Cortes et al., 2012). Outros verificaram menor susceptibilidade de racas portuguesas
em relacdo as importadas (Pereira da Fonseca et al., 2007, citados por Santos, 2014).

6.2. LesOes

Existem varias lesdes encontradas nesta infecao, a nivel do aparelho locomotor, pele,
mucosas, globo ocular, linfonodos e medula 6ssea, baco, rins, figado e tubo digestivo
(Alexandre-Pires & Correia, 2008). O diagndstico clinico da LCan € por vezes dificil devido a
variabilidade dos sinais clinicos, isolados ou combinados, e devido ao longo periodo de
incubacao (PI), entre 3 meses a 6 anos (Roze, 2013) ou 7 anos (Baneth & Solano-Gallego,
2012). Os sinais mais frequentes sao: lesdes cutaneas (“6culos”, “cancros de inoculagao”,
hiperqueratose da trufa e almofadinhas plantares, alopécias), linfadenopatia; fadiga, perda
de peso, polidria e polidipsia, alteracdes oculares (queratoconjuntivite, uveite, glaucoma,
blefarite, conjuntivite, etc), epistaxis, hipertermia (um em cada trés animais), onicogrifose,
atrofia muscular, enterite hemorragica, claudicacdes por poliartrite, sinovite, osteomielite e
por vezes, alteracbes neurolégicas (Petersen & Barr, 2010; Roze, 2013). A faléncia renal
continua a ser a maior causa de morte em cédes portadores de Leishmania (Solano-Gallego
et al., 2011; Baneth & Solano-Gallego, 2012; Roze, 2013;). Na maioria dos casos a LCan é
uma doenca arrastada, subaguda a crénica, com uma progressao da sintomatologia ao

longo de meses (Baneth & Solano-Gallego, 2012; Roze, 2013).

7. Respostalmune

Em focos endémicos de LCan cerca de 50% a 60% dos cdes naturalmente infetados e
seropositivos, ndo evidenciam sintomas (Abranches et al.,, 1991; Cabral, O'Grady, &
Alexander, 1992; Oliveira, Santoro, & Sadigursky, 1993). Apesar de comprovada a auséncia
de relacdo entre a capacidade de infecdo do vetor, a gravidade da doenca e a
sintomotalogia, tem-se demonstrado a existéncia de uma correlagdo positiva entre a
resposta sorolégica desenvolvida e a aptiddo para infetar o vetor (Molina et al, 1994).
Quando um céo é picado, ou evita 0 estabelecimento da infecdo e permanece saudavel, é
infetado e ndo desenvolve sintomatologia, ou torna-se sintomatico apos a infe¢éo, tendo
uma cura clinica espontadnea ou uma evolugdo para uma infecdo cronica (Pereira, 2008). O
hospedeiro vertebrado monta uma resposta imunitaria inata local e uma adquirida, do tipo

celular ou humoral, face a L. infantum (Cabral et al., 1998; Reis et al., 2006). Uma resposta
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celular (tipo Thl) confere prote¢do e a imunidade do tipo humoral (tipo Th2) suscetibilidade
do céo a infecdo acompanhada de uma depressao da imunidade celular (Pinelli et al., 1994;
Barbiéri, 2006).

A imunidade inata constitui entdo a primeira linha de defesa do organismo, sendo os
neutrofilos as primeiras células recrutadas para o local com o objetivo de fagocitar e eliminar
as formas promastigotas, seguindo-se outra fagocitose mediada por macréfagos (Santos-
Gomes, Rodrigues & Marques, 2008, Birnbaum & Craft, 2011).

7.1. Celular

O desenvolvimento deste tipo de resposta imunitaria contra a leishmaniose foi demonstrado
experimentalmente em caes, na década de 90 por Cabral et al. (1992) e Pinelli et al. (1994).
E largamente aceite que os macréfagos desempenham um papel central no controlo da
infecdo por Leishmania sp.. Citoquinas como o Interferdo-y (IFN-y), Interleucina-2 (IL-2) e o
fator de necrose tumoral- a (TNF-a), segretados pelas células Th CD4+ ativadas, induzem
uma acao leishmanicida por parte dos macréfagos (Abranches et al., 1998; Gad Baneth et
al., 2008). O principal mecanismo envolvido na resposta imunitéria protetora que ocorre em
cdes infetados com L. infantum, é a ativacdo dos macréfagos pelo IFN-y e TNF-a para
eliminar as formas amastigotas intracelulares através da via L-arginina — oxido nitrico (NO)
(Birnbaum & Craft, 2011). De facto, estudos recentes mostraram que a producdo de IFN-y
por parte dos linfécitos Thl desempenha um papel essencial no desenvolvimento de uma
boa resposta imunitaria (Strauss-Ayali, Baneth & Jaffe, 2007; Alves et al., 2009).

Os linfécitos T englobam as subpopulag@es linfocitarias CD4+ e CD8+, que se subdividem
funcionalmente segundo o tipo de citoquinas que produzem. Assim, os linfocitos Th CD4+ do
tipo Thl estdo associados a producédo de IFN-y e IL-2, entre outros. Os linfocitos do tipo
Th2, produzem IL-4 e IL.10, entre outros (Santos-Gomes, Rodrigues & Marques, 2008). Os
linfécitos T CD8+ sdo células citotoxicas com atividade citolitica direta nos macrofagos
infetados (Alexandre-Pires et al., 2010). Titulos altos de linfécitos Th CD4+ e T CD8+
circulantes e uma baixa expressao do complexo maior de histocompatibilidade classe I
(MHC-II) por parte dos linfocitos presentes no sangue periférico, parecem ser os elementos
chave para uma resposta imunolégica eficaz, um marco na LCan assintomatica (Reis et al.,
2006). As citoquinas derivadas dos macréfagos, que inibem a morte dos parasitas
intracelulares, incluem o TGF- B e IL-10. Esta IL-10 é considerada uma reguladora da
atividade dos linfécitos Thl que mantém o equilibrio entre as respostas Thl e Th2 e inibe a
atividade microbicida dos macréfagos infetados (Barbiéri, 2006; Day, 2007).

A prevaléncia de uma resposta Thl ou Th2, ao nivel do tecido cutaneo, depende da
capacidade das células de Langerhans e dos queratindcitos processarem e expressarem, a

superficie, complexos de moléculas de classe Il do MHC e antigénios parasitérios, a fim do
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desenvolvimento de uma resposta imunitaria eficiente (Santos-Gomes, Rodrigues &
Marques, 2008).

7.2. Humoral

A LCan esta frequentemente associada a uma resposta humoral vincada, que nao confere
protecdo contra a infecdo. Os niveis de imunoglobulinas (Ig) Leishmania-especificas
detetados nos cdes sintomaticos, sdo maiores do que o0s niveis detetados em caes
assintomaticos, tendo-se encontrado uma forte associacao entre estes, o quadro clinico do
animal e a carga parasitaria presente nos seus tecidos (Reis et al., 2006).

Os linfécitos B sdo ativados através do contato com o antigénio (Ag), proliferando e
diferenciando-se em plasmocitos produtores de anticorpos (Ac). Os anticorpos agrupam-se
em 5 classes ou isotipos: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM. A IgG apresenta quatro subclasses: IgG1,
1gG2, 1gG3, IgG4 (Santos-Gomes, Rodrigues & Marques, 2008). A andlise das subclasses
de IgG em cées parasitados mostrou que Ac do tipo IgG2 estdo associados a infecdes
assintomaticas, e Ac do tipo IgG1l ao desenvolvimento da doenca (Deplazes et al., 1995;
Day, 2007). Varios autores tém mostrado ultimamente a existéncia de uma associacédo entre
baixos niveis de 1gG e a secrecdo de citoquinas do tipo Thl e entre niveis altos de IgG e
secrecao de citoquinas tipo Th2 (Reis et al., 2006).

E atualmente claro que uma infecdo sintomatica esta sorologicamente associada a titulos
altos de classes de Ig especificas, como IgG, IgE e IgA, o que é consistente com o modo de
funcionamento da imunoregulacdo Th2 ja referido (Iniesta, Gallego, & Portus, 2005; Reis et
al., 2006). E possivel que a resposta do tipo Th2 seja produzida durante o periodo de
incubacdo da doenca e determine a progressdo da infecdo e o aparecimento dos sinais
clinicos (Alvar et al., 2004). Como os linfonodos (Ln) sdo o primeiro 6rgao afetado ap6s uma
disseminacdo sistémica do parasita, é provavel que a imunidade que se observa nestes
ganglios seja extremamente importante para determinar o prognoéstico da infecdo (Alves et
al., 2009).

A andlise de 6rgaos linfoides de cdes naturalmente infetados revelou areas de linfocitos B,
principalmente plasmacitos, associados a grande produgéo de Ac anti-Leishmania (Reis et
al., 2006). O que sugere que a migracdo dos linfocitos B dos tecidos periféricos para os
linféides (Ln eferente) pode ocorrer durante a forma ativa da LCV, com ativagdo e
diferenciacdo destas células em plasmadcitos. Ocorre, assim uma grande producdo de Ac
anti-Leishmania (Reis et al., 2006), com consequente formagao de imunocomplexos que se
depositam em varias estruturas (glomérulos, vasos e articulagbes), desenvolvimento de
reagOes inflamatorias granulomatosas e producdo de Ac antinucleares (ANA'’s) (Baneth et
al., 2008; Alexandre-Pires & Correia, 2008).
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8. Diagnostico

Apesar do desenvolvimento destas diversas técnicas de diagnéstico parasitolégico,
seroldgico e molecular, o diagnostico de infe¢do canina por L. infantum permanece um
desafio. Torna-se por vezes complicado devido a diversidade de apresentacdes clinicas,
sinais inespecificos e sintomatologia incomum (fases iniciais de infecdo) mimetizando outras
doencas, bem como pela elevada percentagem de portadores assintomaticos existente
(Baneth & Aroch, 2008). Assim, € recomendada a realizacdo de métodos especificos e com
elevada sensibilidade para a obtencéo do diagnéstico definitivo (Campillo et al, 1999, citado
por Marques, 2008). No entanto, ndo existem testes de diagnéstico que tenham 100% de
especificidade e sensibilidade (Solano-Gallego et al., 2009).

O diagnostico da infe¢do por L. infantum no cao realiza-se pelos seguintes motivos: para
confirmagdo da doenga, analisando se um cdo com sinais clinicos e/ou alteracdes
clinicopatolégicas compativeis tem de facto a doenca; investigar a presenca de infecdo em
estudos epidemiolégicos; monitorizar caes clinicamente saudaveis que vivam ou viajem para
regibes endémicas; prevenir a infecao através de transfusfes sanguineas, em portadores
assintomaticos; evitar a importacdo de caes infetados para paises ndo endémicos e
monitorizar a resposta ao tratamento (Miré et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2011) e como
despiste pré-vacinal (ESTEVE, 2011).

O diagnéstico de LCan é acima de tudo clinico e deve basear-se sempre numa abordagem
integrada, onde se considera a histéria pregressa, exame fisico, sinais clinicos, resultados
de analises laboratoriais e resultados de testes de diagndstico especificos para a detecdo do
parasita (Solano-Gallego et al., 2009; Baneth & Solano-Gallego, 2012).

8.1. Diagnéstico Clinico

8.1.1. Apresentac@es Clinicas

A LCan é uma doenca crénica, com uma forma cutanea e uma forma visceral, onde ambas
as formas estdo frequentemente presentes. No céo, a pele fica afetada a medida que a
infecdo se espalha pelos 6rgéos internos (Solano-Gallego et al., 2009; Baneth & Solano-
Gallego, 2012).

Os sinais clinicos podem classificar-se em: polissintomaticos (mais de dois sintomas),
oligossintomaticos (um ou dois sintomas) e assintomaticos (sem qualquer sinal clinico) (Veja
et al., 2003, citados por Romero et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

8.1.2. Anamnese e Exame Fisico

A LCan é uma doenca sistémica que pode envolver qualquer 6rgéo, tecido e fluido biolégico.

Os principais sinais clinicos detetados ao exame fisico incluem, lesbes cutaneas como

“cancros de inoculagao”, ulceragbes muco-cuténeas (Figura 8), alopécias e descamacgdes;

pelagem em mau estado; linfadenomegdlia localizada/generalizada; caquexia; atrofia
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muscular dos mastigadores, temporal, escapulas, anca e/ou coluna vertebral; intolerancia ao
exercicio; apetite diminuido; letargia; esplenomegalia; politria e polidipsia; lesbes oculares;
epistaxis (Figura 7); onicogrifose; claudicacdo; vomito e diarreia (Ciaramella et al., 1997;
Solano-Gallego et al., 2009; Baneth et al., 2008; Petersen, 2010) (Figura 9). A maioria dos
cdes sintométicos (Figura 6) apresenta lesGes dermatologicas (50 a 90%) (Shaw et al.,
2009; Solano-Gallego et al., 2011). Sinais clinicos variados e inespecificos tornam a lista de
diagnésticos diferenciais de LCan extensa (Solano-Gallego et al., 2009).

Figura 6 — C&0 com sinais ' - Figura 8 — Ulceragdo muco-
clinicos de Leishmaniose Figura 7 — Epistaxis cutanea (Adaptado de
(Adaptado de Otranto et al., 2013) unilateral (Adaptado de Greene, 2012)

Greene, 2013)

Figura 9 — Principais sinais clinicos associados a LCV: (A) Hifema e edema da
cérnea, (B) Dermatite com queratoconjuntivite e hiperqueratose, (C) Glaucoma em
estadio avancado, (D) Linfadenomegalia do linfonodo popliteo, (E) Caquexia, (F)
Onicogrifose. (Adaptado de Pefia, Roura, & Davidson, 2000; Brito et al., 2006;
Veras, Fraga, Solca & Guedes, 2014).

As lesbes cutédneas de LCan assemelham-se a demodicose, dermatofitiases, piodermite,
dermatite ulcerativa, entre outras. A linfadenopatia pode confundir-se com uma doenca
linfoproliferativa. Muitas outras afecdes, como poliartrite e causas de glomerulonefrite,

devem ser consideradas como diagnésticos diferenciais (Roze, 2013).
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Na LCan também se observam lesdes atipicas como, lesdes nas mucosas da cavidade oral
e Orgdos genitais; articulagbes com ou sem poliartrite; lesdes osteoliticas ou
osteoproliferativas; hepatite crénica (Rallis et al., 2005; Adamama-Moraitou et al., 2007);
doenca autoimmune e alteragbes cardiovasculares (pericardite, vasculite sistémica,

tromboembolismo (Petanides et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009).

8.1.3. Alteragdes no hemograma, anélises bioquimicas e urianélise

Existem diversas alteragcfes laboratoriais a nivel do hemograma, anélises bioquimicas (bq) e
urianalise, tais como: anemia nao-regenerativa (em 60 a 73% dos casos), trombocitopénia
(29 a 50%), leucocitose ligeira (24% dos casos) ou leucopénia (22%) associada a linfopénia,
eosinopénia e monocitopénia. A nivel das bg pode encontrar-se azotémia (16 a 45% dos
casos), hiperfosfatémia, hipermagnesiémia, Fosfatase Alcalina Sérica (FAS) e Alanina
Aminotransferase (ALT) aumentadas (16 a 61% dos casos) e hipercolesterolémia (Reis et
al., 2006; Solano-Gallego et al., 2009; Petersen, 2010; Trépia de Abreu et al., 2011; Baneth
& Solano-Gallego, 2012; Veras et al., 2014). Verifica-se também hiperproteinémia (63 a
72%), hiperglobulinémia (aumento das 8 e y globulinas em 71% dos casos) associada ao
aumento da producdo de anticorpos, e hipoalbuminémia (em 68 a 94% dos casos). A
hipergamaglobulinémia ndo é patognomonica de LCan, apesar de existir em 80% dos caes
doentes (Roura, 2007, citado por Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Na uriandlise é
comum encontrar proteindria (72 a 85% dos casos), por nefropatias com perda de proteina,
como glomerulonefrite com deposicdo de imunocomplexos, sinbnimo de doenca renal
(Solano-Gallego et al., 2009; Petersen, 2010; Baneth & Solano-Gallego, 2012).

9. Insuficiéncia Renal Cronica e Leishmaniose canina

A LCan é uma causa comum de glomerulonefrite e insuficiéncia renal cronica (IRC) na Bacia
Mediterranica (Martinez-Subiela et al., 2013), que constitui a maior causa de morte no cao
(Solano-Gallego et al.,, 2011; Baneth & Solano-Gallego, 2012). Inicialmente, os cées
infetados podem ter proteindria moderada ou grave com auséncia de azotémia, seguida
mais tardiamente, de lesdes tubulares, azotémia e faléncia renal (Zatelli et al., 2003, citado
por Martinez-Subiela et al., 2013). As lesdes renais causadas podem ser primariamente
atribuidas a deposicdo intraglomerular de imunocomplexos, que induz a ativagdo do
complemento pela via classica, fazendo com que estes imunocomplexos sejam solubilizados
e fagocitados por macréfagos e neutrdfilos. Algumas interleucinas produzidas pelos
macréfagos também tém alguma agéo quimiotética nos linfécitos, com um consequente
aumento da resposta imunitaria. Estas leses renais causam faléncia renal a longo prazo
(Castagnaro et al., 2007).

O diagnéstico precoce de doencga renal é benéfico para o animal e pode prolongar a sua
vida. Apesar da alta prevaléncia de patologia renal, a azotémia tipica de insuficiéncia renal
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ndo é um achado comum e s6 é evidente quando a maioria dos nefronios estdo

disfuncionais, numa fase avancada da doenca.

Em caes doentes, € entdo essencial avaliar a fungéo renal e fazer o estadiamento e sub-

estadiamento de uma possivel insuficiéncia renal cronica (IRC) através das recomendacdes

da International Renal Interest Society (IRIS) (IRIS, 2013). O estadiamento assenta

inicialmente na medicéo da creatinina sérica [CS](mg/dl) do animal em jejum, fazendo pelo

menos duas medicdes. O subestadiamento baseia-se na proteinuria, através do racio UPC,

e na pressao sanguinea (mmHg) (Tabelas 5 e 6). Existem 4 estadios de IRC de acordo com

a IRIS (2013), de acordo com a concentracdo da creatinica sérica encontrada e de acordo

com presenca de azotémia e sinais clinicos (Tabela 4).

Tabela 4 — Estadiamento da Insuficiéncia Renal Cronica Canina (Adaptado de IRIS, 2013)

Creatinina
Estadio Plasmatica Les&o Renal/Sinais Clinicos
(mg/dL)
Incapacidade de concentracao urindria; proteindria
I <14 persistente de origem renal; alteragdes renais no
N&o azotémico ’ exame fisico, nos exames imagioldgicos e/ou na
biépsia. Auséncia de sinais clinicos.
Il 14-20 Perda progressiva de tecido renal funcional. Auséncia
Azotémia Renal Ligeira ’ ) ou presenca de sinais clinicos ligeiros, como PU/PD.
Il 21-5.0 Declinio da taxa de filiragc&o glomerular.
Azotémia Renal Moderada ' ) Sinais clinicos sistémicos podem estar presentes.
v Perda significativa das func@es renais.
Ami >5.0 Presenca de sinais clinicos sistémicos relacionados
Azotémia Renal Grave ¢ ! i
com a sindrome urémica.

Tabela 5 — Sub-estadiamento de IRC
Canina com base no racio UPC

(Adaptado de IRIS,

Tabela 6 — Sub-estadiamento de IRC Canina
com base na pressao arterial sistémica

Sub-estadio

Nao proteinurico (NP)

Proteindrico no limite
(PL)

Proteindrico (P)

2013) (Adaptado de IRIS, 2013)
Valores er?;sig? Pressao arterial
do racio Sub-estadio sistélica diastolica
UPC mmH
(mmHg) ( 9)
<0.2
Risco Minimo <150 <95
0.2-0.5 ) _
Risco Ligeiro 150 - 159 95-99
>05 160 - 179 100 - 119
Risco Moderado
Risco Elevado =180 2120




10. Diagnostico Laboratorial
10.1. Diagnostico Parasitologico

O método mais simples e bastante usado pelo veterinério clinico € o uso da microscopia
Otica para a visualizacdo citolégica de formas amastigotas livres ou dentro de macréfagos,
mondcitos ou neutroéfilos, em esfregacos com coloracdo Giemsa, provenientes de biopsias
de medula 6ssea, bacgo, linfonodo ou de pele lesionada (Baneth & Solano-Gallego, 2012).
Este método de diagndstico é direto e permite identificar o parasita a nivel do seu género,
pois todas as leishmanias sdo caraterizadas pela homogenidade na sua morfologia
(Gramiccia, 2011). Num esfregaco, visualiza-se o citoplasma corado de azul, com um ndcleo
relativamente grande e vermelho, assim como o cinetoplasto com um formato oval e tom
violeta/vermelho forte (Maia & Campino, 2008; Gramiccia, 2011).

Considera-se que este método possui 100% de especificidade, dependendo da habilidade
do operador e qualidade do esfregaco (Saridomichelakis et al., 2005; Baneth & Solano-
Gallego, 2012). A sensibilidade € bem menor que a especificidade, variando entre 30% e
100% para biépsias a linfonodos, e entre 0s 6.2% e 100% para esfregacos de medula 6ssea
(Saridomichelakis et al., 2005). E uma técnica rapida, de baixo custo e pouco traumaética.
Podem existir falsos negativos (FN) por falhas do operador, esfregacos de ma qualidade,
cdes com infecdo subclinica assintomaticos ou com sinais clinicos ligeiros ou pela existéncia
de baixa carga parasitaria (Baneth & Solano-Gallego, 2012; Veras et al., 2014). Por vezes a
citologia ndo revela o protozoario ou observam-se poucos, deixando didvidas sobre a carga
parasitaria do animal. Recorre-se entdo a métodos de imunohistoquimica, que permitem
aumentar a sensibilidade do diagnéstico citolégico (Alvar et al., 2004).

Outro meio de diagndstico € através de culturas in vitro dos parasitas, que permite identificar
formas promastigotas viaveis. O material colhido do animal contém as formas amastigotas
gue durante a cultura se vao transformar nas formas promastigotas (Alvar et al., 2004; Veras
et al.,, 2014). Esta técnica tem uma especificidade de 100% mas é morosa, com facil
contaminacdo e muito exigente quanto aos meios de cultura, tendo também uma menor
sensibilidade do que as técnicas de PCR e serologia, servindo principalmente para fins de

investigacao (Mir6 et al., 2008; Veras et al., 2014).

10.2. Diagndstico Serolégico

O diagnostico seroldgico baseia-se na detecdo da presenca de Ac anti-Leishmania, que se
ligam especificamente ao agente patogénico, uma fracdo purificada deste ou a proteinas
recombinantes desse agente (Ferrer, 1999). Atualmente existem diversos testes soroldgicos
gue detetam niveis de imunoglobulinas especificas, como IgG, principalmente IgG1, que
constituem uma importante ferramenta no diagnéstico de LVC. Rodriguez-Cortés et al.,
(2007) observaram que os cades experimentalmente infetados produzem primariamente
imunoglobulina IgM especifica para a Leishmania sp. assim como IgG especifica, numa
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resposta secundaria. As IgE s6 sé@o produzidas por animais com sinais patoldgicos (Iniesta,
Gallego & Portus, 2005) e as IgA, em caes sintométicos aumentam a produgcédo a medida
gue o parasita se dissemina (Rodriguez-Cortés et al., 2007).

Os testes de diagnéstico serolégico sao relativamente simples de realizar e séo
frequentemente usados na determinacdo da prevaléncia de LCan, em estudos
epidemiolégicos e no seu diagnéstico clinico (Baneth & Solano-Gallego, 2012). Os testes
habitualmente mais usados na detecdo de Ac anti-Leishmania séo: IFIl, ELISA e testes
rapidos baseados em imunocromatografia (Alvar et al., 2004; Maia & Campino, 2008; Mir6 et
al., 2008). Estes testes rapidos de imunodiagnéstico comegaram a ser rotineiros em clinica e
laboratério (Veras et al.,, 2014). Sdo rapidos (em cerca de dez minutos fornecem o
diagnostico), de féacil leitura e transporte (de Lima et al., 2010). Um resultado positivo
requere uma avaliagdo posterior através de uma serologia quantitativa (Solano-Gallego et
al., 2011).

10.2.1. Imunoflurescéncia Indireta (IFI)
A técnica de IFI, que geralmente usa a forma promastigota inteira do parasita cultivada in
vitro como Ag, é altamente especifica e sensivel para a detecéo de Ac especificos de LCan,
sendo considerada o gold standard das técnicas seroldgicas (Alvar et al., 2004; Maia &
Campino, 2008; Baneth & Solano-Gallego, 2012). No entanto, numa infe¢cdo natural, o
hospedeiro vertebrado reage imunologicamente com as formas amastigotas do parasita
(Boarino et al., 2008). Num estudo de Fernandez-Pérez et al., (1999), verificou-se que a IFI
usando as formas amastigotas em vez das promastigotas, tem maior sensibilidade sem
perder especificidade, em casos de baixos titulos de Ac especificos, o que permite um
diagndstico precoce na auséncia de sinais clinicos.
Embora seja o gold standard, esta técnica pode ter alguma falta de sensibilidade quando
surgem cées infetados mas que estejam clinicamente saudaveis (Mettler et al., 2005). E
muito Gtil e bastante usada na prética clinica, util em estudos epidemioldgicos, assim como
em monotorizagdes pos tratamento (Gradoni, 2002; Maia & Campino, 2008). No entanto,
para Alvar et al. (2004), subestima a taxa de infegdo das populacdes em areas endémicas,
gerando alguns resultados falsos negativos. Solano-Gallego et al. (2009) recomendam a
repeticdo do teste de IFI 6 meses apds o tratamento inicial para monitorizagdo da evolugdo
da doenca e do tratamento.
Existem kits comerciais disponiveis como: Leishmania-Spot IF (Laboratério bioMérieux®™
Franca), IFI-Leishmaniose-Visceral-Canina-Bio-Manguinhos (Fiocruz), entre outros.
E importante saber o titulo a partir do qual um soro é considerado positivo. O limiar de
positividade ou cut-off varia consoante os laboratérios, variando habitualmente entre 1:40 e
1:160. Esta falta de um padréo é a maior desvantagem da IFlI quando € usada em estudos
epidemioldgicos, ndo sendo os dados de diferentes pesquisas facilmente comparaveis
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(Ferroglio & Vitale, 2006), por isso dever recorrer-se a Unidades Internacionais. A aplicacéao
desta técnica requer experiéncia por parte do operador e condi¢es laboratoriais certas. O
facto de se ter de realizar diluicbes seriadas, torna o teste demorado e pouco pratico para
uma grande amostragem de soros (Melo & Gontijo, 2004; Maia & Campino, 2008).

A sensibilidade da IFI na detecdo de caes infetados ja foi analisada e reportada por diversos
autores. A sensibilidade pode variar entre 68 a 100% e a especificidade entre 60 a 90% (Lira
et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ferroglio, Centaro, Mignone, & Trisciuoglio, 2007; Alves et
al.,, 2012). Ja para Maia et al. (2009), em cédes assintomaticos e sintomaticos numa area
endémica, a sensibilidade e especificidade foi de 87.5% e de 94.7%, respetivamente.

10.2.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
A técnica de ELISA, sendo uma técnica serolégica, permite a detecdo de pequenas
guantidades de Ag como proteinas, péptidos, hormonas, ou Ac numa amostra liquida. Utiliza
anticorpos ou, mais raramente, antigénios marcados com enzimas para detetar moléculas
biolégicas (Ag ou Ac). Atualmente existem varios tipos de ensaios imunoenzimaticos
modificados tais como ELISA Indireto, ELISA Sanduiche e ELISA de competicdo (Gan &
Patel, 2013). A ELISA utilizada no diagnéstico de Leishmaniose, permite igualmente a
deteccdo de anticorpos especificos, utilizado um antigénio solavel adsorvido a uma
superficie de plastico sobre o qual sdo colocados 0s soros suspeitos. A evidenciacdo dos
complexos antigénio/anticorpo é efectuada pela adicdo de um conjugado anti-espécie ligado
a uma enzima, do substracto enzimatico e de um cromogéneo, desencadeando uma
reaccdo enzimatica demonstrada pelo aparecimento de cor (Maia & Campino, 2008). Esta
técnica pode ser realizada através do soro ou diretamente em sangue. Os principais Ag
usados sao extratos sollUveis de promastigotas e proteinas purificadas recombinantes (Mir6
et al., 2008). O extrato inteiro do parasita € sensivel para a detecéo de infe¢do subclinica ou
clinica mas apresenta uma especificidade relativamente baixa (Mettler et al., 2005; Ferreira
et al., 2007). No entanto, com o uso de péptidos recombinantes como as proteinas K9, K26
e K39, a técnica de ELISA é bastante especifica (99%) e sensivel (96%) na detecéo de caes
infetados clinicamente saudaveis (Mettler et al., 2005; Porrozzi et al., 2007). Outros autores
descreveram especificidades e sensibilidades de, respetivamente: 96 a 100% e 95 a 100%
(ambas de 100% quando usado o Ag K26, ou uma sensibilidade de 95% e uma
especificidade de 100% quando usado o Ag K9 e K26)(Rosati et al., 2003; Rosario et al.,
2005).
Existem varios kits comerciais disponiveis, como por exemplo: LEISCAN® LEISHMANIA
ELISA TEST (Esteve Veterinaria, Espanha), ID Screen® (IDVet, Franca) e Leishmania 96°
(Agrolabo S.p.A., ltalia).
O método ELISA tem demonstrado uma maior sensibilidade e especificidade em
comparagdo com o método de IFI, usando o extrato inteiro ou sollvel de Leishmania na
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forma amastigota, ou usando o extrato sollvel de Leishmania na forma promastigota,
dependendo da opinido de certos autores (Moreira et al., 2007; Rodriguez-Cortés, Ojeda,
Todoli & Alberola, 2013; Solano-Gallego et al., 2014).

