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RESUMO

Detecdo da infecdo por Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., Ehrlichia
spp. e Dirofilaria immitis em gatos (Felis catus domesticus) por técnicas

parasitologicas diretas e seroldgicas no concelho de Alcochete

As doencas transmitidas por vetores (DTV), pela sua grande proliferagdo a nivel mundial,
sdo um problema que tem vindo a ganhar importancia nos ultimos anos. Estas doencgas séo

mais comuns em caes e a sua importancia na populacao felina ainda é pouco conhecida.

Na presente dissertacdo pretende-se detetar diferentes hemoparasitas e/ou anticorpos a
eles dirigidos, numa populagéo de 40 gatos oriundos do concelho de Alcochete. A pesquisa
de parasitas foi feita através de esfregagos de sangue para detecdo de Babesia spp.,
Hepatozoon spp., Ehrlichia spp. e microfilarias de Dirofilaria; exame de gota a fresco para
pesquisa de microfilarias de Dirofilaria; imunofluorescéncia indireta (IFl) para pesquisa de
anticorpos anti-Babesia spp., anti-Ehrlichia spp. e anti-Leishmania spp. e Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) para pesquisa de anticorpos anti-Dirofilaria immitis. N&o
foram visualizadas formas de parasitas nos esfregagos de sangue e 0 exame de gota a
fresco ndo revelou presenca de microfilarias. A dete¢do de anticorpos por IFI revelou
prevaléncias de 5% (2/40) para Babesia spp., 20% (8/40) para Ehrlichia spp. e 0% para
Leishmania spp. A pesquisa de anticorpos anti-Dirofilaria immitis pelo método de ELISA
revelou 0% de prevaléncia. Neste estudo foram avaliados varios fatores (caracteristicas
fisicas, habitat, anamnese, histéria clinica, presenca de ectoparasitas, programas de
profilaxia) e a sua influéncia sobre os resultados positivos. Os resultados obtidos mostraram
associacao estatistica significativa entre habitat, contacto com outros animais e alteracdes
no hemograma e a positividade a infecdo por Ehrlichia spp. e entre contacto com outros
animais e a positividade a infecdo por Babesia spp., apresentando valores de p menores
que 0,05.

Palavras-chave: gato, DTV, Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., Ehrlichia spp.
e Dirofilaria immitis, esfregacos sanguineos, IFI, ELISA e Alcochete.
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ABSTRACT

Detecting infection by Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., Ehrlichia spp.
and Dirofilaria immitis in felines (Felis Catus Domesticus) in the Alcochete District,

using parasitological and serological techniques.

Vector Borne Diseases (VBD), are of growing interest and concern recently, having become
more widespread. These diseases are more common in canines and their impact on feline
populations is still little known.

The present dissertation aimed to detect different types of hemoparasites or related anti-
bodies in a group of 40 cats in the Alcochete district. The analysis of the parasites was done
through blood smears for the detection of Babesia spp., Hepatozoon spp., Ehrlichia spp. and
Dirofilaria immitis; drop test for Dirofilaria immitis microfilariae; Indirect Immuno-Fluorescence
(IFI) to assess the presence of antibodies anti-Babesia spp., anti-Ehrlichia spp. and anti-
Leishmania spp. and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) to search for antibodies
anti-Dirofilaria immitis. No parasites were found in the blood smears and the fresh drop test
did not reveal the presence of microfilariae.

Detection by IFI indicated a 5% (2/40) prevalence for Babesia spp., 20% (8/40) prevalence
for Ehrlichia spp. and 0% prevalence for Leishmania spp. The ELISA method also indicated
0% prevalence for Dirofilaria immitis. The study evaluated different environmental elements
and physical characteristics of the cats (including their habitat, anamnesis, clinical history,
presence of ectoparasites, deworming and vaccination programs and changes in blood
count).The analysis assessed the possible influence of these elements on positive infection
results for the different VBD under study. The results showed a statistically significant
relationship between habitat, contact with other animals, changes in blood count and
infection by Ehrlichia spp. The study further showed a statistically significant relationship
between contact with other animals and positive results for infection by Babesia spp., with p
values under 0,05. Finally, a brief description of the clinical cases of animals that tested

positive using the IFI technique was presented.

Key words: cat, VBD, Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp., Ehrlichia spp. e

Dirofilaria immitis, blood smears, IFI and ELISA.
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CAPITULO I. INTRODUGCAO

A importancia e a frequéncia de algumas doencgas transmitidas por vetores esta a aumentar
na Europa, devido a vérios fatores humanos, animais e ambientais, entre eles altera¢des
biocliméaticas que favorecem o desenvolvimento dos vetores; alteracbes ambientais que
suportam o aumento numérico de populacdes de “novas” espécies reservatorio selvagens;
aumento do numero de animais “familiares” que acompanham os donos nas suas
deslocacdes de férias para areas endémicas e aumento da populacdo de cées e gatos de
rua, os quais nao recebem os cuidados de salde necessarios e o controle adequado de
doencas (Irwin, 2002; Vilhena et al., 2013; Pennisi, 2014).

O aquecimento global tem tendéncia a aumentar o periodo de risco para a infegdo e a
manter um alto nivel de incidéncia do mesmo. A sua importancia tem relevo, por exemplo na
escolha da altura correta para a implementacdo de medidas preventivas (Genchi, Rinaldi,
Mortarino, Genchi & Cringoli, 2009).

As doencgas transmitidas por vetores sdo doengas provocadas por uma grande variedade de
agentes patogénicos, que incluem bactérias, virus, protozoarios e helmintes, afetam
hospedeiros vertebrados e sdo transmitidas através de vetores artrépodes, principalmente
carragas, pulgas, mosquitos e fleb6tomos. Algumas doencas de transmisséo vetorial (DTV)
podem colocar em risco a vida dos felinos, podem desenvolver-se ap6s um periodo de
incubagdo muito longo e constituem um desafio de diagnoéstico particularmente devido aos
seus sinais clinicos pouco especificos (Beugnet & Marié, 2009; Otranto & Dantas-Torres,
2010).

E importante perceber que o conceito de doencas “raras” ou “exdticas” ja ndo é aplicavel.
Qualquer doenca pode aparecer em qualquer parte do mundo e é responsabilidade dos
veterinarios manterem um conhecimento atualizado destas doencas, saberem as tendéncias
de distribuicdo dos vetores locais e regionais e estarem a par dos destinos ou origem de
viagem dos seus clientes de modo a conseguirem alcan¢ar um diagndstico fiavel (Baneth et
al., 2012).

Ha pouca informacéo disponivel sobre a prevaléncia das DTV em gatos em Portugal, deste
modo pareceu interessante fazer um estudo de detecdo de prevaléncia de Vvarios
hemoparasitas transmitidos por vetores, entre eles Babesia spp., Hepatozoon spp.,
Leishmania spp., Ehrlichia spp. e Dirofilaria immitis. Os estudos de prevaléncia sao
importantes para determinar os agentes causadores de doenca clinica nas diversas areas
geograficas, podendo deste modo eleger um tratamento eficaz, direcionado e especifico e

instaurar uma profilaxia adequada.



Este trabalho ambiciona ainda tentar estabelecer associacfGes estatisticas significativas
entre diversos fatores (caracteristicas do animal, ambiente circundante, programas de
desparasitacdo, entre outros) e a presenca de positividade a infecdo provocada pelos

agentes em estudo.

Para enquadramento do assunto inicialmente sera apresentada uma breve revisdo
bibliogréfica sobre cada doenca provocada pelos hemoparasitas analisados, seguindo-se a
descricdo do trabalho experimental e por fim a discussédo dos resultados e consideractes

finais.



CAPITULO II: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - BABESIOSE FELINA

No final do século dezanove, o Dr. Victor Babes identificou microrganismos presentes nos
eritrocitos de gado na Roménia como causa da hemoglobinuria bovina ou redwater disease.
Mais tarde encontrou formas similares em eritrécitos de ovelhas. Estes elementos foram
posteriormente chamados de Babesia bovis e Babesia ovis respetivamente e o género foi
denominado Babesia em honra do Dr. Babes (Uilenberg, 2006). Babesia spp. sao
consideradas 0s segundos parasitas mais encontrados no sangue de mamiferos depois dos
tripanossomas e ha mais de cem espécies conhecidas, havendo informagéo limitada no que
diz respeito a reservatorios e vetores predominantes para cada uma delas (Schnittger,
Rodriguez, Florin-Christensen & Morrison, 2012; Esch & Petersen, 2013).

1.1 - Etiologia

A familia Babesiidae é caracterizada por parasitas intraeritrocitarios ndo-pigmentados que
se reproduzem dentro dos glébulos vermelhos dando origem a duas ou quatro células-filhas
(Boustani & Gelfand, 1996). Os géneros Babesia e Theileria pertencem ao filo Apicomplexa,
Classe Piroplasmea e ordem Piroplasmida (Homer, Aguilar-Delfin, Telford Ill, Krause &
Persing, 2000; Schnittger et al., 2012). As espécies de Babesia s&@o caracterizadas
morfologicamente como formas pequenas ou grandes, que vdo de redondas ou
subesféricas, a piriformes podendo formar um angulo agudo no interior do glébulo vermelho
(Navarrete & Nieto, 1999). Ha caracteristicas fenotipicas, tais como o tamanho dos
piroplasmas e o numero de células-filhas, que podem ajudar na identificacdo e diferenciacdo
de espécies durante o exame microscopico, tendo no entanto pouco valor em termos de
classificacdo taxonémica. Os piroplasmas podem ser distinguidos em dois grupos pelo seu
didametro: pequenas babésias e theilérias (cerca de 1,5 x 2 um) e grandes babésias (cerca
de 5 x 2,5 um). Todas as babésias de pequenas dimensdes assim como todos os parasitas
Theileria se dividem em quatro merozoitos (formacdo em cruz de Malta), enquanto que as
babésias de grandes dimensdes se dividem em dois merozoitos (Schnittger et al., 2012).
Quatro espécies de Babesia causam doencga clinica em gatos: B. felis, B. cati, B. leo e B.
microti-like (Jacobson, Schoeman & Lobetti, 2000; Shaw, Birtles & Day, 2001; Criado-
Fornelio, Martinez-Marcos, Buling-Sarafia & Barba-Carretero, 2003b; Bosman, Venter &
Penzhorn, 2007; Ayoob, Prittie & Hackner, 2010; Hartmann et al., 2013). Babesia felis ocorre
comumente nos felinos domésticos, podendo também afetar felinos selvagens (Criado-

Fornelio et al.,2003b; Penzhorn, Schoeman & Jacobson, 2004; Kumar, Shekhar, Haque &



Mahto, 2008). B. cati, tal como B. felis € uma forma pequena de babésia, normalmente
responsavel por quadros clinicos leves (Ayoob et al., 2010; Hartmann et al., 2013) e
encontrada principalmente na india (Mudaliar, Achary & Alwar, 1950, citado por Schoeman,
Lobeti, Jacobson & Penzhorn, 2001). B. leo é geneticamente similar a B. felis e € comum em
ledes na Africa do Sul (Bosman et al., 2007). Casos reportados de Portugal e Espanha
documentaram infe¢do natural por B. microti-like em gatos domésticos (Criado-Fornelio et
al., 2003b). Uma nova espécie denominada B. hongkongensis, foi descoberta em secc¢bes
de rim de um gato em Hong-Kong (Wong, Poon, Hui & Yuen, 2012). A classificacdo
taxondmica das espécies de Babesia que se baseava inicialmente apenas na morfologia dos
parasitas, tem vindo a ser atualizada com a introdugdo dos métodos moleculares que
identificam varias espécies de Babesia rotineiramente, as quais ndo eram possiveis de

identificar através da observacao microscopica (Schnittger et al., 2012).

B

Figura 1- Babesia spp. intraeritrocitaria (adaptado de Amella, 2006)

1.2 - Ciclo bioldgico

Ha pouca informacgéo sobre transmissao de babesiose em gatos e assume-se que todas as
espécies de Babesia sejam transmitidas através de uma carraca vetor. Carracas dos
géneros Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus, Amblyomma e Haemophysalis ja foram
identificadas como responsaveis de infestacdo de gatos e sdo provavelmente os vetores de
transmissdo (Ayoob et al., 2010). Quando as carracas infetadas se alimentam, os
esporozoitos sdo regurgitados para a corrente sanguinea do hospedeiro (Hartmann et al.,
2013). Neste, os parasitas aderem a membrana dos eritrcitos e invadem o citoplasma
celular onde formam trofozoitos, em forma de anel. O parasita replica-se nos eritrécitos e
forma merozoitos através de merogonia (Kumar et al., 2008; Schnitter et al., 2012). Estas
estruturas aparecem como inclusbes ligadas umas as outras nas suas extremidades

formando tetraedros (Hartmann et al., 2013). Os merozoitos podem sofrer divisbes
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adicionais formando oito ou mais parasitas na mesma célula e eventualmente podem
destruir a célula ficando livres na corrente sanguinea e disponiveis para invadir novas
células. Alguns merozoitos param a divisdo e transformam-se em gamontes ou pré-
gametocitos (Kumar et al., 2008; Ayoob et al., 2010; Schnitter et al., 2012). As carracas
alimentam-se de sangue infetado e ingerem os gamontes que se diferenciam em gametas,
0s quais se fundem e originam o zigoto, ocorrendo desenvolvimento sexual do parasita que
€ seguido de esporogonia nos tecidos da carraga, incluindo as glandulas salivares (Chauvin,
Moreau, Bonnet, Plantard & Malandrin, 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Esch &
Petersen, 2013). Aqui tem lugar um ciclo final de diferenciagdo e multiplicacdo originando
esporozoitos que vao infetar o hospedeiro vertebrado depois da carraca ter atingido o
proximo estadio, ocorrendo transmissédo transestadial, ou seja, a carraga infeta-se num
estadio evolutivo e transmite o parasita no estadio seguinte (por exemplo, a babésia é
adquirida em larva e é transmitida na fase de ninfa) (Boustani & Gelfand, 1996; Navarrete &
Nieto, 1999; Kumar et al., 2008; Chauvin et al., 2009). Em algumas Babesia spp., ha invaséo
dos ovarios e ovos e formam-se esporozoitos infetantes nas glandulas salivares da proxima
geracdo, originando transmissdo transovarica e assegurado a infecdo das geracoes
posteriores de carragas (Uilenberg, 2006; Kumar et al., 2008; Esch & Petersen, 2013). O
ciclo de vida da carraga é completado quando ocorre a deposi¢cdo de ovos e a morte da
carraga (Boustani & Gelfand, 1996; Esch & Petersen, 2013). A maturacdo dos esporozoitos
ocorre aquando da fixacdo da carraca, sendo necessario um tempo de fixacdo de 2-3 dias

antes que a transmissao possa ocorrer em gatos (Ayoob et al., 2010).

1.3 - Distribuigcao geogréfica e epidemiologia

A distribuicdo da babesiose é praticamente mundial, havendo sido diagnosticada em todos
0s continentes em maior ou menor grau (Navarrete & Nieto, 1999; Ayoob et al., 2010;
Schnittger et al., 2012; Bosman et al., 2013). A maior parte dos casos clinicos de babesiose
em gatos é provocada por Babesia felis e ocorrem em Africa, principalmente em zonas
costeiras (Jacobson et al., 2000; Schoeman et al., 2001; Criado-Fornelio et al., 2003b;
Penzhorn et al., 2004; Kumar et al., 2008; Ayoob et al., 2010; Hartmann et al., 2013). B. felis
ainda ndo foi reportada na Europa até a data (Hartmann et al., 2013), sendo a espécie
patogénica mais importante em gatos. Ocorre usualmente em gatos com menos de 3 anos
de idade sem qualquer predilecdo de sexo ou raca (Jacobson et al., 2000; Schoeman et al.,
2001; Kumar et al., 2008). Além da transmissdo usual através de carracas, também ocorre
transmisséo iatrogénica através de transfusfes de sangue (Hartmann et al., 2013). Quanto a
transmissd@o vertical, a avaliacdo de esfregagos de sangue obtidos de gatinhos recém-

nascidos de mées infetadas ndo revelou parasitémia, no entanto, um estudo efetuado por



Jacobson et al. (2000) documentou um caso de transmissao vertical (Ayoob et al., 2010). A
viruléncia é determinada primariamente pela espécie de parasita envolvida (Hartmann et al.,
2013). Uma grande variedade de animais selvagens tem vindo a ser infetada por Babesia
spp., incluindo, entre outros, ledes, linces, panteras, elefantes, girafas, antilopes,
rinocerontes e algumas aves. Apesar da prevaléncia destas infe¢cbes entre os animais
selvagens estar a aumentar, as infegbes subclinicas parecem ser regra geral e 0s casos
clinicos reportados estdo relacionados com stress ou introdugdo de animais criados em
areas livres de carracas em regibes com carracas infetadas (Schoeman et al., 2001;
Schnittger et al.,, 2012). A babesiose tem carater sazonal ndo por si mesma mas como
consequéncia da sazonalidade dos vetores, no entanto nos locais onde as condicdes
favoraveis (temperatura e humidade) se mantém durante todo o ano, esta sazonalidade
perde-se (Navarrete & Nieto, 1999). O(s) vetor(es) para as espécies de Babesia em gatos
ainda nao foram completamente identificados (Ayoob et al., 2010; Schnittger et al., 2012;
Hartman et al., 2013). As fontes de parasitas sdo os ixodideos infetados, os doentes com
babesiose e sobretudo os denominados portadores saudaveis que sao constituidos pelos
carnivoros que embora estejam parasitados ndo apresentam sinais clinicos (Navarrete &
Nieto, 1999).

1.4 - Patogenia

A patologia que o género Babesia inflige ao hospedeiro varia consideravelmente consoante
as diferentes espécies e subespécies envolvidas e também com o estado imunitario
individual, idade, infecdes concomitantes e resposta a infe¢ao (Irwin, 2009; Ayoob et al.,
2010; Solano-Gallego & Baneth, 2011). O periodo de incubacao reportado para B. felis é 3-
28 dias (Ayoob et al., 2010). O nivel de parasitémia estd dependente da imunocompeténcia
do hospedeiro, cronicidade da infecdo e presenca de doenca concomitante, ndo estando
necessariamente relacionado com a gravidade dos sinais clinicos e podendo persistir por
semanas ou meses (Boustani & Gelfand, 1996; Ayoob et al., 2010). A anemia hemolitica
pode ser resultado da lise direta dos globulos vermelhos devido a replicacéo intracelular dos
parasitas o que causa uma combinagdo de hemdlise intra e extravascular (Solano-Gallego &
Baneth, 2011). O envolvimento hepatocelular resulta primariamente da anemia uma vez que
esta origina hipoxia do parénquima hepatico que por sua vez provoca necrose centrolobular
com aumento da atividade enzimatica associada. Estas alteragBes hepéticas podem
também originar colestase secundaria que resulta do aumento de volume celular provocado
pelos danos hepaticos que por sua vez vai fazer a compressdo dos canaliculos biliares e
consequente hiperbilirrubinémia (Penzhorn et al., 2004; Ayoob et al., 2010). Foi observada

hiperglobulinémia em gatos, que pode ser descrita como uma combinacdo das proteinas da



fase aguda e crénica que sdo produzidas em resposta aos antigénios do parasita (Penzhorn
et al., 2004). A imunidade as espécies de Babesia é dependente da reagdo imune
desenvolvida em resposta aos eritrocitos infetados ou merozoitos livres mas na maior parte
dos casos ndo ha eliminacdo do parasita. Os gatos que recuperam dos sinais clinicos
normalmente permanecem portadores cronicos (Ayoob et al., 2010; Esch & Petersen, 2013;
Hartmann et al., 2013).

1.5 - Sinais Clinicos e alteracdes analiticas

Manifestacbes comuns da infecdo aguda por Babesia spp. em diferentes hospedeiros
incluem febre, anemia, hemoglobindria, ictericia, letargia e anorexia sendo que o estado
cronico é geralmente sem sinais clinicos (Ayoob et al.,, 2010; Solano-Gallego & Baneth,
2011). Em contraste com a babesiose noutros animais domésticos, a babesiose felina tende
a ser menos grave, nao € associada a pirexia e a ictericia € um achado ocasional (Futter &
Belonje, 1980, citado por Penzhorn et al., 2004; Baneth et al., 2004; Navarrete & Nieto,
1999; Jacobson et al., 2000; Schoeman et al., 2001). Os sinais clinicos sdo mais comuns em
jovens adultos (Schoeman et al., 2001; Schoeman & Leisewitz, 2006) e incluem prostracao,
perda de peso, mau estado geral, seguido de anemia, edema, hemoglobindria,
hepatomegalia, esplenomegalia, vémitos, diarreias, sinais clinicos respiratérios, dificuldades
locomotoras, mialgias, paralisia, paresia e incoordenacao (Breitschwerdt, 1995; Navarrete &
Nieto, 1999; Schoeman et al., 2001; Penzhorn et al., 2004; Kumar et al., 2008; Ayoob et al.,
2010; Bosman et al., 2013). A maioria dos sinais clinicos ocorre como consequéncia da
anemia regenerativa macrocitica, hipocrémica, a qual é de origem multifatorial, induzindo
inOmeras respostas imunes que podem levar a disfuncdo organica multipla (Navarrete &
Nieto, 1999; Kumar et al., 2008; Ayoob et al., 2010). Muitos dos casos que apresentam febre
tém doenca concomitante diagnosticada (Hartmann et al., 2013). Nos adultos a
apresentacdo é normalmente crénica com reaparecimento da doenca quando ha diminuicao
das resisténcias do hospedeiro, como consequéncia de stress, intervencdo cirdrgica,

gravidez, doencas concomitantes entre outros (Navarrete & Nieto, 1999).

As alteracbes do hemograma geralmente demonstram um decréscimo no
hematdcrito, hemoglobina e numero de eritrécitos; anemia, normalmente macrocitica
hipocrémica associada a anisocitose, poiquilocitose e reticulocitose. N&o ha alteracdes
caracteristicas na contagem de leucdcitos (quando estas existem estdo normalmente
associadas a doenga ou infecdo concomitante) e a trombocitopénia é um achado
inconsistente (Shoeman et al., 2001; Penzhorn et al., 2004; Wells, 2012; Hartmann et al.,
2013). Em alguns casos foi observada uma elevagcdo moderada das transaminases

hepaticas e aumento da concentragdo da bilirrubina total (Schoeman et al., 2001; Penzhorn
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et al., 2004; Kumar et al.,, 2008; Wells, 2012). Outras infecdes concomitantes reportadas
incluem a hemobartonelose cujos sinais clinicos sdo muito semelhantes a babesiose felina;
a infecdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e pelo virus da leucemia felina (FeLV)
(Jacobson et al., 2000; Schoeman et al., 2001; Kumar et al., 2004; Shoeman & Leisewitz,
2006; Ayoob et al., 2010).

1.6 - Diagnéstico

O diagnéstico clinico ndo é absolutamente fiavel, uma vez que nenhum dos sinais clinicos é
patognomonico, muito pelo contrario, sdo sinais clinicos gerais, compativeis com Vvarios
processos de diferentes etiologias. O diagndéstico clinico deve sempre ser associado ao
diagnédstico epidemiolégico e laboratorial para chegar a um diagnéstico assertivo e fiavel
(Navarrete & Nieto, 1999). Deve suspeitar-se de babesiose num paciente com febre de
origem desconhecida que viveu ou viajou para locais endémicos, especialmente quando ha
historia de parasitismo por carraca. O método mais rapido de diagndstico passa pelo
esfregaco sanguineo e identificagdo do agente nos eritrocitos (Boustani & Gelfand, 1996;
Irwin, 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011). O diagnoéstico laboratorial inclui a observagéo
de esfregacos sanguineos corados, testes seroldgicos e métodos moleculares (Kumar et al.,
2008; Ayoob et al., 2010; Hartmann et al., 2013).

1.6.1 — Detecdo do parasita em esfregaco de sangue corado

O diagndstico é baseado na identificacdo do parasita num esfregaco de sangue. B. felis (0,9
x 0,7 pum) tem cerca de um terco do tamanho de B. canis (2,7 x 1,7 um) e os parasitas sdo
redondos ou irregularmente circulares. Cruzes de Malta (células-filhas individuais dispostas
em forma de cruz) sédo ocasionalmente observadas. A maioria dos eritrécitos contém apenas
um parasita mas em infecbes graves podem estar presentes dois e em diferentes fases de
desenvolvimento (Vilhena et al., 2013). A detecdo de Babesia spp. em esfregacos
sanguineos corados tem sido a técnica de diagnéstico padrao durante muitos anos. Este
método é fiavel quando h& presenca de parasitémia moderada ou alta mas quando esta &
baixa ou no caso de portadores cronicos, este método é pouco sensivel e nao
recomendado. E aconselhada a avaliagdo rotineira de esfregacos de sangue em gatos sem
sinais clinicos oriundos de zonas endémicas tendo sempre em conta a limitacdo deste teste
devido a incapacidade de identificagdo de géneros ou espécies uma vez que a morfologia
dos parasitas € muito semelhante (Ayoob et al., 2010; Solano-Gallego & Baneth, 2011).
Esfregacos realizados a partir de sangue capilar (ponta da orelha) podem ser benéficos na

exibicdo das formas grandes de Babesia e normalmente contém maior nimero de parasitas



versus esfregacos realizados a partir de sangue de veia central. Um esfregaco fresco é
recomendado para um diagnéstico preciso de infecdo (Ramsey, Gunn-Moore & Shaw, 2001;
Solano-Gallego & Baneth, 2011). Tanto Haemobartonella como os parasitas Babesia s&o
melhor identificados com uma coloracdo de Romanovski (Jacobson et al., 2000; Kumar et
al., 2008; Hartmann et al., 2013).

1.6.2 — Métodos moleculares

Os meétodos moleculares incluem a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés
polimerase chain reaction — PCR). E uma técnica de diagndstico sensivel e especifica que
deteta a presenca do DNA/RNA do parasita. Esta detecéo é possivel em sangue e outros
tecidos organicos, quer no hospedeiro vertebrado quer no invertebrado (Ayoob et al., 2010).
E particularmente Util na detecdo da infe¢cdo em cées e gatos com parasitémia baixa e para
a determinac@o de espécies de parasitas (Shaw et al., 2001; Ayoob et al., 2010; Solano-
Gallego & Baneth, 2011).

1.6.3 — Métodos seroldgicos

A serologia pode indicar uma infecdo persistente atual ou antiga. O teste de
imunofluorescéncia indireta é o teste mais comumente usado para a babesiose canina
(Solano-Gallego & Baneth, 2011), no entanto, reacdo cruzada com diferentes tipos de
Babesia pode ocorrer assim como com outros tipos de parasitas protozoarios. Resultados
falsos negativos sdo possiveis em animais muito jovens, pacientes imunodeprimidos ou em
casos de infecdo agudas muito recentes, aonde ainda n&o houve tempo para o
desenvolvimento da resposta imunitaria (Ayoob et al., 2010). Resultados positivos em areas
endémicas devem ser interpretados com alguma precaucao pois pode ocorrer um nivel alto
de anticorpos em portadores sem sinais clinicos, assim como em animais previamente

expostos e tratados (Ayoob et al., 2010).

1.7 - Tratamento

No que diz respeito ao tratamento da babesiose, 0 objetivo é a cura clinica e resolugédo da
anemia, em conjunto com a reducao da parasitémia, uma vez que a esterilizacdo de infecédo
ndo é realista (Ayoob et al., 2010). Gatos sem sinais clinicos com parasitémia devem ser
monitorizados clinica e hematologicamente a intervalos regulares, ndo sendo necessario
tratamento na auséncia de sinais clinicos ou de anemia. O Unico farmaco fidedigno e

consistentemente efetivo contra B. felis € o antimalarico fosfato de primaquina. A dose de



0,5 mg/kg via oral, uma a trés vezes com intervalos de 7 dias ou inje¢cdes Unicas de 0,5a 1
mg/kg resultam numa reducéo drastica da parasitémia e aumento do hematocrito em 3 dias
(Shoeman & Leisewitz, 2006). Causa frequentemente vomitos quando é administrado
oralmente e é letal em doses que excedam 1mg/kg (Potgieter, 1981, citado por Penzhorn et
al., 2004; Ayoob et al., 2010). Alguns clinicos usaram esfregacos de sangue para determinar
a duracdo do tratamento. Todas as babésias pequenas (B. felis em particular) séo
relativamente refratarias a terapéutica e o tratamento repetido pode ser necessario para
controlar as infecbes. O fosfato de primaquina ndo esteriliza a infecdo e o estado de
portador pode persistir por anos (Kumar et al., 2008; Ayoob et al., 2010; Hartmann et al.,
2013). Muitos clinicos referiram que o uso de fosfato de primaquina durante periodos
prolongados ndo demonstrou efeitos adversos mas na realidade o tratamento deve ser
baseado nas alteracBes clinicas e hematologicas em vez de na presenca Unica de parasitas
(Ayoob et al., 2010). A doxiciclina é um adjuvante Util para o fosfato de primaquina uma vez
gque as tetraciclinas sédo efetivas contra babésias pequenas em algumas circunstancias, séo
bastante seguras e tém um espectro antibacteriano largo para combater outras infecdes
concomitantes. Como terapia de suporte destacam-se suplementos vitaminas/minerais,
fluidoterapia, corticoterapia, suporte hepatico e transfusbes de sangue (Jacobson et al.,
2000; Ayoob et al., 2010). As formas grandes de Babesia sdo comumente tratadas com

dipropionato de imidocarb com boa resposta clinica (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

1.8 - Profilaxia

A prevencdo da babesiose assenta maioritariamente nos tratamentos acaricidas topicos e
ambientais no intuito de reduzir a exposi¢ao a carracga vetora e transmissao patogénica para
0 gato. Os ectoparasiticidas topicos ou repelem carracas e previnem a sua fixacdo ou
matam as carracas entre 24-48 horas apés aplicacdo. A diminuicdo da carga parasitaria
ambiental pode ser conseguida através do uso de formulagdes acaricidas de libertacdo lenta
convencionais aplicadas por spray ou p6é (Kumar et al., 2008; Solano-Gallego & Baneth,
2011). Uma vez que os gatos ndo toleram a permetrina, é necessario usar outro tipo de
farmacos (fipronil, por exemplo). A vacina contra a babesiose tem sido utilizada nos bovinos
e caninos com graus variaveis de sucesso mas ndo existem até a data vacinas para felinos
(Hartmann et al., 2013). Dado que as espécies de Babesia sdo transmitidas por transfusdes
de sangue, é altamente recomendado a testagem dos dadores de sangue de uma forma
regular (Taboada & Merchant, 1995; Kumar et al., 2008; Solano-Gallego & Baneth, 2011).
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1.9 — Importancia em saude publica

A primeira epidemia de babesiose conhecida ocorreu provavelmente em tempos biblicos e €
referida como uma praga divina que infetou o gado do fara6 Ramsés Il (Exodo 9:3). A
babesiose humana causada por varias espécies de Babesia é uma zoonose importante
emergente (Homer et al.,, 2000). A manifestacdo das infe¢cbes varia de assintomatica até
risco de vida dependendo do estado imunolégico do hospedeiro. Em pacientes
esplenectomizados ou de qualquer modo imunocomprometidos, assim como em recém-
nascidos ou geriatricos, as infecdes agudas podem originar complicacdes que envolvem
hemdlise grave, instabilidade hemodindmica, dispneia aguda, disfungcdo multiorganica e
podem levar & morte (Schnittger et al., 2012). Apesar de varias espécies de Babesia terem
sido implicadas em infegbes humanas em todo o mundo, a situagdo de saude publica mais
complicada passa-se na América do Norte e é devida a B. microti (Homer et al., 2000).
Recentemente, o primeiro caso autdctone confirmado de babesiose humana por B. microti
foi confirmado na Europa (Solano-Gallego & Baneth, 2011). As raz8es para o aumento da
babesiose humana s&o complexas envolvendo provavelmente alteragcbes ecoldgicas,
aumento do conhecimento da doenga, aumento do numero de individuos suscetiveis tais
como agueles infetados com HIV ou imunodeprimidos e a transmissdo do parasita Babesia
spp. por transfusdo sanguinea. Até agora, infecdbes humanas causadas por espécies de
Babesia que infetam cdes e gatos ainda ndo foram reportadas. Um estudo realizado em
Itdlia identificou seis amostras de sangue recolhidas de donos de gatos que foram positivas
para Babesia microti, colocando a hip6tese de os gatos poderem ser reservatorios para este
parasita (Spada et al., 2014). Os cades e 0s gatos sdo nossos companheiros préximos e
servem como fonte de carracas infetadas para os humanos e roedores (Solano-Gallego &
Baneth, 2011). A prevencdo passa por evitar regides endémicas, principalmente no caso de
pessoas imunodeprimidas ou esplenectomizadas. Roupas apropriadas, repelentes e exame

corporal diario sdo também importantes para evitar a doenga (Boustani & Gelfand, 1996).

