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Resumo

Foi realizado um rastreio seroldgico de doencascasdas a vectores efectuado a 473
canideos de seis concelhos do distrito de Bragahgeam recolhidos e estudados 135
ixodideos de 6 espécies a parasitar os canideoguerh4,07% (19/135) estavam infectados,
tendo-se estimado por PCR uma taxa de infeccaq23 RaraEhrlichia (E.) canis, 5,9%
paraFrancisella(F.) tularensise 5,9% pardickettsia conorii A sequenciacdo dos produtos
de PCR confirmou a presenca Becanisem 3Rhipicephalus (R.) sanguineusancisella
endosymbiont d®ermacentor (D.) variabis em 1D. reticulatus Rickettsia conoriem 1R.
sanguineusRickettsia slovacam 1D. marginatuse Rickettsiabar29 em R. sanguineusAs
doencas investigadas por imunofluorescéncia indirdoram anaplasmose granulocitica
canina, borreliose de Lyme, erlichiose monaocitiaaia, febre botonosa canina; tularémia
por aglutinacdo em placa, e babesiose e hepatog@@anina por observacéo de esfregaco de
sangue periférico. Apenas 16,3% dos canideos ayassen sinais clinicos compativeis com
estas patologias. Dos resultados serolégicos 6584cd@es apresentaram anticorpos para as
doencas em estudo: 17,6%+0,045 de anaplasmoselagpitica canina, 12,7%+0,039 para
borreliose de Lyme, 14,8%0,042 para erlichiose eaéita canina, 55,3%+0,059 para febre
botonosa canina e 2,5%+0,019 para tularémia. Ef 21D/473) dos esfregacos foi possivel
observar formas ddepatozoon canis néo foram identificadas formas Babesia canisPor
PCR estimou-se uma prevaléncia de infec¢cdo nodeasde 0,85% paka canis 0,2% para
F. tularensis e 1,7% paraR. conorii A sequenciacdo dos resultados positivos por PCR
confirmou a presenca, em canideos sintométicos, danisem 4 canideos e dRickettsiasp.
em 8 canideos. Foram determinados, estatisticaménteores de risco, que variaram
consoante as doengas em estudo.

Palavras-chave: Doencas por vectores, canideodogier, PCR, Portugal.
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Abstract

A serological survey for vector-borne diseases mase in 473 domestic dogs from
Braganca district of Portugal. Of the 135 tickslected, 19 (14,07%) had some kind of
parasite and an infection prevalence was estinat@2% forEhrlichia (E.) canis 5,9% for
Francisella(F.) tularensisand 5,9% foRickettsia conorii Sequence analysis of the positive
PCR samples confirmed the presence Eof canis in 3 R. sanguineus Francisella
endosymbiont ofDermacentor variabi in 1 D. reticulatus Rickettsia conorii,in 1 R.
sanguineusRickettsia slovacan 1 D. marginatusand Rickettsiabar29 in 3R. sanguineus
An indirect fluorescent-antibody test was used todg the seroprevalence of canine
granulocytic anaplasmosis, Lyme borreliosis, canimeonocytic ehrlichiosis and
mediterranean spotted fever. Tularemia was stuoljeplate agglutination, canine babesiosis
and canine hepatozoonosis was studied by peripbhkradl smears. Only 16,3% of the dogs
showed clinical signs possibly associated withefhgsthologiesHepatozoon caniwas found
in 2,1% (10/473) of the blood smears butBabesia canisvere found. The results revealed
that 65% of the dogs showed some serologic posiggelt with a total seroprevalence of
17,6%=0,045 for canine granulocytic anaplasmosi,7%+0,039 for Lyme borreliosis,
14,8%+0,042 for canine monocytic ehrlichiosis, 85+8,059 for mediterranean spotted fever
and 2,5%+0,019 for tularemia. The dogs were alsmlieti by PCR and an infection
prevalence was estimated of 0,85% Ercanis 0,2% forF. tularensisand 1,7% forR.
conorii. Sequence analysis of the positive PCR samplesymptomatic dogs, confirmed the
presence oE. canisin 4 dogs and the presenceRitkettsia spin 8 dogs. Several risk factors
were determined, by statistical tests, for eachatis, with different results for each one.

Keywords: vector-borne diseases, dogs, serologigaky, PCR, Portugal.
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[. Introducao

Os recentes relatos da presenca de novos patogé@oeterritério nacional, como a
Francisella tularensise Anaplasma phagocytophilymtanto em vectores como em
hospedeiros humanos, tornam com que o assunto aag;ab associadas a vectores, em
Portugal, seja emergente. Assim, este estudodboehdo, no intuito de poder contribuir para
o estudo das doencas associadas a vectores eraaad@meésticos.

Na presente dissertacdo, na primeira parte, seguesa descricdo geral das principais
espécies de ixodideos presentes em Portugal conor ni@iportancia em Medicina
Veterinaria, nomeadamente em medicina de animat®uigpanhia, quer pela frequéncia com
se encontram a parasitar os canideos, quer pelposkn vectorial e reservatério de agentes
patogéneos. De igual modo, sera reservado um tapitarca do diagnostico laboratorial das
doencas associadas a vectores, direccionado dsgiasoem estudo, com destaque para as
vantagens e limitacfes gerais das técnicas lal@migtoPor ultimo, na revisdo bibliogréfica,
serdo descritas as doencas em estudo que apresagn@melo comum, o facto de serem
doencas bacterianas transmitidas por ixodideos osesndmaioria classificada como
antropozoonoses.

Na segunda parte da dissertacdo sera descritbahoaexperimental, juntamente com os

seus resultados, discussao, conclusoes e direftgiess.
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1.1 Ixodideos

Os ixodideos, vulgarmente designados por carragasngam-se entre 0s vectores de
agentes etioldgicos mais importantes para 0 Homegrara os animais, capazes de pér em
perigo a sua vid®”. Sdo artrépodes hematéfagos obrigatérios e pemenao Filo
Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, @rd&carina, Subordem Ixodida e
Superfamilia Ixodoidé®’*°”) Conhecem-se cerca de 850 espécies, subdividioas e
grandes familias: as carracas de corpo duro oudaedixodideos), assim denominadas por
possuirem um escudo dorsal esclerotizado e ascaarrde corpo mole ou Argasidae
(argasideos), que possuem uma cuticula flexiveletid A familia Ixodidae caracteriza-se
pelo seu escudo proeminente duro, esclerdticocgbee a totalidade do dorso nos machos e
apenas a porcao anterior do dorso nas formas iasatunas fémeas, de modo a permitir as
refeicdes sanguindd¥’. A lenta ingestdo dos ixodideos obriga-os a peecemvarios dias
fixados nos seus hospedeiros, de modo a completarama alimentac8d. A familia
Ixodidade divide-se nos génerdgodes, Aponomma, Haemaphysalis, Anomalohimalya,
Cosmiomma, Nosomma, Hyalomma, Amblyomma, Margar@mrsnacentor, Rhipicephalus
e Rhipicentof**"),

A duracgédo do ciclo de vida dos ixodideos variasjgeie para espécie, geralmente de
um a trés ands), mas dependendo das condi¢cdes ambientais, podmiseuido em seis
meses a seis at¥). O volume de consumo de sangue é grande, podénde até 5 ml por
vector e a producdo de ovos é elevada, podendarcheg 24.000 ovos por postura e por
fémea, que morre no final do procés¥6 O ciclo de vida dos ixodideos compreende quatro
fases de desenvolvimento: o ovo, a larva, a nirdadulto, e entre os trés ultimos estadios é
necessdaria uma refeicdo sanguinea para terminaetamorfos€®. Apés a refeicdo, o

ixodideo destaca-se para 0 solo para digerir a meapds o que se transforma no estadio
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seguinte, no caso dos ixodideos de trés hospedewogntra em diapausa, uma fase de
metabolismo e desenvolvimento redufitfd Os ixodideos apresentam maioritariamente, um
ciclo de vida de trés hospedeiros, em que cadaliestéecessita de um determinado
hospedeird®. Os ixodideos adultos sdo os Unicos com difere@ocisexudl® e a copula
ocorre geralmente no hosped&f8. Quando nao se encontram num hospedeiro, os Boslid
estdo dependentes das condicdes ambientais, sesda mortalidade condicionada pela
existéncia de uma baixa humidade relativa e umaedeatura elevad?. Dependendo da
espécie, quando surgem as condicdes ideais de rammae humidade e luminosidade, os
vectores trepam para a vegetacdo circundante osgeraan passivamente pelo seu
hospedeird®, numa estratégia de emboscatfh A estratégia predadora, em que 0s
ixodideos atacam os hospedeiros, emergindo dos fshitats e indo de encontro aos
mesmos, também é utilizdd. Por fim, ha ainda a estratégia das espécies itindsf que
vivem nos habitats dos hospedeiros (covas, buracnmhos) esperando que 0S mesmos
cheguerft®”.

O clima é um determinante importante na distribmigspacial e temporal dos vectores
e agentes patogénicos, verificando-se que as @esalimaticas tém um impacto importante
na ecologia das populacbes dos vectores, provocando variacdo na incidéncia e uma
alteracéo da sazonalidade das doencas associadet®es®).

Os ixodideos podem actuar, ndo apenas como vectoras também como
reservatorios de bactérias patogériicdsPodem transmitir uma grande variedade de agentes
infecciosos para 0 Homem e para os animais, dornésg silvestres, causando também
varias condi¢cbes toxicas como a paralisia, irriiacdlergia a sua picada e espoliacao
sanguined’. Disseminam protozodrios, ricketsias, virus, betée até fungos em varias

espécies silvestres e de produgdo animal na maite gos paises do Murtf®. Entre os
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vectores, 0s agentes patogénicos podem ser trashasnite forma transtadial (entre estadios)
e transovarica (pelos ovés).

Durante as primeiras 24-36 horas, apés a ligacdwsapedeiro, ndo ha praticamente
ingestdo de sangue, sendo a penetracdo a sugatiactividad&®”. As secrecdes salivares
produzidas incluem um cimento, que fixa as pecasibua pele do hospedeiro, bem como
enzimas e  substancias vasodilatadoras, anti-infamma,  anti-hemostaticas,
imunosupressoras anestésicas, que facilitam a hematof&glaNo caso das formas adultas,
a um periodo inicial de alimentacédo lenta (trésuatr@ dias), segue-se um periodo de
engorgitamento rapido (um a trés dias), altura eamag fémeas podem aumentar 0 seu peso
até 120 vezé¥”. E através da refeicdo sanguinea nos hospedejuss,a maioria dos
ixodideos transmite os agentes aos hospedeirosids™.

As reaccOes cutaneas adversas as picadas podestecaasa-se por zonas de eritema
(2-3 mm de diametro), com um nodulo bastante vokomede contornos bem definidos, que
podem atingir os 4mm, mas cuja resolucéo é espeatao fim de quatro a cinco dias, apos a
eliminacao do vectdr). Podem surgir reaccOes de hipersensibilidade e, @&eviamente
expostos a grandes populagbes de parasitas, én@s slinicos incluem eritema, alopécia,
descamacdo, crostas e prurido intenso que pode kevaermatites secundarias por

contaminag&o bacteriafid

1.1.1Dermacentor marginatus

E conhecida como a carraga ornamentada da oesthgue ambos os sexos e todos 0s
estadios apresentam uma ornamentacdo do escudd’8ora sua distribuicdo geografica
engloba Marrocos, a Espanha, Franca, Europa Cenfala centr&l®”. Tem sido recolhida

frequentemente em Portuf§&f%184213)
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Esta espécie apresenta necessidades termofilielss,qne € encontrada nas partes
mais frias e himidas da regido MediterrafifeéaA actividade dos adultos inicia-se no fim do
Outono e prossegue durante todo o Invéfh@nquanto as larvas e as ninfas sdo activas na
Primavera e Verdb®. Nas regiées mais frias, a actividade sazonahdakos pode iniciar-se
mais cedo e apresentar-se inactiva a meio do 1oV&rrNa Europa, a sua presenca esta
restrita a regides com vegetacao densa e cobenta@s\wres, comum em areas de carvalhal e
pinhaf’. Contudo, os relatos da presenca desta espécidentejo, podera indicar uma
adaptacéo da espécie as condicées ambientais de Sortugaf*>.

E um ixodideo de trés hospedeiros e o seu cickdddepode ser concluido no espaco
de um ano, com posturas que podem chegar aos ¥086'4°® Na regido Mediterranea, os
ixodideos também parasitam bovinos (os seus hospsdpreferenciai$y®®, ovinos e
caprinos, sendo os javalis importantes reservadsitvestre$?. Os adultos parasitam os
canideos, enquanto que as formas imaturas podexsitpar frequentemente, os humanos, tal
como pequenos mamiferos, carnivoros de porte neéaes’*5"”)

Através das suas secrec¢fes salivares e fezegsestzie pode transmitir o protozodrio
Babesia(B.) canisaos canideos, a bactéReancisella (F.) tularensi® a bactéridickettsia

(R) slovacaaos humandg*"1%

1.1.2Dermacentor reticulatus

Vulgarmente conhecida como carraca ornamentada &H¥c esta espécie, é
relativamente grande (0,6-0,8 cm) e possui um pagviélente, de manchas claras alternadas
com zonas escuras, no escudo dorsal dos estadibasadt Na Europa é um ixodideo de
canideos domésticos e silvestres, mas pode sentesmbo em unguladf®. E localizado

desde a Europa até a ASi4 e em Portugal circunscreve-se as zonas mais hérdmpais,
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zonas Norte e Este, como os distritos de BragaNgapa do Castelo, Vila Real e
Guardd'>8%

Este ixodideo prefere humidades relativas elevadmsxas temperaturas, podendo ser
encontrado nos cdes domeésticos a partir de Outapree o Inverno for suave e as
temperaturas ndo baixarem além dos 5°C, pode peomaactivo durante toda a época de
Invernd”®. Prefere areas abertas, sem vegetacéo de podte@dbundante, do tipo charneca
ou pastages'®”). Pode ser comum em antigas areas agricolas akmtamue rodeiem os
nicleos de populacdd. Séo, também, abundantes em pequenos bosquethdecéoluca,
onde os carnivoros silvestres representam uma paptertante da fauna local, juntamente
com roedores, 0s quais s&0 necessarios para agnedotdas fases imatufas

E um ixodideo de trés hospedeiros, podendo o stu dé vida ser completado num
ano, mas geralmente leva trés anos a complefdt-8ode parasitar os humanos em espacos
rurais ou peri-urban8%, mas os adultos parasitam principalmente carngv@@fomésticos ou
silvestresf*® e, excepcionalmente, ruminantes (boviHds)No nordeste transmontano era-
Ihe reconhecido um hospedei@anis lupus tendo recentemente sido associadGamis
familiaris™®?).

E o vector principal do agente da babesiose cdBineanis canis)mas pode também

transmitir as bactérids. tularensise Coxiella burnettj através das suas secrec¢fes salivares e

fezed®",

1.1.3Ixodesricinus
O ixodideo da ovelha, como é conhecido, é relatrdmpequeno e de cor escura,
encontrando-se abundantemente desde a Europa @tidéh a Asia Central e Norte de

Africa®®”. E um dos ixodideos mais comuns da Europa tempedascrito em Portugal em
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todo o territorio nacional continental e na ilhaMadeird”>#'%%) E muito sensivel & baixa
humidade relativa do ar, morrendo rapidamente teeadsanca valores abaixo dos adequados,
pelo que prefere zonas frescas, incluindo neve, @erada humidad@. As populacdes no
Sudoeste de Portugal parecem, no entanto, ter-aptaaid as condicbes diferentes ai
existente$?),

E um ixodideo que evidencia o conceito de sazosddidem que geralmente as larvas
podem aparecer entre Maio e Junho e as ninfas cgmar@a Primavera, havendo uma
sobreposicdo das mest{ds As larvas provém de adultos alimentados no amerian que
realizaram a postura dos ovos que se desenvolveamtéuo Inverno e a PrimavEfa Os
adultos podem permanecer activos durante todo ¢ @mdora nas zonas com Verdes
relativamente secos ou Invernos frios, 0s mesmesano suspender temporariamente a sua
actividade, face as condi¢des climaticas inadecgfat# duracado do seu ciclo de vida varia
muito consoante a localizacdo geogréafica, masmergk é de dois a seis afi

E um ixodideo de trés hospedeifdsque apresenta uma grande capacidade de
adaptacdo a varios hospedeiros. Nas formas imapuedsre roedores, aves e mamiferos
pequenos ou de tamanho médio, enquanto que na &atuli@, por necessitar de uma grande
ingestdo de sangue, parasita geralmente ruminattessticos (bovinos ou ovinos) ou
silvestres (cervided4y. O parasitismo humano parece ser freqi&hte

No Norte de Africa, é o vector dorrelia (B.) lusitaniaee B. garinii e na Tunisia é o
vector deB. divergensum agente da babesiose botiHaNa Europa, é o vector da doenca
viral TBE (encefalite transmitida por ixodideosy dspiroquetd. burgdorferi sensu lato
(s.l), das bactériasF. tularensis R. helvetica Ehrlichia canis Anaplasma (A)
phagocytophilune do piroplasm®. bigemin&” "%, Na Bulgaria, 40% dé ricinus colhidos,

apresentavam-se infectados @r burgdorferi s.l., e 35% por espécies dhrlichia e
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Anaplasm&”. Assim, e uma vez que os ixodideos podem estactados por mdltiplos
patogéneos, existe a hipotese consideravel de escoroculacdo simultanea de varios

organismos numa Unica pic&da

1.1.4Rhipicephalus sanguineus

Em Portugal, € a denominada “carraca comum do o&c®carraca parda do céo”,
devido & sua abundancia em canideos e a su&).c& muito comum nos canideos
domeésticos, em zonas como a Europa meridionalte derAfricA’®. Encontra-se ausente no
Norte da Europa, excepto em casas ou canis, onugegoe sobreviver”. E uma das
espécies de maior importancia em Portugal, enacmhdrae frequentemente de norte a sul do

pais e pode encontrar-se activo durante todo §&t1§38019)

E uma espécie antropéfila, uma vez que tem prefex@or construcbes humanas e
pelas zonas citadinas onde exista um minimo detagf®, como parques publicos e jardins
privados, onde habitem ou passem @&e©s ixodideos podem colonizar canis e casas,
desenvolvendo populacdes estaveis e permaféhtes quais ndo parecem interessar-se
muito pelo parasitismo humano, apresentando umea cidinidade pelos canidé¥s
Curiosamente, num estudo realizado nos Estadosobmid América (E.U.A.) num total de
756 R. sanguineugecolhidos, 15 exemplares adultos foram colhidesndve militares,
levando a supor a existéncia de uma estirpe meltiamptada ao Homé. De igual modo,
registos recentes no Brasil identificaram quatsosale parasitismo, por formas adultafikde
sanguineusem proprietarios de c3&4

Os ixodideos do génemhipicephalusencontram-se em lugares relativamente secos

ou, de forma geral, em formacdes do tipo da eskdpditerrane®. A maioria é activa

durante a Primavera, com uma ligeira diminuicdo atdividade no Verdo, surgindo
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novamente no Outofd. Durante o Inverno, permanecem inactivos devidobaias
temperaturds®. No entanto, em condicdes de humidade e temparatopicias, existentes
no interior dos canis ou em determinadas zonaoska enediterranica, os ixodideos podem
permanecer activos durante todo o InvEfioOs climas tropicais, como o do Brasil,
revelam-se 6ptimos para o desenvolvimento des&ciesdacilitando o desenvolvimento de
até quatro geracdes por &b

Os ixodideosR. sanguineusado vectores do agente da babesiose canina,hebstc

canina e da febre botonosa caffifla
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1.2 Diagnostico etiologico laboratorial das doencassociadas a vectores
Dada a auséncia de sinais patognomonicos dosraguatinicos das doencas em
estudo, bem como a possibilidade de co-infeccéo rpoltiplos agentes etiolégicos, o
diagndstico laboratorial assume um maior relevaeacédo ao diagnéstico clinico, de forma
a obter-se um diagnéstico definiti¥o De seguida referem-se as caracteristicas comass d
técnicas laboratoriais face as doencas em estudwesente dissertacdo, focando as suas

vantagens e limitacGes gerais.

1.2.1 Diagnéstico directo

As técnicas de diagnostico directo sdo as que s&idm na presenca do organismo,
nomeadamente a microscopia, a cultura e a detetz@widos nucleicdS®. Apresentam a
vantagem de permitirem a identificacdo do organjsmbtendo-se, dessa forma, um
diagndstico definitivo, devido ao elevado valor dicévo positivo que se obtém dos
resultados destas técniasOs testes directos s&o bastante Uteis nas fgsdasadas doencas

antes de se ter iniciado a terapéutica antimicneff&.

1.2.1.1 Microscopia Optica

A visualizacdo do agente, no caso da anaplasmaswilgcitica canina, babesiose
canina, ehrlichiose monocitica canina e hepatozamuoanina, sera diagnéstica. Se no caso da
babesiose e hepatozoonose canina, a observaca@ dmrefeita em esfregaco de sangue
capilaf®”), nas restantes doencas, é aconselhado a técnimandentracéo leucocitaria, em
esfregaco de “buffy coat” de sangue periférico,ador com Giemsa, 0 que aumenta a
sensibilidade da técnica, dado que os parasitasnsentram nos leucdcitds!™ E um

método rapido, econdmico, de registo permanenteneg@e 0S casos positivos tém um
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diagndstico definitivE”™®. A observacdo de esfregacos sanguineos é um métoito
utilizado em Medicina Veterinaria, pela sua faciié de execucdo e baixo cliSth
Contudo, pode ser um método moroso e de baixabiiareid™>® podendo ser necessaria a
andlise de varias laminas até se atingir um didgpo$$. De igual forma, a microscopia
implica erros subjectivos, o que origina falsosifpass (ao validar artefactos) e negativos
(em caso de enquistamento, parasitémia intermjtadtaero reduzido de parasitas ou na fase
subaguda de doerf€al®?***1¥ pelo que um esfregaco sanguineo negativo a noimpis

nado elimina a doenca como diagnéstico diferefi®al

1.2.1.2 Cultura

Em determinadas doencas, a cultura € o método f@eémeia do diagndstico
laboratorial’"1°"**") As amostras sujeitas a cultura e isolamento d#éba podem ser
sangue, plasma, expectoracado, liquido cefalo-reanog tecidos, biopsias de escaras de
inoculacéo ou de linfonodos regiortai$**”) Para o isolamento do agente, a amostra deve ser
colhida antes do inicio da antibioticoterapia, naantefrigerada e submetida ao isolamento
no menor intervalo de tempo possifel

A hemocultura exige grandes volumes de sangueneateuidada’

, mas revela-se
essencial na obtencdo das quantidades de organigoessarias para a pesquisa molecular e
para o desenvolvimento de vaciié® S&o necessarias instalacdes proprias e pesspaiaté

treinado e especializad6.
1.2.1.3 Métodos moleculares: PCR (Polymerase Chareaction)

Os métodos moleculares apresentam como grande geamtaa sua elevada

sensibilidade e especificidade tanto nos animaisocnos vectores, evitando a manipulagéo
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directa dos agentes quando estes apresentam uradelgwotencial infeccio§8°)
Possibilita também a analise filogenética das pestir preferencialmente através de
marcadores genéticos conservados ao longo dodgckida do organisntdy.

O PCR apresenta como algumas limitacdes o factsededispendioso, dificil de
colocar em prética e ndo provar, mesmo com refftpdsitivos, que 0 organismo esta vivo,
podendo ser um fragmento de ADN n&o vi&%8l A técnica implica a presenca de
equipamento laboratorial e técnicos especialiZatid® A qualidade da amostra pode
influenciar na sensibilidade do PCR, uma vez querasstras de sangue podem conter
substéancias inibidoras, sendo necessario procasaarostra de modo a eliminar possiveis
inibidores™"®. Também numa fase crénica da doenca, a sensislijade ser menor uma
vez que o nimero de microrganismos presente é idefizPor outro lado, a falta de
uniformizacédo entre os laboratérios existentesiesaficiéncia dos controlos de qualidade

podem originar resultados falsos positivos e fategmtivos.

1.2.2 Diagnostico indirecto

Os métodos aplicados neste tipo de diagnésticodsdrial baseiam-se na detecgcéo de
anticorpos especificos em fluidos organicos, prmbhsz pelo individuo como resposta a
infeccdo. As técnicas de diagndstico indirecto nw@muns sdo as serologicas, como a
imunofluorescéncia indirecta, ELISA (Enzyme-linkedmmunosorbent-assay) e
Immunoblof?. Pelas suas caracteristicas, sé&o técnicas meit qiiando os organismos sdo
de dificil cultivo, na auséncia de técnicas comodasbiologia molecul® ou quando a
manipulacdo directa do organismo representa umo risfissiond!”. O facto do
manuseamento das amostras ndo ser tao critico momaso das amostras para o diagnostico

directo e os elevados niveis de especificidade rsilsbdade exigidos na fase de
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padronizacdo, contribuem para que as técnicasettds sejam eleitas em estudos cujo
objectivo € determinar prevaléncias de infeccagepulacdes numerosas.

Apesar da testagem seroldgica das populacdes ddeoanfacultar informacdes
epidemiolégicas importantes, do ponto de vistaiaina mesma fornece pouca informacao
no caso de individuos clinicamente saudaveis, megraexpostos a ixodidé®s Assim, os
testes serologicos apresentam como limitacdo o fetuma resposta humoral positiva num
cdo ndo ser suficiente para diferenciar uma ex@osigi uma infeccdo actiVd ndo sendo
prova causal de doenca clifiéd Desta forma, a avaliacdo de resultados positivos

serologia (de 1gG), em cdes sem sinais clinicog der interpretada com precau&sty®

1.2.2.1 Imunofluorescéncia indirecta (IFI)

A IFI € uma técnica serologica considerada de @éafga para algumas das doencas
em estudo pela sua sensibilidade e especificiti@iePermite a deteccdo e a titulagdo de
imunoglobulinas IgG e IgM ou ambas, em que a ifieagéo e a titulacdo de anticorpos IgM
especificos para as espécies em questdo, indieec&d recente. Uma das suas maiores
vantagens é reportar os resultados de uma fornveitgizd>?).

Apresenta as desvantagens de sO poder ser reabpradaboratorios especializados
com recurso ao microscopio de imunofluorescéfitia ter implicita alguma subjectividade
ao ser influenciada pela sensibilidade visual @mio&>'°". Como outra limitacdo da IFI,
surge o facto de, frequentemente, existirem sesativeg na fase aguda da doenca pelo que as
colheitas devem ser realizadas na fase aguda €@4lias mais taréé 1 °*1182235e nzo for
possivel realizar andlises emparelhadas ndo sesavpbdefinir se um titulo alto representa
uma exposicdo antiga ou uma infeccdo preSéhtdambém no caso de cdes jovens ou

cachorros, podem surgir falsos negativos associades periodo de latén&d. Por outro
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lado, apdés o tratamento os cdes podem permaneceposiivos, pelo que o valor
diagndstico deste teste serolégico é limitado nséreia de sinais clinicd®. De uma
maneira geral, entre os varios laboratoérios, exista falta de uniformidade e padronizagéo o
que implica variacbes nos procedimentos, nomeadameam qualidade e quantidade de
antigénio utilizado para as laminas de IFIl, na peogubjectividade ligada a leitura dos

resultado$®),

1.2.2.2 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent-assay)

A técnica de ELISA pode ser utilizada para deteat#iicorpos ou para detectar o
antigénio se se optar por uma “ELISA-sandwiEhAs técnicas & base de ELISA s&o menos
dependentes do operador e ao serem métodos awadusti ou semi-automatizados,
permitem processar um elevado numero de amostras peato tempo. Existem
comercializados no mercado testes “dot-ELISA” gtiizam antigénios, com a vantagem de
poderem ser utilizados pelo Médico Veterinario rigpa clinica, efectuando-se a leitura em

poucos minutos, sendo inclusive, faceis de let@aricos ndo especializadts

1.2.2.3 Immunoblot

Dada a sua elevada especificidade, esta técnictliZzada para confirmacdo de
diagnésticos serolégicos obtidos por GEIE atil para diferenciar entre falsos positivos,
originados por reaccdes serolégicas cruZzdfasComo desvantagens, é mais dispendioso,
laborioso e moroso, quando comparado com &°Flpelo que ndo tem sido utilizado no
diagnostico laboratorial de rotina em Medicina Vietria, tendo-se restringido 0 seu uso a

estudos sero-epidemiol6gi¢Bs
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1.3 Anaplasmose granulocitica canina
Etiologia

A infeccdo porAnaplasma(A.) phagocytophilumé uma doenca generalizada em
canideo$'® em que os alvos primarios sdo os neutréfilos @sionalmente os
eosino6filo$'®®. A infeccdo estd bem estabelecida como uma doeeterinaria e é
considerada uma zoonose emerdétite

Até 2001, a espécie pertencia ao género que engldblarlichia phagocytophila
(agente da febre da carraca em bovinos, cabrasekasy, Ehrlichia equi (agente da
ehrlichiose granulocitica equina) e o agente déicafuse granulocitica humana (HGE)
Estes trés agentes foram englobados numa uUnicaiesgpenominadad. phagocytophilum
pertencente a ordem Rickettsiales, familia Anapdaoceae, onde todos os membros séo
bactérias intracelulares obrigatérias, pleomorficae se replicam em vacuolos membranares
de células eucari6ticd'™® A bactéria multiplica-se por divisdo binariacenfia grandes
corpos de inclusdo (morulae ou morufis)

A bactéria foi identificada em canideos na Europameadamente Esparia,
Suécid® ) Suicd®” e Reino Unid8®?. Dados de um estudo serolégico em canideos no
Noroeste de Espanha apontam valores de seropreialda 10,3%°). Na Europa, ha
também diversos relatos de doenca atribuida a rimactén outras espécies de animais
domésticos como gatdF % bovino§ % ovinod?®t#? e equinoS®® e cervideos
silvestres como renas, alces e ceéRlde aves como o melro e estorniffit

Em Portugal, ja foi identificada, através das téaside IFI e Imnmunoblot, a exposicéo
humana a. phagocytophilummem doentes com borreliose de Lyme, estes maigpes de

contactar com este microrganismo, uma vez que armabdsactérias partiiham o mesmo
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vectof'®Y). Nzo existem dados publicados, até ao momentoexgesicdo de canideos a

bactéria, em Portugal.

Vector e Ciclo de vida

Os roedores bem como os ruminantes domésticosh@sjeeados e gamos) e
silvestres tém sido implicados como reservatoriasunais deA. phagocytophilumna
Europ&®. Dependendo do habitat, o reservatério animal godariaf®. Para além dos
mamiferos, também as aves persistentemente infsgtpdderao ser reservatorios naturais de
infeccdo bem como os ixodideos, estes também ssvsetores bioldgic#). Ha evidéncias
de que, para além de ixodideos, a bactéria patasitaém outros ectoparasitas obrigatorios
permanentes como os acaros da familia SyringopBf{®. Dado que a espécle ricinus
parasita um leque vasto de hospedeiros vertebradasieccdo pode ocorrer em varias
espécie$®.

Os vectores implicados na transmissédo da doengaaimaia das regides europeias do
Norte, Centro e Sul pertencem a espéciinug?124162185180Em gutros paises como nos
E.U.A. tém sido implicadas outras espécies camnsoapularis |. pacificuse I. spinipalpi$®®;
no Reino Unido foi sugerida a espéti&ianguliceps'®® e na Russia e parte Leste da Asia, a
espécid. persulcatu$®. Um estudo na Alemanha indicou que 2,2% dos il ricinus
colhidos apresentavam ADN de phagocytophiluffi”. A bactéria ja foi identificada nas
espécies. ricinus el. ventalloicolhidos em Portugal Continental e na ilha da Maf&?.

A maioria das larvas de scapularisadquire a infec¢cdo 24-48 h apds a engorgitacéo,
aquando da sua refeicdo num mamifero infectadgimslo a replicagdo do agente apos a
metamorfose para ninfa, transtadialméfitt Um estudo revelou que a prevaléncia da

infeccdo aumenta 4,5 a 10,6 vezes da fase depandaa adulf&®®. Efectivamente, o nimero
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de organismos que uma larva obtém da alimentagégus®ea é relativamente baixo, pelo
que, de forma a obter-se um numero suficiente aeonganismos infectantes, o agente tem
de depender da replicacdo no vector, em vez desmekeirgara potencializar a eficacia da
transmissdo do agente pelo vedfdt Assim, as ninfas e os adultos serdo os vectores
passiveis de transmitir a doenca ao Hof¥mApesar de haver um estudo que coloca a
hipétese de transmissdo transovarica Ale phagocytophilumem I. spinipalpi$®™®, a
transmissdo transovarica do agente ndo esta aindsprovad4®®. Pensa-se que a
transmissao da bactéria do vector para o hospeoleiroe num espaco de tempo entre as 40 e

as 48 hord®.