10.2.3. Outros — Contra-Imunoeletroforese (CIE), Teste de Aglutinacdo Direta (TAD),
Western Blot (WB)

E importante referir a existéncia de outras técnicas de diagnostico menos habituais, como a
técnica de Contra-Imunoeletroforese (CIE), o Teste de Aglutinacéo Direta (TAD) e o Western
Blot (WB). A técnica de CIE é usada na detecdo de anticorpos anti-Leishmania e foi
desenvolvida por Barbosa et al. (1973). Baseia-se na visualizagdo de um precipitado em
forma de arco em gel de acetato de celulose, devido a interacdo entre os antigénios de
Leishmania e anticorpos presentes na amostra de soro submetida a eletroforese (Maia &
Campino, 2008). A CIE também pode ser usada para analisar simultaneamente, soros de
diferentes hospedeiros. Tem como vantagens: obtencdo de resultados em poucas horas;
custo relativamente baixo; e 0 uso de um equipamento simples, tornando a CIE uma opcéo
para estudos epidemioldgicos (Mansueto et al., 1982; Abranches et al., 1991, citados por
Maia & Campino, 2008). Maia et al. (2009) reportaram uma sensibilidade e especificidade de
85.4% e 94.7%, respetivamente, numa area endémica.

O teste de aglutinacdo direta (TAD) foi descrito pela primeira vez em 1975 e mais tarde
adaptado para o diagnostico da infecdo humana e canina, na década de 80 (Veras et al.,
2014). E um método que usa 0 promastigota inteiro e corado, como antigénio, em
suspensédo (Maia & Campino, 2008). Pode ser usado soro, plasma ou urina como amostra.
Ja existem testes rapidos nos quais ocorre a incubacdo do soro com o antigénio figurado,
sendo feita a leitura visual apos alguns minutos (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008).
A vantagem desta técnica € o seu baixo custo, pode ser utilizada no laboratério ou campo
(Meredith et al., 1995; Schallig et al., 2002). A sensibilidade e especificidade variam entre 70
e 100% (da Silva et al., 2006; Ferreira et al., 2007). No entanto, para uma grande
amostragem ndo € desejavel pois o processo de producdo do antigénio de Leishmania em
bruto é moroso assim como a necessidade de fazer diluicbes seriadas no soro. Tem um
longo tempo de incubacéo (18 horas) (Maia & Campino, 2008).

O ensaio de Western Blot (WB) provou ser altamente sensivel e especifico, no entanto nao
€ aplicavel ao diagndstico de rotina (Lastri et al., 2003), é complexo e tem custos elevados,
limitando-se atualmente a investigacédo (Ferroglio et al., 2007). Permite detetar os anticorpos
anti-Leishmania, bem como determinar a sua especificidade face a diferentes proteinas
antigénicas do protozoario. Recentemente, Daneshvar, Mahmmodi, Kamichi, Phillips e
Burchmore (2014) e através de WB, distinguiram cées vacinados com uma estirpe de L.
infantum atenuada, de c&es naturalmente infetados com a estirpe selvagem de L. infantum.
Também pode ser empregue na distingdo entre cées infetados assintométicos e
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sintomaticos, na previsdo do prognostico da infecao e identificar novos antigénios envolvidos

nas diferentes fases clinicas da doenca (Ferroglio & Vitale, 2006).

10.3. Diagnostico Molecular

Nas ultimas décadas a reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) comecou a ser usada no
diagnostico de LCan. O seu uso tem demonstrado resultados superiores aos obtidos pela
técnica de ELISA, IFI e cultura na detecdo de animais infetados por Leishmania sp., exibindo
uma sensibilidade e especificidade altas (de Paiva Cavalcanti et al., 2009).

A técnica de PCR permite amplificar quantidades muito pequenas do DNA do parasita, €
relativamente rapida e pode ser aplicada a qualquer tipo de amostra biolégica (medula
0ssea, linfonodo, biépsias diversas, amostras conjuntivais, sangue) (Ferreira, Ituassu, de
Melo & de Andrade, 2008; Manna et al., 2008).

O método de PCR demonstra ser capaz de ultrapassar problemas como a baixa
sensibilidade encontrada nos métodos parasitologicos e outros como o valor preditivo
limitado da serologia, por interferéncia de Ac persistentes ou pela presenca de
imunossupressdo. No entanto, os protocolos do PCR dito convencional (cPCR), néo
permitem uma analise quantitativa da carga parasitaria (Manna et al., 2008).

A técnica de PCR é muito Gtil em casos duvidosos e para a detecdo da persisténcia da
infecdo em cées tratados que atingiram a cura clinica, no entanto, em cées portadores ou
com baixa carga parasitaria pés-tratamento, as técnicas qualitativas ou semiquantitativas
tém pouco valor diagnéstico, porgue apenas indicam se 0s animais sdo ou nao positivos
(Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). A informacéo fornecida pelo PCR deve ser
avaliada juntamente com a informacao clinica do animal e testes serolégicos se necessario
(Solano-Gallego et al., 2009).

10.3.1. qPCR

Uma variante da cPCR, chamada PCR quantitativo em tempo real (gPCR), tornou-se
popular no ano 2000. Este método permite detetar, quantificar e/ou diferenciar Leishmania
spp., num menor tempo e com um reduzido risco de contaminagcdo que o torna mais
sensivel do que o cPCR (Van der Meide et al., 2005; Francino et al., 2006; Gomes et al.,
2008; Maia & Campino, 2008). A gPCR permite uma monitorizacdo em tempo real da
amplificacdo de sequéncias de DNA especificas, a medida que a reagdo prossegue, usando
fluoréforos que se ligam a cadeia dupla de DNA sintetizada (de Paiva Cavalcanti et al.,
2009; Veras et al., 2014).

A tecnologia TagMan é mais especifica na medida em que acede diretamente ao DNA
amplificado, através do uso de uma sonda fluorescente especifica para a sequéncia alvo
ladeada por um par de primers (Maia & Campino, 2008). Enquanto a sonda se encontra
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intacta, a molécula quencher absorve toda a fluorescéncia produzida pela molécula reporter,
mas no momento em que esta hibrida com a regiéo alvo e se da inicio a polimerizacéo pela
DNA Polimerase a sua atividade exonucleotidica no sentido 5’ — 3’ leva a hidrdlise da sonda,
libertando a molécula reporter da acdo da molécula quencher com subsequente libertacdo
de fluorescéncia que é lida pelo equipamento. Assim, com o acumular do material
amplificado verifica-se um aumento da fluorescéncia emitida (Mortarino et al., 2004). A
amplificacdo € seguida visualmente em graficos (fluorescéncia versus numeros de ciclos)
permitindo monitorizar, em tempo real, a cinética da reacdo de amplificacdo (Vitale et al.,
2004).

A gPCR, pelas suas carateristicas, torna-se um método eficaz para confirmar o diagndstico
de LCan, especialmente nos casos em que a serologia é inconclusiva, nos casos em que o
cdo ainda ndo sofreu uma seroconversdo, na monitorizagdo do tratamento (Vitale et al.,
2004; Moreira et al., 2007;Martinez et al., 2011). Como desvantagens encontram-se: um
custo relativamente elevado, pois necessita de laboratérios especializados, e o facto de um
resultado positivo ndo implicar necessariamente a existéncia de uma infe¢édo ativa, pois ha
detecdo do DNA parasitario independentemente de estar viavel ou ndao (Maia & Campino,
2008).

10.3.2. Tipos de PCR modificados

A técnica de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) confirma a presenca
do parasita, identifica e distingue as espécies de Leishmania sp., diferenciando as espécies
do novo mundo, L. (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis e L. (L.) infantum
chagasi (de Andrade et al., 2006) pela hidrolise enzimatica do fragmento amplificado. O
padrdo obtido é carateristico de cada espécie, permitindo a sua diferenciacdo. Varios
estudos tém relatado a eficiéncia do método PCR-RFLP na identificacdo e classificacdo de
espécies de Leishmania directamente a partir amostras. Torna-se uma metodologia menos
trabalhosa do que a analise isoenzimatica pois evita a necessidade de isolamento do
parasita (Abda et al., 2011; Srivastava et al., 2011).

O Nested-PCR é outra técnica alternativa ao cPCR, mais sensivel mas com um maior risco
de contaminagdo devido aos dois ciclos de amplificagdo, a que a amostra € submetida
(Paltrinieri et al., 2005).

10.4. Outras Técnicas de Diagnoéstico

10.4.1. Teste de Montenegro

O Teste de Montenegro avalia a resposta imunitaria celular especifica por antigénios de

Leishmania, baseando-se numa reacdo de hipersensibilidade retardada face aos seus

antigénios (Maia & Campino, 2008; Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008). Consiste na

medicdo do didmetro da induragdo habitualmente com mais de 5 mm de diametro
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acompanhado de eritema, 48 a 72 horas apés a inoculagéo intradérmica do antigénio de
leishmania (leishmanina), contido numa suspensdo na qual existem promastigotas
inativados diluidos numa solucdo salina de ou em fenol (Montenegro, 1926, citado por Maia
& Campino, 2008; ; Fernandez-Bellon et al., 2005; Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008). Geralmente o teste é negativo quando existe doencga ativa ou auséncia de contacto
com o parasita, ou no caso de imunossupressao. Numa infecdo subclinica em fase inicial,
ou apos um tratamento eficaz, o teste é positivo.

A Reacao de Montenegro € simples de executar e barata, 0 que a torna apropriada para o
trabalho de campo, testando um grande nimero de animais em simultaneo (Cardoso et al.,
2007). No entanto a necessidade de um seguimento apos 48 a 72 horas e a possibilidade de
resultados falsos positivos (FP) ap0s repeticdo do teste, diminui a sua utilidade (Fernandez-
Bellon et al., 2005).

10.4.2. Xenodiagnéstico

Esta técnica é usada na detecao e isolamento de um agente patogénico, recorrendo ao seu
vetor artrépode natural (Maia & Campino, 2008). Consiste em expor um cdo suspeito de
leishmaniose, previamente sedado e colocado numa jaula, a picada de fémeas de
Phlebotomus spp. durante cerca de uma hora. Uma semana mais tarde, apds a refeicéo
sanguinea, é realizada a disseccao dos insetos para a visualizacdo microscopica das formas
promastigotas no seu intestino e avaliagdo da carga parasitaria (Gradoni & Gramiccia,
2008).

Este método € altamente especifico e sensivel, no entanto ndo é aplicavel na pratica clinica
na medida em que necessita de laboratérios especializados e coldnias de flebétomos bem
estabelecidas e disponiveis. Podera ser Gtil a nivel epidemiolégico, na avaliacdo do estado
clinico do animal e monitorizagcdo do tratamento (Gradoni & Gramiccia, 2008; Maia &
Campino, 2008).

11. Tratamento

O tratamento tem por objetivo a reducdo da carga parasitéria, a resolugdo de alteracdes
organicas causadas pelo parasita, a restauracdo de uma resposta imunitaria eficaz, a
estabilizagcdo de uma melhoria clinica atingida e a prevencdo de recidivas. De facto, todos
os farmacos usualmente aplicados a cées, foram descobertos e desenvolvidos para o
tratamento da LHum (Oliva et al., 2010). O grande avanco na terapéutica foi a combinagéo
de dois farmacos (politerapia), os antomoniais e alopurinol como 1% abordagem. Uma cura
clinica é frequentemente obtida e um tratamento descontinuado resulta, na maioria dos

pacientes, em recidivas passados meses (Oliva et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011).
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11.1. Terapéutica Farmacologica

Os farmacos mais usados para o tratamento da LCan sdo o antimoniato de meglumina, a
miltefosina e o alopurinol. Apdés instituida a terapéutica, segue-se habitualmente uma
melhoria do estado clinico do animal, um decréscimo no titulo de anticorpos anti-Leishmania
e 0 ganho da capacidade de montar uma resposta imunitaria especifica contra o parasita
(Baneth, 2002). O tratamento, no entanto ndo estd associado a uma cura parasitolégica, ndo
previne uma recidiva, nem impede o vetor de se tornar infetante ao realizar a sua refeicao.
Se a condicdo clinica do animal assim o requerir deve também juntar-se uma terapéutica
sintomatica. O veterinario clinico deve sempre realizar um exame antes, durante, e no fim de
se completar o tratamento (Oliva et al., 2010).

11.1.1. Monoterapia
Os compostos antimoniais foram introduzidos pela primeira vez como farmacos anti-
Leishmania pelo Dr. Gaspar Vianna, na América do Sul no ano de 1912 (Bahr, 1996, citado
por Baneth, 2002). Inicialmente foram utilizados na sua forma trivalente, mas rapidamente,
devido a sua toxicidade deram lugar aos pentavalentes como o Antimoniato de N-metil
glucamina ou Antimoniato de meglumina (A. Meglumina) e o Estibogluconato de sdédio
(Baneth & Shaw, 2002; Meireles, 2008), ndo sendo este Ultimo usado em Portugal. Os
derivados antimoniais continuam a ser os farmacos de eleicdo para a LHum e LCan, apos
100 anos de utilizacdo (Miré et al., 2008; Roze, 2013). As suas limitacbes incluem:
resisténcia parasitaria, toxicidade para o hospedeiro, custo elevado e a auséncia de cura
completa em diversos caes (Baneth, 2002). O protocolo mais comum para o tratamento com
A. meglumina em infecbes naturais é de 100 mg/Kg SID SC, durante 3 a 4 semanas
(Slappendel & Teske, 1997; Baneth & Shaw, 2002). No entanto, com doses de 50 ou 75
mg/Kg BID, SC, atingiam-se maiores concentracdes plasmaticas (Valladares et al., 1998;
Oliva et al.,, 2010). Efeitos secundarios da administracdo de antimoniais incluem
nefrotoxicidade, perturbacbes gastrointestinais, hepatite, alteracdes hematoldgicas,
problemas articulares e dor no local da inje¢édo (Baneth, 2002; Roze, 2013).
A Miltefosina é um fosfolipido que se acumula dentro dos macréfagos e atua por
interferéncia no metabolismo dos lipidos, na membrana dos parasitas (Baneth, 2002; Roze,
2013). A miltefosina é administrada pela via oral, habitualmente na dose de 2 mg/kg/dia.
Apresenta a vantagem de néo sofrer eliminag&o renal, o que a torna indicada para cdes com
insuficiéncia renal (Meireles, 2008; Roze, 2013).
O Alopurinol, analogo estrutural da hipoxantina, pertencente ao grupo das purinas, quando
incorporado pelas formas amastigotas intracelulares, é transformado num composto tdéxico
(4-amino-pirazol-pirimidina), que as elimina (Oliva et al., 2010). A sua dose é: 5-40 mg/kg/dia
(10-20 mg/kg BID é o mais usual), durante um periodo indefinido de tempo, habitualmente
entre um a quatro meses ou até, entre 6 a 12 meses. A baixa toxicidade e a sua forma de
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administracdo tornam-no numa mais-valia perante os antimoniais. O principal efeito
secundario reportado € a formacgéo de célculos urinarios de xantina (Meireles, 2008; Solano-
Gallego et al., 2009; Roze, 2013).
A Domperidona, antagonista da dopamina que induz a libertagdo de prolactina a partir da
hipofise, é usada na dose 0.5 a 1 mg/kg, SC, SID, durante 30 dias. Estimula a imunidade
celular e ajuda a controlar a progressao da infecdo em estadios iniciais. Em cées saudaveis,
previne a infecdo (Oliva et al., 2010; Sabate et al., 2013).
Existem outros farmacos que tém sido analisados para o tratamento da leishmaniose. Sao
consideradas terapéuticas de terceira linha.
A Aminosidina, ou sulfato de paromomicina, produzida pelo fungo Streptomyces rimosus, é
um antibiético aminoglicosideo. A administracdo faz-se por via SC/IM, na dose de 5-10
mg/kg BID, 14 dias a 1 més (Baneth & Shaw, 2002; Meireles, 2008; Roze, 2005, 2013).
As fluoroquinolonas, como a Marbofloxacina e Enrofloxacina sédo também propostas para
tratar a infecdo por Leishmania. A enrofloxacina parece ter menor acdo e se usada em
monoterapia conduz a uma melhoria clinica temporaria. A marbofloxacina pode representar
um farmaco alternativo, na dose de 2 a 5 mg/Kg/dia, 28 dias. O papel destes compostos
para o tratamento de leishmaniose, ainda ter4 de ser melhor analisado (Vouldoukis et al.,
2006; Oliva et al., 2008).
O Metronidazol é usado na dose de 10 a 15 mg/kg, BID, PO, 15 dias. O Ketoconazol é
usado na dose de 7 a 25 mg/kg, SID, PO, 3 meses, mas devido a sua nefrotoxicidade deve
ser evitado em caes com azotémia. O Itraconazol € recomendado na dose de 4 mg/kg por
dia, SID, PO, 6 semanas (Meireles, 2008). Estes trés farmacos tém uma eficacia muito
reduzida no tratamento de Leihmaniose.
A Anfotericina B € um antibiético polieno do grupo dos macrélidos, produzido por
actinobactérias/actinomicetos, de nome Streptomyces nodosus (Baneth, 2002). Tem uma
boa atividade anti-Leishmania e contra outros protozodrios. Atua ligando-se aos episterdis
das leishmanias e altera a permeabilidade membranar (Meireles, 2008; Oliva et al., 2010).
Apresenta grande toxicidade e efeitos secundarios, como nefrotoxicidade (o principal e mais
comum), hipertermia, vomito e anorexia (Baneth, 2002; Oliva et al., 2010). A dose
recomendada varia de autor para autor, entre 0,1 a 1 mg/kg, diluido em soro fisiolégico, IV
lenta (Cortadellas, 2003) em dias alternados, durante 1 a 2 meses (Meireles, 2008; Olivia et
al., 2010). Existe uma formulagdo lipossomal deste farmaco administrada até 3 mg/kg,
bastante menos téxica e que confere ao cdo uma cura clinica rapida, no entanto existem
sempre recidivas (Oliva et al., 1995, citados por Olivia et al., 2010; Baneth & Shaw, 2002).
As Diamidinas séo frequentemente utilizadas nas tripanosomoses mas sdo uma 22 opcao
terapéutica para o tratamento de LCan, nos casos de insucesso com antimoniais (Meireles,
2008). Esta descrito que este farmaco induz uma boa resposta imunitéria, no cdo (Rhalem,
Sahibi, Lasri & Jaffe, 1999; Roze, 2013). Administra-se na seguinte dose: 2- 4 mg/kg, por via
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IM, em dias alternados num total de 15 administracdes (Roze, 2013) ou 2-3 vezes por
semana num periodo de 4 a 7 semanas (Meireles, 2008). Este composto apresenta
toxicidade local, renal, pancreatica e cardiaca, podendo induzir irritacdo muscular,
hipotensao, taquicardia, vomito e choque anafilatico (Baneth, 2002; Roze, 2013).

11.1.2. Politerapia

Efetuam-se varias associagdes medicamentosas tais como: A. Meglumina + Alopurinol ou
Aminosidina; Miltefosina + Alopurinol; Metronidazol + Espiramicina ou Enrofloxacina. A
combinacdo de A. Meglumina e Alopurinol aumenta o tempo de remissdo da doenca,
levando a recidivas mais tardias (Roze, 2013), e é o tratamento de 12 linha. O protocolo que
reline maior consenso consiste numa injecao SC diaria de A. Meglumina na dose de 75-
100mg/Kg durante um a dois meses, juntamente com Alopurinol, PO, na dose de 10 mg/Kg,
BID, durante seis a doze meses (Manna et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009). A
combinagéo de Miltefosina com Alopurinol consiste em administrar Alopurinol por via oral na
dose de 20 mg/kg/dia juntamente com Miltefosina, PO, na dose de 2 mg/kg, SID, durante 4
semanas (Solano-Gallego et al., 2009; Roze, 2013). Esta é uma boa alternativa ao uso dos
farmacos antimoniais, tendo menos efeitos secundarios, é o tratamento de 22 linha (Manzillo
et al., 2009; Oliva et al., 2010; Roze, 2013).

A combinacdo Metronidazol + Espiramicina, tem resultados semelhantes aos da combinacéo
de A. Meglumina + Alopurinol, administrado na dose de 25 mg/kg, PO, SID (Roze, 2013),

sendo este um tratamento de 32 linha.

11.2. Terapéutica Sintomética

De acordo com o quadro clinico de cada animal, podera realizar-se antibioterapia de largo
espectro, transfusbes sanguineas, fluidoterapia, terapéutica anti-inflamatéria, dietas baixas
em proteina, tratamentos dermatolégicos, quelantes de fdsforo para doenca renal, entre
outros (Meireles, 2008). E de destacar a realiza¢do de um bom maneio da insuficiéncia renal

j& que é das principais afe¢des que se manifestam nesta infecao.

12. Estadiamento Clinico de Leishmaniose Canina—-1lalV

A terapéutica instituida deve ter em consideracdo as diferentes formas clinicas da doenca
(Oliva et al., 2010). Para tal, um sistema de 4 estadios clinicos baseado nos sinais clinicos,
sorologia e alteracdes clinicopatoldgicas foi proposto pelo grupo LeishVet, na tentativa de
englobar a ampla gama de manifestacdes clinicas e gravidade da LCan. Para cada estadio
existe um protocolo de tratamento e prognéstico diferente (Solano-Gallego et al., 2011)
(Tabela 7).

31



Tabela 7 — Estadiamento clinico de LCan com base na sorologia, sinais clinicos,
dados laboratoriais, esquema terapéutico e progndstico
(adaptado de Solano-Gallego et al., 2011).

Estadios . - - Dados . L
Py Serologia Sinais clinicos o Terapia Prognostico
Clinicos Laboratoriais
~ Alopurinol ou
Cées com sinais C”Sn?g; agteo rlgg?ce:s antimoniato de
Niveis de clinicos perfil rgnal ngrmal.' meglumina ou
Estadio | anticorpos moderados, como Creatinina < 1.4 m /HI' miltefosina/alopurinol Favoravel
Doenca ligeira negativos a linfadenomegélia 3o roteinuri(’:O' rgcic; + antimoniato de
positivos baixos periférica ou roptel’na creatihina meglumina ou
dermatite papular u[rjinéria (UPIC) < 0,5 alopurinol +
' miltefosina
Alteragdes
Cées com os clinicopatolégicas como
sinais anteriores anemia nao
mais lesdes regenerativa moderada,
cutaneas hiperglobulinémia, .
P C L. . . .. +
. Niveis de simétricas/difusas, hipoalbuminémia, Al_opurl_nol
Estadio Il . - P antimoniato de
anticorpos como dermatite sindrome de . Bom a
Doenca . . o . . . - meglumina ou
moderada positivos baixos exfoliativa, hiperviscosidade sérica alopurinol + reservado
a altos onicogrifose, Subestadios: buring
- . ) miltefosina
ulceragéo, a) Perfil renal normal;
anorexia, perda creatinina < 1,4 mg/dl;
de peso, febre e UP/C<0,5
epistaxis b) creatinina < 1,4 mg/dl
UP/C = 0,5-1
Caes com 0s Alteragdes
sinais anteriores clinicopatolégicas do Alopurinol +
Niveis de mais lesGes estadio Il antimoniato de
Estadio Il anticorpos derivadas a Insuficiéncia renal meglumina ou Reservado a
Doenca grave positivos imunocomplexos, cronica (IRC) alopurinol + desfavoravel
médios a altos como vasculite, IRIS estadio | com miltefosina
artrite, uveite e UP/C > 1 ou estadio Il Guias IRIS para IRC.
glomerulonefrite (creatinina 1,4-2 mg/dl)
= Alteragdes
Céaes com os - AN
S ; clinicopatolégicas do
sinais anteriores :
mais estadio Il
Estadio IV lee|s de tromboembolismo IRC.IRIS estadio Il .
. anticorpos (creatinina 2-5 mg/dl) e Alopurinol .
Doenc¢a muito o pulmonar, . e . Desfavoravel
rave ’p95|t|vos sindrome estadio IV (creatinina > | Guias IRIS para IRC.
9 médios a altos - 5 mg/dl)
nefrético e . P
Sindrome nefrotico:
doenca renal em S
) Proteindria marcada,
estado final

UP/C>5

13. Progndstico

Apesar de todos os esforgos realizados a nivel da sobrevivéncia do animal infetado, aqueles

cuja doenga se encontre num estadio avancado, tém pior prognéstico dos que animais

assintomaticos ou seropositivos em remissao, e com poucos sinais clinicos. Podera dar-se

uma cura clinica, apdés um tratamento ou o animal entrar em faléncia organica e morrer.

14. Medidas de Controlo

Atualmente existem diversas medidas de controlo face aos vetores de leishmaniose, tais

como: o uso de coleiras impregnadas em inseticidas (Deltametrina), a cada 6 meses e

solucdes para uncgéo punctiforme (Permetrina e Imidacloprid), a cada 3 semanas (Mir6 et al.,
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2007; Bayer, 2011). Existem ainda outras coleiras com combinagfes de Imidacloprid 10% e
Flumetrina 4.5% extremamente eficazes (Otranto et al., 2013) e outras solu¢des para ungéo
punctiforme apenas com Permetrina a 65%, a cada 2 semanas (Molina et al., 2012) e
sprays, essencialmente repelentes (Piriproxifeno e Permetrina), que protegem também
eficazmente as extremidades (Molina et al., 2006).

J& existem vacinas disponiveis, tanto na Europa (CaniLeish®) como no Brasil (Leishvacin®,
LiESAp®, Leish-Tec® e Leishmune®) (Palatnik-de-Sousa, 2012; Roze, 2013). A CaniLeish®,
aprovada em margo de 2011 pela “‘EMA — Agéncia Europeia do Medicamento” para a
Europa, ja bastante usada em Portugal estimula a imunidade celular responséavel pela
protecdo contra a leishmaniose (Roze, 2013). Em condigcbes extremas e em areas
endémicas, a vacina reduziu quatro vezes o risco dos animais desenvolverem a doenca
clinica (Roze, 2013). E recomendado que antes da vacinacéo se efetue um teste seroldgico,
para se confirmar que se vai vacinar um animal saudavel ndo portador (Virbac, 2011). A
combinacdo da vacina com um produto inseticida toépico confere uma 6tima protecdo ao
animal (Solano-Gallego et al., 2011).

O farmaco Domperidona desempenha também um papel importante na prevencdo da
infecdo por L. infantum promovendo um aumento da resposta imunitaria do tipo celular,
guando administrada pela via oral, 0,5 mg/Kg, SID, durante 4 semanas.

A prevencado de leishmaniose deve passar também pela utilizacdo de métodos quimicos e
pelo maneio. Nos periodos de maior atividade dos vetores € desaconselhada a permanéncia
dos caes no exterior, de modo a diminuir a probabilidade da picada (Ciaramella & Corona,
2003). Opta-se também pela pulverizacdo de certos locais no meio ambiente e habitacdes
com inseticidas visando reduzir as taxas de picadas de fleb6tomos no interior e ao redor das
habitacdes (Quinnell & Courtenay, 2009). A OMS (2014) recomenda um diagndstico precoce
e um maneio eficaz da doenca; um controlo dos vetores através de armadilhas, inseticidas
com piretroides, etc; manter um sistema de vigilancia ativo da doenca; controlo dos
hospedeiros reservatério; e realizacdo de parcerias com varias entidades de modo a

mobilizar e educar a populacdo no sentido de se criarem estratégias de intervencéo.

15. Impacto das Leishmanioses na Saude Publica

Apesar de ndo ser evidente a relacdo direta entre a prevaléncia de LCan e LHum, a
presenca de cées infetados desempenha um papel importante na manutengcdo de casos
endémicos de LVZ (Campino & Maia, 2010). No entanto as Leishmanioses sdo doencas de
pobreza, pelo que mas condi¢gbes de higiene, alimentacdo deficitaria, um sistema imunitario
fraco e um mau alojamento, sdo fatores desencadeantes quer em animais, quer em
humanos. A Leishmaniose esta também relacionada com altera¢cbes ambientais como
desflorestacdes, construcdo de barragens, sistemas de irrigacdo e com a urbanizacdo de

certos locais (OMS, 2014).
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16. Babesiose canina

16.1. Etiologia, Epidemiologia, Patogenia e Ciclo de Vida

A babesiose ou piroplasmose, causada por parasitas protozodrios do género Babesia, é
uma doenca de grande importancia a nivel mundial que atinge o cdo doméstico (Yabsley et
al., 2008). As espécies de Babesia sdo protozoarios intracelulares pertencentes ao filo
Apicomplexa, frequentemente transmitido por ixodideos. J& foram descritas mais de 100
espécies. Baseado na sua morfologia, sdo divididas em duas categorias, grandes e
pequenas. As Babesia spp. grandes podem ter de comprimento, entre 3 a 7 uym, e as
pequenas entre 1 a 3 um (Irwin, 2009; Birkenheuer, 2013). As duas espécies predominantes
no céo sdo a B. gibsoni, (grande), encontrada em Africa, Asia, Australia, Europa e no Norte
e Sul da América, e a B. canis, (pequena), esta dividida em trés subespécies, B. c. canis,
considerada a principal causa de Babesiose na Europa, € a forma menos agressiva; B. c.
vogeli, maioritariamente no Sul da Europa e regides tropicais e semitropicais, de média
patogenicidade; e B. c. rossi maioritariamente na Africa do Sul, responsavel pela forma mais
grave da doenca (Yabsley et al., 2008; Irwin, 2009). Um canideo pode estar infetado,
simultaneamente, por mais do que uma subespécie de Babesia (Oyamada et al., 2005).