2 - HEPATOZONOSE FELINA

Este parasita foi identificado pela primeira vez no sangue de um gato doméstico na India por
Patton em 1908 e denominado Leucocytozoon felis domestici. A infecdo por Hepatozoon
spp. € frequentemente identificada em cdes mas ndo em gatos (Vilhena et al., 2013; Baneth,
2011). H4 46 espécies diferentes de Hepatozoon descritas em mamiferos, muitas vezes
baseadas no registo de um novo hospedeiro. E possivel que haja varias espécies ou
estirpes geograficamente distintas de hepatozoon que s&o similares em morfologia e podem
infetar cdes e gatos (Baneth, Aroch, Tal & Harrus, 1998; Baneth et al.,2013).
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2.1 - Etiologia

Hepatozoon spp. pertencem ao filo Apicomplexa, familia Hepatozoidae e sao
filogeneticamente relacionadas com os piroplasmas e hemosporinideos (Mathew et al.,
2000; Baneth & Shkap, 2003; Baneth, 2011). O género Hepatozoon foi denominado apés a
detecdo de merontes no figado de ratos de laboratério (Miller, 1908 citado por Baneth,
2011). Inicialmente denominado Leucocytozoon felis domestici, este parasita felino foi
depois transferido para o género Hepatozoon e foi colocada a hipétese de os parasitas
Hepatozoon spp. dos gatos, chacais e hienas serem indistinguiveis de Hepatozoon canis,
que infeta caes, devido a semelhanca morfologica (Wenyon, 1926, citado por Baneth et al.,
2013). A classificacdo de Hepatozoon spp. encontrada nos gatos domeésticos nao € rigorosa
e muitos estudos referem-se com cautela a parasitas semelhantes a Hepatozoon ou
Hepatozoon spp. sem se comprometerem com espécies definidas (Klopfer, Nobel &
Neuman, 1973; Baneth et al., 1998; Rubini, Paduan, Perez, Ribolla & O Dwyer, 2005;
Bortoli, André, Braga & Machado, 2011). Os gamontes tém forma oval, medem cerca de 4,8
um por 9,9 um e o seu tamanho é ligeiramente mais pequeno do que no cao (5 um por 10
um) (Salakij, Salakij, Narkkong, Sirinarumitr & Pattanarangsan, 2008). Com a técnica
molecular de PCR foi feita a amplificagdo de DNA deste parasita a partir de sangue felino e
estas sequéncias foram designadas como H. felis e depositadas no GenBank (Criado-
Fornelio et al., 2006; Ortufio, Castella, Criado-Fornelio, Buling & Barba-Carretero, 2008;
Baneth et al., 2013). Hepatozoon americanum € encontrado no Sul dos Estados Unidos e é
transmitido por Amblyomma maculatum (Irwin, 2002). A identificacdo precisa das espécies
de Hepatozoon baseada somente na morfologia ou patogenicidade é dificil (Kubo, Miyoshi &
Yasuda, 2006)

2.2 - Ciclo de vida

As espécies do género Hepatozoon sdo parasitas com um artropode hematdéfago como
hospedeiro definitvo e um vertebrado como hospedeiro intermediario estando
principalmente presentes nas regides onde a infe¢do canina por este parasita também existe
(Baneth, 2011; Baneth et al., 2013). Ao contrario de outras doencas transmitidas por
carracas, a infecdo por Hepatozoon em cées ocorre pela ingestdo de Rhipicephalus
sanguineus infetados (os parasitas ndo estdo localizados nas partes bucais da carraca) e
presume-se que 0 mesmo aconteca com os gatos (Shaw et al., 2001; Holman & Snowden,
2009; Baneth et al., 2013). Um estudo efetuado por Baneth et al. (2013), indicou que a
infecdo felina é primariamente causada por uma espécie morfologicamente e geneticamente
distinta, Hepatozoon felis e tem predilecdo para infetar tecidos musculares (Kubo et al.,

2006). A reproducdo sexuada do parasita ocorre no invertebrado hematéfago e a
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multiplicacdo assexuada, com merogonia seguida de gametogonia, tem lugar no hospedeiro
vertebrado (Holman & Snowden, 2009; Baneth, 2011). Os hospedeiros definitivos ficam
infetados com gamontes de Hepatozoon contidos nos leucocitos infetados do hospedeiro
vertebrado. Em cerca de 6 semanas Varias centenas de esporozoitos infetantes
desenvolvem-se em esporocistos dentro dos oocistos no hospedeiro definitivo a medida que
este vai atingindo o estado adulto. Depois da ingestdo do invertebrado, os esporozoitos dos
oocistos sao libertados no trato gasto-intestinal do carnivoro, entram na circulacdo e séo
transportados para o musculo estriado onde o parasita se desenvolve nas células
fagociticas hospedeiras entre os miécitos. Os parasitas formam esquizontes cuja aparéncia
de “cebola” é causada pelas camadas de mucopolissacarideos a volta do organismo. Os
parasitas multiplicam-se assexuadamente por merogonia e 0s merozoitos séo libertados nos
tecidos circundantes desencadeando uma reacdo inflamatéria grave. Em cerca de 4
semanas, os leucécitos infetados com os parasitas, principalmente neutréfilos, podem ser
detetados no sangue periférico (Holman & Snowden, 2009; Baneth, 2011). O ciclo de vida

do H. canis pode ficar completo em 81 dias (Baneth, 2011).

2.3 — Distribuicdo geogréafica e epidemiologia

A sua distribuicdo geogréfica alargada pode ser devida a transmissédo através de alguns
vetores ubiquitarios tais como pulgas, carracas e acaros ou por outras vias de transmissao
bem sucedidas tal como a transmissao transplacentaria (Baneth, 2011; Baneth et al., 2013).
Os hospedeiros definitivos para Hepatozoon spp. séo invertebrados sugadores de sangue,
incluindo carracas, pulgas, mosca tsé-tsé, mosquitos, piolhos, entre outros (os vetores da
hepatozoonose felina ndo sdo conhecidos). Como hospedeiros intermediarios ja foram
identificados anfibios, repteis, passaros, marsupiais e mamiferos com registo de 139
espécies registadas s6 em cobras e apenas 39 em mamiferos (Baneth, 2011). Embora a
transmissdo por ingestdo do hospedeiro definitivo contendo oocistos maturos pelo
vertebrado intermediério seja a forma de infecdo mais comum, outros modos de transmissao
sdo possiveis permitindo a estes parasitas a sua disseminagdo em habitats naturais por
diversas vias. Foi demonstrado que algumas espécies de Hepatozoon séo transmitidas pela
predacdo de um vertebrado por outro hospedeiro vertebrado infetado (ingestdo de

cistozoitos, cistos monozdicos ou dizéicos) (Smith, 1996; Baneth, 2011).

2.4 - Patogenia

No caso de H. canis, quando h& ingestdo do vetor, os esporozoitos sdo libertados no

intestino e penetram na parede intestinal. Os esporozoitos invadem as células
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mononucleares e disseminam-se através do sangue ou linfa para érgaos alvo que incluem a
medula 6ssea, baco, linfonodos e outros 6rgdos incluindo o figado, rins e pulmdes (Baneth,
2011). A infecao pode ser associada a patologia do musculo esquelético ou miocardio cuja
lesdo é caracterizada histologicamente por grande namero de neutréfilos, assim como de
macrofagos nos granulomas que se desenvolvem tipicamente em um més apos a infecdo
(Baneth et al., 1998). Foram encontradas formas parasitarias (dete¢do por PCR do DNA do
parasita) noutros locais tais como bago, medula éssea, linfonodos, figado, pancreas, rim,
pulmdes fetais e liqguido amnidtico (Baneth et al., 2013). O nivel de parasitémia é
normalmente baixo nos gatos, com menos de 1% dos neutréfilos e mondcitos a conterem
gamontes (Baneth et al., 1998). AlteracBes laboratoriais incluem neutrofilia intensa,
monocitose, anemia, azotémia e aumento da enzima muscular creatinina quinase (Baneth et
al., 1998). A colonizacdo do parasita pode induzir inflamacdo piogranulomatosa tecidular
originando doenca clinica (Lappin, 2003). Regra geral, a resposta inflamatéria provocada
pelos merontes no tecido muscular ndo é exuberante (Klopfer et al., 1973; Baneth et al.,
2013).

2.5 = Sinais clinicos e alteragdes analiticas

A hepatozoonose felina parece ser subclinica na maior parte dos casos (Baneth et al, 2013).
Uma grande variedade de sinais clinicos foram encontrados em gatos com infe¢cdo por
Hepatozoon spp., tais como letargia, anorexia, estomatite, gengivite, pirexia, perda de peso,
corrimento oculo nasal e ictericia (Baneth et al., 1998, Rubini et al., 2005). Hepatozoon
americanum, mais patogénico, pode causar ataxia, fraqueza, atrofia muscular e doenca
sistémica em caes. O curso da doenca é variavel com alguns caes a responderem ao

tratamento e outros a desenvolverem complicagdes fatais (Irwin, 2002).

2.6 - Diagnéstico

O diagnostico, tal como em outras infecdes transmitidas por artrépodes realiza-se pela
demonstracdo do organismo intra-leucocitario com morfologia caracteristica no sangue
periférico ou em esfregaco de medula 6ssea (Shaw et al., 2001; Baneth, 2011). Os
gamontes s@o encontrados no citoplasma de neutréfilos e mondcitos e tém uma forma elitica
(Baneth, 2011). Leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda é a observacdo
hematoldgica mais frequente. A trombocitopénia ndo € comum a menos que haja co-infecdo
com Ebhrlichia spp. Pode haver presenca de anemia ndo regenerativa, normocromica,
normocitica (Lappin, 2003). O teste de IFl e o teste de ELISA constituem ferramentas de

diagnostico de infecdo por Hepatozoon spp. (Baneth, 2011). O teste PCR para H. canis no
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sangue parece ser uma técnica de diagnéstico sensivel (Baneth, 2011) e o PCR quantitativo
(qPCR) permite a estimativa da concentragéo inicial do DNA alvo, o que € importante para
estimar o estado de portador (Criado-Fornelio et al., 2007).

2.7 - Tratamento

Nos gatos € recomendada a terapia com doxiciclina (5mg/kg) durante 14-21 dias (Shaw et
al., 2001).

2.8 — Profilaxia

O controlo das carracas € a melhor forma de prevencédo (Lappin, 2003).

2.9 — Importancia em saude publica

Nao h& evidéncia de transferéncia zoonética deste parasita de animais infetados para

pessoas.

3 - LEISHMANIOSE FELINA

O primeiro caso de leishmaniose felina em Portugal foi descrito por Costa-Durdo, Rebelo,
Peleteiro, Correia & Simbes (1994). Entre 1977 e 2014 foram publicados 46 casos clinicos
nos quais a leishmaniose foi confirmada em gatos por métodos seroldgicos e/ou
parasitolégicos (Ozon et al., 1998; Navarro et al., 2010; Pennisi, 2014). A maioria dos casos
ocorreram em zonas endémicas e com maior frequéncia no Brasil, Portugal, Espanha,
Franca, Suica, Italia, Alemanha, Israel e Irdo (Poli et al., 2002; Maia, Nunes, & Campino,
2008; Colado & Pérez, 2010; Gramiccia, 2011). O primeiro caso de leishmaniose felina foi
descrito em 1912 na Algéria, numa habitacdo onde um cao e uma crian¢ca também estavam

infetados (Sergent et al., 1912 citado por Maia et al., 2008).

3.1 - Etiologia

Leishmania spp. € um protozoério flagelado pertencente ao género Leishmania (ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) (Ready, 2014) que causa doencgas cutaneas,
mucocutaneas e viscerais nos cdes, humanos e outros mamiferos (Colado & Pérez, 2010;
Gramiccia, 2011). As espécies de Leishmania definem-se como protozoarios heteroxenos

com fase promastigota (forma fusiforme, extracelular com um flagelo livre na extremidade
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anterior, 14-25 x 1,5-3 um) no inseto vetor e fase amastigota (forma oval, intracelular, 2,5-5 x
1,5-2 ym) no macroéfago (e por vezes também em mondcitos e neutréfilos) do hospedeiro
vertebrado (Moreno, Nieto & Rodriguez, 1999; Gramiccia, 2011; Pereira da Fonseca,
Saraiva-Marques, Basso & Garrido, 2013). A diferenca de espécies no género Leishmania
tem constituido um problema pois a morfologia do parasita ndo € um critério Gtil para a
especiacdo. Atualmente j4 se identificaram entidades taxonomicas distintas (subespécies,
complexos, zimodemes) e utilizam-se varias nomenclaturas. O modelo taxonémico mais
amplamente aceite é aquele baseado na identificagdo de isoenzimas. A mobilidade
eletroforética de um grupo determinado de isoenzimas permite individualizar um zimodeme
gque é considerado como a entidade taxonémica basica para a classificacdo atual do género
Leishmania (Moreno et al., 1999; Campino et al., 2006). O zimodeme MON-1 é o mais
frequentemente reportado e é responsavel pela leishmaniose zoondética afetando humanos,
caninos, felinos e outros hospedeiros. A maioria dos casos clinicos de leishmaniose felina
reportados na Europa incluem-se neste zimodeme (Cardoso, Lopes, Sherry, Schallig &
Solano-Galego, 2010; Maia et al., 2010; Gramiccia, 2011).

3.2 - Ciclo bioldgico

O ciclo biolégico de Leishmania infantum tem lugar em dois tipos de hospedeiro, um
vertebrado e outro invertebrado (Baneth, Day, Roura & Shaw, 2005; Corrales & Moreno,
2006; Pennisi et al., 2013). Os vetores naturais de leishmania séo insetos da subfamilia
Phlebotominae, familia Psychodidae da qual se conhecem mais de seiscentas espécies
distribuidas por todas as zonas geograficas do mundo. Na Europa, os vetores de L. infantum
sdo sempre do género Phlebotomus, sendo as espécies P. perniciosus e P. ariasi as mais
importantes na transmissdo (Moreno et al., 1999; Maia & Campino, 2011). Os protozoarios
do género Leishmania replicam-se por divisdo binaria e alguns autores descrevem a rara
existéncia da reproducgdo sexual (Tomas & Roméo, 2008). O parasita adquire ao longo do
ciclo duas formas bem diferenciadas: uma mével e flagelada no fleb6tomo, denominada
promastigota e outra imével, intracelular, sem flagelo denominada amastigota no hospedeiro
vertebrado. O ciclo completo no hospedeiro invertebrado dura cerca de vinte dias. Quando
um fleb6tomo infetado se alimenta de um hospedeiro vertebrado, inocula formas flageladas
do parasita que penetram nos macrofagos da derme, visceras e membranas mucosas. Os
promastigotas transformam-se rapidamente em amastigotas no interior de vacuolos
citoplasméticos destas células e multiplicam-se. Quando o macréfago esta repleto da-se a
sua rutura e a consequente libertacdo dos amastigotas que sdo depois fagocitados por
outros macrofagos. Estas células parasitadas com amastigotas podem ser ingeridas por

outro flebétomo e convertem-se em promastigotas no tubo digestivo do artrépode, local
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onde se multiplicam ativamente. Durante este processo de multiplicacdo os promastigotas
sofrem uma série de transformagdes que culminam com a aparicdo dos promastigotas
metaciclicos, as formas infetantes que o fleb6tomo inocula no hospedeiro vertebrado
aquando da refeicdo sanguinea. Deste modo se encerra o ciclo biolégico do parasita
(Moreno et al., 1999; Corrales & Moreno, 2006; Afonso & Alves-Pires, 2008; Pennisi et al.,
2013).

Os fleb6tomos séo insetos muito pequenos com uma longitude corporal inferior a 3 mm e
hébitos alimentares noturnos ou crepusculares (Afonso & Alves-Pires, 2008). Apenas as
fémeas destes insetos transmitem o parasita, uma vez que sé estas efetuam refeicbes
sanguineas de que necessitam para desenvolver o seu ciclo gonotrofico (Moreno et al.,
1999; Tomas & Romao, 2008). Nos paises mediterranicos e Asia, estes insetos sdo mais
ativos durante os meses quentes, desde a primavera até aos meses de Outono e na
América Latina podem ter atividade durante todo o ano. Nao percorrem grandes distancias e
geralmente ndo voam mais do que 1 quilometro do seu local de conceg¢do (Moreno et al.,
1999; Afonso & Alves-Pires, 2008).

3.3 — Distribuicéo geografica e epidemiologia

A leishmaniose visceral zoondética (LVZ) é endémica em 88 paises, incluindo Portugal
(World Health Organization [WHOQ], 2000; Solano-Gallego et al., 2007; Chatzis et al., 2014).
Em Portugal ja foi descrito a presenca de Leishmania infantum e recentemente de
Leishmania major (Pereira da Fonseca et al, 2013). Os gatos s&o naturalmente infetados
pelas mesmas espécies que afetam o cdo e os humanos em todo o mundo: L. infantum na
zona mediterranica, Irdo e Brasil; L. mexicana no Texas, EUA; L. braziliensis no Brasil e
Guiana Francesa; L. amazonensis no Brasil e L. venezuelensis na Venezuela (Schubach et
al., 2004; Souza et al., 2005; Hatam et al., 2010; Trainor, Porter, Logan, Hoffman &
Snowden, 2010; Vides et al., 2011; Rougeron, Catzeflis, Hide, Meels & Bafuls, 2011,
Gramiccia, 2011). O cdo doméstico € o principal hospedeiro reservatoério de L. infantum na
Europa, Norte de Africa e Asia e atualmente a leishmaniose visceral humana e a
leismaniose canina causadas por L. infantum sdo os tipos de leishmaniose com maior
importancia médica e veterinaria na Europa (Ready, 2014). No entanto, o papel do gato
como possivel hospedeiro reservatorio do agente da LVZ ainda ndo esta claro (Pereira da
Fonseca et al., 2013). Alguns autores consideram que o gato é um hospedeiro acidental
enquanto outros sugerem que os felinos podem atuar como potenciais hospedeiros
reservatorios (Ayllon et al., 2008b; Maia et al., 2008; Maia & Campino, 2011). Os dados,
baseados em estudos epidemiolégicos e casos reportados, que sugerem o papel de

hospedeiro reservatério alternativo sdo (1) o facto de poderem ser infetados por Leishmania
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e ndo desenvolverem a doenca; (2) presenca de parasitas no sangue periférico; (3) sdo uma
fonte de sangue e conseguem transmitir parasitas a um vetor competente; (4) co-habitam
com humanos e (5) gatos doentes infetados com leishmania ndo recuperam sem terapéutica
apropriada (Gramiccia & Gradoni, 2005; Maroli et al.,, 2007; Maia et al., 2010; Maia &
Campino, 2011). Os gatos tém comportamentos caracteristicos que podem contribuir para a
exposicdo ao vetor: sdo predadores noturnos, deslocam-se num raio de 1,5 km da
residéncia e podem usar florestas como territério de caca, constituindo elementos ideais
para a ligacdo entre os animais silvestres e domésticos (Soares, Duarte & Sousa, 2014).

Ocasionalmente, em algumas espécies de mamiferos, a transmissédo pode ser feita através
de transfusGes de sangue (Solano-Gallego et al., 2009), via venérea e por via congénita
(Owens et al., 2001; Baneth et al., 2005; Silva et al., 2009; Quinnelli & Courtenay, 2009).

Vérios fatores contribuiram para o desenvolvimento desta parasitose nos ultimos anos, entre
eles, as alteragdes climaticas, a detioragéo das condigbes socio-econdmicas, as alteragdes
no habitat natural dos hospedeiros e vetores, a presenca de condigdes imunossupressoras
dos hospedeiros vertebrados e a resisténcia dos parasitas e dos vetores aos farmacos

profilaticos (Pereira da Fonseca et al., 2013).

3.4 - Patogenia

Apo6s a inoculagdo das formas infetantes e fagocitose das mesmas pelas células do sistema
macrofagico fagocitico, ha rompimento dos macrofagos, as formas amastigotas libertam-se
e penetram noutras células do hospedeiro disseminando-se através dos 6rgaos do sistema
hemolinfatico até a pele produzindo uma infecao generalizada (Moreno et al., 1999; Poli et
al., 2002; Colado & Pérez, 2010). Alguns autores defendem que os gatos tém um certo grau
de resisténcia natural a infecdo por leishmania na auséncia de outros processos
imunossupressores (Poli et al., 2002; Maia et al., 2010), sendo a forma de doenga cutanea
mais comum, com baixa producdo de anticorpos (Pereira da Fonseca et al.,, 2013). A
leishmaniose em gatos parece envolver a resposta imune celular, com ativacdo dos
macrofagos para a destruicdo das formas intracelulares amastigotas. Os titulos altos de
anticorpos, usualmente presentes em cées e também em alguns gatos sintomaticos, nédo
conferem imunidade contra a doencga (Barbéri, 2006). No entanto, algumas investigacdes
mostraram que gatos com titulos altos de anticorpos anti-Leishmania apresentaram
positividade diminuida para a presenca de DNA detetado através de PCR (realizado em
amostras de sangue inteiro congelado), o qual mostrou positividades mais altas em gatos
com titulos de anticorpos reduzidos (Martin-Sanches et al., 2007; Costa et al., 2010). Estes
factos corroboram a hipétese de que a resposta imune dos gatos difere daquela observada

em cdaes justificando o grande numero de gatos sem sinais clinicos infetados e a
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manifestacdo clinica variavel da doenca, mostrando que as lesdes ocorrem antes da
producdo de anticorpos (Martin-Sanches et al.,, 2007; Soares et al., 2014). As lesdes
microscopicas caracterizam-se por inflamag¢do granulomatosa difusa, com macrofagos
contendo numerosos amastigotas e um numero variavel de linfocitos e plasmadcitos (Hervas
et al., 1999; Poli et al., 2002; Marcos et al., 2009; Navarro et al., 2010).

3.5 - Sinais clinicos e alteracdes analiticas

Os gatos geralmente ndo apresentam sinais clinicos (Maia & Campino, 2011), podendo
existir uma resisténcia natural do gato a infecao (Hervas et al., 1999; Poli et al., 2002), e
quando se observam sinais clinicos é mais frequente a presenca de quadros de
leishmaniose cutanea (Maroli et al., 2007). Os quadros de leishmaniose visceral sdo muito
raros (Poli et al., 2002, Gramiccia, 2011). Os sinais clinicos podem traduzir-se por lesdes
cutdneas disseminadas, nédulos nos pavilhdes auriculares e nariz, lesdes proliferativas
interdigitais, dermatite generalizada, alopécia e descamacéo (Hervas et al., 1999; Pennisi,
2002; Maroli et al., 2007; Navarro et al., 2010; Gramiccia, 2011; Pennisi et al., 2013). Os
sinais de leishmaniose visceral podem ser hepato e esplenomegalia, ictericia, gastro enterite
linfoplasmocitaria e linfoadenomegalia generalizada (Ozon et al., 1998; Shaw et al., 2001;
Pennisi, Venza, Reale, Vitale & Giudice, 2004; Marcos et al., 2009; Costa et al., 2010).
Sinais oculares como Ulceras exsudativas da coOrnea, panuveite e panoftalmia ja foram
descritos (Leiva, Lloret, Pefia & Roura, 2005; Navarro et al., 2010; Richter, Schaarschmidt-
Kiener & Krudewig, 2014).A insuficiéncia renal foi reportada em gatos com leishmaniose, no

entanto ndo ha provas da sua relacao (Navarro et al., 2010).

As alteracdes laboratoriais podem incluir anemia, leucopénia e trombocitopénia (Leiva et al.,
2005; Maroli et al., 2007; Marcos et al.,, 2009; Pennisi et al., 2004), aumento da ureia e
creatinina séricas (Pennisi et al., 2004; Navarro et al., 2010) e hipergamaglobulinémia
(Pennisi et al., 2004; Marcos et al., 2009).

3.6 - Diagndstico

Os sinais tipicos incluem Ulceras ou lesdes nodulares no nariz, l1abios, orelhas, palpebras e
alopécia. Ha pouca informacéao sobre o método diagnostico ideal em gatos, logo, tudo o que
se aplica nesta espécie é extrapolado dos caes (Gramiccia, 2011). As andlises de sangue
podem revelar hiperglobulinémia e aumento das enzimas hepaticas (Pennisi et al., 2013).
Deve sempre suspeitar-se de leishmaniose felina em gatos que habitem ou viajem para
zonas endémicas com apresentacdo clinica de linfonodos aumentados, dermatite
nodular/ulcerativa/esfoliativa, uveite, anemia, pancitopenia, hiperproteinémia e

hipergamaglobulinémia (Marcos et al., 2009; Gramiccia, 2011). Os casos de leishmaniose
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descritos em gatos tém sido diagnosticados mediante métodos parasitologicos, serolégicos

e moleculares (Colado & Pérez, 2010; Gramiccia, 2011).

3.6.1 — Métodos parasitolégicos diretos

O diagnostico definitivo implica a demonstragédo de formas amastigotas livres ou no interior
de macréfagos em biopsias de tecidos infetados (Poli et al., 2002) ou em esfregacos
aspirados de ganglios linfaticos, baco ou figado, de pele ou medula 6ssea (Maia, Ramada,
Cristévao, Gongalves & Campino, 2009; Colado & Pérez, 2010). Os linfonodos popliteos
parecem ser o 6rgdo de eleicdo para a colheita de amostras, mesmo comparado com a
puncdo da medula Ossea, bago e figado (Costa et al., 2010). Por vezes os estudos
citoldgicos podem revelar poucos ou nenhuns parasitas em animais com sinais evidentes de
doenca (Colado & Pérez, 2010). As técnicas de imunohistoquimica podem ser usadas para

a confirmacgéo do exame histopatologico (Navarro et al., 2010).

3.6.2 — Métodos seroldgicos

As técnicas seroldgicas disponiveis para o diagnéstico de leishmaniose felina séo a IFlI,
ELISA, Teste de Aglutinacdo Direta (DAT) e Western Blot (Cardoso et al., 2010; Gramiccia,
2011; Pennisi et al., 2013). Os testes de IFl e ELISA sdo caracterizados por baixa
sensibilidade e alta especificidade para a detecdo de gatos infetados, ou seja, sdo muito
Uteis quando o resultado é positivo mas ndo sao adequados para estudos epidemioldgicos
de infegdo felina por L. infantum (Chatzis et al., 2014). Nos cdes com infegdo natural,
normalmente os anticorpos aparecem antes de se observarem 0s sinais clinicos. Em geral,
o titulo de anticorpos em gatos € menor do que nos caes (Poli et al., 2002; Gramiccia &
Gradoni, 2005; Maia & Campino, 2011). A falta de producdo ou a producdo baixa de
anticorpos especificos pode ser relacionada com o fato de que a maioria dos casos clinicos
de leishmaniose felina apresentam-se sob a forma cutanea e néo visceral (Poli et al., 2002),
ndo sofrendo estes animais de um desequilibrio do sistema imunitario que origina uma
sobreproducdo de anticorpos, como acontece no cdo (Maia & Campino, 2011).
Investigagcbes prévias ndo encontraram uma associagdo entre o estado clinico do gato
(saudavel ou doente) ou a presenca de Vvarios sinais clinicos e os resultados da serologia
(Chatzis et al., 2014).

