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Resumo

As doencas transmitidas por vectores incluem uma ampla variedade de infeccGes
causadas por VAarios agentes como virus, bactérias ou parasitas e transmitidas por carracas,
pulgas, mosquitos ou fleb6tomos. A prevaléncia de muitas destas doengas esta a aumentar na

Europa e a sua importancia é elevada devido ao papel zoonético de alguns destes agentes.

O presente estudo teve como objectivo determinar, através da técnica de reac¢do em
cadeia da polimerase (PCR), a prevaléncia da infeccdo por Babesia spp., Bartonella spp.,
Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Hepatozoon spp. e Leishmania infantum na populacédo felina
da regido da Arrabida, Setubal e relacionar a presenca destes agentes com varios factores
intrinsecos (idade, o sexo, raga, doengas concomitantes) e extrinsecos (modo de vida,
desparasitacOes). Para tal, foi estudada uma amostra de 104 gatos com mais de trés meses de

idade que se apresentaram a consulta no Hospital Veterinario da Arrabida.

Na amostra em estudo obteve-se uma prevaléncia de 0,96% de infecgdo por Babesia
spp, 4,8% de infeccdo por Bartonella spp., 10,6% de infeccdo por Hepatozoon spp., 1,9% de
infeccdo por Leishmania infantum. Este foi o primeiro estudo a detectar gatos infectados por
H. felis na zona metropolitana de Lisboa com uma prevaléncia de 3,8%. A presenca de
ectoparasitas (carracas) e vacinacdo foram os Unicos factores em que se obteve uma

associacéo estatisticamente significativa (p <0,05) com a infecc¢do por Hepatozoon.

Este estudo realca a importancia de se adoptarem medidas profilacticas nos gatos
contra ectoparasitas, de modo a prevenir infeccGes por agentes patogénicos transmitidos por
vectores artropodes e assim levar a uma diminui¢do do seu potencial de transmissao a outros

animais e humanos.

O papel dos gatos na epidemiologia de vérias das infec¢es aqui descritas com
potencial zoondtico ainda é pouco conhecido, motivo pelo qual serd necessario a realizacdo de
mais estudos com amostras representativas da populacdo felina (ndo s6 doméstica mas
também errante), de modo a permitir na pratica clinica uma abordagem mais eficaz por parte

do médico veterinario ao paciente felino.

Palavras-chave: artropodes vectores, gatos, Arrabida, PCR, prevaléncia.



Abstract

Vector-borne diseases consist of a wide variety of infections caused by various agents
such as, viruses, bacteria or parasites which can be transmitted by ticks, fleas, mosquitoes or
phlebotomine sandflies. The prevalence of many of these diseases, some of them of zoonotic

concern, is increasing throughout Europe.

The purpose of this study was to determine the prevalence of Babesia spp., Bartonella
spp., Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Hepatozoon spp. and Leishmania infantum infections by
polymerase chain reaction in the feline population from Arrdbida region in Setubal and to
relate these agents with intrinsic (age, gender, breed, concomitant diseases) and extrinsic
(lifestyle, ectoparasiticides) factors. For this purpose, one hundred and four cats over three
months of age which came to an appointment at the Arrabida Veterinarian Hospital were

surveyed.

Prevalence 0.96% by Babesia spp., 4.8% of infections by Bartonella spp., 10.6% by
Hepatozoon spp. and 1.9% by Leishmania infantum and were obtained. This was the first
study to detect H. felis infection in cats from the metropolitan Lisbon region with a prevalence
of 3.8%. The presence of ectoparasites (ticks) and vaccination were the only factors

significantly correlated (p <0,05) with Hepatozoon spp. infection.

This study emphasizes the importance of adopting prophylactic measures in cats
against ectoparasites in order to prevent their infection with vector-borne pathogens, and

therefore, leading to a decrease in their potential transmission to other animals and humans.

The roll of cats in the epidemiology of most of the infections here analyzed, especially
the maintenance and potential transmission of pathogens with zoonotic concern is still
unknown. For this reason, studies with a larger and more embracing population are needed to

allow a better approach of veterinarians to the feline patient in the clinical practice.

Keywords: arthropod vectors, cats, Arrabida, PCR, prevalence.
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1. Introducéo

As doencas transmitidas por vectores (DTV) artrépodes (carragas, flebotomos,
mosquitos e pulgas) sdo causadas por bactérias, parasitas e virus (Beugnet & Marié, 20009;
Vilhena et al., 2013). Muitos destes agentes patogénicos sdo emergentes e/ou reemergentes e
alguns apresentam potencial zoonotico, representando também um problema de saude publica
(Beugnet & Marie, 2009; Vilhena et al., 2013).

A frequéncia das DTV estd a aumentar na Europa em consequéncia do aumento da
densidade, distribuicdo geografica e capacidade vectorial de alguns artropodes vectores e
disseminacéo dos agentes transmitidos pelos mesmos. Os principais factores responsaveis por
esta emergéncia sdo as alteracbes climaticas, as quais ttm um impacto directo nas populactes
de artropodes, o aumento da mobilidade do homem e dos animais domésticos para Vvarios
paises do mundo, a criacdo de parques, barragens e lagos artificiais dentro de centros urbanos,
e ainda o aumento da practica de actividades ao ar livre, promovendo o contacto com vectores
(Shaw, 2008; Beugnet & Marié, 2009; Harrus et al., 2011; Vilhena et al., 2013).

As doencas felinas transmitidas por vectores (DFTV) constituem um problema de
importancia crescente com uma elevada morbilidade e mortalidade, embora a importancia
clinica e epidemioldgica de alguns agentes patogénicos nos gatos ainda ndo tenha sido
claramente determinada (Vilhena et al., 2013).

Embora os artropodes mais comumente encontrados em felinos domeésticos sejam as
pulgas (familia Pulicidae) e as carracas (familia Ixodidae), vectores de Bartonella spp. e de
Babesia spp., respectivamente (Tabar et al., 2008), os fleb6tomos (familia Psychodidea,
subfamilia Phlebotominae) sdo responsaveis pela transmissdo da infec¢do por Leishmania

spp. em gatos (Tabar et al., 2008).

O diagnostico de doencas infecciosas em felinos pode ser complexo e até mesmo um
desafio, uma vez que algumas infec¢bes podem ocorrer em animais saudaveis e, mesmo
quando aparecem sinais clinicos, estes sdo na maioria das vezes inespecificos (Tabar et al.,
2008; Vilhena et al., 2013). Por outro lado, muitos dos agentes patogénicos com tropismo
hematico estdo frequentemente presentes em baixo nimero em sangue periférico, sendo dificil
a sua deteccio por exame directo, assim como o seu isolamento em cultura. E ainda,
importante referir, a inexisténcia de testes comerciais para muitos dos agentes patogénicos

felinos e para o facto da producdo de anticorpos especificos poder ser transiente e de, em
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alguns casos, ocorrer reac¢fes cruzadas com outros organismos (Tabar et al., 2008; Vilhena et
al., 2013).

Uma adequada identificacdo dos agentes transmitidos por artrépodes é requerida para
uma melhor abordagem e maneio clinico de felinos com sinais clinicos e para avaliar o papel

que um portador assintomatico podera ter na transmissao da infecgdo (Tabar et al., 2008).

O desenvolvimento de técnicas moleculares nas duas ultimas décadas permitiu
aumentar a deteccdo e caracterizacdo de agentes patogénicos emergentes e reemergentes
transmitidos por vectores (Harrus et al., 2011). Embora o numero de casos clinicos e estudos
epidemiologicos de DFTV reportados a nivel mundial tenham aumentado, a informacéo sobre
0s agentes transmitidos por vectores responsaveis por infecgdes nos felinos e a sua

prevaléncia em Portugal é bastante reduzida (Vilhena et al., 2013).

1.1. Doencas causadas por protozoarios

1.1.1. Babesia spp.

1.1.1.1.  Etiologia

A babesiose, também conhecida como piroplasmose, é uma infec¢do causada por um
parasita hemoprotozoario do género Babesia, filo Apicomplexa, pertencente a classe
Piroplasmea, ordem Piroplasmida e familia Babesiidae (Urquhart et al., 1998; Taboada &
Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013). Este parasita,
transmitido por carracas, afecta animais domésticos e selvagens e humanos, apresentando uma
distribuicdo mundial (Baneth et al., 2004; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al.,
2013).

Vaérias espécies e subespécies de Babesia foram documentatadas a nivel mundial como
infecciosas para os gatos domésticos, nomeadamente: B. canis; B. vogeli; B. cati; B. felis;
B. herpailuri; B. hongkongensis; B. leo; B. microti; e B. pantherae (Baneth et al., 2004;
Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013), sendo a

espécie B. felis a mais comum (Shoeman et al., 2001).
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Histologicamente, as espécies de Babesia que infectam canideos foram identificadas
com base na aparéncia morfoldgica do parasita nos eritrocitos, tendo surgindo dois grupos de
babesias: as pequenas babesias (B. gibsoni), com corpos piriformes com 1,0-2,5 pum de
comprimento; e grandes babesias (B. canis) com 2,5-5,0 um de comprimento (Urquhart et al.,
1998; Solano-Gallego & Baneth, 2011). Dennig & Brocklesby (1972) propuseram que 0S
piroplasmas felinos também fossem divididos em pequenas babesias (B. felis e B. cati) e

grandes babesias (B. herpailuri e B. pantherae) (Shoeman et al., 2001).

Cytauxzoon felis é outro piroplasma que infecta felinos. Este parasita,
filogeneticamente relacionado com o0s géneros Theileria e Babesia, tem sido reportado em
gatos domésticos de Franca, Espanha e Italia e no lince Ibérico (Baneth et al., 2004; Solano-
Gallego & Baneth, 2011).

1.1.1.2.  Ciclo de vida e transmissdo do parasita

O ciclo de vida do piroplasma Babesia € heteroxeno, necessitando de um hospedeiro
vertebrado (mamifero) e um invertebrado (carraca da familia Ixodidae) para completar o seu
ciclo de vida (Urquhart et al., 1998; Taboada & Lobetti, 2006).

A reproducéo assexuada de Babesia spp. ocorre exclusivamente dentro dos eritrécitos
dos mamiferos (Solano-Gallego & Baneth, 2011), enquanto a reproducdo sexuada ocorre no

tubo digestivo das carracas (Urquhart, 1998).

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados quando, apds a picada da carraca para se
alimentar do sangue do hospedeiro, os esporozoitos (forma infectante do parasita) sdo
inoculados com a saliva da carraca. No hospedeiro, os parasitas invadem os eritrécitos e no
seu interior replicam-se por divisdo binaria e formam merozoitos que sdo observados em
pares ou de forma isolada dentro dos eritrécitos (figura 1) (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-
Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013). A reproducdo assexuada (merogonia) leva a
formacdo de oito ou mais merozditos na mesma célula com consequente ruptura e libertacdo
dos parasitas para a corrente sanguinea, seguida de invasdo de novos eritrocitos (Solano-
Gallego & Baneth, 2011).
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Figura 1 - Eritrécito felino infectado com merozéitos de Babesia canis (seta) no citoplasma (Baneth
et al., 2004).

Os hospedeiros invertebrados, ao alimentarem-se do sangue do hospedeiro infectado,
ingerem 0s merozoitos presentes nos eritrécitos (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego &
Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013). No interior do intestino do vector ocorre a reproducao
sexuada por fusdo dos micro e macro gametas com formacdo do zigoto mével (Taboada &
Lobetti, 2006). O zigoto migra para o tecido das glandulas salivares onde ocorre a
esporogonia com formacdo de esporozoitos (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego &
Baneth, 2011). Para além das glandulas salivares, e dependendo da espécie de Babesia, 0s

esporozoitos podem migrar para 0s ovarios das carracas (Taboada & Lobetti, 2006).

Algumas espécies de Babesia, como B. canis, apenas se tornam infecciosas para 0s
animais dois a trés dias depois da fixacdo da carraca, presumindo-se que as mudancas de
temperatura ou a presenca de sangue no intestino do vector atuem como um estimulo para a

maturacdo dos esporozoitos (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

No geral, as diferentes espécies de Babesia sdo transmitidas pela carraca
transestadialmente (a infeccdo persiste de um estadio para o outro) e dependendo da espécie
de Babesia pode ser transmitido nos trés estadios do ciclo de vida da carraga (larva, ninfa e
adulto), como acontece na espécie B. canis (Urquhart et al., 1998; Taboada & Lobetti, 2006;
Solano-Gallego & Baneth, 2011). Além disso, em algumas espécies de Babesia também
ocorre transmissdo transovarica (através do ovo), podendo o parasita ser transmitido entre
geracOes de carragas sem necessidade destas se alimentarem de um hospedeiro infectado
(Urquhart et al., 1998; Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Apesar da transmissdo natural da babesiose para hospedeiros vertebrados ocorrer
através da picada de carracas (Urquhart et al., 1998; Taboada & Lobetti, 2006), existe pouca
informacdo sobre os vectores na babesiose felina (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann
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et al., 2013). Nos canideos, 0s agentes patogénicos que causam babesiose canina na Europa,
B. canis e B. vogeli, sdo transmitidos pelas carragas Dermacentor reticulatus e Rhipicephalus
sanguineus, respectivamente. R. sanguineus, o mesmo vector de Ehrlichia canis e
Hepatozoon canis, parasita preferencialmente canideos domeésticos e silvestres nas trés fases
do seu ciclo de vida (desde larva até adulto), razdo pela qual € conhecido como a carraga
castanha do cdo, no entanto pode ocasionalmente parasitar outros hospedeiros, tais como o

gato e 0 homem (Hagiwara, 2009; Dantas- Torres, 2010; Santos-Silva et al., 2011).

A transmissdo do parasita por via iatrogénica e através de transfusGes sanguineas

também se encontram reportadas (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013).

1.1.1.3.  Epidemiologia

A babesiose felina € menos comum que a babesiose canina e tem sido principalmente
reportada em éreas costeiras na Africa do Sul, onde a infeccdo é principalmente devido a
espécie B. felis, causando infeccdes severas em gatos domésticos e também felinos selvagens
como ledes e chitas (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et
al., 2013). Nestas areas € também prevalente B. leo, tanto em gatos domésticos como em
lebes (Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al.,, 2013). B. cati tem sido reportada
principalmente na India em gatos domésticos (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego &
Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013). Estas espécies apresentam uma patogenicidade
moderada, causando infeccdes crénicas acompanhadas por sinais clinicos pouco evidentes
(Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al., 2013).

Casos esporadicos de espécies de Babesia que infectam canideos foram reportados em
gatos domeésticos na Europa, tal como B. canis em Espanha e em Portugal e B. vogeli e B.
microti (sinénimo de Theileria annae) em Portugal (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-
Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013; Vilhena et al., 2013). B. presentii foi
detectada em gatos domésticos em Israel (Baneth et al., 2004) e B. vogeli é comum em gatos
de rua na Tailandia (Baneth et al., 2004; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al.,
2013).