Patogénese

A patogénese da doenca ndo estd ainda devidammsiteeeid$®. Sabe-se que a
bactéria entra na derme apos a picada do vectessentina-se através do sangue e/ou da
linfa®®. Dez a 14 dias apés a infeccdo experimental endeas, surgem as inclusdes
citoplasmaticas nos granulécitos do sangue perdétendo sido demonstrada a presenca da
bactéria nos fagécitos de 6rgédos como o baco, digagpulmde®. Existem dados que
sugerem que a infeccdo serd dependente da dosguema quantidade de morulas nos
granulécitos do sangue periférico, estara corretexia com a dose de in6€d8. Também a
imunosupressao poderd desempenhar um papel na&pasegda doen%?f), nomeadamente
na destruicdo ou na menor producao de plaquetaséditos®°?.

Ensaios que utilizaram borregos como modelo anigdehonstraram que diferentes
variantes genotipicas d&. phagocytophilumque podem, inclusive, estar presentes em

simultineo no mesmo rebanho, estdo associadas eeendds manifestacdes clinicas,
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hematoldégicas e serol6gi¢dd o que pode explicar os diferentes sindromes eeredifes
animais.

A seroprevaléncia aumenta significativamente coitiade, nomeadamente nos caes
mais idosos (oito anos como idade média a infecg@m) uma aparente predisposicado para
as racas puras, e para o sexo femf#ti®”) Outro estudo relaciona o porte médio a grande
dos canideos como possivel factor de risco, um@weos caes de raca grande, ao possuirem
uma superficie corporal maior, ficardo mais exposins vectorés). Além disso, os cdes de
maior porte, poderdo passar mais tempo no ext@mor comparacdo com 0s de raca
pequen&®. Também a mobilidade da sociedade e o facto dusl@as viajarem com o0s seus
proprietarios serdo raz0es provaveis porque, ndgnad anos, a infeccdo poA.

phagocytophiluntem aumentado na incidéncia e na importanciacelth?.

Sinais clinicos

O leque de manifestag@es clinicas causadaé.poinagocytophiluné variad&®, mas,
geralmente, a doenga apresenta um curso subatiniowderadd®”.

Na fase aguda da doenca, nos canideos, obsenebse (Bté 41°C), depressao e
anorexi&?. Contudo, podem surgir outros sinais clinicos e#pecificos como emése,
anemia, epistaxis, petéquias, hemorragia gengiatdxia, poliartrite, esplenomegalia,
hepatomegalia e adenomegalia e comprometimentsoms nervoso central, o qual parece
ndo ser comufff:'194109.118.167.189) iy astudo seroldgico demonstrou que 1% dos caes,
evidéncias de trombocitopénia e poliatrtite, cdmimnticorpos par&. phagocytophilufff.

As alteracdes hematologicas incluem leucopenissiacalmente leucocitose, anemia
normocrémica, normocitica e uma trombocitopénia enada mas, na maioria dos casos

surge uma trombocitopénia sev&¥a'®”?) Contudo, podem ndo haver alteracdes no

XXXVi



hemogram&'®. Num estudo sueco todos os cdes com trombocipépiesentavam
inclusdes nos granulécitd8. Outro estudo, este serolégico demonstrou que&edes com
evidéncias de trombocitopénia e poliartrite corgimhanticorpos parA. phagocytophiluff?.
Podem surgir também linfopenia e monocitopéffla As transaminases, como a fosfatase
alcalina e a amilase, podem estar aumentadas,otab @ode surgir hipoproteinémia e
hipoalbuminémi&®. A urinanalise pode revelar proteindria ndo assta doenca de doenca

de trato urinario e hiperbilirubinuff4.

Diagnostico
O diagnéstico baseia-se na anamnese, como a residinanimal em area endémica,

a estacdo do ano em que o vector esta mais aatpresenca de ixodideos, os sinais clinicos,
as alteracbes hematoldgicas, a identificacdo dategaos neutréfilos ou eosindfilos
circulantes (na fase aguda da doenca), a seroc@weetectada por IFI e identificacdo do
agente por biologia molecuf&r®10411016717Em muitos casos, o diagnéstico definitivo é
dificil, uma vez que os sinais clinicos ndo samgadmaodnicos, os corpos de inclusdo, se
estiverem em ndmero reduzido, podem néo ser iitedifs a microscopid*®e mesmo a
serologia, geralmente utilizada no diagndsticopasi ndo pode ser a base do diagnéstico
definitivo®™. O diagndstico pode ser complicado se houver uornfecgcdo comB.
burgdorferis.|®Y, frequent€® uma vez que o vector é 0 mesmo, tal como acoETeE.
Cani§43’“8’124’182.)

Na fase aguda da doenca € possivel verificar agosugpio Optico as morulas
caracteristicas nos granuldcitos (neutrofilos énéfitos) no sangue periférico, em esfregacos

corados com Giemsa ou com acridina-lardhfd”’ A deteccéo da bactéria ao microscépio

pode ser dificil de detectd? e alguns artefactos podem ser confundidos comosode
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inclusad’”. Ainda em relacdo ao diagnéstico directo, é pesdbzer a cultura do agente
numa linha celular HL60, percursores mielbides deamtes aos da medula 6ssea humana,
gue possuem as caracteristicas dos neutréfildsjndo a fagocitose, verificando-se o efeito
citopatico com lise das células da linha HL60 eri42lias apds a inoculaddd

A tecnologia PCR, sobretudo na variante PCR “néstedambém um método
adequado para deteccdo de microrganismos de cergoimfastidioso comoA.
phagocytophilui**®® tanto nos animais como nos vect8fésNo entanto, o PCR apresenta
a possibilidade de reaccbes cruzadas @onplatys o agente da trombocitopénia ciclica
canina e sera sempre de considerar a presencdbdiies nas reaccbes de PCR, o que
induzira falsos negativd$® Na bactériaA. phagocytophilunos genes conservados mais
utilizados, como alvo pelos métodos de biologiaenalar, para caracterizacdo das estirpes
sdop44 (tambémmspl e msp4*129)

Contudo, o diagnostico laboratorial tradicional ddasse, nas técnicas indirectas, na
deteccado de anticorpos, principalmente pela téatecdr (9. De uma forma geral, a técnica
de IFI, é o teste mais sensivel para confirmaragrdistico de doenca, na fase aguda e na
convalescente, a partir de amostras emparelhadiésd@s com um intervalo de duas a quatro
semanas$)®®. O critério diagnéstico mais frequente é a sereers#io ou um aumento de
quatro vezes no titulo de anticorf8$*® Como limitagdes, numa fase inicial pode haver
falsos negativos, por ainda ndo haver anticorpdsctizvei§®®. Podem haver também
resultados falsos positivos, através de reaccoegadas entre o0s epitopos de
phagocytophilune E. chaffensispelo que serd aconselhavel fazer uma testagenit&imaa
para os dois agentes, nas regides onde ambospestsimted®®. Pelos motivos supracitados,
serdo necessarias técnicas laboratoriais adiciqguaaies comprovar o diagnéstico de doenca

activa porA. phagocytophilumcomo o Immunobl&?. Outra desvantagem é a auséncia de
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uniformizacéo entre laboratdérios. Por exemplo, ne goncerne ao estabelecimento de um
valor limite de positividade (“cut-off’) em canidgco mais preconizado é 1919 mas

existem laboratérios que consideram valores co®d'1® e 1:3267.

Tratamento
A. phagocytophiluné susceptivel a varios antibiétidosvitro®®. Contudojn vivo, os
antibioticos mais eficazes sdo as tetraciclinasnengenor extensédo a rifampicina e o
cloranfenicof®. Nos canideos esta recomendada a doxiciclinatBrey/kg/dia, durante 3
semanas, como tratamento da infeag@s as formas mais graves requerem tratamentos

mais prolongadd$®%°)
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1.4 Babesiose canina

Etiologia

A babesiose canina é considerada a doenca pagasittn maior impactd® dos
canideos domésticos e silvestfdgchacais e lob&8?), sendo provocada pelo protozoario
intraeritrocitario do géner@abesia(B.) e transmitida por ixodideos de varios géneros e
espécies®). Tradicionalmente, a identificacdo da espécie dasse na especificidade do
hospedeiro e na morfologia e tamanho das formaaeiitrocitarias (os piroplasm&s) ,
sendo classificados como grandes piroplasnias c@nig e pequenos piroplasmas. (
gibson)®®. B. canise B. gibsonieram, até & pouco, as Unicas espécies reconhecicas
causadoras da doenca nos canfdBomas os métodos moleculares permitiram identificar
novo piroplasmaTheileria annaé®. Este é um piroplasma endémico na populacéo canina
no nordeste espanif§l, de pequeno tamanho, localizado centralmente oupesicao
paracentral, semelhante Ba gibsonie de curso clinico mais grave do o associad®. a
canis®®. Existem, também, relatos de outro piroplasma,equj isolado num canideo
sintomético em Espanfid. A sequenciacao genética permitiu ainda o recomtesto de trés
subespécies dB. canis B. canis canisB. canis vogelie B. canis rossi com base na
distribuicdo geografica dos vectores, nas propdeslaantigénicas e nas diferentes
manifestacdes clinicd$3%%1%%) Recentemente, foi descoberta uma nova subespécianis
presentij isolada em Israel a partir de gatos domésticabitamtes, um sintomatico e outro
assintomatico, cuja patogenecidade estad ainda @terndinar, podendo estar associada a
imunosupressdo como a induzida pelo retrovirusndaadeficiéncia felina (FI\A®. Um
canideo pode estar infectado, simultaneamente, np@is do que uma subespécie de

Babesi&®®,
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Os organismo8abesia protozoarios do filo Apicomplexa e da ordem Piasmida,
sd0 parasitas intracelulares obrigatérios doséeiits’. B. canis apresenta uma forma
piriforme, € relativamente grande (2,bA3%x5um) e geralmente encontra-se mais de que um
merozoito num eritrécitt® enquanto que B. gibsoni é pequena (1,2-2amx 3-4um),
pleomorfica e surge geralmente em formas indivilitai

A infeccdo porB. canisé endémica nas regides tropicais e subtrofitaisnquanto
que B. gibsonié endémica na ASf8>, Africa®™® e América do Norfé”, aparecendo na
Europa como resultado da introducdo de animaistedes desses contineri®sB. canis
encontra-se descrita em canideos do B8 E.U.A®Y, Africal® %318 portugdf3?,
Espanh&?, Poloni&*® e Republica Eslovald. A presenca d8. canis vogeliho Brasil é
atribuida a introducéo dos ixodidd®ssanguineysoriginarios das regides tropicais africanas,
durante a colonizacéo portugué3aB. canis rossié prevalente na Africa do $il. Ja na
Europa, a doenca encontra-se disseminada preddaerimemte na regido Mediterraiféa
com as forma8. canis cani® B. canis vogelisendo a primeira a mais preval&tt® "> Em
Portugal, ha varios relatos clinicos da hemopassitem canideos, especialmente no

Nordeste Transmontano, tendo inclusive vindo a atane sua incidéndid 2

Vector e Ciclo de vida

Os principais vectores da babesiose canina saoxamideosD. reticulatus, R.
sanguineus HaemaphysaligH.) leachf*®, tendo cada subespécie Becanispatogénese e
vectores proprio¥>. Assim, B. canis rossié transmitida pelos ixodideds. leachj R.
sanguineusR. evertsi evertssau Amblyomma lepidupenquantd. canis vogelé transmitida
pelo R. sanguined¥® e B. canis canistem como vectores, a espé@e sanguineusnas

regides amenas,® reticulatusnas regides mais frig3.
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Dada a presenca do vecRr sanguineuser mais frequente nas alturas de Verao, a
incidéncia da doenca aumenta significativamenteéenesriod§°°, existindo, no entanto,
relatos de babesiose em cdes durante meses damdsvemend®, como no Nordeste
Transmontano, com registo de casos clinicos no deédNovembro, associado a maior
actividade deD. reticulatu$*®®. De facto, em Tras-os-Montes foi sugerida a espBi
reticulatuscomo vector principal da doenca, estando contutdagoor averiguar o seu real
papel na epidemiologia da doenca na rébiit® Na Europa, esta espécie é reconhecida
como um dos vectores mais importantes de babesmsi@d™>> apesar de, num estudo
efectuado na Eslovaquia, apenas 1% dos ixodiBea®ticulatus estava infectado pds.
canis cani€®. Este resultado foi questionado pelo nimero redudia amostra, por se ter
efectuado a testagem exclusiva de adultos e psklpladade da presenca de parasitas ser em
quantidade demasiado pequena para permitir a sotifidacdo por PCf.

Os ixodideos ficam infectados aquando da hematofagn céo infectadd. A fémea
adulta € a mais importante na transmissao, mamfas ® as larvas sdo também passiveis de
infeccdd™). A esquizogonia ocorre nas células epiteliais rtestino do ixodideo adulto e
resulta na formacgao de grandes merozOitisEstes, por sua vez, incorrem em sucessivos
ciclos de esquizogonia em varios tipos celularemyacas glandulas salivares, os ovarios e
olcitos, que podem permanecer infecciosos pory@eaagéégo). Dois a trés dias apés o
ixodideo se ter ligado ao hospedeiro cafiyas merozoitos presentes na saliva do ixodideo
penetram nos eritrécitos caninos, onde se transior@m trofozoitos, a partir dos quais se
desenvolvem merozoitos adicionais através de uroepsp de merogortd’. Apés a sua
divisdo, os merozoitos abandonam a célula e penetoatros eritrocitds®®. A transmisséo
dos parasitas pode ser também transtadial, at@deésansfusdes sanguineas ou contacto

sanguined®>>*") o qual pode ocorrer de diversos modos, como resmBssdo sanguinea

xlii



durante lutas de cées, conforme estudo realizasl@cnd.A. em canideos PCR positivos para

B. gibsoni,dos quais 93% pertenciam & raca “American Pit Bettier*®).

Patogénese

A base da patogénese da babesiose canina pareca mmposta imuffé®. O
protozoario esta associado a hemodlise, destruigdendotélio vascular, acidose, hipoxia,
estase vascular, choque e possivelmente um estddtogicoque predispde os doentes para
a coagulacao intravascular dissemiféda Os microrganismo8abesiasp. despoletam um
mecanismo citotoxico de eritrolise, mediado poroanticorpos dirigidos contra as
membranas dos eritrocitos (parasitados ou ndo)yopamdo uma hemolise intra e
extravascular que leva a anemia e hemoglobi&fiaA hemdlise extravascular dos
eritrocitos revestidos por anticorpos da-se no oo figado e a intravascular, no interior
dos vasos sanguineos, resulta da ligacdo do coraptera membrana do eritrgcito através de
uma reacgao antigénio-anticofff®. Possiveis consequéncias da anemia sdo o
desenvolvimento de acidose metabdlica e hipoxiaemdos™.

Cada subespécie d& canisapresenta uma patogénese prépiaA subespécid.
canis rossié a mais patogénica, com uma sindrome hemolipoasivelmente imuno-
mediada) ou uma resposta inflamatéria aguda desmiopad&®, enquantd. canis vogeli
comparativamente, é a menos patogénica das trésmtie$®. B. canis rossacumula-se
preferencialmente nos capilares, enquanto queswdeB. canis vogela parasitémia venosa
é a mais prevalert®d. A infeccdo porB. canis canigesulta numa parasitémia transitéria,
com sinais clinicos associados a congestdo dos$tgaQualquer mecanismo que retarde o
fluxo capilar ird favorecer a multiplicacdo dos gsitas, com consequente aumento da

parasitémia nos capilaf€d A elevada deteccdo de parasitas nos capilaresrdposer
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resultado de uma maior rigidez da membrana dog@tiis parasitados, com consequente
reducdo da sua velociddte Foi ainda estabelecida uma relacéo entre o grquarhsitémia
com a gravidade da doenca, em que caes com calapstatorio apresentaram parasitémias
significativamente mais elevadas do que aqueles civoulacdo norm&”. Contudo, a
parasitémia elevada ndo pode explicar, s6 por dilespoletar do colapso circulatorio,
podendo estar também envolvidos o tipo de respofi@matéria ou imune, o grau de
hipovolémia e a diminuicdo da funcdo cardfd¢aNo caso de. canis rossios casos mais
graves, incluindo com a morte dos canideos, estAddm associados a hipoglicémia e
hiperlactatémi&*®, ao comprometimento cerebral, pulmonar e remahmente com os niveis
elevados de cortisol e da hormona adrenocorticioop niveis diminuidos da tiroxina e
tiroxina livre®®®. Estes parametros poderdo servir como base clipeca fundamentar
progndsticos em infeccdes rcanis ros$te®).

B. canispode infectar cdes de todas as id&tfsmas nas areas endémicas a doenca
tende a manifestar-se nos canideos de idade infetim an6°. No entanto, existem estudos
no Brasil que apontam como factores de risco aeidagberior a dois anos, apesar de serem
também frequentes casos de cachorros aquandordeigaricontacto com os vectof&s Os
cachorros com idade inferior a dois meses estai@egdos pela imunidade colostral mas,
ap0s o0 contacto com o parasitatnar-se-ao portadores, pelo que, embora cliniogane
saudaveis, serdo um reservatério de piroplasmas @mrvectores e para outros animais
susceptivel$. O aumento da mobilidade humana, juntamente conseos animais de
estimacdo caninos, para regides endémicas, é tambérfactor de risdd"">'8"?%) Em
alguns paises europeus tem vindo a aumentar os dadmbesiose canina, dada a mobilidade
dos turistas que levam os seus canideos para aestiémicds’. Estudos realizados no

Reino Unido, em canideos que entraram no Pais aodmpdo 0S seus proprietarios,
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permitiram identificar a babesiose canina como anda exodtica mais prevalente nos
canideos analisados, principalmente nos originateo§ranca®®. Fica assim exacerbado o
risco potencial de disseminacdo da doenca em pa@&esendémicos, com extensao a
populacdo canina doméstica e silvestre (B4 O mesmo se aplica & introducédo dos
ixodideos infectados, homeadameRtesanguineysvector ndo s6 dB. canis mas como de
outros patogéneos contio cani'®. Existem ainda relatos de cées italianos infectags
viagens a Franca e & Poldiihe de cdes alemédes infectados apés viagem a E&Sanha
Quanto as racas dos cdes, para além da ja mengidAaderican Pit Bull Terrief
associada as lutas de cées, parece também haveredisposicdo do “Yorshire Terriér™
para a infeccdo pd3. canise do Geyhound ou galgo inglés p&acanis vogeff>. No caso
das prevaléncias elevadas em Greyhounds, enquaaaale corridas, foram-lhe associadas as
viagens frequentes e o contacto com diversos teedp-se verificado, no caso particular da
Ameérica do Norte, uma maior dispersao da doenca ap@éaes terem sido adoptados, apos a
sua retirada das corridas, em lares espalhadasgoio pai$®. Existem também evidéncias
de que, geograficamente, as espécies e subespédBzbesiase encontram em mutacgao,
como é o exemplo dos E.U.A., onde actualmente éce=p. gibsonié predominante, quando
era rara antes de 1999 @acanis vogeliera a subespécie mais prevaléfteEm Portugal,
foram identificados como factores de risco parani@ccdo porB. canis no Nordeste

Transmontano, o periodo decorrente do Outono eriovem canideos de aptiddo de €4ta

Sinais clinicos
Os sinais clinicos dependem da viruléncia da espsiubespécie, da idade e estado
imunitario do cdo, da fase da doenga, das possomiplicacbes causadas por outros

patogéneos, bem como do grau de anemia e da rapitezque surd€. O periodo de
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incubacao, apés a picada pelo ixodideo infectadie, #0 a 21 di&s®. A forma hiperaguda,
caracterizada por anemia hemolitica intravascuthnque hipotensivo, hipoxia e morte
rapida, ocorre principalmente em cdes sem imunidadeduzidos em areas endémiéds
Na forma aguda os sinais clinicos sdo decorrentss dlgdos afectados e do grau de
anemi&®, incluindo os sinais clinicos febre, anemia, masosélidas, ictericia e
hemoglobintri&®®3") Na forma crénica surge febre intermitente, diriida do apetite,
perda da condicdo corporal, esplenomegalia e ¢adeniesultantes de hemdlise persistente,
predominantemente extravasc{/fdr

A babesiose canina pode ser classificada cliniceeneomo ndo complicada (sem
outra doenca que ndo a babesiose) ou compfiddda babesiose ndo complicada é
caracterizada pela hemdlise intra e extravasétjasendo dividida em ligeira, moderada ou
grave, dependendo da gravidade da arféifiiaA forma ligeira pode progredir para a forma
grave, onde o grau de anemia pode colocar em &@seima do animal (com hematocrito
inferior a 15% e por vezes 5%§. A babesiose complicada envolve manifestacée&atin
ndo relacionadas com a hemdfid® como a faléncia de multiplos 6rgdos, seguida da
sindrome inflamatéria sistémica pela excessivathigéo de mediadores inflamat6f{s As
complicagbes mais comuns sdo a insuficiéncia regadla, as coagulopatias, hepatopatias, a
ictericia, a anemia hemolitica imuno-mediada, adrsime respiratéria aguda, a
hemoconcentracdo, o choque e a babesiose cér@rdsta pode resultar de uma
acumulacéo de eritrocitos parasitados nos vasebregs ou de um desarranjo metabdtitd
com mioclonias, incoordenagéo, perda de consci@énaistagmus®.

As alteracbes hematoldgicas reportam anemia hecaoliégenerativa (de gravidade
variavel), diminuicdo do hematdcrito e trombocitope enquanto a urinanalise indica

proteindria e hemoglobinGffd”® O valor dos leucécitos pode apresentar-se auchemta
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diminuidd®®. Quanto ao hematdcrito, existem autores que vardm ndo haver associacdo
estatistica entre as alteracdes deste e a infeumaBabesiasp™*®, enquanto que outros
afirmam que, na pratica clinica, o hematécrito, eadamente o critériex 30%, sera

indicativo de infeccdo devendo ser realizados sutstes complementares de diagné$tico

Diagnostico

O diagnéstico é baseado no exame clinico, na a@senna exposicao ao vector e na
deteccdo do agente patogénico em esfregacos eadbilarcorados com Giemsa ao
microscopid . O diagnéstico clinico pode ser um desafio, unmagee ndo existe qualquer
critério de referéncl@.

Nos métodos de diagndstico directo, a microscopianéis utilizado pelo baixo custo,
e facilidade de execucdo e em que os casos pastivo um diagnéstico definititfg>*"®
Contudo, revela-se laborioso, moroso e de baixsilsitdadé'®®, podendo ser necessaria a
andlise de varias laminas até se atingir um diago8$. Nos casos atipicos ou crénicos, a
deteccdo microscépica dos parasitas pode ser diéizido & escassa parasitéfifia

O uso dos métodos moleculares pode levar a umatifidegdo correcta dos
piroplasmas, uma vez que morfologicamente as e=pééio muito semelhant8 Contudo,
dado que as diferentes espécies e subespéciBaldsiaresultam em diferentes graus de
parasitémia durante a fase aguda e a crénica,irspravavel que a sensibilidade do teste
PCR seja a mesma para todas as espécies e SUBSSPEC

Existe, também, um método de deteccdo de eritditiectados poB. canisem
amostras de sangue periférico, por citometriaweflcom hidroetidina, um composto que se
liga a células viaveis sendo convertido para brondet etidio, o fluorocromo que intercala

com moléculas de ADR". Assim, é possivel monitorizar a viabilidade désilas infectadas
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e o0 desenvolvimento das formasRlecanisem eritrocitos viaveis, tanto na fase aguda como
cronica®”. Este método é mais sensivel que a microscopiapido (duas a trés horas) e
reprodutivel, mas implica meios laboratoriais apiegps®?.

As técnicas de diagndstico indirectas como a sgismlmomeadamente a IFI, sdo Uteis
para identificar os portadores assintomaticos a pagnosticar as infeccées crénicas, nos
quais o baixo nivel de parasitémia, ou nula, pdaeser detectavel nos esfregacos de sangue
periféricd®>??® A IFI é considerada muito sensivel, mas moderadénespecifica, uma vez
que ha reac¢des cruzadas com varias espgatessiasp ®>?%2) Um teste IFI par®. gibsoni
definiu como limiar de positividade 1:320 para agtiostico em canideos sintomaticos e o
valor de 1:280 para estudos epidemiol6dfédsO teste ELISA é também considerado como
muito sensivel e moderadamente especifico, nZairfda devidamente padroniz&db

Todos os testes laboratoriais, como a serologiaR RCexame microscopico de
esfregacos, apresentam limitacbes pelo que a malblmdagem, nos casos suspeitos, sera
integrar varias técnic&s. Assim, em cdes com anemia hemolitica aguda, eex@os
esfregacos sanguineos deve acompanhar a testagelbgisa paraBabesi&*®. Como
diagnosticos diferenciais, devem ser consideradgsagasitoses massivas, intoxicacdes por
rodenticidas, anemia hemolitica imuno-medi&ia em caso de hemorragias, a infeccéo por

E. cani$.

Tratamento

Os objectivos terapéuticos primarios sao eliminaisoprimir o parasita e reverter a
anemia passivel de colocar a vida do canideo erof8 Na forma ndo complicada da
doencga, os casos ligeiros ou moderados requerenagpen tratamento antibabesial e os

casos graves implicam um tratamento antibabesibresfusdes, enquanto que todas as
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formas de babesiose complicada requerem terapicisrais™*®. Os esquemas terapéuticos
variam consoante a disponibilidade dos principais/@s, pelo que, no Brasil, a terapéutica
de eleicdo passa pelo diaceturato de diminazen8,2,61g/kg SC ou IM, numa dose Unica, e
pelo diproprionato de imidocarb 5-7 mg/kg SC ou tMm intervalo de duas semandgeste
disponivel em Portugal). Ambos os farmacos témaados efeitos secundarios, podendo a
administracéo de atropina 0,04 mg/kg, 10 minutdesada aplicacdo do imidocarb, prevenir
0s seus sinais colinérgicos advef¥dsOutro dos esquemas terapéuticos utilizados desere
utilizacdo de isetionato de fenamidina (15 mg/kg 8@ duas doses em 24h) e o azul de
tripano (10 mg/kg numa solucdo 1% ) Todos os farmacos indicados possibilitam uma
recuperacao clinica, mas nédo a erradicacédo conguestparasitas no sangue, pelo que os caes
permanecem portadores, podendo, em situacdes abs,sgurgir a recorréncia dos sinais
clinicos’™.

De acordo com a gravidade da doenca, podera seciegada terapia de suporte,
como fluidoterapia e transfusGes sanguineas, quarddonatdcrito for inferior a 15% sendo
obrigatério quando atinge valores inferiores a #8%Trambém a presenca de taquicardia,
taquipneia, pulso filiforme, fraqueza e colapsoaseindicadores para uma transfusao
sanguined®. Em certos casos, 0 uso de prednisolona 1-2 nuigglurante uma semana
podera ser benéfico, uma vez que ira inibir osrfems imunopatoldgicos que induzem ou
acentuam possiveis glomerulonefiités

Os casos suspeitos de babesiose canina, com utdaahide exposicdo recente a
ixodideos, devem ser tratados mesmo na auséncianfianacéo laboratorigf. Também os
portadores assintomaticos deverao ser tratados gpaiséncia de tratamento potencia o risco
dos parasitas poderem condicionar a capacidadegdaismo animal de reagir perante outros

patogéned®.
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1.5 Borreliose de Lyme canina
Etiologia

A borreliose de Lyme € provocada pela espiroquetayeéheroBorrelia, capaz de
infectar o Homem, o0s animais domeésticos e silvestreom morbilidades
significativa$®#18%

O génerBorrelia (B.) pertence a ordem Spirochetae, que também engkbéneros
Leptospira e Treponema agentes da leptospirose e sifilis, respectivagfiehtO género
Borrelia caracteriza-se por incluir espiroquetas microdas)f Gram negativas, de forma
espiral e de membrana exterior com endofiBfidsA espécieB. burgdorferisensu lato (s.l.)
caracteriza-se por ser longa e delgada (20¥3®,2-0,3um), conter varias lipoproteinas de
superficie (como as OspA e OspF), possuir um pexfiegelo e um Unico cromossoma (com
plasmideos circulares e lineares adicionais) e io de vida que inclui hospedeiros
vertebrados e invertebradys®”) B. burgdorferis.|. foi dividida em genoespécies, das quais
trés foram associadas a doeraburgdorferisensu stricto (s.s.B. afzeliie B. garinii®”. A
B. garinii e aB. afzeliiocorrem na Europa e na Asia enquanto qie lburgdorferis.s. é a
Unica genoespécie que ocorre em simultaneo noéEeltha Europ&'°"1°) Na Europa e na
Asia foi, ainda, identificada #. valaisianae em Portugal Continental foi isolad&
lusitaniae cujas accdes patogénicas para os canideos rein finda esclarecid&s™! ")
embora exista um estudo inglés que atribuBa @alaisianaa etiologia da borreliose de Lyme
canin&™®?.

Nas populagdes caninas a prevaléncia da doengagﬁsmgraficamen?ég), apesar de
ser mais prevalente no Hemisfério N6fte Nos E.U.A., as seroprevaléncias em caes
assintomaticos variam consoante os estados, d&¥denb estado de Wisconsin a 8% no

estado de Michigdf’. Dados de estudos serolégicos em canideos no MereeCentro de



Espanha apontam valores de seroprevaléncia quanvaentre 0,6%°> e 11,606
respectivamente, enquanto em Portugal variam est884**% e os 2,25%%. A espiroqueta ja
foi identificada em canideos na Améfed>*?® Asid® e Europa, nomeadamente Bél§itd
Espanh&>'*)  Portugdf**® Suicd®®, Suécié®, Holand®?, Bulgarid'” e Reino
Unid0(139’189?

Dada a capacidade dos cédes em transportar os eegara a proximidade humana,
pela frequente exposicdo ao exterior e constamgeahcoes, incluindo viagens, e devido ao
facto de produzirem anticorpos paaburgdorferis.l. detectaveis por mais de dois atfs
foi proposto que os canideos poderiam servir coembireelas para programas de vigilancia
para borreliose de Lyrffé'*®) De facto, um estudo efectuado com cacadoressedsieaca
indicou que a seroprevaléncia em ambos foi semi&haonfirmando a utilidade dos
canideos como sentinelas da infeccdo em hurffAh@ontudo, uma vez que em Portugal o
vector é encontrado em numero reduzido nos canidesbtss serdo pouco eficazes como

animais sentinela para borreliose de L{ité

Vector e Ciclo de vida

B. burgdorferis.l. € mantida na Natureza num ciclo que envoledideos, do género
Ixodes como vectores em que as suas formas imaturasitpamapequenos mamiferos,
roedores ou aves (0s reservatorchgpnte dois a quatro dias, tempo suficiente pamgptetar
a refeicdo sanguinemassegurar a transmissdo da baét&riala fase adulta, os ixodideos
sobem ao topo da vegetacdo e esperam por um marddegrande porte para o parasitar,
necessitando nesta fase de cinco a sete dias @aggetar a hematofadi®. A transmissao

da bactéria é essencialmente transt&dljiabnde a bactéria se multiplica activamente nas



glandulas salivar€s”, sendo a transmisséo transovarica rara e poutiere#®, pelo que os
ixodideos ndo sdo considerados reservatorids dargdorfer™>”.

O vector varia consoante a localizacdo geografi@s genoespécies presentBs.
burgdorferis.s. eB. afzelliestdo associadas aos pequenos roedd@egazinii a ave$®.

No Nordeste e Noroeste dos E.U.A. o vector assoadad ixodided. scapularis(a
carraca do veado), enquanto que na costa Oestear éeol. pacificus®™®. No Japao, o vector
principal é ol. persulcatu®’, verificando-se no Oeste europeu que a bactéranémitida
pelos ixodideos. ricinus*”. Um estudo na Alemanha indicou que 21,8% dos demtil.
ricinus colhidos apresentavam ADN d& burgdorfer?”. Em Portugal, as densidades do
vector|. ricinus s&o relativamente baiX&&), mas um estudo por PCR revelou que 75% dos
ixodideosl. ricinus, colhidos a sul de Lisboa, apresentavam infeccdoBpdourgdorferi
s.19),

No Nordeste dos E.U.A., as formas imaturas do veptocipal, o artropodd.
scapularis alimentam-se do roedd®eromyscus leucopuyseservatério amplificador dB.

burgdorferi s.s.§?°

, enquanto que as formas adultas preferem o ve&adocoileus
virginianus o qual ndo € um reservatério da bactéria, manteqpknas a populacdo de
ixodideo®®. Na costa Oeste americana, o vector principapacificus ndo se encontra
envolvido directamente na manutencdo do patogéne vez que o artropode prefere
parasitar o lagart8celoperus occidentalis qual contém um factor borrelicida que elimina a
bactéria do seu organisffid Neste caso, a espiroqueta é mantida por um eitto6tico
independente, que envolve o ixodideospinipalpis que parasita os roedorééeotoma

fuscipese Dipodomys californicusos reservatérios da bact&fa O vectorl. pacificusfica

entdo infectado quando se alimenta dos roedores/egério&>).