A IFI & considerada o “gold standard” do diagndstico seroldgico de LVZ. E um teste com
elevada sensibilidade (83% - 100%) e especificidade (74% - 100%) para doentes
sintomaticos em casos de leishmaniose canina e humana. Contudo, apresenta

desvantagens que incluem a baixa sensibilidade em pacientes sem sinais clinicos, possiveis
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reacdes cruzadas com outros agentes patogénicos (Trypanossoma cruzi, Ehrlichia spp.,
Rickettsia spp. e Toxoplasma spp.) (OIE, 2008; Garrido,2012) e o facto da avaliagdo da
intensidade da fluorescéncia ser subjetiva em titulos positivos baixos (Solano-Gallego et al.,
2007; Gramiccia, 2011). Como os gatos infetados por Leishmania frequentemente
apresentam um nivel baixo de anticorpos especificos, a serologia convencional ndo é
suficientemente fiavel nesta espécie. O diagnostico laboratorial da leishmaniose felina nao
se deve basear somente em métodos seroldgicos (Pereira da Fonseca et al., 2013).

3.6.3 — Métodos moleculares

As técnicas moleculares baseadas em PCR sdo amplamente utilizadas, isoladamente ou em
associacdo com outros testes serologicos e parasitologicos (Cardoso et al., 2010;
Gramiccia, 2011). A sua alta sensibilidade faz deste teste uma boa opgdo para a
confirmacdo do diagnéstico e para a dete¢cdo de animais sem sinais clinicos (Gramiccia &
Gradoni, 2005). A técnica de PCR pode ser aplicada a diversos materiais biol6gicos como
medula éssea, linfonodos, bago, pele, sangue e amostras histopatologicas (Pereira da
Fonseca et al.,, 2013) Nos casos de leishmaniose cuténea, se forem recolhidas amostras
viscerais (linfonodos, medula 6ssea ou sangue periférico) e examinadas através de técnicas
moleculares, os resultados sdo muitas vezes positivos, mostrando um envolvimento visceral

na doenca (Gramiccia, 2011).

3.7 - Tratamento

Ha muito pouca informacdo publicada sobre o tratamento farmacolégico da leishmaniose
felina. Dois casos descritos na Suica foram tratados com alopurinol a uma dose de 10 mg/kg
a cada 12 horas. Num dos casos foi necessério reduzir a dose para metade devido a
alteracdes hepaticas. A administracao continuada de alopurinol normalmente tem eficacia
clinica mesmo em gatos FIV positivos (Pennisi et al., 2013). Em Itélia foi também instituida
terapia com alopurinol num gato com sucesso clinico mas insuficiente na erradicacdo da
doenca (Pennisi et al., 2004). A terapia oral com alopurinol ou injecdes subcutédneas de
antimoniato meglumina ja foram incluidas na terapéutica da leishmaniose felina né&o
havendo no entanto informacéo farmacoldgica ou farmacodindmica (Navarro et al., 2010;
Pennisi, 2014). Basso et al. (2013) reportaram um caso de leishmaniose felina no qual o uso
de antimoniato de N-metilglucamina em associagdo com alopurinol, originou a cura clinica e

a diminui¢do da carga parasitaria.
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3.8 — Profilaxia

A eficiéncia na prevencdo do contacto entre vetor e hospedeiro é o mais importante de
modo a evitar a refeicdo de sangue pelo vetor e assim diminuir o risco de transmisséo da
infecdo (Brianti, 2014). Uma das medidas mais importantes consiste na reducdo dos habitats
dos fleb6tomos perto do local onde o dono e o seu animal habitam, tomando especial
atencdo ao correto acondicionamento do lixo como forma de redugdo das areas de
multiplicac&o dos vetores (Pereira da Fonseca et al., 2013).

Manter os gatos dentro de casa durante o periodo de atividade dos fleb6tomos (desde o
anoitecer ao amanhecer) pode trazer beneficios, assim como colocar redes mosquiteiras
nas janelas em zonas de alto risco, utilizacdo de inseticidas de aplicacdo ambiental,
eletrocutores e aparelhos de ultrassons repelentes de insetos (Colado & Pérez, 2010,
Pereira da Fonseca et al., 2013). Os piretréides que atuam como repelentes do vetor sédo

téxicos para gatos (Maia et al., 2014a).

Estudos realizados por Otranto et al. (2013) demonstraram que a coleira Seresto®, que
possui uma combinagdo de imidaclopride (10%) e flumetrina (4,5%) confere uma protecéo
de longa duracgédo contra infe¢do por L. infantum em cées, constituindo uma boa estratégia
para diminuir a frequéncia e disseminagdo desta infecdo. Estando esta coleira também
disponivel para gatos, € provavel que o mesmo efeito de diminuigcdo de infecdo aconteca
nos gatos, constituindo assim uma boa medida profilatica, embora ndo haja estudos

comprovando a sua eficacia em fleb6tomos.

3.9 — Importancia em saude publica

A leishmaniose humana é a terceira doenca transmitida por vetor mais importante, depois da
malaria e da filariose linfatica (Solano-Gallego et al., 2009; WHO, 2010). No homem
distinguem-se trés tipos principais de leishmaniose: cutanea, mucocutanea e visceral,
presentes em diversas regides do mundo (Tomas & Romé&o, 2008; Trainor et al., 2010; Esch
& Petersen, 2013). Em Portugal, assim como em toda a bacia mediterranea, a maioria dos
casos sao de leishmaniose visceral que adquirem mais impacto em doentes
imunodeprimidos (Tomas & Romao, 2008). Um estudo realizado por Fonseca (2010), no
qual foi comparada a seroprevaléncia de anticorpos anti- Leishmania infantum entre um
grupo de proprietarios de cédes com leishmaniose e outro grupo de proprietérios de cées
sem leishmaniose, concluiu que a co-habitacdo com animais infetados ndo era um fator de

risco.

Embora o cdo seja o principal reservatorio de L.infatum nos paises da bacia mediterrénea,

0 aumento da prevaléncia de infecdo por Leishmania em gatos verificado nos ultimos anos e
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frequéncia com que os parasitas tém sido detetados no sangue periférico aliado ao facto dos
gatos constituirem uma fonte alimentar dos fleb6tomos sugere a importancia do gato como
hospedeiro alternativo aos caes em zonas endémicas de Leishmaniose, tendo um papel
relevante na transmisséo e disseminacéo da doenca (Cardoso et al., 2010; Maia & Campino,
2011). Deste modo, mais estudos deveréo ser realizados para que se possa esclarecer qual
o verdadeiro papel do gato no ciclo biolégico de Leishmania spp.

O impacto da leishmaniose na saude publica foi classificado pela Organizacdo Mundial de
Saude como uma das doencas tropicais mais negligenciadas com uma estimativa de
incidéncia anual de 1-1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutanea e 500.000 casos de

leishmaniose visceral (Desjaux, 1996 citado por Gramiccia, 2011).

4 — ERLIQUIOSE FELINA

Apesar de a erliquiose ter sido primeiro reconhecida como uma doenca de caes na Algeria
em 1935, foi nos anos oitenta que a infe¢do de felinos foi bem documentada. Mais tarde
apareceram investigacdes que elucidaram a importancia desta doengca em gatos e o
reconhecimento da erliqguiose como uma doenca potencialmente fatal em humanos (Cohn,
2003). A primeira evidéncia da ocorréncia natural da erliquiose em gatos foi apresentada em
1986 por Charpentier e Groulade em Franga, que observaram morulas de Ehrlichia spp.

num esfregaco de sangue periférico.

4.1 - Etiologia

As erliquias sdo cocos pleomérficos gram-negativos capazes de causar doenca em
humanos e em varias espécies de animais domésticos e selvagens. Estes organismos
requerem transmissdo através de vetores e sdo encontrados em vacuolos membranares
dentro do citoplasma das células hospedeiras infetadas, principalmente leucdcitos medindo
0,5 x 1,5 um (Bjoersdorff, Svendenius, Owens & Massung, 1999; Harrus, Bjdersdorff &
Shaw, 2005). Este tropismo néo é absoluto, ou seja, a infe¢cdo pode ocorrer em mais do que
um tipo de célula. Véarios organismos previamente incluidos no género Ehrlichia foram
reclassificados e colocados noutros grupos. A familia Anaplasmataceae contém quatro
géneros: Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia e Wolbachia (Dumler et al., 2001; Cohn, 2003;
Stich, Schaefer, Bremer, Needham & Jittapalapong, 2008). Ja foram descritas espécies de
Ehrlichia em gatos, baseadas em provas moleculares e serolégicas em varios paises
(Breitschwerdt et al., 2002; Lappin et al., 2006). O aumento dos relatos de casos de infe¢gbes

provocadas por estes agentes em felinos reforga a necessidade de mais estudos para definir
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quais as espécies que infetam gatos e qual a participacdo destes na epidemiologia da

erliquiose (Correa et al, 2011).

4.2 — Ciclo bioldgico

A erliquiose é transmitida aos mamiferos através das secrecdes salivares da carracga,
havendo transmissao transestadial (ocorre quando o agente patogénico € adquirido numa
fase imatura da carraca — larva ou ninfa — e é transmitido pelo estadio de desenvolvimento
subsequente), logo é necessaria uma refeicdo de sangue para ocorrer a transicao de larva
para ninfa e de ninfa para adulto (estes ultimos também fazem uma refeicdo de sangue para
completar o ciclo de vida) (Shaw et al., 2001; McQuiston, McCall & Nicholson, 2003; Harrus
et al., 2005; Stich et al., 2008). As carracas imaturas tém que se alimentar em animais
infetados para adquirir a bactéria e transmitir a infecdo para o proximo estadio de vida
(McQuiston et al., 2003). Dado que uma unica carraga pode servir como vetor transmissor
de mais do que um tipo de agente infecioso, 0 mesmo hospedeiro pode ficar co-infetado
com multiplos agentes patogénicos (Breitschwerdt et al., 2002). A transmissdo por co-
feeding é um modo de transmisséo distinto da transmisséo sistémica, que ocorre gquando
vetores infetados e ndo infetados se alimentam numa proximidade espacio-temporal no
mesmo hospedeiro reservatorio. Durante a refei¢cdo, as carragcas produzem feromonas que
atraem outras carracas em fases evolutivas diferentes, dentro da mesma espécie de
carraca, para mesmo local de alimentacédo (Randolph, 2005). Neste tipo de transmisséo, o
hospedeiro atua como uma ponte transitria entre carracas infetadas e nao infetadas,
facilitando assim a troca de agentes patogénicos (Randolph, 2011; Voordouw, 2015). A
transmissao por co-feeding foi demonstrada em dois grupos de bactérias transmitidas por
carracas: bactérias do género Ehrlichia e bactérias pertencentes ao complexo genoespécie

Borrelia burgdorferi s. . (sensus latus) (Voodouw, 2015).

4.3 — Distribuic&o geografica e epidemiologia

Ehrlichia canis foi a primeira riquétsia reportada em animais e provavelmente a melhor
estudada. Este organismo € encontrado por todo o mundo apesar da infecdo ser mais
prevalente nos climas mais quentes (Harrus et al., 2005). Infe¢cbes persistentes permitem
que os hospedeiros vertebrados sirvam como reservatorios para as carragas. Ao contrario
das infe¢cdes agudas transmitidas por artropodes, a natureza crénica desta doenca significa
que ndo tem uma incidéncia sazonal grande (Cohn, 2003; Harrus et al., 2005). Esta doenca
€ raramente reportada em gatos e € de dificil diagndstico devido aos seus sinais clinicos

vagos e variaveis. A idade dos gatos afetados varia dos 2 aos 10 anos, independentemente
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da raca ou sexo (Breitschwerdt, 1995; Cohn, 2003; Lappin, 2006). Recentemente foi
demonstrado por PCR que h& pelo menos duas formas de erliquiose felina: uma causada
por Ehrlichia canis com inclusbes nas células mononucleares (erliquiose monocitica) e outra
causada por Anaplasma (Ehrlichia) phagocytophilum, a qual é associada a inclusées nos
neutrdéfilos (erliquiose granulocitica), esta Ultima tendo possivelmente implicag6es zoonéticas
(Cohn, 2003; Ebani & Bertelloni, 2014). A erliquiose monocitica € bastante mais reportada
do que a erliquiose granulocitica (Cohn, 2003). Ainda ndo estdo definidas as vias de
transmisséo da infecao natural (Shaw et al., 2001; Ebani & Bertelloni, 2014), sendo provavel
que a exposicdo a artrépodes e ingestdo de roedores sejam as principais causas de
contaminacdo dos felinos naturalmente infetados (Correa et al.,, 2011). A distribuicdo
geografica das espécies de Ehrlichia esta intimamente relacionada com a distribuicdo dos
seus vetores (Maia et al., 2014b). Regra geral, as carracas Ixodes sdo vetores mais
provaveis para a forma granulocitica e as carragcas Rhipicephalus, Amblyomma ou
Dermacentor transmitem a forma monocitica de Ehrlichia spp. (Neer, Breitschwerdt, Greene
& Lappin, 2002). Apesar de morulas morfologicamente semelhantes a E. canis terem sido
detetadas em células mononucleares de gatos, é desconhecido o fato se outro organismo
deste grupo infeta gatos (Reine, 2004; Harrus et al., 2005). Sabe-se que os gatos parecem
ser menos predispostos as infestagfes por carragas e aos parasitas transmitidos por estas
do que os caes. Parece que os felinos tém uma suposta resisténcia inata as infecdes o que
pode limitar o desenvolvimento da doenga ou comprometer a transmissdo de agentes

infeciosos entre carracas e gatos (Shaw et al., 2005).

4.4 - Patogenia

Pouco se sabe sobre a patogénese ou implicagdes imunopatoldgicas que a infecdo crénica
por Ehrlichia spp. em gatos provoca (Shaw et al., 2001). A parasitémia nesta espécie € bem
menor do que em cdes (Shaw et al., 2005). Algumas referéncias sobre infecéo por E. canis
em gatos mostraram alteracfes tais como hipoplasia ou displasia da medula Ossea
acompanhada por pancitopénia ou anemia e trombocitopénia (Breitschwerdt et al., 2002).
Baseado em achados clinicos e laboratoriais a patogenia desta doenca parece ser similar a
Erliquiose Monocitica Canina (EMC), a qual, apos infecdo experimental, tem uma fase
aguda que se inicia 10 dias depois (podendo ir de 8 a 20 dias) e envolve a passagem do
agente para a corrente sanguinea e linfatica, alojando-se no interior de macréfagos,
principalmente do figado, bago, ganglios linfaticos e medula 6ssea, onde se replica por
divisdo binaria formando agregados de células caracteristicos denominados morulas (Harrus
et al., 2005). O curso da doenca normalmente divide-se em trés fases: aguda, subclinica e

cronica (Sykes, 2010). A fase aguda pode durar uma a quatro semanas e € normalmente
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seguida de uma fase subclinica que pode durar meses a anos (Harrus et al., 2005; Stich et
al., 2008; Little, 2010). Alguns animais infetados recuperam espontaneamente da infecéo e
outros evoluem para a forma crénica da doenca (Harrus et al., 2005). Nao se sabe se os
gatos ficam persistentemente infetados ou desenvolvem uma reagédo imunomediada como
resultado da infegdo cronica, como acontece com os cdes (Shaw et al., 2001). Na fase
aguda da erliquiose, a anemia € relacionada com a supressédo da producéo de eritrocitos e
sua destruicdo acelerada. Por outro lado, na fase crénica a anemia ocorre devido a
hipoplasia da medula 6ssea (Braga, André, Freschi, Teixeira & Machado, 2012). Os
mecanismos através dos quais estes organismos induzem alteracdes na medula 6ssea,
principalmente hipoplasia e mielofibrose sdo pouco conhecidos (Breitschwerdt et al., 2002).
Um gato que tenha sido infetado por Ehrlichia spp. ndo deve ser usado como dador de
sangue pois ndo se sabe se a infecdo € completamente eliminada (Reine, 2004, Little,
2010).

4.5 — Sinais clinicos e altera¢gdes analiticas

A sua apresentacao classica € caracterizada por depresséo, letargia, perda moderada de
peso e anorexia (Breitschwerdt, 1995; Stubbs, Lappin, Holland & Wheeler, 1998; Bjoersdorff
et al., 1999; Legendre, 2002; Cohn, 2003; Litte, 2010; Sykes, 2010). Quando presentes, as
hemorragias manifestam-se através de petéquias dérmicas, equimoses ou ambas e na
maior parte dos casos estdo associadas com trombocitopénia e trombocitopatia (Neer et al.,
2002; Little, 2010). Pode também haver presenca de febre, hiperestesia, dor articular,
palidez das membranas mucosas, esplenomegalia, dispneia e linfoadenomegalia
(Breitschwerdt, 1995; Tarelllo, 2002; Ebani & Bertelloni, 2014). Outras alteracbes
inespecificas incluem conjuntivite (Shaw et al., 2001; Little, 2010), edema da regido ventral
do pescoco e doenga pulmonar intersticial moderada (Breitschwerdt et al, 2002). A anemia é
uma alteracdo laboratorial comum e normalmente é ndo regenerativa (Neer et al., 2002)
podendo estar associada a leucopenia ou neutrofilia, linfocitose, eosinofilia, monocitose e
trombocitopénia intermitente. As alteragbes bioquimicas séo raras exceto a hiperproteinémia
e hiperglobulinémia que estdo registadas com uma elevada frequéncia (Stubbs et al., 1998;
Legendre, 2002; Neer et al., 2002).

4.6 - Diagnostico

O diagndstico de erliquiose normalmente inicia-se com a avaliagdo clinica de um paciente
que pode apresentar febre e dor. Uma historia pregressa de exposi¢do a carragas € um

hemograma que revele trombocitopénia vao ajudar a aumentar a suspeita de infe¢do (Little,
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2010). Nao ha um método isolado para o diagnostico desta doenca. Em vez disso, o
diagndstico é alcangado com Vvarios graus de certeza através da combinacgdo de indicadores
clinicos e hematoldgicos, evidéncias serolégicas e confirmagdo molecular. A infecdo por
Ehrlichia spp. pode assemelhar-se a muitas outras infecées e condi¢cdes ndo-infeciosas e a
sua apresentacao clinica é variavel (Cohn, 2003). As doencas causadas por Ehrlichia spp.
fazem sempre parte do diagnéstico diferencial de casos onde se verifica poliartropatia de
inicio agudo ou diatese hemorragica, no entanto, estes achados séo inespecificos e
inconsistentes. Os achados laboratoriais, também inespecificos, incluem trombocitopénias,
eosinofilia, hiperproteinémia e hiperglobulinémia, anemia nao regenerativa pouco marcada e
hipoalbuminémia ligeira (Breitschwerdt, 1995; Colado & Perez, 2010). A cultura destes
organismos intracelulares é dificil e cara, sendo usada primariamente no campo da
investigacdo em vez de ser uma ferramenta de auxilio no diagndstico clinico (Cohn, 2003).
Outros fatores que podem provocar trombocitopénia em gatos tais como doencas
autoimunes, metastases ou tumores malignos, doencas infeciosas provocadas pelo FIV e
pelo FeLV e infe¢des por protozoarios (Leishmaniose e Babesiose) devem ser levados em
conta como diagnosticos diferenciais de erliquiose felina (Braga et al., 2013). Por agora o
diagndstico assenta na exclusdo de outras causas para o quadro clinico em gquestdo em
combinagcdo com a identificagdo da morula nas células sanguineas periféricas, evidéncia
seroldgica de exposicdo a estes agentes ou demonstracdo por PCR do DNA e também pela
resolucdo dos sinais clinicos apdés a terapia antimicrobiana apropriada (Little, 2010).

4.6.1 — Detecéo do parasita em esfregaco de sangue corado

Ocasionalmente, a observacao microscopica de esfregacos de sangue revela inclusdes
intracitoplasmaticas (morulas), originando um diagnéstico direto imediato da doenca (Shaw
et al., 2001). No entanto, as mérulas ndo estdo presentes em grande nimero nas células de
animais infetados mesmo na presenca de doenca clinica grave. O tropismo celular deste
organismo condiciona o tipo de célula (mononuclear, granulocitica ou trombocitica) que ira
conter a morula (Little, 2010). O uso de técnicas de concentragcdo tais como o exame de
buffy coat maximizam a hipétese de identificacdo da moérula (Cohn, 2003). A ocorréncia
pouco comum de inclusdes intracitoplasmaticas que formam moérulas em granuldcitos ou
mondcitos faz com que o diagnostico de erliquiose felina baseado na observacdo de
esfregacos de sangue seja um método pouco sensivel (Legendre, 2002) no entanto, o
esfregaco de sangue é um indicador preliminar importante. Sempre que sejam visualizados
formas do parasita (as mérulas tém dimensdes aproximadas de 0,5 x 1,5 um), a combinacéo

da histéria pregressa, exame clinico e hematologia de rotina fornecem alguma certeza para
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o estabelecimento de um diagndstico em casos de erliquiose aguda (Bjéersdorff et al., 1999;
McQuiston et al., 2003).

4.6.2 — Métodos serolégicos

As técnicas serolégicas sdo as provas mais comumente usadas para confirmagdo do
diagndstico das doengas provocadas por Ehrlichia spp. Estes testes ndo detetam o
organismo mas sim 0s anticorpos reativos. Um titulo positivo confirma a exposi¢cdo ao
organismo mas pode ser observado apdés eliminagdo do mesmo, durante a fase subclinica
da infecdo assim como durante a fase ativa da infe¢do. Do mesmo modo, um titulo negativo
ndo descarta a doenca devido ao atraso inerente na producdo da resposta imunolégica
humoral de anticorpo face a uma infecdo aguda (Cohn, 2003; Little, 2010). Sempre que
possivel deve-se obter duas amostras: uma na fase aguda e outra na fase de
convalescenca, com cerca de 3 semanas de intervalo (McQuiston et al., 2003). Deste modo,
na auséncia de sinais clinicos compativeis com erliquiose, um anico titulo positivo deve
apenas ser considerado como sugestivo de uma infegéo prévia (Bjoersdorff et al., 1999). As

técnicas mais usadas sdo a IFl e ELISA.

4.6.3 — Métodos moleculares

O PCR usa primers ou sequéncias iniciadoras (pequenos segmentos de nucleétidos que
encaixam em areas do DNA do organismo) de modo a amplificar a por¢do do DNA desse
organismo. Os primers usados para detetar estes organismos podem ser genéricos ou
espécie-especificos. Os primers genéricos detetam muitos microrganismos relacionados
dentro do mesmo género enquanto que os primers especificos s6 detetam uma espécie em
particular. Os laboratorios comerciais hormalmente usam primers genéricos (Cohn, 2003).
Um resultado negativo neste teste pode ser dificil de interpretar e ndo deve ser usado para
excluir presenca de infecdo. Os resultados negativos podem ocorrer quando 0S organismos
em circulacdo estdo abaixo do nivel de detecéo (acontece quando as infe¢cbes progridem ou
depois do inicio da terapia antibiotica) ou podem estar sequestrados no baco (Legendre,
2002; Bettenay, Lappin & Mueller, 2007; Little, 2010). Devido ao facto de o resultado positivo
depender do organismo ser encontrado no sangue periférico, as amostras de sangue devem
sempre ser colhidas antes do tratamento (Little, 2010). O PCR é (til para distinguir animais
tratados com titulos de IFI persistentes altos dos animais tratados sem sucesso com infe¢éo
por E. canis persistente. A técnica de PCR deve ser usada em conjunto com a técnica
seroldgica e ndo em vez da mesma, para o diagnaostico inicial de erliquiose em animais néo

tratados (Neer et al., 2002). Num estudo realizado por Breitschwerdt et al. (2002) foi
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confirmada a infecdo com um organismo semelhante a E. canis em trés gatos através da
amplificacdo por PCR. Todas as trés sequéncias eram idénticas entre si e eram 100%
semelhantes a E. canis isolada a partir de cées. A sensibilidade do método de PCR para
identificacdo de gatos com doenca leve ou crénica é desconhecida (Legendre, 2002).

4.7 - Tratamento

Quando h& uma forte suspeita de erliquiose, baseada em achados clinicos e
epidemioldgicos, os médicos e 0s veterinarios ndo deveriam esperar pela confirmagéo
laboratorial da infecdo para instaurar a terapia pois os testes realizados numa fase precoce
da infecdo podem ser negativos e o adiamento do tratamento pode resultar em doenca
grave (McQuiston et al., 2003). O uso de tetraciclinas tem sido o tratamento de escolha para
infecbes provocadas por Ehrlichia spp. durante varios anos (Bowman, 2011). A sua
excelente absorcdo e longo intervalo entre as administragfes, faz da doxiciclina ou
minociclina os antibidticos preferidos. Embora n&o esteja estipulada a duracdo do
tratamento, estudos recentes chegaram a um consenso no uso da doxiciclina a uma dose de
10 mg/kg uma vez por dia durante 28 dias em caes e gatos infetados (Breitschwerdt, 1995;
Shaw et al., 2001; Neer et al., 2002; Lappin, 2006; Little, 2010). J& foi reportado em gatos
melhoria clinica com a administracdo de dipropionato de imidocarb, também usado para o
tratamento de babesiose. O dipropionato de imidocarb é administrado por via intramuscular
na dose de 5 mg/kg, com uma segunda injecdo administrada 2 semanas depois (Lappin,
2006). Uma vantagem do imidocarb é a sua atividade persistente apds administracéo
intramuscular e a pré-medicacdo com atropina diminui a gravidade dos efeitos secundarios
associados ao seu uso (Little, 2010). Pode ser necessario recorrer a tratamento de suporte
que inclui glucocorticoides para atenuar a destruicdo imunomediada das plaquetas,
administracéo de fluidos cristaloides ou coloides parenteral e transfusdo de sangue (Little,
2010). A localizacdo obrigatéria intracelular do parasita faz com que a resposta imunolédgica
do hospedeiro seja dificil, o0 que complica a terapia antimicrobiana (Cohn, 2003) e dificulta a
completa erradicacdo da doenca que € muito rara (Bjoersdorff et al., 1999; Tarello, 2005). A
resolucdo dos sinais clinicos e a normalizagdo das plaquetas s&o observadas usualmente
apos o inicio do tratamento adequado para os casos agudos e muitas vezes também para
casos cronicos leves. Para 0s casos cronicos, se 0s sinais clinicos e parametros
hematoldgicos ndo melhorarem ao fim de uma ou duas semanas apos terapia, o diagndstico
deve ser reavaliado. Regra geral, se a sintomatologia e os valores hematolégicos evidentes
de doenca desaparecerem ndo é necesséria avaliagdo adicional. Se, pelo contrario, os
animais tratados ainda evidenciarem doenca, um resultado positivo por PCR sugere a

continuacéo ou alteragcédo da terapia (Cohn, 2003).
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4.8 — Profilaxia

A prevencado passa por minimizar a exposicao através de um controlo efetivo das carracas
(Cohn, 2003). Atualmente ndo esta disponivel uma vacina para prevencao da erliquiose que
possa ser usada em humanos ou animais (Neer et al., 2002; McQuiston et al., 2003). A
aplicacdo mensal de acaricidas topicos tais como fipronil pode ajudar na prevencao da
infecdo provocada por Ehrlichia spp. (Little, 2010). N&o h& nenhum acaricida inteiramente
eficaz na eliminacdo de todas as carracas e a remocéo imediata das carracas agarradas
deve ser efetuada para prevenir infegdo. Estratégias adicionais incluem restringir o acesso

ao exterior e usar acaricidas no ambiente (Little, 2010).

4.9. — Importéancia em saude publica

Varias infe¢Bes provocadas por Ehrlichia spp. sé&o partilhadas pela espécie humana e pelos
animais de companhia e grande parte destes vivem num ambiente doméstico com uma
proximidade fisica muito significativa dos seus donos (Day, 2011). Os humanos podem ser
infetados com Ehrlichia spp. e outros organismos relacionados mas ndo ha evidéncia que
estas infecbes passem diretamente dos animais para as pessoas (Neer et al.,, 2002). A
erliquiose monocitica humana foi reportada pela primeira vez nos Estados Unidos em 1986
(Maeda et al.,, 1987 citado por Cohn, 2003). Originalmente pensava-se que 0 agente
responsavel era E. canis provando-se posteriormente que era E. chaffeensis, uma espécie
intimamente relacionada com a primeira, havendo uma rea¢éo cruzada de anticorpos entre
as duas (Cohn, 2003; Harrus et al., 2005). ApGs a fixacdo da carraca infetada, o periodo de
incubacao da erliquiose em humanos é tipicamente cerca de uma semana (Mcquiston et al.,
2003). A doenga manifesta-se com febre, cefaleias, mialgias e pode ser fatal se ndo for
tratada. Embora E. chaffeensis seja primariamente um agente patogénico humano, ja foram
detetadas infecOes por este organismo em céaes (infecdo experimental e natural), o que leva
a crer que 0s cdes possam servir como reservatério ou sentinela de infecdo humana,
embora este fendmeno nunca tenha sido provado (Neer et al., 2002). Ha apenas um caso
documentado de infecdo humana por um agente semelhante a E. canis na literatura médica
(Perez, Rikihisa & Wen, 1996). Este agente foi isolado no sangue de um adulto saudavel na
Venezuela que reportou um contacto estreito com um céo infetado com E. canis (Perez et
al., 1996). A subinoculacdo de sangue pode resultar na transmissdo da infecdo pelo que
esta recomendado o manuseamento cuidado das amostras de animais potencialmente
infetados (Little, 2010).
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5 -DIROFILARIOSE FELINA

5.1 - Etiologia

A dirofilariose felina é causada pelo nematode Dirofilaria immitis pertencente ao género
Dirofilaria, superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae e ordem Spirurida. Foi descrito
pela primeira vez por Leidy em 1856 (Bautista, Vazquez & Guerrero, 1999). Os parasitas
machos adultos distinguem-se das fémeas por serem menores (15-18 centimetros) e porque
a sua extremidade posterior termina em espiral. As fémeas adultas medem cerca de 25-30
centimetros, sdo ovoviviparas e eliminam as larvas (microfilarias) na circulacdo sanguinea
(Bautista et al., 1999; Hoch & Strickland, 2008a).