Na Europa, a babesiose canina é causada principalmente por B.canis e B.vogeli. B.
canis € transmitida pela carraca D. reticulatus, geralmente encontrada em regiGes temperadas

da Europa e comum em varios distritos do Centro e Norte de Portugal (Aveiro, Braganca,
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Castelo Branco, Leiria, Lisboa, Porto, Vila Real e Viseu) (Cardoso et al., 2008; Cardoso et
al., 2010; Santos-Silva et al., 2011). B. vogeli € transmitida pela carraca R. sanguineus, que
apresenta uma distribuicdo mundial, sendo detectada em todos os distritos de Portugal
(Cardoso et al., 2008; 2010; Santos-Silva et al., 2011).

A babesiose em gatos domésticos também tem sido reportada, de forma esporédica, na
Alemanha, Brasil, Franca, Tailandia e Zimbabwe, por espécies de Babesia ndo identificadas
(Shoeman et al., 2001; Baneth et al., 2004; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al.,
2013).

A idade é o Unico factor predisponente para a infeccdo felina com Babesia spp. em
areas endémicas (Solano-Gallego & Baneth, 2011; Vilhena et al., 2013). A maioria dos gatos
naturalmente infectados com babesiose tem idade inferior a trés anos provavelmente devido
ao estado imunitario imaturo dos gatos jovens (Vilhena et al., 2013). Até ao momento, ndo se
encontrou uma relacdo entre raca e género com a infeccdo por Babesia spp. (Shoeman et al.,
2001; Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013).

1.1.14. Patogenia

A patogenia da infeccdo por Babesia spp. nos hospedeiros mamiferos varia
consideravelmente de acordo com as diferentes espécies e subespécies envolvidas, assim
como, com a idade do hospedeiro, a presenca de co-infeccBes e a resposta imunitaria a
infeccdo (Baneth et al., 2004; Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011).
Apos a infeccdo, gera-se uma resposta imunitaria significativa, mas incapaz de eliminar o
parasita do organismo e 0s animais que geralmente recuperam tornam-se portadores cronicos
(Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al., 2013).

A elevada prevaléncia de babesiose em gatos jovens suporta a possibilidade dos gatos
em éareas endémicas contrairem a infeccdo no inicio de vida, tornando-se portadores

subclinicos (Schoeman et al., 2001).

A anemia hemolitica é a manifestagdo clinica predominante da babesiose felina e
canina (Schoeman et al., 2001; Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011). A
anemia hemolitica ocorre devido a hemdlise intravascular e extravascular provocada pela
replicacéo intracelular dos parasitas. No entanto, outros mecanismos podem estar envolvidos

na destruicdo dos eritrocitos, nomeadamente: (i) ligagdo de anticorpos a superficie das células
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parasitadas; (ii) activacdo do complemento; (iii) producdo de factores hemoliticos no soro;
(iv) dano oxidativo dos eritrocitos; (v) aumento do nimero de eritrdcitos fagocitados; e (vi)
aparecimento de esferdcitos (Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011). A
intensa hemolise resulta em hemoglobinemia, hemoglobindria, bilirrubinemia e bilirrubindria
(Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011).

A hipodxia tecidular contribui na maioria das vezes para muitos dos sinais clinicos
presentes. Varias sdo as causas para 0 aparecimento da hipoxia tecidular: anemia; choque
hipotensivo; estase vascular provocada por alterac@es dos eritrocitos; e producéo excessiva de
monoxido de carbono (Solano-Gallego & Baneth, 2011). O sistema nervoso central, 0s rins e
0s musculos sdo os 6rgaos mais afectados pela presenca de hipoxia (Taboada & Lobetti, 2006;
Solano-Gallego & Baneth, 2011).

A babesiose felina aparece geralmente associada a lesdes hepatocelulares devido a
hipoxia tecidular causada pela anemia, sendo importante, ap6s o tratamento da babesiose,
repetir novos testes para determinar se as lesdes hepéticas foram reversiveis (Schoeman et al.,
2001). No entanto, muitas vezes ndo existe uma relacdo consistente entre os valores da
enzima hepaética, alanina transaminase (ALT) e de hematocrito, 0 que indica que a anemia,
apesar de ser a causa principal, ndo é a Unica causa responsavel pelo dano hepatocelular e que
outros factores, tal como citocinas inflamatérias, possam ser responsaveis pelas alteracGes
hepéaticas (Schoeman et al., 2001). Qualquer dano hepatocelular pode potencialmente ser
acompanhado por edema celular com consequente compressdo dos canaliculos biliares e

desenvolvimento de colestase secundaria (Schoeman et al., 2001).

O baco tem uma funcdo importante no controlo da babesiose (Taboada & Lobetti,
2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011). Os cdaes infectados experimentalmente e
esplenectomizados desenvolvem uma forma clinica grave e apresentam niveis elevados de

parasitémia (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

1.1.15. Sinais clinicos

Os sinais clinicos normalmente observados em gatos com babesiose sdo anorexia,
letargia, anemia, perda de peso, e a presenca de pélo &spero. A ictericia e pirexia sd0 menos
comuns (Schoeman et al., 2001; Taboada & Lobetti, 2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011,
Hartmann et al., 2013).
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A maioria destes sinais sdo secundarios a anemia hemolitica e em casos de
complicacdes pode ocorrer falha renal, edema pulmonar, hepatopatia e alteracdes a nivel do

sistema nervoso central (Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al., 2013).

A presenca de co-infecgdes com Mycoplasma haemofelis, virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV) podem contribuir para a presenca de sinais
clinicos e severidade da infeccdo (Baneth et al., 2004; Hartmann et al., 2013). A diferenciagéo
entre a infeccdo por Babesia spp. e M. haemofelis é complexa, uma vez que ambas infec¢des
causam sinais clinicos semelhantes durante a fase aguda, com alteracfes laboratoriais
semelhantes e com aparéncia similar em esfregacos sanguineos. Assim, é aconselhavel tratar

simultaneamente para ambas as infec¢des (Schoeman et al., 2001).

1.1.1.6.  Diagnostico

A. Alteracgdes Laboratoriais

A principal alteracdo laboratorial num gato com babesiose é a presenca de anemia
hemolitica regenerativa hipocromica macrocitica (Schoeman et al., 2001; Taboada & Lobetti,
2006; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013). Nos esfregacos sanguineos é
possivel observar aumento da policromatofilia, corpos de “Howell-Jolly”, eritrdcitos
nucleados e anisocitose (Schoeman et al., 2001; Hartmann et al., 2013). Embora menos
frequente, também podem ser visualizados esferdcitos, eritrocitos fagocitados por mondcitos e
a presenca de parasitas no interior dos eritrocitos (Schoeman et al., 2001; Hartmann et al.,
2013). Secundariamente, podem-se obter resultados positivos no teste de Coombs e observar

autoaglutinacdo (Schoeman et al., 2001; Hartmann et al., 2013).

A anemia hemolitica imunomediada em gatos é raramente documentada e, quando
presente, é secundaria a infeccdo por M. haemofelis ou FeLV ou apds terapéutica de
patologias da tirdide (Schoeman et al., 2001). No estudo realizado por Schoeman et al. (2001)
nove dos 56 gatos infectados naturalmente por B. felis apresentavam-se positivos ao teste de

autoaglutinacdo, mas seis destes gatos estavam co-infectados com FeLV.

Ao contrario da babesiose canina, os gatos infectados por Babesia spp. ndo apresentam
alteracbes a nivel dos glébulos brancos nem trombocitopenia (Schoeman et al., 2001;
Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al., 2013).
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No que diz respeito as alteracGes bioquimicas, € comum observar-se 0 aumento da
ALT (Schoeman et al., 2001; Hartmann et al., 2013). A concentracdo total de bilirrubina esta
frequentemente aumentada, principalmente devido a hemdlise, no entanto o dano
hepatocelular secundério e colestase intrahepética sao factores que também podem contribuir

para a hiperbilirrubinemia (Schoeman et al., 2001; Hartmann et al., 2013).

Na babesiose felina é ainda comum observar-se hipergamaglobulinemia devido a
gamopatia policlonal (Schoeman et al., 2001; Taboada & Lobetti, 2006; Hartmann et al.,
2013).

B. Métodos Parasitoldgicos

O esfregaco sanguineo € a técnica de referéncia usada no diagndstico de Babesia spp.
apresentando uma sensibilidade elevada na presenca de parasitémia moderada a elevada. Os
parasitas sdo identificados em esfregacos finos na méxima ampliacdo sob dleo, usando
corantes Romanowsky (azul de metileno e eosina) ou Giemsa (Hartmann et al., 2013). No
entanto em casos de parasitémia baixa ou intermitente torna-se dificil avaliar a presenca de
infeccdo apenas por microscopia, sendo recomendado nestes casos 0 uso de métodos

moleculares (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

C. Meétodos Seroldgicos

O teste de imunofluorescéncia indirecta (IFI) é a técnica seroldgica mais utilizada no
diagnéstico de babesiose canina. No entanto, podem ocorrer reaccdes cruzadas entre
diferentes espécies de Babesia e outros protozoarios (Solano-Gallego & Baneth, 2011). O
imunoensaio ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) tem sido principalmente

usado em estudos epidemioldgicos (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Até ao momento ndo existem técnicas seroldgicas comerciais para o diagnostico da

babesiose felina (Hartmann et al., 2013).

D. Métodos Moleculares

A técnica de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) € um método molecular de
diagnostico sensivel e especifico, permitindo o diagndstico definitivo de babesiose em gatos

através da deteccdo de material genético do parasita em amostras de sangue (Hartmann et al.,
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2013). Esta técnica é particularmente atil na deteccdo de animais com baixos niveis de
parasitémia e na diferenciacdo entre as varias especies de Babesia e outros hemoprotozoarios
morfologicamente indistinguiveis, como € o caso do Cytauxzoon felis e de M. haemofelis
(Schoeman et al., 2001; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013).

A eficacia da técnica de PCR depende de diversos factores: (i) dos “primers”
(sequéncia de nucledtidos iniciadoras) utilizados; (ii) do nimero de copias; (iii) do método de
extraccdo de ADN; (iv) da origem das amostras biologicas; e (v) dos protocolos de PCR
utilizados (Maia & Campino, 2008). Com o objectivo de aumentar a sensibilidade e
especificidade do diagndstico, diferentes técnicas como a PCR em tempo real (qPCR), nested
ou semi-nested PCR, e PCR-RFLP (Restriction fragment lenght polymorphism) tém sido
utilizadas. A qPCR é mais sensivel que a PCR convencional, sendo usada para estudar a
cinética da infeccdo e facilitar a monitorizacdo da carga parasitaria durante e apds o
tratamento (Maia & Campino, 2008; World Organisation for Animal Health [OIE], 2008;
Gramiccia, 2011).

1.1.1.7. Tratamento

Os gatos infectados por B. felis deverdo ser tratados, uma vez que esta espécie provoca
uma infeccdo severa e muitas vezes fatal se ndo for tratada. A resposta a terapéutica é
geralmente positiva, embora as recidivas sejam comuns, sendo necessario na maioria das
vezes tratamentos repetidos ou prolongados (Hartmann et al., 2013). No entanto, muitos
farmacos que sdo utilizados no tratamento etiologico da babesiose ndo sdo eficazes em gatos
infectados por B. felis (Hartmann et al., 2013). O fosfato de primaquina (0,5 mg/kg, SID, PO,
durante um a trés dias) é o farmaco recomendado na terapéutica da B. felis (Solano-Gallego &
Baneth, 2011). Contudo, e apesar de reduzir a parasitémia, este medicamento ndo elimina o
parasita (Schoeman et al., 2001; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Hartmann et al., 2013).
Outros farmacos tém sido testados, nomeadamente a rifampicina e o trimetoprim-sulfadiazina,
contudo a sua eficacia € menor que a do fosfato de primaquina (Taboada & Lobetti, 2006;
Hartmann et al., 2013).

No estudo realizado por Baneth et al. (2004), um dos gatos infectado por B.canis foi
tratado com diproprionato de imidocarb (farmaco eficaz no tratamento de babesiose canina)
com uma Unica dose de 2,5mg/kg via intramuscular (IM) e obteve boa resposta, tendo

recuperado ao fim de 12 dias.
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O tratamento de suporte, tal como administracdo de fluidos endovenosos, transfusdes
de sangue e 0 uso de anti-inflamatorios deve ser associado ao tratamento etiologico (Solano-
Gallego & Baneth, 2011).

1.1.1.8. Saude Publica

A babesiose humana causada por varias espécies de Babesia é uma infecgdo zoonotica
emergente (Solano-Gallego & Baneth, 2011). A esplenectomia € um importante factor de
risco para o desenvolvimento natural de babesiose e potencialmente fatal em humanos
(Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Na Europa, h& casos reportados de humanos esplenectomizados infectados por B.
divergens (presente no gado) tendo sido fatal na maioria dos casos (Birkenheuer, 2012). A
babesiose humana causada por B. microti (agente da babesiose nos roedores), B. bovis e B.
canis também ja foi reportada (Solano-Gallego &Baneth, 2011; Birkenheuer, 2012). Apesar
de ndo estar provado que os animais (c&o, gato e bovinos) possam actuar como reservatorios,
estes podem servir como veiculo de transporte de carracas infectadas (Solano-Gallego &
Baneth, 2011).

1.1.2. Hepatozoon spp.

1.1.2.1.  Etiologia

Os parasitas protozoarios do género Hepatozoon pertencem ao subfilo Apicomplexa,
subordem Adeleorina e a familia Hepatozoidae (Baneth, 2006a; Baneth, 2011; Pawar et al.,
2012). Mais de 340 espécies Hepatozoon encontram-se descritas em anfibios, repteis,

marsupiais e mamiferos (Baneth et al., 2013).

A espécie H. canis foi reportada pela primeira vez em 1905, tendo sido chamada de
Leukocytozoon canis quando foi encontrada no sangue de um canideo e pouco tempo depois
numa carraca (Baneth, 2011). H. canis é o agente da hepatozoonose canina tanto no Velho
Mundo como no Mundo Novo com tropismo para tecidos hemolinfaticos como o figado,

baco, medula 6ssea e linfonodos (Jittapalapong et al., 2006; Baneth, 2011).

A hepatozoonose felina foi pela primeira vez descrita por Patton em 1908 na india e a

espécie infectante foi chamada de Leucocytozoon felis domestici (Baneth, 2011; Baneth et al.,
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2013). Este parasita felino foi mais tarde transferido para o género Hepatozoon e considerou-
se na altura que a espécie que afectava os gatos era indistinguivel da espécie infectante dos
canideos, devido a grande semelhanca morfoldgica do parasita observado no sangue destes
animais (Baneth et al., 2013).