Os principais vetores da babesiose canina sdo os ixodideos Rhipicephalus sanguineus,
Dermacentor reticulatus, e Haemaphysalis elliptica, tendo cada subespécie de B. canis
patogenia e vetores proprios. Relativamente a patogenia, a variavel critica é a espécie de
piroplasma, mas fatores como a idade, o estado imunitario do animal e infecdes
concomitantes também desempenham um papel importante (Irwin, 2009).

As espécies de Babesia podem ser transmitidas através da picada de um vetor ixodideo, o
modo mais comum, diretamente entre hospedeiros vertebrados (Birkenheuer, 2013) por via
transplacentaria ou mesmo horizontalmente, através de mordeduras nas lutas de caes, ou
ainda por contacto com sangue contaminado, através de agulhas ou transfusdes. Durante a
hematofagia, os ixodideos infetados libertam na circulacdo sanguinea do hospedeiro,
juntamente com a sua saliva, esporozoitos infetantes. Estes penetram nos eritrOcitos,
multiplicam-se por divisdo binaria, provocando a rutura dos eritrécitos infetados, o que
permite a libertacdo de novos merozoitos prontos a invadir mais eritrocitos (Seixas, Alho,
Guerra, & Madeira de Carvalho, 2011). Estes séo ingeridos por uma carraga néo infetada e
através de gametogonia, reproducéo sexuada, no intestino do vetor formam um zigoto. Nas
células epiteliais do intestino, ocorre esporogonia, reproducdo assexuada, e as formas
resultantes migram e invadem as glandulas salivares ou ovarios, onde fardo respetivamente,

uma transmissao transestadial ou transovarica (Birkenheuer, 2013).

16.2. Sinais Clinicos, Diagndstico e Tratamento

Em cées, a infecdo por estes hemoparasitas resulta numa variedade de apresentacdes

clinicas, desde doenca subclinica a grave, quer pela mesma espécie de Babesia ou entre
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elas. Caracteriza-se habitualmente por febre, palidez das mucosas, ictericia,
trombocitopénia, hipdxia, anemia hemolitica imuno-mediada com fragueza e colapso
associados, esplenomegdlia, linfadenopatia, vomito ou doenca ligeira com sinais clinicos
inaparentes, mais grave em caes jovens (hipotermia, choque, sépsis). Quando existe rutura
dos eritrocitos, aumento da osmolaridade nas células infetadas, lesdo oxidativa e imuno-
mediada, ocorre hemolise intra e extravascular (Irwin, 2009). Também se observa auséncia
de febre no inicio, sinais de letargia e anorexia. (Irwin, 2009; Birkenheuer, 2013).

O diagndstico laboratorial por microscopia usando um esfregago sanguineo, continua a ser o
mais acessivel e simples para a maioria dos veterinarios, e para infecbes agudas é sensivel
na detecdo dos parasitas intraeritrocitarios em esfregacos com coloragcdo Giemsa. A
distincdo entre grandes e pequenas Babesia spp. também € relativamente simples
(Birkenheuer, 2013). No entanto, pode ser dificil ou impossivel em casos atipicos e casos
cronicos, devido a parasitémia intermitente. Os testes serolégicos podem ser usados na
detecao destes casos (Uilenberg, Franssen, Perié & Spanjer, 1989). Enquanto, que o limite
da microscopia é cerca de 0,001% de babesias, 0 qPCR é capaz de detetar cargas
parasitarias de cerca de 50 babesias/mL ou 9 parasitas/ yL. Embora altamente sensivel, ndo
deteta DNA na auséncia do organismo na amostra, gerando resultados FN na babesiose
cronica (Irwin, 2009). A IFI tem sido, nos ultimos 30 anos, o teste principal para detetar
babesiose canina. No entanto, a baixa especificidade devido a rea¢cfes cruzadas com outros
hemoparasitas, a subjetividade do operador e ser impréprio para grandes amostragens,
torna-a limitante (Aboge et al., 2007). A técnica de ELISA podera ser também uma opcao,
sendo que ideal é associar o PCR a uma técnica seroldgica (Goo et al., 2008).

Os caes infetados apresentam melhoria clinica entre as 24 e 72 horas apés o tratamento
com farmacos antiprotozoarios, embora alguns possam demorar 7 dias a produzir uma
resposta. Os farmacos mais usados para as infecdes por B. canis sd0 0s seguintes:
Dipropionato de Imidocarb (5 - 6,6 mg/kg, IM, 2° dose 14 depois ou 7,5 mg/Kg, SC, em dose
Unica); Doxiciclina (5 mg/kg, PO, 90 dias), Aceturato de diminazeno (3,5 mg/kg, IM, em dose
Gnica); Isotionato de fenamidina (15 - 20mg/kg, SC, a cada 24 horas [SID], durante dois

dias), entre outros (Birkenheuer, 2013).

17. Ehrliguiose monocitica canina

17.1. Etiologia, Epidemiologia, Patogenia e Ciclo de Vida

Antigamente designada por ricketsiose canina ou tifo canino, a Ehrlichiose Monocitica
Canina (EMC) é provocada pela Ehrlichia canis e adquiriu importancia apés a morte de
centenas de caes militares americanos durante a Guerra do Vietname (Seixas et al., 2011).

A espécie E. canis, pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género

Ehrlichia, é uma pequena bactéria intracelular obrigatéria do citoplasma de mondcitos e
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macréfagos (em forma de morula), pleomérfica e gram-negativa (Stich et al., 2008; Harrus,
Waner & Neer, 2013; CVBD, 2014).

Este agente distribui-se essencialmente por zonas tropicais e temperadas, como Africa,
América, Asia e Europa mediterranica. Os seus hospedeiros vertebrados incluem membros
da familia Canidae, como o chacal, raposa, coiote e cdo doméstico. O vetor responséavel
pela sua transmissao é o ixodideo Rhipicephalus sanguineus, quer por via transtadial quer
por via intraestadial. Qualquer estadio deste ixodideo € capaz de se infetar e de transmitir E.
canis, desde que se engorgite durante a fase aguda da doenca no cdo e que contenha um
namero suficiente de microrganismos. A ninfa e adulto transmitem E. canis durante pelo
menos 155 dias apds se soltarem do hospedeiro infetado (Seixas et al., 2011; Harrus,
Waner & Neer, 2013). Os ixodideos adultos infetados sdo capazes de transmitir este
microrganismo sem necessidade de copula ou da presenca de fémeas (Bremer et al., 2005).
O Pl da EMC é de 8 a 20 dias e divide-se numa fase aguda (1 a 4 semanas), subclinica
(meses a anos) e crénica. Nem todos 0s animais passam pelo Ultimo estadio da doenca. A
espécie E. canis multiplica-se nos hemdcitos e nas glandulas salivares das carracas
infetadas. Apés a picada no hospedeiro vertebrado, verifica-se uma migracdo de células
mononucleares ao local de inoculacdo, o que pode acelerar a infecdo dos monécitos com

este agente (Seixas et al., 2011; Harrus, Waner & Neer, 2013).

17.2. Sinais Clinicos, Diagnostico e Tratamento

A apresentacdo clinica da EMC é variavel e ndo se associa a sinais clinicos especificos
(Breitschwerdt, 2004). Estes sinais sdo semelhantes na fase aguda e cronica, agravando-se
nesta Ultima. Os sinais clinicos mais comuns observados numa infecdo aguda sé&o
depressao, letargia, anorexia, febre, linfadenomegdlia, esplenomegéalia e hemorragias
(petéquias, equimoses e epistaxis) (Breitschwerdt, 2004; Harrus, Waner & Neer, 2013). Os
sinais mais comuns numa infecdo crénica séo letargia, depressdo, anorexia, caquexia,
mucosas palidas, febre, edema periférico, sinais oculares e neurolégicos (Breitschwerdt,
2004; de Castro et al., 2004). As manifestacdes oculares podem incluir uveite ou posterior,
cegueira, queratoconjuntivite, Ulceras na cdrnea, hifema, glaucoma e descolamento da
retina (Panciera, Ewing & Confer, 2001; Komnenou et al., 2007). Os sinais neurolégicos
como, ataxia, estupor, hiperstesia, anisocoria, tremores, entre outros, geralmente associam-
se a vasculite, meningite, lesées nos nervos centrais e periféricos, sindrome vestibular ou
hemorragias (Harrus, Waner & Neer, 2013). Poliartrite e polimiosite também se observam na
EMC (Neer, Breitschwerdt, Greene & Lappin, 2002).

O diagnostico de erlichiose é baseado na combinacdo da anamnese, sinais clinicos,
alteracdes hematologicas e diagndstico serolégico. No hemograma, pode identificar-se
leucopénia, trombocitopénia bastante caracteristica da fase aguda, anemia normocitica,
normocromica e n&o regenerativa. Outras alteragbes incluem hipoalbuminémia,
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hiperproteinémia, hipergamaglobulinémia, aumento das transaminases e FAS, proteinuria e
hematdria (Baneth, 2010; Harrus, Waner & Neer, 2013). A nivel de diagnéstico laboratorial,
a técnica de IFI € a mais usada e considerada o gold standard, indicando uma exposi¢do ao
agente. No entanto, existem reagfes cruzadas com outras espécies do género Ehrlichia, e
por vezes Anaplasma, causando resultados falsos positivos (Harrus, Waner & Neer, 2013).
Também sao usadas técnicas como ELISA, o segundo teste sorologico mais usado, e WB,
gue faz a distingdo entre E. canis e E. ewingii. Em alternativa a ultima, a técnica de PCR é
também usada na préatica clinica em caso de diavida sobre qual o agente realmente
envolvido (Rikihisa et al., 1992).

Os farmacos envolvidos num tratamento eficaz, incluem tetraciclinas, cloranfenicol e
dipropionato de imidocarb (Neer et al., 2002; Harrus, Waner & Neer, 2013). A doxiciclina € o
farmaco mais usado e é bastante eficiente a eliminar a riquetsiémia na fase aguda da
infecdo, na dose de 10 mg/Kg, PO, SID, durante 28 dias. Notam-se melhorias significativas
entre 24 a 72 horas ap6s iniciar o tratamento (Baneth, 2010; Harrus, Waner & Neer, 2013).
Também é referido este farmaco, na mesma dosagem, em associacdo com o dipropionato
de imidocarb, 5 mg/Kg, IM, em duas injecdes separadas de 14 dias, como tratamento de 12
escolha (Waner et al., 1999). O cloranfenicol (25-50 mg/Kg, SC/EV/IM, TID, durante 21 a 28
dias), a oxitetraciclina (7,5-10 mg/Kg, EV, TID, durante 21 a 28 dias) e o cloridrato de
minocliclina (10-20 mg/Kg, PO, BID, durante 21 a 28 dias), constituem alternativa aos
farmacos anteriores (Waner et al., 1999; Harrus, Waner & Neer, 2013). Em 2012 surgiu a
primeira vacina eficaz contra E. canis contendo uma estirpe atenuada (#611A), ainda ndo

disponivel no mercado (Rudoler et al., 2012).

18. Febre Botonosa Canina

18.1. Etiologia, Epidemiologia, Patogenia e Ciclo de Vida

Os organismos da espécie Rickettsia conorii, pertencentes ao género Rickettsia
(Rickettsiales, Rickettsiaceae), sdo pequenas bactérias gram negativas intracelulares
obrigatérias constituem uma importante causa de doencas infeciosas emergentes a nivel
mundial em humanos, afetando também o cdo doméstico (Parola, Paddock & Raoult, 2005;
Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013). Quanto & sua distribuicdo geogréfica e vetores, &
endémica na Europa, principalmente nos paises mediterranicos, Médio Oriente e Africa e o
ixodideo Rhipicephalus sanguineus € o seu principal vetor e hospedeiro reservatério (Shaw,
Day, Birtles & Breitschwerdt, 2001), tendo sido no entanto demonstrado que o cao também é
um hospedeiro reservatdrio deste hemoparasita (Levin, Killmaster, & Zemtsova, 2012).

O ixodideo infeta-se durante uma refeicdo sanguinea realizada num hospedeiro com
riquetsiémia. Os parasitas sdo depois transmitidos aos estadios evolutivos subsequentes ou

a descendéncia. Quando as riquétsias sdo transmitidas de forma eficiente, tanto pela via
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transtadial como transovérica, o ixodideo serve de reservatério para a bactéria e a
distribuicdo desta riquetsiose € idéntica a do seu vetor (Parola & Raoult, 2001).

A transmisséo de R. conorii a0 cdo ocorre enquanto o vetor infetado se alimenta neste, mas
pra que se estabeleca uma infe¢do, € necessario que haja fixagdo do ixodideo durante, no
minimo, entre 5 a 20 horas (Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013).

As riquétsias, apos terem sido inoculadas, entram na circulacdo sanguinea e infetam as
células endoteliais vasculares causando-lhes lesdes, com consequente ativacdo do sistema
de coagulacdo e fibrinolitico. Ocorre assim, vasculite necrozante, aumento da
permeabilidade vascular e acumulacéo de fluidos nos tecidos (Parola, Paddock & Raoult,
2005; Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013).

18.2. Sinais Clinicos, Diagnostico e Tratamento

O animal habitualmente possui como estimulo iatrotropico: letargia, anorexia, perda de peso,
vomito e diarreia. Os sinais clinicos sdo variaveis e incluem hipertermia, hiperestesia, edema
das extremidades, eritema, ictericia, linfadenomegalia, hepatomegalia, taquicardia,
taquipneia, dispneia, claudicacdo, quemose, desidratacao e até sinais neurolégicos (Solano-
Gallego et al., 2006; Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013).

O diagnéstico assenta nos sinais clinicos e no diagnéstico laboratorial, no qual se verifica
anemia, leucocitose com neutrofilia, trombocitopénia, hipoproteinémia e hipoalbuminémia,
hiperglobulinémia, urémia, aumento das transaminases e proteina C reativa (Solano-Gallego
et al., 2006; Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013).

A detecdo de Ac é a técnica mais usada para diagnéstico de riquetsioses na pratica clinica.
Existem varios métodos de detecdo de anticorpos anti-Rickettsia, como a IFl, a Fixacédo de
Complemento, o teste de Microaglutinacdo, a Aglutinacdo em Léatex, o teste de ELISA, o
WB, entre outros, mas nem todos podem ser realizados por laboratérios de rotina (Duarte,
2008). A IFI é o principal teste de diagndstico utilizado em clinica, apesar de existirem
reacdes cruzadas entre espécies do mesmo género. Ja a técnica de PCR é sensivel e
especifica para a dete¢cdo de R. conorii (Solano-Gallego et al., 2006; Greene, Kidd &
Breitschwerdt, 2013).

O tratamento farmacoldgico é considerado bacteriostatico e qualquer um destes farmacos
pode ser usado (Greene, Kidd & Breitschwerdt, 2013): Tetraciclina (22 mg/kg, PO/EV, TID, 7
a 14 dias); Doxiciclina (5 mg/kg, PO/EV, BID, 7 dias); Enrofloxacina (3 mg/kg, PO/SC, BID, 7
dias) e Cloranfenicol (25-50mg/kg, PO, TID, 7 dias). As tetraciclinas (doxiciclina), continuam

a ser a melhor opgéo terepéutica para tratar as riquetsioses no cao (Holman et al., 2001).
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Capitulo Ill — Avaliacdo de duas técnicas serologicas (IFI e ELISA) e uma
técnica molecular (qQPCR em amostra de pele) no diagndstico de infecdo por
Leishmania infantum em caes

1. Objetivos

Este estudo foi realizado em cées assistidos habitualmente no HEFMV, no periodo decorrido
entre 9 de setembro de 2013 e 28 de fevereiro de 2014.

A necessidade de o Médico-Veterinario poder dispor de métodos de diagndstico
complementares confiaveis para o diagnéstico de varias doencas, levou ao desempenho
deste estudo especialmente centrado na infe¢cdo por Leishmania/Leishmaniose.
Pretendeu-se: 1. Avaliar se diferentes doencas influenciam o resultado das técnicas de
diagnéstico 2. Comparar a eficacia de duas técnicas serologicas (IFI e ELISA) para a
detecdo de anticorpos anti-Leishmania em quatro grupos de cées, a saber: A - Caes com
Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes DCTV; B - Cées doentes com
outras afecdes - Doencas dermatoldgicas, Alteracdes oculares, Infecbes Bacterianas,
Tumores, Doencas endécrinas e DCTV (Babesiose, Erlichiose, Ricketsiose, excluindo
Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Cdes com Leishmaniose (com ou sem
outras afecbes); 3. Pesquisar DNA de L. infantum pela técnica molecular qPCR em
amostras de pele, nos quatro grupos de caes acima referidos; 4. Avaliar a influéncia de
factores como o sexo, a idade, o regime de habitacdo, o local onde vive, entre outros, na

positividade para L. infantum.

2. Material e Métodos

2.1. Caracterizacdo da amostra

Inicialmente foi delineado que o estudo teria no minimo 40 animais subdivididos em 4
grupos de 10, mas tal ndo foi possivel durante o referido periodo de estagio.

Foram selecionados cédes assistidos no HEFMV que cumprissem inicialmente os seguintes
critérios, especialmente para os grupos A e D: idade igual ou superior a um ano e nao
vacinados contra a Leishmaniose. ApGs realizacéo do exame clinico e com base em exames
complementares de diagnostico realizados fora do &ambito deste estudo (analises
sanguineas, bioguimicas e uriandlise realizadas nos laboratérios do HEFMV; proteinograma
e pesquisa de hemoparasitas realizados pelo laboratério certificado (DNA Tech®)), foram
selecionados apenas, 39 cdes subdivididos pelos seguintes grupos: A - Caes com
Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras doengas caninas
transmitidas por vetores (7 cées); B - Cées doentes com outras afecdes - Doencas
dermatoldgicas, Alteracdes oculares, Infe¢Bes Bacterianas, Tumores, Doencas enddcrinas e
DCTV (Babesiose, Erlichiose, Ricketsiose, excluindo Leishmaniose) (10 cades); C - Cées
clinicamente saudaveis (10 caes); D - Cdes com Leishmaniose (com ou sem outras afecdes)
(12 caes).
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A cada proprietario, durante a consulta, era pedida a sua autorizagcdo para a inclusdo do
animal neste estudo, por escrito, através do preenchimento de um termo de
responsabilidade (Anexo I). Era igualmente apresentado um inquérito acerca do animal,
registando-se dados como: sexo, idade, racga, tipo de pelagem, cidade onde habita, regime
de habitacédo (interior, misto ou exterior), modo de aquisicdo do animal, cohabitacdo com
outros animais, medidas de prevencdo adotadas contra o inseto vetor, conhecimento acerca

da doenca, histéria clinica e sinais clinicos/sintomas presentes no animal (Anexo ).

2.2. Colheita e conservacao das amostras

As colheitas de sangue e raspagens cutaneas profundas foram efetuadas durante a consulta
apos consentimento dos proprietarios dos animais.

Para a recolha da amostra sanguinea, a partir da veia cefalica ou safena, foi realizada uma
tricotomia local na zona a puncionar fazendo-se a antissépsia da mesma com alcool etilico a
70%. Colheram-se cerca de 2ml de sangue por animal, colocados num tubo seco para
posterior obtencédo do soro por centrifugacdo (1500 G, 10 minutos). Este soro foi congelado
a -20°C até ser utilizado para a detecdo de anticorpos especificos anti-Leishmania pelas
técnicas de IFl e ELISA.

A obtencao da amostra de pele foi obtida através de uma raspagem profunda com uma
lamina de bisturi, na zona lateral do pescoc¢o por trds de um dos pavilhdes auriculares. De
seguida, a amostra foi cuidadosamente transferida da lamina do bisturi para o algoddo de
uma zaragatoa. Com vista a uma refrigeracdo a 4°C, a haste da zaragatoa foi quebrada de
forma a caber num recipiente plastico estéril para conservacdo de amostras biologicas.
Houve sempre o cuidado de efetuar a antissepsia da ferida induzida ao animal, no final

deste procedimento, com uma solu¢éo de iodopovidona a 10%.

2.3. Métodos de diagnéstico

Para pesquisar a presenca de infecdo por L.infantum nos caes, recorreu-se a trés técnicas
de diagnoéstico, sendo elas técnicas seroldgicos para pesquisa de anticorpos através das
técnicas de IFl e de ELISA, realizadas no Laboratério de Doengas Parasitarias da Faculdade
de Medicina Veterinaria (ULisboa) no periodo compreendido entre outubro de 2013 e
fevereiro de 2014, e uma técnica de biologia molecular, gPCR, para detetar DNA parasitario,

realizado no Laboratério de Virologia da FMV - ULisboa.

2.3.1. Técnicas Serolégicas

2.3.1.1. Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania por IFI

Esta técnica foi realizada sob a orientagédo da Professora Doutora Isabel Pereira da Fonseca

e da Dr? Lidia Gomes, auxiliar no mesmo. Utilizou-se a titulagdo 1:80 como limiar de

positividade, de acordo com o fabricante. Este limite de positividade ou limiar de diluicdo
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varia consoante o laboratério e os métodos utilizados (Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008). Nesta técnica, os pool de soros controlo de cées positivos e negativos usados
pertenciam a seroteca do Laboratério de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina
Veterinaria (ULisboa). E importante referir que também n&o faremos distingdo entre um
resultado positivo fraco ou positivo, apenas diremos “positivo”.

Para a realizacdo desta técnica utilizou-se o Kit Leishmania-Spot IF (Laboratério
BioMérieux®, Franca) (Figura 10), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante:

1. Retirar as laminas com o antigénio fixado, do frigorifico e colocar a temperatura ambiente,

durante 15 minutos.
2. Preparar o tampao fosfato salino (PBS), diluindo um frasco de PBS (BioMérieux®,

Franca, Ref. 75 511) em 1 L de &gua destilada, agitar bem e conservar num frasco

escurecido.
3. Preparar o PBS/Tween 80, através da juncao de 0,5 mL de Tween 80 (Merck®,AIemanha,

Ref. 822 187) a 1 L de PBS.

4. Descongelar as amostras de soro a temperatura ambiente.

5. Homogeneizar as amostras recorrendo ao agitador.

6. Numa microplaca de titulacdo (Figura 11), depositar 195 yL de PBS no numero de pogos
correspondente ao nimero de soros a testar (colunas 1 e 3).

7. Depositar 50 uL de PBS nos poc¢os da coluna seguinte (coluna 2).

8. Depositar 5 uL de cada soro que se quer testar no respetivo poco das colunas 1 e 3,
contendo o PBS e pipetar suavemente para melhor os homogenizar, obtendo-se entdo uma
diluicdo 1:40.

9. Com uma micropipeta contendo o volume de 50 pL:

a) Passar 50 uL da coluna 1 para a coluna 2, obtendo-se a diluicdo 1:80 (limiar de
positividade ou cut-off) nos pocos da coluna 2;

b) Repetir este passo para a coluna 3.

10. Com a micropipeta retirar 10 uL de cada poco e colocar no respetivo poco da lamina
contendo o antigénio (Figura 12), no ultimo pogo de cada lamina colocar 10 pyL de controlo
negativo (soro de um cdo com resultado negativo) (poco 5) e 10 uL de controlo positivo
(soro de um céo com resultado positivo) (pogo 10);

11. Incubar durante 30 minutos a 37 °C, em camara humida.

12. Lavar as laminas com uma 12 lavagem rapida de 1 ou 2 segundos, com PBS/Tween 80.
13. Fazer uma segunda lavagem das laminas mergulhando as laminas num recipiente com
PBS/Tween 80 durante 5 minutos.

14. Fazer uma terceira lavagem das laminas mergulhando as laminas em outro recipiente
com PBS/Tween 80 durante 5 minutos.

15. Fazer uma ultima lavagem rapida das laminas utilizando um banho 4gua destilada.
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16. Secar bem as laminas com o auxilio de um secador de cabelo.

17. Depositar 10 uL de conjugado fornecido no Kit em cada um dos pogos da lamina.
18. Voltar a incubar durante 30 minutos a 37 °C, em camara humida.

19. Repetir os passos 12 a 16.

20. Colocar uma gota de solucdo de paragem de reacdo Fluoprep (BioMérieux® Franca,

Ref. 75 511) contendo glicerina tamponada (1:10), em cada pog¢o de cada lamina e uma
lamela 50x24 mm por cima de cada lamina.

A observacédo foi feita em microscépio de fluorescéncia (Olympus DP10, Modelo BX50F)
(Figura 13), no comprimento de onda de 425 nm. Os pogos contendo amostras positivas
apresentam promastigotas de cor verde fluorescente e 0s negativos promastigotas de cor

vermelha.

Figura 10 — Kit Leishmania-

Spot IF (Laboratorio Figura 11 — Microplaca
bioMérieux®, Franca). de titulac&o.

Figura 12 - Laminas com
antigénio fixado, antes da
incubacao.

Figura 13 — Olympus DP10,
Modelo BX50F.

2.3.1.2. Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica de ELISA

Esta técnica foi igualmente realizada sob a orientacdo da Professora Doutora Isabel Pereira
da Fonseca e da Dr? Lidia Gomes. Utilizou-se o kit LEISCAN® LEISHMANIA ELISA TEST
(Figura 14), fabricado pelos LABORATORIOS HIPRA, S.A. e gentilmente cedido pela
ESTEVE FARMA, de acordo com as instru¢fes do fabricante.
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Figura 14 — Kit LEISCAN®
LEISHMANIA ELISA TEST
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1. Preparacdes prévias:

1.1. Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente 10 minutos, antes de proceder a
realizagdo do ensaio (Figura 15).

1.2. Preparar a “Solugao de lavagem diluida” Diluir 1 volume da solugcdo de lavagem
(frasco N° 0) em 19 volumes de &gua destilada. Se a lavagem for manual, sdo necessarios 4
mL de solucdo de lavagem diluida por cada poco a utilizar. A solucdo reconstituida pode
armazenar-se 4 semanas entre 2-8 °C.

1.3. Preparacdo das amostras: Diluir a 1:20 as amostras com o Diluente de Amostras
(frasco N° 1), misturando 10 pL de amostra com 190 uL de Solucdo Diluente de Amostras.
Os controlos (positivo alto, positivo baixo e negativo) sdo fornecidos diluidos, prontos a
utilizar.

2. Retirar a pelicula protetora que cobre os pocos apenas quando estes vao ser utilizados.
Colocar 100 pL da amostra diluida ou controlo em cada poco. Agitar suavemente 15
segundos. Em todas as colunas é recomendado no minimo um controlo por coluna de placa
para verificar a validade dos resultados.

3. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

4. Eliminar o conteudo dos pocos e lavar 5 vezes com aproximadamente 300 pl por poco de
solucédo de lavagem diluida.

Juntar 100 uL de conjugado (frasco N° 2) a cada poco. Agitar suavemente 15 segundos.
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

Repetir o passo 4.

Juntar 100 pL de Substrato (frasco N° 3) a cada poco. Agitar suavemente 10 segundos.

© ©® N o O

Incubar 10 minutos no escuro a temperatura ambiente (20-25 °C).
10. Juntar 100 yL de Solucdo de Paragem (frasco N° 4) a cada pocgo (Figura 16).
11. Ler as densidades o6ticas num leitor ELISA com um filtro de 450 nm. No presente caso, no

espectrofotbmetro com monocromador da marca SPECTRA MAX®, modelo 340 PC (Figura 17).

12. Calcular os resultados:
Densidade Otica (D.0.) da Amostra

D.O. Controlo Positivo Baixo

Razéo (RZ) da amostra =

13. Interpretar os resultados (Figura 18).
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Figura 15 — Conjunto de reagentes pertencentes ao
kit LEISCAN® LEISHMANIA ELISA TEST

Figura 17 — Espectrofotometro
com monocromador da marca
SPECTRA MAX®, modelo 340
PC (Passo 11).

Figura 16 — Aspeto dos poc¢os ja
com a Solugdo de Paragem
adicionada (Passo 10).

Figura 18 — Interpretacdo dos resultados do kit LEISCAN® LEISHMANIA
ELISA TEST, de acordo com o fabricante.

Razao(Rz) da amostra Resultado Correspondéncia IFi

Razao da amostra < 0,5 Negativo Negativo

0,5 < Rz. < 0,7 Negativo 1/20 a 1/40

0,7 < Rz. < 0,9 Negativo 1/40 a 1/80

Duvidoso 1/80

0,9 <Rz.<1,1
Positivo Baixo 1/80 a 1/160

1,1 <Rz.< 1,5

Positivo -1/160

") < R/.