Na Europa, os reservatorios mais importantesBdeourgdorferis.s. eB. afzelii
pertencem as espécidpodemugA.) sylvaticus(incluindo em Portugal Continentaf), A.
agrarius e Clethrionomys glareolygendo sido também implicadas aves como faisoedo$
e melro§%%”) Em relagéo aos animais domésticos, foi comproeagerimentalmente que o
cdo é capaz de infectar estadios imaturos do vestdo considerado um reservatorio
competente e do ponto de vista da doenca humaoandis important&®>2*®) Assim, os
canideos infectados coB burgdorferis.l., quando expostos aos vectores imaturos podem
potencialmente introduzi-los em areas que néo gasideradas, tradicionalmente, como seus

biétopos, como os jardins e espacos peri-urfibs

Patogénese

O genoma da espiroqueta codifica 150 lipoproteirdess quais algumas sao
fundamentais para a capacidade da bactéria seaaday® diferentes hospedeiros, como as
lipoproteinas na superficie exterior, as &&pCada ambiente implica a expressdo de um gene
especifico, que permitird que a bactéria sintetige produtos necesséarios para a sua
multiplicagéo e sobrevivéncia em cada hospef&itoNo intestino do vector a espiroqueta
expressa principalmente OspA, mudando para Osp@ndquda refeicdo sanguinea no
mamifer®®, alteracdo necesséria para que a infeccdo dodeispeertebradd® ocorra nas
primeiras 48 hord®®. Autores acreditam que a OspC inibe a fagocitosebactéria,
possivelmente ao limitar a opsonizacao pelo comgiea) permitindo que a bactéria escape a
eliminacao por parte do hosped&ftd. Estudos em ratinhos mostraram que, 19 dias apds a
infecgdo, a proteccdo mediada por OspC cessa, godrriros produtos analogos, como as

proteinas variaveis de superficie (VISE), assunpapel que OspC desempenhava até entao



ou podendo, em alternativa, a espiroqueta manipudanbiente do hospedeiro para evitar que
seja eliminad@®®.

As pessoas que tém actividades de trabalho ou &arar livreapresentam um risco
acrescido de contrair a doef¢d Nos caes, varios estudos também indicaram cootorés
de risco a permanéncia prolongada no exterior, @vidades como a caca e 0 pastoreio, em
contraste com os caes de companhia que, por teEmsacesso ao exterior, seriam menos
susceptiveis & infecc8d*® Contudo, um estudo holandés, com homens cacadidies de
caca e cdes de companhia, ndo permitiu estabelever correlacdo directa entre a
seropositividade humana e a canina, tendo detedmigae o risco de um cacgador contrair
ixodideos a partir do seu cdo ndo é significAtfioEm Portugal, foi também determinada
uma associacao entre caes de caca e a seropesié\para borreliose de Lyme, em canideos
da regido do Algary@. Quanto a considerar a idade como um factor @e,ris caso nao é
consensual, existindo um estudo que indica o awrtEnseroprevaléncia até aos 24 meses de
idade dos canideos, a partir da qual ndo se \arfiaumentos significativos na
seroprevalénct®, em divergéncia com um outro estudo que nao earifualquer relacéo
entre a seroprevaléncia e a idade dos cartf8osem como com um terceiro, realizado em
cdes sintomaticos, que evidencia que o0s sinaiscatinsurgiram em canideos de idade
superior a quatro ans Outros estudos indicam ainda como maior predis@ospara o
contacto com a bactéria, a idade superior a um@®,0s caes jovens terdo menos tempo de
possivel exposicdo ao vector, ou a sua imunidade estarda ainda suficientemente
desenvolvida para apresentar niveis de anticorptEsthveis pelas técnicas serolodfc4s)
A maioria dos casos de doenca parece surgir em d@desmca de grande porte, sem

predisposi¢cao de sexo ou rﬁé@, associada a picada das formas imaturas do veutis,
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activas no final da Primavera e Vefib O risco de transmissdo da espiroqueta sera

directamente proporcional ao tempo que o vectanaeece ligado ao hospedéird.

Sinais clinicos

Apenas 5% dos cdes expostos manifestam a déetifhe os sinais clinicos da
mesma sao inespecificos, surgindo cerca de dargca meses apoés a infeccdo e podem ser
confundidos com doencas auto-imunes, traumatismicketsiose§>127:128)

Em cées infectados experimentalmente, observoudséneia de sinais clinicos,
claudicacéo e ligeiro aumento na temperatura calporas estes dados sdo condicionados
pelo facto de, até a data ndo ter sido possivebdegir a infeccdo em caes, em termos
experimentais, da mesma forma que ocorre na Nat{iré?*°® As razdes porque tal ocorre
sao atribuidas as diferentes predisposicfes de,rdifarentes estirpes da bactéria infectante,
pela possibilidade de exposicdo cronica (resultddoexposicdoes repetidas a ixodideos
infectados ou de uma infeccdo persistente nos eadid) e pela presenca de co-
infecgﬁeélzg). De facto, tal como ja foi referido, uma vez gquevextor € 0 mesmo, Sao
frequentes as infec¢cdes mistas Borburgdorferie A. phagocytophilummo que complica o
quadro clinico e o diagnéstit®’.

Os sinais clinicos afectos a infecgdo natural s@&specificos como perda de peso,
anorexia, letargia, ictericia, esplenomegalia, delastasia, convulsdes, anorexia, fadiga,
prostacdo, diarreia, voOmitos, opacidade corneananjustivite, linfoadenomegalia,
tumefaccdo articular e claudical&§8313°141177189) Apesar desta Gltima poder resolver
espontaneamente em 4 dias, um terco dos animaiveen noutra articulaca®’, existindo
ainda um estudo nos E.U.A. que implica a infecg@ma causa de poliartropatia séptica em

cie§’". Tal como na doenca humana, o quadro clinico peétenciar a disseminacéo por



espiroquetémia para o coracdo, meninges, liquidalotaquidiano, figado e rins, esta
denominada nefrite canina de Lyf"®. A nivel do sistema nervoso estdo descritos casos
com sinais de paralisia dos nervos V, VII, IX ecém consequente disfagia e paralisia dos
musculos mandibularéd?. Outros autores implicaram a bactéria num casoicoli de
polineuropatia, ou seja, neuroborreliose, num caoopositivé'®. Contudo, estudos
serologicos em cdes com desordens neurolégicakizaes na Suécia, indicam que a
neuroborreliose ndo é comtf?.

Em relacdo a alteracbes hematoldgicas e bioquinecasntra-se descrita leucocitose
com desvio & esquerda, anemia regenerativa e twtopéni&>*® bem como niveis
elevados de creatinina, que sugerem que a insufieiéenal podera ser uma consequéncia da

doenc.

Diagnostico

O Colégio Americano de Veterinarios de Medicineetna (ACVIM) estabeleceu,
como critérios clinicos para o diagnéstico de bimse de Lyme canina, a evidéncia de
exposicdo a bactéria, sinais clinicos compativeisn ca doenca, auséncia de outros
diagnésticos diferenciais e resposta ao tratarffléftdNa pratica, o diagndstico de borreliose
de Lyme é geralmente baseado nos sinais clinicos @etec¢cdo dos anticorpos corfra
burgdorferi apesar das limitacdes que esta apre$&nta borreliose de Lyme canina pode
ser sub-diagnosticada pelos clinicos, verificarglo@ recuperagdo clinica de cées
possivelmente infectados com a espiroqueta, sem ajwausa da doenca tenha sido
determinada, como resultado da prescricdo frequeéatentibioticos a que a bactéria é

sensivel, na maioria dos casos de f€bre
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Ha autores que afirmam que, até ao momento, n&teexénhum teste que prove em
definitivo a presenca de doenca pela infeccadBddurgdorferj pelo que uma resposta
positiva, mesmo em canideos sintomaticos, nao itmngtuma prova suficientemente forte
de que esses sinais clinicos se devam & infecgaB. gmurgdorfer®®. Contraditoriamente,
um estudo, realizado em cées infectados experiingrtge, permitiu concluir que a presenca
de anticorpos direccionados contra o isolado derBQ¥e B. burgdorferi é indicativa de
doenc&®.

Em termos laboratoriais, a bactéria apresenta wscienento optimo a 33°C num
meio liquido, o BSK (Barbour, Stoenner, Kelly)phdendo também ocorrer em meio sélido,
mas de forma lenta e difi¢fi”. Para além do organismo ser dificil de cultivin secessarias
coloracdes especiais (acridinina laranja ou prata)microscopio de fundo negro para
visualizar as espiroquet&®. Contudo, a falha em isolar a bactéria ndo excldiagndstico
de borreliose de Lyntg®.

Em relacdo a técnica directa de detecgdo de Acidoeicos, em canideos, a sua
utilizagdo continua mais restrita a investigac@o mue o uso como método de diagndstico
de rotina n&o ainda esta estabeleéido

Dadas as caracteristicas de dificil cultivo da drét os testes laboratoriais mais
comuns sdo os serolégicos por ELISA, IFl e ImmuotiBP. As IgG e as IgM podem ser
detectadas por ELISA e IFI, mas parece ndo havegagam no doseamento de IgM, uma vez
que os canideos desenvolvem tardiamente os simaisaehca e ndo numa fase inicial, quando
as IgM estdo present&€). Adicionalmente, novas IgM podem ser direccionantaera novos
antigénios decorrentes da alteracédo antigénicamleogueta, pelo que neste caso, a presenca
de IgM, n&o prova necessariamente a presenca dexpoaicao recerifé®. Os testes ELISA

podem ser a base de células integraB.dmurgdorferis.s., tendo-se verificado que a inclusao
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de antigénios recombinantes, como as proteinasipkrficie Osp ou p41-G (um fragmento
da flagelina), permite aumentar a especificidadetedté™®®. Um ensaio comparando IFI,
ELISA e Immunoblot revelou que a ELISA foi signditcvamente mais sensivel que a IFlI,
embora ambas tenham sido igualmente especificadp-ge utilizado os resultados por
Immunoblot como referéndfd”. Contudo, uma vez que se usaram soros reactivo® co
referéncia de positividade e negatividade, talpdaera ser considerado como um verdadeiro
teste de referéncfd. No entanto, existem autores que defendem quesoitados positivos
deverdo ser sempre correlacionados com os siriaisod para estabelecer um diagnéstico,
dado queB. burgdorferise apresenta muitas vezes como uma infeccéo isseht. Outra
das limitacdes do diagndstico laboratorial € aafdke homogeneidade e padronizacdo entre
laboratorios, visivel no que concerne ao estabekwio de limiares de positividade, que
variam consoante os autores, onde por exemplog#es podem ir de 1:64Y 1:80'% a
1:128%12715D) A magnitude do titulo ndo estard associada aepgesou auséncia de
doenc&'?®) embora num estudo com cdes de raca Beagle,addfecexperimentalmente, o
titulo de anticorpos tenha aumentado consoanteracén e a gravidade da doefitaA
possibilidade de reacc¢bes cruzadas, com outrosiisrgas semelhantes, € outra limitacdo
comprovada pela revelacdo de que a presenca demsgias, do génerbreponemaem
doenca periodontal canina, pode induzir falsostposi nos testes serolégicos, contribuindo

para valores elevados de seroprevaléftas

Tratamento
Tendo por referéncia a antibioticoterapia de eteigd doengca humana (doxiciclina
200 mg/dia, em 20-30 did¥)), extrapolou-se o seu uso para a Medicina Vetéainaas,

dada a variedade de estirpes na natureza e aldift®ide reproduzir experimentalmente a
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doenca nos canideos, desconhecem-se quais os d&rntEais e a duracdo Optima do
tratamentfd?®. Membros do ACVIM recomendam a administracdo deaitina 10 mg/kg
PO, SID, no minimo durante um mi&8. A doxiciclina é recomendada por ser barata, possu
propriedades anti-inflamatérias e ser eficaz contikettsioses, anaplasmose, ehrlichiose e
leptospirose, em casos de co-infec€§8sTodavia, um estudo com 18 canideos infectados
experimentalmente, sujeitos a tratamento com 1kgndé doxiciclina, BID e 20 mg/kg
amoxiciclina, BID e TID, durante 30 dias, revelouwegembora tendo eliminado as lesdes
articulares, as espiroquetas persistiram apoOs #i@idoterapia, mantendo a infeccao
persistente®®. No caso do tratamento de animais jovens, a anetir (20mg/kg, TID, PO,
30 dias) revelou ser a melhor esctilaQuanto as formas neuroldgicas, artriticas ou
cardiacas, as mesmas poderdo ser tratadas ponddxemosa, com penicilina G (20.000
Ul/kg, TID) ou ceftriazona (20 mg/kg, BIBY, estando também preconizado um tratamento a
base de tetraciclina 22mg/kg, TID, durante 14 diasn evidéncias de recuperacao clinica
entre o terceiro e o quarto (A

A poliartropatia pode ser de origem imunomediaddo pue poderd melhorar com a
administracao de glucocorticoid®®. Os caes com presumivel nefropatia podem necessita
de mais tempo de antibioticoterapia e beneficiar adguvantes terapéuticos como 0s
inibidores do enzima conversor de angiotensinalcaacetilsalicilico, acidos gordos 6mega-
3, dieta e, caso indicado, terapia hipertensivaiédterapi&>®.

O tratamento raramente € indicado para cdes asgititds mas com reacc¢ao positiva

a serologi&®.
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1.6 Ehrlichiose monocitica canina

Etiologia

A ehrlichiose monocitica canina é uma doenca paknente fatal para os canideos,
transmitida pelo vectdR. sanguineus cujo agenteihrlichia (E.) canis,é uma bactéria com
tropismo para os mondcitos e macréfagos cafifids A doenca adquiriu um destaque
especial durante a Guerra do Viethame, onde centinades militares americanos morreram
vitimas de infeccdo poE. cani$'™. A nocdo de qué&. canisapenas infectava a familia
Canidaé'"®revelou-se incorrecta, pois, apds o primeiro isefatm deE. canisnum humano
assintomatico na Venezu€fd, ficou realcada a ideia que o Homem também estdsemde
ser infectado com o ageff&?*Y) Tal facto ficou comprovado, com diagnésticos edstes
em humanos sintomaticos, com base na amplificagdpod;do 16S rRNA dE. canispor
PCR™®). Com efeito, os proprietarios dos cdes parasitados ixodideos, que interagem
frequentemente com 0s seus animais, encontram-seasor risco de serem picados por
ixodideos e ficarem eles préprios parasit4dds

As espécies do géneHirlichia, tal como do génerAnaplasmapertencem a familia
Anaplasmatace&, caracterizando-se por serem organismos pequéndd Gum), Gram
negativos, pleomorficos, parasitas obrigatorios guescem e replicam-se em vacuolos
membranarios das células eucari6fé®s Em termos laboratoriais, a bactéria cora de azul
purpura, com a coloracdo de RomanoW<RYy Os organismos encontram-se em vactolos
citoplasmaticos dos mondcitos e macrofagos infestaduma margem citoplasmatica, onde,
por divisdo binarid®”, originam um aglomerado de mdltiplos pontos essuredondos e
pequenos (morulae ou morulas) no citoplasma, gdempaonter mais de 100 organismos por
vacuold®”" "™ O génercEnhrlichia, para além d&. canis compreende também as espéies

chaffensisE. muris E. ewingij E. ruminatume uma espécie denominada IO¥o¢les ovatus



Ehrlichia)®®”. Encontram-se descritas varias estirpes, consoastesuas localizacdes
geograficas, mas a sua sequéncia do gene 16S rRb&stante semelhante, apresentando
pouco polimorfismo entre as varias estifBeds diferentes seroprevaléncias, nos diferentes
paises, podem dever-se a distribuicdo do vectoGoagportamento animal e a média de
idades dos grupos em est{f§d

Este microrganismo encontra-se disseminado muneigtt), reflectindo a presenca

do seu vectét?. Estd presente em canideos domésticos na Eufdia’*”) Médio

417,116,216) 452,142,176 210.211) A fricg(13®)

Orient Améric e Asid®®2%42%) Em 1990, foi
identificada e isolada, pela primeira vez em Paitegna Europds. canisna hemolinfa dos
ixodideosR. sanguineusecolhidos no distrito de Setulfaf®. Os dados de seroprevaléncia
em canideos portugueses variam entre os 44'¥8@509%> em canideos errantes da regido
de Setubal e 5,25% em canideos de populacdes memita assistidas da regido do

Algarve?.

Vector e Ciclo de vida

Nos ixodideos infectados pé&. canis,a bactéria multiplica-se nos hemacitos e nas
glandulas salivares, entrando eventualmente no ttafestivo e dai infectando o epitélio
intestinaf*”™®. Apés a picada no hospedeiro, a atraccéo dasaséfmbnonucleares ao local
inflamado e as secrecBes salivares pode acelénéecgdo dos mondcitos coh canis'’.
Um R. sanguineusdulto pode transmitiE. canisaté 155 dias ap6s o destacamento do
hospedeiri”®, apesar de ndo ser um verdadeiro reservatérioBparanis sendo necessaria a
presenca de canideos infectados para manter atpamaspopulacdo de ixodidéd?. Foi

demonstrado experimentalmente que outras espézi@sdideos, comD. variabilis, podem
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transmitir transtadialmente o patogéfd O diagnéstico da doenca surge mais
frequentemente nos meses de Verado, sendo compadied maior actividade do vectd?.

Acreditava-se que a transmissaoklecanis pelos adultodR. sanguineysocorreria
apenas com a infeccdo das formas imaturas, enqlemts ou ninfds'”, mas um estudo
comprovou, em condi¢cdes experimentais, a capacidad®. sanguineusle transmitirk.
canis de forma intrastadial e transtafidl Os machos adultos, expostos & bactéria, séo
susceptiveis de transmitir o patogéneo a variopdumsros, ndo sendo necessaria a presenca
de uma fémea, nem da pratica da cépula, para traesaissao seja efidd2. Um estudo em
canideos da regido do Algarve indicou 2,2% comamrvde infeccdo em ixodidedR.
sanguineu$.

Para além de canideos domésticos, a bactériaanfactbém canideos silvestres, os
quais podem persistir assintomaticos até cinco ®rié¥ Apesar dos recentes relatos de
infeccdo em humanB4?® e indicios de infeccdo em gdf6s E. canis demonstra
especificidade de hospedeiros em relacdo a fa@éisidae, em que os canideos silvestres
como a raposa vermelh&ylpes vulpgs a raposa cinzentdJ{ocyon cinereoargenteiso
coiote Canis latran$, o chacal de dorso prateaddafis aureus o chacal de dorso negro

(Canis mesomelaso lobo Canis lupu} e o cdo doméstico sao considerados reservatorios

naturai§** ")

Patogénese
A patogénese da doenca mantém-se desconhecida,vemaue existem caes
(provavelmente imunocompetentes) que, apos a i@becom quantidades reduzidas e

canis conseguem eliminar o parasita e recuperar dacdosem tratamento méditt*"® s
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com elevada parasitémia surge a doenca, motivouposg acredita ser a mesma também
dependente da dose infectante ou da estirfe dani&>")

Em alguns estudos foi sugerido que uma disfuncaenahdgica, com sede nos
linfonodos e baco, estaria na génese da d&éhdsavendo evidéncias que indicam que,
durante a recuperacdo do canideo na forma sulzlioibaco podera ser o ultimo local a
alojar a bactérf&®. De igual modo, existem outros estudos que indigaenas populacdes de
IgG e IgM sao responsaveis, pelo menos em parias pieracoes morfologicas observadas
nos linfonodos e baf®. A gravidade das lesdes nos animais infectadogresenca de
actividade imunitaria intensa, sugere também aepgsde mecanismos imuno-mediados na
génese dessas lesd&d, como por outro lado, o facto de cédes com diidge cronica
apresentarem uma diminuicdo de células T helper +CD# indicativa de disfuncéo
imunolégic®”. A bactéria apresenta um tropismo para a micralasza dos pulmdes, rins
e meninges dos cd¥$ e induz uma vasculite imuno-mediada, a qual podesgmpenhar
um papel central na patogénese da ehrlichiose aamiaxplicar a maior parte das lesdes
observadas nos 6rgaos e tecidos infecfados

A anemia e leucopénia serdo explicadas pela s@rdsansitoria da actividade da
medula dssea, devida & infeccdo Forcani§®”. A trombocitopénia é atribuida a diferentes
mecanismos, consoante a fase clinica da d8&hcaA reducéo do nimero de plaquetas, mas
0 aumento do seu tamanho é uma alteracdo hematmlégnstante na fase subclinica,
sugerindo trombopoiese activa e uma medula Ossiea aem resposta a uma reducdo
patolégica do nimero de plaquetas circuldfifdsNa fase aguda, a trombocitopénia sera
devida a um aumento do consumo das plaquetas,adavitflamacéo no endotélio vascular,
ao aumento do sequestro esplénico de plaquetatestr@iicdo imunologica resultante numa

reducdo do tempo de vida plaquetdffd Apesar da trombocitopénia ser uma alteracao
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constante nos cées infectados experimental ou ahetemté*> um estudo hospitalar nao
conseguiu demonstrar que caes seropositivog. acanis estdo mais predispostos a
hemorragiaé'®. De facto num outro estudo, realizado numa popolagnina hospitalar no
Sul do Brasil, verificou-se que a ehrlichiose ném @& principal causa de trombocitopénia nos
canideo$?.

Na fase aguda da doenca, a presenca de hemortag@asno petéquias, equimoses e
hifema, dever-se-a a uma possivel disfuncéo plageel” (e néo pela trombocitopénia) bem
como a um aumento da viscosidade sanguinea, waseutiumento da pressdo oncéiita
Com efeito, resultados de infeccbes experimentaiscanideos mostraram uma inibicéo
significativa da agregacao plaquetaria nos aninmééstadoS°?. Esta disfuncéo plaquetaria
contribuird para a presenca de hemorragias, umaquez ndao se formara o rolhdo
hemostatico, a principal funcéo das plaqutfisDe igual modo, a inibicdo da agregacao
plaquetaria podera devida a presenca de anticamueplaquetas presentes no soro dos caes
infectados, 0s quais ao interagir com as glicofmagemembranarias das plaguetas evitardao a
agregacao das mesrds.

Outro estudo comprovou que a infec¢cdo [Borcanis provoca um aumento das
proteinas sintetizadas, na fase aguda de situaggae infeccdo, inflamacdo ou trauma,
nomeadamente a proteina C-reactiva e o acldgticoproteicd’®. De facto, num caso de
cegueira aguda poE. canis foi implicada a presenga de gamopatia mononuctear
patogénese da sintomatologia octitar Também em infeccdes experimentais, canideos
avaliados na fase subaguda da infeccdo mostraranendos significativos das gamma-
globulinas, em comparacéo com cées néo infecatlos

A fase subclinica da doenca pode suceder a cropissivelmente letal, de origem

ainda desconhecitt®). Acredita-se poder estar relacionada com a restade imune do
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animal, stress, co-infeccdes, estirpe do parasiteaizacdo geografi€d®. Por exemplo, a
raca Pastor Alem&o parece ser mais susceptivdeeca®’®, uma vez que apresenta uma
imunidade celular deprimida faceEa canis tendo a doenca um curso mais grave com um
progndstico mais desfavoravel, incluindo risco ik yara o anim&f->.

Embora diversos autores ndo estabelecam qualaeter fée risco, estudos indicaram
como factores de risco associados a seropositwidad. canisidades superiores a dois
ano$'’®. Existem outros autores que indicam, como factdeegsco para a seroprevaléncia,
0s canideos de aptiddo caca e a sua presenca asrarais, pela maior exposicdo aos

vectores e seus bi6top8s

Sinais clinicos

A ehrlichiose monaocitica canina caracteriza-seymiperiodo de incubacéo de uma a
trés semanas e surge em trés fases consequentss; sgbaguda e cronita’3210)

A maioria dos sinais clinicos varia geograficament@soante as estirpes presentes e
os hospedeiros, pois nos canideos silvestres,eacdd porE. canisapresenta um quadro
clinico mais benigno do que no cdo domé&§idd” Uma vez queR. sanguineug vector de
outros agentes para além da ehrlichiose canin@sufiggquentemente no mesmo animal co-
infec¢des conB. canis Hepatozoon canig\. platyse A. phagocytophilumgueinfluenciam o
curso clinico da doencgegntribuindo para a deterioracéo da condicdo dmaitf’ 24210

Os sinais clinicos da fase aguda néo séo espefifftcdpds a picada de um ixodideo
infectado, e apés um periodo dé'iPa 14 dias, a doenca manifesta-se geralmente lpa, fe
depressdo, mucosas palidas, letargia, dispneiaexaplinfoadenomegalia, perda de peso e
hemorragias como petéquias e epistaXig'®14"1®) Estdo descritos também

esplenomegalia, hepatomegalia, emaciacdo e auntentqueda do péfd, bem como
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cegueira aguda com uveite anterior, edema da cohieteral, hifema, hemorragias
subretinais e intraretinais e deslocamento daa®tnAs principais alteracdes hematoldgicas
observadas sdo a trombocitopénia, anemia moderddacepénia moderada que se pode
manter durante alguns me§&&> 101108173215 siteracées bioquimicas principais incluem a
hipoalbuminémia, hiperglobulinémia, hipergamaglaiérhia e aumento dos niveis séricos do
enzima lactato desidrogenase e creatinaquiig8e'8173:21

ApoOs a infeccdo, os hospedeiros afectados iniciara recuperacao parcial de 20-30
dias pés-infeccd®’, seguindo-se a fase subaguda ou subclinica, decéd persistente, que
pode manter-se até 40-120 meses,que 0s canideos se apresentam clinicamenteveaida
sendo portadores da bactéfid Acredita-se ser este o estado de portador ducagtel os
vectores conseguem adquirir e disseminar o patoggae outros hospedeifds Esta fase
manifesta-se por trombocitopénia modef¥da’>"(por vezes a Unica alterac&d) e uma
diminuicdo dos valores de leucocitos em funcao eréscimo do numero de neutrofilos,
embora ndo chegue a haver uma leucopénia, neu@opéanemia efecti¥d?'® Estdo
também associados sinais clinicos neurolégicosaadidacéo & infeccédo pé. canié?.
Nesta fase, os titulos de anticorpos mantém-seadbsvdurante seis meses, variando de
1:2560 a 1:20480, compativel com uma infeccdo pgdda ou uma estimulacdo antigénica
cronica?*®)

A grave fase crbnica é caracterizada por hemosa@ipistaxis, edema periférico,
emaciacdo e choque hipotensivo, que levam & marteadide8’, sinais clinicos estes
muitas vezes complicados por co-infec¢Béé') A epistaxis é secundaria as hemorragias
pulmonares ou nas&®). A alteracdo hematologica principal na fase c@nicave é a
pancitopénia, que resulta da hipoplasia ou aptissitodas as linhas celulares percursoras da

medula 6ssea e a anemia é de tipo néo regenerativapcromica e normocitic¢a ")
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Um estudo indicou como factores clinicos de magmpdstico a infeccdo a presenca
de anemia e leucopénia grave, pancitopénia, hegiasréespecialmente epistaxis) e o facto

do canideo pertencer & raca Pastor Alétiao

Diagnostico

A infeccdo conE. canisresulta no desenvolvimento de anticorpos espesifia base
do diagnéstico serolégiéd®. Canideos infectados experimentalmente c&m canis
seroconvertem 15 dias pés-inoculaggmm um aumento progressivo do titulo de anticorpos
durante os primeiros cinco meses poés-infeag@mtendo-se elevados durante mais 11 meses
e diminuindo em seguida, sugerindo uma estimuladtigénica contind®?. A IFI é
sensivéf’®”e é o método mais utilizado para diagnosticareciéfo poE. canis na presenca
de seroconvers&8”, sendo considerado o método de refer&fié® Quando os sinais
clinicos sdo consistentes com a doenca, juntanoemteum resultado seroldgico positivo, 0
diagndstico clinico presuntivo serd de ehrlichiesmind*®. As recomendacdes, para a
confirmacédo serologica de doenca, incluem a demawdsi de seroconversdo, ou seja, um
aumento ou diminuicdo de quatro vezes no tituloaopresenca de IgM especifitad
passadas uma a duas sem@tas

Diferentes laboratérios utilizam diferentes valodss “cut-off’, para diferenciar os
resultados positivos dos negativos. O ACVIM indavalor de 1:80 como suspeito de
infeccdo, devendo realizar-se uma segunda andbsen 21 dias depois, devendo ser
consideradas outras técnicas como o Immunoblot &Gk, para confirmacdo dos
resultado$*®. Outros autores afirmam que, quando surgem titldogG maiores ou iguais a
1:64 devera suspeitar-se de exposicd® @ani§'®. Um diagndstico provavel serd aquele

com sinais clinicos e hematolégicos compativeis aaenca e uma IFI de titulo de IgG de
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1:64 ou 1:128' e o diagnéstico definitivo surgird com o aparecitoede sinais clinicos,
alteracbes hematoldgicas sugestivas de ehrlicinnas®citica canina e um de titulo, a IFI, de
lgG >1:256°"°). Por outro lado, ha autores que afirmam que umptilevado ¥ 320) sera
indicativo de um contacto cof. canise um titulo baixo< 160) pode resultar de uma fraca
resposta imunitaria a infeccdo pr canisou pode ser o resultado de uma infeccdo por
Ehrlichia spp.em lugar deE. canis'®?.

Perante um resultado positivo a IFI deve considezaa possibilidade de reaccoes
cruzadas com outras espécies, com&. achaffensise a Neorickettsia helminthoetd®,
embora as reacc¢des cruzadas sejam limitadas eeiaridlos casos subclinicos a IFI, mesmo
com um resultado positivo, ndo é um indicador fiae estado de portador, pois canideos
que apresentam anticorpos daticanispodem ja ndo transportar o pardsita E provavel
gque estes anticorpos sejam remanescentes da egimuntigénica, que ocorreu quando o
cdo era portador da bactéf?. Nas areas endémicas os resultados de IFI terdserde
cuidadosamente interpretados, uma vez que 0s e@egositivos aE. canispodem sé-lo
apenas por multiplas exposicdes & bactéfla

Foi proposto um teste ELISA a base da proteinambowante MAP2 dé&. canis que
demonstrou uma concordancia geral de 97,2% com,an&s que apresentou mais falsos
positivos, provavelmente pela presenca de proteim@sminantes deéscherichia colou por
anticorpos que reagiram de forma cruZ3d®utros autores compararam a IFl com 4 testes
serolégicos comerciais & base de ELfAconcluindo que, tal como a IFI, os testes nao
permitem a distincdo entre infeccdo activa e exg@osantiga, nem entre as espéé&iesanis
E. chaffeensi® E. ewingif®®. Os testes que utilizam células integra€deanisapresentam
sensibilidade de 100%, mas pouca especificidade, vem que hd uma grande percentagem

de falsos positivd&®.
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Em areas endémicas de leishmaniose canina, facsem@&lhancas clinicas e
laboratoriais entre a leishmaniose e a ehrlichipsky necessidade do diagnéstico diferencial
entre as duas doen&3sfoi proposto um teste misto de IFI para detestarultaneamente
anticorpos antk. canise Leishmania infantupncom a vantagem de ser um teste rapido
(resultados em apenas alguns minutos), simplesr®etcd*?.

O Immunoblot € quase tdo sensivel como a IFl, agrdistico da infeccao pd.
canis sendo a leitura de resultados mais objelfi0@ permitindo a diferenciacdo da espécie
E. canisde outras semelhantes, comB.ahaffeensty’ e aE. ewingit'*®.

Através das técnicas de diagnostico directo, € iyelssdentificar as moérulas
intracitoplasmaticas dE. canisnos mondcitos 12 dias apds uma infeccdo experaftéht
em esfregaco de “buffy coat” periférico corado cGiems&’®. As mérulas apresentam-se
como pequenos pontos ou ainda sob a forma de cacheitoplasma dos mondcitbe.
Porém, as inclusbes s6 sdo observaveis se os agisefprem efectuados durante a fase
aguda da doenca e sobretudo quando os animaisapesfebré®. Assim, a microscopia
Optica na fase subclinica da doenca, pelo numemasiado pequeno de parasitas circulantes,
serd menos sensivel, sendo frequentes os falsaveeg®>"®) E também possivel observar
as inclusdes em amostagst-mortende canideos doentes, especialmente figado, bace, r
pulmad®®.

Ficou demonstrado, num ensaio que comparou o usBGR, IFI, Immunoblot e
cultura, numa fase inicial da doenca, que o testis sensivel e definitivo foi a cult¥.