1.1.2.2.  Ciclo de vida e transmissdo do parasita

O ciclo de vida do parasita Hepatozoon € heteroxeno (Urquhart et al., 1996; Vilcins et
al., 2009) e apresenta duas fases de reproducdo, uma sexuada e uma assexuada. A fase
assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado intermediario (anfibios, mamiferos, passaros e
répteis) e inclui a merogonia seguida de gametogonia, enquanto a reproducdo sexuada seguida
de esporogonia ocorre no hospedeiro invertebrado definitivo (carragas, insectos e pulgas)
(Urqubart et al., 1996; Baneth, 2011; Giannitti et al., 2012).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre ap6s ingestdo do hospedeiro artropode
hematofago infectado (Baneth, 2011; Pawar et al., 2012). No hospedeiro vertebrado, 0s
esporozoitos (forma infectante) libertam-se dos esporocistos no intestino e penetram a parede
intestinal. Os esporozoitos invadem as células mononucleares e disseminam-se por via
sanguinea ou linfatica para os 6rgdos alvo (Baneth, 2011). Posteriormente, ocorre 0 processo
de merogonia em diferentes drgdos viscerais, que varia de acordo com a espécie infectante e
pode incluir 6rgdos hematopoiéticos, tecidos muscular esquelético e cardiaco (Giannitti et al.,
2012). Este processo leva a formacdo de merontes que contém microrganismos individuais
alongados, 0s merozéitos, que se reproduzem por divisdo binaria (Baneth, 2011). Existem
dois tipos de merontes, 0s que contém aproximadamente 20-30 micromerozoitos e 0s que
contém até quatro macromerozoitos. Os macromerozoitos libertam-se do meronte maturo e
invadem novas células para formar novos merontes, contendo micro ou macromerozgitos. Os
micromerozoitos libertam-se do meronte maturo e invadem neutréfilos e mondcitos. Nestas

células ocorre o processo de gametogonia com a formacdo de gamontes (Baneth, 2011).

O hospedeiro definitivo ao alimentar-se do sangue do hospedeiro vertebrado infectado
ingere leucocitos que contém gamontes. No intestino do vector, os gamontes libertam-se dos
leucdcitos e ocorre a gametogénese com a formacdo de gametas distintos com posterior
fertilizacdo e formacdo do zigoto. Através do processo de esporogonia ocorre, a partir do

zigoto, a formacdo de odcitos contento milhares de esporocistos. A perpetuacdo do ciclo do
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parasita ocorre quando um novo hospedeiro intermediario ingerir o vector infectado (Baneth,
2011).

Os gamontes e merontes de H. canis e H. felis sdo morfologicamente distinguiveis. O
meronte H. felis é redondo a oval com um comprimento de 39 um por 34,5 um e rodeado por
uma membrana espessa que a separa do tecido circundante. Contém longos merozoitos
dispersos sem qualquer arranjo dentro do meronte, constituidos por ndcleos rectangulares que
assumem toda a largura do merozoito correspondente. O meronte H. canis é de menor
tamanho (30,6 um por 28,9 um) e os merozoitos dentro dos merontes estdo dispostos em
circulo em torno do nucleo central (Baneth et al., 2013). O gamonte H. felis apresenta um
nacleo redondo enquanto o nicleo do gamonte H.canis é mais alongado e em forma de
“ferradura”. Os gamontes H. felis sdo também relativamente mais pequenos (10,5 pum) e
menos evidentes no interior dos leucacitos, ndo sendo frequente a sua deteccdo em esfregacos
sanguineos (Kubo et al., 2006; Baneth et al., 2013).

O processo de merogonia de ambos parasitas ocorre em tecidos diferentes, enquanto
0s merontes de H. canis se encontram nas células do sistema hematopoiético, os merontes de
H. felis encontram-se com maior frequéncia nos tecidos musculares, tais como 0 miocéardio e

musculos esqueléticos (Baneth et al., 1998).

No caso dos canideos, a transmissao de H. canis pode ocorrer tanto pela ingestdo da
carraca R.sanguineus, como por transmissdo transplacentaria, embora a primeira via de
transmissao seja a mais comum (Baneth et al., 2013). Normalmente é no estadio de ninfa que
R.sanguineus adquire os gamontes circulantes no sangue do hospedeiro vertebrado infectado e
passam o parasita transestadialmente quando é feita a muda (de ninfa para a forma adulta).
N&o tem sido descrita a transmissdo transovarica, ou seja, da carraca adulta fémea para 0s
ovos (Baneth, 2006a).

Tendo em conta que a disseminacdo de H. canis huma populagdo canina jovem errante
é rpida, a disseminacdo de H. felis sera provavelmente semelhante (Baneth et al., 2013). A
elevada prevaléncia encontrada entre a infeccdo por Hepatozoon e felinos com acesso ao
exterior sugere que a transmissdo do parasita € feita por: (i) ectoparasitas, tais como acaros,
carragas, piolhos ou pulgas; (ii) carnivorismo, como j& descrito na transmissdo de algumas

espécies de Hepatozoon spp.; ou (iii) via transplacentaria (Ortufio et al., 2008; Baneth et al.,
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2013). Contudo, até ao momento ndo existe nenhum vector comprovado de H. felis (Baneth et
al., 2013).

1.1.2.3.  Epidemiologia

A hepatozoonose em gatos domésticos tem sido reportada em varios paises incluido
Brasil, Espanha, Estados Unidos da América (E.U.A), Franca, india, Israel, Nigéria e paises
da Africa do Sul (Baneth, 2011). Esta infeccdo tem sido principalmente reportada em éreas

onde a infecgdo canina também esta presente (Baneth, 2011; Baneth et al., 2013).

Na ultima década realizaram-se varios inquéritos epidemioldgicos de modo a
determinar a prevaléncia da infeccdo por Hepatozoon spp. em gatos. No estudo de
Jittapalapong et al. (2006) realizado em zonas endémicas de hepatozoonose canina e felina
em Bangkok, Tailandia, os autores obtiveram uma prevaléncia de 32,3% de infecgdo por H.
canis através da técnica de PCR numa amostra de 300 gatos. Posteriormente, e devido ao
desenho de “primers” mais especificos, foi possivel detectar infecces por H. felis em gatos,
tendo sido Tabar et al. (2008) os primeiros investigadores a determinar a prevaléncia por este
agente (4%) em 100 gatos residentes em Barcelona, Espanha. Mais recentemente, Baneth et
al. (2013), verificaram que ambas espécies, H. canis e H. felis tém capacidade de infectar os

gatos domésticos, embora a prevaléncia de H. felis seja superior.

Em Portugal, Vilhena et al. (2013) obtiveram uma prevaléncia de infecc¢do por H. felis
de 15,6% (50/320) em gatos domeésticos residentes do Norte e Centro de Portugal o, que,
juntamente com os dados de estudos realizados em Espanha permite concluir que a infeccéo
por Hepatozoon é muito difundida na populacdo felina da Peninsula Ibérica (Ortufio et al.,
2008; Vilhena et al., 2013).

1.1.2.4. Patogenia

A hepatozoonose canina esta associada com as condi¢des imunologicas do hospedeiro.
Vérios factores estdo implicados no desenvolvimento da infeccdo tais como alteragdes
genéticas dos neutréfilos, imaturidade do sistema imunitario em cachorros entre 0s 4 a 6
meses de idade, condi¢fes ou tratamentos imunosupressivos e co-infecgdes (Baneth et al.,

1998; Baneth, 2006a). A hepatozoonose tem sido reportada em cdes com infecgOes
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concomitantes tais como anaplasmose, babesiose, ehrliquiose, leishmaniose, parvovirose e
toxoplasmose (Baneth et al., 1998; Baneth, 2006a; 2011).

Tal como observado nos cées, a infeccdo por Hepatozoon spp. nos gatos pode ser
considerada oportunista, uma vez que apenas em situacdes de imunossupressao ou de “stress”
é gque se manifesta (Baneth et al., 1998). Co-infeccBes com FIV, FeLV e M.haemofelis tém
sido reportadas (Baneth et al., 2013). Nos animais imunodeprimidos co- infectados por
Hepatozoon spp. observa-se uma intensificacdo da parasitémia e 0 aumento da actividade das
enzimas lactato desidrogenase (LDH) e creatina quinase (CK), associado as lesdes a nivel do

tecido muscular provocadas pelo parasita (Kubo et al., 2006).

1.1.2.5. Sinais clinicos

A maioria dos gatos infectados apresentam infeccGes subclinicas, provavelmente
devido & auséncia de uma forte resposta inflamatoria ao redor dos merontes presentes no
tecido muscular (Kubo et al., 2006; Baneth et al., 2013). Contudo, ja foram reportados casos
de miosites e miocardites (Baneth et al., 2013). De um modo geral, 0s sinais clinicos descritos
em gatos com hepatozoonose sdo inespecificos, e incluem letargia, anorexia, estomatite,
gengivite e pirexia (Baneth et al., 1998). A perda de peso, hipersalivacdo, ulceracdo da
mucosa lingual e linfadenomegalia também ja foram reportados (Baneth, 2006a).

1.1.2.6.  Diagnostico

Como primeira abordagem, o diagnostico de hepatozooose felina pode ser feito através
da observacdo de alteracBes laboratoriais, tais como o aumento da actividade sérica das
enzimas musculares CK e LDH (Baneth et al., 1998; 2013; Kubo et al., 2006).

Apesar do nivel de parasitémia ser normalmente baixa na hepatozoonose felina, com
menos de 1% de neutrofilos e mondcitos infectados, o exame directo de esfregacos
sanguineos corados com Diff-Quik ou Giemsa permite a observacdo de gamontes no interior
de leucocitos (Baneth, 2006a; Baneth et al., 2013) (figura 2). A visualizacdo de merontes
pode ser feito por histopatologia de biopsias de tecidos musculares infectados (Baneth et al.,
2013).
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Figura 2 - Observacdo da forma gamonte de Hepatozoon spp.(seta) no citoplasma de um neutrofilo de
um gato domeéstico através de um esfregaco sanguineo corado com Giemsa (Baneth, 2006a).

A deteccdo do parasita em amostras de sangue através de técnicas de biologia
molecular apresenta uma sensibilidade superior a do exame directo. No estudo realizado por
Jittapalapong et al. (2006) por microscopia convencional apenas se observaram gamontes em
0,7% dos gatos analisados, enquanto por PCR detectou-se a presenca do ADN do parasita em
32% dos animais da amostra estudada. A PCR apresenta a mais-valia de permitir identificar a

espécie de Hepatozoon responsavel pela infec¢do (Baneth, 2006a).

A combinacdo de métodos parasitoldgicos, pouco invasivos e ndo dispendiosos
(esfregacos sanguineos), com métodos moleculares (amplificacdo e posterior sequenciacao)

aumenta a sensibilidade de diagndstico de Hepatozoon spp. (Ortufio et al., 2008).

1.1.2.7. Tratamento

A hepatozoonose felina tem sido tratada com doxiciclina (5 mg/kg BID, PO) ou com
oxitetraciclina (50 mg/Kg BID, PO) associada com uma Unica dose oral de primaquina (2
mg/Kg) (Baneth, 2006a). No caso de canideos infectados com H. canis € administrado
dipropionato de imidocarb durante 14 dias até se observar auséncia de gamontes na circulacédo
sanguinea (Baneth, 2011). O prognostico de cdes com baixa parasitémia e tratados é
geralmente favoravel, apesar de na maioria das vezes ser necessario tratamentos repetidos
com dipropionato de imidocarb. O progndstico nos cdes com elevada parasitémia é reservado

e muitas vezes vai depender da resposta a doenga concomitante (Baneth, 2011).

1.1.2.8. Saude Publica

A importancia zoonética de Hepatozoon spp. ainda néo é conhecida. Apenas um caso
de infeccdo com este parasita foi reportado num individuo proveniente das Filipinas que
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apresentava anemia e ictericia. O parasita foi observado no sangue, mas nao foi detectado nos

outros orgdos analisados, nomeadamente figado e medula 6ssea (Baneth, 2006a).

1.1.3. Leishmania spp.

1.1.3.1.  Etiologia

A leishmaniose é doenca parasitaria, causada por protozoarios intracelulares
pertencentes ao género Leishmania (familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida) e
transmitidos pela picada de um insecto vector flebotomineo e que afecta 0 homem, animais
domeésticos e silvestres em quase todo o mundo (Lainson & Shaw, 1987; Baneth, 2006b;
Diakou et al., 2009; Center for Food Security & Public Health [CFSPH], 2009; Trainor et al.,
2010; World Health Organization [WHO], 2010; Observatdrio Portugués das Leishmanioses
[ONLeish], 2013).

Todas as espécies do género Leishmania sdo protozoarios pleomdrficos que
apresentam duas formas distintas: a forma amastigota, no hospedeiro vertebrado, e a forma
promastigota, no hospedeiro invertebrado. Ambas as formas apresentam um ndcleo, um
cinetoplasto (genoma mitocondrial) e um flagelo. A forma amastigota, intracelular, apresenta
um corpo oval ou redondo de 2,5 a 6,8 um de didmetro com um cinetoplasto em forma de
bastdo associado a um flagelo rudimentar, e encontra-se dentro dos fagolisossomas das células
fagociticas mononucleares dos hospedeiros vertebrados (figura 3). A forma promastigota,
extracelular, apresenta um corpo fusiforme (15-30 um) com um flagelo longo e livre na
extremidade anterior, e € encontrada no intestino dos vectores artropodes (figura 4) (Urquhart
et al., 1998; Baneth, 2006b; Gramiccia, 2011; Bates, 2013).

Figura 3: Formas amastigotas (setas) no Figura 4: Forma promastigota do
citoplasma de um macréfago de um canideo parasita em cultura (Baneth & Solano-
(Baneth & Solano-Gallego, 2012). Gallego, 2012)
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1.1.3.2.  Ciclo de vida e transmissdo do parasita

Os parasitas do genero Leishmania sdo difasicos que completam o seu ciclo de vida
em dois hospedeiros: um vertebrado e um invertebrado (Solano-Gallego et al., 2009; Solano-
Gallego et al., 2011).

A transmissdo do parasita aos hospedeiros vertebrados é feita por flebétomos da
subfamilia Phlebotominae, do género Lutzomyia no Novo Mundo, e do género Phlebotomus
no Velho Mundo, sendo P. perniciosus e P.ariasi as espécies comprovadamente vectores de
L. infantum em Portugal (figura 5) (Killick-Kendrick, 1999; Baneth, 2006b; Maroli et al.,
2007; Campino & Maia, 2010). Estes insectos sdo de pequenas dimensdes, com um
comprimento de 2 a 3 cm, e todas as espécies do género Leishmania sdo transmitidas pela
picada de fémeas infectadas uma vez que apenas elas sdo hematdfagas (Killick-Kendrick,
1999; Bates, 2007; CFSPH, 2009; ONLeish, 2013).

Figura 5 - Phlebotomus perniciosus, vector de Leishmania infantum em Portugal (ONLeish, 2013).

Os fleb6tomos adultos apresentam actividade crepuscular e nocturna. Na bacia do
mediterraneo, os fleb6tomos sdo principalmente activos nos meses quentes, e especificamente
em Portugal a época de actividade ocorre geralmente entre Maio a Outubro, com o pico de
actividade entre Julho e Agosto (Killick-Kendrick, 1999; Baneth, 2006b; CFSPH, 2009;
Gramiccia, 2011; ONLeish, 2013). A sobrevivéncia do parasita durante os meses frios é
principalmente sustentada no hospedeiro vertebrado, uma vez que ndo ha transmissdo
transovarica de Leishmania spp. e os fleb6tomos adultos apresentam um curto periodo de vida
(Solano-Gallego et al., 2009; Mendongca et al., 2011).

Quando um flebotomineo fémea efectua uma refeicdo hematdfaga num hospedeiro
vertebrado infectado por Leishmania, adquire os protozoarios na forma amastigota. Apds
ingestdo, e ja na porcdo posterior do intestino do vector, as formas amastigotas séo libertadas

dos macrdéfagos infectados e diferenciam-se em promastigotas. As formas promastigotas
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sofrem vérias alteracbes morfoldgicas e funcionais ao longo do intestino do vector,
diferenciando-se nas formas infectantes para o0 hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas metaciclicas, as quais se alojam no segmento anterior do estbmago do vector
(Baneth, 2006b; Bates, 2007).