2.3.2. Técnicas Moleculares

2.3.2.1. Pesquisa de DNA de Leishmania infantum em amostras de raspagem cutanea
pela técnica molecular de gPCR

As amostras foram processadas pela autora, sob orientacdo da Professora Doutora Ana

Duarte e da Dr? Clara Cartaxeiro, juntamente com o auxilio do Mestre Marcos Santos,

bolseiro FCT no Laboratoério de Doencas Parasitarias da FMV-ULisboa.

Para o processamento das amostras utilizaram-se os seguintes protocolos:
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a) Extracdo de DNA total a partir de amostra de pele com o Kit de extragdo DNeasy Blood &
Tissue Kit® (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instru¢des do fabricante. Brevemente o

protocolo incluiu 0s seguintes passos:

1. Homogenizar o produto de cada zaragatoa em 200 pL de PBS.

2. Adicionar a cada amostra, 200 uL de tampéo ATL, para promover a lise.

3. Adicionar a cada amostra, 20 uL de enzima proteinase K, a fim de promover a digestéao
proteica das amostras.

Homogenizar bem no voértex, durante uns segundos.

Colocar em banho seco a temperatura de 56°C, durante 3 horas, para lisar as células.
Retirar as amostras ja incubadas, adicionar 200 uL de tampao AL e homogeneizar
novamente atraves do vortex.

7. Adicionar a cada amostra 200 pL de etanol a 100% e homogeneizar, para precipitagéo
do DNA.

Aplicar as amostras em colunas DNeasy.

Centrifugar a coluna a 6000 x g (correspondente a 8000 rpm), durante 1 minuto.
Transferir as colunas para novos tubos coletores e repetir este passo o nimero de
vezes que for necessario até esgotar a amostra.

10. Adicionar 500 pL de tampao AW1. Centrifugar a 6000 xg, durante 1 minuto.

11. Adicionar 500 pL de tampao AW2. Cenfugar a 6000 xg, durante 1 minuto.

12. Centrifugar novamente a coluna sem tampao, nas mesmas condi¢cbes, para retirar o
excesso de etanol.

13. Identificar novos tubos Eppendorf, com data e numero da amostra e transferir as
colunas respetivas. Adicionar 60 uL do tampéao de eluigdo AE, para eluir o DNA fixo na
coluna. Deixar atuar 1 minuto a temperatura ambiente, para melhor hidratar a amostra.
Centrifugar a 8000 rpm, durante 1 minuto.

14. Rejeitar as colunas DNeasy ficando apenas com o tubo Eppendorf previamente

identificado. Colocar as amostras num congelador a - 20°C.

b) PCR em tempo real (QPCR) para detecéo de Leishmania infantum

A detecdo de &cidos nucleicos do cinetoplasto de Leishmania infantum foi efetuada no
Laboratério de Virologia da FMV-ULisboa, através da técnica de gPCR.

Nesta técnica foi utilizada uma sonda Tagman®, que consiste numa sequéncia nucleotidica
gue hibrida com a regido alvo e que possui na sua extremidade 5~ uma molécula reporter
(FAM™) e na extremidade 3" uma molécula quencher (TAMRA™) (FAM 5" — AAT TCC AAA
CTTTTC TGG TCC TCC GGG TAG - 3’ TAMRA). Relativamente aos primers, o Fwr-Primer
apresenta a sequéncia 5- GGA AGG TGT CGT AAA TTC TGG AA -3’ e o0 Rev-Primer a
sequéncia 5’- CGG GAT TTC TGC ACC CAT T -3’ (Mortarino et al., 2004; Helhazar, Leit&o,

Duarte, Tavares & Pereira da Fonseca, 2013).
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A reacao foi realizada num volume final de 20 pL, com o tampéao de reacao TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems®), 0,3 uM de cada primer, 0,250 uM de sonda
TagMan® e 2 pL de amostra. Como controlo positivo foi utilizado um plasmideo
recombinante pGEM® (Promega, Portugal) (Laboratério de Virologia da FMV-UL) que incluia
a regido a amplificar, a partir do qual foram feitas diluicbes seriadas na base 10 (10" a 10™*%)
de forma a gerar uma reta padrao constituida por oito pontos. Como controlo negativo
recorreu-se ao uso de agua Milli-Q estéril. A amplificacéo foi efetuada no termociclador 7300
- Applied Biosystems®.

As condicBes utilizadas para a amplificacdo do fragmento de DNA contendo 124 pares de
bases, foram: 10 min a 95°C para uma deshaturacao inicial e ativacdo da enzima DNA
polimerase, seguida de 50 ciclos: 15 segundos a 90°C para nova desnaturacdo e 1 minuto a
60°C para ligacdo dos “primers” (annealing) e para o processo de extensédo (Helhazar et al,
2013).

O valor de Ct (“Threshold cycle”) resulta da interse¢ao entre a curva de amplificacéo e o
limiar (“Threshold line”) (linha verde horizontal observada no Gréafico 5). E uma medida
relativa da concentracdo da molécula alvo na reacdo de gPCR e consiste num nimero
fraccional do ciclo no qual a flurescéncia passa o limiar. Ou seja, € o numero do ciclo em
gque se deteta aumento de flurescéncia. Quanto maior fér a amostra de DNA, mais
brevemente o produto acumulado é detetado, emitindo fluorescéncia e mais baixo sera o
valor de Ct. Os valores de Ct correspondentes as diluicbes seriadas do plasmideo
encontram-se na Tabela 8.

A reta padrdo elaborada a partir de diluicdes seriadas de plasmideo e respetivas reacdes de
gPCR, encontra-se no grafico 6, onde € apresentada a respetiva equacdo da reta e o

coeficiente de determinacgéo (R?), assim como o desvio padréo de cada ponto.

Diluicdes seriadas (n° de Valor

moléculas/pL) Cr

o _ 1,6x10% -
Tabela 8 — Diluigdes seriadas do 1.6x107 773
controlo positivo [plasmideo 1,6x10%° 10,21
recombinante pGEM® 1,6x10° 11,85
(Promega, Portugal)] e os 1,6x10° 14,91

respetivos valores de Cy 1,6x10; 18
(Procedimento realizado pelo 1,6x10° 21,63
Mestre M Sant 1,6x10 25,94
estre Marcos Santos). 1.6x10° 2877
1,6x10° 32,82

1,6x10° 33
1,6x10" 39,09
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Gréfico 5 — Reacdo de gqPCR com as curvas standard das diluicbes
seriadas do plasmideo e os seus respetivos valores de Cr.
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Grafico 6 — Reta padrédo 3

elaborada a partir de diluicbes
seriadas de plasmideo e
respetivas reacdes de qPCR.
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2.4. Analise estatistica dos resultados
Os resultados da pesquisa de infecdo por Leishmania por 3 técnicas de diagnéstico, em 4
grupos de cées, foram sujeitos a uma andlise estatistica com recurso a certos programas

informaticos e testes estatisticos (Teste exato de Fisher). Os dados foram armazenados no

. ®, s . .
Software Microsoft Excel 2007 " e para a realizacdo da referida analise recorreu-se aos

seguintes programas informaticos: Microsoft Excel 2007®, R 3.1.1.® e a ferramenta EpiTools

(AusVet Animal Health Services®).

Dada a pequena dimenséo da amostra populacional usada neste trabalho (N=39), executou-
se o0 Teste exato de Fisher.

Os resultados dos testes estatisticos foram considerados significativos quando o valor de p

(significancia) foi menor que 0,05, com um intervalo de confianca de 95%.
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3. Resultados
3.1. Caraterizacdo da amostra de acordo com as respostas obtidas no inquérito
realizado aos proprietarios dos cées e exames complementares de diagndéstico

A populagdo dos 39 animais incluiu machos e fémeas, esterilizados ou inteiros (Gréaficos 7,
8, 9 e 10), com idades compreendidas entre um e treze anos (Gréficos 11, 12, 13 e 14), de
diversas racas (Tabela 9), com diferentes tipos de pelagem (Gréficos 15, 16, 17 e 18) e
porte (Gréficos 19, 20, 21 e 22), proveniéncia (Gréaficos 23, 24, 25 e 26), local de habitagéo
(Graficos 27, 28, 29 e 30), distribuidos por certos concelhos da Regido Metropolitana de
Lisboa, zonas norte e sul do pais (Gréficos 31, 32, 33 e 34), realizando um certo nimero de
passeios diarios (Graficos 35, 36, 37 e 38), entre outros fatores. Todos os resultados do
estudo se encontram resumidos nas tabelas presentes no Anexo Il

Sexo: Os gréficos 7, 8, 9 e 10 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais

dos quatro grupos pelos dois sexos.

Gréficos 7, 8, 9 e 10 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por grupos e

por sexo.
Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
Fémeas I Machos Fémeas M Machos Fémeas = Machos Fémeas Machos

29% £ 33%

E 9 .. 12% 0
' 299 0% 0 i E 75%
................ | BT U oo pmrmransanaas
86% 70% | |
I 71% 88%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afe¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢fes); | - inteiros; E - esterilizados.

No Grupo A, 86% (6 /7) eram machos, dos quais 100% (6/6) inteiros, e 14% (1/7) fémeas,
das quais 100% (1/1) eram inteiras. No Grupo B, 50% (5/10) eram machos, dos quais 100%
(5/5) eram inteiros, e 50% (5/5) eram fémeas, das quais 60% (3/5) eram inteiras. No Grupo
C, 70% (7/10) eram machos, dos quais 71% (5/7) inteiros, e 30% (3/10) eram fémeas, das
guais 100% (3/3) estavam esterilizadas. Por fim, no Grupo D, 67% (8/12) eram machos, dos
guais 88% (7/8) eram inteiros, e 33% (4/12) eram fémeas, das quais 75% (3/4) eram

inteiras.

Idade: Os graficos 11,12,13 e 14 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos

animais dos quatro grupos pelas quatro faixas etarias.
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Gréficos 11,12,13 e 14 - Frequéncia relativa (%) da distribuicao
dos animais por grupos e por faixa etaria.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10)
5,0 5,0
4,0 4,0
3,0 3,0
2,0 2,0
i
0,0 0,0
1a3 4a7 8al0 11a13 1a3 4a7 8al0 11a13
Faixa etaria (anos) Faixa etaria (anos)
Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
50 5,0
o 40 , 40
® 3,0 < 3,0
E 20 £ 20
B K
S 00 20,0
P 1a3 4a7 8al011a13 4 1a3 4a7 8al0 11a13
Faixa etaria (anos) Faixa etaria (anos)

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Caes com afe¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afegdes).

No Grupo A existiam quatro cdes com idades compreendidas entre 1 - 3 anos de idade e
trés caes com idades compreendidas entre os 4 - 7 anos. No Grupo B existiam dois caes
entre 1 - 3 anos, trés cdes entre 0s 4 - 7 anos, dois caes entre 0os 8 - 10 anos e trés caes
entre 0s 11 - 13 anos. No Grupo C existiam dois cdes entre 1 - 3 anos, cinco caes entre 0s 4
- 7 anos e trés animais entre os 8 - 10 anos. No Grupo D existiam cinco caes entre 0s 4 - 7

anos, cinco caes entre os 8 - 10 anos e dois caes entre os 11 e 13 anos.

Racas: A Tabela 9 ilustra a distribuicdo dos animais dos quatro grupos pelas diversas racas

consultadas e integradas no estudo.

Tabela 9 - Distribuicdo dos animais por grupos e por raca.

Grupos Racas (N° de cées)

A Sem Raca Definida (SRD) (2); Boerboel (1); Dogue Alemao (1); Golden Retriever (1);
N=7 Terranova (1); Weimaraner (1).

B SRD (4); Cavalier King Charles Spaniel (1); Jack Russel Terrier (1); Retriever do
N=10 Labrador (2); Epagneul Bretdo (1); Yorkshire Terrier (1).

C SRD (4); Baixote (1); Boxer (1); Bulldog Francés (1); Podengo Portugués Médio (1);
N=10 Retriever do Labrador (1); Yorkshire Terrier (1).

D SRD (5); Siberian Husky (1); Céo de Pastor Alemé&o (3); Pit Bull (1); Retriever do
N=12 Labrador (2).

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).
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No Grupo A, existiam 29% (2/7) cdes SRD, 14% (1/7) de raga Boerboel, 14% (1/7) de raca
Dogue Aleméo, 14% (1/7) de raca Golden Retriever, 14% (1/7) de raca Terranova e 14%
(1/7) de raca Weimaraner. No Grupo B, existiam 40% (4/10) cdes SRD, 10% (1/10) de raca
Cavalier King Charles Spaniel, 10% (1/10) de raca Jack Russel Terrier, 20% (2/10) de raga
Retriever do Labrador, 10% (1/10) de raca Epagneul Bretdo e 10% (1/10) de raga Yorkshire
Terrier. No Grupo C, existiam 40% (4/10) cdes SRD, 10% (1/10) de raca Baixote, 10% de
raca Boxer, 10% (1/10) de raca Bulldog Francés, 10% (1/10) de raca Podengo Portugués
Médio, 10% (1/10) de raca Retriever do Labrador e 10% (1/10) de raca Yorkshire Terrier. No
Grupo D, existiam 42% (5/12) caes SRD, 8% (1/12) de raca Siberian Husky, 25% (3/12) de
raca Cao de Pastor Alemao, 8% (1/12) de raca Pit Bull e 17% (2/12) de raca Retriever do
Labrador.

Pelagem: Os graficos 15,16,17 e 18 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos

animais dos quatro grupos relativamente ao comprimento da pelagem.

Gréficos 15,16,17 e 18- Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos e por comprimento da pelagem.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
N=7 N=10 N=10 N=12
Lon Longa Longa L%r;/ga
e 20% 10% .
Média Curta Curta
29% 30% 40% Média Curta

o 50% 50%
Curta | Média Média
71% ’ 50% 50%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afec¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).

No Grupo A 71% (5/7) dos cées tinham a pelagem curta e os restantes 29% (2/7) pelagem
de tamanho médio. No Grupo B 30% (3/10) tinham pelagem curta, 50% (5/10) pelagem
média e 20% (2/10) pelagem longa. No Grupo C 50% (5/10) dos caes tinham pelagem
média, 40% (4/10) pelagem curta e 10% (1/10) pelagem longa. No Grupo D metade (6/12)

tinham pelagem curta e a restante metade (6/12) pelagem média.

Porte: Os gréficos 19, 20, 21 e 22 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos

animais dos quatro grupos relativamente ao seu porte que apresentavam.
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Gréficos 19, 20, 21 e 22 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos e por porte.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)

o Grande

Médio 20% o

14% Médio
25%

Grande
30%

Gigante
29% Pequeno

Pequeno 20%

50% Grande
L 75%

. Médio
Médio 240%

20%

Grande
57%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;

B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Cdes com

Leishmaniose (com ou sem outras afecdes).
No Grupo A 29% (2/7) eram de porte gigante, 57% (4/7) de grande porte e 14% (1/7) de
pequeno porte. No Grupo B 30% (3/10) eram de porte grande, 20% (2/10) de porte médio e
50% (5/10) de porte pequeno. No Grupo C 20% (2/10) eram de porte grande, 40% (4/10) de
porte médio e 40% (4/10) de pequeno porte. No Grupo D 75% (9/12) eram de porte grande e
25% (3/12) de porte médio.

Proveniéncia: Os graficos 23, 24, 25 e 26 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo
dos animais dos quatro grupos relativamente a proveniéncia (canil municipal/ criador/
campanha de adocao/oferta/ cao errante/ loja de animais).

Graficos 23, 24, 25 e 26 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos
animais por grupos e por proveniéncia.

Grupo A (N=7)

Grupo B (N=10)

C. adocéo C. adogéo | 10%
Céo errante Céo errante 30%
Oferecido 29% Oferecido 20%
Loja de animais |14% Loja de animais
Criador 43% Criador 40%
Canil Municipal |"14% | Canil Municipal |
0% 20% 40% 60% 0% 20% 40% 60%
Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
C. adocao C. adogéo
C3o errante 20% Cao errante 25%
Oferecido 50% Oferecido 17%
Loja de animais Loja de animais
Criador 30% Criador 42%
Canil Municipal Canil Municipal 17%
0% 20%  40%  60% 0% 20% 40% 60%



Legenda: A - Cées com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Cées com afecBes (excluindo Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Cdes com
Leishmaniose (com ou sem outrasafe¢fes); C. adogdo - Campanha de adogao.

A maior parte dos caes do Grupo A foi comprado num criador (43%, 3/7), 29% (2/7) foram
oferecidos aos proprietarios e os restantes foram resgatados do canil municipal (14%, 1/7) e
adquiridos numa loja de animais (14%, 1/7). No Grupo B 40% (4/10) dos cades foram
adquiridos num criador, 30% (3/10) foram resgatados na via publica, 20% (2/10) foram
oferecidos aos seus proprietarios e os restantes 10% (1/10) adquiridos em campanhas de
adocéo. No Grupo C, 50% (5/10) foram oferecidos, 30% (3/10) comprados num criador e
20% (2/10) foram resgatados da vida errante. No Grupo D a maioria foi adquirida em
criadores (42%, 5/12), seguida pelo resgate de cées errantes (25%, 3/12), oferta ao
proprietario (17%, 2/12) e resgate do canil municipal (17%, 2/12).

Local de Habitacdo: Os gréaficos 27, 28, 29 e 30 ilustram a frequéncia relativa (%) da

distribuicdo dos animais dos quatro grupos relativamente ao seu local de habitaco.

Graéficos 27, 28, 29 e 30 - Frequéncia relativa (%) da distribuicao dos
animais por grupos e por local de habitacéo.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
Interior Exterior Exterior Interior
0% 0% Interior [ o% 179% \
20%
Misto . Interior Misto . Exte;'|or
43y  Exterior 50% 500 Misto 50%

57% Misto o
’ \ ’ : 80% ' 33A:

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afe¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).

No Grupo A, 57% (4/7) dos cées habitava no exterior e 43% (3/7) em regime misto. No
Grupo B, 50% (5/10) viviam no exterior e 0s outros 50% em regime misto. No Grupo C, 80%
(8/10) habitavam em regime misto e 20% (2/10) no interior. No Grupo D, 50% (6/12)

habitavam no exterior, 33% (4/12) em regime misto e 17% (2/12) no interior.

Concelho de Residéncia: Os graficos 31, 32, 33 e 34 ilustram a frequéncia relativa (%) da

distribuicdo dos animais dos quatro grupos relativamente ao concelho de residéncia.
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Gréficos 31, 32, 33 e 34 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais
por grupos e por concelho de residéncia.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10)

Cascais
10%

Almada

Cascais
29%

Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)

Loures
8%

Almada
8%

Cascais
8%

Oeiras
8%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Caes com afeg¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).

Os céaes do Grupo A distribuiram-se 14% (1/7) pelos concelhos de Azambuja, 14% (1/7) por
Vila Franca de Xira, 14% (1/7) por Odivelas, 14% (1/7) por Oeiras, 14% (1/7) por Cascais e
14% (1/7) por Almada, os restantes 29% (2/7) por Cascais. No Grupo B 60% (6/10) viviam
em Lisboa, 20% (2/10) em Odivelas, 10% (1/10) em Cascais e o0s restantes 10% (1/10) em
Almada. No Grupo C 30% (3/10) viviam em Almada, 20% (2/10) em Vila Real, 20% (2/10)
em Lisboa, 10% (1/10) em Loures, 10% (1/10) em Oeiras e 10% (1/10) em Cascais. No
Grupo D 50% (6/12) viviam no concelho de Lisboa, 17% (2/12) em Sintra, e a restante
populacéo distribui-se por Almada, Loures, Cascais e Oeiras com uma percentagem de 8%

(1/12) por concelho.

Numero de Passeios Diarios: Os gréficos 35, 36, 37 e 38 ilustram a frequéncia relativa (%)

da distribuicdo dos animais dos quatro grupos relativamente ao n° de passeios diarios que

realizam com 0s seus proprietarios.
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Gréficos 35, 36, 37 e 38 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos e por n° de passeios diarios.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(N=7) (N=10) (N=10) (N=12)
57% 50% 50% 58%
0, 0, 0, 0,
0% 43% 60% . 60% | 40% 60% 30%
9 40% 40%
40% 4% | 500 6 . 6 0
20% 0% 20% I 20% 20%
0% = 0% 0% 0% !
0 1a23a4 0 1a23a4 0 1a23a4 0 1a2 3a4
N° de passeios diarios N° de passeios diarios N° de passeios diarios N° de passeios diarios

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;

B - Cées com afecBes (excluindo Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Caes com

Leishmaniose (com ou sem outras afe¢des).
Relativamente ao niumero de passeios diarios, agrupados em trés categorias, no Grupo A,
57% (4/7) ndo realizavam nenhum passeio e 43% (3/7) realizavam entre 1 a 2 passeios
diarios. No Grupo B, 20% (2/10) néo realizavam passeios, 50% (5/10) realizavam 1 a 2
passeios e 30% (3/10) 3 a 4 passeios. No Grupo C, 40% (4/10) ndo realizava passeios, 50%
(5/10) realizava entre 1 a 2 passeios e 10% (1/10) 3 a 4 passeios diarios. No Grupo D, 58%
(7/12) ndo efetuavam passeios, 34% (4/12) efetuavam 1 a 2 passeios e 8% (1/12)

efetuavam 3 a 4 passeios por dia.

Cohabitacdo com outros animais: Os graficos 39, 40, 41 e 42 ilustram a frequéncia relativa

(%) da distribuicdo da coabitacdo dos animais dos quatro grupos com outros animais (outros
caes, gatos, animais exoticos).

Graficos 39, 40, 41 e 42 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos e coabitacdo com outros animais.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
N&o
0%

Cio + Outro
~ outros 10%
Néo 20% \
43% Néao

50% Cao +
outros
20%
Cio + Céo +
— outros Qutros outros
14% 10% 8%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢cdes); outros - gatos ou animais exoticos.
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Quanto a cohabitacdo com outros caes e animais de outras espécies (gatos ou animais
exoticos), no Grupo A, 43% (3/7) da populacdo cohabitava com outros caes, 14% (1/7)
cohabitava simultaneamente com cées e aves, 43% (3/7) ndo cohabitava com outros
animais. No Grupo B, 20% (2/10) cohabitava com outros cées, 20% (2/10) cohabitava
simultaneamente com cées e gatos, 10% (1/10) cohabitava com gatos e 50% (5/10) da
populacdo ndo cohabitava com outros animais. No Grupo C, 70% (7/10) cohabitavam com
outros céaes, 20% (2/10) cohabitavam simultaneamente com cdes e outros animais
(chinchila) e 10% (1/10) cohabitavam com outros animais (aves e peixes). No Grupo D, 67%
(8/12) cohabitavam com outros cées, 8% (1/12) cohabitavam simultaneamente com cées e

outros animais (réptil) e 25% (3/12) ndo cohabitavam com outros animais.

Deslocacao por Portugal e Estrangeiro

a) Portugal - Os gréficos 43, 44, 45 e 46 ilustram a frequéncia relativa (%) dos animais que

se deslocavam por Portugal.

Gréficos 43, 44, 45 e 46 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por grupos
guanto a deslocacéo por Portugal.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
0 0 80%
o006 86% 00% | 5096 50% 0% | s0%  50% 70% | 8%
80% 50% 50% 60%
0,
2802 40% 40% 50% 0
50% 30% 30% 40% 33%
40% 0% 30%
30% | 4,0 20% 20%
20% 0 10% 10%
10% 10%
0% 0% 0% 0%
Sim  N3o ’ S N Sim  N3o Sim  N&o
m a0

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afec¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).

No Grupo A 14% (1/7) dos cées viajava com 0 seu proprietario e 86% (6/7) nao viajava. Os
animais que viajavam deslocavam-se para Alcacer do Sal nas épocas de Outono/Inverno.
No Grupo B 50% (5/10) dos cées viajava com 0 seu proprietario e 50% (5/10) nado viajava.
Cada animal que viajava deslocava-se, respetivamente, para Coimbra na época de Verao
(distrito de Leiria), para o Porto nas épocas de Inverno/Primavera (distrito do Porto), para a
Sertd mensalmente (distrito de Castelo Branco), para Leiria semanalmente (distrito de Leiria)
e para Portalegre mensalmente (distrito de Portalegre). No Grupo C 50% (5/10) dos céaes
viajava com o seu proprietario e 50% (5/10) ndo viajava. Cada animal que viajava

deslocava-se, respetivamente, para a Lousa na época de Veréo, por todo o pais todo o ano,
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para Nisa todo o ano (distrito de Portalegre), para Nisa em temporadas de 6 meses (distrito
de Portalegre) e para as regides de Evora e Faro durante o Verdo. No Grupo D 67% (8/12)
dos cées viajava com o seu proprietario e 33% (4/12) ndo viajava. Cada animal que viajava
desloca-se, respetivamente, para Santarém ao fim de semana (distrito de Santarém), para a
regido do Algarve todo o ano, para Coimbra e C.Branco (distrito de Coimbra e C. Branco,
respetivamente) durante o Verdo, para Lisboa o ano inteiro, para C.Branco ao fim de
semana, para Algarve e Ourém ao fim de semana e por ultimo, novamente para Lisboa o
ano inteiro.

b) Estrangeiro - Apenas um animal de deslocou para fora de Portugal. O cdo B6 para a

Suica, uma vez e durante a época de Outono/Inverno.

Controlo de ecto e endoparasitas: Os gréaficos 47, 48, 49 e 50 ilustram a frequéncia relativa

(%) da distribuicdo dos animais cujos proprietarios efetuavam uma desparasitacdo externa
com uncao puntiforme (spot on), coleira ou associacfes e os graficos 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57 e 58 ilustram a frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais cujos proprietarios

efetuavam uma desparasitacéo externa corretamente.

Gréficos 47, 48, 49 e 50 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos e tipos de desparasitacao externa.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10)
Ungao Uncao é Ut
puntiforme  puntiforme puntnfg;rme
+ Coleira 43% 20% ~— Coleira
43% . U_n(;éo ] 10%
Coleira puntiforme +
14% Coleira

50%

Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
uUncéo O%E;as
puntiforme Uncéo ° Unca
+ Coleira puntiforme Uncéo n_;;ao
30% 40% puntiforme puntiforme

+ Coleira A

42%

Coleira;
30%

Coleira

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;

B - Caes com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes com Leishmaniose
(com ou sem outras afecdes); Uncéo puntiforme - Imidaclopride + Permetrina; Coleira - Deltametrina; Outras -
Pulveriza¢g6es com Fipronil.
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Gréficos 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57 e 58 - Frequéncia relativa (%) da distribuic&o dos
animais por grupos, relativamente a uma desparasitagéo externa administrada
corretamente.

Grupo A (n=6)

Grupo A (n=4
0% p (n=4)
40% 100%
20% oo
(o]
0% . sim | Nio

Sim Nao
1 0, ()
u "Spot on" 50% 50% m Coleira 25% 75%

Desparasitagéo
externa correta?

o Grupo B (n=7) Grupo B (n=6)
S B —_—
g5 60% [ 100%
@E o 50%
2 20% °
8% 0% 0%
Sim Nao Sim Nao
"Spoton"| 43% 57% | Coleira| 67% 33%
R Grupo C (n=7) Grupo C (n=6)
3 &
§"‘°§ 60% [ 100%
23 40%
22 20% ] -|: so% |
S 0%
ce sim | Nio 0% : =
"Spoton"| 43% 57% Sim N3o
| Coleira| 100% 0%
. Grupo D (n=10) Grupo D (n=6)
1%% .
g 100% 100%
g g 50%
28 0 0% =
8 % 0% Sim N3o Sim Nao
[m"spoton”| 40% | 60% |mColeira| 100% | 0%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afecdes); “Spot on” - Imidaclopride + Permetrina; Coleira - Deltametrina.

Do Grupo A, 43% (3/7) dos proprietarios desparasitavam 0s seus cdes com uncgao
puntiforme contendo Imidaclopride e Permetrina, 14% (1/7) com coleira contendo
Deltametrina e os restantes 43% (3/7) com ambos os produtos. Dos cées que usavam
uncado puntiforme (n=6), 50% (3/6) eram corretamente desparasitados, aos restantes caes
eram-lhes aplicadas de um modo irregular ou trimestralmente. Dos cées que usavam coleira
(n=4), apenas 25% (1/4) eram corretamente desparasitados.

Do Grupo B, 20% (2/10) dos proprietarios desparasitavam 0S seus cdes com uncdo
puntiforme contendo Imidaclopride e Permetrina, 10% (1/10) com coleira contendo

Deltametrina, 50% (5/10) com ambos os produtos e os restantes 20% (2/10) ndo efetuavam
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desparasitagbes. Dos cdes que usavam uncdo puntiforme (n=7), 43% (3/7) eram
corretamente desparasitados. Dos cées que usavam coleira (n=6), 67% (4/6) eram
corretamente desparasitados.

Do Grupo C, 40% (4/10) dos proprietarios desparasitavam 0s seus caes com uncgdo
puntiforme contendo Imidaclopride e Permetrina, 14% (1/7) com coleira contendo
Deltametrina e os restantes 43% (3/7) com ambos os produtos. Dos cdes que usavam
uncéo puntiforme (n=7), 43% (3/7) eram corretamente desparasitados e outros 57% (4/7)
nao o eram (aplicacéo irregular ou trimestral). Dos cdes que usavam coleira (n=6), 100%
(6/6) eram corretamente desparasitados.