Um resultado positivo & cultura de células é casietuem termos de diagnéstitt). No
entanto, a sua morosidade (os resultados surgerh4ean 34 dias, mas podem ir até as 8
semand$®®), os requisitos de instalaces aptas a técnicaultigra celular e os elevados

custos implicam, inerentemente, que se adoptemautécnicas, como o PER.
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Cumulativamente, a cultura exige grandes volumesadgue e atencéo cuid484 De igual
modo, os resultados negativos a cultura de céhdlasndicam a auséncia de infed¢3d

O teste PCR, nomeadamente a amplificacdo do gehagRIEA, permite a distin¢do
entre E. canis E. ewingii e E. chaffensi$®®. Na fase subclinica, o PCR de aspirados
esplénicos sera o método mais indicado para ditigaps estado de portador Becani$*®?),
O PCR “nested”, com “primers” especificos pdta canis € um meétodo especifico e
sensivéf'”. Uma comparacdo do PCR “nested” com a IFI demonsgue a técnica de
biologia molecular é especifica p&acanis obtendo resultados positivos mais precocemente
do que com a IFl, quando ainda n&o ocorreu serecs@d’’”. No entanto, quando temos
resultados positivos & IFI e negativos ao BRal podera dever-se a anticorpos residuais
ou, em regides endémicas, a multiplas exposicoastagenio, mas sem infec¢do, ou ainda ao
facto dos canideos poderem estar infectadoskeorhafffensisE. ewingiiou outras variantes
deE. canis que originam reaccdes cruzadas dai serem negativ®@CIR'". Os casos de IF
negativa e PCR positivo (que podem ir de 2,8% agibes endémicas a 17% em regides ndo
endémicas) podem ser o resultado de imunosuprededoiveis baixos de IgG numa fase
inicial da doenca ou da presenca de uma nova edpedichia sp.®*”

Pelo exposto, o PCR € um instrumento Util paraagrdistico e para confirmacéo do
sucesso terapéutico em conjunto com a il verificando-se que resultados
simultaneamente positivos ou negativos, por PCRIl,erépresentam canideos infectados ou

ndo infectados, respectivamefté
Tratamento

Durante mais de 20 anos foi recomendado o diprapeode imidicarb 5mg/kg, IM,

em duas aplicagdes num espaco de duas a trés sfthra mesmo apresentava como
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vantagem adicional sobre as tetraciclinas (outrond@&o eficaz) a sua eficacia sobre a
babesiose em caso de co-infe¢t&b Contudo, havia evidéncias que o imidocarb naia ser
totalmente eficd?®, o que foi comprovado por um estudo recente ens ddfectados
experimentalment®. Neste, ficou evidente que o farmaco administrado dose de
6,6mg/kg, IM, em duas administracdes em 15 diastmmo ndo ser eficaz, uma vez que nao
houve eliminacdo d&. canisna medula 0ssea, sangue e baco, apesar de terémo hav
melhorias nos sinais clinicos e na contagem plagd&?. Com o imidocarb, os titulos & IFI
irdo diminuir seis a nove meses ap0s 0 tratamguglm que a serologia ndo podera ser
utilizada como monitorizacdo do sucesso terapé&fiico

O tratamento recomendado actualmente € a basexisctioa 10 mg/kg, BID, por
via oral, durante duas a trés semanas, seguidoFledlias semanas apos o fim do
tratamentfd°®. Na fase aguda da doenca ou na crénica moderta, de 24-48 horas apds o
inicio da antibioticoterapia, devera surgir uma hneh notdria na condicdo clinica dos
canideo$*®. Nos casos crénicos graves pode haver falha tatiep&om consequente morte
do animaf®. Se, apds o fim do tratamento, o titulo de IFI déinuir significativamente
(14 a 16 vezes), o tratamento deverd ser contifftif¥d€omo terapéutica coadjuvante a
epinefrina intranasal, fenilepinefrina ou outrosa@onstritores podem ajudar a controlar a
hemorragia intranasaf®.

O doseamento das proteinas da fase aguda da iglam@omo a proteina C-reactiva
e o0 acidoal glicoproteico, ao indicar o grau de lesdo dosidésgenvolvidos, podera ser util
para se equacionar o uso de anti-inflamat8ris

Um resultado negativo a IFI ndo devera ser octibfe apés o tratamento, uma vez
que, em infec¢des naturais e experimentais, apfertento por doxiciclina, os anticorpos

persistert®®?'>?1") Se o resultado da IFI for positivo e o de PCRatieg, as recomendacdes
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vao no sentido de interromper a antibioticoterapimltar a testar os cdes 2 meses mais tarde,
por IFl e PCKR'". Se os animais se mantiverem assintomaticostelo tie IFI descer mais
de 14 a 16 vezes, mantendo-se negativo ao PCR,feacdo estard provavelmente
debelad4°®?'”) Se os cades forem positivos a0 PCR mas negativé$, & tratamento é
recomendado até que fiquem negativos por PER

Os canideos deverdo ser rastreados periodicamange gp ehrlichiose monocitica
canina, nomeadamente as ragcas mais susceptiveseavdlverem a forma cronica, como a
raca Pastor Aleméo, e ndo devera ser usado o samguies clinicamente saudaveis mas
seropositivos, em transfusdes sanguit®asOs cdes que se confirme estarem na fase
subclinica deverdo ser tratados, logo que possieeinodo a aumentar as hipéteses de

sucesso do tratamento, antes dos mesmos entrarf@senaonicg?173216)
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1.7 Febre botonosa canina
Etiologia

A febre botonosa, também denominada por febre @swatular ou “mediterranean
spotted fever”, € uma zoonose cujo bactéria pegtgrcao complex®ickettsia(R.) conorii
subspécieconorii, é transmitido pela picada de um ixodifléb O complexoR. conorii
pertence a familia Rickettsiaceae que englobaenoiRlickettsialeem que suas espécies sédo
bactérias intracelulares obrigatérias que crescemenmente no citoplasma das células
eucariotica$”.

O complexdR. conoriisubs.conorii inclui as estirpes #7 ou Malish (a mais frequente
em Franca, Portugal e norte de Africa), KenyanMoeocoor**®. Em Portugal foi também
identificada a estirpdr. conorii subsp.israeli*®'® Estas diferentes estirpes isoladas de
humanos e de ixodideos, apesar das diferencasdeast e genotipicas, sdo consideradas
como uma Unica espétid.

A doenca € endémica nos canideos da regido Mediteartendo sido identificada em
Portugaf®*? Espanh@?'®”) Franc&®?, Italia*®, Croaci&®, Egiptd™®®, Israef'*> e em
Africa (Zimbabué}*®. Em Espanha, foram determinados valores de sempreia em cies
saudaveis, de 48,6% e de 56,4% em canideos do&hteds diferencas encontradas nas
seroprevaléncias nos canideos surgirdo consoanteatse de uma area rural (onde as
prevaléncias sdo superiores) ou urb8fsEm Portugal, os dados de seroprevaléncia em
canideos variam entre os 8% e os 38,5%. Os valores elevados podem ser explicados
pela duracdo dos anticorpos em circulacdo ou parestimulacdo antigénica repetida por re-
infeccdes pelo vectBr?).

Em Portugal a doenca humana é endéficgendo a (nica Rickettsiose conhecida

com impacto em Salde PUbff& com cerca de 1000 novos casos declarados
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anualmentg®. No entanto, estima-se que existam sete vezesaasis que os notificados
anualment&®. E o distrito de Braganca que apresenta o valds elavado de incidéncia
(56,8 por 18 habitanted§?, sendo considerada a principal doenca associadmi@eos em

humanos em Portug&?.

Vector e Ciclo de vida

A bactéria étransmitida pela picada do principal vector e nes@rio na area
Mediterranica, o ixodide®. sanguined&’. Contudo, a taxa de infeccdo Re sanguineus
com ricketsias do grupo exantémica é geralmentgiarfa 1098 Uma vez que o vector
€ mais activo durante o fim da Primavera e no Vadonaioria dos casos ocorre durante estes
mesed?641%6.18) contudo, as actuais alteragdes climaticas enu@artcom Invernos menos
chuvosos e menos frios, poderdo implicar uma msobrevivéncia do vector durante mais
tempo e desta forma, a febre botonosa podera ddexaer considerada uma doenca sazonal,
devendo ser considerada como diagnéstico difefeperante uma sindrome tipo gripal no
Outono e Invern6>.

No distrito de Braganca estdo associados a tras8mida doenca os ixodideDs
reticulatus bem comdR. sanguineus D. marginatu§®¥. Na regigo do Algarve, 22,2% dos
ixodideosR. sanguineusolhidos apresentaram bactérias pertencentes avogeickettsi&.

No distrito de Setubal, a bactéria foi identificatlahemolinfa de exemplares Bepusillus,
R. bursa, I. ricinus, Hyalomma marginatum, Hyalonmostanicume R. annulatug?.

O ciclo de vida da bactéria nédo é conhecido naataidadé&™®. A bactériaR. conorii
manter-se-a na area Mediterrdnica através da treséo transtadial e transovarica nas
populacdes do seu vedid?), apesar desta Ultima n&o estar demonstrada irexgumente em

R. sanguined¥®. Assim, o artrépode é ndo apenas o vector masétanwreservatorio da
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bactéri&>”. O parasita encontra-se nas glandulas saliv&Peto artrépode sendo transmitido
ao hospedeiro enquanto o ixodideo faz a sua refeiadguinéd”. Considera-se que sera
necessario haver um periodo de fixacdo de 20 ldoragctor ao hospedeiro para que se dé a
transmissdo efectiva da bactéria ao hospedEroTodas as formas evolutivas dR.
sanguineussdo susceptiveis de transmitir o agente infecés®s adultos apresentam
grande especificidade pelo canideo doméstico, emwsnparasitando o Homem, ao contrario
das formas imaturas muito menos especffitag provavelmente responsaveis pela
transmisséo da doenca aos hum&AtsEm Portugal, a faixa etaria mais afectada, peetérs
criancas provavelmente por manterem uma relacés esdéieita com os animais domeésticos
possivelmente parasitados com o vector como 0 q&m éerem um contacto mais contacto
com o solo ou locais infestados com os vectsPes

Os hospedeiros vertebrados sdo essenciais paoaodei vida do parasita, uma vez
que fornecem as refeicbes aos vectores, mas oapall po ciclo de transmissdo da bactéria
esta ainda por determifdf). Pensa-se que, embora 0 cdo possa servir ocasintal de
reservatorio da bactéria, dada a bacteriémia téaissiapos a infec¢do, o seu principal papel
sera o de transportar os vectores infectados, rdamesnte para a proximidade dos
humano¥?*****Y) Tem sido referido o papel do cdo como sentinalinfccdo no Homem,
pois a prevaléncia de anticorpos dRtieonorii,em caes, pode ser um critério para indicar a
presenca de ixodideos infectados e desta formassihilidade de transmissédo da doenca ao
Homem, informac&o Util para a prevencdo da infecgdman&®>**¥ De facto, dados
indicam que existe uma correlagcéo directa entreegafencia de anticorpos paRa conorii
em canideos e a prevaléncia da infeccdo no H&HTém a exposicdo com os canideos
parasitados com o0 vector parece ser um factor ggedente para o desenvolvimento da

doenca nos humarfd¥). Os bons hébitos de higiene favorecem uma remogis precoce
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dos ixodideos nos humanos, levando a crer queraigé@s socio-econdémicas possam ser

também condicionantes na epidemiologia da doeanty hos canideos como no Hontém

Patogénese

As células endoteliais sdo o alvo primario Rleconorif*??. Apés a fagocitose, o
vacuolo fagocitado € autolisado e a ricketsia escagligestdo fagocitaria e multiplica-se
liviemente no nucleo e citoplasma da célula hospEtf®. As ricketsias podem mover-se
livremente de célula para célula através da mealg#iz da actina, tendo sido identificada em
R. conoriia proteina de superficie RickA, gurevitro activa o complexo Arp2/3, essencial
para a polimerizacdo da actit®. Utilizando o ratinho como modelo animal ficou
demonstrado que as citoquinas sintetizadas pelficiios T, macrofagos e pelas células
“natural killer” (NK), nomeadamente o interfergr(dFN- y) e o factor de necrose tumoral-
(TNF-0) sdo necessarios para a eliminacdo da bactériaéhalsas endoteliais e quando os
factores em causa estdo diminuidos ou ausentesnsuwsg casos mort&i8. O mecanismo de
accdo do IFNy e do TNFy seréa sinérgico através da estimulacdo da sintes&ido nitrico
na maioria das células endoteliais infectdfas

A inoculacdo experimental da bactéria em cachotraduziu-se em dermatite e
vasculite modesta a moderada, sub-aguda a agowha tumefaccdo endotelial, edema
perivascular e infiltracao linfocitica e plasmoztt*.

Foram identificados como factores de risco assosiadseropositividade em canideos,
o sexo feminino, a idade superior a dois anos esepc¢a de pélo curto ou médio, indicativo

de maior exposicao aos vectores e seus bidfdpos
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Sinais clinicos

A inoculacdo experimental de cachorros de cinceta sieses com uma estirpeRle
conorii, permitiu evidenciar uma ricketsiémia persistgriedois a dez dias em que 0s Unicos
sinais clinicos traduziram-se na observacdo deapladtematosas e edemaciadas nos locais
da inoculacéo e linfoadenomegaélia regional tréste dias apds a infecgéo experiméhtl
Desta forma, a infeccéo pB:. conoriisera assintomatifd®”, mas contraditoriamente, dados
recentes implicaram a presenca do geriRiekettsia,em Portugal, em cdes com doenca
clinica, nomeadamente com febre, anorexia e petgqiif'*® Também na Sicilia, em dois
cades machos de raca “Yorkshire Terrier”, anterioi@mexpostos a ixodideos, surgiram com
anorexia, letargia, vomitos, claudicacédo interméea vomitos tendo sido identificada no
sangue dos canideos por PCR e sequenciacdo, AR\ cnorit'®®. Em Espanha, também
foi estabelecida uma associacdo entre caes comamresaroreactivos R. conoriirealgcando
a possibilidade da bactéria estar implicada em gioelinic&*>. Em termos hematolégicos e
bioquimicos as alteragbes registaram-se por troitdp@nia, anemia, leucopénia,
hipoalbuminémia e aumentos moderados das transsesfid” Um dos animais apresentava
também titulos de anticorpos pa#a phagocytophilume B. burgdorferio que pode ter
contribuido para a exacerbacéo dos sinais clifiiéb$Sera necessaria mais investigacéo para
averiguar se o eventual desenvolvimento clinicoddenca no cdo serd devido a uma

alteragdo metabdlica ou imunoldica.
Diagnéstico

O diagnostico de febre botonosa baseia-se nos deldusos e no diagnostico

laboratorial directo ou indirecto.
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Podem ser também utilizadas técnicas de diagnddiieoto por deteccdo do agente
em isolamento em cultura de células, por visuaddiaagm bidpsias da escara ou exantema, por
métodos histoquimicos e pela deteccéo do genoma@mdos de biologia molecufar Para
o isolamento do agente, a amostra (sangue, pldsoidos necrosados ou biopsias) deve ser
colhida antes do inicio da antibioticoterapia, nuantefrigerada e submetida ao isolamento
no menor intervalo de tempo possfleld método mais utilizado é o “shell vial”, podendo
detectar Rickettsieae em amostras sanguineas bidgkdas dois a trés dias apds a recepcao
das amostrdS®. Nesta técnica, a centrifugacéo apds a inoculdcéim passo considerado
critico para a sensibilidade da técnica, uma vez aumenta a ligacdo e penetracdo das
ricketsias nas célul48®. Como limitacdo apresenta a necessidade de ipStslgroprids™.
Outro método descrito € a deteccaoRdeconoriinas células endoteliais circulantes, a qual
permite um diagndstico ao fim de 3 horas, mas ailsdéidade deste método (cerca de 50%) é
condicionada pelo nimero de células endoteliaigodiveis para o testé”. A técnica de
imunohistoquimica implica que os cortes histologicte pele ou de outros tecidos sejam
submetidos a accdo de anticorpos anti-ricketsian@wionais ou policlonais) produzidos em
animais de laboratério e a sua ligacdo ao antigpade ser visualizada por coloragdo ou
fluorescéncid). A imunofluorescéncia directa da pele, em bidpsiasn teste especifico e
sensivel se for executado antes do inicio da afittbierapia e antes do 10° dia da
doengélzz). Contudo, € moroso, requer um patologista experiené dificil de aplicar em
rotind*??),

As técnicas de biologia molecular, nomeadamentetacddo do genoma por PCR,
baseia-se na amplificagdo de um segmento do gemomam a todas as ricketsias que

codifica a enzima citrato sintetasgtld)*’?, responsavel pela metilacdo no ciclo do acido
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citrico e ainda na amplificacdo de segmentos degygone codificam proteinas de superficie
de membranadmp existentes nas rickettsias do grupo das febrastémica.

O diagnéstico laboratorial usual tem por base odestecnicas indirectas seroldgicas,
nomeadamente ELISA, o Immunoblot e a IFl, a proea rdferénci¥. As proteinas
antigénicas de elevado peso molecular de superfimepA, OmpB e PS120, contém os
epitopos especificos da espécie que constituersesduediagndstico seroldgits.

A prova seroldgica de ELISA, tal como a IFI, tambgéenmite a diferenciacdo de IgM
e 1gG %1% O Immunoblot é considerado mais sensivel quel,autRa vez que consegue
detectar as IgM mais cede,sera mais especifico, sendo aconselhada a $zacdio em
epidemiologia, mas apresenta como limitacdo a ndads, bem como a quantidade e a
pureza de antigériid. A técnica de IFI para Rickettsieae foi adaptadanaformato “micro”,
sendo denominada por microimunofluorescéncia intireem que, podem ser detectados
simultaneamente anticorpos contra nove espécidRidkettsia(no maximo) com 0 mesmo
soro num Unico poco que contém os Varios antigéfitbsComo limitacdes, o método pode
ser inibido pelo factor reumatéide e o diagnospode ndo ser alcangado, devido ao factor
prozon&?®. Como alternativa a IFI foi ainda proposto umeestbase de imunoperoxidase,
gue substitui a fluoresceina pela peroxidase, tendw vantagens a possibilidade de ser lida
ao microscopio 6ptico e as laminas serem permasierite

O diagnéstico seroldgico em canideos nado discrimindiferentes rickettsiosésDe
facto, as bactérias pertencentes ao grupo “spéatext” como aR. conorii R. slovacaR.
sibirica e R. helveticasdo morfologicamente semelhantes e partilham alga@terminantes
antigénicos que podem originar reaccdes antigémicasmdaS. Com efeito, um estudo em
Portugal revelou que de 30 isoladosRiekettsiaspp. em ixodideos, apenas um era de facto,

R. conorij confirmando nado ser o genétipo predominante xodideoS). Também algumas
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preparacdes para IFI (com células L929 ou Vero)epodesultar num aumento de falsos
positivos'®®. Igualmente, os valores limite (“cut-off”), paratabelecimento do limiar de

positividade ndo sdo consensuais entre laboratddibsrentes autores indicam como valor
para IgG 1:26%) 1:43"2115163.180) 1.6419% o valores mais elevados como 1328 ou

1:160 para reduzir os falsos posititfd8

Tratamento

Uma vez que a febre botonosa ndo é consideradeentitide clinica no cao, o seu
tratamento ndo esta preconiz&d®. No entanto, em relatos recentes de doenca clinica
associada &. conoriiem dois canideos, num caso foi utilizado um tratam a base de
doxiciclina, com resolucdo dos sinais clinicos abas apos o inicio da antibioticoterapia e
noutro caso foi utilizada a ceftriazona, que naogesgnta eficacia conhecida anti-
ricketsiaf**® apesar da recuperacéo do animal ter ocorridousriaydias, o que leva a supor

uma recuperacao imunitaria espont&iéa
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1.8 Hepatozoonose canina
Etiologia

A hepatozoonose canina € uma doenca parasitarigualaum protozoarigarasita
leucécitos, misculos e 6rgdos parenquimatosos @siiinAté 1997, pensava-se que apenas
a espécieHepatozoon(H.) canis ligado a presenca do vector e hospedeiro defmitd
ixodideoR. sanguineusera responsavel pela doefita Contudo, no golfo do Texas, nos
E.U.A., verificou-se ser outra espécie a parastarcanideosH. americanum atraves do
vector Amblyomma maculatdf*®*® Recentemente, através do emprego da biologia
molecular, tém surgido evidéncias de que podergsiirrguas possiveis subespéciesHle
canig!®® com vectores distintofR. sanguineus A. ovalé®® ou Haemaphysali&®® podendo
inclusive existir co-infeccdes no mesmo €Ho

Os parasitas do génerbepatozoonsao protozoarios, classificados na familia
Hepatozoidae, subordem Adeleorina, filo Apicomplexado aparentados com as espécies do
géneroPlasmodiume piroplasmd$. Ha também a suspeita de que a espécieanisé a
responsavel pela infeccdo em gatos, podendo odedsliser infectados pelos vectores
associados a doeﬁgﬁ). Um céo pode estar infectado por mais do que uspgce de
Hepatozooft>?.

A doenca é prevalente na Eurfpat*?1t"2% Africa®®®) Médio Orient&?),
Asiad®1%®) e América do SH***” Em Portugal, dados seroepidemiolégicos publicagns
1988 indicam como valores de prevaléncia (em esfeg de sangue periférico) 3% em
canideos domésticos e 48% em raposdslpes vulpes silacedy. Dados recentes
identificaram como prevaléncia de infeccdo em cientes, 1,8% dd. canisem esfregacgo
sanguineo, na regido do AlgafeUm estudo em raposas em Espanha evidenciou das to

as raposas estudadas (10/10) continham o pat3sita
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Vector e Ciclo de vida

O ciclo de vida deH. canis inclui um desenvolvimento sexual e esporogonia num
hospedeiro definitivo invertebrado hematéfago (uxodideo) e merogonia seguida de
gamontogonia num hospedeiro vertebrado intermed{genided}>. Ao contrario da maior
parte dos patogéneos transmitidos por ixodideosq@ena transmissao ocorre atraves das
glandulas salivares, a transmissao Hkpatozoonspp. implica a ingestdo do hospedeiro
definitivo pelo hospedeiro intermedidff. A transferéncia do parasita por via salivar rdip f
até ao momento, documentdda Presume-se que os cédes ficam infectados ao ringri
ixodideos presentes na sua pelagem ou atravésgdatdao de ervas infestadas com os
vectore§®. A ingestdo do ixodideo provoca a libertacdo degomzoitos no trato gastro-
intestinal do c&8%. Os esporozoitos penetram na parede intestiré éransportados por via
hematica ou linfatica para o figado, baco, rinsdutee éssea, linfonodos e muasculos, onde
ocorre a esquizogonia (formacédo de esquizdfiteAApds a ruptura dos esquizontes ocorre a
libertacdo dos merozoitos que invadem os neutsjfillos quais se desenvolvem em
gametdcitos (sdo os gamontes) e depois circulansamgue periféric”. Quando um
ixodideo ingere sangue de um céo infectado, os tgaites sdo libertados no intestino do
ixodideo, os quais se associam em pares e unemfeenda a formar o zigoto (fase sexual)
que penetra na parede do intestino e entra no oot Aqui desenvolve-se num oocisto
que contém 30 a 50 esporocistos, cada um contemda cle 16 esporozoitos e o ciclo
continu&’®. Experimentalmente verifica-se que a doenca peaebém ser transmitida
verticalmente aos canideos, & ninhada, atravémdecadela gestante infect§@a 0O facto de
haver gamontes em mondcitos e neutréfilos sugeseoquarasita devera entrar na membrana

celular algures na medula éssea, num percursormcestas duas células sanguifi®as
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Os canideos silvestres como as raposas podem demgservatorios para 0s canideos
domésticos e outras espécies silve$ifesO facto dos canideos silvestres apresentarem
frequentemente o parasita podera dever-se aoshabiiss alimentares, uma vez que a sua
dieta faz-se a base de presas, havendo a maioakpidade de ingerir em conjunto os

ixodideos parasitadG9.

Patogénese

N&o ha consenso acerca da patogenecidade do dgemiedo casos de diagndstico
acidental ou ndo-patogénico mas ha dados que mewvepli@ o grau de parasitémia deve ser
sempre um factor clinico a considérdr A gravidade das manifestacdes clinicas surge em
funcdo do nivel de parasitémia, em que o parasitisrienso de orgaos como o figado,
pulmbes e rins, implica o desenvolvimento de hémapneumonia e glomerulonefrite,
respectivament¥. Os canideos com uma elevada proporcéo de néosrpfirasitados estdo
em maior risco de desenvolver septicétfiia

Os factores predisponentes para o desenvolvimelimicac da doenga serdo as
infeccBes concomitantes como a ehrlichiose momactanind**?*4") em que o vector é o
mesmo e a parvovirose canina, provavelmente pelmadsupressaty. No entanto, a
importancia do papel das doencgas concomitantep@dmonose canina ndo € consensual,
uma vez que ha casos diagnosticados sem qualquarpatologia associad¥’. Quando ha
outra doencga presente, a hepatozoonose caninaametarm achado diagndéstico acidental ou
podera ser o resultado de uma reactivacdo doszesies que estavam acantonados nos
tecidos ap6s uma imunosupressao induzida por untegdeccioso ou quimioterapid. Ha
a hipétese de que infec¢gdes concomitantes de peogélo sistema hemolinfatico possam

actuar de forma sinérgica e causem uma maior dededio da condi¢do clinica do céo
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infectadd™*”. Em casos de imunosupressdo verifica-se um aumdotonimero de
gametdcitos deH. canis no sangue, provavelmente por um aumento na |j#tade
merozoitos dos esquizontes tecidulares seguidanulada dos parasitas nos neutrofilos ou
pela diminuicdo da eliminacdo dos neutrofilos ptades da corrente sanguinea, o que lhes
permitira terminar o seu ciclo de vitt’®. Contraditoriamente, h4 um relato de um céo

infectado recebendo terapia imunosupressora edtegdie ndo manifestou parasitéfiia

Sinais clinicos

A infeccdo porH. canisvaria desde a forma assintomatica em cdes aparemte
saudaveis até & doenca severa com extrema letasgjgéxia e anenitd e mort€?. O
parasita pode ficar latente e persistir por longedodos sobrevivendo no seu hospedeiro
intermediario sem se manifestar clinicam&fteA forma moderada é a apresentacdo mais
comum e esta geralmente associada a um nivel baiparasitémia (1 a 5% de neutrofilos
infectados), estando as formas mais graves asssc@adiveis mais elevados de parasitémia
(70-90%)'*°) De facto, niveis elevados de parasitémia levanma maior deplecéo de
nutrientes, levando a grandes perdas de peso éxdbti A parasitémia é calculada pela
multiplicacdo da percentagem dos neutrofilos perdss nos esfregagcos pelo niamero de
neutréfilos totais & contagem no hemogréria

Os sinais clinicos atribuidos a infec¢cdo sdo aefebepressédo, letargia, corrimento
ocular, linfoadenomegdlia, perda de peso, palidez mhucosas e anorekfa*’'*¥ Ha
também registo de alopécia pruriginosa e crostaaciada a caquéiis’. Nos casos em que
estdo presentes outras infec¢des a variabilidadindes clinicos pode ser atribuida as outras

patologias em cur&.
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As alteracbes hematoldgicas mais significativas sadanemia normocrémica,
normocitica, eosinofilia e basofilia e os eosiradibpresentam granulos superiores em alguns

esfregacd$™. Podera também estar presente trombocitoff&hia

Diagnostico

O diagndstico clinico é dificil, uma vez que aseagbes subclinicas estdo muitas
vezes presentes, apenas com o0s sinais inespeciicemia e letardia.

O diagnéstico definitivo surge com a visualizacdm microscopio Optico dos
gamontes intracelulares de. canis nos neutréfilos e raramente em monééitysem
esfregacos de sangue periférico corados com GiE&s gamontes apresentam dimensdes
variaveis de 124 um® a 6,&4um a 7,54,5um e apresentam uma forma elipfida Nos
tecidos, os merontes maturosHlecanis contém merozoitos alongados em circulo, em forma
de rod&®, sendo detectados por citologia ou histopatolatpa 6rgdos hemolinfaticos
infectado§?. As amostras de baco sdo mais susceptiveis derconparasita do que as
amostras sanguiné¥s De facto, é possivel haver falsos negativos sbegacos de sangue,
uma vez que 0s gametocitos podem estar enquistaghasasitémia pode ser intermitente, ou
em tdo baixo nlimero que os gamontes podem escaphsdrvacat™.

Recentemente as técnicas moleculares, como PCRseg@enciacdo, tém sido
utilizadas para o diagnostico da infeccédo e a @smE@io dos seus isolados, especialmente
quando as técnicas seroldgicas ndo permitem agfistide espécigd®1%617®

Apos a infeccdo, a seroconversao ocorre entre umo@tao semanas, atingindo o pico
da producdo de anticorpos entre as sete e as mowanas, ap0s 0 que decrescem mas

mantém-se detectaveis por cinco a sete fi€séssim, as técnicas de diagndstico serolégico

utilizadas sdo a identificacdo de anticorpos atad@ IFI, em que detecta os anticorpos
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reactivos com antigénios presentes na membrananext®s parasitas, o Immunoblot e o
teste ELISA que detecta anticorpos para os antigésoliveis dos parasitds O teste
ELISA é sensivel e especifico para a deteccdo teogmos antiH. canissendo facil de
realizar, rapido e mais objectivo que a“f#I No entanto, ha também falsos negativos, por
auséncia de seroconversao, em infeccdes cronicasigodecréscimo do nivel de anticorpos
abaixo do limiar de deteccao do teste, e uma peistdita de resposta humoral em alguns
caes infectados cohi. canispredominantemente intraceluf&k

Um estudo grego revelou que em apenas 4,5% dodecanseropositivos ld. canis
apresentaram gamontes visiveis & microscopia §fficdde facto também em lIsrael foi
detectado um nivel semelhante (6%) de parasitémieamideos seropositivos & bactéta
A auséncia de gamontes visiveis nos caes serooaspipdem indicar indices de parasitémia
baixos ou intermitentes, ou o sequestro de pasasiafase de meronte nas viscétas
Também a seroconversdo pode preceder o aparecin@gamontes ou persistir até quando

a parasitémia n&o for mais detect&\él

Tratamento

O tratamento é recomendado em todos os canidecapgesentam o parasita, mesmo
agueles com niveis de parasitémia baixos, uma wezng mesmos poderao aumentar com o
tempo e os casos moderados de infecgéo poderdu-smrseverd?). O tratamento deve ser
acompanhado de esfregacos de sangue periféricmggraté que os gametdcitos ndo sejam
visiveis em duas a trés amostras consecutivas Baitag de intervalt?.

A terapia antiprotozoaria classica compreende codipnato de imidocarb 5 mg/kg
IM/SC repetida 13-14 dias dep@is?. A eliminacdo dos gamontes do sangue periférico €

lenta e pode requerer um tratamento periddico cgmomtionato de imidocarb durante 8
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semand®”. A associacdo com a doxiciclina 10 mg/kg PO, Sbr 14 dias podera ser
benéfic&Y. Outros esquemas terapéuticos incluem a assoaigcgaitrazuril 10 mg/kg, PO,
BID, durante cinco dias e sulfametoxazole-trimetrop5 mg/kg IV, BID, em cinco dias que
depois se mantém por via oral por mais 25@4sO aceturato de diminazene 3,5 mg/kg, IM,

aparentemente é ineficaz para resolver a parasitémi
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Tularémia canina
Etiologia

A tularémia € uma zoonose provocada pela backsgacisella (F.) tularensisque
afecta mondcitos e macrofagos de uma vasta populdga@nimais, incluindo mais de 100
espécies de mamiferos domésticos e silvestres, améibios e répteis, 0 que torna a sua
erradicacdo impossivel e a prevencéo dificif?) Descrita como uma doenca importante no
século anterior, a tularémia emergiu recentememtéreas onde nao havia, até entéo, risco
conhecido e re-emergiu na pesquisa e investigagde &0 seu potencial como arma
bioldgicd®?.