O flebotomo ao alimentar-se num novo hospedeiro vertebrado inocula o0s
promastigotas metaciclicos na camada interna da pele do hospedeiro, provocando uma
resposta inflamatoria local. Inicialmente, aparecem os neutrofilos e eosindfilos e
posteriormente os macrdéfagos que fagocitam o parasita. Este diferencia-se entdo na forma
amastigota (ndo movel) e multiplica-se dentro do fagolisossoma (Killick-Kendrick, 2002;
Solano-Gallego et al., 2009; Bates, 2013). Os amastigostas continuam a sua multiplicag&o por
divisdo binaria, levam a ruptura de macrdéfagos e invadem qualquer 6rgdo que contenha
células do sistema reticuloendotelial (Ferrer, 2002; Baneth, 2006b; Solano-Gallego et al.,
2009). A infeccdo dissemina-se rapidamente, iniciando-se na pele e estendendo-se para 0s

linfonodos, baco e medula 6ssea (6rgaos do sistema hemolinfatico) (Ferrer, 2002).

Apesar dos fleb6tomos serem o Unico vector comprovado de Leishmania spp.,
encontram-se descritas outras vias independentes deste, apesar do seu papel na epidemiologia
da leishmaniose ainda ndo ser muito claro (Solano-Gallego et al., 2011; Campino & Maia,
2012). Encontram-se descritos casos de transmissao através de transfusdes sanguineas a partir
de dadores de sangue infectados, transmissdo vertical e transmissdo venérea (Killick-
Kendrick, 2002; CFSPH, 2009; Dantas-Torres et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2011;
Pennisi et al., 2013). A transmissdo horizontal entre cées, através da mordida ou de feridas
abertas, e a transmissdo através de outros artropodes, como as carracas (R. sanguineus e
Dermacentor variabilis) e as pulgas (Ctenocephalides felis) continuam por comprovar. No
entanto, a transmissdo horizontal podera explicar a presenca de casos clinicos em areas nao
endémicas onde ndo existem vectores (CFSPH, 2009; Dantas-Torres et al., 2010; Otranto &
Dantas-Torres, 2010; Solano-Gallego et al., 2011).

1.1.3.3. Epidemiologia

As leishmanioses sao endémicas em 98 paises, tanto do Novo como no Velho Mundo,
com mais de 350 milhGes de pessoas em risco de contrair a infeccdo (WHO, 2010). Nos
humanos, a leishmaniose distingue-se em trés formas de acordo com as manifestacdes clinicas

e as espécies envolvidas: leishmaniose cutdnea (LC); leishmaniose mucocutanea; e
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leishmaniose visceral (LV). Esta Gltima é a mais severa e € principalmente causada pelas
espeécies L. donovani e L. infantum (sindnimo de L. chagasi no Novo Mundo) (Baneth, 2006b;
CFSPH, 2009; Gramiccia, 2011). A incidéncia estimada de leishmaniose humana é de 2
milhdes de casos: 0,5 milhdes de LV e 1,5 milhdes de LC (WHO, 2010).

Os canideos sdo hospedeiros e reservatorios de L. infantum, sendo o cdo a espécie
mais importante na epidemiologia da leishmaniose zoonotica visceral, mantendo o parasita no
ciclo doméstico (Grevot et al., 2005; Baneth, 2006b; Maia et al., 2008; Maia et al., 2009;
CFSPH, 2009; Campino & Maia, 2010; Gramiccia, 2011; Maia & Campino, 2011). Os cées
sd0 muito susceptiveis a este parasita, no entanto, em areas endémicas, um largo numero de
caes infectados e seropositivos ndo desenvolvem sinais clinicos, mas continuam a ter a
capacidade de transmitir o parasita ao vector (Cardoso et al., 2010). Ainda nos cées, a
infeccdo pode ser subclinica, autolimitante ou severa, sendo muitas das vezes fatal. Apesar da
elevada prevaléncia de infeccbes subclinicas, as doengas concomitantes e/ou

imunossupressoras podem levar a progressao clinica da doenca (Solano-Gallego et al., 2011).

A leishmaniose canina constitui um grave problema veterinario e de Saude Publica
(Grevot et al., 2005; Baneth, 2006b; Nasereddin et al., 2008; Maia et al., 2008; 2009;
Campino & Maia, 2010; Maia & Campino, 2011; Solano-Gallego et al., 2011). Esta infec¢éo
é endémica em mais de 70 paises, estando presente em regides do Sul da Europa (bacia do
mediterraneo), Africa, Asia, América do Sul e Centro, tendo sido reportada nos E.U.A
(Solano-Gallego et al., 2011). Nos animais, ao contrario dos humanos, a distingdo entre
espécies que causam LV e LC ndo é observada, sendo comum o0s cdes apresentarem
simultaneamente manifestacfes cutdneas e sistémicas (Grevot et al., 2005; Baneth, 2006b;
CFSPH, 2009).

Os valores de seroprevaléncia em cdes de Portugal, Espanha, Italia e Franga apontam
para a existéncia de 2,5 milhdes de animais infectados (Campino & Maia, 2010). Apesar da
maioria dos cdes infectados sem sintomatologia revelar anticorpos anti-Leishmania, infec¢bes
experimentais evidenciaram a auséncia de anticorpos em animais parasitados, sugerindo que
estudos epidemioldgicos baseados apenas na deteccdo de anticorpos circulantes podem
subestimar o nimero de cées infectados (Campino & Maia, 2010).

Em Portugal Continental, e tendo como base estudos de seroprevaléncia realizados nos

ultimos 20 anos, a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro, a sub-regido da Cova da Beira, 0
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concelho da Lousd, a regido de Lisboa e Setdbal, o concelho de Evora e o Algarve sio
consideradas endémicas de leishmaniose canina, no entanto sdo detectados casos esporadicos
da doenca em todo o territério continental (figura 6) (ONLeish, 2013). Em 2009 foi realizado
0 primeiro inquérito seroepidemiol6gico nacional de leishmaniose canina tendo-se obtido uma
prevaléncia geral de 6,31% (Cortes et al., 2012). Castelo Branco, Portalegre e Beja, foram 0s
distritos mais afectados com uma prevaléncia superior a 10%, enquanto Aveiro, Braga e
Viana do Castelo foram os distritos que apresentaram 0 menor numero de cées seropositivos
(inferior a 1%) (Cortes et al., 2012).
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Figura 6 - Mapa de prevaléncia de leishmaniose canina em Portugal (ONLeish, 2013)

A leishmaniose em gatos domeésticos foi descrita pela primeira vez em 1912 em
Argélia, tendo sido detectada num gato de quatro meses de idade que coabitava na mesma
casa com um cdo e uma crianga com LV (Gramiccia, 2011). Nos gatos, tém sido descritos
casos esporadicos de leishmaniose, sendo as manifestacBes cutdneas as mais prevalentes,

normalmente sem envolvimento visceral (Navarro et al., 2010).

Diferentes espécies de Leishmania tém sido encontradas como causa de leishmaniose
felina: L. mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis e L. amazonensis no Novo Mundo, e L.
infantum tanto no Novo como no Velho Mundo (Rifenacht, 2010; Gramiccia, 2011; Maia &
Campino, 2011). Nos ultimos anos, varios casos de leishmaniose felina causados por L.
infantum tém sido descritos em paises do mediterraneo, endémicos desta parasitose, como

Espanha, Franca, Italia e Portugal, assim como, na América do Sul e no Médio Oriente (Maia
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et al, 2008; Cardoso et al., 2010; Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011). A prevaléncia da
infeccdo por Leishmania spp. obtida em gatos residentes em diferentes areas onde a infeccao é
endémica, variou entre 0,3% a 61% (Pennisi, 2002; Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et al.,
2008; 2010; Nasereddin et al., 2008; Tabar et al., 2008; Diakou et al., 2009; Cardoso et al.,
2010; Coelho et al., 2010; Ayllon et al., 2011; Maia & Campino, 2011; Sobrinho et al., 2012;
Pennisi et al., 2013b; Vilhena et al., 2013).

O primeiro rastreio de leishmaniose felina em Portugal foi realizado por Maia et al.
(2008) na regido metropolitana de Lisboa (RML), fora da época de transmissao vectorial de
Leishmania, tendo-se detectado ADN de L. infantum no sangue de 30,4% (7/23) dos gatos
errantes analisados. Mais tarde, foram realizados em Portugal véarios estudos epidemioldgicos
sobre a infeccdo por Leishmania spp. em gatos, tendo a prevaléncia variado de 0 a 20,3%
sugerindo que os felinos que vivem em areas endémicas sdo frequentemente expostos ou
infectados com o parasita (Rosa, 2009; Cardoso et al., 2010; Duarte et al., 2010; Maia et al.,
2010; Carreira, 2012; Garrido, 2012; Ramos, 2012; Pinto, 2013; Vilhena et al., 2013).

O aumento do numero de infeccdes e casos de doenga juntamente com os resultados
obtidos em diversos estudos de prevaléncia, sugerem que 0s gatos podem actuar como
hospedeiro reservatério secundario de L. infantum em vez de hospedeiro acidental
(Nasereddin et al., 2008; Cardoso et al., 2010; Gramiccia, 2011; Cardia et al., 2013; Vilhena
etal., 2013).

Os autores que reconhecem o gato como reservatorio secundario justificam-no pelo
facto de serem animais naturalmente susceptiveis & infeccdo por L. infantum, normalmente
sem desenvolverem sinais clinicos (portadores assintomaticos) e por apresentarem o parasita
no sangue periférico e pele, sugerindo que sdo frequentemente expostos ao parasita atraves do
vector (Martin-Sanchez et al., 2006; Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011).

Maroli et al. (2007) e Silva et al. (2010) demonstraram experimentalmente, através da
técnica de xenodiagnostico, que gatos infectados naturalmente podem transmitir o parasita a

vectores competentes de L. infantum.

Por outro lado, os parasitas isolados até ao momento a partir de puncées de linfonodos
e medula dssea de gatos residentes em areas endémicas, foram identificados como L. infantum

zimodeme MON-1, o zimodeme responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose canina e
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humana na bacia do mediterraneo (Maroli et al., 2007; Maia et al., 2008; Nasereddin et al.,
2008; Maia & Campino, 2011).

No entanto mais estudos tém de ser desenvolvidos para determinar a persisténcia de
Leishmania nos gatos naturalmente infectados, pelo menos até a préxima época de
transmissdo, tal como acontece nos cdes que mantém presente a infeccdo subclinica por

longos periodos de tempo (Maia & Campino, 2011).

Na maioria dos estudos realizados em felinos nao foi encontrada uma relacéo entre
factores como a raca e o0 género com a infeccdo por Leishmania spp. (Pennisi, 2002;
Nasereddin et al., 2008; Tabar et al., 2008; Diakou et al., 2009; Ayllén et al., 2011; Pennisi et
al., 2013). No entanto, Cardoso et al. (2010) e Sobrinho et al. (2012) observaram uma
associacdo significativa entre géneros, mostrando que os machos sdo estatisticamente mais
susceptiveis a infeccdo e mais predispostos a apresentarem sinais clinicos, sem ainda haver
uma explicacéo para este acontecimento. A idade também nédo tem sido considerada um factor
significativo na susceptibilidade a infec¢do, embora gatos com mais de dois anos de idade se
encontrem mais predispostos a serem infectados (Pennisi et al., 2002; Cardoso et al., 2010;
Sobrinho et al., 2012).

1.1.3.4. Patogenia

A capacidade dos amastigostas de sobreviverem e de se replicarem dentro dos
macrdfagos esta intimamente relacionada com a resposta imunitaria do hospedeiro (Ferrer,
2002; Baneth, 2006b; Grammicia, 2011).

Os macrofagos desempenham um papel central no controlo da infecgdo (Pennisi et al.,
2013). As citocinas, interferdo gama (IFN- vy), interleucina dois (IL-2) e factor de necrose
tumoral alfa (TNF-a), secretadas pela activacao das células T, estimulam a morte intracelular
dos amastigotas através da producdo de radicais oxidativos toxicos para o parasita (Ferrer,
2002; Baneth, 2006b; Solano-Gallego et al., 2009; Verneuil, 2013; Pennisi et al., 2013b).

Em cées, a leishmaniose é uma infeccdo multisistémica com um amplo espectro de
sinais clinicos, variando de infec¢do subclinica a severa, reflectindo o balango entre uma
resposta imune protectora mediada por células e uma resposta humoral ndo protectora. Os
linfocitos T CD4+ tém assim um papel importante, uma vez que podem fazer com que o

sistema imunitario avance para uma resposta Thl (mediada por células) ou para uma resposta
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Th2 (humoral). A susceptibilidade dos cées a infecgéo esta associada com uma forte resposta
humoral ndo-protectora e a uma reduzida imunidade mediada pelas células T (Ferrer, 2002;
Baneth, 2006b; Solano-Gallego et al.,2009). A resposta humoral exacerbada é considerada

ineficaz no combate a leishmaniose e conduz ao aparecimento de sinais clinicos.

Nos animais susceptiveis a infeccdo, os sinais clinicos aparecem entre 0s trés meses e
0s sete anos apos infecgdo. O desenvolvimento da doenga é acompanhado por uma deplecao
dos linfdécitos T nos 6rgdos linfoides e pela proliferacdo de linfocitos B produtores de
anticorpos. Existe também uma proliferacdo de células plasmaticas, macrofagos e histiocitos
resultando numa linfadenomegalia generalizada, hepatoesplenomegalia e hiperglobulinemia
(Ferrer, 2002; Baneth, 2006b).

A exuberante actividade das celulas B, com a libertacdo massiva de imunoglobulinas
IgG e IgM, leva a formacdo de grandes quantidades de complexos imunes que se depositam
nas paredes dos vasos sanguineos e rins podendo causar vasculites, poliartrites, uveites e
glomerulonefrites (Ferrer, 2002; Baneth, 2006b; Verneuil, 2013).

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

uma fraca resposta humoral (Ferrer, 2002; Baneth, 2006b).

No que diz respeito a leishmaniose felina, alguns estudos relacionam a presenca de um
certo grau de resisténcia natural a infeccdo com factores genéticos, os quais permitem o
controlo da infeccdo, nomeadamente atraves de uma forte resposta imunitaria celular,
responsavel pela eliminacdo do parasita, ou pela manutencdo do animal infectado num estado
subclinico (Diakou et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Costa et al., 2010; Ferrer & Roura,
2010; Maia et al., 2010). Navarro et al. (2010) compararam a resposta imunitaria
desenvolvida em gatos infectados por Leishmania que apresentavam lesdes cutaneas, com 0s
gue apresentavam lesdes oculares, mucocutaneas e viscerais. Estes autores verificaram que 0s
animais com manifestagfes cutaneas localizadas tinham conseguido controlar a infeccdo
através de uma resposta inflamatdéria mediada pelas células T e constituida por numerosos
linfécitos e poucos macrofagos com baixo nimero de parasitas, enquanto nos animais que
apresentavam manifestacdes sistémicas, a resposta inflamatdria, associada a uma resposta

imunitaria celular reduzida, caracterizava-se por um escasso numero de linfocitos e um grande
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numero de macrdfagos e células gigantes multinucleadas, contento um elevado numero de

amastigotas (Navarro et al., 2010).