5.2 — Ciclo biolégico

Os parasitas adultos vivem tipicamente nas artérias pulmonares mas podem invadir o
ventriculo direito, &trio direito e veia cava caudal em infecdes massivas (Colado & Pérez,
2010). ApOs o acasalamento as fémeas libertam microfilarias (larvas no primeiro estado
larvar L1) na circulagcdo sanguinea do hospedeiro de onde podem ser ingeridas pelos
mosquitos quando estes se alimentam. No mosquito a larva evolui de L1 para L2 e de L2
para L3 durante um periodo de 8-17 dias, dependentes da temperatura. O estado larvar L3
(forma infetante do parasita) é transmitida a um novo hospedeiro quando o mosquito vetor
se alimenta (Bautista et al.,, 1999; Simén et al., 2012). A L3 transita para L4 no tecido
subcutaneo, adiposo ou muscular do hospedeiro cerca de 1 -12 dias apos a infecdo. A muda
de L4 para a fase de adulto imaturo L5 ocorre cerca de 50 — 68 dias ap0s a infec¢&o inicial.
Os adultos imaturos entram no sistema vascular e migram para o0 coragdo e artérias
pulmonares onde se desenvolvem e originam parasitas adultos durante os 99 - 152 dias
seguintes. O ciclo de vida do parasita dura entre 2 a 3 anos, sendo consideravelmente mais
curto do que no cao (Miller, 1998; McCall, Genchi, Kramer, Guerrero & Venco, 2008; Hoch &
Strickland, 2008a; Simon et al., 2012).

5.3 — Distribuicdo geogréfica e epidemiologia

D. immitis ja foi encontrada em mais de 30 espécies de mamiferos, incluindo carnivoros
domésticos e selvagens, felinos domésticos e selvagens, macacos, mamiferos marinhos e
roedores (McCall et al.,, 2008; Hoch & Strickland, 2008a). Os cdes sdo os hospedeiros
definitivos e reservatorios biolégicos deste parasita. Os humanos e o0s gatos sao
hospedeiros menos especificos nos quais o desenvolvimento do parasita € modificado,

comparado com o cado (Simoén et al., 2012). Muitos animais selvagens podem atuar como
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reservatdrios para Dirofilaria spp., assumindo um papel importante na perpetuacdo deste
parasita nos animais de companhia como consequéncia da sua interacdo peridoméstica
(Morchén, Carreton, Gonzélez-Miguel & Mellado-Hernandez, 2012; Alho et al., 2014a). A
sua prevaléncia total € cerca de 5 a 10% da prevaléncia existente nos cdes na mesma
regido geografica (Atkins, 2007; Litster & Atwell, 2008; McCall et al., 2008; Nelson, 2008,
Simoén, Morchén, Gonzélez-Miguel, Marcos-Atxutegi & Siles-Lucas, 2009; Simoén et al.,
2012). Dirofilaria immitis é transmitida por diferentes espécies de mosquitos culicideos,
principalmente do género Culex, Aedes e Anopheles (Mcall et al., 2008; Genchi et al., 2009;
Madeira de Carvalho, Alho & Belo, 2014). Alguns dos vetores mais abundantes tém
preferéncia alimentar pelo cdo como hospedeiro e isto contribui para a menor prevaléncia da
infecdo em gatos (Kramer & Genchi, 2002; Colado & Pérez, 2010). De qualquer modo, o
mosquito Culex spp., espécie mais frequente nas zonas urbanas, alimenta-se tanto em cées
como em gatos (Colado & Pérez, 2010). Estudos revelaram que gatos infetados através de
transplante subcutaneo de larvas de D. immitis mostraram microfilarémia 98 dias (Nogami et
al., 2000) e 201 dias (Hayasaki, Okajima, Song, & Shiramizu, 2003) ap6s o transplante
sendo a periodicidade das microfilarias classificada como noturna sub-peridédica e
intimamente relacionada com a atividade de alimentacdo do vetor que atua como
hospedeiro intermediéario, representando uma adaptacao evolutiva das microfilarias de modo

a otimizar a sua passagem para mosquito (Nogami et al., 2000; Hayasaki et al., 2003).

A dirofilariose ja foi reportada em todos os continentes (Carleton & Tolbert, 2004; Simén et
al., 2012) e é uma doenga principalmente distribuida em areas temperadas e humidas. Na
Europa é endémica nos paises mediterraneos, embora alguns estudos tenham mostrado o
seu avangco para areas consideradas previamente livres da doenca (Genchi, Rinaldi,
Mortarino, Genchi, & Cringoli, 2009; Simén et al., 2012). Este parasita necessita de um clima
gue proporcione uma temperatura e humidade adequadas para que exista uma populacdo
viavel de mosquitos e maturacao das microfilarias ingeridas. S&o necessarios cerca de 10 a
14 dias a cerca de 27°C para que a microfilaria se transforme num estado larvar infetante no
interior do mosquito. Este desenvolvimento ndo ocorre se a temperatura estiver abaixo dos
14°C (MacCall et al., 2008; Morchén et al., 2012).

5.4 - Patogenia

A importancia clinica da dirofilariose em gatos esta a aumentar devido ao facto de um
pequeno numero de filarias poder originar doenca grave. Quando o0s sinais clinicos se
tornam evidentes, normalmente desenvolvem-se em duas fases. A primeira coincide com a
chegada dos parasitas adultos imaturos as artérias pulmonares cerca de 3 a 6 meses apos
a infecdo (Prieto, Venco, Simon & Genchi, 1997; Colado & Pérez, 2010; Hoch & Strickland,
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2008a). Estes parasitas imaturos provocam uma resposta eosinofilica com infiltrados
eosinofilicos, causando pneumonia (Atkins, DeFrancesco, Coats, Sidley & Keene, 2000;
Atkins, 2007; Hoch & Strickland, 2008a). Esta fase é fatal para alguns gatos (Litster, Atkins &
Atwell, 2008). Uma importante taxa de mortalidade de larvas L5 acontece quando estas
chegam aos pulmdes (Colado & Pérez, 2010). Na segunda fase, a degeneragéo e morte dos
parasitas provoca uma inflamacgéo pulmonar (sobretudo nos I6bulos pulmonares caudais) e
tromboembolismo produzindo um sindrome de stress respiratério agudo. Esta reacdo pode
ocorrer como consequéncia de uma so filaria (Atkins, 2007; McCall et al., 2008, Colado &
Pérez, 2010). A resposta do gato ao parasita é intensa e o papel da inflamacao é muito
importante apés a morte do parasita adulto. Pensa-se que esta resposta inflamatoria é
devido a atividade dos macréfagos intravasculares pulmonares, um componente do sistema
reticuloendotelial que os gatos possuem mas 0s caes nao (Lee & Atkins, 2010; Simén et al.,
2012). Surge edema agudo do pulmdo e a insuficiéncia respiratéria, mais do que a

insuficiéncia cardiaca, pode-se tornar um fatal.

A proliferacdo das filarias no interior das artérias pulmonares periféricas e artérias lobares
principais provoca uma inflamacg&o ou hipertrofia geralmente muito localizada e mais grave
do que nos cées, embora ndo causem uma obstrugdo suficiente para produzir hipertenséo
pulmonar clinicamente significativa (Atkins & Litster, 2006; Litster et al., 2008; Colado &
Pérez, 2010). Deste modo, a hipertrofia do ventriculo direito e insuficiéncia cardiaca
congestiva sdo menos comuns no gato do que no cdo. Ainda que se produza um
estreitamento do limen devido a uma trombose provocada pelos parasitas, a circulacédo
broncopulmonar colateral é suficiente para prevenir enfarte pulmonar nos gatos (Colado &
Pérez, 2010).

Os gatos sd@o hospedeiros suscetiveis, no entanto, sdo mais resistentes a infe¢cdo por formas
adultas de D. immitis do que os cdes (Atkins & Litster, 2006; Colado & Pérez, 2010;
Fernandez et al., 2010). Os gatos infetados tém muito menos filarias adultas do que os caes
pois o0s parasitas maturam mais lentamente e poucas larvas infeciosas L3 conseguem
chegar a adultas, no entanto, um Unico parasita adulto pode provocar a morte do animal
(McCall et al., 2008; Venco, Genchi, Genchi, Grandi & Kramer, 2008; Colado & Pérez, 2010;
Simon et al., 2012). Embora possam surgir infecdes muito graves, normalmente os gatos
estdo infetados por um ou dois parasitas muitas vezes do mesmo sexo. Muito raramente se
encontram microfilrias circulantes nos gatos infetados e quando se desenvolve a
microfilarémia, esta é mais curta do que nos cées (Miller, 1998; Colado & Pérez, 2010;
Simon et al., 2012), dura cerca de 1 a 2 meses, depois dos quais 0 sistema imunitario do
gato elimina as microfilarias e suprime a embriogénese posterior (Nelson, 2008; Litster &
Atwell, 2008). As migracbes aberrantes ocorrem mais frequentemente no gato do que no

cdo (outro indicio de que o gato € um hospedeiro imperfeito para este parasita), tendo sido
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encontradas filarias ectopicas nas cavidades corporais, artérias sistémicas, nddulos
subcutaneos e sistema nervoso central (Atkins, 2007; Litster & Atwell, 2008; Colado &
Pérez, 2010).

D. immitis alberga no seu interior uma bactéria gram-negativa intracelular
denominada Wolbachia pipientis. Pensa-se que este microrganismo tem um papel essencial
na biologia e func¢des reprodutivas dos seus hospedeiros, assim como na patogénese e
resposta imunitaria a infecdo provocada por este parasita (Atkins, 2007; Garcia-Guasch et
al., 2013). O facto dos parasitas adultos conseguirem sobreviver durante varios anos em
hospedeiros imunocompetentes é provavelmente devido a capacidade do parasita para
evitar/modular a resposta imunitaria (McCall et al., 2008; Lee & Atkins, 2010). Investigacfes
clinicas e laboratoriais sugeriram que a natureza acelular da cuticula de D. immitis e a sua
superficie trombo-resistente permitem ao parasita circundar a resposta imune do hospedeiro

e garantir uma maior sobrevivéncia (Litster & Atwell, 2008).
5.5 — Sinais clinicos

A maioria dos gatos tolera a infecdo sem sinais clinicos ou com sinais clinicos
transitorios. Os sinais clinicos mais frequentes séo respiratérios (devido a chegada de L5 as
artérias pulmonares), gastrointestinais e ocasionalmente neurolégicos e podem ser de
carater agudo ou crénico (McCall et al., 2008; Simén et al., 2012). Os sinais clinicos séo
mais evidentes em duas fases da infe¢do: quando os parasitas jovens chegam as artérias
pulmonares (4-6 meses ap0s infecdo) e morrem, e numa fase mais tardia quando os
parasitas adultos morrem. A doenca parenquimatosa e das vias aéreas deve ser associada
a primeira fase da infecao, ou seja, a chegada e morte das formas imaturas nas artérias
pulmonares (McCall et al., 2008). Nesta fase o0s sinais respiratorios ocorrem em 50% dos
gatos e consistem em taquipneia persistente, tosse intermitente (especialmente paroxistica)
e dispneia (Colado & Pérez, 2010). Esta fase inicial € muitas vezes mal diagnosticada como
asma ou bronquite alérgica, sendo parte de um sindrome conhecido por HARD (do inglés
heartworm associated respiratory disease) (American Heartworm Society [AHS], 2014),
cujos sinais clinicos associados sdo anorexia, dispneia, colapso, tosse, convulsdes, diarreia
e cegueira (Carleton & Tolbert, 2004; McCall et al., 2008; Fernandez et al., 2010). Se esta
fase aguda nao for fatal, 0 animal pode tolerar a infe¢c&o e ficar sem sinais clinicos, ou entdo
evoluir para infegdo crénica na qual podem estar presentes sinais tais como, anorexia,
dispneia, vomito esporadico, taquipneia, perda de peso e raramente sopros cardiacos
(Atkins & Litster, 2006; Hoch & Strickland, 2008a; McCall et al., 2008; Simon et al., 2012).
Mesmo nestes casos cronicos ha sempre a possibilidade de reversdo para a perigosa fase
aguda, quando os parasitas adultos morrem. E frequente haver vémitos intermitentes nio

relacionados com a alimentacao, anorexia, perda de peso e letargia (Colado & Pérez, 2010).
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Sinais neurolégicos por migracdo parasitaria aberrante traduzem-se em convulsdes,
cegueira aparente, ataxia, marcha em circulos, midriase e hipersalivagdo. Nos casos raros
em que os parasitas estdo localizados no coracdo direito, pode haver sopro cardiaco
sistolico e ruido de galope devido a insuficiéncia da valvula tricuspide (Atkins & Litster, 2006;
McCall et al., 2008) sendo menos frequente no gato a hipertrofia e a insuficiéncia cardiaca
direita (AHS, 2014). Alguns gatos infetados recuperam da infegdo espontaneamente com ou
sem tratamentos sintomaticos (McCall et al., 2008).

5.6 - Diagnéstico

As provas diagnosticas mais Uteis sao a serologia (para detetar anticorpos ou antigénios de
parasitas adultos), radiografia toracica e ecocardiografia. Muitas vezes é necessario usar
varias técnicas diagnésticas e algumas serd necessario repeti-las véarias vezes (Lee &
Atkins, 2010; Venco, Genchi, Genchi, Gatti & Kramer, 2011). Geralmente, as analises
hematolégicas e bioquimicas de rotina ndo mostram grandes alteragbes. Em termos
laboratoriais poderé ocorrer uma eosinofilia durante a infe¢éo (Atkins et al., 2000), apesar de
apenas cerca de 33% a 43% gatos infetados possuirem eosinofilia periférica nas analises

sanguineas efetuadas (Ware, 2003).

5.6.1 — Métodos serolégicos

Ha dois tipos de testes seroldgicos: teste de detecdo de antigénios e teste de detecéo de
anticorpos. Nos testes de detecdo de antigénio, a especificidade para detetar infecéo € alta
mas a sensibilidade depende do sexo, idade (deteta melhor fémeas adultas) e quantidade
de parasitas infetantes (Snyder et al., 2000; Colado & Pérez, 2010). Os testes de antigénio
detetam um antigénio produzido maioritariamente no sistema reprodutivo das fémeas
adultas (Snyder et al., 2000; Lee & Atkins, 2010). E a técnica de eleicdo para o diagnostico
de dirofilariose em cédes mas devido ao facto de os gatos terem uma carga parasitaria baixa,
poderem estar infetados com parasitas de um s sexo (parasitas machos) e muitas vezes as
infecbes sintométicas serem provocadas por parasitas imaturos (Atkins, 2007) (parte do
processo infecioso € a morte dos parasitas juvenis 3 a 4 meses apoés infecdo, 0 que o0s
testes de antigénio ndo conseguem detetar), nenhum dos testes de antigénio disponiveis
sdo fiaveis para descartar a dirofilariose em gatos (Snyder et al.,, 2000; Nelson, 2008;
Colado & Pérez, 2010). Nos gatos os antigénios sdo detetaveis a partir dos 5,5-8 meses
pés-infecdo e os seus resultados devem ser registados como positivos ou como nenhum
antigénio detetado e nédo registados como negativos (AHS, 2014). Se o teste de antigénio &

positivo indica infe¢&o ativa pelo parasita adulto (McCall et al., 2008). Se o teste de antigénio
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€ negativo podem ocorrer duas situacdes: o animal ndo estd infetado ou € um falso
negativo, ou seja, o gato pode estar infetado com filarias imaturas ou apenas por parasitas
machos. Os resultados falsos negativos sdo mais provaveis em gatos do que em cdaes
devido as baixas cargas parasitarias que possuem e por requererem um tempo mais

prolongado para originar um resultado positivo (Miller, 1998; Simén et al., 2012).

O teste de detecéo de anticorpos deteta a exposicdo tanto a parasitas adultos como a larvas
e 0s anticorpos sdo detetaveis a partir dos 2 meses pds-infecao (Miller, 1998; Snyder et al.,
2000; Colado & Pérez, 2010). O teste de anticorpos pode ser positivo em gatos com infegéo
prévia devido a Dirofilaria immitis e o tempo necessario para o teste de anticorpos se tornar
negativo apos o gato eliminar a infecdo é desconhecido (Snyder et al., 2000). Se o teste de
anticorpos é positivo aumenta o indice de suspeita de infecdo por filaria mas esta deve ser
confirmada por outras técnicas diagnosticas. Um teste de anticorpo negativo sugere trés
possibilidades: o animal ndo esta infetado com dirofilarias; o gato tem infecdo ha menos de
50-60 dias ou a quantidade de anticorpos é insuficiente para ser detetada. Em gatos, as
infecbes parasitarias gastro-intestinais ndo tém reagfes cruzadas (ou sdo minimas) com 0s

testes de detecdo de anticorpos para dirofilaria (Snyder et al., 2000).

Quando ambos os testes estdo negativos, o indice de suspeita de infecéo por dirofilariose &

baixo, no entanto, pode estar na fase inicial da infe¢cdo (McCall et al., 2008).

5.6.2 — Diagnéstico imagioldgico

Independentemente dos resultados das provas seroldgicas, as radiografias sdo Uteis para
avaliar a gravidade da doenca (alterac6es do parénquima pulmonar e cardiacas) e para
monitorizar a progressédo ou regressdo da mesma (Hoch & Strickland, 2008a; Colado &
Pérez, 2010). As observacdes radiograficas mais frequentes sdao o aumento subtil das
artérias lobares principais e as artérias pulmonares periféricas apresentam-se dilatadas e
mais tortuosas (principalmente nos lobos caudais), associado com fraca definicdo das suas
margens (melhor visualizado numa posicdo ventrodorsal); aumento do tamanho do
ventriculo direito; padrdo pulmonar broncointersticial focal ou multifocal que pode
desaparecer espontaneamente em alguns meses (Atkins & Litster, 2006; McCall et al., 2008;
Nelson, 2008; Venco et al., 2008). Cerca de 50% dos gatos suspeitos de dirofilariose
apresentam alguma alteracdo radiografica e 50% dos gatos que apresentam dilatacdo das
artérias pulmonares sao positivos para o teste de anticorpos (Colado & Pérez, 2010). As
alteracdes nas estruturas visiveis a radiografia toracica ocorrem com menos frequéncia nos
gatos com dirofilariose do que nos cdes infetados com dirofilariose e a auséncia de
alteracdes radiogréficas ndo exclui o diagnostico de dirofilariose em gatos (Shafer & Barry,

1995, citados por Litster & Atwell, 2008).
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5.6.3 — Diagnostico ecocardiogréfico

Esta técnica é uma ferramenta de diagndstico muito Gtil, com alta sensibilidade (considerado
por alguns o teste mais sensivel) (Hoch & Strickland, 2008a), no entanto depende bastante
da experiéncia do técnico que efetua o procedimento (McCall et al., 2008). Em mais de 50%
dos gatos com dirofilariose foi possivel observar os parasitas mediante ecocardiografia
(Miller, 1998). A ecocardiografia € mais sensivel em gatos do que em cédes apresentando
uma linha dupla (correspondente a cuticula do parasita adulto) de ecogenicidade muito
evidente na artéria pulmonar principal, num dos seus ramos, no ventriculo direito e
ocasionalmente na jun¢ao atrioventricular direita (Atkins & Litster, 2006; Nelson et al., 2008).
A quantificagdo do numero de parasitas € dificil devido a possibilidade de atravessar o
parasita em mdltiplos planos ecogréficos, produzindo imagens multiplas e por isso pode-se

sobrestimar o nimero de parasitas (Colado & Pérez, 2010).
5.6.4 — Outros meios de diagndstico

Os resultados obtidos pela tomografia axial computorizada (TAC) podem mostrar doenga
restritiva pulmonar, caracterizada pelo aumento da densidade intersticial; diminuicdo do
volume pulmonar total e auséncia de aprisionamento de ar (Dillon et al., 2014). A necrépsia
€ considerada fundamental no diagnostico pds-morte mas a disseccdo do coracdo e
pulmdes é pouco sensivel nos casos de infe¢cdes provocadas por formas imaturas assim
como infecdes ectdpicas (Snyder et al., 2000). Nos casos de morte subita a necrOpsia €
imperativa (McCall et al., 2008). A dirofilariose deve ser sempre incluida no diagnéstico
diferencial quando um gato se apresenta com sinais respiratérios, tais como dispneia e
tosse, assim como vomito ndo associado com a alimentagdo ou morte subita (McCall et al.,
2008).

5.7 - Tratamento

A terapia adulticida em gatos sem sinais clinicos nao é recomendada devido a varios fatores
tais como a alta prevaléncia de complicacbes graves nesta espécie, 0s gatos nao
constituirem reservatorios significativos para a transmissao desta doenca a outros animais e
a possibilidade de haver cura espontanea (Ware, 2003; Goodfellow & Shaw, 2005; McCall et
al., 2008; Hoch et al., 2008b; Simén et al., 2012). Além disso, a terapia adulticida acarreta
um risco elevado, sem beneficios claros e uma esperangca média de vida curta nesta
espécie (Atkins & Litster, 2006). Deve ser feita a monitorizacao destes casos a cada 6 ou 12
meses, repetindo o teste de antigénio, o teste de anticorpos e as radiografias toracicas

(Simodn et al., 2012). Nestes casos, a regressao ou desaparecimento dos sinais radiogréaficos
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e especialmente a seroconversdo de um teste de antigénio de positivo a negativo ird
proporcionar uma evidéncia de que o periodo de risco ja passou (McCall et al., 2008; Colado
& Pérez, 2010). Se houver presenca de alteracdes pulmonares é Util a administracao de
prednisolona com uma dose inicial de 2 mg/kg/dia via oral, diminuindo gradualmente até 0,5
mg/kg em dias alternados durante cerca de 2 semanas. Este tratamento pode repetir-se de
forma periddica se houver recorréncia dos sinais clinicos (McCall et al., 2008; Colado &
Pérez, 2010). O tratamento adulticida utiliza-se como Ultima op¢cdo em animais estaveis que
continuam a ter sinais clinicos incontrolaveis com corticosteroides. A ivermectina em uma
dose de 24 pg/kg mensalmente administrada durante 2 anos reduz a carga parasitaria em
65 % em comparacdo com os individuos nao tratados (McCall et al., 2008; Simén et al.,
2012). Também tem sido utilizada a tiacertasamida em combina¢do com a prednisolona sob
supervisdo muito apertada durante 2 semanas numa dose de 2,2 mg/kg cada 12 horas
durante 2 dias (McCall et al., 2008; Colado & Pérez, 2010). Os gatos eliminam o farmaco
mais lentamente do que os cades e foram observados efeitos secundarios tais como
anorexia, depressdao, vOmitos e edema pulmonar ndo cardiogénico fulminante
(possivelmente relacionado com a dilatacdo arteriolar e efeitos toxicos do arsénio na
integridade microvascular) (Atkins & Litster, 2006). Alguns estudos demonstraram que a
eliminacdo das larvas nas fases L3 — L4 através de medicagdo preventiva resulta em
alteracdes pulmonares minimas, enquanto que a morte natural dos parasitas imaturos pode
resultar em HARD (Dunn, Levy, Colby & Michaud, 2011). H& pouca experiéncia clinica com
0 uso de melarsomina em gatos. O tratamento de suporte para gatos em estado grave inclui
fluidoterapia, glucocorticéides intravenosos (dexametasona a 1 mg/kg), broncodilatadores
(aminofilina a 6,6 mg/kg IM) e administracdo de oxigénio (Ware, 2003; Atkins & Litster, 2006;
McCall et al., 2008).

A extracdo cirargica dos parasitas adultos (cateterizacdo transjugular e remocgdo dos
parasitas através de forceps) € uma alternativa razoavel em gatos gravemente infetados
(Rawlings & Calvert, 1995; Atkins & Litster, 2006) como alternativa ao tratamento
sintomatico ou adulticida uma vez que minimiza o risco de tromboembolismo (Atkins &
Litster, 2006; Colado & Pérez, 2010). Antes de tentar esta abordagem, os parasitas devem
ter sido identificados previamente por ecografia em locais acessiveis segundo a técnica
(Rawlings & Calvert, 1995; McCall et al., 2008). Este procedimento deve ser realizado com
muito cuidado dado que a dissecdo acidental de um parasita pode levar a uma reacdo de
choque e culminar com a morte do animal (McCall et al., 2008; Litster et al., 2008; Simén et
al., 2012).

O tratamento com tetraciclinas (doxiciclina) durante 30 dias pode eliminar o simbionte
Wolbachia e nos gatos onde a terapia adulticida € contraindicada permite que estes animais

convivam melhor com a doenga, no entanto, ndo origina verdadeira cura (Taylor, Bandi,
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Hoerauf & Lazdins, 2000; Meireles, Paulos & Serrdo, 2014). S&o necessarios mais estudos
para determinar a utilidade clinica desta aproximacao terapéutica (Atkins, 2007; Nelson et
al., 2008; Colado & Pérez, 2010). Dado que a grande maioria dos gatos infetados n&o
apresentam microfilarias, a terapia microfilaricida ndo é necesséria nesta espécie (Atkins &
Litster, 2006).

5.8 - Profilaxia

A quimioprofilaxia mensal € uma op¢ao segura e eficaz para os gatos que vivem em
areas onde a infecdo é endémica e a exposicdo a mosquitos € provavel (McCall et al.,
2008). A maioria dos felinos domésticos vive dentro de casa por isso estdo mais protegidos
do que os cées a infe¢do. Para este tipo de prevencado pode-se usar a milbemicina oxima (2
mg/kg) ou a ivermectina (24 pg/kg) por via oral ou a moxidectina (1 mg/kg) ou a selamectina
(6-12 mg/kg) por via tépica (Mcall et al., 2008; Hoch et al., 2008b; Colado & Pérez, 2010).
Estes farmacos atuam parando o crescimento ou matando as larvas de dirofilaria dentro de
algumas semanas ou meses apos a infe¢cdo. Deste modo fornecem um longo periodo de
eficacia e protecdo quando ocorrem lapsos na administragdo preventiva (Hoch et al.,
2008b). Recentemente foi efetuado um estudo que demonstrou uma eficacia de 100% da
eprinomectina, componente de uma combinagéo de um produto novo (Broadline®) (Baker et
al., 2014). A prevencao deve iniciar-se as 8 semanas de idade e deve administrar-se a todos
0S gatos que vivam em zonas endémicas durante as estacfes de risco de transmissdo. No
entanto, a administracdo preventiva durante todo o ano tem as suas vantagens pois
complementa a sua atividade contra varios parasitas intestinais comuns (e no caso da
selamectina contra alguns ectoparasitas); consegue-se um maior empenho do dono e é
mais seguro tendo efeitos retroativos se alguma dose for esquecida (McCall et al., 2008).
Embora a testagem ndo seja absolutamente necessaria, pode ajudar a determinar a
prevaléncia local da infe¢do (Hoch et al., 2008b). O desenvolvimento de uma vacina ainda
esta em fase experimental (McCall et al., 2008). Dada a dificuldade no diagndstico e
tratamento adulticida da dirofilariose felina, a escolha mais razoavel para o controlo desta

doenca é a administragdo mensal de medicacédo preventiva (McCall et al., 2008).

5.9 — Importancia em saude publica

Ha registos de infe¢cdes ocasionais em humanos provocadas por nematodes filarideos,
incluindo D. repens, D. ursi, D. tenuis e D. immitis. A importancia em salde publica das
diferentes espécies depende maioritariamente da sua distribuicdo geografica (Simén et al.,

2012). Os humanos sdo considerados hospedeiros acidentais e estas infecées acidentais
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raramente se tornam patentes (McCall et al., 2008). A maioria dos casos de dirofilariose
humana referem a transmissdo a partir do cdo mas a infecdo a partir de gatos e outros
animais (ursos e guaxinins) ja foi relatada (Narine, Brennan, Gilfillan & Hodge, 1999). No
entanto, a necessidade de um mosquito vetor para a transmissdo e o facto de os gatos
raramente apresentarem microfilarémia, sugere que os felinos constituem um reservatorio
pouco importante desta zoonose (Rosa, 2009). A dirofilariose animal, como zoonose,
constitui um risco para a populacdo humana, uma vez que D. immitis é o agente causador
da dirofilariose pulmonar e pode produzir nédulos pulmonares benignos (Vieira et al., 2014).
Humanos que vivem em zonas endémicas para a dirofilariose canina estdo em risco de
contacto com mosquitos infetados, os quais podem transmitir o parasita durante a sua
refeicdo de sangue. Pensa-se que a maioria das larvas infetantes s&o eliminadas pelo
sistema imunitario do hospedeiro humano. No entanto, alguns parasitas podem continuar a
migrar e chegar aos ramos da arvore arterial pulmonar provocando vasculite (Simén et al.,
2012). Estes parasitas morrem como resultado da resposta inflamatéria e ao morrerem séo
incorporados num granuloma, reconhecido como uma lesao tipica de “moeda” numa
radiografia ou tomografia computorizada (McCall et al., 2008). A Infecdo humana por D.
immitis tem sido registada em varios paises (Simén et al., 2012). Foi sugerido que 0s casos
de dirofilariose humana sdo subestimados pois as infe¢cbes sdo assintomaticas e o
diagnostico dificil. O Unico método seguro para proteger a saude humana deste parasita
zoono6tico é a administracdo de medicacdo preventiva a animais que vivem em areas
endémicas (McCall et al.,, 2008; Simé6n et al.,, 2012). Em contraste com outros paises
europeus, ndo tém sido divulgados casos de infecdo humana por Dirofilaria em Portugal,
apesar da elevada prevaléncia registada em caninos e alta densidade de vetores eficientes
(Belo, Afonso & Gongalves, 2014).
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6 — SITUACAO EM PORTUGAL DE AGENTES DE DOENCAS TRANSMITIDAS POR
VETORES EM GATOS

6.1- Babesiose felina

Casos esporadicos de infe¢do por espécies de Babesia canina em gatos domésticos tém
sido reportados em Portugal. Um estudo realizado na regido norte e centro de Portugal
(Vilhena et al, 2013) reportou pela primeira vez a prevaléncia através de PCR, de Babesia
spp. em gatos de Portugal (9,4%). Os animais mais afetados foram os jovens (menos de 3
anos) ou os mais velhos recolocados em areas endémicas. Outro estudo realizado por Maia
et al. (2014a), detetou 6,9% de prevaléncia, através de PCR, numa amostra de gatos da
regido Sul de Portugal. Ambos os resultados obtidos nos estudos anteriores corroboram o
facto de que as infecdes devido a piroplasmideos em gatos podem ocorrer e que B. vogeli é
a espécie mais comum em felinos de Portugal (Maia et al., 2014a). Provas moleculares de
infecdo por B. canis em gatos foram encontradas num estudo de felinos oriundos de
Espanha e Portugal, no qual foi identificado DNA de B. canis amplificado a partir de 3 gatos
(Criado-Fornelio et al., 2003a).