F. tularensis pertence, juntamente, com a espéEie philomiragia ao género
Francisellae a familiaFancisellacea€®. E um cocobacilo pequeno, pleomorfico, imével,
aerdbico, parasita intracelular facultativo, Graegativd’"**® identificado em 1911 em
esquilos no condado de Tulare, advindo dai o senety. Sobrevive facilmente na agua,
solo himido, palha e em carcacas de anfffiflisA bactéria apresenta inimeras vias de
infeccdo delas dependendo os sinais clinicos bemo ca estirpe ou do sub-tipo presé&ite
F. tularensi§*® pode ser dividida em quatro subespécies, de acomp factores
epidemiolégicos, testes bioquimicos e de virulénetaneadamentd:. tularensistularensis
(ou tipo A de Jellison), a forma mais virulentagphumanos e animais, endémica na América
do Norte dipicamente associada a coelhos silveStt&sF. tularensisholarctica (ou tipo B),
uma forma menos virulenta, frequente na Europai@, Asais associada a roedores em meios
aquéatico€**??") F. tularensisnovicida a forma menos virulenta, encontra-se nos Estados
Unidos$®” e F. tularensis mediaasiaticdpcalizada nas antigas republicas centrais da ex-
Unido Soviétic§>?*® Foram descritos trés biovars do tipo B: biovar(sénsiveis a

eritromicina), biovar Il (resistente & eritromicjreabiovarjapénica(fermenta o glicerofj®®.
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A bactéria surge nos climas temperados do henosioite ao longo da América do
Norte, Europa (especialmente nos paises escandnavdsia (Russia, China, Coreia e
Japao)”. A identificacéo da bactéria num doente humandumtralia, permite concluir que
a bactéria ndo esta apenas confinada ao hemisférte, apresentando-se mais disseminada
do que inicialmente se pens&v. A América do Norte é a Unica regido onde ambdpos,

A e B, causam doen¢&. Na Europa a bactéria ja foi identificada em Egpdh®2146:169)
(pela manipulacéo de lebres infectadas e de lagodé rio), Fran¢®?, Suéci&?, Republica
Chec&?%9) Austrid®®® e muito recentemente em Porti3Ino distrito de Braganca, no soro
de um homem assintomatico com contacto frequente lagomorfoS®. Até ao momento
ndo ha quaisquer dados publicados associando a&ngeesda bactéria em canideos

portugueses.

Vector e Ciclo de vida

Entre os hospedeiros mamiferos existe uma granikedade de vectores biolégicos
ou mecanicos implicados na transmissdo de tulaf@nisendo os mais importantes os
artrépodes hematéfagos, como os ixodideos, tab@nalmosquitds’.

Na Europa Central e do $tl os vectores mais importantes sdo os ixodideos das
espécied. reticulatuse I. ricinus embora na Suécia 0s mosquitos também estejam tdsscri
como vectores, podendo adquirir a infeccéo no meigiticd**”) Num estudo efectuado na
Eslovaquia, 1% dos ixodideod. reticulatus continha a bactéf®. Em Portugal foi
identificada, recentemente, no distrito de BragaRc&ularensis holarcticeem um exemplar
D. reticulatus de um ovin&®. Na antiga Unido Soviética, a bactéria é transkitpor

ixodideos do génertxodese mosquitos dos génerdsedes Anophelese Culex’®. Nos
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E.U.A., os vectores implicados sdo ixodideos doegéBermacentore Amblyomm&*® e
tabanided”.

Nos ixodideos a transmissao é transtadial e pdsswee transovari¢Z? pelo que ao
manterem a infeccdo ao longo do seu ciclo de ydaa além de vectores sdo tambéem
reservatorics”. No caso particular dos ixodideBs reticulatus em que a transmissdo ao
Homem através de picada € pouco frequente, eségiegpevera ser mais importante como
reservatério e ndo como vedtdr

O céo, embora raramente apresente doenca cliruda, fancionar como reservatorio
para o organismo ou como hospedeiro que contribua @ densidade populacional dos
ixodideos vectorés'’"1*) Recentemente foi atribuido outro papel epidemicibgaos
canideos, ao ter sido responsavel por um surtaldeéimia pneumonica, em Franga, um cao
cujo pélo continha a bactéria e cujas particulasnfoinaladas por 15 pessg& Assim, os
cées podem veicular o patogéneo atraves da pelagéscontacto com solos infestados ou
animais mortd$®. Os cées e os gatos adquirem a infeccdo, geramanaves da picada de
um artropode infectado, pela ingestdo de, ou ctmtdicecto com, tecidos infectadds e
pela inalacdo de aerossois contamin&&fdsA natureza predatéria dos gatos domésticos
coloca-os numa situacao de risco para adquiriren@h a partir de animais silvesttés
podendo transmitir a bactéria aos humanos atravésmntadas ou arranhad&3

Existem dois ciclos que mantém o organismo na Matrum terrestre entre 0s
lagomorfos (coelhos e lebres) que serédo os hogpsdenplificadores e em que os ixodideos
e o0s tabanideos sdo os vectores principais e ulm aguatico que envolve roedores e
pequenos mamiferos aquaticos (ratazanas, ratosealreiros e castores) que, aparentemente,
excretam a bactéria para o meio ambiente aq4ficy**® Um estudo em roedores na

China permitiu concluir que embora, o Ultimo sud® tularémia tenha sido em 1986, a
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bactéria continua presente nos reservatorios tesmito determinada uma prevaléncia de
infeccdo, por PCR, de 4,76% em vérias espéciepetiore$*”. Na Europa ainda n&o foi

devidamente demonstrado o principal reservatdiimarpara a tularémf&”.

Patogénese

Os animais silvestres s&o, usualmente, os maisafec (como o sagulff, cdo da
pradari&d®® e 10bo&¥?®) e s6 casualmente surge a infeccdo hufif§hamuitas vezes
ocorrendo em paralelo com o ciclo silve$®e Um surto ocorrido, no Texas, identificou
como reservatorios, caes da pradaria silvestresonam capturados e vendidos para lojas de
animai$”. Os animais infectados, uma vez capturados e ramds com outros animais
saudaveis em espacos exiguos, ao morrerem foramndalvcanibalismo perpetuando-se a
infeccdo para os restanfésOs cédes domésticos parecem ser resistenteséibaendo raras
as descricdes de doefi¢d embora tenha sido sugerido que a infeccéo natosatdes possa
ocorrer sendo a manifestacéo da doenca inaparestebeclinics”.

A bactéria é altamente infecciosa e a transmissddamanos pode fazer-se de varias
formas. A mais frequente é através da picada dépades (ixodideos e insectos), da
manipulacéo directa de tecidos infectados ou fhtid e da ingestdo de alimentos ou agua
contaminadd4”. O contacto com animais infectados como cées dngscées da pradaria
e gatos infectados apés arranhadelas, mordeduraslagdo de aerossois serd também uma
via de contagi*®%? As populacdes rurais de areas endémicas, especia@ as que
exercem actividades na agricultura, floresta e ,cpoa estarem em maior contacto com
vectores e reservatorios, estardo em maior risca@omdrairem tularémia na sua forma

pneumonic4?.
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ApoOs entrar no hospedeiro, a bactéria multiplicaesedissemina-se por via
hematogénea com bacteriémia, ou dissemina-se ago ldos linfaticos superficiais e
profundos originando linfadenité?. Se se desenvolver bacteriémia as células fagasitdo
sistema reticuloendotelial eliminam a bactéria a@iogsie, mas a mesma consegue sobreviver
intracelularmenté?®. Na forma pneumoénicar. tularensispara além de se replicar nos
macrofagos e nas células dendriticas, invade Eaepd nas células epiteliares alveolares tipo
1197, Ap6s a multiplicacéo intracelulak. tularensisinduz a morte celular por apoptose,
libertando-se as bactérias que irdo infectar noghgas’®. Os detritos celulares do endotélio
capilar e das bactérias podem originar focos nieoho figado, baco, linfonodos, pulmdes e
medula 6ssé4’. Os focos necréticos podem coalescer e formarsab&8?. Alguns autores
acreditam que as diferentes portas de entradatdgéreeo poderdo ter como unico objectivo
a disseminacao das bactérias no organismo, a qaakgponsavel pela gravidade clinica e
ndo a multiplicaco local nos 6rgdos primariamefeetado$™®).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro que actututar@ntra a infecgéo pér.
tularensis ndo estdo ainda bem esclarecidos. No entantogijamiplicado o IFNy na
activacao dos macrofadds). Experiéncias em ratinhos mostram que, peranteigémio, as
células NK, co-activadas pelas interleucinas-121@) ou 8 (IL-8) também induzem a
producdo de IFN{*'. Assim, levantou-se a hipétese das estirpes vitaeder. tularensis
poderem evadir o sistema imunitario no figado ereetantes érgdos ao inibir a producéo de
IFN-y**®). Numa fase avancada da doenca as células T, nemeatk as células CD4 e CD8

também ser&o importantes para o controlo da daepegateccéo do hospedéif
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Sinais clinicos

Os caes podem adquirir a bactéria, apesar de aalagimica ser mais frequente
noutras espeécies, como 0s gatos, em que todas rasemfacdes, com excepcdo da
oculoglandular, ja foram descrit&d??? Tal como em todas as outras espécies, a gravidade
a localizacdo das lesdes esta dependente da \imddacad*®. Na maioria dos casos, a
doenca é autolimitante com recuperacéo esporitdhea

Estéo descritos apenas dois casos de infecca@hamrcads®*? Um caso é de uma
cadela de raca “Irish Setter”, de quatro anos,radat que surgiu com sinais de letargia,
anorexia e fraqueza 48 horas ap6s ter ingerido agthd**?. O exame clinico evidenciou
febre, depresséo e ligeira linfoadenomegalia, csthgeda mucosa conjuntival e corrimento
ocular bilateral muco$8?. As alteracdes hematoldgicas (neutrofilia e liefoip) sugeriram
um leucograma de stress e as analises bioquinggakaram uma hipocalcémia moderada e
um ligeiro aumento da fosfatase alcafiffd O outro relato é de um céo de raca Pastor
Alemao, de 13 meses, que surgiu com sinais aguelenarexia, febre, linfoadenomegalia e
amigdalite necrosante, uma semana ap6s & ingestim doelho silvest{®).

Outros animais de companhia como o0s gatos, tambéchenp permanecer
assintomaticos, mas geralmente surgem sinais cetme,fvomito, letargia, desidratacéo,
anorexia e hepatomegdlia apés ingestdo de um lafmritdectad®??. Os gatos jovens
parecem ser mais predispostos & doenca provavelpelats habitos de cat&. Na infeccéo
de espécies silvestres como 0 saguim, esta desienitquadro clinico de febre, corrimento
nasal, petéquias no membro toracico e desidrdfac&m lebres, a infeccdo manifesta-se por

ataxia e alopéci&x®.
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Diagnostico

O diagnostico definitivo de tularémia em cées é&illié necessita da deteccdo de um
titulo crescente de anticorpos ou a presenca dism@o num tecido de bidpsia por cultura,
imunofluorescéncia ou PCRY.

Num caso descrito de tularémia canina, o diagrstiefinitivo surgiu com o
isolamento da bactéria a partir de puncéo por agfiffa de um linfonodo aumentdtf@. A
IFI ndo foi conclusiva pela presenca de demasiadeeiscéncia de funé8®. O pico do titulo
de anticorpos surgiu as quatro semanas e os gdE@ersistiram durante seis mé&éés o
outro caso de infeccao natural num céo, o diagrmserologico foi definitivo com amostras
seriadas em que surgiu um aumento de quatro veziésilo de anticorpd®).

E provavel que a tularémia seja sub-diagnosticadac&es dada a natureza auto
limitante da doenca, os sinais inespecificos dieutiade de confirmacéao da doefi¢a??
O diagnostico de tularémia devera fazer parte dagndsticos diferenciais de canideos que
surjam com um processo febril, com ou sem linfoadeyalia numa area endéniéa

O teste da referéncia é a cultura e o isolamentdataéria a partir de sangue,
expectoracao, liquido cefalo-raquidiano, bidpsiassdcaras de inoculacdo ou de linfonodos
regionai§ "**”. A cultura da bactéria exige condicbes de segaramgel Ill e o seu
crescimento € fastidioso, necessita de um meiouttera suplementado com compostos
sulfidricos (cisteina ou cistina) e uma temperatipima de 35°€". As colénias surgem
apoés dois a quatro df48,

De forma a substituir as provas bioquimicas, a baselassificacdo das subespécies
de F. tularensisfoi desenvolvido um PCR em tempo real para idieatifio das subespécies
tularensis e holarctica em amostras ja previamente identificadas cdfdularensi§®.

Também estdo descritos métodos de PCR para adigAfs epidemioldgica de tularensis
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nomeadamente REP-PCR (“Repetitive Extragenic Paimit element PCR”), ERIC-PCR
(“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensegusnce PCR”) e RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”) os quais permitem obteesultados com elevado poder
discriminatorio entre as diferentes estirpes bautas, rapidos, custo moderado e boa (REP-
PCR) ou moderada reprodutibilidade (RABB)Uma das vantagens do PCR é que evita a
manipulacéo directa da bactéria, face ao seu edavatebncial infeccios®.

De facto, dado o risco de doenca profissional asao isolamento e cultura, a técnica
indirecta do diagndstico serologico € o mais wddia, através da deteccdo de anticorpos
aglutinantes no soro pela técnica de aglutinacdo temo, microaglutinacat®,
hemaglutinacdo e ELISK"”. Uma comparacéo entre as técnicas de aglutinagaimie e
microaglutinacdo permitiu evidenciar que esta @tiéhmais facil de realizar, mais rapida,
mais econémica e mais sensivel e os resultadosmsds faceis de interpretdf®. O
diagndstico definitivo seroldgico surge quando ceama diferenca de quatro vezes no titulo
de anticorpos entre a fase aguda e a convales@ntamostras seriadas com intervalo de
duas a quatro semafiassendo um dos titulos superior a 1:160 em agludmagn tubo e
1:128 por microaglutinacd8®. Contudo, os valores limites de positividade (“offt)
variam consoante os laboratérios, ndo estando mizsdos valores para diagnéstico em
canideos, estando descrito em gatos o “cut-off1:@@ na técnica de microaglutinaﬁ?ﬁﬂ e
1:20 na técnica de aglutinacdo em placa em &8bsComo limitagdes da serologia, os
anticorpos s6 sdo detectaveis ap6s as duas @mémas pos infeccdd e existem possiveis
reaccdes cruzadas de tularensis com as espécies dos génemdricella Proteus e
Yersinid®". Para além disso, um resultado serolégico posjtivae reflectir uma infeccéo
antiga, recente ou uma resposta vafilae ndo permite distinguir as diferentes

subespécié¥.
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Tratamento

Os tratamentos das espécies animais surgiram pélapelacdo dos tratamentos
humano€”). Assim, os antibiéticos a utilizar em cédes sergemtamicina 6,6 mg/kg, IM; IV
ou SC, SID ou divididos por BID ou TID, durante dias; doxiciclina 5mg/kg PO, SID ou
BID, durante 14 dias; cloranfenicol 100mg/kg iniiciante depois 50mg/kg, PO ou IM, TID,
durante 14 dias e enrofloxacina 2,5 mg/kg PO ouBND”. Um caso descrito de tularémia
em canideo domeéstico descreve como terapéuticaidma 5mg/kg, PO, SID durante 14
dias e fluidoterapia de suporte a base de Lactato Ringer, tendo recuperado
clinicament&*%. Noutro caso clinico relatado em canideo doméstiamesmo recuperou 5
dias apés tratamento de suporte sem antibiotiqutemspecific8®. Um caso descrito num
saguim descreve uma falha terapéutica com gentaanied tendo sido resolvido com sucesso
com a administracdo de estreptomififiaComo causa, os autores indicam o facto da

gentamicina n&o ter conseguido eliminar as form@adelulares bacteriarida
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Segunda parte
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II. Objectivos

Com a presente dissertacao pretende-se:
1. Contribuir para a determinacdo da seroprevaémas zoonoses provocadas por ixodideos
em canideos domeésticdSanis familiarig no distrito de Braganca, nomeadamente os agentes
da anaplasmose granulocitica canina, borrelioséytee, ehrlichiose monocitica canina,
febre botonosa canina e tularémia canina.
2. Analisar a possivel associacdo entre as diksemariaveis epidemiologicas e a
seropositividade a doenca.
3. Identificar as espécies de ixodideos que parasits canideos da populacdo em estudo e
avaliar a prevaléncia de infeccdo dos artropodearapstra aleatoria.
4. Analisar a possivel associacdo da presencaodédeos e o desenvolvimento sintomatico
de doenca na populacdo em estudo.
5. Pesquisar hemoparasitas ndo zoonoétiBoscénise H. canis)em esfregaco de sangue

periférico, uma vez que na pratica clinica as igfes mistas séo frequentes.
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[ll. Materiais e métodos
1. Enquadramento geografico da area de estudo

O trabalho de campo decorreu no distrito de Bramangs concelhos de Vinhais,
Braganca, Vimioso, Miranda do Douro e CarrazedAmgédes, durante o més de Marcgo de

2007 (ver Fig.1).
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Fig. 1—Os concelhos do distrito de Braganga sob estudoadados com circunferéncia

1.1 Concelho de Braganca

O concelho de Braganca € um dos maiores concetiraggpeses ocupando uma area

de 117.390 ha, englobando 49 freguesias (ver Fig. 2
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Fig. 2— As freguesias do concelho de Braganca.



O relevo do concelho € dominado por uma linha eéeagibes a Ocidente, destacando-
se as serras de Montesinho a Norte e a serra daeMag Sul, ligadas por um plan&itd Os
planaltos sdo as formas mais tipicas talhados ées ean V apertado e ladeados pelos rios
principais que cortam o concelho, nomeadamente 8abor, rio Macas, rio Igrejas e rio de
Onot®”,

O concelno de Braganca encontra-se inserido na nideada Terra Fria
Transmontana, uma regido com condicdes climatigasosa8”. O clima é de caracter
continental, caracterizado por Invernos longosas fe Verdes curtos e quentes, com grandes

amplitudes térmicas anu&fd

1.2 Concelho de Carrazeda de Ansiaes

O concelho de Carrazeda de Ansides tem 27.925 harede distribuidos por 19

freguesia$® (ver Fig. 3).
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Fig. 3 — As freguesias do concelho de Carrazedendiées

O concelho esta inserido numa regido de transigéie a regido do Douro e a Terra
Quente Transmontana, sendo marcado por paisagatrastantes onde se podem observar
principalmente planaltos extensos e extensas exxalvido a passagem dos rios Tua e

Dourd®). O escoamento das aguas no concelho visado segadres bacias hidrograficas
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(Douro, Tua e Sabdff. A temperatura média mais elevada ocorre no méaAgissto,

enquanto a temperatura mais baixa se verifica rode&aneird®.

1.3 Concelho de Miranda do Douro

O concelho de Miranda do Douro tem cerca de 49%@00e area, distribuidos por 17
freguesias, inserindo-se na bacia hidrografica o Ddurd®®. Localiza-se na denominada
Terra Fria, a regido mais a Leste de Tras-os-Mpstalo uma regido planaltita(ver Fig.
4).

A rede hidrogréafica do concelho é constituida pgldouro, o rio Fresno, afluente do
rio Douro, e o rio Angueif¥). H4 ainda uma rede secundaria de linhas de agieatende a

secar nos periodos mais quentes d&*3no

1:200000

Fig. 4 — As freguesias do concelho de Miranda darbo

As caracteristicas climaticas do concelho de Misardb Douro sdo do tipo
mediterraneo, com clima temperado, de Verdes gsiengzcos, com chuva na estacéo fria e
um Inverno moderad®. As temperaturas mais elevadas surgem em Jullymsté\e as mais

baixas registam-se em Janeiro e Dezeffihro
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1.4. Concelho de Vimioso
O concelho de Vimioso tem uma area de 48.147 heocenosto por 14 freguesids

(ver Fig. 5).

Fig. 5— As freguesias do concelho de Vimioso

Integrada na Regido Hidrografica do Douro, todeeg@do € drenada por um dos
afluentes principais da margem direita do rio Doworio Sabor, bem como pelos seus
afluentes, o rio Macés e o rio Anguéith Os vales destes rios constituem superficies semi-
planalticas, com altitudes que muito raramentapétssam a cota dos 700 m, valor abaixo do
qual se convencionou definir a regido de transigdive a Terra Fria Planaltica e a Terra
Quente do Tua e Douro Supef{dr

A éarea planaltica a Este do concelho engloba-skena Fria de Planalto e faz parte
da regido Miranda/Mogadouro que, do ponto de \dabtaatico, se caracteriza pelo facto de
ser uma regiao subcontinental, enquanto que aes eas areas de cota inferior a 700 metros
pertencem a denominada Terra de Transi¢cdo. A Pasée do concelho situa-se na regido de
Bornes/Sabor, a qual apresenta caracteristicasatdes dominantes de Terra de
Transicad'”.

O concelho de Vimioso é caracterizado por elevadagsitudes térmicas, com valores

méximos de temperatura em Junho e minimos em d4Meir
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1.5 Concelho de Vinhais

O Concelho de Vinhais tem cerca de 70.000 ha dae, &stribuidos por 35
freguesia4® (ver Fig. 6).

Da densidade da rede hidrografica destacam-seossprincipais Tuela, Rabacal e
Mente, que fliem no sentido Norte — Sul, enquani® tgpda a rede secundaria de linhas de

agua drena para os principais num sentido perpeladia esté4".

Fig. 6 — As freguesias do concelho de Vinhais

Este concelho apresenta valores climéaticos bastdistintos, o que permite a
identificacdo simultanea de climas de Terra Friandetanha, Terra Quente e Terra de
Transigééf”). Os registos mais frios e pluviosos verificam-aezana Norte e Sudeste (zonas
de montanha), ocorrendo 0s mais secos e quentasaasSudoeste (principalmente nos vales
dos cursos de agua princip&i8) O comportamento climatico no concelho de Vinhais
acompanha de certo modo a fisiografia heterogénde \@lores extremfy. Deste modo,
esta regido esta exposta a climas de influénciatengdhica e de montanha, sendo nos vales
dos cursos de agua principais onde o clima meditEo é mais acentuddB. Esta situacéo

climética proporciona periodos estivais muito qesmt secés’.
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2. Ixodideos
2.1. Colheitas

Nos canideos que apresentaram ixodideos, os mesmaows recolhidos de forma
aleatdria e colocados em tubos com plantas vepdea,manter a humidade relativa elevada,
e refrigerados a 4°C. ApGs a recolha, procedeuidendificacdo dos vectores até a espécie,
bem como o sexo e o estadio evolutivo, atravéscdescteristicas morfologicas presentes e
de acordo com as chaves de identificacdo taxon&thtca®”) Apés a identificacdo, todos os
ixodideos foram conservados a -20°C e aqueles tsgedeiros revelaram exame clinico
compativel com doenca, ou serologia positiva, fopasteriormente utilizados na deteccgéo
dos agentes infecciosos em estudo, através decaédei PCR convencional ou “nested”,

consoante o agente.

2.2 Extraccédo de ADN

Os ixodideos, apds descongelacdo, foram lavadesiefectados em alcool etilico a
70° e agua estéril durante 3 minutos, sendo postegnte secos com papel de filtro
esterilizado e colocados em tubos “eppendorf”. ftegel a sua imersédo em 100-gD@e
solucdo de hidroxiamonia, obtida a partir de 1 enachdnia a 25% e 9 ml de 4gua destilada.
Os tubos foram fervidos durante 20 minutos a 10@%€,placa de aquecimento, a que se
seguiu um arrefecimento rapido em gelo picado dribegacdo a 800 rpm durante trinta
segundos. Procedeu-se, entdo, a abertura dos wbassua colocacdo em placa de
aguecimento, no interior de camara de modo a emmgera amobnia, a 90°C durante 20
minutos. O sobrenadante foi retirado e colocadaugn “eppendorf’, sendo congelado a -

20°C para posterior utilizagdo em ensaios de PCR.
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3. Canideos
3.1 Amostra

A seleccao da amostra da populacdo canina em e&adds familiarig foi efectuada
de forma aleatoria, tendo tido como referéncia memd de canideos intervencionados em
campanhas antirdbicas de anos anteriores, nosllcoscdsados, através da utilizacdo da
férmula estatistica de Cannon e R8e

s

n=[1-(1-a}'"] [N-(D-1)/2], onde “n” é a dimensdo da amostraakcular, “a” é o nivel
de confianca, “D” € o numero de animais doentgedaaléncia esperada) e “N” € a dimenséo
da populacéo a estudar. O nivel de confianca aditiZoi de 95% e o valor da prevaléncia foi
determinado com base nos valores conhecidos pafizeasas doencas: 3% pafacanis*®,
38,5% paraR. conorij 5,25% paréE. cani$’) e 2,25% par®. burgdorferis.|®, tendo sido
considerado o valor esperado de 50% para babesmsea, tularémia e anaplasmose
granulocitica canina, face a auséncia de dadoscpdbk de seroprevaléncia em Portugal.
Perante a disparidade de resultados para as ddsrdoencas e as implicacdes dos mesmos
na determinagdo das amostras a considerar, degdn&o considerar os valores extremos
encontrados. Assim, utilizou-se o valor de 3% iad@para a prevaléncia He cani$*®, para
determinar os valores das amostras, por concelhfprene tabela 1. Este é o valor de
prevaléncia mais préximo do limite inferior suptadb que, simultaneamente, implica uma

dimensao de amostra que é consideravel e que rafeambiciosa, se verificou ser passivel

de realizar.
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Tabela * Determinag&o dos valores da amostra por concelho

N n (3%) n
Braganca 3000 96,75726 97
Carrazeda 1250 94,57203 95
Miranda 1800 95,70829 96
Mogadouro 1600 95,38362 96
Vimioso 1150 94,252 95
Vinhais 2000 95,96909 96

3.2 Colheitas

O contacto com os proprietarios dos canideos detaiese aquando da accao de
vacinacdo antirdbica, acompanhando os veterinariasicipais e executores sanitarios
responsaveis pelo acto profildtico. A cada progriet foi realizado um inquérito
epidemiolégico para averiguar os habitos dos casideomo o pastoreio, a caca, a
permanéncia no exterior, entre outros, de modeitiittar possiveis situacdes de risco (ver
Anexo 1).

Cada um dos 473 canideos, intervencionados no Guieé#ta dissertacdo, foi objecto
de um exame clinico que consistiu na examinacamldaacdo das mucosas, na determinagao
do tempo de replecao capilar, na verificacdo dst&xcia de petéquias, de linfoadenomegalia
dos linfonodos superficiais e condicdo geral. Aacadnideo efectuou-se uma colheita de
cerca de 5ml de sangue, em tubo com EDTA (S-Mot&®gta partir de uma veia periférica
(veia cefalica, safena ou jugular), bem como umta gi® sangue periférico (da margem
auricular), empregue em esfregaco.

ApoOs a colheita sanguinea, colocaram-se 2ml deusatajal em tubo com EDTA,
sendo posteriormente congelado a -20°C para detedgd acidos nucleicos, por PCR
convencional e/ou “nested”, no caso dos canideesrguelaram exame clinico compativel

com borreliose de Lyme, serologia positiva ou cuyaslideos colhidos tenham revelaBo
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burgdorferi s.l.. A restante parte do sangue da colheita foi sdpaean soro e glébulos
vermelhos através de sedimentacéo e as diferamiggdés foram armazenadas a —20°C. O
soro foi utilizado para realizacdo dos ensaios |&gims, nomeadamente as técnicas de
imunofluorescéncia indirecta e aglutinacdo em pléacéase que continha os eritrocitos foi
utilizada para deteccdo dos acidos nucleicos desteg infecciosos por PCR convencional
ou “nested”, nos canideos que revelaram examecalicompativel com doenca, serologia

positiva ou cujos ixodideos tenham revelado ostageam estudo.

3.3 Esfregacos de sangue periférico

Os esfregacos de sangue periférico foram coradgsnde a coloracao rapida de
Giemsa. Assim, as laminas foram fixadas em alcotiilito durante cinco minutos, secas
completamente e de seguida coradas com solucaoietes& diluida (obtida a partir de
corante Giemsa filtrado e agua destilada neutddizadurante 20 minutos. Posteriormente,
foram lavadas com agua destilada neutralizada as st ar ambiente. Procedeu-se, entéo, a
observacdo das laminas coradas em microscopiooppta@m ampliacdo de 1000x, para

identificacdo déB. canise H. canis

3.4 Imunofluorescéncia indirecta
O teste da IFI foi realizado com o objectivo deedtr e titular anticorpos deé.
phagocytophilum, B. burgdorfesil., E. canis e R. conorinos soros dos canideos sob estudo.
O antigénio utilizado na preparacao das laminas [pd deA. phagocytophilunfioi
a estirpe Webster (gentilmente cedida pelo Prdfn J&tephen Dumler, Division of Medical
Microbiology, The Johns Hopkins, University School Medicine, Baltimore, EUA),

enquanto que o antigénio para as laminas de diagndie R. conorii foi proveniente da
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estirpe POHUR1021R. conoriiMalish). O antigénio utilizado para diagndsticoldereliose

de Lyme foi B. garinii (estirpe VS102) foi gentilmente cedido pelo IndtiZoologie,
Université Neuchatel, Dr. Lise Gern. As laminasdeanistiveram origem comercial (Fuller
Laboratories®, California, EUA). Todas as laminasam congeladas a -20°C até a sua
utilizacao.

Imediatamente antes da prova de IFl, as laminemmfodescongeladas e, apds a
remocao do excesso de humidade, foram fixadas etorecdurante 10 minutos. Em seguida,
foram secas, tendo-se reservado, em cada lamingg®rimeiros pocos para controlo
positivo (antigénio + soro testemunha positivognoo (antigénio + PBS pH 7,4) e controlo
negativo (antigénio + soro testemunha negativailnigcéo de 1:128.

Cada um dos soros dos canideos foi diluido com 83,4 e testado na diluicdo de
1:128 para os agentes em estudo, tendo o procewiriglo 0 seguinte: colocou-sepldle
soro canino a testar em cada poco, de modo a ¢otdro antigénio presente no circulo. As
laminas foram, em seguida, incubadas em camaradalmi37°C durante 20 minutos.
Posteriormente, o excesso de soro foi removiddgyvagem com PBS pH 7,4, por duas vezes
durante cinco minutos cada, com agitagcdo magneétsezagem ao ar. Colocou-se, entagl 15
de conjugado fluoresceinado (Anti-dog 1gG, Sigmdrigh®) diluido a 1:40, com azul de
Evans diluido a 1:80 com PBS (no caso da prova.dburgdorferis.l., a preparacdo do
conjugado dispensa a utilizacdo do azul de Evas)aminas foram depois incubadas em
camara humida a 37°C durante 20 minutos, onde, dpas lavagens com PBS e nova
secagem, se seguiu a montagem com lamela e gdc@mponada com Dabco (Sigma-
AldrichJ). No caso da prova d& canis foi seguido o protocolo do fabricante.

As laminas foram observadas em microscopio OlympBbIe2, equipado com fonte

de luz ultravioleta com uma ampliacdo de 400x.i#ula da reaccao de fluorescéncia foi feita
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no centro dos circulos, nédo tendo sido considesaflaorescéncia periférica. Nas laminas
utilizadas para diagnostico d&. phagocytophilum, E. canis e R. conass resultados
positivos obtiveram-se através da visualizacdoidestsias e ehrlichias com fluorescéncia
verde-maca no interior das células de cultura eessltados negativos surgiram como um
campo escuro com as ceélulas de cultura coradasrdeeiho. No caso dB. burgdorferis.l.,

0s resultados positivos surgiramatravés do aparecimento das espiroquetas verdes-

fluorescentes num fundo escuro.

3.5 Aglutinacdo em placa

A prova da aglutinacdo em placa dos soros dos easiii realizada com o objectivo
de detectar e titular anticorpos aRtitularensis.

O antigénio utilizado na prova de aglutinacao feiatigem comercial (“BD Febrile
Antigens for Febrile Antigen Agglutination Tests’e&@on, Dickinson and Co, Sparks®,
EUA). Foram preparadas placas de aglutinacdo depseios e, seguindo o protocolo do
fabricante, reservaram-se 0s primeiros dois po@na p controlo positivo (soro positivo) e
negativo (soro negativo). De acordo com o protgcfabadicionado 40l de soro canino a
testar com o correspondente antigénio comerciatespondente a diluicdo 1:40, na placa e
procedeu-se a agitacdo suave da mesma durantenuton®s resultados positivos a diluicao
1:40 foram de seguida titulados a 1:80, tendo-seegutido, para tal, a adicdo de jd0dos
soros a testar com o antigénio comercial e submetiglaca a agitagdo durante um minuto,
fazendo a leitura da placa nesse momento.

O padrdo de aglutinacdo foi lido tendo como titlial a maior diluicAo com

aglutinagdo. As amostras negativas nao apresentgualquer tipo de reac¢ao nos pogos da
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placa e as amostras positivas mostraram uma aggétncom as células no fundo dos pocos

da placa. Todos os soros positivos foram posteantensujeitos a prova de PCR.

4. Biologia Molecular
4.1 Extraccao de ADN do sangue

O sangue dos canideos, num volume total de 2 ndpds descongelacdo, foi
submetido ao protocolo de extraccdo de ADN, tenal@a @ efeito sido utilizado o “kit”
FlexiGene DNA®, Qiagen, de acordo com o protocaldabricante (ver Anexo 2). O ADN

resultante foi conservado a 4°C e utilizado pasaies de PCR no dia seguinte.