Factores como o0 “stress”, agentes imunosupressivos (FIV e FeLV), farmacos
imunossupressores ou neoplasias podem induzir uma resposta imune celular ineficaz,
predispondo para a progressdo da infec¢do e aparecimento de sinais clinicos (Grevot et al.,
2005; Maroli et al., 2007; Ferrer & Roura, 2010; Navarro et al., 2010; Sobrinho et al., 2012,
Pennisi et al., 2013b). No entanto, a possivel predisposicao de gatos infectados com retrovirus
(FIV e FeLV) desenvolverem doenca € ainda controverso (Ferrer & Roura, 2010; Sobrinho et
al., 2012; Pennisi et al., 2013Db).

1.1.35. Sinais clinicos

As manifestacbes cutaneas sdo os sinais clinicos mais frequentemente observados na
leishmaniose felina e muitas vezes as Unicas encontradas ao exame fisico (Grammicia, 2011,
Pennisi et al., 2013b). Os sinais mais comuns sdo: dermatites ulcerativas (figura 7) ou
nodulares na face, nariz, pavilhdo auricular, labios e palpebras; papulas e crostas nos
pavilhdes auriculares (figura 8 e 9); alopecia difusa; nddulos cutdneos na cabeca ou
extremidades; e auséncia de prurido (Rufenacht et al., 2010; Grammiccia, 2011; Pennisi et al.,
2013b). As lesbes oculares como conjuntivites, blefarites e/ou queratites também tém sido
reportadas (Navarro et al., 2010). Outros sinais clinicos e altera¢fes laboratoriais reportados
em gatos com leishmaniose sdo anorexia, perda de apetite, pirexia, vomitos, diarreia, ictérica,
uveites, linfadenomegalia, hipergamaglobinemia, anemia, leucopenia, proteinuria, €
insuficiéncia renal (Rufenacht et al.,, 2010 Cardoso et al., 2010; Cardia et al., 2013;
Grammicia, 2011). Apesar da LV ndo ser comum em gatos, o figado, baco, linfonodos e rim

sdo os 6rgdos mais afectados (Ferrer & Roura, 2010).

Figura 7 - Ulcera cutanea num gato com leishmaniose (Baneth, 2006b)
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Figura 8 - Presenca de crostas e pustulas no pavilhdo auricular num gato com leishmaniose
(Rufenacht et al., 2010).

Figura 9 - Presenca de crostas, pustulas, eritema e despigmentacdo no plano nasal (Rifenacht et al.,
2010).

A auséncia de sinais patognomonicos implica que se inclua leishmaniose felina como
diagndstico diferencial em gatos com infeccBes cutaneas e oculares que vivam ou tenham

viajado para areas endémicas (Navarro et al., 2010; Grammicia, 2011; Cardia et al., 2013).

1.1.3.6.  Diagnostico

Na LV humana e na leishmaniose canina recomenda-se o isolamento e identificacdo
do parasita a partir de biopsias de tecidos infetados juntamente com o diagndstico serolégico e
molecular (OIE, 2008).

Na prética clinica, o diagnostico de leishmaniose felina pode ser realizado através de
um exame clinico adequado e da detec¢do do parasita por métodos parasitologicos e/ou
moleculares. Até ao momento, ndo existem testes seroldgicos comerciais para o diagnéstico
de leishmaniose felina (Silva et al., 2010; Maia et al., 2010; Grammicia, 2011; Pennisi et al.,
2013b).
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A. Meétodos Parasitologicos

O exame citolégico permite a visualizagcdo ao microscopio das formas amastigotas em
esfregacos corados de amostras obtidas a partir de biopsias de Orgdos/tecidos infectados,
como a medula 0ssea, linfonodos e pele (Maia & Campino, 2008; Grammicia, 2011). Os
esfregacos sdo corados com o corante Giemsa ou corante Leishman e as formas amastigotas
aparecem livres ou dentro de mondcitos, macréfagos e neutréfilos (Maia & Campino, 2008).
Costa et al. (2010) e Sobrinho et al. (2012) compararam a sensibilidade do exame directo para
diagnosticar a infeccdo por Leishmania spp. em gatos residentes em areas endémicas de LV,
utilizando diferentes amostras bioldgicas (linfonodos, medula 6ssea, baco e figado). Em
ambos os estudos, verificou-se que a deteccdo das formas amastigotas foi superior em
amostras de linfonodos popliteos. Conclui-se assim que, estes deverdo ser os tecidos de
primeira escolha para a realizacdo de biopsia aspirativa a fim de melhorar a sensibilidade do

diagnostico directo em gatos (Costa et al., 2010; Sobrinho et al., 2012).

A andlise histopatoldgica de 6rgaos infectados corados com hematoxilina e eosina
também tem sido usada na detec¢do das formas amastigotas (Maia & Campino, 2008;
Navarro el al., 2010). O diagnostico histopatoldgico tem sido usado em casos clinicos de
gatos com sinais dermatolégicos e oftalmoldgicos de etiologia desconhecida (Gramiccia,
2011).

A cultura in vitro de diferentes tecidos aumenta a sensibilidade da detec¢do do
parasita, apresentando uma especificidade de 100%, sendo a Unica técnica que permite isolar
os parasitas (Maia & Campino, 2008; Gramiccia, 2011). No entanto, € uma técnica pouco
utilizada devido ao tempo que demora para se obter os resultados (entre uma a cinco
semanas), a susceptibilidade de contaminagdo microbioldgica, ao facto de estar dependente da
carga parasitaria e ao facto de ndo existir um meio cultura “universal” em que todas as
espécies de Leishmania crescam com facilidade (Maia & Campino, 2008; OIE, 2008;
Gramiccia, 2011).

B. Métodos Seroldgicos

Os métodos seroldgicos mais frequentemente utilizados para detectar anticorpos anti-
Leishmania em gatos com suspeita de leishmaniose felina incluem a IFI, ELISA e o teste de
aglutinacéo directa (DAT) (Gramiccia, 2011).
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De acordo com os estudos realizados no Sul da Europa, os titulos de anticorpos
obtidos em gatos infectados por Leishmania spp. sdo mais baixos que na leishmaniose canina
(Diakou et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Gramiccia, 2011). Resultados semelhantes foram
obtidos por Costa et al. (2010) ao usarem a técnica de ELISA para detectar anticorpos anti-
parasita em gatos residentes em areas endémicas de leishmaniose canina. No estudo realizado
por Sobrinho et al. (2012), 70% dos gatos com diagnostico parasitologico directo positivo

eram seronegativos.

No estudo de Maia et al. (2010) utilizou-se a técnica seroldgica de IFI para detectar
anticorpos especificos em 76 gatos da amostra, tendo-se considerado seropositivo apenas um
animal. Estes resultados sugerem que, os testes serolégicos, validos para o diagndstico de
leishmaniose canina, sdo pouco sensiveis e pouco fidveis na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania em gatos e, do ponto de vista epidemiologico, podem subestimar o nimero real
de gatos infectados e representar um potencial risco de propagacdo e transmissdo de

Leishmania aos vectores (Maia et al., 2010).

Por outro lado, a falta ou baixa producdo de anticorpos especificos podera estar
relacionado com o facto da forma clinica mais comum na leishmaniose felina ser a forma
cuténea, ndo existindo um desequilibrio do sistema imunitario com consequente producao

exacerbada de anticorpos (Maia et al., 2008; 2010)

C. Métodos Moleculares

Os métodos moleculares sdo usados para o diagnostico e/ou identificacdo das espécies
de Leishmania ndo s6 em casos activos de infec¢do, como também na monitorizacdo apds o
tratamento (Baneth, 2006b; Maia & Campino, 2008; Gramiccia, 2011). O diagnostico por
PCR pode ser feito a partir de ADN extraido de diferentes tipos de amostra como sangue total,
“buffy coat”, puncdo de baco, conjuntiva, linfonodos, medula 6ssea e de pele (Maia &
Campino, 2008; Solano-Gallego et al., 2011).

Os resultados obtidos em varios estudos onde se utilizou a PCR a partir de diferentes
tecidos de cdes infectados sdo por vezes conflituosos (Maia & Campino, 2008). Nos gatos
este fendmeno também foi reportado num estudo realizado na regido de Abruzzo em Italia por
Vita et al. (2005), em que se verificou uma falta de correlacdo entre os resultados positivos

para Leishmania a partir de aspirados de linfonodos e os obtidos a partir de amostras de
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sangue. Este acontecimento pode ser explicado pela distribuicdo heterogénea da Leishmania
em cada tecido e pela carga parasitaria, a qual estd associada ao tropismo do parasita (Vita et
al., 2005; Maia & Campino, 2008). Assim, resultados falsos negativos podem surgir aquando
da utilizacdo de sangue periférico para deteccdo de Leishmania spp.. Por outro lado, falsos
positivos também podem ocorrer se a recolha de sangue for realizada em épocas de
transmissédo, devido a contaminacao natural ou infeccdo transitoria (Maia & Campino, 2008).
No entanto, os resultados de PCR positivos, utilizando amostras de sangue periférico obtidas
fora da época de transmisséo, indicam uma infecgdo “verdadeira” (Maia et al., 2010; Maia &
Campino, 2011).

1.1.3.7. Tratamento

N&o ha ainda estudos sélidos sobre a melhor terapia para a leishmaniose felina. As
informacBes disponiveis sobre o tratamento baseiam-se principalmente em relatos de casos

individuais, nem sempre com um acompanhamento adequado (Pennisi et al., 2013b)

Contudo, o alopurinol (10-20 mg/Kg, SID ou BID, PO) parece ser o farmaco mais
eficaz (Ferrer & Roura, 2010; Pennisi et al., 2013b). Como acontece nos cdes, a infec¢do nédo
é completamente eliminada, podendo os sinais clinicos voltar a aparecer depois de se parar 0
tratamento (Pennisi et al., 2013b).

A administracdo de antimoniato de meglumina (5-50 mg/Kg, SID, PO) durante 30 dias
também tem sido reportada (Rufenacht et al., 2010; Pennisi et al., 2013b). Nodulos cutaneos
focais tém sido removidos cirurgicamente, mas lesdes cutaneas mais difusas tém sido tratadas
com antifingicos e antibidticos administrados topicamente ou por via parenteral (fluconazol,

metronidazol e/ ou espiramicina) (Rifenacht et al., 2010, Pennisi et al., 2013b).

A maioria dos gatos controlam a infeccdo com a ajuda do tratamento anti-Leishmania
embora em alguns animais a infec¢do progrida com o aparecimento de sinais clinicos

sistémicos graves, tais como a insuficiéncia renal (Ferrer & Roura, 2010).

O prognéstico da leishmaniose felina é reservado e o sucesso do tratamento é muitas
vezes dificultado pela presenca de infecgdes concomitantes como é o caso do FIV e/ou FeLV
(Ferrer & Roura, 2010; Rufenacht et al., 2010).
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1.1.3.8. Saude Publica

No sul da Europa, a LV causada por L. infantum é uma zoonose que afecta
principalmente criancas e adultos imunodeprimidos (ONLeish, 2013).

Os cées sdo considerados importantes reservatorios peridomésticos de infeccdo por L.
infantum para os humanos (Solano-Gallego et al., 2011). A transmissdo de L. infantum de
canideos para pessoas através do vector é considerada a principal via de infeccdo nos
humanos (Baneth, 2006b). A posse de cdes com leishmaniose ndo constitui um risco
acrescido de infeccdo para os donos, mas o risco de transmissdo é inferior se os cées
estiverem em tratamento (ONLeish, 2013). Embora a espécie de Leishmania responsavel pela
infeccdo em gatos seja a mesma que infecta os cdes e humanos, ndo ha informacdo sobre o

risco associado a donos com gatos infectados (Pennisi et al., 2013b).

1.2. Doencas causadas por bactérias

1.2.1.  Anaplasma spp.

1.2.1.1.  Etiologia e Epidemiologia

As bactérias do género Anaplasma, pertencentes a familia Anaplasmataceae, ordem
Rickettsiales, sdo bactérias gram-negativas, intracelulares obrigatdrias, aerdbias, geralmente
pleomorficas, com forma cocéide e ndo méveis (Cohn, 2003; Diniz & Breitschwerdt, 2012).
Ao contrario de outras baterias gram-negativas, os membros desta familia carecem de parede
celular e sdo extremamente sensiveis a mecanismos de “stress” como a congelagdo,

refrigeracdo e mudancas de osmolaridade (Diniz & Breitschwerdt, 2012).

A espécie Anaplasma phagocytophilum é o agente responsavel pela anaplasmose
granulocitica em humanos e animais domeésticos (Diniz & Breitschwerdt, 2012). Este agente
era conhecido anteriormente como Ehrlichia phagocytophilum em ruminantes, E. equi em
equinos e “agente da erliquiose granulocitica humana” em humanos (Billeter et al., 2007;
Diniz & Breitschwerdt, 2012). Com a nova reclassificacdo taxonomica, esta espécie foi

removida do género Ehrlichia e passou para o género Anaplasma.
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As bacterias do género Anaplasma encontram-se dentro de vacuolos no citoplasma de
células hematopoiéticas imaturas ou maturas de hospedeiros mamiferos. A espéecie A.
phagocytophilum infecta granuldcitos com maior tropismo para os neutrofilos, sendo raro em
eosindfilos (Diniz & Breitschwerdt, 2012).

O ADN de A. phagocytophilum tem sido detectado em amostras de sangue de gatos
naturalmente infectados na Dinamarca, Finlandia, Irlanda, Italia, Reino Unido, Suécia e Suica
e morulas consistentes com A. phagocytophilum tém sido observadas em neutréfilos de gatos
naturalmente infectados no Brasil, Italia e Suica (Lappin & Breitschwerdt, 2012). Em areas
endémicas, sdo frequentemente detectados anticorpos contra esta espécie em soro de gatos
(Lappin & Breitschwerdt, 2012).

Em Portugal, no estudo realizado por Alves et al. (2009) em 51 gatos residentes na
regido de Lisboa e Evora obteve-se uma seroprevaléncia de 13,5%. Mais recentemente,
Vilhena et al. (2013) amplificaram ADN de Anaplasma spp./Ehrlichia spp. em dois gatos
domesticos provenientes do Norte e Centro de Portugal.

Apesar de incomum, foi recentemente detectado por exame directo e confirmado por

técnicas moleculares a infec¢do de um gato por A. platys (Lima et al., 2010).

1.2.1.2. Ciclo de vida e transmissao da bactéria

A bactéria A. phagocytophilum é transmitida aos hospedeiros vertebrados (mamiferos)
por carracas do género Ixodes (Diniz & Breitschwerdt, 2012), sendo a espécie I. ricinus a
mais comum na Europa (Santos et al., 2004; Heikkila et al., 2010). Em Portugal, os principais
vectores de anaplasmose sdo I. ricinus (figura 10) e I. ventalloi (Santos et al., 2004). Estas
carragas alimentam-se de trés hospedeiros, ou seja, em cada estadio de desenvolvimento
alimentam-se em diferentes hospedeiros, transmitindo a bactéria transestadialmente (de um
estadio para o outro) (Urquhart et al., 1996; Baneth, 2010; Diniz & Breitschwerdt, 2012). A
transmissdo transovarica ndo ocorre, sendo a bactéria mantida no ambiente pelos hospedeiros
vertebrados (Heikkil4 et al., 2010).
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Figura 10 - Ixodes ricinus, um dos principais vectores de anaplasmose em Portugal (adaptado de

http://www.eurospiders.com/Ixodes_ricinus.htm).