Do Grupo D, 42% (5/12) dos proprietarios desparasitavam 0S seus caes com uncgdo
puntiforme contendo Imidaclopride e Permetrina, 8% (1/12) com coleira contendo
Deltametrina, 42% (5/12) dos proprietarios aplicavam ambos os produtos e o0s restantes 8%
(1/12) usavam pulverizagbes contendo Fipronil.

Dos cées que usavam uncdo puntiforme (n=10), apenas 40% (4/10) eram corretamente
desparasitados. Dos cdes que usavam coleira (n=6), 100% (6/6) eram corretamente
desparasitados.

Relativamente a desparasitacdo interna, os graficos 58, 59, 60 e 61 ilustram a distribuicdo

dos animais relativamente ao modo (correto/incorreto) como esta lhes era administrada.

Graficos 59, 60, 61 e 62 - Frequéncia relativa (%) da distribuicdo dos animais por
grupos, quanto ao modo como 0s seus proprietarios efetuam a desparasitacao interna.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
100% 90%
100% 100% 60% 100% 100% 58%
\ 09 40%
‘l/ - 0% l |
0% — > / e T -
’ . — 0% *-‘—L_\ll/ 0% 0%
Sim Nao ; ; .
Sim Nio Sim N3o Sim N3o
Administracdo correta? Administrag&o correta? Administracdo correta? Administrag&o correta?

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢fes); Endoparasiticidas - Pasta ou comprimidos.

Relativamente & desparasitacdo interna, no Grupo A, 100% (7/7) dos cées eram
corretamente desparasitados. No Grupo B, 60% (6/10) dos cdes eram corretamente
desparasitados. No Grupo C, 90% (9/10) eram corretamente desparasitados e no Grupo D,

58% (7/12) eram corretamente desparasitados.
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Prevencdo de Leishmaniose: Os gréficos 63, 64, 65 e 66 ilustram a distribuicdo (%) da

opinido dos proprietarios relativamente a realizacdo da prevencado de Leishmaniose.
Gréficos 63, 64, 65 e 66 - Frequéncia relativa (%) por grupos de animais, quanto a

opinido dos proprietarios acerca da realizagdo ou ndo da prevencédo contra
Leishmaniose.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)

Sim Sim Nao Nao
29% 40% 30% 33%
N3o Nao Sim Sim
71% 60% 70% 67%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Cédes com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Cdes com
Leishmaniose (com ou sem outras afecdes).

No Grupo A, 29% (2/7) dos proprietarios dos cades consideraram fazer a prevencao de
Leishmaniose, os restantes 71% (5/7) ndo consideraram. No Grupo B, 40% (4/10)
consideraram fazer prevencdo, 60% (6/10) ndo consideraram. No Grupo C, 70% (7/10)
consideraram fazer prevencado, os restantes 30% (3/10) ndo consideraram. No Grupo D,

67% (8/12) dos proprietarios consideraram fazé-la e 33% (4/12) ndo consideraram.

Conhecimento do proprietario acerca da infecdo por L. infantum: Foi igualmente inquirido

acerca do conhecimento da doenca por parte dos proprietarios dos animais, cujo resultado

consta nos graficos 67, 68, 69 e 70.

Graficos 67, 68, 69 e 70 - Frequéncia relativa (%) por grupos de animais, relativamente
a familiaridade dos proprietarios para com Leishmaniose.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)
Nao =
Nio 50 10% N
29% 20%
Sil’:l Sim Sim Sim
71% 80% 90% 92%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV,;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢ées).

No Grupo A, 71% dos proprietarios tinham conhecimentos acerca de leishmaniose e 29% ja

ouviram falar mas desconheciam como se transmite e processa a infe¢cdo. No Grupo B, 80%

59



(8/10) tinham conhecimentos e apenas 20% (2/10) desconheciam. No Grupo C, 90% (9/10)
dos proprietarios possuia informacédo e 10% desconhecia pormenores acerca da infecao por
L. infantum. No Grupo D, 92% (11/12) conheciam este tema e apenas 8% o desconhecia.

Insuficiéncia Renal Crénica: As andlises laboratoriais e sinais clinicos dos animais

permitiram detetar a presenca ou auséncia de IRC (Gréficos 70, 71, 72 e 73).

Gréficos 70, 71, 72 e 73 - Frequéncia relativa (%) dos animais com IRC.

Grupo A (N=7) Grupo B (N=10) Grupo C (N=10) Grupo D (N=12)

Sim Sim
29% 25%

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Caes com afeg¢Bes (excluindo Leishmaniose); C - Caes clinicamente saudaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afegdes).

No grupo A, 29% (2/7) ja apresentavam algum grau de IRC. Nos Grupos B e C todos os
animais estavam livres de IRC. No Grupo D, 25% (3/12) possuiam IRC.

Sinais clinicos, alteracdes laboratoriais e infecdes/doencas concomitantes: Os sinais clinicos

compativeis com Leismaniose e outras infecdes ou doencas concomitantes apresentadas
pelos caes dos grupos A e D, estdo expressas no Anexo lll, assim como os sinais clinicos,
alteracBes laboratoriais e infecbes/doencas presentes nos caes do grupo B.

Nao foram realizadas andlises hematoldgicas e bioquimicas, proteinograma e uriandlise a
todos os animais do Grupo B. Nos Grupos A e D, também n&o foi realizado um
proteinograma ou urianalise a alguns animais.

Relativamente aos sinais clinicos, no Grupo A verificou-se que 57% (4/7) dos caes
apresentavam linfadenomegalia generalizada ou local, 29% (2/7) caquexia ou perda de
peso, 14% (1/7) onicogrifose, 29% (2/7) lesdes cutaneas, 29% (2/7) epistaxis uni ou
bilateral, 29% (2/7) esplenomegalia, 14% (1/7) artrite, 14% (1/7) alteragbes oculares, 57%
(4/7) palidez das mucosas e 43% (3/7) apresentavam edemas.

No Grupo D verificou-se que 25% (3/12) dos caes apresentavam linfadenomegalia
generalizada ou local, 50% (6/12) caquexia ou perda de peso, 11% (1/12) onicogrifose, 25%
(3/12) apresentavam uma ma condi¢cdo da pelagem, 75% (9/12) lesbGes cutaneas, 25%
(3/12) epistaxis uni ou bilateral, 17% (2/12) artroses ou artrite, 8,3% (1/12) alteragdes

oculares, 8,3% (1/12) palidez das mucosas e 8,3% (1/12) apresentavam hipertermia.
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No Grupo B verificou-se que todos os cdes com sinais clinicos compativeis com LCan (30%,
3/10, apresentavam prostracdo, alopécia, linfadenomegalia ou hipertermia), tinham outras
DCTV que néo a leishmaniose.

Relativamente as alteracBes verificadas no hemograma, andlises bioquimicas (bq),
proteinograma e uriandlise: No Grupo A, 86% (6/7) tinham anemia, 14% (1/7) trombocitose,
14% (1/7) trombocitopénia, 43% (3/7) leucocitose, 29% (2/7) neutrofilia, 29% (2/7)
hipoalbuminémia, 14% (1/7) aumento das PTs, 14% (1/7) aumento da FAS, 57% (4/7)
aumento da ureia e/ou creatinina, 75% (3/4) proteinuria, 50% (2/4) hematdria e 100% (2/2)
hiperalfa/gama/betaglobulinémia.

No Grupo D, 33,3% (4/12) tinham anemia, 8,3% (1/12) trombocitose, 8,3% (1/12)
trombocitopénia, 25% (3/12) leucocitose ou linfocitose, 17% (2/12) neutrofilia, 17% (2/12)
linfopénia ou leucopénia, 8,3% (1/12) hipoalbuminémia, 17% (2/12) aumento das PTs, 17%
(2/12) aumento da ureia e/ou creatinina, 33,3% (1/3) proteinuria, 33,3% (1/3) hematuria,
33,3% (1/3) apresentavam  bilirubinémia e  bilirubindria, e  100%  (7/7)
hiperalfa/gama/betaglobulinémia.

O grupo C, grupo controlo, ndo apresentava qualquer sinal clinico digno de registo.

3.2. Resultados obtidos na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica de
IFI

A populacdo em estudo foi testada pela técnica de IFI, na diluicdo 1:80 (Tabela 10).
Resumindo os resultados para cada grupo, a pesquisa de anticorpos foi positiva para todos
0s animais do Grupo A; foi negativa para todos os animais do Grupo B; foi negativa para
todos os animais do Grupo C, e no Grupo D existem trés tipos de resultados (Negativo,
Duvidoso e Positivo), exitindo 7 resultados positivos (cdes D5,6,7,8), 4 resultados negativos
(cdes D1,2,9,10) e um resultado duvidoso (cao D3).

Nas Figuras 19 e 20 estéo ilustrados um controlo positivo e um negativo.

Figura 19 — Aspeto de um Figura 20 — Aspeto de um
controlo positivo para controlo negativo para
Leishmania spp. (original). Leishmania spp. (original).
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Tabela 10 — Resultados obtidos pela técnica de IFI.

Resultado IFI (1:80)
A B @ D

1 - Positivo 1 - Negativo 1 - Negativo 1 - Negativo
2 - Positivo 2 - Negativo 2 - Negativo 2 - Negativo
3 - Positivo 3 - Negativo 3 - Negativo 3 - Duvidoso
4 - Positivo 4 - Negativo 4 - Negativo 4 - Positivo
5- Positivo 5 - Negativo 5 - Negativo 5 - Positivo
6 - Positivo 6 - Negativo 6 - Negativo 6 - Positivo
7 - Positivo 7 - Negativo 7 - Negativo 7 - Positivo
8 - Negativo 8 - Negativo 8 - Positivo

9 - Negativo 9 - Negativo 9 - Negativo

10 - Negativo 10 - Negativo 10 - Negativo

11 - Positivo

12 - Positivo

3.3.
ELISA

Resultados obtidos na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pela técnica de

De um modo resumido, todos os animais do Grupo A tiveram um resultado positivo; todos os
animais do Grupo B tiveram um resultado negativo; todos os animais do Grupo C tiveram
um resultado negativo e no Grupo D, a maioria dos animais apresentou um resultado

positivo a excepc¢ao dos caes D2 e D9 (Tabela 11).

Tabela 11 — Resultados obtidos pela técnica de ELISA.

Resultado ELISA (Rz)
A B C D

1 - Positivo (3.96) 1 - Negativo 1 - Negativo 1 - Positivo (1.7)

2 - Positivo (3.1) 2 - Negativo 2 - Negativo 2 - Negativo
3 - Positivo (3.3) 3 - Negativo 3 - Negativo 3 - Positivo (2.9)
4 - Positivo (2.6) 4 - Negativo 4 - Negativo 4 - Positivo (1.7)
5- Positivo (7.6) 5 - Negativo 5 - Negativo 5 - Positivo (3.6)
6 - Positivo (5.1) 6 - Negativo 6 - Negativo 6 - Positivo (2.9)
7 - Positivo (7.0) 7 - Negativo 7 - Negativo 7 - Positivo (4.0)
8 - Negativo 8 - Negativo 8 - Positivo (3.8)

9 - Negativo 9 - Negativo 9 - Negativo
10 - Negativo 10 - Negativo 10 - Positivo (1.9)
11 - Positivo (1.8)
12 - Positivo (5.2)

62




3.4. Resultados obtidos na pesquisa de DNA de Leishmania infantum pela técnica de
qPCR

Todos os caes do Grupo A tiveram um resultado positivo excepto o cdo A6; todos os cées

do Grupo B tiveram um resultado negativo, excepto os cédes B5 e B9; todos os cées do

Grupo C tiveram um resultado negativo excepto o cdo C10; e no Grupo D, os céaes D2,5,6,8

e 11, tiveram um resultado positivo e os os cées D1,3,4,7,9,10 e 12, um resultado negativo

(Tabela 12).

Tabela 12 — Resultados obtidos pela técnica de qPCR.

Resultado qPCR (Valor Cy)
A B C D

1 - Positivo (32,61) 1 - Negativo 1 - Negativo 1 - Negativo
2 -Positivo (37,33) 2 - Negativo 2 - Negativo 2 - Positivo (40.52)

3 - Positivo (24,99) 3 - Negativo 3 - Negativo 3 - Negativo

4 - Positivo (38,52) 4 - Negativo 4 - Negativo 4 - Negativo
5 - Positivo (36,56) 5 - Positivo (39,15) 5 - Negativo 5 - Positivo (32,12)
6 - Negativo 6 - Negativo 6 - Negativo 6 -Positivo (34,68)

7 - Positivo (25,43) 7 - Negativo 7 - Negativo 7 - Negativo
8 - Negativo 8 - Negativo 8 - Positivo (28,25)

9 - Positivo (39,6) 9 - Negativo 9 - Negativo

10 - Negativo 10 - Positivo (36,69) 10 - Negativo
11 - Positivo (23,38)

12 - Negativo

Os valores médios de Ct obtidos para cada diluicdo, sdo representados graficamente em
funcdo do logaritmo do numero estimado de cépias da regido gendmica presente nas
reacdes, obtendo-se uma regressao linear dos pontos assim como o0 seu coeficiente de
correlacdo (Grafico 74). A reta padrao foi entdo obtida representando a concentracdo de
DNA alvo das diluicGes seriadas em relacdo aos respetivos nimeros de ciclo (Ct) em que se
detetou producao de fluorescéncia acima da linha de limite nessas dilui¢des.

A seguinte expressado foi usada para traduzir o valor deste concentracdo de DNA, em

numero de copias por microlitro (Dhanasekaran, Doherty & Kenneth, 2010).

[DNAl(g/uL) x 6,022 x 10?2 (moléculas /mole)
[Comprimento do fragmento] X 660 daltons

N2 de copias/ul =

O numero de coépias/uL correspondente a cada valor de C; obtido para cada amostra,
equivalente a carga parasitaria, que variou aproximadamente entre 50 e 350, foi de seguida

estimado utilizando a equacao da reta padréo (y = -3,3285x + 42,817) (Tabela 13).
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Tabela 13 — Resultados da carga parasitaria (cOpias/pL) dos quatro grupos de cées

testados pela técnica de gPCR.

gPCR - C;/ Carga Parasitaria (copias/pL)
A B C D

1 32,6/180 Neg. Neg. Neg.

2 37,3/99 Neg. Neg. 40.5/41.45
3 25/322 Neg. Neg. Neg.

4 38,5/78 Neg. Neg. Neg.

5 36,6 /113 39,2/ 66 Neg. 32,1/193
6 Neg. Neg Neg. 34,7 1 147
7 25,4/ 314 Neg Neg. Neg.

8 Neg Neg. 28,3/263
9 39,6/ 58 Neg. Neg.
10 Neg. 36,7 /110 Neg.
11 23,4 /350
12 - - Neg.

Legenda: Neg. - Negativo

3.5. Resultados da andlise estatistica efetuada

Como ja foi referido a amplamente estudado, a técnica de IFI permanece o teste de
referéncia (gold standard) para o diagnéstico da infecdo por Leishmania. Face a este fato,
analisou-se se os resultados da técnica de ELISA seriam independentes dos da técnica
anterior, através do Teste Exato de Fischer, para cada grupo e para a populacdo total
(Tabela 14).

Visto que a técnica de diagndstico gPCR é uma técnica molecular, ndo se pdde realizar uma

analise estatistica com base na comparacao desta com a técnica de IFI, técnica serolégica.

Tabela 14 — Resultados do Teste de Fischer aplicado as duas técnicas de diagnéstico, por
grupos, testando a hip6tese nula (HO — IFI vs. ELISA séo independentes).

Teste Fischer

IFI/ ELISA (valor de p) | Significativo?
Grupo A NA NA
Grupo B NA NA
Grupo C NA NA
Grupo D 0,15 Nao
Populacéo (n=39) 22x10™ Sim

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Cées com afecdes (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudéaveis; D - Caes com
Leishmaniose (com ou sem outras afe¢cfes); NA - Nao avaliavel.

Para os Grupos A, B e C, o Teste Exato de Fischer ndo gerou resultados ou néo foi possivel
de realizar, pois s6 existiu um tipo de resultados, positivos ou negativos, para estes grupos.

Para o Grupo D nado se verifica a existéncia de associacdo estatistica entre as duas
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técnicas, visto que o valor de significancia (p) € maior que 0,05. No entanto para a
populacdo deste estudo (n=39), visto o valor de p ser inferior a 0,05, rejeita-se a hipotese
nula que diz que “HO - IFI vs. ELISA s&o independentes” e pode afirmar-se com 95% de
confianca que as duas técnicas ndo sédo independentes entre si e que ao usar qualquer um
dos dois testes o resultado obtido é semelhante.

Este estudo irda apenas focar-se nos resultados obtidos por grupo e ndo na populacéo.

De referir que a amostra é pouco representativa, logo as extrapolacdes para a populagcéao
em geral devem ser feitas com bastantes reservas.

Relativamente a Sensibilidade (probabilidade de os animais doentes apresentarem um
resultado positivo no teste de diagndstico) e Especificidade (probabilidade de os animais
ndo doentes apresentarem um resultado negativo no teste de diagndstico) das duas
técnicas seroldgicas, estas foram analisadas na técnica de ELISA, face a técnica de IFI,

para cada grupo (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados da aplicagéo da ferramenta EpiTools (AusVet
Animal Health Services®) a técnica de IFl e ELISA, por grupos.

Intervalo de Confianca de 95% - ELISA
Grupo Sensibilidade Especificidade
A 100% (59 a 100%) NA
B NA 100% (69 a 100%)
C NA 100% (69 a 100%)
D 78% (40 a 97%) 100% (16 a 100%)

Legenda: A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV;
B - Cées com doengas (excluindo Leishmaniose); C - Cées clinicamente saudaveis; D - Cées com
Leishmaniose (e outras doencas); NA - N&o avaliavel.

Quando calculavel, pois existem grupos apenas com um tipo de resultado (“Positivo” ou
“Negativo”), com uma confianca de 95% e tendo como referéncia os resultados obtidos por
IFI, diz-se que a técnica de ELISA apresenta 100% de Sensibilidade para o Grupo A e 100%
de Especificidade nos Grupos B e C. Para o grupo D e com o0 mesmo grau de confianga,
apresenta uma sensibilidade de 78% e uma especificidade de 100%.

As variaveis ou fatores de risco sujeitas a analise estatistica usando o Teste Exato de
Fischer, foram a raca, o sexo, 0 ser ou ndo castrado (estado), a idade, a pelagem, o porte, a
proveniéncia, o local de habitacdo, concelho de residéncia, nUmero de passeios diarios,
cohabitagdo com outros animais, viagens por Portugal (distrito e época do ano), controlo de
ecto e endoparasitas, presenca de outros hemoparasitas e outras doencas concomitantes. A
avaliacdo da possibilidade de associacdo estatistica entre estes fatores e a positividade a

Leishmania foi avaliada para cada grupo. Os resultados estdo expressos na Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultados do Teste de Fischer, relacionando diversos
fatores de risco para a infecdo por Leishmania com os resultados
obtidos pelas trés técnicas de diagnostico, em cada grupo.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
IFI/ IFI/ IFI/ IF1/

ELisA | 9PCR | g isa| APCR| gisa | 9PCR ELISA qPCR

Raca NA 1 NA 0,16 NA 0,6 0,06 /0,77 1

Sexo NA 1 NA 0,44 NA 1 0,72 /0,09 1

castsrzrdgu(ensatlgdo) NA NA NA | 0,38 NA 1 0,26/1 1
Idade NA 0,43 NA 0,8 NA 1 1/1 0,75

Pelagem NA 1 NA 1 NA 1 0,55/1 1

Porte NA 0,14 NA 0,09 NA 0,6 0,62 /0,46 1
Proveniéncia NA 0,57 NA 0,73 NA 0,2 0,55/0,32 0,42
I—If:bci?;géeo NA 1 NA 1 NA 0,2 0,07/1 0,09

Clé)gsﬁgglnocidae NA 0,71 NA 0,4 NA 1 0,85/0,11 1
NO;Z‘:'i%ijos NA 1 NA 1 NA 1 0,06/1 0,74
oCSt%isvigfsrg NA 1 NA 10,13 NA 1 0,27/1 0.21

oﬁ?ggi;r?ir%c;rgO NA NA NA NA NA NA NA NA
iiat NA | 014 | na | 044 | nA 1 1/1 0,22
Distrito NA NA NA 1 NA 0,6 0,1/05 0.29
Epoca do ano NA NA NA 1 NA 1 0,57/1 0.04

Ectgggﬁgzli?as? NA 0,43 NA 1 NA 1 0,62 /0,46 1
Sorvaode | w [oas | wm | 1 | w | 1 | o201 |oes

Outros
Hemoparasitas? NA NA NA 1 NA NA NA NA
Doencgas
Concomitantes? NA NA NA NA NA NA 07471 1

Legenda: NA - Ndo avaliavel

Sempre que néo foi possivel realizar estes calculos, colocou-se o simbolo (NA). Dos varios

fatores de risco avaliados, no grupo D, a época do ano em que o0 animal viajou por Portugal

apresentou um resultado estatisticamente significativo relativamente a técnica de gPCR,

com um valor de p inferior a 0,05 (p=0,04). Neste fator houve uma tentativa de perceber o

porque do resultado estatistico obtido, analisando a época em que cada animal viajava pelo

pais (Tabela 17). Todas as outras variaveis analisadas para as técnicas de IFl, ELISA e

gPCR, nao obtiveram resultados com significado estatistico (p> 0,05), apesar do n° de

passeios diarios no grupo D e na técnica de IFI de aproximar bastante de um valor de p

estatisticamente significativo. Nos grupos A, B e C, ndo se obteve nenhuma associagdo

estatistica.
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Tabela 17 — Distribuicdo dos animais do Grupo D que viajam pelo pais, pela época
do ano em que o efetuam.

Grupo D (n=8) Epocado ano
D1 Santarém) Prim./Ver./Out./Inv.
D3 (Faro) Prim./Ver./Out./Inv.
D5 (Coimbra, C. Branco) Veréo
D6 (Coimbra, C. Branco) Veréo
D7 (Lisboa) Prim./Ver./Out./Inv.
D9 (C. Branco) Prim./Ver./Out./Inv.
D10 (Ourém, Faro) Prim./Ver./Out./Inv.
D12 (Lisboa) Prim./Ver./Out./Inv.

No grupo D verifica-se que o numero de animais que viajam o ano inteiro, ou seja nas 4
estacdes do ano, prevalece sobre 0s que viajam apenas no verao.

Partindo do pressuposto que a técnica de IFI é o gold standard para o diagndstico de
Leishmaniose, analisou-se também a influéncia dos varios fatores nos resultados falsos
positivos (FP) resultantes da técnica de ELISA, aplicando o Teste Exato de Fischer a todos
os fatores de risco e a variavel “Avaliacéo da Especificidade de ELISA” (Tabela 18). Nao se

pode efetuar a analise com o parametro “Avaliacao da Sensibilidade de ELISA”.

Tabela 18 — Resultados da aplicacdo do Teste de Fischer aos quatro grupos,
relacionando os varios fatores de risco com a “Avaliagao da Especificidade de

ELISA”.
Av. Especif. ELISA (valor de p)
Fatores de Risco Grupos A/B/C Grupo D
Raca NA 0,42
Sexo NA 1
Ser ou néo castrado (estado) NA 1
Idade NA 0,67
Pelagem NA 0,44
Porte NA 0,42
Proveniéncia NA 1
Local de Habitacdo NA 0,17
Concelho de Residéncia NA 1
N° Passeios Diarios NA 0,08
Convive com outros caes? NA 0,42
Convive com outros animais? NA NA
Viaja por Portugal? NA 0,5
) Distrito NA 0,2
Epoca do ano NA 0,47
Controlo Ectoparasitas? NA 0,42
Controlo de Endoparasitas? NA 0,42
Outros Hemoparasitas? NA NA
Doencas concomitantes? NA 0,44

Legenda: NA - N&o avaliavel
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Dado que, os resultados desta técnica foram todos coincidentes com os da técnica de IFI,
nos grupos A, B e C, ndo se pbde efetuar esta analise. Relativamente ao grupo D, nédo se
verificou a existéncia de associacdo estatistica entre a Especificidade da técnica de ELISA e

os varios fatores de risco.

4. Discusséao

E comum o procedimento de pesquisa de Ac ou de DNA de Leishmania em cies saudaveis
ou doentes (seja qual for a doenca) que vivam em zona endémica como € 0 caso de
Portugal e da Bacia Mediterrranica.

O HEFMV tem uma vasta casuistica no que diz respeito a clinica de animais de companhia,
recebendo animais de toda a Area Metropolitana de Lisboa e mesmo pacientes
referenciados de outras partes do Pais. Assim, reuniu boas condicdes para a realizacdo
deste estudo. Foram sentidas algumas limitacbes, sendo de salientar o ndo se ter
conseguido criar um grupo s6 com DCTV e consequentemente determinar a
presenca/auséncia de reacfes cruzadas entre alguns agentes e Leishmania. Foi também
sentida alguma falta de disponibilidade e aceitacdo por parte dos proprietarios dos animais
na colheita das amostras bioldgicas, dificultando a obtencdo de amostras. Este estudo
decorreu apenas durante 6 meses, na época de Out./Inv., havendo a possibilidade de
diversos animais terem contactado com o vetor nos meses de maior calor, terem-se
apresentado a consulta e estarem infetados mas assintomaticos. Visto o horario de estagio
ser rotativo, nem sempre a autora péde acompanhar todas as consultas de medicina interna
e efetuar os procedimentos aos animais pretendidos para inclusdo no estudo. Dada a
existéncia de uma verba limitada para realizar as diferentes técnicas mencionadas neste
trabalho, apenas se estipulou inicialmente uma populacdo de 40 animais (com idade
superior a um ano, a partir da qual ja deverdo ser imunocompetentes) e se reuniram 39,
distribuidos por quatro grupos (A, B, C e D).

Dos 39 caes que pertenceram a este estudo, 7 animais enquadraram-se no Grupo A - Caes
com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras DCTV; 10 animais
no Grupo B - Cédes doentes com outras afe¢des - Doencgas dermatologicas, Alteracdes
oculares, Infecbes Bacterianas, Tumores, Doencas endécrinas e DCTV (Babesiose,
Erlichiose, Ricketsiose, excluindo Leishmaniose); 10 animais no Grupo C - Caes
clinicamente saudaveis; e 12 animais no Grupo D - Caes com Leishmaniose (e outras
doencas).

A discussao incidira nos quatro grupos formados, relativamente aos sinais clinicos e
laboratoriais, resultados obtidos pelas técnicas de diagnéstico serolégico (IFI e ELISA) e
molecular (qPCR) e dados obtidos no inquérito realizado aos proprietarios dos cédes, ou seja,

os fatores de risco para a positividade a L. infantum.
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Sinais clinicos, alteracoes laboratoriais e doencas concomitantes:

No grupo A, relativamente aos sinais clinicos e alteragdes laboratoriais presentes em cées
com Leishmaniose e outras DCTV, verificou-se que no geral, os dados obtidos neste estudo
estdo em concordancia com os descritos na literatura por diversos autores (Slappendel,
1988; Ciaramella et al., 1997; Pefa, Roura & Davidson, 2000; Solano-Gallego, Morell,
Arboix & Alberola, 2001; Shaw et al., 2009; Armés, 2010; Petersen & Barr, 2010; Solano-
Gallego et al., 2011; Tropia de Abreu et al., 2011; Baneth & Solano-Gallego, 2012; Roze,
2013; Veras, Fraga, Solca & Guedes; Vieira, 2014).

O mesmo se observou no grupo D, tendo alguns sinais clinicos e resultados laboratoriais
maior relevancia do que outros, como também é usual nesta infecao.

E importante ter em conta que nem todos os animais realizaram anélises hematoldgicas,
bioquimicas, proteinograma e urianalise, ou por razbes soOcio-econOmicas por parte do
proprietario, ou por o médico-veterinario que assistiu o animal ndo achar pertinente naquela
altura. Logo, estes resultados poderiam na realidade ter uma maior expressao.

No Grupo B verificou-se que todos os caes com sinais clinicos compativeis com LCan (30%
- 3/10, apresentavam prostracao, alopécia, linfadenomegalia ou hipertermia), tinham outras
DCTV que néo a leishmaniose.

O grupo C, como grupo controlo, englobou apenas cées clinicamente saudaveis.

De acordo com a bibliografia, os cées sintométicos tém cerca de trés vezes maior
probabilidade de serem seropositivos em relacdo aos assintomaticos (Mesquita de
Figueiredo et al., 2014).

Assume-se gue a maioria dos cdes em areas altamente endémicas, onde a transmissao de
Leishmania spp.se da ativamente, estd exposta a infecdo. De fato demostra-se que uma
fracdo da populacdo desenvolve sintomatologia, outra tem uma infecdo assintomatica
persistente e outra é resistente a infecdo ou demonstra uma infecdo intermitente que se
resolve sem se desenvolverem sinais clinicos (Baneth & Aroch, 2008). A leishmaniose é de
facto, um bom exemplo de uma doenca em que infe¢cdo ndo é sinénimo de doenca clinica
(Baneth & Aroch, 2008; Baneth & Solano-Gallego, 2012).