4.2 PCR

Os canideos que revelaram exame clinico compatorel doenca associada a picada
de ixodideo, serologia positiva ou que tinham igeds a parasita-los, que apresentaram
resultados positivos por PCR, foram ainda sujestasste teste de biologia molecular em
amostras de sangue total. Em relacdo aos ixoditteasy estudados por PCR aqueles cujos
hospedeiros manifestaram sinais de doenca. Comptameente, os ixodideos pertencentes
as espécied. reticulatus foram analisados para borreliose de Lyme e tularém os
exemplares dd. ricinus e |. hexagonusforam estudados para deteccdo dos agentes de
anaplasmose granulocitica canina, febre botoncsagelinse de Lyme e tularémia, dado
serem vectores conhecidos dos agentes em causaa REboracao da “Master mix” foram
utilizados os reagentes fornecidos no “Kitiq PCR Master Mix Kit®, Qiagen, de acordo
com as instru¢cdes do fornecedor. Todos os contqbesgtivos foram gentilmente cedidos

pelo CEVDI.
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Para deteccdo de ADN de phagocytophilunutilizaram-se os “primers” MSP465f:
S-TGATGTTGTTACTGGACAGA-3 e MSP980r: 5CACCTAACCTTCATAAGAA-3’ que
amplificam um fragmento do gemasp?*®. Para a elaboracgdo da “Master mix” utilizou-se
para cada amostra a testaplfe TaqgPCR Master Mix Kit®, Qiagen, 2% de cada primer e
10ul de ADN alvo, acertado a solugdo com agua esigina® para um volume total de
50ul. Para a amostra de controlo positivo adicionowagenas @l de ADN da estirpeA.
phagocytophilum Webstenquanto que o controlo negativo foi constituido ggua estéril,
Sigma®. Os ciclos de desnaturacdo, “annealing” éens@o foram realizados num
termociclador T3 Thermocycler, Biometra® consistindum pré-aquecimento de 94°C
durante 2 minutos, seguido de 2 ciclos de 94°Cntdeir80 segundos, 62°C durante 30
segundos e 72°C durante 30 segundos; 2 ciclo®@: @#ante 30 segundos, 60°C durante 30
segundos e 72°C durante 30 segundos; 2 ciclo®@: @#ante 30 segundos, 58°C durante 30
segundos e 72°C durante 30 segundos; 2 ciclo®@: @#ante 30 segundos, 56°C durante 30
segundos e 72°C durante 30 segundos; 26 ciclo4°@: @urante 30 segundos, 54°C durante
30 segundos e 72°C durante 30 segundos; seguidomdritos a 72°C. Foram analisados 11
ixodideos e oito canideos, num total de 19 reaccbes

Para a deteccédo de ADN Beburgdorferis.l., em PCR “nested”, na primeira reaccéo
foram utilizados os “primers” 23SN1: 5- ACCATAGACITTATTACTTTGAC e 23SC1:
5-TAAGCTGACTAATACTAATTACCC que amplificam um fragento de 380 pares de
bases (bp)’?. Nesta primeira reaccdo adicionou-se, para cadsteana testar, s de agua,
1,25l de cada um dos “primers” acima mencionados eyl 2i& Tag PCR Master Mix®,
Qiagen, num volume final de g0 a que adicionou B do ADN a testar. Para o controlo
positivo adicionou-seB de B. burgdorferis.l. e para o negativaibde agua estéril, Sigma®.

Seguiu-se a colocacdo das amostras no termociclBBlorhermocycler, Biometra®, de
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acordo com o protocolo: 94° durante 1 minuto, skgpiide 26 ciclos a 94° durante 30
segundos, 52° durante 30 segundos, 72° duranteutar@ 4° com pausa. Na segunda reaccao
foram utilizados os “primers” 23SN2: 5-ACCATAGACTTATTACTTTGACCA e o
5SCB: 5’-biotina-GAGAGTAGGTTATTGCCAGGG que ampliim um frgamento de 225
bp’?. Nesta segunda reacgéo para a “Master mix” adiciere 2| de agua estéril, 0,abde
cada um dos “primers” 23SN2 e 5SCB ep2,8e Tag PCR Master Mix®, Qiagen, num
volume total de pl, que foi adicionado ao produto da primeira reacc8eguiu-se a
colocacdo das amostras no termociclador T3 TheragyBiometra®, de acordo com o
protocolo: 94° durante 1 minuto, seguidos de 94arda 30 segundos, 55° durante 30
segundos, 72° durante 1 minuto e 40x a 2 e 4° @usap Foram analisados 13 ixodideos e
seis canideos, num total de 19 reaccdes.

Para a deteccdo de acidos nucleicosEdesanis o protocolo consistiu num PCR
“nested”, utilizando na primeira reaccdo os “prigieECC: 5-AGAACGAACGCTG
GCGGCAAGCC-3e ECB: 5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3',ma segunda reaccgéo
o par HE3: 5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3¥ e HCS: 5-CA
ATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3®%. Estes primers amplificam, respectivamente,
um fragmento de 480bp e 390bp do gene que coddicaub-unidade 16S do RNA
ribossémico (gene do 16S rRNR). Na primeira reaccédo adicionou-se, para cada amast
testar, 1Ql de agua estéril, 206 de cada um dos “primers” acima mencionados ¢ @&Taq
PCR Master Mix®, Qiagen, a que adicionowlldo ADN a testar, num volume final de 80
Para o controlo positivo adicionou-seullfle agua estéril eubde ADN deE. canise para o
controlo negativo apenas [d0de agua estéril. Seguiu-se a colocacdo das aBOSswD
termociclador T3 Thermocycler, Biometra®, de acomwn o protocolo: 94° durante 2

minutos, seguidos de 40 ciclos de: 94° duranteriutmj 45° durante 2 minutos, 72° durante
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30 segundos, ao que se seguiu 72° durante 5 miMNdosegunda reacc¢ao, com os “primers”
HE3 e HCS, para a “Master mix” adicionou-saill8e agua estéril, Sigma®, 2)5de cada
um dos “primers”, 2pl de Taqg PCR Master Mix®, Qiagen euRde ADN alvo resultante da
primeira reac¢cdo, num volume total deub@Para o controlo positivo adicionou-seulsle
agua esteéril, Sigma® aubda primeira reaccdo de PCR e para o controlotivegadicionou-

se 1@l da primeira reaccdo a ll0de agua estéril, Sigma®. Seguiu-se a colocac&o da
amostras no termociclador T3 Thermocycler, Bion®@trde acordo com o protocolo: 94°
durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de: 948rdarl minuto, 55° durante 2 minutos, 72°
durante 15 segundos e 72° durante 5 minutos. Fesamilados 25 ixodideos e 10 canideos,
num total de 35 reaccoes.

Para estudo deF. tularensis utilizaram-se os “primers”. FT393: 5'-
ATGGCGAGTGATACTGCTTG-3' e 0 FT642: 5'-GCATCATCAGAGCACCTAA-3’, que
amplificam um fragmento de 250 bp do gene de urpapibteina membranaria de
17kDAM3). A “Master mix” incluiu, para cada ADN alvo: §lide agua estéril, Sigma®yul2
de tampdao, 142 de cloreto de magnésiopllde cada “primer” (20pmol) e 3¥de TaqgPCR
Master Mix®, Qiagen. O volume total da “Master mietalizou 15l a que se adicionoub
do ADN alvo. Para o controlo positivo adicionousggde F. tularensise para o negativoub
de agua estéril, Sigma®. De seguida, o0 programézaddo no termociclador T3
Thermocycler, Biometra®, foi de 95° durante 5 musiiseguidos de 40 ciclos de: 95° durante
10 segundos, 54° durante 30 segundos, 72° duranteuto, 72° durante 1 minuto e 4° com
pausa. Foram estudados 12 ixodideos e 12 canfdeudptal de 24 reacgoes.

Para o estudo dd&R. conorii foram utilizados os “primers”RpCS.1258n: 5'-
ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA e RpCS.877p:5-GGGGGCCTGCTCACGGCGG que

amplificam um fragmento de 381 bp do gene da oitsattetasé’. Para a “Master mix”
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utilizou-se 2pl de Tag PCR Master Mix Kit®, Qiagen, il do “primer” 1258, Ll do
“primer” 877R e 13l de agua estéril, perfazendo um volume total d¢ d@ue se adicionou
10ul do ADN alvo. Para o controlo positivo adicioncel-3i1 de R. conoriie 7uL de agua
estéril e para o negativo dl0de agua estéril, Sigma®. De seguida o prograntizado no
termociclador T3 Thermocycler, Biometra®, foi de® @urante 2 minutos, seguidos de 35
ciclos de: 94° durante 30 segundos, 58° duranse@indos, 72° durante 1 minuto e meio, 72°
durante 7 minutos e 4° em pausa. Foram estudado®di@eos e 26 canideos, num total de

74 reaccoes.

Em todos os casos, apés a reaccédo de PCR, efesgtuou gel de 1,5% de agarose a
base de tampé&o TBE (tris-Borato 0,045 M, EDTA 0,M)ITBE Running Buffer 5x, Novex,
Invitrogen®, diluido a 1% em 200 ml de agua bidadd, Sigma®, com 3g de agarose
Seakem® LE Agarose, Cambrex BioSicence Rockland,, IRUA. Apdés a completa
dissolucéo da agarose (em micro-ondas) e o sefe@mento a cerca de 37°C, adicionou-se
2ul de brometo de etideo a 30 ml da agarose e colee@umistura na tina de electroforese
(Horizon 58, Life Technologies®) com pentes de Btgs. Apos a solificacdo do gel,
procedeu-se a imersdo do mesmo com TBE a 1%, acade& pl das amostras a testar com
2ul de azul de bromofenol e a respectiva coloca¢c&goegos do gel. Reservou-se 0 primeiro
poco para @l do marcador de pares de bases “Tratkit00bp DNA Ladder”, Invitrogen®,
(com graduacao de 100bp) e os dois ultimos paspeotivamente, B do controlo negativo e
5ul do controlo positivo. A tina foi entdo fechadéigou-se o aparelho para as condi¢des de
electroforese de 30 minutos a 100 Volts e 400 nof) ama fonte de alimentacédo EPS 600

(“Electroforesis Power Supply”, Pharmacia®). Demwreste tempo, o gel foi colocado num
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aparelho transiluminador (Electrophoresis Docuntanmtaand Analysis System, Kodak®) e

na presenca de luz ultravioleta foram verificadést@grafadas as bandas de ADN.

4.3 Purificacdo e sequenciacao dos produtos de PCR

ApoOs as reaccdes de PCR, procedeu-se a purificbggiprodutos positivos ao PCR
seguida de sequenciacdo dos mesmos.

Os produtos de PCR, mantidos a 4°C, foram subnsetidoprotocolo de purificacdo
do “kit” JETquick Spin Column Tecnique®, Genomed dcordo com o protocolo do
fabricante (ver Anexo 3). Consoante os agentes sod@ o volume de produto de PCR
variou entre os 48 paraR. conoriie E. canis 25ul paraB. burgdorferis.l. e 1l paraF.
tularensis O ADN purificado resultante foi conservado a €0Foram purificados 16
produtos de PCR dR. conorij 9 deF. tularensis,7 deE. canise 4 deB. burgdorferi.s.I.,
usando o “kit” de sequenciacdo “Big-Dye Terminafdycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystem&l) e as amostras foram colocadas no termocicladdrhEBmocycler, Biometra®
com o programa: 25 ciclos de 30 segundos a 96°6edindos a 96°C, 1 segundo a 50°C e 4
minutos a 60°C.

Cada reaccao de amplificacdo do ADN purificadoapgaosterior sequenciacédo para
pesquisa d&®. conoriiincluiu: 2ul de “Big Dye”, 0,5 do primerRpCS.877p, 6,bl de agua
estéril e 21 de ADN alvo, num volume final de iDpor reaccéo.

Para sequenciacao &e canisfoi utilizado um volume total de 0 por reaccao, do
qual fizeram parte 2 de “Big Dye”, lul de “primer” EC3, hl de agua estéril eu2do ADN

purificado.
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Para sequenciacdo d@e burgdorferis.l., utilizou-se um volume final de @) que
consistiu em gl de “Big Dye”, 1ul de “primer” 23SN2, @l de agua estéril eyb do ADN
purificado.

Para sequenciacao Betularensis utilizou-se um volume final de ) que consistiu
em 2u de “Big Dye”, lul de “primer” FT642, Al de agua estéril elbdo ADN purificado.

Os produtos finais foram analisados no sequencia@b 377 ADNLC, na Unidade
Laboratorial de Utilizagdo Comum do Instituto Na@bde Saude Ricardo Jorge, tendo sido

feita a procura da homologia das sequéncias atdavésalise BLASTN do GenBank.

5. Métodos estatisticos

Para além do método estatistico para determinarimenddo da amostra, ja
anteriormente descrito, houve necessidade de ezcarputros métodos para determinacao
das prevaléncias e tratamento estatistico dos daftisios aquando dos inquéritos
epidemioldgicos individuais realizados aos canideos

A determinagédo das prevaléncias foi calculada case ma relagcdo dos resultados
seropositivos em funcdo da totalidade da amostreastudo, para um intervalo de confianca
de 99941,

Pretendeu-se também determinar possiveis facteresab para o desenvolvimento
das doencas em estudo, de acordo com os resuttadaseroprevaléncias. Para tal, os dados
epidemiolégicos foram armazenados em base de dadivatados estatisticamente pelo
Programa SPSS 15 (SPSS Inc.). Assim, foi invessigadassociacdo estatistica entre as
prevaléncias determinadas de cada doenca e asverari@oncelho, raca, sexo, idade,
pelagem, aptiddo, residéncia, acesso ao extemmtacto com lagomorfos, contacto com

javalis, contacto com cervideos, contacto com &eaatorias, contacto com raposas, acesso a
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Espanha, presenca de ixodideos, profilaxia pa@paesitas e presenca de sinais clinicos;
através do teste estatistico do qui-quadrado.zOtitse o valor de p<0,05 como valor
significativo. Sempre que houve violacdo do fundatmedo qui-quadrado, foi utilizado o

teste Fisher ou a sua generalizacao para tabelaside dimenséo.
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IV. Resultados
1. Ixodideos

1.1 Espécies e sexo

Durante o trabalho de campo foram intervencionadit® canideos, dos quais 71
(15%) apresentavam-se parasitados com ixodideestesd30 (6,3%) apresentavam mais do
gue um exemplar, o que permitiu uma recolha tad3b ixodideos.

Foram identificadas 6 espécies de ixodideos a iparas canideoskR. sanguineus
com 86,7% das colheitas (117/13b)hexagonus D. reticulatusambos com 3,7% (5/135),
D. marginatuscom 2,9% (4/135) &. pusilluse . ricinus ambos com 1,5% (2/135) (ver Fig.
7 a 19). Nos concelhos de Vimioso e Miranda do Daagistaram-se colheitas exclusivas da
espécieR. sanguineygendo as restantes espécies sido colhidas n@nestentes concelhos.
A espécieD. reticulatusfoi colhida no concelho de Vinhais, enquanto ggeigsR. pusillus

e l. hexagonugoram capturadas no concelho de Braganca (verldabe

Tabela 2- Os ixodideos capturados em canideos por concedpécies, sexo e estadio evolutivo

Concelho

Miranda Carrazeda de

Vinhais Braganca Vimioso do Douro Ansiaes Total
(n=11) (n=8) (n=10) (n=7) (n=35) (n=71)
D. marginatus 1M; 2F 1F 0 0 0 4
D. reticulatus  4M; 1F 0 0 0 0 5
I. hexagonus 0 5F 0 0 0 5
. ricinus 0 1F 0 0 1F 2
R. sanguineus 9M; 5F 6M; 5F 10M; 8F 6M; 6F  42M; 18F; 2N 117
R. pusillus 0 IM: 1F 0 0 0 2
Total 22 20 18 12 63 135

Legenda: n: nUmero de caes parasitados, F: fémeia add: macho adulto, N: ninfa.
Foram identificados o sexo e o estadio de deseimehto de cada ixodideo, havendo

nas espécies dRe. sanguineysD. marginatus|. hexagonus I. ricinus um predominio de
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fémeas. Pelo contrario, a espébereticulatusapresentou um maior nimero de machos,
enquanto que na espége pusilluso nimero de fémeas igualou o nimero de machos. Com
excepcao de duas formas imaturas (ninfas) encastrpegrtencentes a espériesanguineys
todos os restantes exemplares eram adultos (verl&ig 17). Ndo foram colhidas formas

larvares de qualquer espécie (ver Tabela 2).

O Rhipicephalus sanguineus
m Dermacentor marginatus

0O Dermacentor reticulatus
O Ixodes hexagonus
W Ixodes ricinus

@ Rhipicephalus pusillus

m 117

Fig. 7- Distribuigdo das espécies de ixodideos colhidos

A @B

Fig. 8 -D. marginatusfémea Fig. 9 B. marginatusmacho

o

Fig. 10 -D. reticulatus fémea - rostro Fig. 11 -D. reticulatus macho

R

Fig. 12-1. hexagonusfémea Fig. 13 -ricinus: fmea engorgitada
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Fig. 14 -R. pusillusfémea engorgitada Fig. 15 -R. pusillus macho

Fig. 16- R. sanguineusiinfa Fig. 17- R. sanguineushinfavsmacho

Fig. 18 —R. sanguineufémea Fig. 19 R. sanguineusnacho

1.2. Biologia Molecular

1.2.1. PCR

De acordo com os critérios descritos no capitulatéviais e metodos”, seleccionou-
se para analise de PCR um total de 48 ixodideqse @orresponderam 109 reaccdes de PCR.
Dos resultados obtidos, destaca-se um total deedBc¢cdes positivas, que traduz uma
prevaléncia de infeccéo de 39,6% nos ixodideossaials e de 14,1% no total de ixodideos
recolhidos.

Para deteccdo de ADN de phagocytophilumforam analisados 11 ixodideos mas
ndo houve amplificacdo do segmento genético espepidra a bactéria em causa.

Em relacdo ao agente da borreliose de Lyme, fdisait®® o ADN de 13 ixodideos,

tendo em trés artropodeP.(reticulatus |. hexagonuse R. sanguineys surgido bandas
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atipicas, na regido pertencentB.aurgdorferis.l., pelo que se consideraram como resultados
negativos.

Para deteccdo de material genéticdedeanis foi analisado ADN de 25 ixodideos,
tendo-se encontrado em trés ixodidBosanguineysdois machos e uma fémea, resultados
compativeis com a amplificacdo de ADN &e canis numa prevaléncia de 6,2% dos
ixodideos analisados por PCR e 2,2% no total déidlems colhidos. Estes artropodes foram
colhidos no concelho de Carrazeda de Ansiaes, tefi@mea e um dos machos sido colhidos
no mesmo canideo.

Em relacdo ao agente da tularémia, foi analisach@at@rial genético de 12 ixodideos,
tendo sido detectadas bandas coincidentes comgcagamplificada d&. tularensisem trés
ixodideos machoB. reticulatus quatro fémeas hexagonuse uma fémed ricinus. Estes
oito ixodideos positivos, que traduzem uma previéde infeccdo de 16,6% nos ixodideos
estudados por PCR e de 5,9% no total das captimasn recolhidos nos concelhos de

Vinhais e Braganca (ver Fig. 20).

Fig. 20- Gel de agarose com amplicons de ADNRdeularensisamplificados por
PCR (poco 1: marcador de bp; poco 3: fémeginus com resultado positivo e pogo
5: controlo positivo).

Para deteccdo do ADN dR. conorii foram analisados 48 ixodideos, tendo surgido
bandas tipicas do amplicon da bactéria num totabitie ixodideos,R. sanguineus D.
marginatus colhidos nos concelhos de Vinhais, Braganca eaZeda de Ansides. Estes
resultados positivos traduzem uma prevaléncia lzlaude 16,6% nos ixodideos analisados

por PCR e 5,9% no total dos artrépodes colhidos.
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1.2.2. Purificacédo e sequenciacao dos produtos dER

Todos os resultados positivos, acima mencionadwan posteriormente sujeitos a
sequenciacdo do ADN, para confirmacao da presesg;agentes em estudo (ver Tabela 3).

A sequenciacao das trés amostras positivas por p&R,segmentos de ADN &e
canis permitiu a confirmacdo da presenca de ADN nas ikédideos colhidos no concelho
de Carrazeda de Ansiées.

Apos a sequenciacdo das oito amostras que tinheetade bandas de amplicons
compativeis confr. tularensis apenas num ixodiddo. reticulatus colhido no concelho de
Vinhais, se identificou Francisella endosymbiont deD. variabilis, ndo tendo sido
confirmados os restantes resultados positivos &. PC

Para R. conorii, dos oito ixodideos analisados, a sequenciacdo ifperobter a
confirmacado da bactéria em 1 ixodideo maRhsanguineysolhido no concelho de Vinhais.
Ainda neste concelho, foram identificadas a espRcigovacae a estirpdR. bar29 em um e
dois ixodideos, respectivamente, e apenas o géRmikettsiasp. noutro artrépode. No

concelho de Braganca foi também identific&ibar29 num ixodideo.
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Tabela 3- Resultados diferenciados da sequenciésixodideos

Localidade Ixodideo Sexo Resultado da

(Concelho) sequenciacao

Agrochao R. sanguineus Macho R.bar29

(Vinhais)

Agrochéo R. sanguineus Fémea R. conorii

(Vinhais)

Alvaredos R. sanguineus Fémea R.bar29

(Vinhais)

Travanca D. marginatus Fémea R. slovaca

(Vinhais)

Travanca D. marginatus Fémea Rickettsiasp.

(Vinhais)

Travanca D. reticulatus Macho Francisella

(Vinhais) endosymbionte de
D. variabilis

Freixedelo R. sanguineus Fémea R.bar29

(Braganca)

Amedo R. sanguineus Macho E. canis

(Ca)

Amedo R. sanguineus Macho E. canis

(Ca)

Amedo R. sanguineus Fémea E. canis

(Ca)

Legenda: Ca: Carrazeda de Ansiées.

2. Canideos

2.1 Inquéritos epidemioldgicos

Foram intervencionados, de forma aleatdria, 473dems, de forma aleatdria, nos
concelhos de Vinhais, Braganga, Vimioso, MirandaDaairo e Carrazeda de Ansides. Dos
inquéritos epidemioldgicos realizados, individuaites foi possivel inferir das caracteristicas
e habitos dos canideos como a idade, sexo, aptidéiioo de area de residéncia, o contacto
com o exterior e com outros animais, 0 acesso asp caca, 0 acesso a Espanha, a presenca
de ixodideos, a presenca de sinais clinicos efdaia utilizada contra os ectoparasitas (ver

Anexo 1).
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Foram rastreados canideos pertencentes a 21 tegds, sido a mais representada a
raca indeterminada com 42,5% (201/473) dos canjdegsindo-se a raca Podenga Nacional
com 31,5% (149/473) do total, restando 123 canigesencentes a outras racas (Griffon,
Perdigueiro, Beagle, Pointer, Epanheul Breton, Beafjleméao, Cao de Gado Transmontano,
Podengo Ibérico, Teckel, Cdo da Serra da Estrela, d&@ S. Miguel, Pastor Aleméao,
Rottweiler, Setter Irlandés, Setter Inglés, Cani@etriever do Labrador, Deutsch Drahthaar,
Cao de virar e Basset Hound). A maioria dos casidetervencionados tinha mais de 18
meses, ou seja, pertencia a idade adulta (84,4%0)lcesexo masculino (55,6%) e residia em
area rural (97,9%) (ver Tabela 4 e 5). Como exaeggi&ontrou-se o concelho de Braganca
com um predominio de fémeas (54,7%) e a igual peagem de sexos no concelho de

Carrazeda de Ansides (50%).

Tabela 4 — Sexo e idade dos canideos intervenasnad

Concelho Machos Fémeas Adultos Jovens
n(%) n(%) n(%) n(%)
44/78 34/78 71/78 7178
Vinhais (56,4%) (43,6%) (91%) (8,9%)
43/95 52/95 68/95 27/95
Braganca (45,3%) (54,7%) (71,6%) (28,4%)
56/100 44/100 88/100 12/100
Vimioso (56%) (44%) (88%) (12%)
Miranda 70/100 30/100 92/100 8/100
do Douro (70%) (30%) (92%) (8%)
Carrazeda de 50/100 50/100 80/100 20/100
Ansides (50%) (50%) (80%) (20%)
263/473 210/473 399/473 74/473
Total (55,6%) (44,4%) (84,4%) (15,6%)
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Tabela 5 — Area de residéncia dos canideos

Concelho Rural Sub-urbana rbana
n(%) n(%) n(%)
7778 0/78 1/78
Vinhais (98,7%) (0%) (1,3%)
92/95 2/95 1/95
Braganca (96,8%) (2,1%) (1,1%)
100/100 0/100 0/100
Vimioso (100%) (0%) (0%)
Miranda 100/100 0/100 0/100
do Douro (100%) (0%) (0%)
Carrazeda de 94/100 0/100 6/100
Ansiaes (94%) (0%) (6%)
463/473 2/473 8/473
Total (97,9%) (0,4%) (1,7%)

As aptiddes dos canideos variaram entre a cacastorpio, a guarda e companhia
(ver Tabela 6). Nos concelhos estudados, com e#oepe Braganca em que 74,7% dos céaes
apresentaram como aptidao o pastoreio, a maiosa@es (75,5%) apresentou como aptidao
a caca. Variados foram também os resultados retatio acesso dos cées ao exterior e ao seu
contacto com outros animais como bovinos, suina®sge pecas de caca (ver Tabela 7 a 8),
tendo-se concluido que os cdes pastores contaciamoatras espécies e tém um acesso
diario ao exterior, enquanto que os caes de cagtactam principalmente com outros
canideos e 0 acesso ao exterior faz-se de fornmmaageralmente em época venatoria (ver
Tabela 8). De salientar que varios canideos cartaem simultdneo com diferentes espécies
animais coabitantes (por exemplo cées, gatos, asgeltbovinos), sendo por isso

contabilizados em mais do que uma categoria nald @be
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Tabela 6 — Aptiddes dos animais intervencionados

Concelho Caca Pastoreio Guarda Companhia
n(%) n(%) n(%) n(%)
60/78 15/78 3/78 0/78
Vinhais (76,9%) (19,3%) (3,8%) (0%)
6/95 71/95 6/95 12/95
Braganca (6,3%) (74,7%) (6,3%) (12,6%)
98/100 2/100 0/100 0/100
Vimioso (98%) (2%) (0%) (0%)
Miranda 95/100 5/100 0/100 0/100
Do Douro (95%) (5%) (0%) (0%)
Carrazeda de 98/100 0/100 2/100 0/100
Ansides (98%) (0%) (2%) (0%)
357/473 93/473 11/473 12/473
Total (75,5%) (19,5%) (2,3%) (2,5%)
Tabela 7 — Contactos dos canideos com outros animai
Concelho Caes Gatos Bovinos Ovinos Caprinos Suinos Ratos
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
78/78 35/78 31/78 12/78 12/78 6/78 13/78
Vinhais (100%) (44,9%) (39,8%) (15,4%) (15,4%) (7,7%) (16,6%)
94/95 6/95 27/95 74/95 29/95 4/95 5/95
Braganca (98,9%) (6,3%) (28,4%) (77,9%) (30,5%) (4,2%) (5,3%)
100/100 0/100 18/100 57/100 0/100 0/100  0/100
Vimioso (100%) (0%) (18%) (57%) (0%) (0%) (0%)
Miranda 100/100 0/100 5/100 5/100 0/100 0/100  0/100
do Douro  (100%) (0%) (5%) (5%) (0%) (0%) (0%)
Carrazeda 100100 14/100  14/100 0/100 0/100 0/100 0/100
de Ansides (100%) (14%) (14%) (0%) (0%) (0%) (0%)
472/473 55/473  95/473 148/473 41/473 10/473 18/473
Total (99,8%) (11,6%) (20,1%) (31,3%) (8,6%) (2,1%) (3,8%)
Tabela 8 — Acesso dos canideos ao exterior
Concelho Nunca Diario Ocasional Zanal (caca)
n(%) n(%) n(%) n(%)
0/78 24/78 1/78 53/78
Vinhais (0%) (30,7%) (1,3%) (68%)
0/95 92/95 1/95 2/95
Braganca (0%) (96,8%) (1,1%) (2,1%)
0/100 48/100 0/100 52/100
Vimioso (0%) (48%) (0%) (52%)
Miranda 0/100 11/100 0/100 89/100
do Douro (0%) (11%) (0%) (89%)
Carrazeda de 1/100 17/100 15/100 67/100
Ansiaes (1%) (17%) (15%) (67%)
1/473 192/473 17/473 263/473
Total (0,2%) (40,6%) (3,6%) (55,6%)
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Em relacdo aos canideos de aptiddo caca, as pegss @G mesmos tiveram acesso
variaram entre a cagca maior ou grossa (javali eidens) e a caca menor (raposas,
lagomorfos e aves) (ver Tabela 9). Houve um maionero de canideos em contacto com
javalis (61,7%), seguido dos lagomorfos silvesi{®s,4%). Verificou-se uma maioria de
acesso a caca menor em Vinhais, Braganca, Carraleedensides e de caca grossa nos
restantes concelhos. De salientar que varios casideedem simultaneamente a diferentes
pecas de caca (por exemplo, coelhos, lebres, javales), sendo por isso contabilizados em
mais do que uma categoria na Tabela 9. Este cordédetrenciado dos canideos € importante
uma vez que diferentes espécies funcionam comaveddeos silvestres de diferentes

doencas.

Tabela 9 — Contactos dos canideos com pegas de caga

Concelho Lagomorfos Javali Cervideos Aves Raposa
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
64/78 34/78 0/78 5/78  18/78
Vinhais (82%) (43,6%) (0%) (6,4%) (23,1%)
40/95 1/95 3/95 2/95  40/95
Braganca (42,1%) (1,1%) (3,2%) (2,1%) (42,1%)
52/100 89/100 0/100 18/100 9/100
Vimioso (52%) (89%) (0%) (18%)  (9%)
Miranda 23/100 100/100 47/100 0/100 0/100
do Douro (23%) (100%) (47%) (0%)  (0%)
Carrazeda de 88/100 68/100 0/100 14/100 0/100
Ansides (88%) (68%) (0%) (14%) (0%)
267/473 292/473 50/473 39/473 71/473
Total (55,4%) (61,7%) (10,6%) (8,2%) (15%)

O acesso dos canideos a Espanha sera relevante icorgcerne ao risco acrescido de
transmissdo de doencas identificadas em terrigspmnhol, como é o caso da tularéiiia
Nos canideos em estudo, verificou-se uma variagfie runca terem tido acesso a fronteira e

0S acessos ocasional e sazonal (na época venatdriagma (ver Tabela 10). Este contacto
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foi influenciado pela localizacdo geografica dosiaahos em causa e pelas aptiddes dos
animais. No distrito de Braganca, dada a importadaicaca enquanto actividade econdmica,
é frequente a deslocacao de cdes de caca até Bspaye ndo acontece com os canideos de
pastoreio, de guarda e de companhia. Assim, a imalos animais apresentou um contacto
fronteirico sazonal (42,7%), sendo esse acesso sigificativo nos concelhos de Vinhais,
Vimioso e Miranda do Douro. Em oposicao, 40,6% dasideos estudados nunca tiveram
acesso ao pais vizinho, tendo-se verificado, tamiggmnenhum dos canideos estudados teve

um acesso diario ao pais vizinho.