A transmissdo da bactéria ocorre 36 a 48 horas apds a ligacdo da carraca a pele do
hospedeiro vertebrado (Greig & Armstrong, 2006; Baneth, 2010). Apds a picada do vector, as
bactérias penetram na pele do hospedeiro e propagam-se através do sangue e da linfa, sendo o
periodo de incubacdo de uma a duas semanas (Greig & Armstrong, 2006). As bactérias
aderem aos neutréfilos através de uma molécula membranar (P-selectina) que se encontra na
superficie dos neutrdfilos e actua como receptor para estes organismos. Por endocitose entram
para o interior de fagossomas citoplasmaticos (Greig & Armstrong, 2006; Baneth, 2010). A
bactéria A. phagocytophilum tem a capacidade de impedir a fusdo fagossoma-lisossoma e de
inibir a apoptose celular (Greig & Armstrong, 2006; Baneth, 2010). Estes mecanismos
permitem que a bactéria persista no interior da célula e se multiplique por divisdo binaria
(Greig & Armstrong, 2006).

A multiplicacdo por divisao binaria dentro de vactolos produz 20 ou mais organismos,
formando a morula. Estes organismos podem ser classificados em dois tipos: células
reticuladas e células densas tubulares. Uma Gnica mérula raramente apresenta os dois tipos de
bactérias (Diniz & Breitschwerdt, 2012; Allison & Little, 2013). O aumento do nimero de
organismos no interior da célula pode provocar a sua ruptura, levando a libertacdo das
bactérias para a circulacdo com infeccdo de novas células (Greig & Armstrong, 2006). As
células infectadas encontram-se no sangue periférico e em tecidos do sistema fagocitico

mononuclear (baco, figado, medula 6ssea) (Greig & Armstrong, 2006).

Varios mamiferos sdo infectados por A. phagocytophilum e, na Europa, os roedores e
0s veados séo reservatorios naturais (Diniz & Breitschwerdt, 2012). Varios estudos sugerem
gue as aves migratérias também possam actuar como reservatério, contribuindo para a

propagacdo e distribuicdo geogréfica da infeccdo (Heikkila et al., 2010; Diniz &
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Breitschwerdt, 2012). Os canideos e 0s humanos sdo considerados hospedeiros acidentais
desta espécie (Baneth, 2010).

1.2.1.3. Patogenia

Apesar da prevaléncia de infeccdo por A. phagocytophilum em canideos e humanos ter
vindo a aumentar, o diagnéstico de anaplasmose felina continua a ser pouco frequente
(Heikkila et al., 2010). Com base nos sinais clinicos e laboratoriais, a patogénese da doenca

felina é muito semelhante a infec¢do em canideos (Lappin &Breitschwerdt, 2012).

A anaplasmose canina apresenta geralmente um quadro agudo auto-limitante, néo
existindo relatos de mortes provocadas por esta infeccdo (Baneth, 2010; Diniz &
Breitschwerdt, 2012).

No cdo a patogénese de A. phagocytophilum parece estar associada a supressdo da
producdo de citocinas, a formacdo de auto-anticorpos e a invasdo das células percussoras da
hematopoiese (Diniz & Breitschwerdt, 2012). Nos gatos experimentalmente infectados
verificou-se a producdo de anticorpos antinucleares e um aumento da expressdo da citocina
IFN-y, sugerindo que a resposta imunitaria possa contribuir para os sinais clinicos

manifestados (Lappin &Breitschwerdt, 2012).

1.2.1.4. Sinais clinicos

As manifestac6es clinicas de anaplasmose em felinos sdo semelhantes as observadas
nos canideos. Em ambas as espécies, a manifestacdo mais comum é a presenca de pirexia
aguda com inapeténcia e letargia, devendo ser considerada como diagndéstico diferencial em
gatos que apresentem sindrome febril agudo com exposicéo prévia a carragas (Heikkila et al.,
2010). Outros sinais inespecificos reportados em gatos com anaplasmose foram: taquipneia,
hiperestesia, dores musculares e articulares, claudicacao, rigidez cervical, linfadenomegaélia,
gengivite, descarga ocular, vomitos e alteraces neuroldgicas (tremores, incoordenacdo e
convulsdes) (Billeter et al., 2007; Heikkilad et al., 2010). A anaplasmose causa
imunossupressao pelo que muitos dos sinais descritos sdo causados por infec¢des oportunistas
(Heikkila et al., 2010).

49



1.2.1.5.  Diagnostico

A. Alteragdes Laboratoriais

A alteracdo hematoldgica mais comum na infeccdo felina por A. phagocytophilum é a
trombocitopenia leve a moderada (Heikkila et al., 2010). A presenca de anemia, linfopenia e
neutrdfilia com desvio a esquerda estdo reportadas em gatos com anaplasmose (Heikkilé et
al., 2010; Lappin &Breitschwerdt, 2012). A hiperglicemia e gamopatia policlonal sdo as

alteracdes do perfil bioquimico mais frequentemente observadas (Heikkila et al., 2010).

B. Visualizacdo Microscopica

Na visualizacdo ao microscopio de esfregacos sanguineos as bactérias podem aparecer
no citoplasma de neutrofilos infectados como inclusdes individuais ou em morulas (figura 11)
(Heikkila et al., 2010). Em gatos experimentalmente infectados por A. phagocytophilum as
inclusdes intracitoplasmaticas sdo observadas sete a nove dias apo6s a infecgdo (Heikkild et al.,
2010). A percentagem de células infectadas varia de 1% a 24% e as morulas apenas sao
observadas na fase aguda de infeccdo (Heikkila et al., 2010). A deteccdo destas inclusdes é
um método de diagndstico rdpido, no entanto a sua sensibilidade é moderada sendo
frequentemente necessario recorrer a outros métodos para confirmar a infecgdo (Lappin &
Breitschwerdt, 2012).

Figura 11 - Esfregagos sanguineos (A e B) corados com inclusdes no interior de neutréfilos (setas) de
um gato com anaplasmose (Coloracéo de Giemsa) (Heikkil4 et al., 2010).

C. Meétodos Seroldgicos

A presenca de anticorpos anti-Anaplasma spp. pode ser detectada por IFI, ELISA e

“Western blot” (Heikkild et al., 2010). Em gatos experimentalmente infectados, verificou-se
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que a seroconversdo ocorre 14 dias apos a infeccdo e os titulos de anticorpos permanecem

elevados durante meses, mesmo ap0s antibioterapia (Heikkila et al., 2010).

Alguns gatos podem apresentar sinais clinicos antes do desenvolvimento de
anticorpos, resultando em falsos negativos, sendo necessario repetir os testes ao fim de duas a
trés semanas para avaliar se houve seroconversao (Neer et al., 2002; Lappin & Breitschwerdt,
2006).

Um numero significante de falsos positivos pode ocorrer devido a reaccdo cruzada
com outros organismos, sendo sempre recomendada a confirmacao da infeccdo por métodos

moleculares (Lappin & Breitschwerdt, 2012).

D. Meétodos Moleculares

A PCR feita a partir de amostras de sangue periférico, medula éssea ou bidpsias
esplénicas apresenta elevada especificidade e sensibilidade na deteccdo da infec¢do na fase
aguda (Heikkila et al., 2010). Em gatos infectados experimentalmente o ADN de A.
phagocytophilum foi amplificado a partir de amostras de sangue e medula 6ssea sete dias ap6s
a infeccdo (Heikkila et al., 2010).

Quando ha suspeita de anaplasmose é imprescindivel a amplificagdo do material
genético, usando “primers” especificos para a espécie ou para O género com posterior

sequenciacdo dos produtos obtidos (Lappin & Breitschwerdt, 2012).

1.2.1.6. Tratamento

Os antibioticos de escolha para o tratamento da anaplasmose sdo as tetraciclinas,
principalmente a doxiciclina (10mg/Kg, SID, PO) (Billeter et al., 2007; Heikkil& et al., 2010;
Lappin & Breitschwerdt, 2012). Na fase aguda, a resposta ao tratamento é rapida e podem ser
observadas melhorias ao fim de 24-48 horas, embora a infeccdo possa persistir por meses
(Heikkila et al., 2010). Ja foram reportados casos de gatos infectados que recuperaram sem
tratamento (Heikkil& et al., 2010).

1.2.1.7. Saude Publica

Apesar de A. phagocytophilum afectar também humanos (hospedeiros acidentais), néo

existe associacao entre a infeccdo humana e o contacto com felinos. No entanto, se existir um
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controlo de vectores nos gatos domeésticos, o risco de infeccdo por Anaplasma spp. para 0s

humanos € minimizado (Lappin &Breitschwerdt, 2012).

1.2.2. Bartonella spp.

1.2.2.1.  Etiologia

As bactérias do género Bartonella sdo de pequeno tamanho, gram negativas
intracelulares facultativas que infectam mamiferos e artrépodes (Brunt et al., 2006; Chomel et
al., 2006; Pennisi et al., 2009; Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al.,
2013a). Mais de 22 espécies de Bartonella tém sido descritas em mamiferos, estando
filogeneticamente relacionadas com os géneros Rickettsia, Brucella, Agrobacterium e Afipia
(Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a). Mais de 14 espécies de Bartonella sdo consideradas
zoondGticas ou potencialmente zoondticas e varios estudos tém demonstrado que os animais de
companhia servem como reservatorios (Ketring et al., 2004; Dietrich et al., 2010; Guptill,
2010).

Vaérias espécies de Bartonella spp. tém a capacidade de infectar os gatos domésticos:
B. bovis, B. clarridgeiae, B. henselae, B. koehlerae, B. quitana, B. vinsonii subespécie
berkhoffii (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a),
sendo estes animais considerados reservatorios primarios de B. clarridgeiae, B. henselae e
possivelmente de B. koehlerae (Brunt et al., 2006; Chomel et al., 2006; Guptill, 2010).

B. henselae, agente causador da doenca da arranhadura do gato em humanos, é uma
das zoonoses mais frequentes em paises industrializados adquirida a partir de animais de
companhia, sendo potencialmente fatal em humanos imunocomprometidos (Stutzer &
Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a).

O papel de B. clarridgeiae em gatos naturalmente infectados ndo estd ainda
completamente definido, no entanto sabe-se que esta espécie é também responsavel pela
doenca da arranhadura do gato em humanos e por endocardites da valvula aortica e infeccGes
hepéticas nos caes (Tuzio et al., 2005; Chomel et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012).

Existem poucos casos documentados de gatos domésticos infectados por B. koehlerae,
embora o primeiro caso de infeccdo humana por este agente tenha sido reportado

recentemente em Israel (Chomel et al., 2006).
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A espécie B. quintana tem sido isolada de felinos selvagens e o seu ADN tem sido
amplificado a partir de pulgas de gato e carracas. Os felinos infectados sdo assintomaticos e a
patogenicidade desta espécie continua desconhecida, tal como a capacidade dos gatos
transmitirem o agente aos humanos (Chomel et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012)

Alguns casos de B. bovis tém sido reportados em gatos nos E.U.A, no entanto
desconhece-se se esta bactéria pode causar sinais clinicos em gatos e qual o papel dos gatos
na epidemiologia deste organismo (Chomel et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012).

Existem relatos de infecgdes mistas por diferentes espécies de Bartonella e por

diferentes estirpes de B. henselae em gatos (Guptill, 2010).

1.2.2.2. Ciclo de vida e transmissao da bactéria

A transmissdo de B. henselae ao hospedeiro felino é realizada através das fezes da
pulga Ctenocephalides felis, conhecida como a pulga do gato (figura 12) (Guptill et al., 2004;
Guptill, 2010; Ebani et al., 2011; Pennisi et al., 2013a).

&

Figura 12 - Pulga do gato, Ctenocephalides felis, principal vector artrépode de Bartonella henselae
(Birtles, 2010).

A pulga fica infectada quando se alimenta do sangue de um gato infectado e no
intestino do vector a bactéria multiplica-se, sendo excretada com as fezes (Tuzio et al., 2005;
Brunt et al., 2006; Chomel et al., 2006; Haubenstricker, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012).
No meio ambiente a bactéria B. henselae pode persistir nas fezes durante pelo menos nove
dias (Brunt et al., 2006; Haubenstricker, 2010; Pennisi et al., 2013a). O gato infecta-se

quando ingere as fezes infectadas durante o “grooming” (Guptill, 2010).

O trauma cuténeo causado pela arranhadura de um gato infectado é o principal modo
de transmissdo da bactéria para outros animais, incluindo humanos. O prurido, causado pela

infestacédo de pulgas, leva o gato a cocgar-se, com consequente contaminagdo das unhas com as
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fezes do vector contento B. henselae (Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a). No
estudo de Oskouizadeh et al. (2010) foi detectado por PCR a presenca de B. henselae na
saliva de gatos domésticos, alertando para uma possivel transmissdo da bactéria aos humanos

através da mordida.

A presenca de pulgas no meio ambiente é necessaria para a manutencdo da infeccéo
dentro da populacdo felina (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a). Na
auséncia de pulgas a transmisséo de B. henselae ndo ocorre, mesmo na presenca de gatos
infectados, pelo que se pode concluir que, sem a presenca de fezes de pulga contaminadas,
ndo ocorre transmissdo através de mordidas, arranhaduras ou por fomites (aredo, pratos de
comida e bebedouros) (Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a). A transmissdo venerea,
transplacentaria e neonatal também ndo se encontram documentadas (Brunt et al., 2006;
Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a).

Varios estudos experimentais demonstraram que a transmissdo de Bartonella spp. se
pode processar sem interferéncia do vector, encontrando-se descritos casos por transfusdo de
sangue contaminado e por transmissdo mecanica por inoculacdo parenteral (intradérmica,
subcutanea, intramuscular ou intravenosa) da bactéria, de sangue de gato infectado ou de
fezes de pulga infectadas (Kordick et al., 1999; Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann, 2012;
Pennisi et al., 2013a).

O ADN de varias espécies de Bartonella ja foi detectado em diferentes espécies de
carragas, principalmente em I. ricinus. Nesta espécie de carraca também ja foi demonstrada a
transmissdo transestadial de B. henselae e a migracdo e multiplicacdo da bactéria nas
glandulas salivares e a sua capacidade infectante (Chomel et al., 2006; Cotté et al., 2008;
Dietrich et al., 2010; Guptill, 2010; Breitschwerdt, 2011; Ebani et al., 2011; Pennisi et al.,
2013a).

1.2.2.3.  Epidemiologia

O género Bartonella apresenta uma distribuicdo mundial com elevada prevaléncia em
paises com clima quente e himido onde as condi¢des sdo mais favoraveis para 0s vectores
artropodes, principalmente pulgas (Glaus et al., 1997; Chomel et al., 2006; Pennisi et al.,

2009; 2013a; Guptill, 2010). As infec¢des em gatos tém sido documentadas em varios paises
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da Europa, Asia, Oceénia e América, sendo as espécies B. henselae e B. clarridgeiae as mais

frequentemente detectadas (Brunt et al., 2006).