Sendo a IRC a principal e mais dramatica complicagdo da LCan, justificava-se a medig&o
dos valores de BUN e creatinina em todos os caes infetados (grupos A e D), mas tal nao foi
possivel. A proteinaria habitualmente € um achado comum, devido a nefropatias com perda
de proteina, como glomerulonefrite com deposicdo de imunocomplexos, indicativa de
presenca de doenca renal (Solano-Gallego et al., 2009; Petersen, 2010). Nos grupos A e D,
alguns animais ja tinham IRC em diferentes estadios; outros apresentavam algum sinal de
lesdo renal (azotémia, proteindria, hematuria).

Avaliacdo dos resultados obtidos nas técnicas de IFl e ELISA - Diagndstico Seroldqico:

Para o diagnéstico da infecdo por Leishmania infantum em cées, usaram-se amostras de
soro na realizagdo das técnicas serologicas de IFI (rastreio na diluicdo 1:80) e ELISA. Estes
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métodos seroldgicos visam detetar Ac circulantes produzidos face a esta infecdo e podem
ser empregues em varias amostras bioldgicas (plasma, soro, sangue).
Relativamente aos resultados obtidos nas técnicas de IFI e ELISA: no grupo A, 100% (7/7)
dos cées obtiveram um resultado positivo em ambas as técnicas; no grupo B, 100% (10/10)
dos caes obtiveram um resultado negativo em ambas; no grupo C, 100% (10/10) obtiveram
um resultado negativo em ambas; no grupo D, na técnica de IFl, 58% (7/12) dos caes
obtiveram um resultado positivo, 33% (4/12) um resultado negativo e 8% (1/12) um resultado
duvidoso. Neste mesmo grupo e pela técnica de ELISA, 83% (10/12) dos caes obtiveram um
resultado positivo e 17% (2/12) um resultado negativo.
Verificou-se entdo que, os resultados dos grupos A, B, e C, relativamente as duas técnicas,
foram todos coincidentes, 0 mesmo ndo acontecendo com o grupo D.
No grupo A todos os animais se encontravam infetados por L.infantum e outras DCTV (R.
conorii, B. canis e E. canis).
Titulos altos de anticorpos estdo associados a uma grande carga parasitaria presente nos
tecidos do animal e a presenca de doenca (Reis et al.,, 2006; Manna, Reale, Vitale, &
Gravino, 2009). Os anticorpos anti-Leishmania sdo habitualmente detectados em cées
infetados e com sinais clinicos. Portanto, um titulo alto suporta o diagnéstico e é conclusivo
em cédes com sinais clinicos compativeis ou alteracées clinicopatolégicas (Solano-Gallego et
al., 2009). Em casos de baixa titulacdo de anticorpos (por ex., titulacdes inferiores a 1:80 na
IFl) e sinais clinicos compativeis, deve-se adicionar outros métodos de diagnostico para
excluir ou confirmar a doenca, pois pode significar que o animal tenha uma infecéo
subclinica (Solano-Gallego et al., 2009). Numa infecdo natural por L. infantum, a
seroconversao pode ocorrer meses apés a infecdo, variando de 1 a 22 meses, mas
habitualmente em média 5 meses (Paltrinieri et al., 2010).
Os resultados presentes neste estudo, visto a técnica de IFI ser o gold standard (Alvar et al.,
2004; Maia & Campino, 2008; Baneth & Solano-Gallego, 2012), estdo de acordo com 0s
sinais clinicos presentes nos caes do grupo A.
No grupo A, confirma-se entdo a presenca de Ac anti-Leishmania através de duas
serologias com resultado positivo. Estes animais contataram com o vetor, instalou-se uma
infecdo e houve uma resposta imunitaria do tipo humoral, marcada, com produgéo de Ac e
sem efeito protetor contra a doenga devido a presencga dos sinais clincos (Reis et al., 2006).
O curso da infecdo depende da eficacia da resposta de cada animal. Os animais com sinais
clinicos tipicos e resultado positivo, tém entdo LCan, ja nos animais com titulos de Ac mais
baixos néo indica necessariamente doenca levando a uma maior investigacdo (Campino,
2002; Solano-Gallego et al., 2011a), usando outros métodos de diagnéstico como citologias,
histopatologia e PCR (Mir6 et al., 2008).
Nos animais com titulos baixos, ao existirem sinais clinicos também comuns a outras
doencas, este resultado pode significar uma reacédo cruzada pela infecdo por outros agentes
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(outras espécies de Leishmania, Trypanosoma, Babesia, Ehrlichia) (Gomes et al., 2008;
Paltrinieri et al., 2010), ou podera tratar-se de uma infecdo recente e o animal ainda estar
em seroconversao ou ainda, torna-se sintomético apés a infecdo, tendo uma cura clinica
espontanea ou evolucdo para infecado crénica (Pereira, 2008). Em cdaes ja se verificaram
coinfegbes por Anaplasma, Ehrlichia, Bartonella, Babesia, Hepatozoon, Leishmania e
Rickettsia, em areas endémicas (Shaw et al., 2001).

Os géneros Babesia e Ehrlichia/Rickettsia, comuns em cées, ja foram reportadas nalguns
estudos como agentes que fazem reacdes cruzadas com espécies de Leishmania (Gomes &
Cordeiro, 2004; Olivia et al., 2008; Baneth & Solano-Gallego, 2012). Ja Oliveira et al. (2008)
examinaram soros de caes habitantes de areas endémicas e ndo endémicas e descobriram
apenas uma coinfecdo em vez de reacdes cruzadas entre Ac anti-Leishmania e anti-B.canis
ou anti-E.canis (Paulan et al., 2013).

E necessario existirem valores altos de sensibilidade e especificidade para evitar resultados
falsos negativos, os quais vdo subestimar a taxa de infecdo nas populagbes caninas em
areas endémicas, assim como resultados falsos positivos, que podem conduzir a eutanasias
desnecessarias de cdes que nao estejam de facto infetados (Maia & Campino, 2008).
Embora as coinfecdes possam ser transmitidas em simultdineo normalmente ha uma
precedente. A presenca de uma infecdo pode facilitar a disseminacdo de uma ja latente, ou
por outro lado permitir 0 estabelecimento de uma nova (Baneth, 2009, citado por Silva,
2009). Diferentes infecbes podem apresentar sinais clinicos semelhantes e a maior parte
das vezes, inespecificos, como ja se referiu.

Na maioria dos casos a LCan € uma doenca arrastada, subaguda a crénica, com uma
progressao da sintomatologia ao longo de meses com um longo periodo de incubacéo, que
varia entre 3 meses a 6 ou 7 anos (Baneth & Solano-Gallego, 2012; Roze, 2013).

No grupo B, 3 animais possuiam outras DCTV, em particular, o cdo B3 tinha uma infecdo
por Ehrlichia canis (1/50) e Rickettsia conorii (1/80), e os cdes B7 e B9 uma infecdo por
Rickettsia conorii (1/40). 3 animais possuiam infecdes bacterianas (otite bilateral, colite,
gastroenterite, ITU), 3 animais tinham uma doen¢a imunomediada (atopia), um animal era
doente oncologico (lipoma, epitelioma) e outro apresentava doencas enddcrinas (sindrome
de Cushing, Diabetes mellitus) e alteragdes oculares (lGlcera da cornea) e outro apresentava
demodecose generalizada. Neste grupo verificou-se que todos os cdes com DCTV tinham
sinais clinicos compativeis com LCan, como prostracdo, alopécias, linfadenomegalia e
hipertermia. Neste grupo todos os cades obtiveram um resultado negativo em ambas as
técnicas ndo se verificando nenhuma influéncia das doencas presentes neste cdes no
resultado laboratorial, ou seja a existéncia de resultados FP. O fato de os cdes B7 e B9, com
DCTV, ndo apresentarem um resultado positivo e consequentemente auséncia de reacgdes
cruzadas, ndo o torna conclusivo devido a amostra ser muito pequena para se retirarem

conclusoes fidedignas.
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Um resultado negativo em serologia, como ira ser referido mais adiante, podera significar a
auséncia de contato com o parasita ou entdo uma infecdo/contato recente ou tardia, sem
producéo de Ac.
No grupo D, todos os animais apresentavam pelo menos um sinal clinico. Como existiram
resultados discordantes entre as duas técnicas serologicas cada cdo ird ser analisado
individualmente.
O cao D1, macho de 13 anos, em regime misto, incorretamente desparasitado, com sinais
clinicos e laboratoriais tipicos e com doencas concomitantes (epilepsia e neoplasia das
glandulas hepatoides), poderia ter uma infegcdo antiga estar imunodeprimido e ja ndo ser
capaz de produzir Ac em quantidade suficiente para serem detetados pela técnica de IFl, no
entanto sendo detetados por ELISA, ou tratar-se de uma infecdo recente estando o animal
ainda em seroconversdo e o resultado positivo tratar-se de um FP. Uma resolucdo
espontanea da infecdo parece pouco provavel num céo ja idoso e doente.
O cao D2, fémea de 10 anos, antigo cdo errante, de exterior, ndo desparasitada, apresentou
um resultado negativo em ambas as técnicas. Apresentava doengcas concomitantes
(pibmetra e carcinomas mamarios) e sinais clinicos ligeiros (apenas poliartrite sendo este
um sinal clinico menos observado na LCan, mais comum em outras DCTV para a qual nao
foi testada). Este animal poderia ter uma infegéo recente e estar ainda em seroconversao ou
estar numa fase de resolucdo da infecdo, ou imunodeprimida pela existéncia de doenca
oncoldgica.
O cédo D3, macho de 5 anos, em regime de interior, desparasitado, concomitantemente com
atopia e otites bilaterais, com sinais clinicos perioculares e laboratoriais, a realizar cérticos
orais e topicos, estava provavelmente em imunossupressao logo sem producao significativa
de Ac ou tratar-se ainda de uma infecdo recente e apresentar titulos de Ac baixos. Isto
explicaria um resultado duvidoso para a técnica de IFI e positivo para a técnica de ELISA
(Rz de 2,9), j& que esta ultima tende a detetar precocemente os Ac circulantes.
O cao D4, fémea de 11 anos, com um sinal clinico e laboratorial tipico, diagnosticada com
leishmaniose desde 2009 e medicada com alopurinol de modo irregular, positiva por IFl e
ELISA na razéo de 1,7, titulo baixo, provavelmente teve uma reinfecdo ou agravamento da
anterior (recaida), ainda em situagao evolutiva.
O cao D5, fémea de 7 anos, cao de exterior e coabitante com o cao D6, com varios sinais
clinicos e laboratoriais, foi positiva em ambas as técnicas, logo tratava-se de um caso de
LCan.
O cado D6, macho de 8 anos, cao de exterior e coabitante com o cao D5, com diversos sinais
clinicos e laboratoriais, positivo em ambas as técnicas e com titulos altos (razéo 3,6), tinha
igualmente LCan.
O céo D7, macho de 5 anos, cao de exterior, desparasitado, com um sinal clinico suspeito
(hiperqueratose das almofadinhas plantares, que se poderia unicamente dever a ser um céo
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gue habita no exterior) e um resultado laboratorial compativel, positivo em ambas as
técnicas e com titulos altos, tinha de fato LCan.

O cdo D8, macho de 8 anos, em regime exterior, desparasitado, com doencas
concomitantes (displasia do cotovelo, otites e megaeso6fago), com sinais clinicos e
alteracdes laboratoriais, positivo em ambas as técnicas e com titulos altos (razdo 3,8),
também tinha LCan.

O céo D9, fémea de 5 anos, em regime misto, desparasitada, diagnosticada com LCan em
2012, a tomar alopurinol, apenas com sinais clinicos cutaneos (tosse emetizante tem como
diagnésticos diferenciais traqueobronquite infeciosa canina, dirofilariose ou outros parasitas
pulmonares), apresentou um resultado negativo em ambas as técnicas, tratando-se
provavelmente de uma reinfecdo ainda em evolucdo e seroconversdo ou agravamento da
infecdo anterior (recaida).

O cao D10, macho de 9 anos, antigo cdo errante, em regime misto, desparasitado, com
sinais clinicos suspeitos, com litiase vesical e IRC concomitantes, diagnosticado com LCan
em 2012, medicado com alopurinol desde essa data, foi negativo na técnica de IFl e positivo
na de ELISA na razéo de 1,9, titulo de Ac pouco elevado, provavelmente estava numa fase
inicial de uma reinfecdo ou agravamento da anterior (recaida). O resultado da técnica de
ELISA pode dever-se a uma detecéo precoce ou um resultado FP.

O cédo D11, macho de 5 anos, antigo cdo errante, em regime interior, desparasitado, com
urolitiase e IRC concomitantes, com alguns sinais clinicos e laboratoriais, foi positivo em
ambas as técnicas (ELISA com razéo de 1,8, titulo pouco elevado), tratava-se de um caso
de LCan.

O cédo D12, macho de 10 anos, em regime misto, antigo cao errante, com diversos sinais
clinicos e resultados laboratoriais,com IRC e espondilopatia anquilosante concomitantes,
diagnosticado desde 2004, ndo medicado, positivo em ambas as técnicas serolégicas com
titulos altos na técnica de ELISA, sofreu provavelmente um agravamento da infecdo antiga
(recaida) ou uma reinfecao.

Em suma, a interpretagdo de um resultado positivo num teste serolégico podera ser: Num
cdo assintomatico, um titulo positivo baixo (ou duvidoso) significa apenas contacto com o
parasita; Persisténcia de Ac apds o tratamento, pois 0os Ac mantém-se por 6 a 12 meses,
havendo casos onde permanecem por mais tempo apesar de melhoria clinica (Solano-
Gallego et al., 2001); Um aumento acentuado de Ac em futuros testes constitui um marcador
de recaida (Oliva et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011); Possibilidade de persisténcia de
Ac vacinais em cées cuja historia se desconhega (Virbac, 2011).

Em suma, a interpretacdo de um resultado negativo num teste soroldgico podera ser: O
animal ndo estar infetado; O animal pode estar infetado mas ainda ndo apresenta Ac

circulantes que poderdo demorar varios meses a surgir, entre 1 a 22 meses (Paltrinieri et al.,
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2010); O animal pode estar infectado mas a concentracéo de Ac circulantes é insuficiente
para ser detectada; A técnica ndo ser suficientemente sensivel.
Apesar da sua simplicidade e aspeto pratico, os testes sorolégicos ndo possuem 100% de
sensibilidade, pois alguns cées, particularmente os resistentes, os cdes numa fase inicial da
doenca que ainda ndo produziram anticorpos, ou ainda em seroconversao, apresentam
resultados negativos nos testes. Consequentemente, 0s resultados dos testes de
diagnostico tém de ser cuidadosamente estudados, sempre associando o0s resultados
obtidos com a histéria pregressa do animal e o seu quadro clinico (da Silva et al., 2006;
Solano-Gallego et al., 2009; Gramiccia, 2011).
A sensibilidade da técnica de IFI na detecdo de caes infetados ja foi analisada e reportada
por diversos autores. A sensibilidade pode variar entre 68 a 100% e a especificidade entre
60 a 95% (Lira et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Ferroglio, Centaro, Mignone, & Trisciuoglio,
2007; Maia et al., 2009; Alves et al., 2012). Num estudo de Oliveira et al. (2005), em que
compararam resultados de IFI e ELISA a partir de 30 amostras de cultura esplénica e 71
amostras de soro de caes saudaveis, das 30 amostras positivas, o teste ELISA detetou 27
amostras positivas, e o IFl apenas 12. Das 71 amostras de soro de cédes clinicamente saos,
todas apresentaram resultados negativos na técnica de ELISA e uma apresentou resultado
positivo no IFI. A sensibilidade e a especificidade foram respetivamente de, 90% e 100%
para o teste ELISA e 40% e 98,6% para o teste de IFl. Um estudo realizado por Solano-
Gallego et al. (2014) teve como objetivo comparar a performance de diagnostico entre o
teste rapido Speed Leish K® trés testes comerciais ELISA (LEISCAN®, ID Screen® e
Leishmania 96®) e um teste IFI, em cdes em varios estadios clinicos da infe¢éo. Obtiveram-
se as seguintes sensibilidades, relativamente as duas técnicas em questdo no nosso
trabalho: LEISCAN © (92.5%), IFl (86.9%); e especificidades de 100% e 91.7%,
respetivamente. No geral, o teste ID Sreen® apresentou os melhores resultados. Também
num estudo que avaliou o desempenho do teste ELISA LEISCAN®, obteve-se uma
sensibilidade de 98% e uma especificidade de 100%, a semelhanca deste Ultimo
(Rodriguez-Cortés, Ojeda, Todoli & Alberola, 2013).
Neste estudo, apenas foi possivel fazer a compararagéo dos resultados da técnica de ELISA
com a de IFI relativamente a sensibilidade e especificidade. Assim, no grupo A a técnica de
ELISA apresentou 100% de Sensibilidade, nos grupos B e C 100% de Especificidade, e no
grupo D, 78% de Sensibilidade e 100% de Especificidade.
Certos autores afirmam que o método de ELISA demonstra maior sensibilidade e
especificidade comparativamente com o método de IFlI (Evans et al.,, 1990, citados
por Moreira et al., 2007), questionando o seu papel como gold standard. Outro problema
desta técnica é niumero de FP que pode gerar (Pereira da Fonseca & Villa de Brito, 2008;
Vargas-Duarte, LOpez-Péez, Escovar-Castro & Fernandez-Manrique, 2009) essencialmente
devido a reagfes cruzadas com outros hemoparasitas (Martinez et al., 2011), sendo que ao
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existir uma suspeita clinica forte, deve-se repetir o teste com outro teste quantitativo mais
sensivel (Paltrinieri et al., 2010), como um gPCR e recorrer-se sempre que possivel a uma
eletroforese das proteinas séricas (proteinograma). Esta andlise bioquimica permite auxiliar
no diagndéstico e é considerada um dos melhores meios de monitorizagdo da evolucdo da
doenca e resposta ao tratamento, permitindo detetar eventuais recidivas (Roze, 2005; Noli et
al., 2006, citados por Barbosa, 2011). No entanto, apesar de existir hipergamaglobulinémia
em 80% dos cdes doentes, esta ndo € patognomonica desta doenca (Pereira da Fonseca &
Villa de Brito, 2008).

Na pratica clinica também se faz recorrentemente a conjugacao de uma pun¢do medular
(diagnéstico parasitologico) com uma técnica serologica para o diagnéstico de Leishmaniose
(Solano-Gallego et al., 2011).

E importante saber qual o limiar de positividade (cut-off) da técnica uma vez que este varia
com o laboratério e com o método utilizado,desde 1:40 a 1:320 (Pereira da Fonseca & Villa
de Brito, 2008; Paltrinieri et al., 2010).

As desvantagens destas técnicas sorolégicas baseiam-se no valor de cut-off depender de
cada laboratério, ndo existindo uma padronizacdo; gerar FN em cdes ainda em
seroconversao ou imunodeprimidos, logo, titulos de Ac baixos ou ausentes em cdes com
sinais clinicos e em zona endémica, requerem uma pesquisa mais exaustiva (Solano-
Gallego et al., 2011) assim como a instituicdo de terapéutica.

Embora a producéo de Ac seja baixa em fases iniciais ou tardias da infecdo ou em caes com
infecdo assintomatica, estes animais infetados habitual e gradualmente desenvolvem titulos
de Ac crescentes ao longo dos meses (Oliva et al., 2006). No entanto, apenas a presenca
de Ac anti-Leishmania, como ja foi referido, ndo € equivalente a doenca, logo € aconselhada
a realizacdo de mais do que um teste serologico para obtencdo de um melhor diagnostico
de LCan (Campino, 2002) assim como para realizar a monitorizacdo do tratamento, com
testes de 3 em 3 meses (Baneth & Aroch, 2008; Maia & Campino, 2008). Solano-Gallego et
al. (2009) recomendam a repeticdo de um teste serolégico seis meses apds o inicio do
tratamento para monitorizacdo da evolugcdo da doenca. A diminuicdo do titulo de Ac s6 se
considera significativa se houver uma diferenca de pelo menos duas diluicdes entre testes.
Justifica-se entdo realizar igualmente testes serol6gicos em cées saos se forem dadores de
sangue, em situagdes de estudos epidemioldgicos, situacdo de deslocacdes para zonas nao
endémicas ou a pedido dos proprietarios para monitorizagdo do seu animal (Solano-Gallego,
etal., 2011).

Avaliacdo dos resultados obtidos na técnica de gPCR - Diagndstico Molecular:

A técnica de gPCR foi usada em amostras de pele, com o intuito de verificar a sua eficacia

na detecdo de DNA do cinetoplasto de L. infantum neste tipo de amostra. Podem usar-se

varios tipos de amostra biolégica, enumeradas por ordem decrescente de sensibilidade,

como: medula 6ssea ou linfonodo, pele, zaragatoas conjuntivais, buffy coat e sangue
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periférico (Paltrinieri et al., 2010). Nos ultimos anos, varios métodos de gPCR foram
desenvolvidos visando a dete¢cdo do parasita e o diagnostico da LCan (Mary et al., 2004;
Manna et al., 2006; Maia & Campino, 2008). Gomes et al. (2007) reforcam que a inclusédo da
técnica de PCR no diagndéstico de Leishmaniose pode ser uma ferramenta sélida para um
diagnéstico precoce e uma rapida tomada de decisfes. Estudos longitudinais conduzidos
por Quinnell et al. (2001) revelaram que o PCR tem uma sensibilidade elevada
imediatamente ap6s a transmissdo, que diminui para cerca de 50% com a evolucdo da
infecdo. O diagnostico molecular € também muito Gtil para os casos duvidosos por outras
técnicas, na deteccéo da persisténcia da infeccdo em caes tratados e clinicamente curados,
assim como nos casos de reinfegéo.

Atualmente o qPCR é mais sensivel e reprodutivel que o cPCR e pode substitui-lo no
diagndstico de rotina (Paiva-Cavalcanti, Regis-da-silva & Gomes, 2010). A técnica de gPCR
ao permitir a quantificacdo da carga parasitaria de um modo preciso, torna-se eficaz na
confirmacdo do diagnéstico de LCan, especialmente, nos casos em que a sorologia é
inconclusiva, nos casos em que o cado ainda ndo sofreu uma seroconversao, na
monitorizacao do tratamento (Vitale et al., 2004; Moreira et al., 2007; Martinez et al., 2011).
Permite a avaliacdo das variacdes da carga parasitaria e a resposta a terapéutica, antes e
depois de ser iniciada, prevendo futuras reinfeces através do DNA residual do protozoario
presente nos tecidos (Maia et al., 2008; Martinez et al., 2011). Apesar do gPCR poder
detetar infecbes muito recentes, nem sempre o local onde é feita a colheita, neste caso por
raspagem cutanea, contém o parasita pelo que podem existir resultados FN.

E importante salientar que um resultado proveniente destas técnicas moleculares, deve ser
averiguada conjuntamente com os dados clinicopatolégicos obtidos e técnicas seroldgicas.
N&o é recomendada a decisdo de tratar animais positivos clinicamente saudaveis baseada
apenas em métodos moleculares (Solano-Gallego, et al., 2011).

Nos casos positivos a gPCR, é recomendada a monitorizacdo da carga parasitaria um més
apos o inicio do tratamento para avaliar a resposta do animal. Se a carga parasitaria
diminuir, o tratamento foi eficaz e um novo controlo com gPCR é recomendado no fim do
tratamento, 6 a 12 meses apoés ter sido iniciado (Martinez et al., 2011).

Em c@es com uma resposta imunitaria eficaz contra a Leishmania sp., a infecdo pode néo
ser seguida por uma disseminagdo do parasita. Assim, em regides geograficas endémicas,
onde 60% dos animais sdo positivos por PCR, resultados positivos nesta técnica quando
ndo existem lesdes cutaneas Vvisiveis, ndo estdo necessariamente associados ao
estabelecimento de infegcdo ou desenvolvimento de doenca (Paltrinieri et al., 2010). No
entanto, um resultado positivo deve ser tido em maior consideragéo se se tratar de animais
dadores de sangue ou animais destinados a exportagdo para zonas ndo endémicas onde

existam vectores de LCan.
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Como desvantagens, o qPCR necessita de operadores experientes, tem custos elevados,
nao revela o estado imunoldgico do animal e precisa de ser conjugado com outra técnica de
diagndstico na confirmacao da doenca (Solano-Gallego et al., 2011).
Existem varios fatores com impacto no valor absoluto de Ct, além da concentracdo da
molécula alvo, tal como a eficiéncia da reacdo PCR que depende diretamente da técnica
usada, do desempenho do “TagMan® Gene Expression Mastermix” e da qualidade da
amostra (Applied Biosystems, 2014). Valores de Ct acima de 35 representam resultados
falso-positivo com uma carga parasitaria residual (Paiva-Cavalcanti, Regis-da-Silva &
Gomes, 2010). Quanto menor o valor de Ct, maior o valor da carga parasitaria do animal.
A amplificacdo do DNA do parasita a partir de amostras de pele, pode indicar exposicao
primaria ao flebétomo infetado ou uma infecao ativa em caes imunocompetentes, ou ambas
(Solano-Gallego et al., 2004; Otranto et al., 2009).
Relativamente aos resultados obtidos pela técnica de gPCR, no grupo A: 86% (6/7) dos
cdes obtiveram um resultado positivo, tendo o cdo A6 obtido um resultado negativo. No
grupo B, 80% (8/10) dos caes obtiveram um resultado negativo, enquanto que, os cées B5 e
B9 obtiveram um resultado positivo. No grupo C, 90% (9/10) dos cdes obtiveram um
resultado negativo, enquanto que o cdo C10 obteve um resultado positivo (36,7). No grupo
D, 42% (5/12) dos caes obtiveram um resultado positivo (cdes D2 - 40,5; D5 - 32; D6 - 34,7,
D8 - 28; D11 - 23,4), enquanto que, 58% (7/12) obtiveram um resultado negativo.
Dos animais do grupo A, apenas o0 cdo A6 apresentou um resultado negativo. Os restantes
animais ao terem sinais clinicos de LCan e serologia positiva, teriam uma infecdo ativa com
um menor ou maior titulo de Ac circulantes. Alguns animais embora tivessem um resultado
positivo no gPCR, apresentaram uma carga parasitaria residual, caso dos caes A2, A4 e A5.
Estes provavelmente terdo uma infe¢cdo mais antiga que os restantes caes.
O cédo A6 tinha diversos clinicos e apresentava serologia positiva, este resultado negativo
pode dever-se a uma possivel interferéncia na extracdo do DNA (algum inibidor na reacéo
de extracdo de DNA que impossibilitou a posterior dete¢do do mesmo) ou porque o local
escolhido para a raspagem nédo continha o DNA do protozoéario.
No grupo B, os animais B5 e B9 apresentaram um resultado positivo no gPCR, no entanto
com valores de Ct na ordem dos 39.
O cédo B5, fémea com 13 anos, nao tinha nenhum sinal compativel com LCan nem
alteracOes laboratoriais, e apresentava serologia negativa, o que pode significar que houve
contato e se instalou uma infecdo que o animal debelou, ou se tratava de uma infecéo
recente e assintomatica e o animal poderia estar ainda em seroconversao. O resultado
positivo na técnica de qPCR pode significar que o animal foi exposto ao vetor ou, menos
provavelmente, tratar-se de um resultado FP. Os resultados FP podem ocorrer por
contaminacdo cruzada e falta de amplificacdo especifica do DNA. A contaminagéo
introduzida pelo pessoal, controlos positivos ou amostras positivas pode ser minimizada pela
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separacao das areas de trabalho (Real-Time PCR Research and Diagnostic Core Facility,
2011).

O cado B9, fémea com 9 anos, apresentava sinais clinicos compativeis com LCan e
apresentou serologia negativa, podendo tratar-se de um caso semelhante ao anterior. Neste
animal seria importante o DD com dermatofitoses, sarna, doencas hepaticas.

No grupo C, apenas o animal C10 obteve um resultado positivo com um valor de Ct alto
(36,7), logo uma baixa carga parasitaria estava presente. Este animal era clinicamente
saudavel, podendo este resultado pode tratar-se apenas de um contato com o parasita e
estabelecimento de uma resposta imunitaria eficaz ou tratar-se de um portador
assintomético com o animal ainda esteja em seroconversdo, ou simplesmente um FP
(contaminagdo da amostra). Em zona endémica um resultado positivo a PCR na auséncia
de sinais clinicos ndo deve ser valorizado quanto a instituicdo de terapéutica. O animal
deverd ser observado e monitorizado ap6és 1 a 2 meses para avaliar a presenca de
infecdo/doenca (Paltrinieri et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011).

Relativamente ao grupo D, obtiveram-se resultados positivos na técnica de qPCR apenas
para os cées D2 (40,5); D5 (32); D6 (34,7); D8 (28) e D11 (23,4).

O céo D1 apresentou um resultado negativo na técnica de qPCR, um resultado positivo na
IFI e ELISA, podendo tratar-se de uma infecdo recente estando o animal ainda em
seroconversao ou ainda huma fase mais avancada da infecdo. De referir novamente que a
técnica de gPCR tem uma sensibilidade elevada imediatamente apds a transmissao, e
diminui para cerca de 50% a medida que a infecdo progride. Outra hipotese é tratar-se de
um resultado FN ou o local da raspagem néo conter DNA do protozoario. Com este quadro
este animal deveria iniciar tratamento.