Tabela 10 — Acesso dos canideos a Espanha

Concelho Nunca Diario Ocasional Sazonal (caca)
n(%) n(%) n(%) n(%)
21/78 0/78 17/78 40/78
Vinhais (26%) (0%) (21,8%) (51,3%)
74/95 0/95 16/95 5/95
Braganca (77,9%) (0%) (16,8%) (5,3%)
13/100 0/100 22/100 65/100
Vimioso (13%) (0%) (22%) (65%)
Miranda 0/100 0/100 8/100 92/100
do Douro (0%) (0%) (8%) (92%)
Carrazeda de 84/100 0/100 16/100 0/100
Ansiaes (84%) (0%) (16%) (0%)
192/473 0/473 79/473 202/473
Total (40,6%) (0%) (16,7%) (42,7%)

Em relacdo aos ectoparasitas, verificou-se queiariaaos canideos ja fora sujeita a

algum tipo de accdo profilactica, embora o numeeo athimais sem qualquer tipo de

prevencdo fosse elevado (28,1%) (ver Tabela 11).s@lentar que varios proprietarios

utilizaram nos seus canideos, simultaneamentersdisdormas profilacticas para ixodideos

(por exemplo pipetas, sprays e banhos), pelo qgesesmnideos se encontram contabilizados

em mais do que uma categoria na Tabela 11.
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Tabela 11- Profilaxia para ixodideos

Concelho Inexistente Pipetas Spray Injectavel Coleiras Banhos P
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
3/78 7/78  18/78 0/78 0/78 43/78 7178

Vinhais (3,8%) (9%) (23,1%) (0%) (0%) (55,1%) (9%)

32/95 38/95 18/95 21/95 1/95 1/95 2/95
Braganca (33,7%) (40%) (18,9%) (22,1%) (1,1%) (1,1%) (2,1%)

13/100 0/100 6/100 0/100  11/100 30/100 40/100
Vimioso (13%) (0%) (6%) (0%) (11%) (30%) (40%)
Miranda 0/100 0/100 22/100 55/100 0/100 48/100 23/100
do Douro (0%) (0%) (22%) (55%) (0%) (48%) (23%)
Carrazeda de 85/100  0/100 0/100 0/100 0/100 15/100 9/100
Ansides (85%) (0%) (0%) (0%) (0%) (15%) (9%)

133/473 A45/473 64/473 76/473 12/473 122/473 72/473
Total (28,1%) (9,5%) (13,5%) (16,1%) (2,5%) (25,8%) (15,2%)

2.2. Exame clinico

Do exame clinico efectuado a cada canideo, a mamos animais mostrou-se
assintomatica (ver Tabela 12). Apenas 47 dos casidstudados (9,9%) apresentaram sinais
clinicos, de acordo com os parametros atras indsgzadendo o0s sinais clinicos mais
frequentes a linfoadenomegalia dos linfonodos digjes (7,4%) e a presenca de mucosas
palidas (3,4%). De salientar que varios animaigsgrtavam mais do que um sintoma (por
exemplo caguexia e palidez das mucosas), sendsgmocontabilizados em mais do que uma
categoria na Tabela 12. Como “Outros” sinais dtimiforam englobados quadros clinicos
variados como desidratacdo, sarna, hiperplasianakhgiermatite alérgica a picada da pulga,
tumores mamarios, solugcbes de continuidade cutadhgaestricose e alopécia. O concelho
que apresentou maior niumero de cées sintomaticosd®e Carrazeda de Ansides (15/47) e o
com menor numero de casos foi o0 de Miranda do DBIAY).

Dos 47 animais sintomaticos ao exame clinico, 12,5(8) apresentavam-se

parasitados por ixodideos.
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Tabela 12 — Alteragdes ao exame clinico

Mucosas

Concelho Linfoadenomegdliapalidas Caquexia Petéquias Hemoptise Epistaxis Outros
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

6/78 7/78 3/78 2178 0/78 0/78 0/78

Vinhais (7,7%) (9%) (3,8%) (2,6%) (0%) (0%) (0%)
4/95 2/95 0/95 0/95 0/95 0/95 0/95

Braganca (4,2%) (2,1%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%)
11/100 2/100 6/100 0/100 1/100 0/100 5/100

Vimioso (11%) (2%) (6%) (0%) (1%) (0%) (5%)
Miranda 2/100 0/100 2/100 0/100 0/100 1/100 0/100
do Douro (2%) (0%) (2%) (0%) (0%) (1%) (0%)
Carrazeda de 12/100 5/100 1/100 1/100 0/100 0/100 4/100
Ansiaes (12%) (5%) (1%) (1%) (0%) (0%) (4%)
35/473 16/473 12/473  3/473 1/473 1/473 9/473
Total (7,4%) (3,4%) (2,5%) (0,6%) (0,2%) (0,2%) (1,9%)

2.3 Esfregacos de sangue periférico

Nos 473 esfregacos sanguineos realizados, foraettddos gamontes dé¢. canis
(ver Fig. 21) em 10 animais (2,1%) e ndo foramtifieadas quaisquer formas @&e canis O
grau geral de parasitémia foi baixo, tendo-se enada 7 canideos com apenas 1 parasita por
lamina e um canideo com 3 formas parasitarias remoesfregaco. Dois cdes apresentaram
parasitémias moderadas a elevadas, um com 17 fqramasitarias e outro com 24 formas
parasitarias por lamina. Os animais parasitadoseq@am ao concelho de Vimioso e
Carrazeda de Ansides, verificando-se coabitacad elms casos e todos eles apresentaram
como aptidao a caca. Apenas um canideo, pertenaerdencelho de Carrazeda de Ansiaes,
apresentou sintomatologia compativel com doengagadamente linfoadenomegalia, mas o
seu esfregaco apresentou apenas uma forma pasasitados os canideos com formas
parasitarias dél. canisapresentaram serologia positiva a outros agentesséudo, embora

em nenhum deles tenham sido identificados os ngarasmos por PCR (ver Tabela 13).
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Tabela 13 — Resultados diferenciados dos esfregiceangue periférico

Fig. 21 — Gamonte dd. canis(Giemsa, 1000x)

Canideo
Localidade Sexo Raca Aptidao Resultado Esfrega-
(Concelho) Idade IFI co
Vimioso Fémea Indeterminada Caca R. conorii H. canis
5 anos
Vimioso*! Fémea Podengo Caca R. conorii H. canis
14 anos
Vimioso*! Fémea Podengo Caca R. conorii H. canis
2 anos
Uva*? (Vm) Fémea Podengo Caca A. phagocytophilum H. canis
11 anos E. canis
Uva*? (Vm)  Macho Indeterminada Caca R. conorii H. canis
3 anos E. canis
Amedo* Macho Podengo Caca R. conorii H. canis
(Ca) 12 meses A. phagocytophilum
E. canis
Amedo* Macho Perdigueiro Caca A. phagocytophilum H. canis
(Ca) 3 anos E. canis
Amedo* Macho#  Indeterminada Caca A. phagocytophilum H. canis
(Ca) 3 anos E. canis
Vila Flor Macho Podengo Caca R. conorii H. canis
2 anos A. phagocytophilum
E. canis
B. burgdorferis.l.
Carrazeda  Macho Indeterminada Caca R. conorii H. canis
de Ansides 2 anos A. phagocytophilum

Legenda:*": animais coabitantes entre &f: animais coabitantes entre $i: animais
coabitantes entre s#: animal com linfoadenomegalia; Vm: Vimioso; Ca:r@aeda de

Ansiaes.
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2.4 Serologia

2.4.1. Imunofluorescéncia indirecta

Os resultados seroldgicos dos agentes pesquisadasmpnofluorescéncia indirecta
(A. phagocytophilum, B. burgdorfes.l, E. canis e R. conoriiyariaram consoante 0s
concelhos em estudo (ver Tabela 14). Assim, panghagocytophilunfver Fig. 22) o valor
mais elevado de prevaléncia foi atingido no corceld Carrazeda de Ansides com 32% e o
mais baixo em Braganca com 2,1%, com uma prevalégiobal de 17,6%+0,045. Para o
agente da borreliose de Lyme (ver Fig. 23), foramgalos valores que oscilaram entre o
maximo de 25,3% no concelho de Braganca e o minien,2% no concelho de Vinhais,
num total de 12,7%+0,039. PaEa canis(ver Fig. 24), os valores das seroprevaléncias
variaram entre 0 maximo de 33% no concelho de \dmi® o0 minimo de 1,3% no concelho
de Vinhais, num total de 14,8%+0,034. Em relacdagente da febre botonosa (ver Fig. 25)
o valor maximo alcancado foi de 69,5% no conceladBdaganca e o minimo de 35% no
concelho de Miranda do Douro, perfazendo um togab8,3%+0,059, na globalidade dos
concelhos visados.

Na maioria dos casos, o0s resultados foram misttis £ 0 mesmo canideo apresentou
anticorpos para mais que um agente em estudo. EmasplO canideos obteve-se um
resultado seroldgico Unico pafa phagocytophilumem 14 casos obteve-se um resultado
exclusivo paraB. burgdorferis.l.,, em nove cdes obteve-se unicamente o resyttasiavo
paraE. canise 124 caes surgiram exclusivamente como seropmsith R conorii Um
canideo, morador no concelho de Carrazeda de Ansifeesentou seropositividade a todos
0s agentes em estudo. No estudo serolégico dagakeanhecidas por partilharem o mesmo

vector, houve apenas um c&o que apresentou serolpgsitiva conjunta para.
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phagocytophilumB. burgdorferis.l. eF. tularensisenquanto 50 animais apresentaram um

resultado positivo conjunto palRa conoriie E. canis

Fig. 22 — IFI positiva &. phagocytophilur(d00x) Fig. 23 — IFI positivaB. burgdorferis.l. (400x)

Tabela 14 - Valores das prevaléncias serologicasgentes em estudo

Miranda
Vinhais Braganca Vimioso do Douro Carrazeda de Total
Agente em estudo n(%) n(%) n(%) n(%) Ansiaes n(%) n(%)
A. 13/78 2/95 27/100 9/100 32/100 83/473
phagocytophylum (16,6%) (2,10%) (27%) (9%) (32%) (17,6%=0,045)
4/78 24/95 9/100 6/100 17/100 60/473
B. burgorferis.|. (5,1%) (25,30%) (9%) (6%) (17%) (12,7%=0,039)
1/78 2/95 33/100 6/100 28/100 70/473
E. canis (1,3%) (2,10%) (33%) (6%) (28%) (14,8%=0,042)
0/78 0/95 3/100 6/100 3/100 12/473
F. tularensis (0%) (0%) (3%) (6%) (3%) (2,5%+0,019)
53/78 66/95 64/100  35/100 43/100 261/473
R. conorii (67,9%) (69,5%) (64%) (35%) (43%) (55,3%=0,059)

Fig. 24— IFI positiva &. canis(400x) Fig. 25— IFI positivaR. conorii(400x)
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2.4.2 Aglutinacédo em placa

Dos 473 soros analisados pela técnica de aglutinagé placa para a pesquisa de
anticorpos antk. tularensis foram detectados pela primeira vez em Portugdic@pos na
titulacdo de 1:40, nos canideos dos concelhos aeo¥0, Miranda do Douro e Carrazeda de
Ansides num total de 12 animais (2,5%=0,019), tesido o concelho de Miranda do Douro
aguele que apresentou maior nimero de animaisastiops (seis) (ver Fig. 26 e Tabela 14).
Dos 12 canideos reactivos, sete apresentaram aesutiado Unico a reactividade perante o
antigénio deF. tularensis, enquanto o0s restantes cinco animais também apaesent
resultados positivos para outros agentes em estwdoeadamente paB. burgdorferis.|
(2/12),R. conorii(4/12) eE. canis(2/12). Um canideo, morador no concelho de Caimde
Ansides, apresentou uma resposta serologica oaitivdos 0os agentes em estudo.

N&o foram detectados quaisquer reaccdes de aglatime diluicdo de 1:80.

Fig. 26— Reaccdo positiva de aglutinacdo pBra
tularensis(canto superior esquerdo).

2.5 Biologia molecular

25.1PCR

De acordo com os critérios atras definidos, foraleceionados para analise de PCR,
um total de 44 canideos, a que correspondeu uindeth71 reac¢bes de PCR, uma vez que

alguns canideos foram testados para mais do quegante, de acordo com o0s critérios atras
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definidos. Obteve-se um total de 13 reaccdes pasitinuma prevaléncia de infeccdo de
29,5% nos canideos analisados e de 2,7% no totéledeestudados.

Para deteccdo do ADN de phagocytophilunforam analisados oito canideos, mas
nao surgiram resultados positivos ao agente end@stu

Em relacdo ao estudo do agente de borreliose deelyaram analisados seis
canideos, tendo um deles apresentado uma bandmifa indicada como pertencent®.a
burgdorferis.l. mas ndo de forma tipica, pelo que se considenmo cesultado negativo.

Para deteccdo de material genéticdedeanisfoi analisado o material genético de 10
canideos, tendo quatro canideos tido resultadopativeis com a amplificacdo do ADN de
E. canis correspondente a 9,09% nos canideos amostra@88% no total dos canideos em
estudo. Os cées residiam no concelho de Vimiosoc@anideo) e Carrazeda de Ansides (trés).

Apos analise pelo método de PCR convencional, geeteccao d€. tularensisem 12
sangues de canideos detectaram-se bandas coiesidarhF. tularensisem um canideo
residente no concelho de Miranda do Douro, cormdgate a 2,3% nos canideos amostrados
e 0,2% no total dos canideos em estudo.

Para deteccdo do ADN de. conorii foram analisados 26 amostras de sangue de
canideos, tendo surgido bandas tipicas da baetdriaito canideos, correspondente a 18,2%
nos canideos amostrados e 1,7% no total dos canilmoestudo. Os canideos positivos
pertenciam ao concelho de Vinhais, com quatro &Eestivos em que trés deles eram
coabitantes, ao concelho de Braganca (um cé&o)pacelho de Vimioso (dois caes) e ao

concelho de Miranda do Douro (um céo).
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2 3 ASor

| v

Fig. 27 - Gel de agarose com amplicons de ADNEdeanis, R.
conorii e A. phagocytophllummpl|f|cados por PCR (poco 1 e 8: marcador de bppf2 controlo positivo para
E. canis poco 3: amostra positiva paEa canis poco 4: controlo positivo pafd. conorij poco 5: amostra
positiva paraR. conorij po¢o 6: controlo positivo para phagocytophilune pogco 7: amostra negativa péra
phagocytophilum

2.5.2 Purificacao e sequenciagéo dos produtos deRC

Todos os resultados positivos acima mencionadaamfgoosteriormente sujeitos a
sequenciacdo do ADN, para confirmacdo da presengaadgentes em estudo. Todos os
canideos que revelaram a presenca dos agentestan apresentavam sinais clinicos (ver
Tabela 15).

A sequenciagao de quatro amostras positivas por &R segmentos de ADN &e
canis permitiu, em todos os casos,canfirmacdo da presenca da bactéria, nos quatro
canideos. Dois dos animais que se apresentarantaidées conk. canisestavam parasitados
por ixodideos, que vieram a revelar-se estarenstanddes conk. canis(ver Tabela 15).

Foi sequenciada a amostra de um canideo que tavedado bandas de amplicons
compativeis conk. tularensis mas néo foi confirmado o resultado positivo.

ParaR. conorii,a sequenciacdo permitiu a confirmacdo do géReckettsiasp. em
sete canideos estudados, ndo tendo sido possieemdear a espécie presente. Um dos
animais que se apresentou infectado ®iokettsiasp. estava parasitado por um ixodideo,

gue veio a revelar-se estar infectado ¢drhar29 (ver Tabela 15).
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Tabela 15- Resultados das sequenciag6es dos ADidbidaos detectados nos canideos em estudo

Localidade Sexo Raca Sinais clinicos Resultado Resultado da
(Concelho) Idade IFI sequenc.
Agrochéo F Indeterminada Anemia e R. conorii Rickettsiasp.
(Vinhais)** 1 ano petéquias
Agrochao# M Indeterminada Linf. e R. conorii Rickettsiap.
(Vinhais)** 5 anos petéquias
Agrochao F Indeterminada Linf. R. conorii Rickettsiasp.
(Vinhais)** 3 anos
Vinhais M Labrador Caquexia R. conorii Rickettsiasp.
8 anos A. phagocytophilum
Uva F Podengo Caquexia R. conorii Rickettsiasp.
(Vimioso) 4 anos
Vimioso# M Indeterminada Linf., alopécia R. conorii Rickettsiasp.
2 anos e caquexia E. canis eE. canis

Povoa M Podengo Linf. e R. conorii Rickettsiasp.
(Mi) 3 anos caquexia
Amedo# M Podengo Linf. R. conorii E. canis
(Ca) 18 meses E. canis

A. phagocytophilum
Vilas Boas M Podengo Linf. e E. canis E. canis
(Ca)* 10 anos DAAP A. phagocytophilum
Vilas Boas M Podengo Linf. e R. conorii E. canis
(Ca)* 12 anos alopécia E. canis

A. phagocytophilum

Legenda: # ixodideo conR. bar29; #: ixodideo conE. canis **: canideos coabitantes entre
si; *% canideos coabitantes entre si; M: macho, F: feM@AP: dermatite alérgica a picada
da pulga; Mi: Miranda do Douro; Ca: Carrazeda desides; Linf.: linfoadenomegalia;

sequenc.: sequenciagao.

2.6 Comparacéo dos resultados obtidos por PCR cons obtidos por esfregaco de sangue

periférico dos canideos

Os canideos que revelaram resultados positivoC&b garaE. canis posteriormente

confirmados por sequenciacgéo, foram sujeitos a nbgarvacao microscopica dos esfregacos

de sangue correspondentes para deteccado de psssireilas nos mondcitos. Em apenas um

caso foram registadas formas suspeitas no inteioim monaocito (ver Fig. 28).
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Fig. 28 — Formacao tipo morula (seta branca) rerimt de um mondcito (Giemsa, 1000x)

2.7 Resultados estatisticos

Através do teste estatistico do qui-quadrado ily@stse a associacao estatistica entre
a seropositividade para as doencas em estudo esakvpossiveis factores de risco, atras
descritos. Utilizou-se o valor de p<0,05 como valgnificativo. Sempre que houve violagéo
do fundamento do qui-quadrado, foi utilizado o deBitsher ou a sua generalizagcdo para
tabelas de maior dimenséo (ver Tabela 16).

Os resultados estatisticos permitiram demonstrayr, caso da anaplasmose
granulocitica canina, a presenca de uma assoaiiéoo concelho de Carrazeda de Ansides
e a seropositividade a doenca e entre os caes;ddPmalengo Nacional, de pelagem curta,
aptidao caca, com acesso sazonal ao exterior, cess@ a lagomorfos silvestres, e javalis,
sem acesso a raposas e em canideos que ndo faddaxiprpara ixodideos.

No caso da borreliose de Lyme canina, foi demodateaassociacdo entre o concelho
de Braganca e a seropositividade a doencga e esitoéies de residéncia sub-urbana, com
acesso a javalis, sem acesso a cervideos, senttoofitanteirico e que ndo fazem profilaxia
para ectoparasitas.

Em relagéo a ehrlichiose monocitica canina, o doncde Vimioso demonstrou estar

associado a seropositividade da doenca, bem commanddeos de raga Podengo Nacional, de
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pelagem curta, de caca, com acesso a javali e mas,sem contacto com raposas e que
apresentam ixodideos a parasita-los.

No caso da febre botonosa canina, foi demonstragssaciacido estatistica entre o
concelho de Vinhais e a seropositividade da doebeay como os canideos de raca
indeterminada, de idade superior a 2 anos, dedaptdarda, com acesso diario ao exterior e
sem contacto com cervideos.

Para a hepatozoonose canina os concelhos de VimiGsorazeda de Ansides ficaram
demonstrados como estando associados estatistimenpresenca do parasita nos canideos.

Para a tularémia canina, estabeleceu-se uma ago@atatistica entre o concelho de
Miranda do Douro e entre os canideos da raca Podéagional, com acesso a pecas de caca

maior: cervideos e javalis.
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Tabela 16 - Resultados do teste de qui-quadraéste de Fisher entre as doencas em estudo e ad@epende

factores
AGC BLC EMC FBC HC TC
Concelho p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001* p<0,001*
(Carrazeda de (Braganca) (Vimioso) (Vinhais) (Vimioso e (Miranda
Ansiaes) Carrazeda de do Douro)
Ansiaes)
Raca p=0,025 p=0,771 p=0,005 p=0,05 p=0,573* p=0,039*
(podengo) (podengo) (indeterminada) (podengo)
Idade p=0,545 p=0,987 p=0,215 p<0,001 p=0,607* p=0,123*
(idade >2 anos)
Sexo p=0,535 p=0,350 p=0,288 p=0,851 p=1* p=0,692
Pelagem p=0,015* p=0,565* p=0,003* p=0,503 p=1* p=0,613
(curta) (curta)
Aptidao p<0,001*  p=0,059* p<0,001* p=0,015* P=0,5* p=272*
(caca) (caca) (guarda)
Residéncia p=0,545* p=0,007* p=0,546* p=0,216* p=1* p=0,229*
(sub-
urbana)
Exterior p<0,001* p=0,089* p=0,235* p=0,04* p=0,817* p=0.62*
(acesso (diario)
sazonal)
Lagomorfos  p=0,001 p=0,580 p=0,117 p=0,515 P=0,084 p=0,380
(sim)
Javali p=0,002 p<0,001 p=0,007 p=0,091 p=0,163* p=0,035*
(sim) (sim) (sim) (sim)
Cervideos p=0,891 p=0,019 p=0,547 p=0,013 p=0,607* p=0,029*
(n&o) (n&o) (sim)
Aves p=0,055 p=0,804* p<0,001 p=0,581 p=1* p=0,611*
(sim)
Raposas p=0,048 p=0,584 p=0,002 p=0,180 p=0,367* p=0,228
(n&o) (n&o)
Espanha p=0,175 p<0,001 p=0,439 p=0,087 p=0,743* p=0,494*
(nunca)
Profilaxia p=0,004 p<0,001 p=0,598 p=0,374 p=0,399* p=1
(n&o) (n&o)
Carracas p=0,335 p=0,053 p=0,002 p=0,419 p=0,139* p=0,228*
(sim)
Sinais p=0,351 p=0,632 p=0,651 p=0,820 p=1* p=0,339
clinicos

Legenda: * - teste exacto de Fisher (generalizallG)¢.: anaplasmose granulocitica canina;
BLC: borreliose de Lyme canina; EMC: ehrlichiosenocitica canina; FBC: febre botonosa
canina; HC: hepatozoonose canina; TC: tularémiamaan
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V. Discussao
1. Ixodideos

As espécies de ixodideos recolhidas para a presbssertacdo, ja tinham sido
identificadas, anteriormente, no distrito de Brageromo parasitas de canid€$®%18%
comprovando-se a eficacia do cdo domeéstico enqlmsizedeiro das espécies recolhidas. Os
concelhos de Vinhais e de Braganca foram os quesaptaram maior diversidade de
espécies, factor que podera estar relacionado cémteaogeneidade de relevos e climas
(Terra Fria, Terra Quente e de Transicao) destesetivos, com mais preméncia em Vinhais
O facto de se ter recolhido maior nimero de pams&m Carrazeda de Ansides podera ser
explicado pelo clima (tipo Terra Quente) deste el ser mais propicio ao
desenvolvimento dB. sanguined&’, a espécie mais representada.

Os dados recolhidos nesta dissertacéo indicam dehi®o o nivel de infec¢cdo nos
ixodideos estudados por PCR, em relacéo ao totaitdgodes recolhidos, o que € cerca do
dobro do valor anteriormente determinado de infeegé ixodideos recolhidos no distrito de
Setlibal (7,5%), com formas Ee canis ricketsias e tripanossont&s

Apesar de apenas 32,5% dos animais sintomaticepresentarem parasitados por
ixodideos, verificou-se que o critério “sintomatpld foi Gtil no estudo por biologia
molecular dos ixodideos. Com efeito, dos ixodideakidos de hospedeiros sintomaticos e
posteriormente estudados por PCR, 63,6% (7/11yvastae infectados com alguns dos
agentes em estudo.

No gue concerne a espéfie marginatusficou comprovado o seu potencial enquanto
vector da bactéri®k. slovacg&?™® que, entretanto, ja foi também isolada a partirDde
reticulatus colhidos no Parque de Montesinho, no distrito dagBncd®?. R. slovacaé o

agente etioldgico da febre tibola, “tick-borne Iymagdenopathy” ou linfadenopatia causada
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pela picada da carrd€ando se conhecendo até ao momento casos clinicoanos descritos
em Portugdt®®. De igual forma, desconhece-se a implicacdo dimlesta bactéria nos
canideos, uma vez que o canideo hospedeiro dade@diector se encontrava assintomatico.
Este canideo, localizado no concelho de Vinhaisgsgmtou IFI positiva parR. conorij
consequente a um contacto anterior com a bactéri@omo resultado possivel de uma
reaccao cruzada.

A percentagem de ixodideos da espédieinus recolhidos foi de apenas 1,5%, o que
se encontra em acordo com publicacdes anterioeed@gcrevem que as densidades do vector
sdo relativamente baixas em PortigHl Este é um factor importante uma vez que apesar da
espécie ser um vector conhecido de algumas doemgasstudo nesta dissertacédo, ndo foi
possivel determinar a taxa de infeccdo, na mesmaprésenca dos patogénebs
phagocytophilune B. burgdorferis.|..

Tal como apresentado anteriormente, nos exemplaoisidos da espécier.
sanguineusverificou-se um predominio de machos, o que podeti@iar a transmissao de
agentes patogéneos a varios hospedeiros enquértea adulta realiza a ovopostura fora do
hospedeir®, ressaltando o seu potencial enquanto vector.gesémcial vector da espédie
sanguineusficou comprovado ao identificar por PCR a infecg@ exemplares com formas
de E. canis, R. conoriie R. bar29, esta uma bactéria considerada ndo patogémica
humano&? e ja isolada enR. sanguineugm Portugdt®®. Contudo, em canideos fica por
esclarecer a patogenia da bactéria, uma vez que dosncanideos parasitado cdrn
sanguineusnfectado comR. bar29, o mesmo apresentava linfoadenomegalia. sddtados
obtidos confirmam a ideia de que, numa determinads geografica varias espécies

patogénicas distintas de Rickettsiae podem circulara Gnica espécie de ixodideds
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No presente trabalho obtiveram-se bandas coin@desim a porcédo amplificada de
F. tularensisem trés ixodideos machos Dereticulatuse, pela primeira vez em Portugal, em
quatro fémeas dé hexagonuse numa fémea de ricinus. Estes oito ixodideos positivos
foram capturados nos concelhos de Vinhais e Bragampresentando 5,9% no total das
capturas e 16,6% nos ixodideos estudados por PCGdttabilizam 60% dos ixodided.
reticulatus recolhidos. Estes valores sdo superiores aos deesiodo recente, tambéem
efectuado no distrito de Braganca, que identifieobactéria em apenas um ixodideo
reticulatus®®, bem como a outros estudos europeus, nomeadaremtefectuado na
Eslovaquia que detectou em 1% dos ixodidBoseticulatusa espécier. tularensi€®. E
também a primeira vez, em Portugal, que se ideatifpor sequenciacabrancisella
endosymbiont d®. variabilis. Os endosimbiontes dancisellaja foram identificados em
varias espécies do génddermacentoy mas até ao momento, néo foi encontrada biblicgraf
descrevendo a presenca deste tipo de bactérid3. eaticulatus Alguns autores afirmam a
necessidade de se avaliar cuidadosamente os desulla PCR, quando se testam ixodideos
paraF. tularensis dada a possibilidade de reacc¢des cruzadas eb@etéria e 0os possiveis
endosimbiontes presentes nas espécies de ixodicmdsecidas como vectores de
tularensi$*®. Como alternativa recomendam o uso de um PCR“tam time” com alvos
multiplos, direccionado para a sequéncia de insel®&tu2, para o genéul4, que codifica
uma proteina membranaria externa, e para o ggiie expresso apés a infeccdo de
macréfagog?®. A identificacdo deF. tularensisnecessitara que todos os trés ADN alvo
tenham resposta positfvZ).

A prevaléncia de infeccdo pBr canisfoi de 2,2% no total de ixodideos colhidos e de
6,2% dos ixodideos analisados por PCR. Este vagupérior ao valor de infeccao (2,2%)

determinado em ixodideos analisados por PCR, riecsima regido do Algar{f
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A prevaléncia de infeccdo p&. conoriina amostra de 48 ixodideos analisados por
PCR foi de 16.6% e 5,9% no total dos artropodesidos$. O valor de 16,6% aproxima-se do
valor 22,2% obtido em ixodideos da regido do Algaembora se tenha considerado que este
altimo possa néo corresponder a infeccdoRharonoriina sua totalidade, uma vez que so foi
possivel confirmar a presenca do ADN do gérRinkettsiae ndo a espécie preséfitePelo
contrario, na presente dissertacdo, a sequenatagdprovou num ixodideo a infeccéo par
conorii e nos restantes a presencdrdslovacee R.bar29. Os dados obtidos confirmam que a
espécieR. conoriindo é a espécie predominante Rnsanguineugm Portugal, como ja foi
anteriormente descritt

Os ixodideos podem estar infectados por multipla®geneos, pelo que existe a
hipotese consideravel de ocorrer a transmisséaoltéinea de varios organismos numa unica
picadd'”. Esta hipétese ndo foi comprovada no presentalt@puma vez que todos os
ixodideos que foram testados e que se encontramfgntados, apresentaram um Unico

agente.

2. Canideos

Os valores calculados como minimos para a amostraignificativa definida, nao
foram atingidos nos concelhos de Vinhais (78 arsnean lugar 96) e de Braganca (95 caes
amostrados em vez de 97).

No diagndstico serologico, por IFI, utilizou-sevamlimite de positividade, o valor de
1:128 como “cut-off’, de modo a poder estabeleamnmaracbes fundamentadas, uma vez
que 0 mesmo ja se encontrava descrito como didgadsh canideos em Portu§ap

Na maioria dos casos, 0s resultados serolégic@nfanistos, ou seja, um canideo

apresentou resultados positivos para mais de unteagen estudo, indicando o contacto com
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mais de um patogéneo e evidenciando, desta fornpatemcial dos vectores na regidao de
Tras-os-Montes.

Os diferentes concelhos estudados revelaram difaseestatisticas significativas,
entre o factor seropositividade e o factor resigénam determinado concelho, inclusive com
diferencas entre doencas que partilham o mesmmrveomo é o caso do vectdr.
sanguineuscomum aos agent&s canis, H. cani® R. conorii Verificou-se estatisticamente
que, consoante o concelho em que os canideos akzdme maior serd o risco para o
desenvolvimento das doencas supracitadas. Assifgcto dos canideos residirem no
concelho de Vinhais sera um factor de risco pacaragacto conR. conorij o concelho de
Braganca representa um factor de risco para o @ontamB. burgdorferis.l., o concelho de
Vimioso é um factor de risco para o contacto gansanise H. canis a moradia no concelho
de Miranda do Douro aumenta o risco de contacto €ontularensise o concelho de
Carrazeda de Ansides para o contacto Aomphagocytophilune H. canis De realcar que 0s
canideos errantes, pela possibilidade de terens@aediferentes concelhos podem estar
sujeitos a contactos multiplos e, desta formamédeetores de risco acrescidos.

Também a raga dos animais se revelou estatistitanassociada a seropositividade
de algumas doencas verificando-se a associacéd@ststaentre a raca Podengo Nacional e a
seropositividade &. phagocytophilug. tularensise E. canise a raga indeterminada para o
contacto conR. conorii Nas trés primeiras doencgas, a utilizacdo dos déesaca Podengo
Nacional é, quase exclusivamente, para caca, faatobém identificado nestas doencas,
como de risco. Na actividade da caga, 0os canide@®mpem areas extensas e variadas, o que
se traduzird numa maior hipdtese de serem parasitdd No caso da febre botonosa canina
a raca indeterminada, enquanto factor de risc@ associada a aptiddo de guarda, que

proprietarios parecem valorizar para esta raca.fde®, os animais deverdo adquirir 0S
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vectores no decorrer da sua accao de vigilanciexterior das habitacdes, durante a qual, se
encontram geralmente presos, ficando assim expaptsas aos ixodideos de afinidade peri-

urbana como €é o caso do vedRrsanguineus

2.1 Anaplasmose granulocitica canina

E a primeira vez que se detectam, em Portugal,deasi seropositivos a\.
phagocytophilumos quais, apesar de nao terem apresentado desufiasitivos ao PCR, sdo
indicativos de contacto prévio com o agente. O rvdkierminado de 17,6% € proximo do
obtido num estudo em Espanha, de 16:%sFica por determinar o papel da bactéria nos
quadros clinicos nos canideos da regido, uma v@n&o se encontra instituido o diagndstico
clinico dirigido para este patogéneo.

N&o foi possivel determinar ADN nos ixodideos camnd@s como vectores desta
zoonose, facto para o qual podera ter contribuitdedozido nimero dixodessp. recolhidos
dos canideos. Serdo necessarios mais estudosgpanaidar as prevaléncias de infec¢do nos
ixodideos e, desta forma, identificar possiveisagibes de risco tanto para os canideos como
para os humanos, de modo a estabelecer mediddagiicéds.

No presente estudo, os resultados estatisticositparm demonstrar, no caso da
anaplasmose granulocitica canina, a presenca deassagiacdo entre a seropositividade a
doenca e o facto dos canideos residirem no condell@arrazeda de Ansides, pertencerem a
raca Podengo Nacional, de pelagem curta, aptidgm cam acesso sazonal ao exterior, com
acesso a lagomorfos silvestres e javalis, sem @@saposas e em canideos que nao fazem
profilaxia para ixodideos. Dos factores de risctemiinados num estudo anterior (a raca

pura, a idade de 8 anos e o sexo feminino), odta€ss presentes permitiram apenas

confirmar a predisposi¢ao da raca pura PodengoNalcicomo factor de risco.
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A pelagem curta podera ser um factor de risco uezague os ixodideos conseguem
penetrar mais facilmente na pele dos canideos. cééhaA. phagocytophilunpodera ser
mantida preferencialmente num ciclo mais silvé€fle com os hospedeiros javalis e
lagomorfos que, ao terem contacto com os caes @e paderdo permitir a exposicao dos
mesmos aos vectores e seus biotopos. Também odiesicies de caca partilharem, aquando
das épocas venatoérias, 0s mesmos habitats dosisracima referidos podera ser outra
explicacdo como factor de risco. O facto dos céaegp®sitivos ndo contactarem com raposas
podera ser explicado pela preferéncia do prépraboveCom efeito, em Portugal, o vector
ricinus habitualmente parasita rapd$¥® e ndo canideos, o que poderd representar uma
preferéncia pelos canideos silvestres em detringdogocanideos domésticos. Ficou também
demonstrado estatisticamente que a auséncia desapgdfilacticas € um factor de risco para
0 contacto com os vectores realcando, desta fanmaportancia da prevencao através do uso

regular de acaricidas.