6.2 —Hepatozoonose felina

O primeiro registo de infecéo felina por H. felis em Portugal ocorreu em 2013 (Vilhena et al.,
2013) e foi detetada uma prevaléncia, atraves de PCR, de 15,6%. De acordo com um estudo
realizado na regido Sul, a prevaléncia obtida, com a mesma técnica molecular, foi de 8,6%
(Maia et al.,, 2014a). Recentemente ocorreu a amplificacdo de H. felis a partir de
Rhipicephalus sanguineus colhidos de caes e gatos oriundos do centro e sul do pais (Maia
et al., 2014b).

6.3 — Leishmaniose felina

As prevaléncias de leishmaniose felina encontradas em Portugal sédo, de um modo geral,
mais elevadas no Sul do que no Norte. No norte foram apuradas seroprevaléncias que
variaram de 0,3% (PCR) (Vilhena et al., 2013) a 2,8% (ELISA) (Cardoso et al., 2010). Na
Area Metropolitana de Lisboa os valores obtidos foram 0% (Rosa, 2009), utilizando atécnica
de IFI; 1,03% (Vaz et al., 2005), (IFl); 2% (Martins, 2011), por PCR; 12,5% (Garrido, 2012);
20,3% (Maia et al., 2008); 25% (Gomes, 2015) e 30,4% (Maia et al, 2010), estas ultimas
através de IFl. Na zona de Vila Franca de Xira a prevaléncia obtida (IFI) foi de 0% por Faria

(2008). No Sul do pais as seroprevaléncias observadas por Maia et al. (2014a) e Maia et al.
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(2015) foram 9,9% (por PCR) e 3,7% (detecdo de anticorpos por teste de aglutinacao direta)
respetivamente e Ramos (2012) obteve uma prevaléncia de 0,5% (teste de aglutinacéo
direta) na zona de Olhdo. Estes resultados indicam que as condi¢des climaticas na regido
sul podem ser favoraveis a proliferacdo e abundancia de vetores. Apenas 4 casos clinicos
de leishmaniose felina foram reportados em Portugal (Costa-Durdo et al., 1994; Marcos et
al., 2009; Sanches, Cardoso, Pereira & Carvalho, 2009; Basso et al., 2013). A leishmaniose
canina é endémica em Portugal com uma prevaléncia nacional de 6,3% (Cortes et al., 2012).
Na regido do Algarve foram encontradas seroprevaléncias de 3,8% em caninos
aparentemente saudaveis e 40,6% no grupo dos animais clinicamente suspeitos de terem

leishmaniose (Cardoso, Mendao & Madeira de Carvalho, 2012)

6.4 — Erliquiose felina

Ehrlichia spp. foi detetada, por PCR, em 0,6% dos gatos testados na zona norte e centro de
Portugal (Vilhena et al., 2013). Na regido Sul do pais, a seropositividade foi de 5,4%,
também por PCR (Maia et al, 2014a). Num estudo realizado por Martins (2011) foi efetuada
a detecdo de E. canis (entre outros agentes) em gatos através da técnica de PCR sendo a

prevaléncia obtida de 2%.

6.5 — Dirofilariose felina

Os valores de prevaléncia de dirofilariose canina tém vindo aumentar segundo o estudo de
Alho et al. (2014a) que reportou valores de 24,8% para Setubal, 13,2% para Santarém e
13,8% para Coimbra. Um trabalho realizado em 2009 numa populagéo de 70 gatos oriundos
da Area Metropolitana de Lisboa, detetou a presenca de antigénios de D. immitis utilizando a
técnica de imunocromatografia (teste rapido), apurando uma prevaléncia de 1,43% (Rosa,
2009). Almeida (2010), reportou 1,2% de prevaléncia para dirofilariose felina, utilizando
técnicas de detecdo de antigénio. Em 2014, anticorpos contra D. immitis (ELISA) foram
reportados em 15% dos gatos domésticos nas regifes norte e centro do pais e na mesma
area geografica a prevaléncia de dirofilariose canina foi de 2,1% (Vieira et al., 2014). A
detecdo de antigénio revelou a presenca do parasita em 4,8% dos animais na regido sul de
Portugal (Maia, Ramos, Coimbra, Cardoso & Campino, 2015). Estudos recentes tém
revelado que a distribuicdo de D. immitis alastrou a todo o Pais, sendo de destacar o seu
desenvolvimento na zona centro do pais, mostrando uma clara tendéncia de aumento de

prevaléncia de Norte para Sul (Madeira de Carvalho, Alho, Meireles & Belo, 2014).
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CAPITULO Il — Detecéao de infecdo por Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania
spp., Ehrlichia spp. e Dirofilaria immitis em gatos (Felis catus domesticus), por

técnicas parasitoldgicas diretas e seroldgicas no concelho de Alcochete

1.0bjetivos
O trabalho experimental realizado nesta dissertagao teve como objetivos:

(1) Detecdo de Babesia spp., Hepatozoon spp. e Ehrlichia spp. através de esfregaco
sanguineo por escorregamento e de microfilarias de Dirofilaria immitis através de
esfregaco sanguineo por escorregamento e gota a fresco. Se forem visualizadas
outras formas parasitarias ndo incluidas neste estudo, irdo ser assinaladas a titulo de
informag&o mas néo discutidas no presente estudo;

(2) pesquisa de anticorpos anti-Babesia spp., anti-Leishmania spp., anti-Ehrlichia spp. e
anti-Dirofilaria immitis por imunofluorescéncia indireta (IFI) nos casos de Babesia
spp., Leishmania spp. e Ehrlichia spp. e ELISA no caso de Dirofilaria immitis, no
concelho de Alcochete para obter informacéo sobre a sua prevaléncia;

(3) relacionar a presenca de infegdo com alteragcbes de hemograma e com possiveis
sinais clinicos;

(4) nos casos em que tal seja possivel, nos resultados positivos, fazer o
acompanhamento e avaliacdo do curso da doenca e resposta ao tratamento
instituido;

(5) determinar a influéncia nos resultados positivos de diversos fatores, entre eles,
idade, sexo, raca, pelagem, alimentacdo, condicdo corporal, habitat, exame fisico,
co-habitacdo com animais ou pessoas doentes, contacto com outros animais,
presenca de ectoparasitas, desparasitacfes, vacinacdo, presenca em gatil, férias e

auséncia do pais.

2. Materiais e Métodos

2.1 Caracterizagao geogréfica e climéatica da area do estudo

O concelho de Alcochete, do Distrito de Setubal, ocupa uma &rea de 133 kmz2. Localiza-se

na regido de Lisboa (NUT II) e Peninsula de Setubal (NUT IIl) encontrando-se delimitado a

sudoeste pelo rio Tejo. Possui um clima mediterranico, com um periodo seco de cerca de 80

a 100 dias, durante o verdo, em que a temperatura média ronda os 29 °C. No inverno as

temperaturas sdo moderadas. A sua morfologia é bastante plana e as terras deste concelho

fazem parte da Reserva Natural do Estuario do Sado, possuindo uma grande riqueza de
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vida animal e varias atividades econdmicas tradicionais tais como a pesca, atividade
salineira, resinosa e corticeira. A Reserva Natural do Estuério do Sado abrange uma grande
area de zona humida, que inclui o rio, zonas de lodo e sapais. A agricultura ocupa uma
superficie agricola de 55% da &rea concelhia, predominando os cultivos de cereais, batata,
pousio, culturas horticolas intensivas, prados e pastagens permanentes (Infopédia, 2013).

Figura 2- Imagem de Alcochete (adaptado de https://www.google.pt/search?q=fotos+de+alcochete)

2.2. Caracterizacdo da populacdo em estudo

A populacdo em estudo foi constituida por uma amostra de 40 gatos residentes no concelho
de Alcochete que se apresentaram na clinica veterindria Vetalcochete para consulta,
cirurgias ou exames complementares de diagnéstico entre os meses de Maio e Dezembro
de 2014. A escolha dos animais foi efetuada independentemente do sexo, raca, idade e
estado clinico. Os donos dos gatos foram informados sobre os objetivos deste trabalho e
deram o seu consentimento por escrito (Anexo |) antes da inclusdo dos gatos no presente

estudo.

Para a determinacdo dos grupos etarios consideraram-se quatro categorias: “> 0 e <4”; “24
e <77; “27 e <9” e 29 anos. Para classificacdo da condicdo corporal os critérios usados
foram: normal (costelas palpaveis sem cobertura adiposa excessiva; vista de cima, a cintura
€ observada atras das costelas e abdomen retraido quando visto de lado), magro (costelas
facilmente visiveis em gatos de pelo curto, auséncia de gordura corporal percetivel,
reentrancia abdominal acentuada, vértebras lombares e asas iliacas facilmente palpaveis) e

obeso (impossivel palpar as costelas sob a cobertura adiposa muito densa, cintura
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inexistente, evidente abaulamento do abddémen com bolsa de gordura abdominal

proeminente e presenca de depdsitos de gordura na regiao lombar).

Em relacdo ao habitat, os animais foram classificados em gatos de interior (animais que
vivem no interior das habitagcbes sem qualquer acesso ao exterior), gatos de exterior
(animais que vivem permanentemente no exterior) e mistos (gatos que vivem dentro de casa

mas tém acesso ao exterior).

Relativamente ao exame fisico, os animais foram classificados como suspeitos de doenca

ou como tendo um exame fisico normal (sem sinais exteriores de doenca).

No que diz respeito a desparasitacdes externas, internas e vacinacdo, 0os animais foram
classificados como sujeitos a desparasitagfes e vacinacdo regulares (a regularidade foi
aceite como mensal para desparasitacdo externa, mensal, trimestral ou quadrimestral para
desparasitacdo interna e anual para a vacinagdo) ou irregulares (intervalos de tempo

superiores aos aceitaveis ou auséncia de desparasitagcdes ou vacinagoes).

Quanto ao hemograma, os animais forma classificados como tendo alteracdes no
hemograma ou como tendo hemograma normal. Quanto & avaliagdo dos restantes fatores
(esterilizagdo, co-habitagdo com outros animais, co-habitacdo com animais doentes, co-
habitacdo com pessoas doentes, doengas anteriores, presenca de ectoparasitas, presenca

em gatil, férias e auséncias do pais) as respostas dividiam-se em afirmativas ou negativas.

2.2.1. — Exame clinico e recolha de informacgéo através de Inquéritos

O exame fisico, que incluiu medicao de temperatura corporal, auscultacdo cardiaca e
pulmonar, inspecdo da mucosa bucal, palpacdo do abdémen e ganglios linfaticos
submandibulares, axilares e popliteos, foi acompanhado do preenchimento de um inquérito
(Anexo Il) onde foram recolhidos dados sobre cada animal, de modo a caracterizar a

populacdo em estudo através da avaliacao dos parametros referidos no ponto anterior.

2.3 — Colheita de amostras e processamento

A recolha de amostras decorreu nas instalacdes da Vetalcochete — Clinica Veterinaria de
Alcochete entre os dias 6 de Maio e 20 de Dezembro de 2014. A cada animal foram colhidos
2 ml de sangue da veia safena ou jugular e depois distribuidos 1 ml para um tubo com EDTA
e 1 ml para um tubo seco. No final da distribuicdo do sangue, uma gota foi colocada numa
lamina, coberta com uma lamela e imediatamente observada ao microscopio 6tico (objetiva
x4 e x10 e ocular x10) para avaliar a presenca de microfilarias numa gota a fresco. A partir

do tubo com EDTA foram realizados dois esfregacos de sangue e um hemograma por cada
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animal, sendo depois a amostra congelada. A amostra contida no tubo seco foi centrifugada
a 1500 rpm durante 10 minutos, de acordo com o protocolo aceite no Laboratério de
Doencas Parasitarias, da FMV, ULisboa, com o objetivo de recolher o soro. O soro foi
posteriormente colocado em tubos eppendorf, identificado e armazenado a -20°C para
posterior realizacdo da técnica de imunofluorescéncia indireta e ELISA, para pesquisa de

anticorpos contra varios parasitas.

2.4 — Esfregacos sanguineos

A partir do tubo com EDTA foram efetuados dois esfregacos de sangue. Os esfregacos

foram realizados nas instalages da Vetalcochete, de acordo com a seguinte técnica:

1. colocou-se uma gota de sangue fresco (retirado do tubo com EDTA) numa lamina
identificada com o nome do respetivo animal e com o nimero correspondente ao
questionario;

2. com a ajuda de uma lamela, estendeu-se a gota de sangue sobre a lamina de modo
a formar uma pelicula muito fina de sangue, deixando a lamina a secar a temperatura
ambiente.

3. depois de secas, as laminas foram acondicionadas em papel absorvente e
transportadas para o Laboratério de Doencgas Parasitarias, da FMV, ULISBOA, onde
se procedeu a sua fixacao e coloracgéo.

4. A fixacdo foi realizada com metanol durante 1 minuto e posterior adicdo do corante
Giemsa puro com um tempo de espera de 1 minuto. Seguidamente as laminas foram
passadas por agua corrente para remover 0 excesso de corante, secas ao ar e
armazenadas a temperatura ambiente para posterior observacdo em microscépio
Otico (objetiva x40 e x100, com 6leo de imerséao e ocular x10).

A observacao microscopica de cada esfregaco sanguineo foi realizada com as ampliacdes
de 400x e 1000x, com inicio na periferia do esfregaco. Em cada lamina foram observados
aproximadamente 100 campos aleatérios (objetivas de x40 e x100) para a pesquisa dos
agentes em estudo, de modo a garantir 0 mesmo rigor e aproximadamente a mesma area

de observacdo em todos os esfregacos.

2.5 - Hemograma

O hemograma foi realizado nas instalagdes da clinica Vetalcochete, cerca de 15 minutos
ap6s cada colheita num contador automético de células (impedancia) da marca Abacus

Junior B (Modelo Ec 12 Vet, Kemia Cientifica). O tubo de sangue com EDTA foi colocado no
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local da amostra, da qual foi recolhida por aspiracdo a quantidade de sangue necesséria

para fazer a contagem automatica das células.

2.6 — Testes serologicos

2.6.1 — Pesquisa de anticorpos anti-Babesia spp. e anti -Ehrlichia spp. pela técnica de
IFI (Megacor®)

A pesquisa de anticorpos contra Babesia spp. e Ehrlichia spp. foi realizada por IFI no
Laboratorio de Doencas Parasitarias, da FMV, ULISBOA, utilizando testes comerciais
fabricados pelo laboratério Megacor® e segundo as instru¢cdes do fabricante (Anexo llI).
Foram utilizados kits comerciais indicados para cdo embora se tenha substituido o
conjugado anti-cdo por conjugado anti-gato. De acordo com a informacg&o do fabricante, os
kits para diagnéstico de babésia e de erliquia ndo permitem distinguir entre espécies, pelo
gue foram utilizados para pesquisa de géneros. A razdo pela qual foram utilizados testes
indicados para cédo, deve-se ao fato de, até a data de inicio deste estudo, ndo estarem

disponiveis no mercado testes para pesquisa destes hemoparasitas especificos para gatos.
As laminas de substrato dos diferentes testes consistiam em:

(1) para Babesia spp. em laminas contendo eritrécitos caninos infetados com o parasita

fixados, na forma dos caracteristicos merozoitos citoplasmaticos;

(2) para Ehrlichia spp., em laminas contendo macrofagos caninos em que 20 — 30 %

estavam infetados com o parasita, contendo as caracteristicas moérulas citoplasméticas.

As amostras de soro felino foram diluidas em tampéo e incubadas nos pocos individuais
para permitir a reacdo dos anticorpos do animal com os antigénios de Babesia spp. e
Ehrlichia spp. As laminas foram lavadas com PBS (phosphate buffered saline) para remover
as proteinas séricas nado reativas, adicionando-se posteriormente o conjugado respetivo
(anticorpo imunoglobulina G anti-felino ligado ao corante fluorescente). Ap6s 30 minutos de
contacto entre conjugado e complexo antigénio-anticorpo, as laminas foram novamente
lavadas com PBS para remover o conjugado ndo reativo. No final foram adicionadas duas
gotas de meio de montagem a lamina que foi coberta por uma lamela e observada de

seguida.

Interpretagdo dos resultados:

As reacdes resultantes puderam ser observadas através da microscopia de fluorescéncia

em gue a reacao positiva (controlo positivo) foi visualizada:
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(1) no caso de Babesia spp., como merozoitos de fluorescéncia verde bem delineada,

dentro do citoplasma dos eritrécitos infetados;

(2) no caso de Ehrlichia spp. como uma morula de fluorescéncia verde-maca bem definida
no interior do citoplasma de 20-30% das células em cada campo.

Uma reagdo negativa era observada em todos os testes, ou como células coradas de
vermelho, ou por auséncia de fluorescéncia/fluorescéncia diferente daquela observada no
pogco do controlo positivo. A quantidade de anticorpos da amostra é determinada pela
diluicdo limite em que existe positividade. Esta positividade é determinada pelo operador,
que avalia a presenca de fluorescéncia. No caso dos testes do laboratério Megacor® os

limiares de positividade eram fornecidos: Babesia spp. 1:20 e Ehrlichia spp. 1:40.

Para diminuir a margem de erro, todas as laminas forma observadas pelo mesmo operador
e o0 resultado positivo, ou negativo de cada amostra foi avaliado em comparagdo com 0s

controlos positivo e negativo da respetiva lamina, ja incluidos no Test-kit.

2.6.2 — Pesquisa através de imunofluorescéncia indireta de anticorpos para
Leishmania spp. (Leishmania Spot IF, BioMérieux®)

A pesquisa de anticorpos contra Leishmania spp. foi realizada por IFI no Laboratério de
Doencas Parasitarias, da FMV, ULISBOA. Foi usado como controlo positivo soro de gato da
seroteca do Laboratério de Doencas Parasitarias da FMV,ULISBOA, previamente analisado,
com titulos altos de anticorpos anti-Leishmania. Como controlo negativo foi utilizado tampao
fosfato-salino (PBS). Utilizou-se o kit Leishmania-Spot IF (Laboratério bioMérieux, Franca),

de acordo com as seguintes instrugdes do fabricante (Anexo l):

1. Retirar as laminas com antigénio do frigorifico e coloca-las a temperatura ambiente
durante 15 minutos;
Preparar o PBS (BioMérieux, Franca), diluindo-o em 1 litro de agua destilada;

3. Preparar o PBS-Tween 80, através da juncdo de 1 mililitro de Tween 80 (Merck,
Alemanha) a um litro do preparado anterior;

4. Numa microplaca, depositar 195 pL de PBS nos pocos, correspondendo o namero
de pocos ao nimero de soros que se pretende testar;

5. Adicionar 5 pL de soro a cada poco que contém PBS;
Incubar durante 30 minutos a 37°C, em camara humida;
Lavar as laminas do seguinte modo:
a. 12lavagem: rapida com PBS/Tween 80;
b. 22lavagem: 5 minutos mergulhadas num recipiente contendo PBS/Tween 80;

c. 32lavagem: 5 minutos mergulhadas noutro recipiente contendo PBS/Tween 80;

48



d. Lavar as laminas com agua destilada;
e. Deixar secar bem as laminas ao ar.

8. Depositar 10 pL do conjugado MegaSceen FLOU VET (MegaCor Diagnostik GmbH;
anticorpos anti-igG total de gato) em cada poco, incluindo os controlos;

9. Incubar durante 30 minutos a 37°C em camara humida;

10. Lavagem igual ao passo 7;

11. Depois de secar muito bem as laminas fazer a montagem definitiva colocando uma
gota de glicerina tamponada (1:10) Fluoprep (BioMérieux, Franca) em cada pogo e
cobrir com uma lamela de 50x24 mm.

12. Efetuar a leitura em microscépio de fluorescéncia (Olympus DP10, Modelo BX50F),

com comprimento de onda de 425 nm.

Figura 3- Material usado na técnica de IFI

Interpretagdo de Resultados:

Consideraram-se como positivas as amostras contidas em pog¢os que apresentaram formas
promastigotas bem definidas com uma coloracdo verde fluorescente. O controlo negativo
era constituido por formas promastigotas de coloracdo vermelha, sem qualquer tipo de

fluorescéncia.

Tendo em conta a inexisténcia de um protocolo universalmente aceite para a detecédo de
anticorpos anti-Leishmania pela técnica de IFI em gatos, considerou-se como limiar de
positividade 1:40 (Rosa, 2009).

2.6.3 — Pesquisa de anticorpos contra D. immitis (HESKA® Solo Step® FH)

Para esta pesquisa foi utilizado um teste especifico para gatos baseado no método de
ELISA que deteta anticorpos (os gatos desenvolvem uma forte resposta de imunoglobulina
G a infecdo) sendo por isso mais fiavel do que os testes de detecdo de antigénio (Prieto et
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al.,, 1997). Para realizar a pesquisa de anticorpos para D. immitis foram seguidas as

seguintes instrugdes (Anexo 1V):

Abrir 0 involucro do teste e coloca-lo numa superficie plana;

2. Usando uma pipeta (pipeta de Pasteur fornecida com o kit) recolher a amostra de
soro do paciente;

3. Dispensar 90 pL da amostra no pocilho redondo do teste;
Permitir que a amostra flua através da janela de resultados durante 10-15 minutos
Ler os resultados na janela retangular aos 15 minutos. E necessario que apareca
uma linha azul (Linha de controlo do procedimento) em todas as amostras e uma
linha vermelha (Linha teste) pode aparecer ou nao.

Foram feitas duas altera¢des ao protocolo do fabricante:

(1) a leitura dos testes néo foi realizada passados cinco minutos da reagdo pois nesta altura
ainda ndo tinha ocorrido a total migracdo da amostra (em nenhuma amostra apareceu a
linha azul do controle dentro dos cinco minutos recomendados pelo fabricante), sendo a

leitura dos testes efetuada aos quinze minutos;

(2) foram adicionadas algumas gotas de solugdo PBS para permitir a total migracdo da
amostra através das janelas retangulares de resultados (a grande maioria das amostras nao
tinha volume suficiente para permitir a migragdo, embora a quantidade de amostra utilizada

tenha sido a indicada pelo fabricante).

Dados exatos sobre a especificidade e sensibilidade deste teste ndo estdo disponiveis, no
entanto o fabricante reporta que o teste é altamente sensivel e especifico (Fernandez et al.,
2010).

Figura 5- Teste Heska® Solo Step Feline Heartworm negativo

Figura 4- Material usado na detegdo de anticorpos
anti-Dirofilaria immitis
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Interpretacéo dos resultados:

Os resultados s6 podem ser considerados validos se aparecer uma linha azul de controlo na
janela de resultados. Se esta linha ndo surgir, o teste é invalido e deve ser repetido. A
presenca de uma linha vermelha na janela de resultados (abaixo da linha de controlo) indica
a positividade do teste, ou seja, ha presenca de anticorpos para D. immitis, 0 que pode

significar uma ou mais das seguintes hipéteses:
(a) presenca de parasitas adultos no coragdo e/ou artérias pulmonares;
(b) o gato esté infetado com parasitas adultos ou larvas em fase L4;

(c¢) a infecdo por D. immitis jA ndo estd ativa mas ainda ha presenca de anticorpos

circulantes;
(d) presenca de dirofilarias ectopicas.

A auséncia de linha vermelha na janela de resultados indica um resultado negativo, ou seja,
pode acontecer uma das duas situagfes: o animal ndo esta infetado com D. immitis ou o

animal esta infetado ha menos de 60 dias da colheita da amostra.

2.7. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram armazenados através do programa Microsoft Office Excel 2013 e a
sua andlise estatistica foi efetuada recorrendo ao programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS®; IBM®, Chicago), versdo 22. Foram elaboradas tabelas de contingéncia e
o Teste Exato de Fisher foi o teste escolhido para relacionar as variaveis em estudo (idade,
sexo, esterilizacdo, raca, pelagem, alimentacéo, condi¢édo corporal, habitat, exame fisico, co-
habitacdo com animais ou pessoas doentes, contacto com outros animais, doencas
anteriores, presenca de ectoparasitas, desparasitagfes, vacinagao, presenca em gatil, férias
e auséncia do pais) com a positividade a Babesia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp.,
Ehrlichia spp. e Dirofilaria immitis. A escolha do teste foi devido a pequena dimensao da
amostra (n=40), usando um nivel de significancia de 5% (p <0,05). Nao foi possivel utilizar o
teste do qui-quadrado de Pearson pois, nas tabelas de contingéncia 2 x 2, os valores
esperados menores que 5 e amostras pequenas, podem afetar a aproximacdo da

distribuicdo deste teste.
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3 — Resultados

3.1 — Caracterizacdo da Populacéo

A amostra foi constituida por 14 machos (35%) e 26 fémeas (65%) (Grafico 1). Dois dos
machos eram esterilizados e doze eram inteiros. Dezanove fémeas eram esterilizadas e

sete eram inteiras (Gréfico 1).

=

= Machos castrados = Machos Inteiros

Fémeas esterilizadas = Fémeas inteiras
Grafico 2 - Distribuigdo de sexos na amostra (N=40)

De forma a facilitar o tratamento de dados, os animas foram agrupados por grupos etérios,
consoante a Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos gatos em estudo por grupos etarios (N=40)

Idade (anos) Frequéncia absoluta Frequéncia Relativa (%)
>0 A <4 17 42,5
24 A <7 11 27,5
27 A <9 3 7,5
29 9 22,5

Quanto a raca, 100% (n=40) dos felinos que integraram o estudo pertenciam a raca Europeu
Comum, tinham pelo curto e a alimentacdo era a base de racdo seca. Em termos de
condig¢éo corporal, 77,5% (n=31) eram normais, 20% (n=8) eram magros e 2,5% (n=1) era
obeso (Tabela 2).
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Tabela 2 — Distribuicéo da populacédo em estudo consoante a condicéo corporal (N=40)

Condicao corporal Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Magro 8 20
Normal 31 77,5
Obeso 1 2,5

Quanto a habitacao, 77,5% (n=31) eram gatos de interior, 15% (n=6) eram gatos de exterior

e 7,5% (n=3) eram mistos (Grafico 2).

M Gatos de interior M Gatos de exterior B Misto
un

~
~

%

N
-

TIPO DE HABITAT

7,5

Gréfico 3 - Distribui¢do da populagdo consoante o tipo de habitat

Quanto a co-habitagéo, 65% (n=26) dos gatos co-habitava com outros animais sendo estes
caes (n=16), gatos (n=22) e ratazanas (n=1); 5% (n=2) co-habitava com animais doentes
(em ambos os casos o0 animal doente era um cao cardiaco) e apenas 1 animal (2,5%) co-
habitava com uma pessoa doente tratando-se de uma mulher com cancro de mama (Tabela
3).

Tabela 3 — Co-habitacdo dos gatos em estudo com outros animais, animais doentes e
pessoas doentes

Co-habitacéao Frequéncia absoluta Frequéncia relativa

(%)

Outros animais Sim 26 65
Caes 16 40
Gatos 22 55
Ratazana 1 2,5

N3o 14 35

Animais doentes Sim 2 5
N3o 38 95

Pessoas doentes Sim 1 2,5
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Nao 39 97,5

No que diz respeito ao exame fisico, 67,5% (n=27) foram considerados como apresentando
um exame fisico normal e 32,5% (n=13) foram considerados suspeitos de doenca. Presenca
de doenca anterior foi registada em 17,5% (n=7) dos animais traduzindo-se por infecao por
Mycoplasma spp. (n=2); insuficiéncia renal cronica (n=4); criptosporidiose (n=1) e obstrucao
urinaria (n=1). Em 27,5% (n=11) dos animais foi observada presenca de ectoparasitas.
Relativamente a desparasitacdes, 65% (n=26) dos animais eram sujeitos a desparasitacdes
internas irregulares e 35% (n=14) recebiam desparasitacdes regulares; 70 % (n=28) eram
sujeitos a desparasitacOes externa irregulares e 30% (n=12) regulares. A vacinacdo era
regular em 32,5% (13) dos animais (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia absoluta e relativa (%) da desparasitagdo interna, externa e

vacinacao da populacéo em estudo (N=40)

Classificacéo Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta (%)
Desparasitacéo
interna
Mensal 1 2,5
Trimestral Regular 9 22,5
Quadrimestral (35%) 4 10
Semestral 9 22,5
Anual Irregular 10 25
Nao faz (65%) 7 17,5
Desparasitacéao
externa
Mensal Regular (30%) 12 30
Trimestral 6 15
Quadrimestral 1 2,5
Semestral Irregular 13 32,5
Anual (70%) 1 2,5
N&o faz 7 17,5
Vacinacao
Regular (32,5%) 13 32,5
N&o faz Irregular 27 67,5
(67,5%)
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Nenhum dos animais (0%) que integraram este estudo tinha ido de férias com os donos e
apenas um animal (2,5%) se tinha ausentado do pais com destino a Espanha (todos estes
dados estéo registados no Anexo V).

3.2 - Resultados obtidos no exame fisico e hemograma

Ao exame fisico foram detetados sinais e/ou sinais clinicos de doenga em 13 gatos (32,5%).
Os sinais de doenca encontrados foram: febre (n=2), prostracdo (n=5), anorexia (n=4),
vémitos (n=1), mucosas palidas (n=2), tumor mamario (n=1), desidratacdo (n=2), obstrucéo
urinaria (n=1), perda de peso (n=2), uveite (n=1), fistula infra-orbitaria (n=1) e dispneia (n=1)

(Tabela 5). O exame fisico foi normal em 67,5% (n=27) dos gatos.