O cao D2 apresentou uma carga parasitaria extremamente baixa e um resultado negativo na
sorologia. Este animal poderia ter uma infecdo recente e estar em seroconversao ou estar
numa fase de resolucdo da infecdo e vir a apresentar uma cura clinica espontanea, além
disso os sinais clinicos sdo um pouco inespecificos para LCan e concordantes com as
outras doengas concomitantes. Podera também dar-se o caso de a infe¢éo ser antiga e pelo
cao ser idoso e poder estar imunodeprimido e ndo produzir Ac. Houve um contato com o
vetor mas a carga parasitaria inoculada pode ter sido minima ou o parasita estar presente
no local da raspagem em muito pouca quantidade. N&ao se iniciaria o tratamento neste caso.

O cédo D3 com um resultado negativo na técnica de gPCR, duvidoso na de IFl e positivo na
ELISA pela terapéutica instituida (cérticos orais e tdpicos), estaria provavelmente em
imunossupressao logo sem produgédo significativa de Ac, poderia tratar-se também de uma
infecdo recente ou antiga com baixo titulo de Ac. Este resultado da qPCR podera dever-se a
uma baixa carga parasitaria inoculada pelo vetor ou o local da raspagem néo conter DNA de

Leishmania. Com este quadro este animal deveria iniciar tratamento.

78



O cdo D4, com um resultado negativo na técnica de gPCR, positivo na serologia,
diagnosticado com leishmaniose desde 2009, medicado com alopurinol de modo irregular,
provavelmente teve uma recaida ou reinfecdo ainda em situacdo evolutiva. O cao era
desparasitado, a infe¢ao foi diagnosticada héa anos, pode néo ter havido novo contato com o
vetor e o DNA parasitario encontrar-se em quantidade minima ou ausente no local da
raspagem. Com este quadro este animal deveria iniciar tratamento.

O cao D5, com resultado positivo (32) na técnica de qPCR, mas com uma carga parasitaria
pouco significativa, com resultado positivo na na serologia, tinha LCan. Este cdo deveria
iniciar tratamento.

O cédo D6, com resultado positivo (34,7) na técnica de qPCR e resultado positivo na
serologia, tinha LCan e é um caso que requereria terapéutica.

O cao D7, com resultado negativo na técnica de qPCR e positivo na serologia, tinha LCan e
deveria iniciar tratamento. O resultado negativo podera ser um FN, a raspagem cutanea nao
ter contemplado o local com DNA inoculado ou tratar-se de um FN (inibicdo da reaccéo de
extracdo do DNA).

O céo D8, com resultado positivo na técnica de qPCR (28), equivalente a uma carga
parasitaria relativamente alta, e com um resultado positivo na serologia, tinha LCan e
deveria iniciar tratamento.

O cédo D9, com resultado negativo nas trés técnicas, a tomar alopurinol desde 2012 e
apenas com sinais clinicos e sem alteracdes laboratoriais, tratou-se provavelmente de um
cdo que obteve uma cura clinica e que recentemente se reinfectou ou cuja infecdo se
reativou através de formas parasitarias acantonadas devido a um possivel aumento do
stress do animal, estando ainda em seroconversao. Estava desparasitado, podera nao ter
voltado a contatar com o vetor ou 0 DNA do parasita na pele néo ter sido contemplado na
raspagem ou estar presente em muito pequena quantidade naquele local.

O cédo D10, negativo na técnica de gPCR, negativo para IFl e positivo para ELISA,
diagnosticado em 2012, medicado com alopurinol, provavelmente estaria numa fase inicial
de uma reinfe¢cdo ou de recaida, ainda com baixos titulos de Ac. O local da raspagem
poderia ndo conter o DNA do parasita ou encontrar-se em quantidade muito pequena, ou
tratar-se de um FN.

O cado D11, positivo na técnica de gPCR (23,4) com uma carga parasitaria alta, com
resultado positivo também na serologia, tratava-se de um caso de LCan. Este animal
deveria iniciar tratamento.

O céo D12, com resultado negativo na técnica de gPCR mas positivo em ambas as técnicas
seroldgicas, diagnosticado com LCan em 2004, sofreu provavelmente uma recaida ou uma
reinfecdo, encontrando-se provavelmente numa fase avancada tanto pelos sinais clinicos

como alteracdes laboratoriais. Novamente, o resultado negativo na técnica molecular podera
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representar um FN ou auséncia do DNA parasitario no local da raspagem. E recomendado o
inicio do tratamento.

Em suma, a interpretacdo de um resultado positivo num teste molecular podera ser: Contato
com o vetor e auséncia de infe¢do e de sinais clinicos; Contato com o vetor e presenca de
infecdo; FP por contaminacgéo cruzada durante os procedimentos de realiza¢do da técnica.
Em suma, a interpretacdo de um resultado negativo num teste molecular podera ser: Local
ou 6rgdo da biopsia ndo contemplar o DNA do protozoério, Falta de sensibilidade da técnica
face ao material usado; Resultado FN por interferéncia de algum inibidor na reacdo de
extracdo de DNA.

A técnica de gPCR apresenta Optimos resultados comparativamente com outros tipos de
PCR (Reis et al., 2013). Cada vez mais sédo usadas amostras de pele, em vez de bidpsias
de bago pois constituem recolhas menos invasivas e com uma sensibilidade muito
semelhante (97,3 e 100%, respetivamente). Uma das principais preocupacdes acerca das
bi6psias de baco é o risco de hemorragia grave que pode resultar na morte do animal. A
pele de um céo infetado representa um papel importante na transmisséo do parasita quer a
outros caes como ao Homem. A partir de uma infegéo cutédnea o parasita dissemina-se para
os restantes érgaos (Reis et al., 2013).

Influéncia dos diversos fatores de risco na infecdo por L. infantum e na LCan:

No grupo A, 86% eram machos, maioritariamente inteiros, em média entre 1 a 7 anos. No
grupo B, 50% eram machos inteiros, 2 cdes tinham entre 1 - 3 anos, 3 caes tinham entre 4 -
7 anos, 2 cées entre 8 - 10 anos e 3 caes entre 0s 11 - 13 anos. No grupo C, 70% eram
machos, maioritariamente inteiros, apenas 2 caes eram jovens, 5 tinham entre 4 - 7 anos e 3
entre 8 - 10 anos. No grupo D, 67% dos cdes eram machos, maioritariamente inteiros, 5
cdes tinham entre 4 - 7 anos, 5 cées entre 8 - 10 anos e 2 cdes eram geriatricos. Verificou-
se que os caes infetados por L. infantum eram maioritariamente do sexo masculino, na
idade adulta (4 a 7 anos) ou geriatrica (8 a 13 anos). Embora nos grupos B e C, se verifique
também a predominancia de cdes do sexo masculino, a maior parte com idades
compreendidas entre 0s 4 e 0s 10 anos. Uma vez que o hamero total de machos e fémeas,
assistidos no HEFMV néao foi estabelecido, esta maior frequéncia de individuos do sexo
masculino poderd dever-se apenas a estarem em maior numero na populacao,
levantamento ainda néo realizado.

Alguns autores referem haver predisposi¢cdo para a leishmaniose nos machos (Slappendel,
1988; Miranda et al., 2008), mas outros autores ja ndo associam 0 Sexo a uma maior
probabilidade de contrair Leishmaniose (Amusategui, Sainz, Rodriguez, & Tesouro, 2003;
Dantas-Torres et al., 2006; Mesquita de Figueiredo et al., 2014).

A opinido relativamente a influéncia da idade varia consoante os autores. Uns descrevem
ser mais frequente em cées adultos (Almeida, Mendonca & Sousa, 2010), outros referem
dois picos de prevaléncia da doenca: antes dos 3 e ap0s os 8 anos de idade (Cardoso et al.,
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2004; Solano-Gallego et al., 2011) ou outros que descrevem nao existir predisposicéo
guanto a idade (Amusategui et al., 2003; Santos et al., 2010; Silva et al., 2010). Os animais
mais novos tendencialmente passam mais tempo em casa, resguardados da picada do
inseto vetor (Miranda et al., 2008). Os cdes geriatricos habitualmente tém outras doencgas
concomitantes, que contribuem para uma quebra da imunidade, alterando a relacdo de
equilibrio entre o parasita e o hospedeiro (Miranda et al., 2008).
Relativamente a raca, no grupo A, ndo houve nenhuma raga representativa, sendo que 57%
dos animais apresentava grande porte. No grupo B, 40% eram cdes SRD e 20% da raca
Retriever do Labrador, 50% dos animais tinham porte pequeno, seguidos dos de porte
grande e médio. No grupo C, 40% eram também caes SRD, sendo 40% da populacdo de
porte médio e 40% de porte pequeno. No grupo D, 42% eram SRD, 25% da raca Pastor
Aleméo e 17% da raca Retriever do Labrador, e no qual 75% dos animais era de grande
porte.
Os cdes SRD predominaram na populacdo, seguidos dos cdes da raca Cado de Pastor
Alemao e Retriever do Labrador. Isto podera dever-se ao facto dos cdes SRD, da raca Cao
de Pastor Alemao e Retriever do Labrador se poderem encontrar em maior nimero na
populacéo total de pacientes do HEFMV, no entanto este levantamento nunca foi realizado.
Curiosamente as racas mais representativas sdo todas racas de grande porte e muitas das
guais associadas como sendo caes de exterior, estando por isso mais expostas ao vector.
De acordo com a literatura, todas as racas sao suscetiveis a infecdo, embora algumas,
como a raca Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler, Cdo de Pastor Alemao, Beagle e Mastim
Napolitano sejam mais suscetiveis do que outras (Franca-Silva et al., 2003; Baneth et al.,
2008; Miranda et al, 2008). Amusategui et al., (2003) demonstraram haver maior
predisposicdo de cdes SRD e de raca Pastor Alemao face as restantes. Tendo em conta o
estudo de Cortes et al. (2012) animais puros apresentam maior predisposicdo que 0s sem
raca definida. Outros autores defendem que nado existe predisposicao racica (Slappendel,
1988).
Os animais de porte gigante, grande e médio passam frequentemente mais tempo no
exterior, 0 que podera explicar a frequéncia da infegcdo nestes cdes. As racas de porte
pequeno sdo mais frequentemente mantidas no interior da habitacéo, havendo por isso uma
menor exposicdo ao vetor. Verificou-se que o0s animais ndo infetados apresentavam
maioritariamente porte pequeno ou médio, enquanto que 0s animais infetados eram
maioritariamente de porte grande.
Relativamente ao comprimento da pelagem, no grupo A a maioria tinham pelagem curta, no
grupo B 50% pelagem média e 30% pelagem curta. No grupo C 50% tinha pelagem média e
40% pelagem curta. No grupo D, 50% pelagem curta e os outros 50% pelagem média.
Verifica-se que os caes infetados por L. infantum tém maioritariamente a pelagem curta ou
média, mas 0 mesmo se verifica nos cdes dos grupos B e C.
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Segundo (Cortes et al.,, 2012) sdo os cdes de pelagem curta que apresentam maior
seroprevaléncia (6,7%), uma vez que os fleb6tomos se alimentam, preferencialmente, de
zonas de pélo pouco denso, como cabeca, focinho, pavilhdes auriculares, areas inguinais e
perineais (Solano-Gallego et al., 2009). A literatura € um pouco escassa relativamente a
este fator de risco, pelo que é dificil confrontd-lo entre estudos. O comprimento do pélo
podera estar associado a taxa de infecao, uma vez que o flébotomo terd maior facilidade em
atingir a pele de um céo de pélo curto do que a de um céo de pelagem comprida. No entanto
as zonas corporais referidas serdo sempre locais mais faceis de atingir em cdes com
gualquer tipo de pelagem.
Relativamente a proveniéncia dos animais, este conhecimento pode ter significado na
medida em que ao tratar-se de um cao que tenha sido oferecido ao proprietarios ou adotado
numa campanha, ndo se teve acesso ao seu historial, e ao tipo de vida a que o animal
esteve sujeito anteriormente. Um cdo que estivesse num canil municipal ou tivesse sido
apanhado na via publica, tratava-se de um animal errante, o que contribui para a exposicao
ao inseto vetor durante um determinado e longo periodo de tempo. Nao se verificou nenhum
padréo deste fator de risco relativamente aos cées infetados, em todos 0s grupos existiram
diversas proveniéncias.
Quanto ao local de habitacdo, no grupo A, existiu predominancia dos cédes habitantes no
exterior, seguidos dos de regime misto. No grupo B, metade eram cées de exterior e metade
de regime misto. No grupo C, 80% habitava em regime misto e 20% (2/10) no interior. No
grupo D, 50% habitava no exterior, 33% em regime misto e 17% no interior. Estas
frequéncias de cdes infetados a viver em regime exterior mas também misto, podem ser
indicativas de que, como jA mencionado, uma maior exposicdo de um cdo que viva em
regime exterior (e misto) ao vetor, implica uma maior probabilidade de contrair a infecéo.
Verifica-se que nos grupos B e C ndo existem cédes em regime exterior, sendo a maioria
habitantes com regime misto.
O fator n° de passeios diarios pode ser importante na medida em que um cao que passeie
mais vezes por dia, especialmente ao amanhecer e ao crepusculo, tenha maior
probabilidade de se expor ao vetor ao percorrer a area geografica envolvente, do que os
cdes que ndo saem da sua habitacdo. Neste estudo, ndo existem animais que passeiem
antes do nascer do sol, e 0s animais que nao realizam passeios tém sempre acesso ao
exterior (animais em regime misto ou exterior). Nos grupos A e D, a maioria dos cées nao
realizava passeios ou realizava apenas entre 1 a 2, estes sempre no final do dia, ou manha
e fim de dia, respetivamente. No entanto nos grupos B e C, metade dos animais também
realizava 1 a 2 passeios diarios. Nao se verificou nenhum padréo de infe¢cdo quanto ao n° de
passeios por dia. Este fator é bastante dependente da zona de habitagc&o (local envolvente,
lagos, vegetacdo, etc), pormenor a que ndo se teve acesso em conversa com 0S
proprietarios dos animais.
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Quanto ao concelho de residéncia, todos os animais dos 4 grupos habitavam em zonas
endémicas de Leishmaniose, pois quase todas as regides do pais de norte a sul podem ser
endémicas (Campino et al., 2006; Armés, 2010; Maia et al., 2010; Reisinho, 2010, Maia,
2012; Vieira, 2014). O importante a ter em conta é a taxa de prevaléncia estimada para os
diferentes concelhos, a profilaxia que os proprietarios realizam aos seus animais e se estes
se deslocam pelo pais e alturas do ano em que o efetuam. No grupo A, apenas um animal
viaja pelo pais, para Alcacer do Sal na época de Outono/Inverno. Este animal é um céo de
exterior, com uma desparasitacdo externa incorreta e que serve de foco de infecdo para os
cdes com quem cohabita e para 0s outros caes em geral.
Os animais do grupo B vivem na Area metropolitana de Lisboa e 50% deslocavam-se para
zonas como Coimbra no verdo, para o Porto no Inv./Prim., e outras regides como Sertd,
Portalegre, mensalmente, e Leira semanalmente. Estes animais estavam todos protegidos
com coleira e/ou spot on, excepto o cdo B7 que viajava para a Sertd mensalmente. Este cdo
representa um risco para o animal com quem convive e para 0s outros em geral.
No grupo C, 50% deslocava-se pelo pais, para zonas como a Lousd, Evora ou Faro nos
meses de verdo, ou por todo o pais 0 ano inteiro. Todos estes cdes estavam bem
desparasitados excepto os cdes C6 e C9, que faziam administracdes trimestrais de spot on.
Estes dois animais apresentam um maior risco de contrair a infecdo por onde quer que se
desloquem.
No grupo D, 67% deslocava-se por Portugal. Destes animais, que viajavam todo o ano ou
nos meses de Verdo, de regime misto ou exterior, apenas 6/8 faziam uma desparasitacdo
correta (coleira ou spot on). Os restantes deveriam ter uma boa profilaxia para ndo terem
sido infetados e tornarem-se infetantes para outros cées, coabitantes ou nao.
De acordo com estudos anteriormente mencionados, estas deslocacdes fazem com que o
animal viaje para zonas endémicas e corra o risco de vir a infetar outros cdes da mesma
regido onde habita (Campino et al., 2006; Maia et al., 2010). Como ja se referiu e de acordo
com a bibliografia, o fleb6tomo é mais ativo em Portugal nos meses de maior calor, Abril a
Outubro, e nas horas de luz crepuscular (Cross & Hyams, 1996; Killick-Kendrick & Killick-
Kendrick, 1999; Greene, 2006). Este fator foi o Unico que apresentou um resultado
estatistico significativo no grupo D (p<0,04).
Torna-se notdria e essencial a importancia de uma correta profilaxia durante toda a vida do
animal, quer num animal saudavel quer num ja infetado, especialmente os com origem
errante agquando da sua aquisicdo. Um céo saudavel corretamente desparasitado, tem uma
maior probabilidade de nao ser infetado pelo inseto vetor e um cao infetado torna-se menos
propicio de constituir fonte de infe¢éo para o flebétomo.
No grupo A, metade dos cées convivia com outros cdes, sem sinais ou suspeita de infecéo
por Leishmaniose e a outra metade era o Unico animal em casa. No grupo B, 50% né&o
cohabitava com outros animais e 40% coabitava com outros cées, sem suspeita de LCan
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(metade convivia simultaneamente com gatos). No grupo C, 70% coabitava com outros
cdes, sem suspeita de LCan, 30% com chinchilas ou aves e peixes. No grupo D, 67%
coabitava com outros caes, 25% era o0 Unico animal em casa e apenas 1 animal conviva
com outros cdes e um réptil. Deste ultimo grupo, os caes D5 e D6 viviam juntos, sendo 0s
Unicos a conviver com outro portador de LCan, ambos cées de exterior habitantes de
Lisboa.

Segundo a literatura, sendo o céo o hospedeiro reservatorio principal e o elemento primario
de infecdo de um flebétomo (Abranches et al., 1998; Solano-Gallego, 2004), quanto maior a
convivéncia com outros caes maior é a probabilidade de um vetor se infetar e perpetuar a
infecdo em cé@es da mesma &rea de residéncia. Neste estudo apenas 5 cdes cohabitavam
com animais exoéticos, dos quais apenas 2 estavam infetados e cohabitavam com aves e um
réptil. Sabe-se que os parasitas do género Leishmania podem infetar répteis e muitas
ordens de mamiferos, e téem uma distribuicdo mundial mas apenas nas regides tropicais e
subtropicais (Ashford, 2000). Estes parasitas do género Leishmania presentes nos répteis,
foram classificados num género separado — Sauroleishmania (Cupolillo et al., 2000). Logo, o
género que afeta o cao é diferente do subgénero que afeta um réptil. O vetor deste parasita,
Sergentomyia minuta, € abundante na regido do Algarve, mas desconhece-se até a data,
casos de infecdo por este subgénero no nosso Pais (Maia et al., 2013).

Relativamente a desparasitacdo externa, verificou-se que praticamente 100% dos
proprietarios conhece e aplica aos seus animais ung¢des puntiformes contendo Permetrina e
Imidaclopride e/ou coleiras impregnadas em Deltametrina, com eficacia comprovada contra
os fleb6tomos. No caso dos animais que usam ambos os produtos, terdo uma protecdo
substancialmente maior (Miré et al., 2007; Bayer, 2011). No entanto, apesar de toda a
sensibilizacdo publicitaria e médico-veterinaria existente atualmente, relativamente poucos
animais eram corretamente desparasitados. Mais grave se torna quando, aos caes
diagnosticados com LCan, os proprietarios nem sequer aplicam um Unico produto inseticida
de um modo correto tornando a desparasitacdo externa uma tarefa irregular e ineficaz, como
no caso dos cées A3, A4, A6, D1, D2 e D12, constituindo um risco para a perpetuagédo da
infecdo por L. infantum.

Apenas 67% dos proprietarios desparasitavam corretamente 0s seus animais. No geral,
verificou-se que as pessoas preferem a aplicacdo de produtos spot on ou conjugar ambos
0s produtos, em vez de aplicar apenas coleira.

Relativamente & desparasitacdo interna, mais de metade dos cdes dos respetivos grupos
eram corretamente desparasitados. No entanto, pela periodicidade que é exigida entre cada
desparasitacdo, esta poderia tornar-se um gesto muito mais natural e regular por parte dos
proprietarios dos animais, garantindo desta forma a profilaxia e estado higido dos animais

face aos parasitas internos que os afetam.
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Relativamente a opinido dos proprietarios acerca da prevencao de Leishmaniose, verificou-
se que apenas 29% dos proprietarios dos cées do grupo A considerava fazer a prevencao;
no grupo B, apenas 40%; no grupo C, 70% e no grupo D, 67%. O fato de certos proprietarios
aplicarem pelo menos um dos produtos ectoparasiticidas aos seus animais e afirmarem néo
fazer a prevencao contra Leishmaniose, leva a crer que ainda existem muitas pessoas mal
informadas acerca dos produtos que aplicam aos seus animais. O oposto também se
verifica, proprietarios que aplicam incorretamente os desparasitantes e afirmam prevenir a
LCan. Este fatos sdo alarmantes assim como a existéncia de proprietarios que nao realizam
de todo a desparasitacdo externa aos seus caes.

Foi igualmente inquirido acerca do conhecimento da doenca por parte dos proprietarios dos
animais. No grupo A, 71% dos proprietarios tinham conhecimentos acerca de leishmaniose,
no grupo B 80%, no grupo C 90% e no grupo D 92% conheciam este tema. Tanto o0s
proprietarios de cdes sem e com LCan conhecia na sua grande maioria a doenca, quer
respetivamente, pela prevencdo que efetuam e informacdo que procuram, quer pela
informacédo que foram adquirindo pelo fato de possuirem um animal infetado.

Dada a importancia deste tema e a informacdo que atualmente existe acerca dele assim
como pela diversidade de métodos profilaticos, € de fato intrigante o niUmero de pessoas
gue ainda o desconhece e que ndo realiza um maneio preventivo ao seu animal de
estimacéao.

Analise estatistica:

O teste escolhido para realizar a andlise estatistica foi 0 Teste Exato de Fischer devido ao
fato da populacado ser inferior a quarenta animais (N<40) e proporcionar um menor erro que
o Teste de Qui-Quadrado (x?).

Visto a técnica de IFI ser o gold standard para o diagnéstico de Leishmaniose, fez-se uma
comparacao da técnica de ELISA relativamente a de IFI, a qual permitiu afirmar com 95% de
confianga, que e apenas para a populacdo em geral, é indiferente usar qualguer uma das
técnicas pois obtém-se 0 mesmo resultado serolégico. A nivel de cada grupo ja ndo se
rejeitou a hipétese HO - IFI vs ELISA independentes. Provavelmente por a amostra deste
estudo ter um tamanho reduzido, que se torna mais significativo quando dividida pelos
guatro grupos. No entanto a analise estatistica foi realizada para cada grupo, de acordo com
0s objectivos deste trabalho. Visto que a técnica de qPCR é uma técnica molecular, ndo se
pdde realizar uma comparacdo dos resultados obtidos com os das técnicas serologicas.
Assim sendo, s6 se efetuou andlise estatistica desta técnica a nivel dos fatores de risco.
Usando o mesmo pressuposto, afirmou-se também que no grupo A a técnica de ELISA
apresentou 100% de Sensibilidade, nos grupos B e C 100% de Especificidade, e no grupo
D, 78% de Sensibilidade e 100% de Especificidade. Comparativamente com os valores

referidos ao longo deste trabalho, estes valores sdo bastante satisfatérios.
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Neste estudo foram avaliados os diversos fatores de risco para a infe¢cdo por Leishmania ja
anteriormente mencionados, para cada grupo. Estatisticamente verificou-se uma associagéo
entre a técnica de qPCR, o grupo D e a época do ano em que o animal viajava por Portugal
(p<0,05). A maioria dos animais infetados deslocava-se pelo pais 0 ano inteiro e ndo apenas
nos meses de maior calor. E provavel que esta doenca esteja a perder alguma
sazonalidade, devido a alteracéo do clima global, afectando a distribuicdo do vector e do
agente (Kramer, 2008, citado por Moita, 2012), alargando por isso a época favoravel dos
fleb6tomos. Deste modo, os caes que passeiam todo 0 ano sofrem uma exposicdo ao vetor
mais alargada o que contribui para um maior nimero de resultados positivos na técnica de
gPCR.

Embora ndo se tenham encontrado mais fatores com um resultado estatistico significativo,
varios ja foram também analisados pelos diversos autores descritos ao longo deste texto,
como sendo igualmente importantes na contribuicdo para a infecdo por Leishmania, uns
mais decisivos que outros de acordo com o autor.

Procurou-se também verificar se os mesmos fatores de risco teriam influéncia nos
resultados FP gerados pela técnica de ELISA. Desta analise ndo resultaram associagdes
estatisticas. Tem sido afirmado que a técnica de ELISA é mais sensivel e especifica que a
de IFIl, deste modo os ditos resultados FP poder&o ndo ser influenciados por nenhum fator e
dever-se apenas a sua desvantagem de ser uma técnica que apresenta FP ou a sua
capacidade de detecdo precoce de Ac circulantes (Pereira da Fonseca & Villa de Brito,
2008; Vargas-Duarte, Lopez-Paez, Escovar-Castro, & Fernandez-Manrique, 2009).

De referir novamente, que a amostra sendo constituida por 39 animais implica bastantes
reservas na extrapolacao dos resultados para a populacdo canina em geral.

Por fim, é de salientar que o trabalho laboratorial e clinico realizado, contribuiu para a
aquisicdo de competéncias fundamentais para o desenvolvimento futuro da atividade
profissional da autora, na area da Clinica de Animais de Companhia, assim como, para
adquirir nocBes praticas sobre as trés técnicas de diagndstico laboratorial em questao.
Como perspetivas futuras no diagnéstico de LCan, ird ser comercializado em Portugal, em
2017, um novo kit de diagndstico cuja vantagem € detectar casos precoces de LCan mesmo
em cées assintomaticos, conseguindo detetar o inicio da infegdo sem que o cdo tenha

desenvolvido uma resposta imunoldgica evidente (Marvao, 2014).
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5. Concluséo

A maioria dos proprietarios dos animais estavam familiarizados com este tema mas apenas
cerca de metade dos proprietérios realizavam uma correta profilaxia ectoparasiticida ao seu
animal de estimacdo. O que constitui um perigo ainda maior no caso dos cées infetados,
inclusivamente para a saude publica.

Neste estudo, os animais mais afectados foram animais do sexo masculino, adultos e
maioritariamente de grande porte.

A época do ano em que 0s animais viajavam revelou ter importancia a um nivel estatistico.
Ambas as técnicas seroldgicas detetaram apenas animais positivos no Grupo A (100% - 7/7)
e apenas animais negativos nos Grupos B (100% - 10/10) e C (100% - 10/10). A técnica de
diagndstico seroldgico que detetou uma maior quantidade de animais positivos no grupo D
foi a técnica de ELISA, 83% (10/12), enquanto a técnica de IF| detetou apenas 58% (7/12).
O uso de amostras cutaneas na técnica de qPCR pareceu ser uma boa aposta para futuras
analises, na medida em que se detetaram 86% de resultados positivos no Grupo A, 80% de
resultados negativos no Grupo B, 90% de resultados negativos no grupo C, e 42% de
resultados positivos no Grupo D, sendo a recolha de tecido cutdneo um método pouco
invasivo e com um impacto praticamente nulo para 0s animais.

A LCan continua a ser um problema real e urgente de erradicar. No nosso pais deveria
realizar-se uma monitorizacdo regular a todos os cdaes, por parte dos proprietarios e
médicos-veterinarios assistentes; uma adocdo de medidas de protecdo relativamente aos
animais infetados; adopcdo de medidas profilaticas (uso de coleira inseticida, uncao
puntiforme, domperidona e vacina¢cdo) ao maior nimero de animais possivel; adocdo de
medidas de controlo do vetor; e resguardar os animais de estimacdo nas horas de maior
atividade do vetor.

A continua sensibilizacdo para este tema é urgente, face a falta de conhecimento
demonstrada, especialmente, pelos proprietarios dos animais infetados, refletida em alguma

incorreta profilaxia dos animais.
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Capitulo V - Anexos

Anexo 1 - Inquérito realizado aos proprietarios dos cdes domésticos incluidos no
estudo

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa

Estagio MIMV Ana Sofia Filipe Franco Ribeiro

Inquérito no ambito da “AVALIACAO DE DUAS TECNICAS SEROLOGICAS (IFl E
ELISA) E UMA TECNICA MOLECULAR (qPCR EM AMOSTRA DE PELE) NO
DIAGNOSTICO DE INFECAO POR LEISHMANIA INFANTUM EM CAES ”

Nome do proprietério:

Nome do Animal: Idade: Sexo:

Raca: Pelagem:

Proveniéncia do animal:
Animal errante / canil municipal / campanha de adoc¢ao / compra loja de animais / compra criador

|/ oferecido

Regime de habitacao: interior / exterior / misto

Regido do pais: Cidade:

O animal:

Estd sempre em casa____

Esta sempre narua____

Esta em casa e faz apenas um passeio diario__

Esta em casa e faz mais que um passeio diario Periodo do dia

Dos animais que vao a rua, o passeio € realizado:
Manha

Noite

A gq horadodia__

De manha e noite

3x dia (manha, tarde e noite) ou mais
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Cohabita com outros animais? Sim / Nao
Quais?