2.2 Babesiose canina
O facto de nao terem sido alcancados resultadosvpssparaB. canis neste estudo,

podera ser explicado por nenhum dos animais edtstado com o piroplasma. No entanto,
face a existécia de registos do protozoario naddddi’®® os canideos poderiam estar
infectados mas nao se encontrar numa fase febdtjogp em que as inclusbes
intraeritrocitarias deBabesiasdo faciimente encontradfds Esta também descrito que a
microscopia 6ptica pode subestimar a infeccdoBparani&*®. Para além disso, o facto dos
canideos ndo demonstrarem sintomatologia podeaa @stacordo com um curso crénico ou
subclinico da doenca, em que podera nédo ser pbebiee a confirmacéo parasitologita E

também possivel que os canideos pudessem estsitgdwa com piroplasmas mais pequenos
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(como aB. gibsoniou a nova espécitheileria annap e tal no ter sido identificai®. O
facto de apenas ter sido realizado um esfregacarporal também pode ter contribuido para
uma menor especificidad®. De igual modo, também em estudos anteriores, anfieos
portugueses, se verificou auséncia de parasitigtezrthdo & microscopia pBr cani$®,

O recurso a outros métodos diagndsticos adiciooamso a IFI seria util para a
identificacdo de cées infectados cronicamente guesantam poucos, se alguns, parasitas
detectaveis no sandé@. Além disso, seria uma forma de avaliar as sditsdies e
especificidades dos diferentes métodos face addem@em questdo. Contudo, o objectivo
proposto, neste caso, apenas se baseava na @adtifimicroscopica dos hemoparasitas em

esfregacos sanguineos e nao a seroprevalénciajyeebmesma néo foi realizada.

2.3 Borreliose de Lyme canina

Tal como em estudos anteriores efectuados em anfm@tugueses, também nesta
dissertacdo foi possivel determinar canideos sevafentes @B. burgdorferis.[*** nao
sendo possivel avaliar a taxa de infeccdo nos easfid A seroprevaléncia obtida foi de
12,7%, valor diferente dos 2,25% determinados ngad¥®? e de 9% no distrito de
Setubd!®Y, mas que se aproxima do valor de 11,6% em caesesis'*>. Contudo, neste
ultimo estudo o valor de “cut-off” utilizado foi de64, ao contrario do valor 1:128 utilizado
nos estudos portugueses supracitados e no presetialno. Como explicacdo da
discrepancia de valores sera o facto dos bidtomrsmontanos serem mais adequados a
sobrevivéncia e reproducdo dos artropodes vectfmesrecendo desta forma a infeccao.
Outra possivel explicacdo podera ser a presendalstes positivos a serologia através da
presenca de reacc¢fes cruzadas com antigéniosrds battérias, como o géndneponema

da doenca periodontal canft&.
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Uma vez que o vector € comum, para além da boseelie Lyme poderdo existir
infeccBes mistas por outros patogéneos, cémphagocytophiluf’®. Esta possibilidade
confirmou-se, na presente dissertacdo, uma veA a6 (7/60) dos resultados seroldgicos
positivos pard. burgdorferis.l. revelaram serologia positiva pa@&aphagocytophilune em
apenas 23,3% (14/60) o resultado serolégico pan&lmse de Lyme foi o Unico alcancado
para 0 canideo em questdo. No entanto, ndo é pbsiiferenciar se um canideo com
serologia positiva para mais do que um agenteactou com esses patogéneos através da
picada de um unico vector, ou se foi sendo alvinf@éecdes seriadas ao longo do tempo. Esta
altima hipotese parece mais provavel, uma vez gseresultados seroldgicos positivos para
B. burgdorferis.l., 55% (33/60) dos canideos apresentaram tanskémneactividade paia.
conorii, agente conhecido por ter um vector distinto dadtiose de Lyme.

Estudos anteriores indicaram como factores de,s@ borreliose de Lyme em cées,
a idade superior a 1 ano, a permanéncia prolongaaxterior em actividades como a caca e
0 pastoreio, em contraste com 0s caes de companéjgor terem menos acesso ao exterior,
seriam menos susceptiveis & infe¢c&d**) Na presente dissertacéo, estes pressupostos nao
foram confirmados, tendo sido estabelecida uma casgim estatistica entre a
seropositividade a doenca e o concelho de Bragantiee os cées de residéncia sub-urbana,
com acesso a javalis, sem acesso a cervideos, aaiacto fronteirico e que ndo fazem
profilaxia para ectoparasitas.

Tal como no caso da anaplasmose granulociticaaatsimbém aqui o factor de risco
associado ao contacto com javalis, podera ser gae#gso aos seus ixodideos e aos seus
biétopos. De facto, uma vez que, em Portugal, ergreospedeiros habituais deicinus se
encontra o javdfi®®, o contacto favorecido com estes animais, no dasocdes de caca,

aumentara o risco de contrairem os vectores. Anaissde contacto com cervideos, associado
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a seroprevaléncia, podera ser explicado pelo fdssoixodideos vectords ricinus, na sua
forma adulta, poderem parasitar preferencialmesiteseanimais em detrimento dos canideos
domeéstico$®. Desta forma, os canideos que ndo contactem coritiees poderdo ser mais
facilmente parasitados pelos vectores, ao contrdoioque poderia suceder quando em
presenca destes ruminantes silvestres. Verificousmbém, que a auséncia de accodes
profilacticas € um factor de risco para o contacm os vectores, realcando, novamente, a
importancia da prevencao através do uso regulacaecidas.

Aparentemente, a auséncia de contacto dos cantd@osa fronteira parece indicar
uma predisposicdo para 0 contacto com o0 agentgeetor, factor possivelmente explicado
por uma menor proliferacdo da populacdo de vecijardgs a fronteira espanhola. Tal facto
tera de ser comprovado por estudos futuros.

Em relacdo aos canideos que se encontram em ateasbanas terem predisposicao
para o contacto comd. burgdorferis.l., tal podera explicar-se, pelo facto dos ¢akestados
com B. burgdorferis.l., poderem potencialmente introduzir vectondedtados em areas que
nao sao consideradas, tradicionalmente, como sétspbs, como o0s jardins e quintais,

potenciando, desta forma, o contacto dos artrépoaf@snovos hospedeiros canid&ts

2.4 Ehrlichiose canina

Em relacdo ao estudo de canis obteve-se uma seroprevaléncia de 14,8%, a qual
difere do valor de 5,25% em canideos algaK/ijos de 44,26% em canideos errantes do
concelho de SetiHdl”, estando mais aproximado das prevaléncias anteide
determinadas em Israel, de 176%e no Nordeste espanhol, de 168 Contudo, nos
estudos de Setubal, Israel e Espanha, os valorésutteff’ foram de 1.64, 1:20 e 1:64,

respectivamente, enquanto, o valor de “cut-offlizatdo na presente dissertagéo e no estudo
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algarvio foi de 1:128. Assim, a disparidade dosoned destes dois ultimos traduzira uma
diferenca real na epidemiologia da doenca entdif@asntes regides portuguesas.

Tal como anteriormente referido os canideos na fag#clinica apresentam-se
assintomaticos, sem sinais exteriores de d&¥fca que foi comprovado com este estudo,
onde a maioria dos 70 canideos seropositivias Ganis,se mostrou assintomatica, e aqueles
que apresentaram como sinal clinico a linfoadendfreegieram a confirmar a presenca da
bactéria por sequenciacdo, 0 que pressupfe umeostasglinica a presenca do
microrganismo. A presenca de ADN Becanisno sangue dos canideos na fase subclinica da
ehrlichiose monocitica canina indica que o mesmiepger infeccioso, confirmando o cao
como reservatorf®. De facto, houve um caso em que surgiu um resuksimultaneo de
positividade &. canisno canideo e no ixodideo colhido, levando a ppssuma infeccao
pelo vector capturado ou a infeccdo do vector @gasto canideo, pelo seu potencial
reservatorio.

Um dos canideos estudados revelou estar co-infegicRickettsiasp. eE. canis o
gue pode ter exacerbado a sua sintomatologia, wemaque se encontrava magro, com
diminuicdo progressiva da sua condicdo geral, alapé& linfoadenomegalia, sinais
compativeis com a fase crénica de ehrlichiose mitinaccanin&”. J& anteriormente foi
estabelecida uma relacéo entre a deteccdo de rpoticdeR. conoriie E. canié”, a qual
também foi confirmada no presente estudo. Estaatagsio ndo é surpreendente uma vez que
ambos 0s patogéneos sao transmitidos pelo mesrm¥&t

Os canideos estudados no concelho de Vinhais n&seapparam serologia positiva
paraE. canise houve apenas um caso positivo no concelho dgaBc¢a, tendo nos restantes
concelhos em estudo surgido os valores positivagjeoindicard a auséncia de infeccdo nos

ixodideos dos concelhos de Vinhais e Braganca.
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O facto de apenas num esfregaco de sangue pajfénctcanideos confirmados como
tendo ADN deE. canis ter sido possivel detectar formas suspeitas delasdno interior de
um monaocito, prende-se com a sensibilidade da daécutilizada. De facto, o esfregaco
realizado foi de sangue periférico e ndo de “bufbt” como € aconselhado pela maior
concentracdo dos leucocitosgque contribui para a menor sensibilidade da regopia em
relacdo ao PCR. De igual modo, anteriores estu@oslogicos em canideos, também
obtiveram resultados negativos & microscopia dpfita

Em termos de associagcOes estatisticas em relaghdiéhiose monocitica canina, o
concelho de Vimioso demonstrou estar associadoopastividade da doenca, bem como os
canideos de raca Podengo Nacional, de pelagem dert@aca, com acesso a javali e aves,
mas sem contacto com raposas e que apresentamdered parasita-los.

Tal como no caso da anaplasmose granulociticaaamipelagem curta podera ser um
factor de risco para o contacto c@ncanis uma vez que os ixodideos conseguem penetrar
mais facilmente na pele e desta forma, mantém-&efa@mente no hospedeiro. O facto dos
cées de caca estarem em situacao de risco venmmnganfs dados anteriormente descritos na
regido do Algarn/® associado a um maior contacto com 0s vectoresus kitopos,
provavelmente através do contacto favorecido coaligae aves, num possivel ciclo silvatico
de manutencdo dE. cani¥’. O facto dos canideos que se apresentaram Sserop®si
preferencialmente, ndo terem tido acesso a rappsdsra ser explicado pelo facto dos
ixodideos poderem parasitar preferencialmente este&leos silvestres em detrimento da
presenca dos canideos domésticos. Também a assp@atatistica entre a presenca de
ixodideos a parasitar os canideos e a seropoaittigigpara ehrlichiose monocitica canina,

evidencia a importancia da vigilancia por parte piagrietarios, para os seus canideos, como
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parte da estratégia de prevencao e profilaxiagatar as doencas associadas a vectores. Este

factor de risco ja foi identificado num estudo po&.

2.5 Febre botonosa canina

O valor de seroprevaléncia determinado na presesgee de 55,3%, distinto de 38,5%
determinado num estudo epidemiolégico em canideossticos da regido do AlgalfleO
distrito de Braganca € considerado um foco natle®. conoriidada a elevada prevaléncia
de febre botonosa na populacdo humana, enquanta epggdo do Algarve apresenta valores
inferiores de prevaléncfd. Assim, de acordo com alguns autores que afirmeistiruma
correlacéo directa entre a prevaléncia de anticopaoaR. conoriiem caes e a prevaléncia de
infeccdo no Homeft™, é possivel concluir através deste estudo, quéoopoderd ser
utilizado como animal sentinela para a febre batanem Portugal. As diferencas nas
prevaléncias encontradas noutras regides de Pbrigatinental prender-se-d0 com a
distribuicdo geografica do vector, o responsaviecipal pela disseminacao do agéfhte

A febre botonosa ndo esta instituida como entidditéca em canideos, mas os
presentes resultados levantam a questdo da remlepatcidade da bactéria nos canideos
domeésticos, tal como ja deschtt*1%) De facto, os canideos que revelaram estar infesta
com a bactéria mostraram sinais clinicos como amemepetéquias, linfoadenomegalia,
caquexia e patologia concomitante como DAAP e dliepéFica por esclarecer se a
sintomatologia demonstrada podera ser devida &mgasda bactéria ou a outra infeccao
concomitante, ndo diagnosticada.

No presente estudo, em termos de factores de fiscalemonstrada a associacdo

estatistica entre o concelho de Vinhais e a seitdpdade da doenca, bem como os canideos
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de raca indeterminada, de idade superior a dois, @eoaptiddo guarda, com acesso diario ao
exterior e sem contacto com ruminantes silvestres.

O factor idade superior a dois anos encontra-se@mo com factores de risco de
seropositividade anteriormente determinados noutragides de Portugal, sendo
possivelmente indicativo de uma maior exposicdovactores e seus bidtofdsO facto dos
canideos de aptiddo guarda, sem contacto com eepjicestarem mais susceptiveis de
contactarem com o agente podera prender-se corarastaristicas do ixodideo vect@r
sanguineus uma espécie antropofila, que tem preferénciaspekpacos peri-humanos e
construgdes humarf4® Com efeito, os cdes de guarda, ndo tém contamto animais
silvestres como o0s cervideos, pois permanecem jastacasas de habitacdo dos seus
proprietarios, locais onde o vector prefere sikgrnado tendo contacto animais silvestres
como os cervideos. O facto dos canideos com acestior diario estarem mais
predispostos ao contacto cdn conoriisera provavelmente pelo contacto favorecido com os
vectores e seus habitats peri-urbanos. Os cantkeaptiddo guarda preenchem, mais uma
vez, este requisito, pois a sua permanéncia noi@xte diaria, estando, desta forma, mais

sujeitos ao contacto dos vectores.

2.6 Hepatozoonose canina

Todos os casos de canideos com gamontek danisapresentaram serologia positiva
para mais que um dos agentes de estudo, o queeragortlo com estudos anteriores em que
65% dos canideos seropositivog.aanisapresentaram anticorpogiacanis*”.

A prevaléncia determinada (2,1%) esta de acordodamns anteriores (3%).

O facto dos canideos com formas parasitarias tesidm assintomaticos coloca a

guestao da relativa ndo patogenecidade do ageagmmnos casos de maior parasitémia, ja
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anteriormente descrif®. Nesta dissertacdo, a forma moderada foi a apexsEn mais
comum, associada a um nivel baixo de parasiter®4)l mas mesmo as formas de maior
parasitémia ndo se reflectiram em condicdo clingma,contrario do descrito por alguns
autore§?. Curiosamente, o Gnico cdo que apresentou um clinéo (a linfoadenomegalia)
tinha um nivel reduzido de parasitas (um gamomedlendo o aumento de tamanho dos
linfonodos superficiais, ser explicado por outréofmia em curso.

A baixa parasitémia encontrada pode indiciar uncénde infeccao baixo, parasitémia
intermitente ou infeccdo com o sequestro de pasasia fase de meronte nas vis¢EfasO
facto de cdes coabitantes apresentarem o parasitpr@ava a existéncia local do vector
infectado, nomeadamente nos concelhos de Vimi@arezeda de Ansides. Tal podera estar
relacionado com as caracteristicas geograficasingatatas dos concelhos, que poderdo
favorecer a presenca e disseminacdo dos vectdiesaidos. De facto, os concelhos de
Vimioso e Carrazeda de Ansides encontram-se asgesci@statisticamente a presenca do
parasita nos canideos, pelo que deve ser um fdetaisco a considerar pelos clinicos
veterinarios, nos diagnosticos diferenciais dasnga® caninas associadas a vectores nos

concelhos supracitados.

2.7 Tularémia canina

E a primeira vez que se obtém em Portugal, valdeeseroprevaléncia de canideos
para tularémia comprovando o contacto dos cdesacdoenca, tal como foi também atestado
pelo canideo positivo ao PCR, o qual estaria iaflccom a bactéria, mas néo revelou sinais
ao exame clinico, apesar de na sequenciacdo n&adepossivel identificar B. tularensis
como patogéneo. Para este facto podera ter coitnilauguantidade reduzida de produto PCR

utilizada para a sequenciacdo. Estes dados vémne@mnteo de um estudo recente que
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identificou a bactéria no distrito de Braganca, riomem assintomatico, tendo-se concluido
que a doenca apresenta um baixa incidéncia emgaéttl

O valor de 2,5% determinado de seroprevalénciafe¥ior aos 4,66% obtidos em
Espanha, num estudo efectuado em rafidsaso contrario de em Espanha, que associa a
tularémia num ciclo exclusivamente silveStena regigo de Tras-os-Montes o ciclo podera
estar num ambito mais domestico.

O teste serologico utilizado na presente dissestégaum teste de aglutinacdo de
latex, em que se considera que titulos superiore®@ sdo especificos e significatit’8s
Contudo, uma vez que a bibliografia ndo refere reslale “cut-off” para serologia em cées
optou-se pelo valor 1:40, tendo sido obtidos 12ltados positivos, mas uma vez testados a
1:80, ndo houve quaisquer soros reactivos, 0 qderpandicar a presenca de anticorpos
especificos parB. tularensise ndo a existéncia de reac¢des inespecificagnAesralor 1:40
tera sido especifico, mas serdo necessarios esidaisnais para comprovar esta afirmacao.

Para a tularémia canina, estabeleceu-se uma asBo@asatatistica entre o concelho de
Miranda do Douro e os canideos da raca PodengomiNdcicom acesso as pecas de caca
maior: javalis e cervideos.

Tal como referido para a anaplasmose granuloaiacéna, os cées de ragca Podengo
Nacional, sdo animais de aptidao de caca, que tarshé utilizados em matilhas, para caga a
pecas maiores como javalis e ruminantes silveskstes, uma vez que nao sédo alvo de
profilaxias acaricidas, poderao estar frequenteenpatasitados com ixodideos vectores. De
facto, os vectores dd-. tularensis como D. marginatus e I. ricinus encontram-se
frequentemente a parasitar javalis e cervideopeotizamenté®. Os animais de caca maior,
estardo implicados, desta forma, na manutencdoogalatdo dos artrépodes vectores e

possibilitam o seu contacto com os canideos dooadstm especial na época venatoria.
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VI. Conclusdes

Com a presente dissertacdo pretendeu-se contglmbalmente para o estudo das
doencas associadas a vectores nos canideos daméstic Portugal. Como os resultados
demonstram, através da determinacéo, pela primezam Portugal em soros de canideos,
de anticorpos antk. phagocytophilune antif. tularensis os agentes estdo presentes no
territdrio nacional. Em relacdo aos objectivos ipalares tracados para a presente
dissertacdo, os mesmos foram cumpridos, sendo vpbssbter varias conclusbes dos

mesmos. Assim,

1. Contribuicdo para a determinacdo da seropresialédas zoonoses provocadas por
ixodideos em canideos domésticGarfis familiarig no distrito de Braganca, nomeadamente
0s agentes da anaplasmose granulocitica caninalibse de Lyme, ehrlichiose monocitica
canina, febre botonosa canina e tularémia canina.

Através dos resultados das serologias, foi deteminque 64,9% dos canideos
estudados apresentaram serologia positiva, pels@uaenclui que os vectores estdo presentes
e 0 contacto dos mesmos com o0s canideos far-sdedinde frequente dentro dos limites dos
concelhos estudados. Face aos resultados serdogicwlui-se que todos os agentes em
estudo (a excepcdo @ canig estdo presentes e sdo frequentes nos canide@stitma do
distrito de Braganca e os médicos veterinariosiodf deverdo estar atentos as suas
manifestacfes, tanto no distrito de Braganca comoestante territdério nacional, uma vez
que 0s vectores e 0s proprios canideos apresentbilidade, sendo doencas dinamicas.
Comparando os resultados obtidos em relagdo apreeaténcias das doencas em estudo,
concluiu-se que a regido de Tras-os-Montes apres@afbres superiores em relacdo a outras

regibes do Pais, nomeadamente o Algarve e a EstuemaDesta forma, as doencas em
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estudo devem ser alvo de atencdo reforcada tambs p@dicos veterinarios como pelos

restantes agentes de Saude Publica, na regidmtratema.

2. Analise da possivel associacdo entre as diEsentriaveis epidemiolégicas e a
seropositividade a doenca.

Através da analise estatistica dos resultadosofssipel determinar diferentes factores
de risco consoante as doencas em estudo, mantermdor® factor comum de risco o local de
residéncia, nomeadamente o concelho onde residedist@o de Braganca, nos concelhos
estudados, como foi comprovado estatisticamentaréesuma situacao privilegiada para
favorecer o contacto dos canideos com os agentesstmo, facto importante para delinear
estratégias futuras de prevencao das doencas mioegs e também de educacao para os seus
proprietarios, uma vez que a maioria das doencagstudo, trata-se de antropozoonoses.
Também de um ponto de vista clinico, os médicosrietrios clinicos poderado ficar mais
atentos aos possiveis quadros clinicos das doentastudo e desta forma, estabelecer como
diagnosticos diferenciais as doencas associadatargs, sempre que tal se justifique, e
proceder ao tratamento dos animais infectados @laranar possiveis reservatoérios. Esta
informacdo serd também benéfica, sempre que sengest introduzir um canideo,
proveniente de outra regido, no distrito de Bragapara alertar os proprietarios para a
importancia da prevencao e profilaxia contra ogores. De igual modo, a proveniéncia de
canideos do distrito devera ser alvo de maior atergfinica, uma vez que, consoante 0
concelho a que pertencam, estardo em maior sitwk;asco para o desenvolvimento de cada

doencga assinalada como de risco.
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3. Identificacdo das espécies de ixodideos quesiparaos canideos da populacdo em estudo
e avaliacao da prevaléncia de infeccao dos arteypenh amostra aleatoéria.

Conclui-se que, no distrito de Braganca, existedmag espécies de ixodideos a
parasitar 0s canideos e que 0S mesmos encontraniestados com microrganismos
patogénicos para os canideos e para 0 Homem, toamdd um risco para a Saude Publica.

Desta forma, a prevencao das doencas associadgsoaes, quer seja através do uso
regular de farmacos insecticidas, através da wig#a constante dos animais, do uso
profilactico vacinal sempre que disponivel ou, Ioemte da conjugacdo de todas as
estratégias enumeradas, serd o método a privildgaa tal, os proprietarios dos animais
deverdo ser informados sobre 0s riscos que oscselideos e que eles proprios incorrem,
uma vez que 0s caes trazem para a proximidade lajroarvectores de doencas, que na sua

maioria Sao antropozoonoses.

4. Andlise da possivel associacdo da presencaodéeos e o desenvolvimento sintomético
de doenca na populagdo em estudo.

Apenas 32,5% dos animais sintomaticos apresentseaparasitados por ixodideos,
mas concluiu-se que o critério “sintomatologia” il no estudo por biologia molecular dos
ixodideos. Assim, dos ixodideos estudados por PG® fqgram colhidos de hospedeiros
sintomaticos, a maioria estava infectada com algimssagentes em estudo, o que pressupde
que os sinais clinicos demonstrados tenham sididake®@ circulacdo dos agentes etioldgicos
detectados no hospedeiro.

Complementarmente, uma vez que os resultados gam$dnos canideos foram
congruentes com a distribuicdo dos ixodideos vester com a incidéncia conhecida de

doenca humana na regido conclui-se que os canddeossticos poderdo ser utilizados como
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parte do sistema de vigilancia para a anaplasnmmegliose de Lyme, febre botonosa e
tularémia, para determinar o risco de contrairenga em humanos assim como em canideos.
Estes, enquanto animais sentinela permitirdo dhfermacdes que poderdo possibilitar o

desenvolvimento de sistemas de prevencao e compaodoa populacdo humana e canina.

5. Pesquisa de hemoparasitas ndo zoonéticos meg@shs de sangue periféri@, canise
H. canis uma vez que na pratica clinica as infec¢des mgdia frequentes.

Concluiu-se, através dos resultados serologicodiyass simultaneos para mais do
gue um agente, e também no caso do diagnostieb danis em que se verificou que todos
0S animais que apresentavam formas Hlecanis apresentaram resultados seroldgicos
positivos para varios agentes em estudo, que édemmcontactam com varios patogéneos ao

longo do tempo, através dos vectores infectados.
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Direccdes futuras

A analise dos resultados devera permitir, futuramea implementacdo de medidas
preventivas e de controlo da populacdo de vectoeseu ciclo silvestre e doméstico, que
conjuntamente irdo contribuir para a diminuicaguoevaléncia destas zoonoses.

Contudo, face ao desconhecimento da real dimensétasd doencas nas restantes
regides do territorio nacional, torna-se prementerginuacao dos estudos epidemioldgicos,
noutras regides, para melhor caracterizar as deemgs seus factores de risco nos canideos
em todo o territério nacional.

Consequentemente aos resultados obtidos na prediss¢gtacdo, varias questdes se
levantaram, que implicaréo futuras linhas de ingagéo, como:

1. Face aos resultados negativos da pesquidd. @anisem esfregaco sanguineo
periférico, mas dado haver registos clinicos deebialse canina no distrito de Braganca, sera
um possivel rumo de investigacdo futuro a testageraldgica dos canideos, por IFI e/ou
ELISA e nos ixodideos o uso das técnicas de bialogilecular para identificar a presenca do
piroplasma na regido e avaliar a extensdo do dontlmcagente nos canideos da regiéo.

2. Face a descoberta de novas espécies de parasstaanideos, através da biologia
molecular, no nordeste espanhol, serd também uina dle investigacdo futura a averiguacao
da existéncia de outras espécies cdmannaenos canideos portugueses, uma vez que nao
existem registos nacionais da presenca do piroplasm

3. Dado que os resultados da presente dissertag@aram a presenca &eancisella
endosymbiont deD. variabilis, serdo necessarios estudos adicionais nos vecpaies
confirmarem e esclarecerem estes resultados degB€Raparentemente, sugerem a presenca

de outros microrganismos semelhantes aos que falkendeste estudo.
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4. Serd necessaria mais investigacdo clinica pamrigaar se o0 eventual
desenvolvimento clinico de doenca, @®r conorif no cdo sera devido a uma alteracéo
metabdlica ou imunoldgica, uma vez que ha dado&ol contraditorids®.

5. De igual forma, uma vez que se desconhece &acegpb clinica da bactéria.
slovaca nos canideos, serd necessaria mais investigagaodpterminar qual o papel dos
cdes na epidemiologia da febre tibola, tanto emicmed veterinaria como em medicina
humana.

6. Sera igualmente uma fonte futura de investigagdocontinuacdo da pesquisa de
outras espécies ou estirpesRiekettsia comoR. bar29, de modo a poder responder a questao

da eventual capacidade patogénica da estirpe nisecs.
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NO
Data da colheita_ / [/
Concelho

Anexo 1 - Inquérito epidemiolbgicd

1. Identificacdo do proprietario

Nome
Morada
Freguesia Concelho Tel

2. ldentificacdo do animal

Nome Raca Sexo: M/F
Data de nascimento__ /[ Pelagem: Chiéglia/ Longa; Ondulada/ Lisa/ Encaracoladg
Aptidao:CJCompanhia Area de residéncial ] Rural
[1 Guarda [1 Urbana
[]Caca [] Sub-urbana
[1 Pastor
Contacto com o exterior: [1Nunca Contacto com outros animl_d\unca [l Vacas
[] Diario [ Cées [ Ovelhas
[1 Ocasional [1 Gatos L1 Cabras
[] Sazonal (caca) [1 Ratos [ Porcos
Acesso a cacl] Coelhos/Lebres Acesso a fronteiral ] Nunca
[1 Raposas [1 Diario
[] Gamos/veados [] Ocasional
L1 Aves [1 Sazonal (caca)
Presenca de carrac{J:Orelhas Profilaxia: [ Inexistente
L] Interdigital [] Coleiras
[1 Generalizada [1Banhos
[1 Sprays

[ Pipetas []Outras

3. Resultado laboratorial

Ixodideo Espécie:
[1 Negativo [1Positivo  Titulo / Agente:
Técnica:
Canideo
[] Negativo [1Positivo  Titulo / Agente:
Técnica:
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11.

Anexo 2 — Protocolo de extraccao de ADN de 1-3 médangue inteiro

com o kit FlexiGene DNA®, Qiagen.

Procedimento
Pipetar 5 ml de tampao FG1 (tampéao de lise @glaum tubo de centrifuga e
adicionar 2 ml de sangue e inverter o tubo 5 vezes.
Centrifuga-se 5 minutos a 2000 xg.
Retira-se o sobrenadante cuidadosamente e siei@aubo invertido num papel
absorvente durante 2 minutos, tendo cuidado paapellet” fique no tubo.
Adiciona-se 1 ml da mistura FG2/PROTEASE QIAGENo tampao de
desnaturacao), fecha-se o tubo e vai ao “vortex@diatamente até que o
“pellet” esteja completamente homogeneizado. Inspear o tubo para
confirmar a completa homogeneizacgéao.
Inverter o tubo 3 vezes, coloca-lo num banhoaraincubar a 65°C durante 10
minutos. Quando as amostras mudam de cor de vesrpalta verde azeitona
significa que ocorreu digestao proteica.
Adicionar 1 ml de isopropanol a 100% e mistyn@r inversao até precipitar o
ADN e o mesmo ficar visivel fios ou grupos.
Centrifugar 3 minutos a 2000 xg.
Retira-se o sobrenadante cuidadosamente e siei@aubo invertido num papel
absorvente, garantindo que o “pellet” fique no tubo
Adicionar 1 ml de etanol a 70% e vai ao “vortpri 5 segundos.
Centrifugar 3 minutos a 2000 xg.

Retira-se o sobrenadante cuidadosamente e skeixdaubo invertido num papel
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absorvente, garantindo que o “pellet” fique no tubo

Deixar o “pellet” de ADN secar ao ar até quiégaido tenha evaporado (pelo

menos 5 minutos).

Adicionar 200l de tampdo FG3, vai ao “vortex” por 5 segundosaixa®

velocidade e dissolve-se o ADN ao incubar 1 ha38°€ num banho.
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Anexo 3 - Protocolo de purificacdo de produto de PR, JetQuick®, Genomed

Procedimento
A garrafa da solucdo H2 contém uma solucédo corasgtde tampao. Primeiro que
tudo, adicionar etanol (96-100%) a solucéo H2.
Adicionar 20Q da solu¢cdo H1 a %0 do produto de PCR e misturar bem. E
importante que o volume do produto de PCR ndo exd&@l. Fazer a mistura, em
caso de varias amostras, 1 a 1.
Colocar uma coluna Jetqui®kspin num tubo de 2 ml.
Colocar a mistura da etapa 1 na coluna preparasiatrifigar a mais de 12 000 xg
durante 1 minuto.
Descartar o sobrenadante.
Re-inserir a coluna no tubo vazio e adicionar 25fa solucdo H2 reconstituida.
Centrifugar a mais de 12 000 xg durante 1 minuto.
Descartar o sobrenadante e colocar a coluna Je®uiovamente no tubo vazio.
Centrifugar na velocidade maxima durante 1 minAtsolucao residual H2 ndo sera
completamente removida a menos que o sobrenadejastedsscartado antes desta
centrifugacdo adicional. A solucdo H2 contém etamolo etanol residual pode
interferir com as reacgbes subsequentes. A cegaigio adicional assegura que
nenhum etanol residual é transportado para a pedgtapa do protocolo.
Colocar a coluna Jetqui@kspin num novo tubo “eppendorf” de 1,5 ml e adiaion
25ul de &gua estéril (ou tampdo TE ou 10mM Tris/HGH, §,0) directamente no
centro da matriz de silica da coluna JeqRidpin. Centrifugar a mais de 12 000 xg
durante 2 minutos. Importante: podem-se obter reai@oncentracées de ADN na

eluicdo se a mesma se fizer com apenas @ tampao de eluicdo. Neste caso, pre-
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aquecer o tampéo a 65-70°C, adiciona-lo directaanmamicentro da matriz de silica da
coluna e deixar repousar durante 1 minuto antesed#&rifugacédo. Assegurar que o
tampado de eluicdo é dispensado directamente na rapantde silica.O pré-
aquecimento do tampéao € recomendado quando osdragsnde PCR a eluir, sdo
maiores que 5 kb.

9. O ADN eluido em agua devera ser armazenado a -20°C.