Na Europa, a prevaléncia de Bartonella spp. em gatos variou entre 0s 8% e 0s 67,7%
(Glaus et al., 1997; Guptillet al., 2004; Chomel et al., 2006; Alves et al., 2009; Ebani et al.,
2011; Pennisi et al., 2013a).

A seroprevaléncia é mais elevada em gatos adultos, no entanto a prevaléncia de
bacteriemia € mais elevada em animais jovens (menos de dois anos de idade) (Glaus et al.,
1997; Guptill et al., 2004; Solano-Gallego et al., 2006; Guptill, 2010). Além da idade jovem
outros factores tém sido associados a presenca de bacteriemia, nomeadamente a presenca de
pulgas no ambiente, acesso dos gatos ao exterior e locais com elevada populagéo felina como
gatis (Glaus et al., 1997; Brunt et al., 2006; Pennisi et al., 2013a). Até ao momento nédo se
verificou predisposicdo em relacdo a raca e ao género (Chomel et al., 2006; Pennisi et al.,
2013a).

1.2.2.4. Patogenia

O género Bartonella tem tropismo endotelial e 0s seus organismos apresentam
pequenas estruturas de superficie que permitem a adesdo aos eritrdcitos e células endoteliais
do hospedeiro vertebrado, infectando uma ampla variedade de tecidos, particularmente a
mucosa oral e respiratoria, pele, nédulos linfaticos e tecidos oculares, gastrointestinais,
esplénicos e hepaticos (Breitschwerdt et al., 2005; Haubenstricker, 2010; Breitschwerdt,
2011). A localizacdo dentro de eritrocitos e células do endotélio vascular protege os
organismos da accdo antimicrobiana das células do sistema reticulo-endotelial, facilitando a
persisténcia oculta de infeccdo (Kordick et al., 1999; Pennisi el al., 2009; Guptill, 2010;
Pennisi et al., 2013a).

Estudos experimentais em gatos mostraram algumas alteracfes histopatologicas,
nomeadamente: hiperplasia folicular de nddulos linfaticos e baco; infiltrados de linfocitos e
células plasmaticas no figado, coracdo, rins e olhos; presenca de abcessos hepaticos;
microabcessos esplénicos; e ainda inflamagéo piogranulomatosa no figado, bago, rins, coracéo
e linfonodos (Kordick et al., 1999; Brunt et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et
al., 2013a).
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Os gatos jovens infectados experimentalmente mantém a bacteriemia por B. henselae e
B. clarridgeiae até 465 dias (Pennisi el al., 2009; Chomel et al., 2006; Guptill, 2010; Pennisi
et al., 2013a). Frequentes rearranjos genéticos e alteracbes das proteinas da membrana externa
sdo considerados factores importantes para a persisténcia da bacteriemia (Kordick et al.,
1999; Pennisi el al., 2009; Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a), o que por sua vez facilita a

propagacdo do organismo através de vectores artropodes (Dietrich et al., 2010).

A bacteriemia é intermitente, possivelmente devido a sequestros da bactéria em
tecidos com libertacdo ciclica para a corrente sanguinea (Mufiana et al., 2001). No estudo
desenvolvido por Kordick et al. (1999) o ADN de Bartonella spp. foi detectado em tecido
cerebral com auséncia de isolamento da bactéria no sangue e no estudo realizado por Mufiana
et al. (2001) isolou-se B. henselae a partir de culturas de células do sistema nervoso central
(SNC). A localizacdo da bactéria nas celulas do SNC do hospedeiro contribui possivelmente
para o desenvolvimento da infec¢do latente, facilitando assim a sobrevivéncia do agente

patogénico por periodos prolongados (Mufiana et al., 2001).

A reinfeccdo por diferentes estirpes de B. henselae pode ocorrer em gatos
naturalmente infectados, como reportado num estudo onde se isolou diferentes estirpes de B.
henselae a partir do mesmo gato em diferentes alturas (Pennisi et al., 2013a). Os gatos
infectados experimentalmente demonstram imunidade protectora quando infectados com
estirpes homologas de Bartonella, mas falta de protec¢do imunitaria contra reinfecgdes com
isolados heterdlogos de Bartonella (Guptill, 2010). Assim, o nivel de bacteriemia e o grau de
susceptibilidade para a reinfeccdo varia consoante a estirpe e espécie de Bartonella presente
(Guptill, 2010).

A falta ou incompleta proteccdo cruzada entre isolados de Bartonella, provavelmente
devido & variagdo genetica, dificulta o desenvolvimento de vacinas eficazes contra este

organismo (Guptill, 2010).

1.2.2.5. Sinais clinicos

A maioria dos gatos infectados por Bartonella spp. permanecem assintomaticos
(Varanat et al., 2011; Stutzer & Hartmann, 2012). Os sinais clinicos observados a partir de
infeccBes experimentais por B. henselae foram: curtos periodos de pirexia; anorexia e letargia;

moderada anemia transitoria; linfadenopatia localizada ou generalizada; moderados sinais
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neuroldgicos (nistagmos, exagerada ou auséncia de resposta a estimulos, comportamentos
agressivos, tremores e convulsdes); falhas reprodutivas; sopro cardiaco; efusdo pleural e
pericardica; e ictericia (Kordick & Breitscherdt, 1997; Kordick et al., 1999; Mufana et al.,
2001; Breitschwerdt et al., 2005; Tuzio et al., 2005; Brunt et al., 2006; Chomel et al., 2006;
Guptill, 2010; Varanat et al., 2011; Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a). A
severidade dos sinais clinicos variou ainda com a estirpe usada na inoculacdo (Pennisi et al.,
2009).

Os gatos naturalmente infectados sdo principalmente animais clinicamente saudaveis
portadores da bactéria (Chomel et al., 2006; Pennisi et al., 2009; 2013a). No entanto, ja foram
descritos casos esporadicos de endocardite, miocardite, infec¢bes oculares (conjuntivites,
uveites) e linfadenopatias (Brunt et al., 2006; Chomel et al., 2006; Pennisi et al., 2009;
Haubenstricker, 2010; Varanat et al., 2011; Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a).

A endocardite foi descrita em trés gatos infectados por B. henselae. No primeiro caso
observaram-se elevados titulos de anticorpos e ADN de B. henselae na valvula adrtica com a
confirmacdo de endocardite ap6s necropsia e o segundo caso foi diagnosticado por
electrocardiografia e deteccdo de ADN de B. henselae na valvula adrtica. No terceiro caso o
gato, do qual se isolou B. henselae a partir do sangue, apresentava sopro cardiaco grau HI/1V
e lesdo valvular com diagndstico de endocardite da valvula mitral, sinais clinicos que
desapareceram ap6s o tratamento bactericida. Com estes estudos concluiu-se que a
endocardite infecciosa em gatos pode ser causada por B. henselae (Varanat et al., 2011;
Stutzer & Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a). O género Bartonella também tem sido
associado como responsavel por endocardites em humanos e cdes (Chomel et al., 2003;
Varanat et al., 2011)

No estudo realizado por Varanat et al. (2011) observou-se a presencga de miocardites
piogranulomatosas e miosites diafragmaticas em analise post-mortem de dois gatos infectados

por B.henselae (figura 13).
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Figura 13 - Andlise pos-mortem de uma gata de 9 meses infectada por Bartonella henselae:
granulomas distribuidos por todo miocéardio (setas) (Varanat et al., 2011).

Nos estudos realizados por Lappin & Black (1999) e Lappin et al. (2000) detectou-se a
producéo local de anticorpos anti-Bartonella spp. em fluidos oculares (humor aquoso) de
gatos com uveite, sugerindo a associacao entre infec¢do por Bartonella spp. e a presenca de
uveites (Ketring et al., 2004; Brunt et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012). A producdo local
de anticorpos também ocorreu em animais saudaveis ap0s inoculacdo experimental da
bactéria (Lappin et al., 2000; Brunt et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012). O envolvimento
da Bartonella spp. em infec¢bes oculares felinas é estabelecido apds se descartar outras
causas que possam levar ao aparecimento de uveites, tais como, FIV, FeLV, toxoplasmose, e
através da deteccdo de anticorpos e da resposta a terapéutica (Lappin & Black, 1999; Ketring
etal., 2004).

A claudicacdo e dor a palpacdo dos membros foram observadas em gatos com
osteomielites e poliartrites recorrentes associadas a infeccéo por B. vinsonii berkhoffi (Pennisi
et al., 2013). Esta espécie é encontrada com maior frequéncia em canideos e a infeccdo por
este organismo deve ser considerada como diagndstico diferencial em osteomielite felina
(Chomel et al., 2006; Stutzer & Hartmann, 2012).

De acordo com Glaus et al. (1997), os animais seropositivos apresentam, em
comparacdo com gatos infectados seronegativos, uma maior probabilidade de desenvolver
doengas renais e infeccBes do trato urinario, estomatites e linfadenopatia (Kordick et al.,
1999; Brunt et al., 2006; Pennisi et al., 2013). Por outro lado, os animais co-infectados por
FIV e Bartonella spp. apresentam uma maior predisposicdo para desenvolver linfadenopatia e

gengivites do que os gatos seropositivos para cada agente isolado (Ueno et al., 1996).

A elevada prevaléncia de exposicdo a Bartonella spp. na populagdo de gatos

domésticos faz com que seja necessario mais investigacdes epidemiolégicas de modo a
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determinar se existe uma verdadeira associacdo entre a infeccdo por Bartonella spp. e
algumas alteracbes neuroldgicas, estomatites, uveites e pirexia, uma vez que até a data nao
existe uma associagao estatisticamente significativa entre infecgéo activa de Bartonella spp. e
determinadas condi¢des clinicas (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010).

1.2.2.6.  Diagnostico

O diagndstico laboratorial de Bartonella spp. baseado na cultura bacteriana, serologia
e/ou métodos moleculares é apenas requerido para felinos dadores de sangue, gatos
domeésticos que coabitem com pessoas imunodeprimidas e nos casos de diagnostico de
Bartonella em humanos que convivam com gatos (Pennisi et al., 2013a). Na pratica clinica
estes métodos ndo séo realizados em animais sem suspeita de infeccdo (Tuzio et al., 2005).

A. Cultura

O isolamento da bactéria por cultura de sangue ou de tecidos € a técnica de referéncia
ou “gold standard”, sendo a mais fiavel para o diagnodstico definitivo de Bartonella spp. No
entanto, € uma técnica com algumas limitag6es, nomeadamente, o longo periodo de incubacéo
(6-8 semanas) devido ao crescimento lento da bactéria. A presenca de falsos negativos pode
ocorrer devido: (i) a presenca de bacteriemia intermitente com auséncia de bactérias na
amostra enviada para cultura; (ii) ao nimero de organismos presentes na amostra estar abaixo
do limite de sensibilidade do ensaio; e (iii) a possivel morte bacteriana durante o transporte
para o laboratério (Tuzio et al., 2005; Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Haubenstricker, 2010;
Ebani et al., 2011). Por outro lado, uma cultura positiva apenas indica que se isolou o
organismo da amostra enviada para o laboratério, ndo sendo possivel determinar se os sinais
clinicos presentes no gato resultam da infeccdo pelo agente (Brunt et al., 2006;
Haubenstricker, 2010).

B. Maétodos Seroldgicos

Estudos baseados na deteccdo de anticorpos apresentam um valor limitado, porque a
presenca de anticorpos apenas indica exposicdo e ndo necessariamente infecgcdo activa. Para
além disso, existe reaccdo cruzada entre diferentes espécies e estirpes de Bartonella spp.,
como por exemplo, anticorpos anti-B. henselae geralmente tém reaccdo cruzada com B.

clarridgeiae (Brunt et al., 2006; Pennisi et al., 2013a).
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Os anticorpos IgG persistem em gatos experimentalmente infectados por periodos
prolongados (Guptill, 2010). Os anticorpos IgM sdo encontrados em gatos natural e
experimentalmente infectados, mas a sua presenca parece ndo estar relacionada com a

bacteriemia (Pennisi et al., 2013a).

As técnicas serologicas mais comumente usadas na detec¢do de anticorpos anti-
Bartonella spp. sdo a IFI e a ELISA (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010).

A serologia € mais usada para diagnostico de exclusdo do que para confirmacédo de
infeccdo, uma vez que a presenca de resultados falsos positivos é bastante comum e o valor
preditivo positivo (VPP) da IFI em gatos bacteriémicos é baixo (39% a 46%), enquanto a
presenca de falsos negativos ja é raro, sendo o VPP elevado (87% a 97%) (Brunt et al., 2006;
Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013). No entanto, resultados negativos ndo excluem a presenca
de infeccdo (Brunt et al., 2006).

C. Métodos Moleculares

A amplificacdo de ADN de Bartonella spp. por PCR é um método de diagnostico
especifico e sensivel usado em muitos estudos, e tem a vantagem, em relacdo aos restantes
métodos de diagndstico, de identificar a espécie e/ou a estirpe de Bartonella presente por
sequenciacdo do produto de reaccgdo, e dos resultados estarem disponiveis mais rapidamente
que os resultados da cultura de sangue (Guptill, 2010; Haubenstricker, 2010; Ebani et al.,
2011). No entanto, resultados falsos negativos podem ocorrer devido a bacteriemia
intermitente, a administracdo prévia de antibidticos, auséncia de ADN na amostra e inibicdo
ou interferéncia de substancias presentes na mesma (Haubenstricker, 2010). Por outro lado, 0s
resultados positivos indicam a presenca de ADN da bactéria, mas ndo prova que O

microrganismo estaja vivo (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010; Haubenstricker, 2010)

O ADN de Bartonella spp. pode ser amplificado a partir de amostras de sangue, humor
aquoso, liquido cefalorraquidiano, aspirados de linfonodos e secre¢cdes da mucosa oral (Brunt
et al., 2006; Pennisi et al., 2009; 2013a). Pennisi et al. (2009) testaram trés amostras clinicas
diferentes de modo a determinar qual a mais sensivel na detecdo molecular de B. henselae e
B. clarridgeiae, concluindo que as amostras de aspirados de linfonodos eram mais eficazes,
seguida das amostras de sangue e das amostras de saliva. Os autores concluiram que a

deteccdo de ADN por PCR utilizando a zaragatoa oral (procedimento facil e rapido)
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juntamente com amostras de sangue e/ou amostras de aspirados de linfonodos (dificil de se
obter se 0s animais nao apresentarem linfadenomegalia) melhora a sensibilidade do

diagnostico.

Existem inimeros “primers” utilizadas na PCR, variando o seu alvo consoante o
laboratorio. Os “primers”, que tém como alvo a amplificacdo do género, sdo Uteis para
detectar a presenca de qualquer ADN de Bartonella spp. em amostras clinicas, enquanto
“primers” mais especificos podem ser utilizados para determinar a espécie (Guptill, 2010).