Tabela 5 — Sinais clinicos apresentados pelos animais em estudo (N=40)

Sinais clinicos N° de Casos
Febre
Prostracéo
Anorexia
Vomitos
Mucosas pélidas
Tumor mamario
Desidratacao
Obstrucédo urinéria
Perda de peso
Uveite

Fistula infra-orbitaria

P P RPN R NRFP NP MNOGODN

Dispneia

Os resultados obtidos revelaram que 40% (n=16) dos animais tinham alteracdes no
hemograma. As alteraces encontradas no hemograma traduziram-se por anemia (n=4) e

trombocitopénia (n=14) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Alteracdes no hemograma registadas na populacdo em estudo (N=40)

Hemograma N° de Casos
Com Alteracéo 16
Anemia 4
Trombocitopénia 14
Normal 24

3.3 — Resultados obtidos na pesquisa de hemoparasitas

3.3.1 - Detecéo de hemoparasitas em esfregacos de sangue e gota a fresco

Foram observadas formas parasitarias de Mycoplasma spp. em 12,5% (5/40) das laminas

observadas.

No que diz respeito aos parasitas contemplados neste estudo, ndo se observaram formas de

parasitas nos esfregacos realizados nem no exame de gota a fresco.

3.3.2 — Detecéo de anticorpos anti-Babesia spp. por IFI

A técnica de IFI efetuada para a detegdo de anticorpos anti-Babesia spp. na diluicdo de 1:20
apresentou dois resultados positivos. A prevaléncia de infegdo por Babesia spp. obtida
através desta técnica para esta populacdo de gatos foi de 5% (2/40 gatos) (Tabela 13). Dos
dois gatos seropositivos, um deles (50%) apresentava sinais que se traduziram por

prostracdo, anorexia e dispneia.

Os dois animais que mostraram resultados positivos apresentaram alteracdes no
hemograma, ambos (100%) tinham trombocitopénia e um deles (50%) tinha anemia

associada (Tabela 7).

Tabela 7 — Alteragbes do hemograma apresentadas pelos animais seropositivos para
Babesia spp. (N=2)

Hemograma Animais positivos para
Babesia spp.

Anemia 1
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Trombocitopénia 2
A descricdo em pormenor dos animais que mostraram resultados positivos para Babesia
spp. e respetivos quadros clinicos (quando presentes) é feita no ponto 3.4 e na tabela 8

estdo resumidas algumas caracteristicas desses animais.

Tabela 8 — Caracteristicas fisicas, habitat, anamnese, histéria clinica, presenca de
ectoparasitas e programas de desparasitacdo dos dois animais positivos para Babesia spp.

F 4 N E Nao Nao Normal  Nio N3o Sim N3o N3o Anem/
Trom

. F 1 N | Nao Nao A, Pros, Nio N3o Nao Trim Men Trom
Dis

ID=ldade (anos) /CC=Condi¢ao Corporal/Co-hab 1=Co-habitagdo com pessoas doentes/Co-hab 2=Co-habita¢do
com animais doentes/ DA=Doengas Anteriores/ Co-hab 3=co-habitagdo com outros animais/ Ect=Presenca de
ectoparasitas/ Desp. Int=Desparasitacdo interna/ Desp.Ext=Desparasitacdo externa/ F=Fémea/
M=Macho/N=Normal/E=Gatos de exterior/[=Gatos de interior/ Des=Desidratacdo/ A=Anorexia/ Pro=Prostracao/
Men=Mensal /Tri=Trimestral / Anem= Anemia / Trom= Trombocitopénia

3.3.3 - Detecgao de anticorpos anti-Leishmania spp. por IFI

A técnica de IFI efetuada para a dete¢do de anticorpos anti-Leismania spp. na diluicdo de
1:40 apresentou resultados negativos. Dado a auséncia de resultados positivos, ndo se
procedeu a mais diluicbes. A prevaléncia de infecdo por Leishmania spp. obtida através

desta técnica para esta populacdo de gatos foi de 0% (0/40 gatos) (Tabela 12).

3.3.4 - Detecgéo de anticorpos anti-Ehrlichia spp. por IFI

Através da técnica de IFI foram observados 8 resultados positivos na diluicdo de 1:40. A
prevaléncia de infecdo por Ehrlichia spp. obtida através desta técnica para esta populagcéo
de gatos foi de 20% (8/40 gatos) (Tabela 12). O aspeto dos resultados positivos e negativos

estdo ilustrados na figura 6.
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Figura 6: Resultados da pesquisa de anticorpos anti-Ehrlichia spp. obtidos por IFI,
evidenciando o aspeto do controlo negativo (A), do controlo positivo (B), de uma amostra
negativa (C) e de uma amostra positiva (D)

Dos oito gatos seropositivos para Ehrlichia spp. 50% (n=4) apresentava sinais clinicos: febre
(n=1); prostragéo (n=2), anorexia (n=3); mucosas palidas (n=1); desidratacdo (n=1); perda

de peso (n=2); uveite (n=1); fistula infra-orbitaria (n=1) e dispneia (n=1) (Tabela 9).

Tabela 9 — Sinais clinicos exibidos pelos animais positivos para Ehrlichia spp. (N=8)

Sinais clinicos N° Positivos para Ehrlichia spp.
Febre 1
Prostracéao 2
Anorexia 3
Vomitos
Mucosas pélidas 1

Tumor mamario
Desidratacao 1

Obstrucédo urinéria

Perda de peso 2
Uveite 1
Fistula infra-orbitaria 1

58



Dispneia 1
Todos (100%) os animais que revelaram resultados positivos para infe¢cdo por Ehrlichia spp.
apresentaram altera¢cdes no hemograma: 100 % mostraram trombocitopénia (n=8) e 25%

mostraram anemia (n=2).

Tabela 10- Alteragcbes do hemograma apresentadas pelos animais seropositivos para
Ehrlichia spp (N=8).

Hemograma N° Positivos para
Ehrlichia spp.

Anemia

Trombocitopénia

A descricdo em pormenor dos animais que mostraram resultados positivos para Ehrlichia
spp. e respetivos quadros clinicos (quando presentes) é feita no ponto 3.4 e na tabela 11

estdo resumidas algumas caracteristicas desses animais.

Tabela 11 — Caracteristicas fisicas, habitat, anamnese, histéria clinica, presenca de
ectoparasitas e programas de desparasitacdo dos animais positivos para Ehrlichia spp.

F 2 N E Nao Nao Normal Ndo 4 c3es Sim Anual Sem T
17 gatos
- F 4 N E N&o N&o Normal N3do 19gatos Néo Nao Sem T
F 0, N M Nao Nao Uveite N3o N3o Nao Men Men T
5
- M 1 N 1 N&o N&o Normal N3o N3o N&o Trim Men T
F 4 N E Nao Nao Normal Ndo Nao Sim Nao Nao Ane
/T
F 12 Mag | Nao Nao Des, A, sim Ndo Nao Quad Quad T
ro PP, Pro,
MC
M 10 Mag | Nao Nao A, PP, N3o N3o Sim Trim Men Ane
ro F,MP,FI /T
(0]
. F 1 N I Nzo Nzo A, Pros, Nio N3o Ndo  Trim  Men T
Dis

ID=ldade/CC=Condicdo Corporal/Co-hab 1=Co-habitagdo com pessoas doentes/Co-hab 2=Co-habitacdo com
animais doentes/D A=Doengas Anteriores/Co-hab 3=co-habitacdo com outros animais/ Ect=Ectoparasitas/
Desp. Int=Desparasitagdo interna/ Desp.Ext=Desparasitacdo externa/ F=Fémea/ M=Macho/N=Normal/E=Gatos
de exterior/M=Misto/I=Gatos de interior/ Des=Desidratacdo/ A=Anorexia/PP=Perda de peso/ Pro=Prostracdo/
MP=Mucosas palidas/F=Febre/FIO=Fistula infra-orbitaria/ Men=Mensal /Tri=Trimestral/ Quad=Quadrimestral/
Sem=semestral /Hemo= Hemograma / Ane = Anemia / T = Trombocitopénia

59



3.3.5 - Detecéo de anticorpos anti-Dirofilaria immitis através do método de ELISA

A detecéo de anticorpos anti-Dirofilaria immitis por ELISA revelou-se negativa nas 40
amostras. A prevaléncia de infe¢é@o por Dirofilaria immitis obtida através desta técnica para
esta populagéo de gatos foi de 0% (0/40 gatos) (Tabela 12).

Tabela 12 - Frequéncia absoluta e frequéncia relativa (%) dos agentes testados na amostra
populacional (N=40).

Agente Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Babesia spp. 2 5
Ehrlichia spp. 8 20
Hepatozoon spp. 0
Dirofilaria immitis 0
Leishmania spp. 0

Os resultados positivos obtidos estdo esquematizados no gréafico 3.

[VALOR]

10 [VALOR]

Numero de animais

Resultados Positivos a IFI

B Co-infegdo com Babesia spp. e Ehrlichia spp. M Ehrlichia spp.

Gréfico 4 - Numero de animais positivos a Ehrlichia spp. e nimero de animais co-infetados com Ehrlichia spp. e Babesia spp.

3.4 — Apresentacdo dos casos clinicos

Dado o numero reduzido de resultados positivos, estes irdo ser abordados separadamente.

3.4.1. Gatos co-infetados por Babesia spp. e Ehrlichia spp.

¢ O animal com o nimero 36 pertencia ao sexo feminino, ndo esterilizada, com 4 anos

de idade, pelo curto, condicdo corporal normal, tinha uma alimentacdo a base de
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racdo seca e era um animal exclusivamente de exterior. Nao tinha contacto com
outros animais hem com pessoas doentes e nao tinha historia de doengas anteriores.
N&o apresentava sinais de doenca ao exame fisico, tendo sido detetada a presenca
de ectoparasitas no mesmo e nédo fazia qualquer tipo de desparasitacdo ou
vacinagdo. As alteragbes registadas no hemograma foram anemia (eritrocitos=4,5
M/uL, valores de referéncia: 5-10 M/uL) e trombocitopénia (plaquetas=147x10°,
valores de referéncia: 300-800x10°)

O animal com o namero 40 era fémea, esterilizada, com 1 ano de idade, pelo curto,
condicdo corporal normal, tinha uma alimentacdo a base de racdo seca e era um
animal exclusivamente de interior. Nao tinha contacto com outros animais nem com
pessoas doentes e ndo tinha historia de doengas anteriores. O animal apresentava
dispneia, anorexia e prostracdo ao exame fisico. N&o tinha ectoparasitas e fazia
desparasita¢des internas e externas regulares mas nunca tinha sido vacinada. A
alteracdo registada no hemograma foi trombocitopénia (plaquetas=120x10%). O
tratamento instituido foi doxiciclina oral, 5 mg/kg BID durante 30 dias e prednisolona
oral 1 mg/kg BID durante 1 semana. O animal foi reavaliado 1 semana apds o inicio
do tratamento apresentando melhorias significativas: ja ndo tinha dificuldades
respiratérias, estava a comer bem e tinha ganho algum peso.

3.4.2. Gatos positivos para infe¢do por Ehrlichia spp.

O animal com o nimero 21 era uma fémea, esterilizada, com 2 anos de idade, pelo
curto, condigdo corporal normal, tinha uma alimentagdo a base de racédo seca e era
um animal exclusivamente de exterior. Vivia em contacto com 17 gatos e 4 cées.
N&o contactava com pessoas doentes e ndo tinha historia de doengas anteriores.
N&o apresentava sinais de doenca ao exame fisico, tendo sido detetada a presenca
de ectoparasitas. Fazia desparasitacdo interna anual e externa semestral. N&o
estava vacinada. A alteracdo registada no hemograma foi trombocitopénia
(plaquetas=108x10°).

O animal com o numero 23 era fémea, esterilizada, com 4 anos de idade, pelo curto,
condi¢do corporal normal, tinha uma alimentagdo a base de racdo seca e era um
animal exclusivamente de exterior. Vivia em contacto com 17 gatos e 3 cédes. Nao
contactava com pessoas doentes e ndo tinha historia de doencas anteriores. Nao
apresentava sinais de doenca ao exame fisico, tendo sido detetada a presenca de

ectoparasitas. Nunca fez desparasitacdo interna e faz desparasitacdo externa
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semestralmente. Nao estava vacinada. A alteracdo registada no hemograma foi

trombocitopénia (plaquetas=94x10°).

O animal com o numero 27 era fémea, esterilizada, com 6 meses de idade, pelo
curto, condi¢é@o corporal normal, tinha uma alimentac@o & base de racdo seca e era
um animal que vivia dentro de casa mas tinha livre acesso ao exterior (misto) que era
um terrago num prédio. N&o tinha contacto com outros animais nem com pessoas
doentes e ndo tinha histdria de doencas anteriores. A Unica alteragdo observada no
exame fisico foi a presenca de uveite no olho esquerdo. N&o tinha ectoparasitas e
fazia desparasitacbes internas e externas regulares. As vacinas estavam
atualizadas. A alteracdo registada no hemograma foi trombocitopénia
(plaquetas=86x10°). O tratamento realizado foi um colirio & base de cloranfenicol e
doxiciclina oral, 5 mg/kg BID durante 30 dias. O animal foi reavaliado no final do
tratamento n&o havendo sinais de uveite nesta altura. Nesta altura foi recolhida uma
nova amostra de sangue que foi enviada para o laboratério DNAtech para fazer a

identificacdo do agente através de PCR. Esta revelou-se negativa.

Figura 7- Imagem de uveite num gato (adaptado de http://anaturezadosgatos.blogspot.pt/2013/03/uveite-felina.html)

O animal com o numero 34 era macho, castrado, com 1 ano de idade, pelo curto,
condicao corporal normal, tinha uma alimentacdo a base de racdo seca e era um
animal exclusivamente de interior. Nao tinha contacto com outros animais nem com
pessoas doentes e ndo tinha histéria de doencas anteriores. O exame fisico ndo
mostrou alteracdes. N&o tinha ectoparasitas e fazia desparasitacfes internas e
externas regulares. As vacinas estavam atualizadas. A alteracdo registada no

hemograma foi trombocitopénia (plaquetas=100x10°).
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O animal com o numero 37 era fémea, esterilizada, com 12 anos de idade, pelo
curto, magra, com uma alimentacdo a base de racdo seca e era um animal
exclusivamente de interior. N&o tinha contacto com outros animais nem com pessoas
doentes e tinha tido infecdo por Mycoplasma spp. (analise feita no laboratorio
DNAtech por IFI) cerca de 6 meses antes, com sintomatologia associada (anorexia,
perda de peso e anemia). O exame fisico revelou palidez da mucosa oral,
desidratacdo, anorexia e perda de peso. N&ao tinha ectoparasitas e fazia
desparasitagcfes internas e externas regulares. As vacinas estavam atualizadas. A
alteracdo registada no hemograma foi trombocitopénia. O tratamento instituido foi
fluidoterapia, vitaminas, corticosteroides (prednisolona 1 mg/kg IM) e doxiciclina oral,
5 mg/kg BID durante 30 dias. O animal ndo apresentou nenhum tipo de evolugéo
positiva do quadro clinico havendo agravamento dos sinais clinicos iniciais. Este
animal foi testado, para além das analises efetuadas neste estudo, para Mycoplasma
spp., Toxoplasma, FIV e Felv sendo negativo para todos eles exceto Ehrlichia spp.
Foram realizados hemogramas seriados que foram revelando um agravamento da
anemia e trombocitopénia (primeiro hemograma: eritrocitos=5,03 M/uL e plaquetas=
150x10% dltimo hemograma realizado trés dias apés o primeiro: eritrocitos= 1.23
M/uL e plaquetas= 18x10%. Quando o hematdcrito desceu abaixo dos 15% foram
efetuadas trés transfusdes de sangue (sangue fornecido pelo Banco de Sangue
Animal) e tratamento de suporte (fluidoterapia e corticosteroides). O animal morreu

passados 3 dias.

O animal com o numero 39 era macho, castrado, com dez anos de idade, pelo curto,
magro, com uma alimentacdo a base de racdo seca e era um animal que vivia
exclusivamente dentro de casa. N&o tinha contacto com outros animais nem com
pessoas doentes e ndo tinha histéria de doencas anteriores. O exame fisico revelou
anorexia, perda de peso, febre, mucosas palidas e uma fistula infra-orbitaria
purulenta devido a abcesso do dente carniceiro (molar n® 4 superior). O tratamento
consistiu numa injecdo subcutédnea de cefovecina (Convenia®) pois era muito
agressivo pelo que a medicacao por via oral ficou eliminada. O animal foi reavaliado

passados quinze dias apresentado melhorias do quadro clinico.

Os animais com os numeros 36 e 40 ja foram descritos no ponto 3.4.1. e

apresentaram também resultados positivos para infecéo por Ehrlichia spp.
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3.5 - Associagao estatistica

Foi aplicado o teste exato de Fisher nos dados obtidos na tentativa de encontrar alguma
associacgédo estatistica entre positividade de infe¢céo e os fatores avaliados.

Tabela 13 — Associagdo estatistica entre a infegcdo por Babesia spp. e Ehrlichia spp. e as
caracteristicas fisicas, habitat, anamnese, historia clinica, presenca de ectoparasitas,
programas de desparasitacdo e vacinagdo alteragdo no hemograma dos animais
seropositivos para Babesia spp e Ehrlichia spp.

Variaveis Infegao por Babesia spp. Infegao por Ehrlichia spp.

Sexo p= 0,693 p= 0,591
Castracao p=0,121 p=0,377
Idade p= 0,685 p=0,813
Raca - B,

Pelo - -

Condigao corporal p=0,294 p= 0,593
Exame Fisico p= 0,242 p= 0,304

Alimentacao - -

Habitat p=0,09 p= 0,000
Co-habitagao com
. . p= 1,000 p= 1,000
animais doentes
Co-habitagao com
p= 1,000 p= 1,000
pessoas doentes
Doencgas anteriores p= 1,000 p= 1,000
Contacto com
.. p= 0,037 p=0,015
outros animais
Presenca de
. p=0,630 p=0,827
ectoparasitas
Desparasitagao
. P ¢ p= 1,000 p=0,173
interna
Desparasitagao
’ ¢ p= 0,668 p= 0,693
externa
Vacinagcao p= 0,692 p= 0,460
Presenca em gatil - -
Férias 5 §
Auséncia do pais p= 1,000 p= 1,000
Hemograma p= 0,057 p= 0,000
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Como se observa na tabela 13, a positividade a Ehrlichia spp. foi influenciada pelo habitat,
contacto com outros animais e hemograma e a positividade a Babesia spp. foi influenciada
apenas pelo contacto com outros animais, apresentando valores de p inferiores a 0,05.

Os fatores raca, pelo, alimentacdo, presenca em gatil e férias foram constantes para a
populacdo de felinos em estudo, ndo sendo assim possivel fazer inferéncias nesta

populagdo sobre a sua influéncia na positividade aos agentes.

Os fatores sexo, castracdo, idade, condicdo corporal, exame fisico, co-habitacdo com
animais ou pessoas doentes, doengas anteriores, presenca de ectoparasitas,
desparasitacdo interna e externa e auséncia do pais ndo obtiveram significado estatistico
(p>0,05), ndo estando os resultados positivos associados a nenhuma destas varidveis
(tabela 14).

A analise do habitat na tabela 14 permitiu verificar que o tipo de habitat com maior
percentagem de individuos positivos a Ehrlichia spp. foi o de gatos de interior,

representando 50% dos animais infetados.

Tabela 14 — Associacao entre infe¢do por Ehrlichia spp. e tipo de habitat (Gatos de interior,
Gatos de exterior e Misto).

Habitat Animais positivos para Ehrlichia
spp.
Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Gatos de interior 4 50
Misto 1 12,5
Gatos de exterior 3 37,5

Relativamente ao contacto com outros animais, a maior percentagem de animais
seropositivos para Ehrlichia spp. pertenceu ao grupo que nédo tinha contacto com outros

animais, como se pode observar na tabela 15.

Tabela 15 — Associacéo entre infecdo por Ehrlichia spp. e contacto com outros animais
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Contacto com Animais positivos para Ehrlichia spp.
outros animais

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Sim 2 25
Nao 6 75

Através da andlise da tabela 16 podemos observar que 100% dos animais positivos para
Ehrlichia spp. tinham alteragdes no hemograma.

Tabela 16 - Associacao entre infec&o por Ehrlichia spp. e resultados do hemograma

Hemograma Animais positivos para Ehrlichia
spp.
Frequéncia Absoluta  Frequéncia Relativa (%)
Normal 0 0
Com alteracdes 8 100

O contacto com outros animais também exerceu influéncia sobre a positividade a Babesia
spp. sendo que 100% dos animais seropositivos ndo tinham contacto com outros animais,

como se pode concluir da observagéo da tabela 17.

Tabela 17 - Associacao entre infecdo por Babesia spp. e contacto com outros animais

Contacto com Animais positivos para Babesia spp.
outros animais

Frequéncia Absoluta  Frequéncia Relativa (%)
Sim 2 100
N&ao 0 0

3.6 — Limitagdes do estudo

O presente estudo foi efetuado numa populacdo de 40 gatos do concelho de Alcochete, o
que representa uma amostra de pequena dimensdo, ndo se podendo, deste modo, retirar

conclusdes absolutas sobre a influéncia dos fatores analisados sobre esta populagéo.
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4. Discussao

4.1 - Detecdo de hemoparasitas por esfrega¢co sanguineo e gota a fresco

No presente trabalho ndo foram identificadas formas parasitarias de Babesia spp.,
Hepatozoon spp., Leishmania spp., Ehrlichia spp. e microfilarias de Dirofilaria immitis
através da observacdo de esfregacos sanguineos. Foram no entanto, observadas formas
parasitarias de Mycoplasma spp em 5 esfregagos. A infecdo por Mycoplasma spp. nao foi
abordada no presente trabalho devido a existéncia de outras teses de Mestrado da FMV,
ULisboa, que abordam este tema.

Os esfregagos de sangue sdo um método de diagndstico pouco dispendioso e rapido mas a
detecdo de hemoparasitas por esta técnica pode originar falsos negativos, principalmente
devido a baixa parasitémia normalmente associada a doencgas transmitidas por vetores nos
gatos e devido a dificil identificacdo dos parasitas intracelulares (Irwin, 2009; Solano-Galego
& Baneth, 2011; Caeiros, 2012).

O diagnéstico “classico” de babesiose felina assenta principalmente na identificagdo
microscopica dos piroplasmas nos eritrécitos, no entanto este procedimento ndo € muito
sensivel particularmente em animais portadores (Criado-Fornelio et al., 2003a). No presente
estudo ndo foi possivel identificar esfregacos de sangue com presenca de formas
parasitarias de Babesia spp., a semelhanca de um estudo realizado em Espanha, o qual
revelou 3 gatos positivos para babésia num total de 16 gatos examinados através de PCR,
no entanto, tal como neste estudo, a observacdo microscopica dos esfregacos sanguineos
nao revelou qualquer parasita (Criado-Fornelio et al., 2003b). Estes resultados néo estéo de
acordo com os resultados publicados por Simking, Wongnakphet, Stich & Jittapalapong
(2010) que identificaram formas de Babesia spp. através de exame microscopico na
Tailandia; nem com os dados de Wirth & Zahler-Rinder (2004) que encontraram uma
concordancia entre o numero de casos positivos detetados por esfregaco de sangue
(32,2%) e pela técnica de PCR (35,3%) na Africa do Sul. Esta diferenca de resultados pode
ser devida ao local onde ocorreram os estudos, sendo que ha poucos casos de babesiose
felina reportados na Europa e a Africa do Sul é a zona onde a sua prevaléncia é mais

elevada.

N&o foram observadas formas parasitarias de Hepatozoon spp. nos esfregagos realizados
no presente estudo. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Ortuiio et al. (2008),
gue analisaram esfregacos de sangue de 25 gatos e ndo visualizaram nenhuma forma
parasitaria. Ainda neste grupo de gatos, foi realizada testagem por PCR que revelou 16% de

seroprevaléncia (4/25). Baneth et al. (1998) também encontrou um valor muito baixo (0,57%)
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de esfregacos contendo formas parasitarias de Hepatozoon spp., num grupo de 1229 gatos
(s6 foram visualizadas formas parasitarias em 7 gatos). Um estudo efetuado na Tailandia,
por Jittapalapong, Rungphisutthipongse, Maruyama, Schaefer & Stich (2006) revelou
igualmente um valor muito baixo dado que sé se observaram gamontes em 0,7% dos
esfregacos de sangue analisados por microscopia huma populacdo de 300 gatos. Esta
populacdo apresentou uma seroprevaléncia de 32,3% quando testada através de PCR.

Foi efetuado o isolamento do organismo por meios moleculares em estudos realizados em
Espanha (Ortuiio et al., 2008; Tabar et al., 2008; Criado-Fornelio et al., 2003a; Criado-
Fornelio et al., 2007), Israel (Baneth et al., 1998), Brasil (Bortoli et al., 2011); Franga (Criado-
Fornelio, 2009) e Tailandia (Jittapalapong et al., 2006). Miceli et al. (2013) reportaram que
nenhum dos animais testados (0/178) mostrou presenca de DNA de Hepatozoon nas suas
amostras de sangue. Num estudo efetuado por Baneth et al. (2013), foi feita a identificagé&o
de H. felis por PCR. Foi encontrada uma associagdo positiva entre as taxas de infe¢cdo de
cdes e gatos no mesmo distrito e as sequéncias de DNA de cées e gatos foram muito

préximas de H. canis.

No estudo realizado por Baneth et al. (1998) observou-se que a maioria dos gatos infetados
eram jovens machos e que havia uma sobre-representacdo de gatos com doencas
retrovirais (FIV e FelLV) podendo ser justificado pelo comportamento territorial dos machos
gue faz com que estes se envolvam mais em lutas e deste modo tém mais tendéncia a ficar
infetados com FIV e FeLV que por sua vez os torna mais suscetiveis a infecdo por
Hepatozoon spp. Nos sete casos descritos de hepatozoonose felina neste estudo, 0s gatos
apresentavam sinais clinicos relacionados com outras infe¢des tais como FIV, FelLV e
micoplasmose. A associagdo significativa encontrada entre a infe¢do e 0 acesso ao exterior
sugere a possibilidade de transmissdo através de vetores artropodes tais como pulgas,
carragas e acaros, que sado ectoparasitas comuns dos gatos; ou por carnivorismo como

descrito para varias espécies de Hepatozoon (Baneth et al., 2013).

As infecdes provocadas por Hepatozoon spp. sdo tipicamente assintomaticas embora
possam ser patogénicas em certas circunstancias tais como hospedeiros acidentais, stress
devido a cativeiro, degradacdo do habitat, variagbes climéticas ou imunossupressao
(Williams et al., 2014). A infe¢do por Hepatozoon em felinos domésticos ja foi reportada em
véarios paises incluindo India (Patton, 1908, citado por Baneth, 2011), Africa (Van Amstel,
1979, citado por Baneth, 2011), Estados Unidos (Ewing, 1977, citado por Baneth, 2011),
Israel (Klopfer et al., 1973) e Espanha (Tabar et al., 2008).

N&o foram identificadas morulas de Ehrlichia spp. neste estudo, ndo estando de acordo com
os resultados reportados por Bjoersdorff et al. (1999); Tarello (2002) e Tarello (2005), que

identificaram inclusdes intracitoplasméticas morfologicamente iguais as morulas de Ehrlichia

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rungphisutthipongse%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17135555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maruyama%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17135555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schaefer%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17135555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stich%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17135555

spp. A auséncia de resultados positivos neste trabalho pode prender-se com o facto de os
animais analisados ndo estarem numa fase aguda da infecdo, sendo esta a melhor fase
para fazer a identificagdo da morula através de microscopia 6tica (as mérulas sdo mais
facilmente observadas nas infecGes granulociticas, as quais tém tendéncia a ser agudas)
(Cohn, 2003). A utilizagéo da técnica de buffy-coat maximiza a hip6tese de identificacdo da
mérula, no entanto, esta técnica nao foi empregue no presente estudo devido ao volume

insuficiente das amostras.

Estudos efetuados por Baneth et al. (1998) e Kubo, Miyoshi e Yasuda (2006), a semelhanca
do presente estudo, ndo encontraram gametécitos de Hepatozoon nos esfregacos
sanguineos. Isto pode ser associado ao facto de que poucos gametdécitos sdo encontrados

na infec@o por Hepatozoon em gatos domésticos (Klopfer et al, 1973; Baneth et al, 1998).

Todos os exames por gota a fresco foram negativos ndo tendo sido visualizada qualquer
microfilaria. Este resultado est4d de acordo com o resultado obtido por Rosa (2009) e
Almeida (2010) que também ndao visualizaram microfilarias no exame de gota a fresco. Estes
resultados ndo estdo de cordo como o estudo realizado por Kramer & Genchi (2002), onde
foram detetadas microfilarias no exame de gota a fresco em 4% dos gatos que tinham um
teste de anticorpo positivo nem com o estudo feito por Wongkamchai et al. (2014) no qual as
microfilarias foram detetadas em 5,7% das amostras. Na peninsula da Malasia, as
microfilarias foram detetadas em 20,6% dos gatos, no entanto, a visualizacdo destes
parasitas em amostras de sangue periférico no Sudeste Asiatico constitui um desafio de
diagnostico para o clinico uma vez que as microfilarias podem representar as formas
imaturas de varias espécies de filarideos (B. malayai, B. pahangi, Dipetalonema reconditum
e D. immitis) (Irwin & Jefferies, 2004). Os resultados negativos obtidos eram esperados pois
a microfilarémia nos felinos é transitéria e de curta duracdo (Miller, 1998; Ware, 2003;
Meireles et al.,, 2014), sendo encontrada em menos de 20% dos gatos infetados (Miller,
1998). Além disso, a natureza transitéria ou auséncia de microfilarias no gato pode ser
devido a remocao das microfilarias nos pulmdes por mecanismos imunitarios (Nogami et al.,
2000). Quando existente, a microfilarémia ndo excede a duragdo de dois meses e as
concentracdes de microfilérias sdo baixas no sangue (Miller, 1998; Nogami et al., 2000). Foi
proposto por Miller (1998) o aumento do volume da amostra de sangue a observar (5 ml em
vez de 1 ml) e a repeticdo deste teste de modo a aumentar a sensibilidade da prova. N&o foi
possivel seguir estas recomendacdes neste estudo devido a dificuldade de recolha das
amostras. A técnica de Knott ndo foi utilizada neste estudo pois nédo se trata de um trabalho
exclusivo de dirofilariose felina no qual seria interessante a comparacdo de diferentes

técnicas de diagnéstico, ndo se justificando a mesma no presente estudo. Além disso, a
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realizacdo deste teste é raramente vantajoso devido a curta duracdo da microfilarémia nos
gatos (Lee & Atkins, 2010; Meireles et al., 2014).