Desloca-se por Portugal? Sim/ N&o
Local:
Epoca do ano:

Desloca-se pelo Estrangeiro? Sim/ Nao
Local:
Epoca do ano:

Ecto e endoparasiticidas:
Coleira (marca)

Spot-on (marca)

Outros (marca)

Comprimidos (marca)

Faz a prevencdo contra a Leishmaniose: Sim / Nao

O proprietario esta familiarizado com a doenca?

Sim / N&o, Porqué?

Periodicidade
Periodicidade
Periodicidade

Periodicidade

O seu animal tem alguma doenca concomitante? Sim / N&o

Esta a tomar alguma medicacao?

Qual?

Historia Clinica (Resumo):

Sinais Clinicos e Sintomas:
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Anexo 2 - Termo de Responsabilidade

<Y Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de
% Lisboa

Termo de Responsabilidade

Proprietario

Nome:

Morada:
Bl /Cartédo de Cidadao/Passaporte/Outro ( ) Ne:

Contacto telefénico: e-mail:

Animal

Nome: Espécie:

Raca:

Idade: Sexo: Microchip Ne:

Intervencao

Colheita de sangue e raspagem cutanea profunda para realizacdo de métodos

de diagnéstico de infecdo por Leishmania infantum/Leishmaniose.

Declaracao

Eu, abaixo assinado, declaro que autorizo o(a) Médico Veterinario(a)

, a realizar as intervencdes descritas,

no animal acima identificado, para fins de investigagdo na éarea de diagndstico de
Leishmaniose. Fui informado(a) e esclarecido(a) sobre o ambito deste estudo.

Por ser verdade, assino o presente termo de responsabilidade

Lisboa, de de 20

ASS.
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Anexo 3 - Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos caes assistidos no HEFMV e Resultados dos Exames

Complementares de Diagndéstico do Grupo A.

N° de

Cohabita

Idade A Local de | Concelho de . Viaja por Localidade e Viaja pelo Controlo de Ectoparasitas?
1o REwE 20 (anos) Paiile | Pelamisn ) Prevan i Habitacdo | Residéncia FESIES | @i e Portugal? | épocado ano | Estrangeiro? Periodicidade
diarios animais?
Canil . 1vez, . . . 1- |m|daclopr|de +
Al SRD MI 3 Grande Curta Municipal Exterior Almada fim de dia Cao Ndo | - Né&o Permetrina | = -
p Mensalmente
1- Imidaclopride +
A2 Boerboel Ml 5 Gigante Curta Criador Exterior Cascais 0 N&o Ndéo | - Né&o Permetrina 2- Deltametrina
Mensalmente no Semestralmente
verao
Média Loja de Vila Franca 1- Imidaclopride + | Deltametrina
A3 | Terranova Ml 1 Grande 13 O Exterior . 0 Caes Ndéo | - Né&o Permetrina
animais de Xira . Irregular
Trimestralmente
1 vez 1- Imidaclopride + | 5oy metrina
A4 [Weimareiner| M 7 Grande Curta Oferecido Misto Oeiras ) I Nao Ndo | = --- Nao Permetrina
fim de dia ~ Irregular
Veréo
Dogue Caes 1- Imidaclopride +
A5 gu Fl 1 Gigante Curta Criador Misto Azambuja 0 ’ Ndo | - Nao Permetrina | = -
Aleméo aves
Mensalmente
A6 SRD M 2 Médio Curta Oferecido Exterior Odivelas 0 Cées Sim Alcacer do Sal Nao 2-Deltametrina |
(Out. a Fev.) Irregular
Golden 2 vezes, 1- Imidaclopride +
A7 . M 4 Grande Média Criador Misto Cascais manha e fim Nao Nao | = - Nao Permetrina
Retriever )
de dia Mensalmente

Legenda: Grupo A - Caes com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras doencgas caninas transmitidas por vetores;
SRD - Sem Raga Definida; M - Macho; F - Fémea; | - Inteiro/a; 1- Spot on ; 2- Coleira impregnada com Deltametrina.
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Anexo 3 - Continuacdo dos Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos caes assistidos no HEFMV e
Resultados dos Exames Complementares de Diagndstico do Grupo A.

Considera fazer

Controlo_de aprevencdo [Conhecedor Sinais Clinicos compativeis Altera'go_es IFI ELISA | gPCR | Infe¢cdes/Doencas Terapéutica .
ID | endoparasitas? dad > Leish . Hematol6gicas e IRC 1:80 R CcT' c . ¥ Eutanasia?
Periodicidade _contraa a doenca’ com Leishmaniose Bioquimicas *1 (1:80) (Rz) (CT's) oncomitantes em curso
Leishmaniose?
L . Anemia NN, leucocitose .
. Epistaxis unilateral Lo ’ Sim . . .
Sim = = . ' neutrofilia, . Pos Pos Babesia canis Marbofloxacina x
Al N&o N&o > LN pré-escapulares, . Lo (estadio | Pos Né&o
4 em 4 meses mucosas pélidas, prostrago. Hlpergamag_lo'bglmemla, ) (3,96) (32,6) (2/32) (PO)
proteinuria.
. Artrite generalizada, higroma Anemia NN. Babesia canis
A2 Sim Sim Sim nos cotovelos, linfadenomegélia Sem proteinograma ou N&o Pos Pos Pos _ (1s2), N N&o
1 vez por ano P o . (3,1) (37,3) Rickettsia conorii
generalizada. uriandlise realizados. (1/40)
Anemia NN, leucocitose,
Epistéaxis bilateral, higroma nos Trombocitose, Babesia canis
A3 Sim Né&o Sim Eotovelos muco’sasg alidas; Hipoalbuminémia, Nao Pos Pos Pos 132, Nao
4 em 4 meses ’rostra 0 p ' > PTs, > Crea. (3,3) (25) Rickettsia conorii
p Gao. Sem proteinograma (2/40)
realizado.
A”em')i]'g‘o'\‘éit'ﬁggﬂf;ose' Doxiciclina (PO),
Al Sim N30 Sim >LN retrofar!n_geos, neutrofilia, > FAS, N&o Pos Pos Pos Rickettsia conorii Amp_|c@|na (SC) Nzo
1 vez por ano mucosas pélidas. . A (2,6) (38,5) (1/40) (instituida muito
> ureia, hematuria,
A recentemente)
alfa/betaglobulinémia.
Hipertermia, linfadenomegalia, Hematdria, sim Babesia canis
A5 Sim NZo sim lesdo da trufa, bordo das orelhas proteindria, > Crea. (estadio | Pos Pos Pos w2, | Nzo
Semestralmente E tarsos, edema extremidades, Sem proteinograma m (7,6) (36,6) Rickettsia conorii
prostragao,esplenomegélia. realizado. (1/40)
Descamacéo e outras lesGes Dorzolamida +
cutaneas egneralizadas alopécia Anemia NN, Timolol (O),
Sim . . ; gen - » &10pect hipoalbuminémia. 5 Pos Ehrlichia canis Diclofenac .
A6 Sim Sim periocular, onicogrifose, caquexia, ; Nao Pos Neg o Sim
Irregular . ! Sem proteinograma ou (5,1) (1/50) sédico (0),
blefarite, cegueira, T ; A
P . . uriandlise realizados. Prednisolona
uveite hipertensiva bilateral.
(PO)
Perda de peso. caguexia Anemia NN, proteindria,
A7 Sim N30 N30 mucoé)as ’élidgs ’ > ureia e crea. N&o Pos Pos Pos Rickettsia conorii | Sim
4 em 4 meses P ' Sem proteinograma ou (7,0) (25,4) (12/40)

esplenomegadlia; prostragéo.

uriandlise realizados.

Legenda: Grupo A - com Leishmaniose e simultaneamente infectados com agentes de outras doencas caninas transmitidas por vetores;

*1 - Informacao obtida fora do &mbito deste estudo; > - aumento; LN - Linfonodos; NN- Normocitica Normocrémica; Crea- Creatinina;

Pos- Positivo; Neg- Negativo; *2 - Resultados obtidos em laboratorios externos, cut-off Babesia (1/32) e cut-off Rickettsia (1/40); PO- Via Oral;
SC- Via Subcutanea; O- Via Ocular.
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Anexo 3 - Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos cédes assistidos no HEFMV e Resultados dos Exames
Complementares de Diagnéstico do Grupo B.

Cohabita .
Local N° de - Localidade At .
Idade A Concelho de . com Viaja por 5 Viaja pelo Controlo de ectoparasitas?
ID Raca Sexo Porte Pelagem | Proveniéncia de e passeios 5 e época o S b
(anos) Habitagao Residéncia diérios o_utrqs Portugal? do ano Estrangeiro? Periodicidade?
animais?
1- Imidaclopride +
.- Campanha . . 1vez, = = ~ -
B1 SRD MI 9 Pequeno Média de adocao Misto Lisboa fim de dia N&o Né&o Né&o Permetrina
Mensalmente
Cavalier 1- Imldaclpprlde +
King . . . Mais que 3 = . Coimbra = Permetrlna_t ou 2- Deltametrina
B2 Charles FC 6 Pequeno Longa Criador Interior Lisboa vezes por dia N&o Sim (verdo) Né&o MSeIaImectlna Semestralmente
Spaniel ensal m~ente no
verdo
B3 SRD Ml 5 Pequeno Média Cao errante Misto Lisboa ) Lvez, . Né&o Ndéo | - Né&o Néo
fim de dia
B4 SRD M 2 Médio Curta Cao errante Misto Lisboa 0 Cao, gato Ndéo | - Né&o Néo
. 2 vezes, :
B5 Retriever do FC 13 Grande Média Criador Misto Almada manha e fim Cao Ndéo | - Ndéo | - 2- Deltametrina
Labrador . Semestralmente
de dia
1- Imidaclopride +
B6 Yorks_hlre Fl 11 Pequeno Longa Criador Interior Lisboa L vez,_ﬂm de Né&o Sim Porto . Sim (Suica) Permetrina 2- Deltametrina
Terrier dia (dez., abril) Mensalmente no Irregular
verdo
Spaniel Serta 1- Imidaclopride +
B7 pani MI 11 Médio Média Criador Misto Odivelas 0 Céo Sim Nao Permetrina | @ -
Bretao (mensalmente)
Irregular
. - 1- Imidaclopride + .
B8 SRD M 5 Grande Média Cao errante Interior Cascais Mais que 3 Gatos Sim Leiria Nao Permetrina 2- Deltametrina
vezes por dia (semanalmente) Semestralmente
Mensalmente
1- Imidaclopride +
B9 Retriever do Fl 9 Grande Curta Oferecido Interior Lisboa 3 vezes Cdo, Né&o | - Né&o Permeltrina 2- Deltametrina
Labrador por dia gatos Mensalmente no Irregular
verdo
2 vezes 1- Imidaclopride +
B10 Jack R_ussel Fl 1 Pequeno Curta Oferecido Interior Odivelas manha e fim N&o Sim Portalegre Né&o Permgtnna_ou 2- Deltametrina
Terrier de dia (mensalmente) 3- Fipronil Semestralmente
Mensalmente

Legenda: Grupo B - Caes doentes com outras doencas (excluindo Leishmaniose); SRD - Sem Raga Definida; M - Macho; F - Fémea; | -
Inteiro/a; C - Castrado/a; 1- Spot on; 2- Coleira impregnada com Deltametrina; 3- Pulverizagdes.

109




Anexo 3 - Continuacao dos Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos caes assistidos no HEFMV e

Resultados dos Exames Complementares de Diagnéstico do Grupo B.

Controlo de

Considera fazer

Sinais Clinicos

Alteracdes

. aprevencdo |Conhecedor P R IFI ELISA gPCR Infecdes/Doencas Terapéutica -
2
e e;g:;opg{gzlgzse' contra a da doenca? con::?_r;zﬁtrlr:/:rll?ose H;?a;?rl:igc';:‘:’le e (2:80) | (R2z) (CT's) Concomitantes *2 em curso SV
Leishmaniose? q
Enrofloxacina (PO),
B1 Sim Sim Sim Inexistentes Hematuria, > ALT N&o | Neg Neg Neg %tg;gtlstﬁ.ﬂ’ %ﬂ;{jgg;c;t(sgg’ N&o
Clorhexidina (A)
Omeprazol (PO), Sucralfato
(PO), SAMe + Silibina (PO),
B2 Sim Sim Sim Inexistentes >ALT N&o Neg Neg Neg Colite Amoxicilina + Acido N&o
Clavulanico (PO),
Metronidazol (PO)
Anemia, Ehrlichia canis (1/50), Cirgrcc:;eongg,ﬁ?é rﬁ(r:’r:)oE(Slccll;na
B3 N&o N&o Sim Inexistentes trombocitopénia, N&o | Neg Neg Neg Rickettsia conorii (1/80) Cloridrato de Tramadol (Pd) Nao
neutrofilia, > ALT Politraumatizado Famotidina (PO) '
Descamacéo e Demodecose Cefalexina (PO),
B4 N&o Né&o Sim alopécia Leucopénia Né&o Neg Neg Neg eneralizada Selamectina (T), Né&o
generalizadas. 9 Amitraz (T)
B5 Sim Sim Sim Inexistentes Sem alteragdes Nao Neg Neg (59052) eL[;ﬁ(e):iT:)ﬁé Aci d:gg\);:flgr?s:g (PO) N&o
Hiperadrenocorticismo, Insulina de Zinco (SC),
B6 Nao Nao Sim Inexistentes Sem alteragdes Nao Neg Neg Neg Qiabetes mellitus, Flurbiprofeno sédico (O), N&o
Ulcera da cornea Trilostano (PO)
Prostracao, Anemia, > ureia
B7 Sim Né&o Nao Hipertermia, S crez;l SK ’ Nao Neg Neg Neg Rickettsia conorii (1/40) | - Sim
Linfadenomegalia. ’
N&o foram feitas Atopia Polimixicina B +
B8 Sim Sim Sim Inexistentes analises Nao Neg Neg Neg Otite birl)at’eral Miconazol + N&o
Prednisolona (A)
Zonas de descamacio Leucopénia, Doxiciclina (PO), Amoxicilina
B9 sim Nio Sim cutanea. Alo éciags beutropénia, N&o Ne Ne Pos Atopia, + Acido Clavulanico (PO), NZo
Hi e'rtern?ia ' trombocitopénia, 9 9 (39,6) Rickettsia conorii (1/40) Aceponato de
P ) >ALT hidrocortisona (T)
N&o foram feitas Prednisolona (PO),
B10 Né&o Né&o Né&o Inexistentes N&o Neg Neg Neg Atopia Aceponato de N&o

andlises

hidrocortisona (T)

Legenda: Grupo B - Caes doentes com outras doencas (excluindo Leishmaniose); *1 - Informac¢é&o obtida fora do &mbito deste estudo; > - aumento;
LN - Linfonodos; NN - Normocitica Normocromica; Crea - Creatinina; Pos - Positivo; Neg - Negativo; *2 - Alguns resultados obtidos em laboratoérios externos,
cut-off Ehrlichia (1/50) e cut-off Rickettsia (1/40); PO - Via Oral; A - Via Auricular; SC - Via Subcutanea; T - Via topica; O - Via Ocular.
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Anexo 3 - Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos cées assistidos no
Complementares de Diagnéstico do Grupo C.

HEFMV e Resultados dos Exames

Cohabita .
0
ID Raca Sexo [ Porte Pelagem | Proveniéncia Lozl ol Con(;::lho paNssgfos com VTR e Lc(;cgpl)lgsge ViR pele Egggg?elgigev
SO - o ® ;
(Euie) FEllEEas Residéncia diarios o_utro_so Portugal? do ano Sk Periodicidade
animais?
2 vezes, 1- Imidaclopride + .
C1 Boxer MI 9 Grande Curta Criador Misto Oeiras manha e fim Cao Ndo | - Né&o Permetrina Sigg':;gﬁ:gg;
de dia Mensalmente
2 vezes, Lousa 1- Imidaclopride +
c2 SRD MC 4 Pequeno Média Oferecido Misto Lisboa manha e fim Cao Sim = Né&o Permetrina | = -
) (veréo)
de dia Mensalmente
2 vezes, 1- Imidaclopride + .
C3 SRD FC 1 Médio Curta Cao errante Misto Cascais manha e fim Caes Ndo | - Né&o Permetrina 2- Deltametrina
) . Semestralmente
de dia Trimestralmente
Cc4 SRD FC 8 Médio Média Oferecido Misto Vila Real 0 (_Zao,_ Ndo |  --—-- Ndaéo | - 2- Deltametrina
chinchila Semestralmente
C5 SRD MC 8 Médio Média Oferecido Misto Vila Real 0 (_Zao,_ Ndo | - Ndéo | - 2- Deltametrina
chinchila Semestralmente
Bulldo Pelo pais 1- Imidaclopride +
C6 - FC 1 Pequeno Curta Criador Interior Almada 3 vezes Céo Sim pais, Nao Permetrina | = -
Francés todo o ano. )
Trimestralmente
c7 Baixote M 7 Pequeno Média Oferecido Misto Lisboa ) 1vez,' Céo Sim Nisa, todo Néo | - 2- Deltametrina
fim de dia 0 ano Semestralmente
Retriever 1- Imidaclopride + 2. Deltametrina
Cc8 do M 4 Grande Curta Oferecido Misto Almada 0 Céo Ndo | - Nao Permetrina
Semestralmente
Labrador Irregular
Yorkshire Cobaios, Nisa, 1- Imidaclopride +
C9 Terrier MI 5 Pequeno Longa Criador Misto Loures 0 aves, Sim temporadas Né&o Permetrina | = -
peixes de 6 meses Trimestralmente
Podengo 2vezes, AAT”;?{/ZG 1- Imidaclopride +
C10 | Portugués MI 4 Médio Média Cao errante Interior Almada manha e fim Cao Sim 9 ' Né&o Permetrina
P . meses de
médio de dia verso Mensalmente

Legenda: Grupo C - Cées clinicamente saudaveis; SRD - Sem Raca Definida; M - Macho; F - Fémea, | - Inteiro/a; C - Castrado/a; 1- Spot on; 2-
Coleira impregnada com Deltametrina.
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Anexo 3 - Continuacdo dos Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos cades assistidos no HEFMV e
Resultados dos Exames Complementares de Diagnéstico do Grupo C.
Considera fazer A . - B ~
Controlo de - Familiarizado Sinais Clinicos Alteracdes Infecdes/ J—
ID endoparasitas? apéroer:/tfgqaao coma compativeis Hematoldgicas (1”20) E(LRIE)A (qCP.IE.:; IRC Doencas Tg;r?péil:gga Eutanasia?
Periodicidade Leishmaniose? doenca? com Leishmaniose e Bioquimicas Concomitantes
Sim . . ~ < = < =
C1 4 em 4meses Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao N&o N&o Nao
Sim . . ~ < = < =
c2 4 em 4meses Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao N&o N&o Nao
Sim . . ~ = = < =
C3 Trimestralmente Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao N&o N&o Nao
Sim . . ~ ~ ~ ~ ~
Cc4 Semestralmente Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Néo N&o N&o Nao
cs Sim sim sim NZo AD Ne Ne Ne NZo NZo NZo NZo
Semestralmente 9 9 9
Sim = . = = = = =
C6 Nao Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao Nao Nao N&o
Irregular
c7 Sim Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao Nao Nao N&o
4 em 4meses
Cc8 Sim Sim Sim Nao AD Neg Neg Neg Nao Nao Nao N&o
4 em 4meses
Cc9 Nao Nao Nao Nao AD Neg Neg Neg Nao Nao Nao N&o
c10 Sim NZo sim N&o AD Ne Ne pos N&o N&o N&o NZo
4 em 4meses 9 9 (36.7)

Legenda: Grupo C - Céaes clinicamente saudaveis; AD - Auséncia de dados;
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Anexo 3 - Tabela com os Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos cédes assistidos no

Resultados dos Exames Complementares de Diagnéstico do Grupo D.

HEFMV e

N° de Celneloiie Localidade
Idade A Local de Concelho de . Com Viaja por : Viaja pelo Controlo de Ectoparasitas?
e REGE 20 (anos) FoIiE PR ATDUETIECL! Habitagao Residéncia MR outros Portugal? € epoca Estrangeiro? Periodicidade
diarios S do ano
animais?
Husky 1 vez Santarém 1- Imidaclopride +
D1 Siberiano MI 13 Grande Média Criador Misto Lisboa fim do c’iia Né&o Sim Fins de Né&o Permetrina | = -
semana Irregular
= . . = = = 3- Fipronil
D2 SRD Fl 10 Grande Curta Céo errante Exterior Cascais 0 Céo Ndo | = --- Nao
Mensalmente
. 2 vezes, 1- Imidaclopride + .
D3 Pit Bull MC 5 Grande Curta Cgml Interior Lisboa manhé e N&o Sim Alga_rve,_ N&o Permetrina 2- Deltametrina
Municipal ) ) 0 ano inteiro Semestralmente
fim de dia Irregular
1- Imidaclopride + .
D4 Pastgr Fl 11 Grande Média Oferecido Exterior Lisboa 0 Caes Ndéo | - Né&o Permetrina 2- Deltametrina
Alemao . Semestralmente
Trimestralmente
Pastor Cao com Coimbra, 1- Imidaclopride + 2- Deltametrina
= FC 7 Grande Média Criador Exterior Lisboa 0 — Sim C.Branco, Néao Permetrina
D5 Alemao LCan = Semestralmente
verao Irregular
Pastor .- . . . Cao com . Coimbra, 2- Deltametrina
D6 = M 8 Grande Média Criador Exterior Lisboa 0 Sa— Sim C.Branco, Ndo | -
Aleméo LCan verso Semestralmente
. 1- Imidaclopride +
Retriever Lisboa, o Permetrina ou
D7 do M 5 Grande Curta Criador Exterior Loures 0 Cao, Réptil Sim T Nao P
ano inteiro Permetrina
Labrador
Mensalmente
Retriever 1- Imidaclopride + 2. Deltametrina
D8 do M 8 Grande Curta Criador Exterior Lisboa 0 Cao Nado | = ---- Nao Permetrina
Semestralmente
Labrador Mensalmente
1 vez C. Branco, 1- Imidaclopride +
D9 SRD Fl 5 Médio Média Oferecido Misto Oeiras fim de (;ia Cao Sim fins de Né&o Permetrina | = ----
semana Mensalmente
iﬁvaerfr?; A(xl)guar\:é\:;]e, 1- Imidaclopride + | h oo metrina
D10 SRD Ml 9 Médio Média Cao errante Misto Sintra ’ Cao Sim . Né&o Permetrina
tarde e Fins de . Semestralmente
) Trimestralmente
noite semana
2 vezes, 1- Imidaclopride +
D11 SRD M 5 Médio Curta Cao errante Interior Sintra manha e Cées Nao | - Nao Permetrina | = -
fim de dia Mensalmente
Canil ) Lisboa. o 1- Imidaclopride +
D12 SRD M 10 Grande Curta - Misto Evora 0 Nao Sim L Nao Permetrina | = -
Municipal ano inteiro Irregular

Legenda: Grupo D - Caes com Leishmaniose (e outras doencgas); SRD - Sem Raga Definida; M - Macho; F - Fémea, | - Inteiro/a, C - Castrado/a;
1- Spot on; 2- Coleira impregnada com Deltametrina; 3 - Pulverizagdes.
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Anexo 3 - Continuacdo dos Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos cées assistidos no HEFMV e Resultados dos
Exames Complementares de Diagnostico do Grupo C.

Considera fazer

Controlo de = Sinais Clinicos Alteracdes
ID endoparasitas? a pcroer\]/tfg(;ao Cor&r;)eecned;r eal compativeis com Hematoldgicas e IRC (1|_F8|0) E(I;_\E)A ?CP'IF‘:S Observacgdes
Periodicidade . . et Leishmaniose Bioquimicas *1 ’
Leishmaniose?
o ~ Anemia, linfocitose,
D1 N&o Sim Sim Epistaxis, prqstra(;ao, hipergamaglobulinémia. Nao Neg pos Neg |  --—--
caquexia. T : a,7)
Sem uriandlise realizada.
Leucocitose, neutrofilia,
= = = Prostracao, hipertermia, > Pts. = Pos
D2 Ndo Ndo Néo Poliartrite. Sem proteinograma ou urianalise Ndo Neg Neg 405 | T
realizados.
Trombocitopénia,
Sim . . Lesbes peri-oculares, hiper(gama/beta/alfa)- x Pos | .. |
D3 4 em 4 meses Sim Sim poldria/polidipsia. globulinémia. Néo Duv 2,9) Neg
Sem uriandlise realizada.
= . . Descamacgéo nas . s ~ Pos 0
D4 N&o Sim Sim orelhas bilateral Hiperalfaglobulinémia. Né&o Pos (.7 Neg L. desde 2009!
Sim Caquexia, feridas nos membros Leucocitose, Pos Pos
D5 Sim Sim e bordo das orelhas, hipergamaglobulinémia. Né&o Pos | Lo | a0y | -
Irregular . - . ST - (3,6) (32,1)
onicogrifose, > LN popliteos. Sem uriandlise realizada.
Perda de peso, epistaxis, Anemia, hipoalbuminémia,
D6 Sim Sim Sim ma condig&o da pelagem, bilirubinémia, bilirubindria. NZo Pos Pos Pos |
Irregular Feridas cotovelos e tarsos; Sem proteinograma ou urianalise (2,9) (34,7)
mucosas palidas. realizados.
D7 Sim NZo sim Hlperqueratose das H|perggm§g|0bulln¢m|a. N&o Pos Pos Neg | -
Irregular almofadinhas plantares. Sem urianalise realizada. (4,0)
. = Hiperalfa/gamaglobulinémia,
D8 Né&o Sim Sim Ferlgja nos carpos queé nao > PTs. Né&o Pos Pos Pos |
cicatrizam, caquexia. L . (3,8) (28,3)
Sem uriandlise realizada.
sim Les®es peri-oculares, no bordo Sem alteragdes no hemograma uo
D9 Sim Sim das orelhas, virilhas, bg. Sem proteinograma ou urianalise Né&o Neg Neg Neg L. desde 2012!
4 em 4 meses . ;
tosse emetizante. realizados.
. . Sem andlises sanguineas. .
D10 Sim Sim Sim >LN ;ubmandlbular, ’edema > Ph e densidade urinéria. S|rr_1 Neg pos Neg L. desde 2012!
4 em 4 meses cervical e base da lingua. ) . Estadio Il 1,9
Sem proteinograma realizado.
Sim Caquexia, ma condigédo da pelagem Anemia, linfopénia, neutrofilia, Sim Pos Pos
D11 Né&o Sim a ! < petagem, trombocitose, Hematuria, proteindria, | Estadio Pos | o | oan |00
4 em 4 meses hiperqueratose cutanea, artroses. . ) PR (1,8) (23,4)
> ureia, Hiperalfa/gamaglobulinémia. I}
Caquexia, ma condi¢céo da pelagem Anemia, leucopénia,
D12 NZo NZo sim alopécia ore!has, > LN' sub-mandibulares > PT;, >Ureia e crea. Slrr_] Pos Pos Neg L desde 2004l
e popliteos, corrimento ocular Sem proteinograma ou urianalise Estadio Il (5,2)

sanguinolento, epistaxis.

realizados.

Legenda: Grupo D - Cées com Leishmaniose (e outras doencas); *1 - Informacéo obtida fora do &mbito deste estudo; LN - Linfonodos;

NN - Normocitica Normocromica; Crea - Creatinina; Pos - Positivo; Neg - Negativo; Duv - Duvidoso; L. - Leishmaniose.
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Anexo 3 - Continuagdo dos Resultados do Inquérito realizado aos proprietarios dos caes assistidos no HEFMV e Resultados

dos Exames Complementares de Diagnostico do Grupo C.

ID Infe¢cdes/Doencas Concomitantes Terapéutica em curso Eutanasia
D1 Epilepsia, Neoplasia das Fenobarbital (PO), Acetato de Osaterona (PO), Amoxicilina + Sim
glandulas hepatéides Acido Clavulanico (PO), Carprofeno (PO), Propentofilina (PO).
-, . . Tramadol (PO), Carprofeno (SC), =
D2 Pidbmetra, Carcinomas mamarios de grau Il Amoxicilina + Acido Clavulanico (SC). N&o
Prednisolona (PO), Alopurinol (PO), Glucantime (SC),
D3 Otite bilateral, Atopia Carprofeno (PO), Digluconato de Né&o
Clorhexidina (A), Aceponato de hidrocortisona (T).
D4 Alopurinol (PO) (irregular). Né&o
bs (e e N&o
be ( e e N&o
D7 | e e N&o
D8 Otites crénicas, Megaesofago, | N&o
Displasia do cotovelo
pe (e Alopurinol (PO). Nao
D10 Litiase vesical Alopurinol (PO), Firocoxib (PO), Omeprazol (PO). Nao
Doxiciclina (PO), Amoxicilina + Acido clavulanico (PO),
D11 Urolitiase Cloridrato de Tramadol (PO), Famotidina (PO), Sim
Cloridrato de Flavoxato (PO).
D12 IRC, Espondilopatia anquilosante | - Sim

Legenda: Grupo D - Cées com Leishmaniose (e outras doencas); PO - Via Oral; A - Via Auricular; SC - Via Subcutanea; T - Via topica.
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