4.2 — Detecdo de anticorpos anti-Babesia spp. por IF

A pesquisa de anticorpos contra Babesia spp. por IFI revelou uma seroprevaléncia de 5%.
Valores de prevaléncia mais altos foram encontrados na Africa do Sul, onde a infegéo &
maioritariamente devido a B. felis, com valores de 39,3% obtidos através da técnica de IFI
(Warth & Zahler-Rinder, 2004). Um estudo realizado por Jacobson et al. (2000), integrou a
resposta a um questionario feito a médicos veterinarios na regido de Africa do Sul, no qual
se perguntava se os clinicos ja tinham visto algum caso de babesiose felina. Cinquenta e
cinco por cento dos questionados responderam afirmativamente. Um estudo realizado por
Trotz-Williams & Trees (2003) cujo objetivo era fornecer mapas da distribuicdo geogréafica
das principais infecbes parasitarias transmitidas por vetores em cées e gatos na Europa,
ndo obteve nenhum resultado quanto a infecdo por Babesia spp. em gatos (apenas nove
estudos de prevaléncia foram identificados para babesiose canina, mostrando claramente a
necessidade de mais informacdo na distribuicdo e incidéncia desta doenga). Apesar de
haver casos reportados de babesiose felina em Africa, a infecéo por Babesia spp. ainda é
pouco reportada, o0 que pode indicar uma baixa prevaléncia da doenca em todo o mundo
(exceto em Africa) ou pode-se tratar de uma entidade subdiagnosticada que necessita de
mais estudos epidemiolégicos de prevaléncia para tentar perceber a sua real ocorréncia
(Irwin & Jefferies, 2004). Tabar et al. (2008) ndo obtiveram evidéncia molecular de infecéo
por Babesia spp. numa populacdo de felinos, testados através de PCR, em Barcelona
(Espanha). No norte de Italia foi identificado DNA de B. microti em 0,8% da populagdo em
estudo (Spada et al., 2014) e em Bangkok, Tailandia, pelo método de PCR foi determinada
uma prevaléncia de 1,4% de B. vogeli numa populagéo felina (Simking et al., 2010).

Os dois animais nos quais foi detetada a presenca de anticorpos anti-Babesia spp.
apresentavam co-infecdo com Ehrlichia spp. Tentando relacionar positividade com quadro
clinico, um dos casos ndo apresentava sinais clinicos (animal n° 36) e 0 outro apresentava
sinais clinicos pouco especificos, tais como anorexia, prostracdo e dispneia (animal nimero
40) ndo sendo assim possivel relacionar positividade com quadro clinico tipico de babesiose
felina. N&o foi possivel fazer um painel analitico completo destes casos (proteinograma,
ionograma, bioquimicas entre outros) mas a literatura consultada refere que foram
observadas varias combinagbes anormais de concentragdo de a, B e y globulinas em
animais positivos para Babesia spp., ndo sendo no entanto identificado qualquer padréo. A
elevacdo de a-globulina pode ser indicacdo de resposta de fase-aguda a infe¢cdo por

Babesia pois 0 aumento destas proteinas esta relacionado com o aumento das proteinas de
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fase-aguda em resposta a dano ou infegdo tecidular. As concentracoes elevadas de B e y
globulinas normalmente s&o indicativas de aumento da produgcdo de imunoglobulinas
(proteinas de fase-cronica) e pode ser descrito como resposta do sistema reticuloendotelial
do paciente aos antigénios de Babesia (Boustani & Gelfand, 1996). Em ambos os animais
foi registada trombocitopénia mas em nenhum dos casos foi observada anemia, a qual €
muito comum neste tipo de infe¢6es. Em termos de infecdes concomitantes € de salientar a
importadncia da micoplasmose felina uma vez que 0s seus sinais clinicos sdo muito
semelhantes & babesiose felina e pode ser dificil de reconhecer num esfregago sanguineo.
Outras infe¢bes concomitantes reportadas incluem o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e
o virus da leucemia felina (FeLV) (Baneth et al., 2004). Devido a razdes econdémicas, 0s
animais positivos ndo foram testados para Mycoplasma spp., FIV e FeLV. Posteriormente, a
amostra referente ao gato numero 40 foi testada utilizando o kit Babesia ELISA Dog, do
fabricante AFOSA GmbH, originado resultados abaixo de zero (tanto com o conjugado anti-
cdo como com o conjugado anti-gato), tratando-se de resultados definitivamente negativos.
Juntando o quadro clinico de sinais clinicos pouco tipicos de babesiose, é provavel que os
sinais clinicos apresentados pelo gato n°® 40 ndo sejam consequéncia da infecdo por

Babesia spp.

Os resultados positivos na técnica de IFI devem ser interpretados com precau¢do uma vez
que estes testes nao detetam organismos mas sim 0s anticorpos reativos, além de que pode
ser dificil a interpretacdo de um titulo positivo em areas endémicas (Solano-Gallego &
Baneth, 2011) pois um animal pode permanecer seropositivo apds exposi¢cao e eliminacao
de organismo; durante a fase subclinica da infecdo ou mesmo apds um tratamento bem
sucedido da infecdo (Cohn, 2003). Por outro lado, pode haver resultados negativos em
infecdes agudas devido ao atraso no desenvolvimento da resposta imunitéria, havendo ja
infecdo mas ndo anticorpos circulantes (Neer et al., 2002). A impossibilidade de amplificacédo
de DNA por PCR nos gatos seropositivos pode ser relacionada com a possibilidade de
reacfes cruzadas entre agentes etiolégicos similares que é provavel que aconteca na
técnica de IFI (Vita, Santorini, Aguzzi, Petrotta & Luciani, 2005; Tarello, 2005; Ayllon et al.,
2009). Os ensaios serologicos tém um papel importante nos estudos de prevaléncias mas
0s ensaios com PCR conseguem detetar infecéo ativa e caracterizar o agente infecioso mais
especificamente (Shaw et al., 2005; Ebani & Bertelloni, 2014).

Fazer o diagnostico de doencas infeciosas em gatos pode ser desafiante uma vez que
algumas infecdes podem ocorrer em gatos saudaveis e quando ha presenca de sinais
clinicos, estes sdo, na maioria dos casos, inespecificos. A maior parte dos agentes estédo
muitas vezes presentes em ndmeros muito baixos no sangue periférico, sdo dificeis para
cultivar in vitro, desencadeiam respostas especificas de anticorpos inconsistentes e existe

reacdo sorologica cruzada entre alguns organismos (Vilhena et al., 2013).
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4.3 — Detecdo de anticorpos anti-Leishmania spp. por IFI

A seroprevaléncia obtida para infe¢do por Leishmania spp. em gatos através da técnica de
IFI neste estudo foi de 0% (0/40 gatos). Estes resultados estdo de acordo com o0s obtidos
por Rosa (2009), que testou 70 gatos na area metropolitana de Lisboa e nenhum originou
um resultado positivo e com Duarte et al. (2010) que testou 180 gatos e obteve 1 resultado
positivo (0,6% de seroprevaléncia). Na mesma zona, Garrido (2012) obteve uma
seroprevaléncia de 12,5% (4/20 gatos domésticos e 1/20 gatos errantes) que pode ser
justificada pelo facto de que apesar da maioria dos gatos positivos da amostra serem gatos
domésticos, tinham acesso ao exterior e a média de idade era 8 anos, o que favorece uma
maior exposi¢ao aos flebotomos infetados. Em contrapartida, a maioria dos gatos incluidos
no presente estudo eram gatos sem acesso ao exterior e a maioria jovens (apenas cerca de
30% tinha idade igual ou superior a 8 anos). Em Italia, Vita et al., (2005) obtiveram uma
seroprevaléncia de 16,3%. Todos os estudos atras mencionados utilizaram a técnica de IFI

com um limiar de positividade de 1:40.

Utilizando a técnica de IFI mas diferentes limiares de positividade, foram obtidos os
seguintes resultados: para limiar de positividade de 1:64, Maia et al. (2010) obteve 1,3%
(1/76 gatos) de seroprevaléncia e na Albania, os valores foram de 0,7% (Silaghi et al.,
2014); para limiar de positividade de 1:80, Faria (2008), testou 75 gatos na zona de Vila
Franca de Xira, obtendo 0% de seroprevaléncia; Vaz et al. (2005) obtiveram uma
seroprevaléncia de 1,03% (1/97 gatos) e Gomes (2015) apurou 0% de seroprevaléncia na
Area Metropolitana de Lisboa; por fim, para limiar de positividade de 1:100, Ayllon et al.
(2008b) e Mir¢ et al. (2014) obtiveram valores de seroprevaléncia de 4,29% (3/233 gatos) e
3,2% (11/346) respetivamente, em Madrid. Valores de seroprevaléncia baixos podem ser
explicados pela falta de registos, por uma resisténcia natural do gato a esta infecéo (Vita et
al., 2005; Solano-Gallego et al.,, 2007) ou como consequéncia da resposta imunitaria
predominantemente celular que pode mesmo originar seronegatividade (Marcos et al., 2009;
Maia et al., 2010). A presenca de gatos sem sinais clinicos com uma resposta de anticorpo
anti-Leishmania baixa pode levar a uma subestimacdo do niumero real de animais afetados
(Maia et al., 2008).

Através de pesquisa de anticorpos por teste de aglutinagdo direta, Maia et al. (2015)
obtiveram 3,7% de prevaléncia para a regido sul de Portugal e 2,8% para a regido Norte
(Cardoso et al., 2010). Ramos (2012) obteve 4,2% de prevaléncia usando esta técnica na
regido de Olhdo, Algarve e Nemati et al. (2015) obtiveram 6% de prevaléncia em gatos

provenientes de Ahar, Azerbaij&o e Irdo.
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Uma das mais importantes técnicas serolédgicas de diagnéstico é a IFI, que avalia a resposta
imunitaria  humoral do hospedeiro a infecdo por Leishmania. O uso das formas
promastigotas como antigénios proporciona especificidade ao método pois estas sdo as
formas infeciosas para o gato induzindo fagocitose pelos macréfagos pela unido especifica
das suas membranas moleculares (Tomas & Romd&o, 2008). No entanto, a IFl tem
sensibilidade diminuida no diagnostico de leishmaniose felina uma vez que o titulo de
anticorpos anti-Leishmania permanecem baixos. Assim, apesar da IFl ser considerada a
técnica de referéncia no diagnostico de leishmaniose canina, o seu uso no diagnostico de

leishmaniose felina ndo é consensual (Longoni et al., 2012 citado por Soares et al., 2014).

A importancia da leishmaniose na Europa esta a crescer, parcialmente devido as alteracfes
climéticas que tém um impacto direto na abundancia, distribuicdo geogréfica e capacidade
vetorial dos fleb6tomos vetores mas também devido ao aumento da mobilidade humana e
animal que vai promover a circulacdo e troca de vetores e agentes infeciosos (Pennisi,
2014). Os fleb6tomos sao mais importantes, do ponto de vista médico e veterinario, no Sul
da Europa, Africa e Sudoeste Asiatico — onde os vetores so espécies Phlebotomus — assim
como ha América Latina, onde o vetor é do género Lutzomya (Ready, 2014). O aguecimento
climético pode alterar associacdes ecoldgicas entre 0s vetores e 0s seus hospedeiros
mamiferos, ou seja, o calor pode fazer com que mais pessoas, cdes e gatos durmam fora de

casa, aumentando o contacto com o fleb6tomo (Ready, 2014).

Um estudo realizado por Maroli et al. (2007), demonstrou pela primeira vez que um gato
naturalmente infetado, com um padrao crénico de leishmaniose, pode ser infecioso para um
vetor competente de L. infantum. Foi recentemente reportado um caso clinico (Migliazzo et
al., 2015) no qual a carga parasitaria registada foi bastante mais alta do que o registado em
estudos prévios (Pennisi et al., 2012) e adicionando o facto de que ha evidéncia de aumento
global de infecdo de gatos com Leishmania (Baneth, Koutinas, Solano-Gallego, Bordeau &
Ferrer, 2008), coloca-se a hipétese de os gatos poderem ser hospedeiros reservatérios, em

vez de hospedeiros acidentais.

Em estudos efetuados por Pennisi (2002), Cardoso et al. (2010), Garrido (2012), Maia et al.
(2014a) e Maia et al. (2015), a seropositividade foi maior em animais com mais de 2 anos
gue pode ser explicado pela exposicdo cumulativa dos animais mais velhos ao parasita. No
entanto, outros estudos ndo demonstraram esta tendéncia (Ayllon et al., 2008b; Mir6 et al.,
2014) reportando ndo haver associagéo estatistica entre idade e infecdo por leishmania. Em
relacdo ao sexo, Garrido (2012), Ramos (2012), Maia et al. (2014a) e Maia et al. (2015)
encontraram prevaléncias superiores nas fémeas do que nos machos ao contrério de
Cardoso et al. (2010) os quais encontraram maiores prevaléncias nos machos. Pennisi et al.

(2013) e Miro et al. (2014) referem n&o haver preferéncia por nenhum dos géneros.
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Inicialmente, a leishmaniose felina era associada a infecdo pelos virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e da leucemia felina (FeLV), atuando os virus como fatores predisponentes
através da manutencdo da imunossupressdo (Hervas et al., 1999; Pennisi et al., 2002;
Pennisi et al., 2004, Leiva et al., 2005; Gramiccia & Gradoni, 2005; Maroli et al., 2007; Costa
et al., 2010; Ayllén et al., 2012), No entanto, a presenca Unica destes virus ndo é o suficiente
para demonstrar estado de imunodeficiéncia (Poli et al., 2002) e o resultado de alguns
estudos verificaram que ndo houve associagcédo entre a presenca de Leishmania e infecao
por FIV ou FelLV (Vita et al., 2005; Maroli et al., 2007; Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-
Gallego et al., 2007; Ayllén et al., 2008b; Marcos et al., 2009; Maia et al., 2010; Ayllon et al.,
2012; Garrido, 2012; Maia et al., 2014a; Mir6 et al., 2014).

Em estudos efetuado por Cardoso et al. (2010) e Maia et al. (2015) foram encontradas
prevaléncias mais altas em animais que viviam no exterior que podem ser justificadas pelo
aumento do tempo de contacto com o vetor. Mesmo quando os donos administram
regularmente ectoparasiticidas aos gatos ndo se consegue fazer uma prevencédo eficaz da
infecdo pois os piretroides (que sdo os mais eficazes na repeléncia dos fleb6tomos) séo

téxicos para gatos (Maia et al., 2014a).

O sangue nao é um material sensivel para a pesquisa de DNA do parasita devido a baixa
parasitémia associada a Leismaniose felina, sendo que as formas amastigotas raramente
sdo observadas na circulacao sanguinea (Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011; Ayllén
et al., 2012; Vilhena et al., 2013), havendo outros érgaos ou tecidos (lesdes cutaneas, baco,
lifonodos ou medula 6ssea) nos quais € mais provavel a observacdo direta dos parasitas
Leishmania spp. (Costa et al., 2010). Recentemente, um estudo realizado por Gomes (2015)
demonstrou que material colhido através de zaragatoa conjuntival permitiu detetar um maior
nimero de gatos com presenca de DNA de L. infantum comparativamente ao sangue,
salientando o facto da recolha ser pouco invasiva, constituindo uma boa alternativa para

estudos futuros.

Baseada em estudos prévios, a seroprevaléncia em gatos € menor do que aquela
encontrada em caes da mesma area (Poli et al., 2002; Maia et al., 2010). Uma explicacdo
para a diferenca de seroprevaléncias entre caes e gatos seria a resisténcia particular dos
gatos as doencas de transmissdo vetorial, preferéncia de hospedeiro pelos vetores
particulares (Tabar et al., 2008), auséncia de reagentes e valores de cut-off especificos para
gatos e o tempo da recolha da amostra (muitos gatos seroconvertem algum tempo depois
da recolha da primeira amostra) (Maroli et al., 2007; Pennisi, 2014). Num estudo realizado
por Simdes-Mattos et al. (2005) verificou-se que a seroconversao dos titulos de anticorpos
ocorreu quando as lesdes ja estavam na fase de resolugédo e que o pico de producao de

anticorpos registou-se vinte semanas pos-infegdo. No entanto, alguns autores (Maroli et al.,
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2007; Soares et al., 2014) referem que a prevaléncia da leishmaniose felina estd a aumentar
na Europa do Sul e a seroprevaléncia da infecdo nos gatos, embora baixa, esta a aproximar-

se da seroprevaléncia reportada em cdes em areas endémicas.

A resisténcia natural dos gatos a leishmaniose € largamente sugerida pela cura espontanea
das lesbes que sdo muitas vezes caracterizadas por alteracdes patoldgicas minimas
(Navarro et al., 2010). Vérios sinais clinicos associados a leishmaniose felina foram
reportados ao longo dos anos que incluem lesbes cutaneas ulcerosas (Ozon et al., 1998;
Trainor et al., 2010; Navarro et al., 2010; Gramiccia, 2011); alopécia (Hervas et al.,1998;
Pennisi et al., 2004; Trainor et al., 2010; Navarro et al., 2010), depresséo, anorexia, perda
de peso (Pennisi et al.,, 2004); palidez das membranas mucosas, desidratacao,
linfoadenomegalia (Hervas et al., 1998; Pennisi et al., 2004; Maroli et al., 2007), ictericia,
vomitos (Hervas et al., 1998; Goodfellow & Shaw, 2005) e lesGes oculares (Pennisi et al.,
2004; Leiva et al., 2005; Navarro et al., 2010). O pequeno nimero de casos reportados torna

dificil a associagdo entre a infecdo e os sinais clinicos (Goodfellow & Shaw, 2005).

O uso de ectoparasiticidas em cédes tem sido eficaz na redugédo da Leishmaniose canina e
da Leishmaniose humana. De momento nédo existem produtos testados para gatos eficazes
na prevencdo do contacto com o inseto vetor, no entanto, recentemente surgiu a coleira
Seresto®, havendo estudos que comprovam a que esta confere uma protecdo de longa
duracdo contra infe¢cdo por L. infantum em cées (Otranto et al., 2013). Serdo necessarios

estudos para avaliar a sua eficacia repelente contra mosquitos e fleb6tomos em gatos.

4.4 — Detecdo de anticorpos anti-Ehrlichia spp. por IFI

A seroprevaléncia obtida no presente estudo para Ehrlichia spp. foi de 20% pela técnica de
IFI com diluicdo de 1:40, resultado igual ao obtido num estudo efetuado por Stubbs et al.,
(1998) nos Estados Unidos e ligeiramente superior aos valores obtidos nos estudos
realizados em Espanha, os quais detetaram 9,9% (Ayllon et al., 2012); 10,6% (Aguirre,
Tesouro, Amusategui, Rodriguez-Franco & Sainz, 2004); 11% (Ayllon et al., 2008a); 11,3%
(Solano-Gallego, Hegarty, Espada, Llull & Breitschwerdt, 2006) e 17,9% (Ortufio, Gauss,
Garcia & Gutierrez, 2005) de seroprevaléncia para Ehrlichia spp. Ayllon et al. (2009)
deparou-se com uma prevaléncia mais reduzida de 3,8% para a zona central de Espanha,
possivelmente devido a auséncia de sero reatividade a Ehrlichia spp. em gatos sem sinais
clinicos (nenhum dos gatos deste grupo revelou resultados positivos). Estes resultados
obtidos em Espanha foram o resultado de estudos baseados na técnica de IFI para obter
seroprevaléncias, com um limiar de positividade de 1:40, técnica semelhante ao presente
trabalho. Em nenhum destes estudos foi possivel a amplificagdo do DNA do agente através

da técnica de PCR. Em Italia foram obtidas seroprevaléncias de 6,4% (Ebani & Bertelloni,
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2014) e 12,5% (Vita et al.,2005). A seroprevaléncia mais alta foi encontrada no Brasil com
valores de 45,1% (Braga et al.,, 2013) e de 41,5% (Braga et al., 2014) com técnica de
diagnostico e limiar de positividade semelhantes as do presente estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a prevaléncia de infecdo foi maior
em fémeas (75%) do que em machos (25%). Os estudos realizados por Ebani & Bertelloni
(2014) e Braga et al. (2014) n&o obtiveram resultados semelhantes, ndo havendo
predominancia de nenhum género, minimizando o efeito do comportamento social na
epidemiologia da infe¢cdo, no qual os machos tém mais tendéncia a passar mais horas no

exterior devido ao comportamento territorial, ficando assim mais expostos aos vetores.

No presente estudo metade dos animais (4/8) seropositivos pertenciam a faixa etaria com
menos de 4 anos, 25% estava na faixa etaria entre 0os 4 e os 7 anos (2/4) e 25% tinha mais
de 9 anos (2/4). Esta tendéncia ndo se verificou nos estudos efetuados em Madrid (Ayllén et
al., 2012) e ltalia (Ebani & Bertelloni, 2014), que demonstraram que havia uma maior
seroprevaléncia em gatos mais velhos que pode ser devido ao aumento da oportunidade de
exposi¢do ao vetor e ao parasita, além disso, a seropositividade em gatos adultos pode ser
relacionada com formas cronicas da doenca que se podem desenvolver meses a anos apos
a infecao inicial (Ebani & Bertelloni, 2014). A maior frequéncia de infecdo em animais mais
jovens obtida no presente trabalho pode indicar alguma imaturidade do sistema imunitario

ou presencga de infe¢des cruzadas.

O presente estudo, revelou associacdo estatistica entre positividade a infecdo e o habitat,
sendo que o habitat gatos de interior foi o tipo de habitat com maior percentagem de gatos
positivos, estando de acordo com o estudo efetuado em Madrid por Ayllon et al. (2012) que
detetou maior seroprevaléncia de Ehrlichia spp. no grupo de gatos de interior, 0 que sugere
gue uma grande parte da populacdo de gatos domésticos deste estudo ndo recebeu
aplicacbes rotineiras de acaricidas. Ebani & Bertelloni (2014) e Ortufio et al. (2005)
verificaram n&o haver diferenga na seroprevaléncia de animais de interior ou exterior. Braga
et al. (2014) obtiveram um resultado diferente, ou seja, animais com maior exposi¢cdo ao
exterior apresentaram maior frequéncia de anticorpos anti-Ehrlichia spp., o que implica que
estes animais estiveram mais expostos ao agente, possivelmente pelo contacto direto com a
carraca ou cédes infetados. O contacto com outros animais influenciou os resultados do
presente estudo de um modo distinto do estudo efetuado por Braga et al. (2014) mostrando
associacao estatistica entre infecdo e a auséncia de contacto com outros animais. Este
resultado pode ser justificado pelo facto de os proprietarios que tenham varios animais
(nomeadamente cées, que tém acesso ao exterior varias vezes ao dia) estarem mais

recetivos a fazer desparasitacbes regulares aos seus animais de estimacgéo, em oposicao
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dos proprietarios que s6 possuem um gato, que por horma ndo tem acesso ao exterior, e

ndo necessita de desparasitacdes regulares, na opinido dos mesmos.

Foi verificada associacdo estatistica entre positividade para infecdo e alteragdo no
hemograma, sendo que todos 0s animais seropositivos apresentavam trombocitopénia o
que esta de acordo com a maioria da bibliografia consultada (Bjoersdorff et al.,1999; Stubbs
et al., 1998; Shaw et al., 2001; Legendre, 2002; Goodfellow & Shaw, 2005; Tarello, 2005;
Ebani et al., 2014). Outros autores referem também a presenca de hiperglobulinémia,
anemia (Breitschwerdt et al., 2002; Legendre, 2002; Aguirre et al., 2004, Ishak, Radecki &
Lappin, 2007) e aumento das transaminases hepaticas (Stubbs et al., 1998).

O contacto com os parasitas transmitidos por vetores varia com a estacdo do ano e depende
da atividade e abundancia dos vetores, ou seja, as seropositividades tém tendéncia a ser
maiores durante o Outono (Solano-Gallego et al., 2006; Ayllon et al, 2012). No presente
estudo nao foi possivel avaliar esta tendéncia pois as amostras foram recolhidas num curto

periodo (de Maio a Dezembro de 2014).

Nos Estados Unidos da América, em trés estudos efetuados (Lappin et al, 2006; Hackett et
al, 2006; Ishak et al., 2007), nenhumas das amostras de sangue que foram avaliadas
através de ensaios com PCR foram positivas. A impossibilidade de amplificagdo do DNA de
Ehrlichia a partir de amostras de tecido referida em varios estudos, pode ter varias
interpretacdes: ndo haver presenca do agente nos tecidos; limitacdes técnicas associadas
com as pequenas quantidades do microrganismo nas amostras sanguineas dos gatos e a
eliminacdo imunoldgica apds infecao (Aguirre et al., 2004; Betteney et al., 2007; Little, 2010;
Ayllon et al., 2012; Ebany & Bertelloni, 2014). Tradicionalmente a IFl é o teste serolégico de
escolha para o diagnéstico da infe¢édo por Ehrlichia (Ortufio et al., 2005; Little, 2010; Ebani &
Bertelloni, 2014). Espécies pertencentes a0 mesmo género possuem uma maior capacidade
de reacdo cruzada (Cohn, 2003). As reacdes cruzadas entre varias Ehrlichia spp. e
Anaplasma spp sdo muito comuns (McQuiston et al., 2003; Ebani & Bertelloni, 2014). O
titulo de anticorpos detetado na maior parte dos estudos realizados em gatos (Aguirre et al.,
2004; Aylién et al., 2008a; Ayllon et al., 2009; Braga et al., 2012; Ebani & Bertelloni, 2014;
Braga et al., 2014) foi baixo, o que pode ser explicado por uma resposta humoral n&o
relevante contra Ehrlichia spp. ou reacdes cruzadas com outras espécies de Ehrlichia
(Ortuiio et al., 2005). Pode-se obter falsos negativos com a IFl durante a fase inicial da
infecdo enquanto que os falsos positivos podem ser relacionados com reacbes cruzadas
com outros agentes (Ebani & Bertelloni, 2014). A obtencdo de um resultado positivo em
ambos os testes (IFI e PCR) em animais sem sinais clinicos pode significar que eles estédo
na fase aguda ou assintomatica da infecao, correspondendo ao periodo de seroconverséo.

Outra hipGtese seria que estes animais estariam a atravessar um periodo de recorréncia
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como resultado de imunossupressao (Braga et al., 2014). Tal como nos cées, a infecdo por
E. canis pode originar infec6es subclinicas arrastadas e apesar dos gatos permanecerem
aparentemente saudaveis por varios meses ou anos, podem servir como reservatorios para

outros hospedeiros incluindo humanos (Maia et al., 2014a).

Em termos de casos clinicos observados no presente trabalho, o animal n® 27 apresentava
como Unico sinal uveite no olho esquerdo, provavelmente devido a erliquiose. O animal
respondeu positivamente ao tratamento instituido (5 mg/kg BID durante 30 dias) e o fato da
andlise por PCR ser negativa apds o tratamento pode significar que o agente foi eliminado
com eficicia. Sinais de corrimento ocular, uveite e poliartrite s&o muito comuns em gatos
com serologia positiva para Ehrlichia spp. (Shaw et al., 2001). O animal n° 37 foi o Gnico que
ndo mostrou uma evolugdo positiva do quadro clinico e morreu passados 3 dias. Este
desfecho néo esta de acordo com outros casos reportados (Bjoersdorff et al., 1999; Tarello,
2002; Breitschwerdt et al., 2002) de felinos infetados com Ehrlichia spp., 0os quais tiveram
um resultado positivo ao tratamento com doxiciclina. Este animal apresentou histéria de
doenca anterior, ou seja, infe¢cdo por Mycoplasma spp. cerca de 6 meses antes. Na altura o
animal foi tratado com doxiciclina (5 mg/kg BID durante 30 dias) tendo tido sucesso no
tratamento, no sentido da resolucdo dos sinais clinicos. Neste caso podemos colocar a
hipotese de a infecdo por Mycoplasma spp. néo ter ficado completamente resolvida e devido
ao estado de imunossupressédo que se manifestou devido a infegdo por Ehrlichia spp., ter
havido recorréncia dos sinais clinicos mais agravados que culminaram na morte do animal.
O animal n°® 39 apresentava uma fistula infra-orbitaria purulenta associada a anorexia, perda
de peso, febre e mucosas palidas, sinais clinicos que podem ser relacionados com a prépria
fistula. Este animal ndo fez tratamento com doxiciclina devido a impossibilidade de
administracdo oral de qualquer medicacdo (agressividade marcada) optando-se pela
administracdo de cevofecina (Convenia®) subcutanea. O animal foi reavaliado cerca de
duas semanas depois com melhorias muito significativas. Neste caso, 0s sinais clinicos
apresentados podem ser justificados com a infecdo infra-orbitaria, ndo havendo
possivelmente relacdo entre a positividade para Ehrlichia e o quadro clinico. Esta

positividade pode ser devida a uma infecdo antiga que nunca provocou sintomatologia.

Os sinais clinicos mais frequentemente observados foram a anorexia, a prostracdo e a
perda de peso, sinais também relatados por outros autores (Bjoersdorff et al.,1999; Shaw et
al., 2001; Breitschwerdt et al., 2002; Tarello, 2005; Goodfellow & Shaw, 2005; Ebani &
Bertelloni, 2014). Além destes sinais clinicos a literatura consultada refere sinais tais como
poliartrite, linfoadenopatia, febre (Stubbs et al., 1998; Bjtersdorff et al.,1999; Legendre,
2002; Breitschwerdt et al., 2002; Aguirre et al., 2004; Ebani & Bertelloni, 2014), desidratacdo
(Bjoersdorff et al., 1999), vomitos e diarreias (Stubbs et al., 1998; Aguirre et al., 2004).
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No presente trabalho foram também avaliados varios fatores considerados de risco para o
aparecimento da infeco, tais como contacto com pessoas e animais doentes no agregado
familiar, presenca de doencas concomitantes, doencgas anteriores, habitos de saida para
férias ou gatis e realizacdo de profilaxia para parasitas internos, externos e vacinagao. Apos
andlise estatistica, nenhum destes fatores apresentou valores significativos (p>0,05) ndo se
podendo aferir nenhuma associacao estatistica.

A erliquiose felina tem vindo a ter um aumento de reconhecimento mundial (Neer et al, 2002;
Stich et al., 2008; Ayllén et al., 2009). Ndo se sabe se a baixa prevaléncia em gatos de
infecdo/doenca em areas endémicas € devido ao subdiagndstico; ao facto de os gatos terem
um elevado grau de resisténcia natural ou devido a rapida remocdo das carracas pelos
felinos, ndo havendo tempo necessario para a transmissdo dos agentes infeciosos
(Breitschwerdt et al., 2002; Vita et al.,, 2005; Lappin et al., 2006; Braga et al., 2013; Ebani &
Bertelloni, 2014). O aumento dos relatos de casos de infe¢cdes provocadas por estes
agentes em felinos refor¢ca a necessidade de mais estudos para definir quais as espécies
gue infetam gatos e qual a participacdo destes na epidemiologia da erliquiose (Correa et al,
2011).

4.5 - Detecéo de anticorpos anti-Dirofilaria immitis por ELISA

A seroprevaléncia encontrada no presente estudo para infecdo por Dirofilaria immitis em
gatos foi de 0% usando o método de ELISA para detecao de anticorpos. O mesmo resultado
foi obtido com este tipo de técnica dirigida para pesquisa de anticorpos por Lickey, Kennedy,
Patton & Ramsay (2005) na Guatemala. Estes resultados estdo de acordo com outros
estudos nos quais prevaléncias baixas de dirofilariose felina também foram obtidas: na
Georgia, Estados Unidos da América a prevaléncia foi de 2,1% (4/184 gatos) (Carleton &
Tolbert, 2004); em lItélia foi de 4,7% (10/212 gatos) (Venco et al., 2011) e na zona das
caraibas, em Grenada o valor foi de 8% (11/137 gatos) (Fernandez et al., 2010).
Prevaléncias um pouco mais altas, de 11,6% (64/553 gatos) foram obtidas por Luria et al.
(2004) no Norte da Florida (EUA) e por Kramer & Genchi (2002) que reportaram 16%
(157/1045 gatos) de prevaléncia na zona norte da Italia (pais considerado endémico para
dirofilariose). Outro estudo reportou valores de prevaléncia bastante altos, de 33% (180/547
gatos) numa area considerada hiperendémica (llhas Canérias) na qual o valor apurado de
prevaléncia para a dirofilariose canina foi de 19%. Isto pode ser devido ao facto de os gatos
ndo serem sujeitos a profilaxia para dirofilariose, ao contrario dos cées (Montoya-Alonso et
al., 2011). Todos os estudos atrds mencionados usaram o método de ELISA para detecdo

de anticorpos, semelhante ao método de diagndstico utilizado neste estudo.
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Através da técnica serolégica para detecdo de antigénio, Rosa (2009), reportou 1,43% de
prevaléncia para dirofilariose felina, tendo sido o primeiro registo de infecdo por D. immitis
em gatos na area metropolitana de Lisboa e Almeida (2010) reportou 1,2% de prevaléncia
na mesma area geografica onde se realizou o presente trabalho. Valores semelhantes foram
obtidos por Liu et al. (2005) que apuraram 2,6% (4/155) de prevaléncia na Republica da
Coreia do Sul. Genchi, Venco, Ferrari, Mortarino & Genchi (2008) reportaram valores mais
altos de 18,5% de prevaléncia em ltalia.

A dirofilariose tem vindo a receber interesse crescente nos ultimos anos da parte da
comunidade cientifica devido a sua rapida disseminacao (Alho, Meireles, Belo & Madeira de
Carvalho, 2014b), ao desenvolvimento das técnicas de diagndstico, aumento da percecao
da doenca por parte dos veterinarios e proprietarios e disponibilidade de farmacos
preventivos seguros e eficazes (Atkins & Litster, 2006). A analise dos estudos
epidemioldgicos efetuados até 2001 e entre 2002 e 2011 mostraram uma alteracdo no
padrdo de distribuicdo da doenca, com disseminagdo em direcdo ao norte e este europeu,
havendo varios fatores que contribuem para esta disseminagéo: (1) presenga e movimento
de reservatdrios microfilarémicos; (2) aumento do nimero de animais que viajam para férias;
(3) comércio de animais oriundos de zonas endémicas e (4) presenca de mosquitos capazes
de atuar como vetores assim como de condi¢cdes climaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento (Genchi et al., 2009; Morchén et al., 2012). Nao ha dados publicados em
Portugal sobre as tendéncias de transmissdo sazonal da dirofilariose (Alho et al., 2014a). Na
area metropolitana de Lisboa, zona Sul (local onde decorreu o presente estudo), o principal
transmissor da dirofilariose canina é o vetor Culex pipiens, seguido de Culiseta
longiareolata, de acordo com Barreiro (1993, citado por Clemente, 1996). Estudos mais
recentes (Mixao et al., 2014) identificaram mais espécies envolvidas na transmissdo de
dirofilariose no nosso pais: Aedes caspius, Aedes detritos s.l., Anopheles maculipennis s.l. e
Culex theileri. E provavel que estes insetos sejam também os principais vetores de

dirofilariose felina nesta regido (Rosa, 2009).

O diagnostico de dirofilariose em gatos é dificil pois os sinais clinicos sdo diferentes da
sintomatologia canina, a incidéncia desta doenga é baixa pelo que o indice de suspeita €
menor, a carga parasitaria é leve, por vezes estao parasitados s6 com parasitas machos, a
eosinofilia é transitéria ou ausente, as alteracdes eletrocardiograficos sdo minimas e a
maioria dos gatos ndo apresentam microfilarémia (Atkins & Litster, 2006; Hoch et al., 2008a;
Little et al., 2014). A American Heartworm Society (2014) recomenda repetir os testes de
diagnostico a intervalos de seis a doze meses todos 0s gatos infetados para monitorizacao
da infecdo, mesmo que n&o haja sinais clinicos. Sobre isto h4 que ter em conta que a

prevaléncia da dirofilariose aproxima-se ou excede aquela da infecdo por FIV e FeLV em
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populacBes comparaveis e é relativamente comum a testagem de gatos para FIV e FelLV
(Lorentzen & Caola, 2008).

Baseado num estudo feito por Venco et al. (2011), a prevaléncia da dirofilariose felina pode
ser estimada como cerca de 10% do valor conhecido para a prevaléncia da infecdo em
cdes. Esta informacao pode ser util uma vez que o diagndstico em gatos esta associado
com varios problemas que ndo permitem grandes estudos epidemiolégicos nesta espécie.
Nem sempre a alta prevaléncia de infegcdo no cdo esta relacionada com um alto risco de
infecdo no gato (Montoya-Alonso et al., 2011), como se demonstrou num estudo feito nos
Estados Unidos, o qual revelou uma prevaléncia alta em gatos numa zona onde a
dirofilariose canina ndo estava disseminada (Kramer & Genchi, 2002). E de maior
importancia saber a prevaléncia estimada de dirofilariose para os felinos em areas
endémicas pois esta doenga pode estar associada com patologias respiratorias e cardiacas
graves que podem culminar na morte subita (Kramer & Genchi, 2002; Fernandez et al.,
2010), no entanto, um estudo feito em Italia mostrou resultados que sugerem gue mesmo
guando a infe¢cdo é diagnosticada precocemente, é impossivel prever o seu desfecho pois
cada gato reage a infecdo de um modo distinto (Genchi et al.,, 2008). A verdadeira
prevaléncia da dirofilariose felina esta provavelmente subestimada devido as limitagdes no
diagndéstico ou por uma maior tendéncia dos gatos ndo apresentarem sinais clinicos ou
mostrarem apenas sinais clinicos transitérios ou morrerem antes de se confirmar a infecao
(Venco et al., 2008; Colado & Pérez, 2010). E agora aceite que a dirofilariose pode ocorrer
em gatos em qualquer area na qual os cdes estejam infetados mas a frequéncia e o nivel de

infecdo sdo menos previsiveis do que nos caes (Venco et al., 2011).

Um estudo retrospetivo de 50 casos de gatos infetados naturalmente com Dirofilaria immitis
realizado por Atkins et al. (2000) revelou ndo haver predisposicéo de infecdo em machos; o
facto de serem animais exclusivos de interior ndo evitava a infecdo; os sinais clinicos mais
comuns eram de natureza respiratéria e em 28% dos gatos a dirofilariose foi um achado
acidental. Liu et al. (2005); Genchi et al. (2008) e Fernandez et al. (2010), através de
estudos baseados na pesquisa de antigénio, reportaram igualmente que machos e fémeas
estdo em igual risco de exposicao ao parasita e auséncia de associacao significativa entre
idade e prevaléncia de infe¢do. Estes dois trabalhos n&o estdo de acordo com os estudos de
Kramer & Genchi (2002) que demonstraram diferenga estatistica significativa entre machos
e fémeas sendo a prevaléncia superior em machos. Kramer & Genchi (2002) observou
também aumento do risco de infecdo nos animais com acesso ao exterior, em comparacao

com aqueles exclusivamente de interior.

Os testes serolégicos foram as provas de diagndstico mais sensiveis detetando 86% dos

casos, seguidas da radiografia toracica que detetou 76% de casos e da ecocardiografia que
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detetou 42% de casos (Atkins et al., 2000). Foram registadas especificidades em testes de
detecdo de antigénios de 78% a 99% e sensibilidades de 68% a 86% em gatos com
infecOes adquiridas naturalmente (McCall et al.,, 2008). No entanto, estes testes s&o
positivos em apenas 35% dos gatos sem sinais clinicos e em 70% dos gatos com sinais
clinicos, sendo de uso limitado na determinacéo da distribuicdo do parasita numa populacdo
felina (Kramer & Genchi, 2002). A eliminacdo espontédnea ou mediante o tratamento
adulticida dos parasitas em gatos positivos ao teste de antigénio ocorre em cerca de 4 a 5
meses, depois dos quais o antigénio ndo sera detetavel, no entanto, a seroconversédo dos

titulos de anticorpos pode ser mais demorada (Colado & Pérez, 2010).

Os resultados de um estudo prévio indicaram que os testes de imunodiagnostico baseados
no método de ELISA podem discriminar entre individuos infetados e nao infetados a partir
dos 2 meses po6s infe¢do (Prieto, Simén, Genchi, McCall & Venco, 1999). A alteracdo ao
protocolo efetuada no presente estudo com os testes HESKA® Solo Step® FH no sentido de
aumentar a duracdo da incubacdo da amostra foi também documentado num estudo
realizado por Snyder et al. (2000) que permitiu a incubag¢éo da amostra durante 20 minutos
em vez dos cinco recomendados pelo fabricante, tendo sido obtido deste modo um aumento
na especificidade do teste. Todos os testes para detegdo de anticorpos comercialmente
disponiveis provaram ter uma grande sensibilidade e especificidade, principalmente em
gatos com infe¢bes induzidas experimentalmente. E importante ter em conta que infecbes
interrompidas naturalmente ou devido a quimioprofilaxia sdo capazes de estimular uma
resposta de anticorpo persistente, mesmo na auséncia de parasitas adultos (McCall et al.,
2008; Venco et al.,, 2011; Simo6n et al., 2012). A presenga de anticorpos confirma
unicamente a exposicdo a adultos ou larvas (com desenvolvimento pelo menos até a fase
L4) do parasita mas nado confirma que estejam a provocar doenca ou a presenca de
parasitas adultos (Ware, 2003; Colado & Pérez, 2010; Lee & Atkins, 2010). Por outro lado,
um resultado negativo ao teste de anticorpos ndo exclui a infecdo embora reduza bastante
as probabilidades pois a maioria dos gatos com infe¢cdo por adultos originam um resultado
positivo (Lee & Atkins, 2010).

A fiabilidade do diagnéstico € aumentada pelo uso concomitante dos testes de antigénio e
anticorpo e esta combinacdo é agora recomendada pela American Heartworm Society
(McCall et al., 2008; Lee & Atkins, 2010; AHS, 2014). Ter em atencdo que alguns gatos que
habitem zonas endémicas, sujeitos a grande pressdo parasitaria, podem desenvolver

anticorpos anti-D. immitis apesar de fazerem profilaxia apropriada (Kramer & Genchi, 2002).

Levanta-se uma questdo sobre a real necessidade de fazer profilaxia a gatos para a
dirofilariose, uma vez que eles ndo sdo hospedeiros naturais e a incidéncia da infecdo é

relativamente baixa. Um estudo efetuado por Genchi et al. (2008) verificou que 79% dos
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gatos sobreviveram a infecdo e tiveram uma cura espontdnea, ao contrario do estudo
realizado por Atkins et al. (2000) (estudo retrospetivo de 50 casos de dirofilariose felina) no
qual apenas 18% foram considerados como sobreviventes a infecdo por D. immitis. As
consequéncias da dirofilariose felina podem ser desastrosas (morte do animal) e sem
solucdes terapéuticas eficazes (Colado & Pérez, 2010). Além disso, o aquecimento global
verificado nos ultimos anos tende a prolongar a época de risco da infe¢cdo, uma vez que
oferece maior numero de dias com temperaturas favoraveis a sobrevivéncia e aumento da
populacdo de vetores. E de extrema importancia ter este aspeto em consideracdo para a
implementacdo da profilaxia da dirofilariose, uma vez que esta deve assegurar a protecdo
contra a infecdo durante todo o periodo de transmissdo (Genchi et al.,, 2009). Com base
nestes factos, é atualmente aconselhada uma profilaxia anual, sem interrupgoes,

principalmente em zonas endémicas (Tuzio et al., 2005; Atkins & Litster, 2006).

O efeito da infecdo por D. immitis na sobrevivéncia foi comparado com o efeito de outras
doencas cardiovasculares e concluiu-se que o0 prognostico para gatos com dirofilariose é
comparavel com aquele para cardiomiopatia hipertréfica sendo esta considerada a doenga
mais benigna das doencas cardiacas felinas primarias (Atkins & Litster, 2006; Genchi et al.,
2008).

5 - Consideragdes finais

Este estudo realizado numa populacdo de gatos do concelho de Alcochete evidenciou a
presenca de dois dos agentes estudados nesta amostra, nhomeadamente Babesia spp. e
Ehrlichia spp. E necessario ter em atencdo que a detecio de anticorpos apenas indica
exposicdo algures no tempo ao agente e pode ndo estar relacionada com a sintomatologia

ou presenca de doenca, principalmente em areas endémicas de DTV.

Os valores de prevaléncia para Babesia spp. e Ehrlichia spp. em gatos apurados no
presente trabalho, ndo sdo comparaveis com outros estudos efetuados em Portugal pois o0s
métodos de detecao foram distintos (IFI para esta dissertacdo e PCR para a maioria dos
estudos nacionais publicados até & data). O facto de se ter obtido resultados positivos numa
amostra de pequena dimensao é importante, podendo significar que estes agentes estdo na
verdade subdiagnosticados. Seria interessante confirmar a presenca de Babesia spp. e
Ehrlichia spp. por técnicas moleculares e tentar fazer a identificagdo das suas espécies

através da sequenciacdo de DNA.

A técnica de IFI ndo permitiu a detecdo de anticorpos anti-Leishmania spp. Contudo, Varios
estudos fazem referéncia a fraca resposta imunitaria humoral dos gatos infetados, havendo

assim vantagens em associar técnicas moleculares ao diagndstico de leishmaniose felina.
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Nenhum dos gatos apresentou anticorpos anti-Dirofilaria immitis pela técnica de ELISA.
Embora esta seja a técnica de escolha para diagnostico de dirofilariose felina, é importante
referir que gatos infetados com Dirofilaria immitis nem sempre mantém um nivel de
anticorpos detetavel a medida que os parasitas se desenvolvem. A associacdo de testes de
detecdo de antigénio pode ajudar a chegar a um diagndstico definitivo.

O papel do gato na epidemiologia das doencas aqui descritas € ainda pouco conhecido,
sendo necessarios mais estudos para que esse papel possa ser clarificado e assim

desenvolver estratégias eficazes na sua prevengéo.

O conhecimento da prevaléncia felina das infecoes provocadas pelos parasitas abordados
neste trabalho no nosso pais é de extrema importancia e interesse e esta pode ser

conseguida através da utilizagéo de testes de detecéo de anticorpos.

Conclui-se entdo que os felinos do concelho de Alcochete estdo em risco de ficar infetados
com agentes patogénicos transmitidos por vetores, alguns dos quais com importancia
zoondtica. E importante a consciencializacdo e sensibilizacio dos colegas veterinarios para
estas doencas e a implementacdo de medidas profilaticas no sentido de evitar a interagédo
vetor-gato sdo fundamentais de modo a prevenir a infe¢do e evitar a disseminagéo destes
agentes patogénicos entre a populagédo felina e para outros hospedeiros vertebrados,
incluindo a espécie humana. As agbes de profilaxia deveriam incluir decisbes politicas de
modo a implementar o controlo de populagbes de animais de rua e aumentar 0os programas
de controlo de vetores nos canis e gatis municipais. E igualmente importante a informar os
proprietarios e comunidade em geral da ocorréncia destas infecdes, o que pode ser feito
através de panfletos informativos da doenca, melhor esclarecimento dos proprietarios por

parte dos veterinarios, reunides técnico cientificas entre outros.
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ANEXO |

Termo de Responsabilidade

Proprietario

Nome:

Morada:

Bl /Cartdo de Cidaddo/Passaport/Outro( ) Ne:

Contacto telefénico: e-mail:

Animal

Nome: Espécie: Raca:

Idade: Sexo:

Intervengao

Recolha de dois mililitros de sangue da veia jugular ou safena.

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

, a realizar as

intervencdes descritas, no animal acima identificado, para fins de investigacdo na area de diagndstico
de Leishmaniose/outras hemoparasitoses em gatos. Os dados obtidos destinam-se a elaborac¢do de

Tese de Mestrado em Medicina Veterinaria.
Fui informado(a) e esclarecido(a) sobre o ambito deste estudo.

Lisboa, de de20

Ass.
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ANEXO Il

Inquérito realizados aos proprietarios da populacéo felina amostrada

1. Numero
2. Sexo
3. Raga
4. ldade
5. Pelo

6. Condicao corporal

7. Alimentacéo

8 Gatos de interior/Gatos de exterior/Misto

8. Co-habita com outros animais? Se sim, quais?

9. Co-habita com animais doentes?

10. Co-habita com pessoas doentes?

11. Sinais exteriores de doenca?

12. Doencgas anteriores?

13. Presenca de ectoparasitas?

14. Desparasitacao interna? Com que frequéncia?

15. Desparasitacao externa? Com que frequéncia?

16. Vacinagdo? Com que frequéncia?

17. Ja esteve num gatil?

18. Vai de férias com os donos? Destino

19. Ja se ausentou do pais? Destino
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ANEXO 1l

Pesquisa de anticorpos por Imunofluorescéncia Indirecta

1. MegaScreen FLUOBABESIA canis

Kit para a Detecdo de Anticorpos anti-Babesia canis em Soro ou Plasma
Procedimento:

Retirar os componentes do kit e deixa-los a temperatura ambiente (20-25°C) antes de abrir
os frascos ou os involucros das laminas. O conjugado tem sempre de ser armazenado no

escuro.

1. Remover cuidadosamente a lamina do invélucro e identifica-la com o nome ou nimero

dos pacientes.

2. Preparar diluicdes iniciais de 1:20 (5 pL de amostra + 95 pL de PBS) para todos os soros
nao testados.

3. Os controlos Positivo e Negativo estao prontos a usar.

4. Aplicar 10 pL de cada diluicdo no poco associado e identificar a sua localizacdo para
referéncia posterior. A aplicacdo das amostras deve ser feita a partir da periferia dos pocos.

5. Colocar a lamina numa camara himida e incubar durante 30 minutos a 37°C.

6. Remover a cadmara humida da incubadora. Lavar os pocos com PBS (se for utilizada uma
garrafa de lavagem, aplicar uma corrente suave no centro da lamina e ndo diretamente nos
pocos). Eliminar as gotas remanescentes sacudindo a lamina e repetir a lavagem em PBS
mais duas vezes, cinco minutos cada. Nao permitir que 0S pogos sequem entre 0S passos
de lavagem. Retirar as laminas e, apoiando a aresta maior da lamina sobre papel de filtro,

bater com precaugao.

7. Adicionar imediatamente 1 gota de Conjugado anti-Gato-IlgG-FITC em cada pogo. A
aplicacdo de soro ou conjugado deve ser feita a partir da periferia dos pogos. Colocar as
laminas na camara humida a incubar por mais 30 minutos a 37°C. A incubacédo deve ser

feita no escuro para proteger o conjugado fotossensivel.
8. Lavar as laminas como no passo 6.

9. Adicionar 2 gotas de meio de montagem na lamela e colocar a lamina cuidadosamente

sobre a lamela, comprimindo-a de modo a remover as bolhas de ar aprisionadas.

10. Observar as laminas coradas numa ampliacdo de 400x, comparando cada po¢co com a
intensidade visual e aparéncia do padréo de fluorescéncia visualizado nos poc¢os de controlo

Positivo e Negativo.
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11. As laminas podem ser armazenadas no escuro, entre 2-8°C, até 24 horas
2. MegaScreen FLUOEHRLICHIA canis

Kit para a dete¢do de Anticorpos anti-Ehrlichia canis em Soro ou Plasma

Procedimento:

Retirar os componentes do kit e deixa-los a temperatura ambiente (20-25°C) antes de abrir
os frascos ou os involucros das laminas. O conjugado tem sempre de ser armazenado no

escuro.

1. Remover cuidadosamente a lamina do invélucro e identifica-la com o nome ou nimero

dos pacientes.

2. Preparar dilui¢des iniciais de 1:40 (5 pL de amostra + 195 pL de PBS) para todos 0s soros

néo testados.
3. Os controlos Positivo e Negativo estdo prontos a usatr.

4. Aplicar 10 pL de cada diluicdo no poco associado e identificar a sua localizagdo para

referéncia posterior. A aplicagdo das amostras deve ser feita a partir da periferia dos poc¢os.
5. Colocar a lamina numa camara humida e incubar durante 30 minutos a 37°C.

6. Remover a cadmara humida da incubadora. Lavar os pocos com PBS (se for utilizada uma
garrafa de lavagem, aplicar uma corrente suave no centro da lamina e ndo diretamente nos
pocos). Eliminar as gotas remanescentes sacudindo a lamina e repetir a lavagem em PBS
mais duas vezes, cinco minutos cada. Nao permitir que 0s po¢os sequem entre 0S passos
de lavagem. Retirar as laminas e, apoiando a aresta maior da lamina sobre papel de filtro,

bater com precaucéao.

7. Adicionar imediatamente 1 gota de Conjugado anti-Gato-IgG-FITC em cada pocgo. A
aplicacdo de soro ou conjugado deve ser feita a partir da periferia dos poc¢os. Colocar as
laminas na camara humida a incubar por mais 30 minutos a 37°C. A incubacdo deve ser

feita no escuro para proteger o conjugado fotossensivel.
8. Lavar as laminas como no passo 6.

9. Adicionar 2 gotas de meio de montagem na lamela e colocar a lamina cuidadosamente

sobre a lamela, comprimindo-a de modo a remover as bolhas de ar aprisionadas.

10. Observar as laminas coradas numa ampliacdo de 400x, comparando cada pogo com a
intensidade visual e aparéncia do padréo de fluorescéncia visualizado nos pocos de controlo

Positivo e Negativo.
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11. As laminas podem ser armazenadas no escuro, entre 2-8°C, até 24 horas.

3. LeishmaniaSpot IF

Kit para a dete¢do de Anticorpos anti-Leishmania infantum em Soro ou Plasma

1. Retirar as laminas com antigénio do frigorifico e coloca-las a temperatura ambiente

durante 15 minutos.

2. Numa microplaca, depositar 195 uL de PBS no numero de pogos correspondente ao

namero de soros que se pretende testar.

3. Adicionar 5 pL de soro a cada pogo que contém PBS

4. Incubar durante 30 minutos a 37 °C, em camara himida.

5. Lavar as laminas:
a. 1.2 lavagem: rapida com PBS/Tween 80;
b. 2.2 lavagem: 5 minutos mergulhadas num recipiente contendo PBS/Tween 80;
c. 3.2 lavagem: 5 minutos mergulhadas noutro recipiente contendo PBS/Tween 80;
d. Lavar as laminas com agua destilada;
e. Deixar secar bem as laminas ao ar.

6. Depositar 10 uL do conjugado em cada poco, incluindo no dos controlos.

7. Incubar durante 30 minutos a 37 °C em camara humida;

8. Lavagem igual ao passo 5.

9. Depois de secar muito bem as laminas fazer a montagem definitiva colocando uma gota

de Fluoprep em cada pogo e cobrir com uma lamela de 50x24 mm.

10. Efetuar de imediato a leitura em microscépio de fluorescéncia.
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ANEXO IV

Heartworm in Cats Directions for Use
Feline heartworm infection (Dirofilaria immitis) is seen wherever canine The test cassette is for use in detecting IgG antibodies against D. immsis
heartworm infection is present. Heartworm infections in cats are frequently in serum or plasma from cats.

characterized by single-sex infections (approximately 1/3 of infections)
with small numbers of worms (1 — 3 worms per cat on average). For these Required Materials
reasons, antigen tests commonly used for heartworm diagnosis in dogs

1. A sample of feline serum or plasma
will not detect a large percentage of heartworm infections in cats. o i

2. Test cassette (provided)
Heartworms live approximately 1 — 2 years in cats and ectopic infections 3. Pipette (provided)

are not uncommon. Clinical signs of feline heartworm disease include, 4. Timer or clock

among others, vomiting, coughing, respiratory distress, central nervous

system abnormalities and acute death. Procedure

Product Description 1. Open the foil package and place the test cassette on a flat solid

surface (Fi 1).
HESKA® Solo Step® FH is a one-step, lateral flow immunoassay for the ‘hgtre 1)

detection of antibodies to D. immitis in feline serum or plasma. This test is
highly specific and sensitive, and is the first single-step test kit designed
specifically for the diagnosis of feline heartworm infection. The fest is very
simple to use, and results are read within 5 minutes.

2. Using the pipette, draw up the patient sample into the stem portion if
the pipette. Do not fill the bulb (Figure 2).
3. Holding the pipette vertically, dispense 3 drops of the sample into the
— - round-sample well of the test casse igure 3): -

4. Allow the test cassette to sit undisturbed for 5 minutes (Figure 4).
Diagnosis of the infection is based on the detection of circulating IgG 5. Read the results in the rectangular Results Window 5 minutes after
applying plasma or serum. A blue line (Procedural Control Line)

must appear on all samples, and a red line (Test Line) may or
may not appear (Figure 5).

antibodies to a specific heartworm antigen. The antigen, which is
expressed by a single D. immitis gene isolated and cloned by Heska’s
scientists, is present in male and female heartworms. Antibodies to the
antigen are first detected in some cats at 50 — 60 days post-infection

(corresponding to the late fourth larval stage (L4) to early adult stage of Interpretation of Test Results

D. immitis development). HESKA® Solo Step® FH was developed to detect Procedural Control Line (C): You must see a blue line within 5 minutes
these antibodies and will detect antibodies resulting from heartworm of adding serum or plasma for the test to be valid. This blue procedural
infections commonly seen in cats, including immature worms, adult male and control line indicates proper flow of the sample through the test cassetie.
female heartworms, and single-sex male or female heartworm infections. If the blue line does not develop, the test is invalid and should be

e repeated. Discard the test cassette, and repeat the test with a new

Indications
test cassette.

HESKA® Solo Step® FH is a diagnostic tool developed specifically to assist

veterinarians in detecting D. immitis infections in cats. This test will also aid in

determining prevalence rates of D. immitis infection in the cat population.

Feline Heartworm Antibody Test Kit — Heska® Solo Step® FH

Precautions
Test Line (T): Any visible red line within 5 minutes of adding serum or 1. Do not expose the test cassette fo direct sunlight.
plasma indicates a positive result. Antibodies to D. immitis are present. 2. Do not use fo fest species other than cats.
Ui o oo neveisf e bloing 3. Afier 10 minutes, a very faint red line may appear in the Results
o Adult heartworms are present in the heart and/or pulmonary arteries. Window with somples from some cats which are negative for
o The cat is infected with late L4 or adult worm(s). heartworm infection.
e Heariworm infection has been cleared, but antibodies are still present. 4. Do not use the test cassefte more than once.

 Ectopic heartworm infection may be present. 5. Use the test cassette immediately after opening the foil pouch.

In the presence of suggestive clinical signs and other supportive diagnostic
data (e.g., radiographic findings, echocardiographic findings, etc.), a
positive result will help confirm cardiovascular heartworm disease. 1. Store at room femperature (15° = 30° C [59° - 86° F]).

Storage and Stability

No red line within 5 minutes of adding serum or plasma indicates 2. See package for expiration date.

negative test result. There are no antibodies to D. immitis present. This B e e T HESKA (1-800-464-3752.
means one of the following: 4

o The cat is not infected with D. immitis. S

o The cat was infected less than 60 days prior to collection of the sample.

If a negative result is obtained and clinical signs are present, a refest
within 2 - 3 months is recommended. Additional diagnosfic tests should
be employed to rule out other causes of the clinical signs.

Sample Collection and Storage

Plasma: Collect an anticoagulated blood sample using standard clinical
laboratory procedures. Separate plasma by centrifugation. Plasma

somples may be stored refrigerated (2° - 7° C) for up to 72 hours; for m H ESIA,,
longer storage, freeze at or below -20° C in vials with ir-tight seals.

www.heska.com

. P i 760 Rocky Mountain As , Loveland, CO 80538
Serum: Collect and prepare serum samples using standard clinical sl Corpanifion; 780 Rocky foniainSysnm

laboratory procedures. Serum samples may be stored refrigerated
(2° = 7° C) for up to 72 hours; for longer storage, freeze at or below

US. Vet Lic. No. 213

i s T
-20° Cin vicls with air-fight seals. 52005 Hesko Corproion. Al fights resorved, HESKA ond S Siap are regiters trodemarks

of Heska Corporotion in fhe U.S. and/or other countries. US 6,391,569 B1; US 6,103,484; US 4,943 522;

EP 0 296 724 B1; Posents Pending. 022132
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