Embora existam varias técnicas utilizadas no diagnostico da bartonelose felina, ndo
existe nenhuma 100% precisa para o diagnostico de infeccdo activa de Bartonella spp.
(Haubenstricker, 2010). A presenca de sinais clinicos compativeis com a infec¢do, a excluséo
de outras causas com sintomatologia semelhante, o isolamento da bactéria através de cultura,
a amplificacdo do seu material genético por métodos moleculares, a detec¢do de anticorpos
especificos e a resposta ao tratamento séo critérios que podem ajudar no diagndstico (Brunt et
al., 2006; Pennisi et al., 2013a). No entanto, os antibidticos usados para o tratamento desta
infecdo sdo geralmente de amplo espectro de ac¢éo, sendo efectivos na eliminacdo de outros
organismos que causam sindromes semelhantes a bartonelose e, portanto, mesmo com todos

estes critérios, o diagnostico clinico de bartonelose felina ndo é definitivo (Brunt et al., 2006).

1.2.2.7. Tratamento

As estratégias terapéuticas utilizadas em gatos com bartonelose sdo baseadas em
estudos in vitro e no esquema de tratamento utilizado na bartonelose humana (Stutzer &
Hartmann, 2012; Pennisi et al., 2013a).

Varios antibidticos tém sido usados em gatos infectados natural e experimentalmente
com Bartonella spp., tais como a doxiciclina, amoxicilina, amoxicilina e acido clavulanico,
enrofloxacina, eritromicina e azitromicina. Todavia nenhum mostrou ser eficaz na eliminacéo
definitiva da infec¢do, sendo frequentes as recidivas (Guptill, 2010; Stutzer & Hartmann,
2012; Pennisi et al., 2013a).

O tratamento de rotina com antibidticos pode induzir a resisténcia antimicrobiana, uma
vez que a eliminacdo da bacteriemia ndo é garantida (Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a).
Assim, o tratamento devera ser reservado exclusivamente para animais positivos a Bartonella

spp. com sinais clinicos evidentes ou para gatos jovens que convivam com pessoas de risco,
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tais como individuos imunocomprometidos ou criangas. O tratamento de escolha neste tipo de
casos é a doxiciclina (Stutzer & Hartmann, 2012). O tratamento de portadores saudaveis ndo
devera ser considerada uma medida efectiva para a eliminagdo do risco zoonético (Tuzio et
al., 2005; Guptill, 2010; Pennisi et al., 2013a).

1.2.2.8. Saude Publica

Muitas infec¢des por Bartonella spp. sdo zoonoéticas e as mais reportadas incluem a
doenca da arranhadura do gato, angiomatose bacilar, endocardites e neuroretinites causadas

por B. clarridgeiae, B. henselae, , B. koehlerae, B. quitana (Brunt et al., 2006; Guptill, 2010).

B. henselae € o mais comum agente patogénico transmitido por gatos a humanos
(Stutzer & Hartmann, 2012). Nos estudos realizados até ao momento, a seroprevaléncia de B.
henselae em pessoas saudaveis variou entre 3,6% a 6%, podendo ser mais elevada em alguns
grupos de populacdo especificos, tais como veterinarios ou criangas (Stutzer & Hartmann,
2012).

A transmissdo de B. henselae para os humanos pode ocorrer directamente através do
trauma cutaneo causado pela arranhadura do gato ou pela sua mordida, ou indirectamente pelo
contacto de feridas abertas com a saliva de gatos infectados (apds “grooming’) ou com as
fezes contaminadas de C. felis (Chomel et al., 2006; Haubenstricker, 2010; Oskouizadeh et
al., 2010; Stutzer & Hartmann, 2012). A transmissao directa aos seres humanos pela picada
da pulga do gato ndo foi comprovada experimentalmente, sendo principalmente hipotética
(Chomel et al., 2006).

1.2.3.  Ehrlichia spp.

1.2.3.1.  Etiologia

As bactérias do genero Ehrlichia, familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales sdo
gram-negativas e pleomorficas (Cohn, 2003; Vicent-Johnson, 2004). Estes organismos
intracelulares obrigatorios sdo encontrados em vactolos dentro do citoplasma de células

hospedeiras eucaridticas (Cohn, 2003).

A espécie E. canis é o agente etioldgico da erliquiose monocitica canina (Baneth,

2010; Little, 2010). No final de 1980, a erliquiose foi identificada como uma doenga
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potencialmente fatal em humanos (Cohn, 2003; Vicent-Johnson, 2004) e mais tarde, em 1986,
foi reportado o primeiro caso em felinos. Desde entdo varios casos de erliquiose felina tém
sido detectados em todo 0 mundo através de técnicas moleculares e seroldgicas (Ayllon et al.,
2009).

1.2.3.2. Ciclo de vida e transmissao da bactéria

As espécies do género Ehrlichia infectam principalmente os leucdcitos (monacitos,
macrofagos e granuldcitos) do sangue, figado, baco, medula 6ssea, linfonodos, pulméo, rins e
sistema nervoso central, onde se replicam dentro de vacuolos citoplasmaticos para formar
morulas, tal como acontece com a bactéria A. phagocytophilum (Alleman, 2005; Allison &
Little, 2013). As moérulas podem conter muitos ou apenas alguns organismos individuais, que
podem ser classificados de dois tipos: células reticuladas e células densas tubulares. Uma
unica moérula raramente apresenta os dois tipos de bactérias (Allison & Little, 2013). A
sobrevivéncia e multiplicacdo do organismo nas células infectadas esta relacionada com a

capacidade do organismo impedir a fuséo fagossoma-lisossoma (Neer & Harrus, 2006).

A transmissdo de E. canis é feita principalmente pela carraca R. sanguineus (figura 14)
(Cohn, 2003; Freire et al., 2009; CFSPH, 2013). A distribuicdo da infeccdo por E. canis esta
intimamente relacionada com a presenca e densidade dos seus vectores, tendo estes um
impacto directo na prevaléncia da doenca numa dada regido (Cohn, 2003; Breitschwerdt,
2011). Os canideos sdo reservatorios de E. canis (Cohn, 2003; Neer & Harrus, 2006).

Figura 14 - Rhipicephalus sanguineus, carraga do céo, principal vector de Ehrlichia canis (Baneth,
2006a)
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Embora R. sanguineus seja também o vector da erliquiose felina, ainda se desconhece
0 mecanismo de transmissdo da bactéria em gatos (Ortufio et al., 2005; Braga et al., 2012). O
reduzido nimero de casos de gatos diagnosticados com erliquiose pode ser explicado pelo
facto de serem mais resistentes a infec¢do e de interagirem de forma diferente com o vector. A
remocao frequente das carracas durante o “grooming” serd uma das raz6es da prevaléncia de
erliquiose felina ser baixa, dado que os vectores requerem um periodo minimo de 24 a 48
horas de fixacdo para a transmissdo do agente infeccioso (Breitschwerdt, 2009; Braga et al.,
2011).

As carracas ao realizarem uma refei¢do sanguinea de um hospedeiro infectado ingerem
leucdcitos contendo E. canis, que se multiplica nos hemacitos e nas glandulas salivares do
vector. J& fora do hospedeiro, os vectores fazem a muda (de larva para ninfa ou de ninfa para
adulto) e transmitem o agente patogénico transestadialmente (Cohn, 2003; Neer & Harrus,
2006; Dantas-torres, 2010). Uma vez infectada, a carraca é capaz de disseminar a infeccdo até
155 dias apds a separacdo do seu hospedeiro (Breitschwerdt, 2009; Moreira, 2009). A
transmissao das bactérias a um hospedeiro susceptivel ocorre durante as refeicGes sanguineas
subsequentes da carraca (Hagiwara, 2009; Dantas-Torres, 2010). Ndo se encontra descrita a

transmisséo transovarica de E. canis (Cohn, 2003; Neer & Harrus, 2006; Dantas-torres, 2010).

A transmissdo da infeccdo pode ser iatrogénica e por transfusdes sanguineas de um
dador infectado (Neer & Harrus, 2006).

1.2.3.3.  Epidemiologia

A distribuicdo geografica de E. canis esta dependente da distribui¢do do seu vector, R.
sanguineus. Na Europa ja foram detectadas infeccGes em varios paises como Espanha, Franca
e Italia (em canideos e felinos), Grécia e Portugal (em canideos) (European Cientific Counsel
Campanion Animal Parasites [ESCAAP], 2012)

A maioria dos felinos reportados com a infeccdo tem mais de um ano de idade,
pelagem curta e sdo gatos domesticos. Nao existe predisposicdo de sexo nem de raca, ao
contrario do observado nos cées. (Cohn, 2003; Lappin & Breitschwerdt, 2006).

As co-infeccgdes por E. canis com hemoparasitas ou outros agentes infecciosos, tais
como M. haemofelis, Cryptococcus neoformans, FeLV e FIV tém sido descritos em gatos
(Cohn, 2003; Lappin & Breitschwerd, 2006; Baneth, 2010 Ayllon et al., 2011). A exposicao
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prévia a diversos agentes patogénicos pode aumentar a severidade da co-infeccéo e dificultar
a interpretacdo dos estudos seroepidemioldgicos, o diagnostico e o tratamento (Cohn, 2003;
Ayllon et al., 2011; CFSPH, 2013).

1.2.3.4.  Patogenia

Embora ja tenham sido relatados casos de erliquiose em gatos e se tenha detectado
ADN ou anticorpos anti-E. canis em amostras de sangue felino, pouco se sabe sobre a
prevaléncia da infeccdo, manifestacdes da doenca e recomendacBes de tratamento para estas
infeccbes em gatos (Ortufio et al., 2005; Breitschwerdt, 2009; Vieira et al., 2011). Com base
nos achados clinicos, laboratoriais e radiogréficos, a patogénese da doenca & muito
semelhante a infeccdo de E. canis em cdes (Lappin & Breitschwerdt, 2006).

A patogenicidade estd associada com a desregulacdo do sistema imunitario e

consequente producdo exagerada e inefectiva de anticorpos (Irwin, 2007; Freire et al., 2009).

Apdbs um periodo de incubacdo de 8 a 20 dias e com base nos sinais clinicos e
alteracdes clinicopatologicas, a infeccdo por E. canis pode-se desenvolver em trés fases:
aguda, subaguda e cronica (Cohn, 2003; Neer & Harrus, 2006; Freire et al., 2009; Hagiwara
et al., 2009; Moreira et al., 2009; Baneth, 2010; Breitschwerdt, 2011). A fase aguda tem uma
duracdo de uma a quatro semanas com sinais clinicos inespecificos, tais como depresséo,
descarga ocular, letargia, perda de peso e alteracGes gastrointestinais (Cohn, 2003; Baneth,
2010; Vieira et al., 2011). Animais imunocompetentes recuperam da infec¢do eliminando o
agente por completo, enquanto a auséncia de tratamento ou a sua ineficacia permite a
progressdo da infeccdo para a fase subclinica, que pode durar entre meses a anos. Os
resultados de infec¢des experimentais indicam que o baco é o 6rgdo que faz o sequestro destes
organismos durante a infecgdo subclinica e acredita-se que tenha um papel importante no
desenvolvimento da patogénese da doenca (Neer & Harrus, 2006). Durante o
desenvolvimento da infeccdo, repetidas recombinacdes ocorrem nas proteinas antigénicas
presentes na membrana externa da bactéria levando a variagdes imunogénicas. As bactérias
conseguem assim “ultrapassar” os mecanismos de defesa do hospedeiro, resultando em

infeccdes persistentes (Neer & Harrus, 2006).

Nesta fase 0s animais permanecem assintomaticos, embora uma ligeira

trombocitopenia possa persistir. Animais persistentemente infectados podem recuperar
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espontaneamente ou desenvolver a forma cronica e grave da doenca (Hagiwara et al., 2009).
As condi¢bes que conduzem ao desenvolvimento da doenca cronica ainda continuam
desconhecidas (Cohn, 2003; CFSPH, 2013).

1.2.35. Sinais clinicos

Os sinais clinicos variam de acordo com a duragdo da infeccdo, com a
imunocompeténcia do hospedeiro e factores relacionados com o microrganismo (Freire et al.,
2009). Os sinais clinicos e os achados laboratoriais séo similares em cées e gatos (Braga et al.,
2011). Esta infeccdo é frequentemente diagnosticada ja& numa fase mais avancada (fase

cronica) com complicagdes associadas (Lappin & Breitschwerdt, 2006).

Os sinais clinicos mais frequentemente reportados e inespecificos que aparecem tanto
na fase aguda como cronica sdo: depressao, letargia, perda de peso, pirexia, descarga ocular,
alteracOes gastrointestinais, linfadenomegélia, esplenomegalia e, em casos mais severos (fase
cronica), hemorragias (principalmente petéquias, equimoses e epistaxis) associadas a
trombocitopenia (Aguirré et al., 2004; Hagiwara et al., 2009; Baneth, 2010; Breitschwerdt,
2011; Allison & Little, 2013). Manifestacbes oculares, nomeadamente uveite anterior,
queratoconjuntivite, hifema, glaucoma, corioretinite e deslocamento da retina, assim como
poliartrite neutrofilica e polimiosite tambeém tém sido descritas (Baneth, 2010; Breitschwerdt,
2009). Alteracbes neurologicas, tais como hiperestesia, espasmos musculares e défices dos
nervos cranianos, estdo associadas com a presenca de vasculite, meningoencefalites e
infiltracdo linfocitica ou hemorrégica do sistema nervoso central e periférico (Baneth, 2010;
Breitschwerdt, 2011).

1.2.3.6.  Diagnostico

O diagnostico da erliquiose é baseado na historia clinica, nos sinais clinicos, nas
alteracdes laboratoriais (hematoldgicas e bioguimicas) e nos testes seroldgicos e moleculares
(Moreira et al., 2009). Nos felinos existe grandes semelhancas a nivel da apresentacdo dos
sinais clinicos entre a infeccdo imunomediada e erliquiose, sendo relevante avaliar a presenca
de infeccdo por E. canis antes de se iniciar uma terapia imunosupressiva (Allison & Little,
2013).
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Véarios métodos com diferentes graus de sensibilidade e especificidade podem ser
usados para detectar Ehrlichia spp. (Vieira et al., 2011). A confirmacao laboratorial pode ser
dificultada pela baixa bacteriémia, pela existéncia de reaccGes cruzadas e pela presenca de co-
infeccbes (Allison & Little, 2013). Assim sendo, um correto diagndstico € maximizado
guando séo usadas diferentes metodologias, tais como um cuidadoso exame microscopico dos
esfregacos sanguineos ou tecidos, testes seroldgicos, moleculares e cultura (Freire et al.,
2009; Allison & Little, 2013).

A. Alteracdes Laboratoriais

As alteracfes observadas a nivel do hematdcrito sdo: anemia (a mais frequente,
geralmente ndo regenerativa em gatos com infeccdo crdnica), leucopenia/leucocitose,
neutrofilia/ neutropenia, linfocitose e monocitose (Lappin & Breitschwerdt, 2006). Nos gatos
que apresentem citopénias, deve-se avaliar a medula 6ssea, uma vez que estd descrita

hipoplasia primaria em animais com erliquiose (Lappin & Breitschwerdt, 2006).

Na erliquiose felina ndo sdo comuns as alteracdes bioquimicas. A hiperglobulimenia é
a alteracdo mais consistente e geralmente causada por uma gamopatia policlonal, podendo, no

entanto, aparecer como gamopatia monoclonal (Cohn, 2003; Lappin & Breitschwerdt, 2006).

B. Visualizacdo Microscopica

A observacdo microscopica de esfregacos sanguineos, medula éssea e de linfonodos
corados com Giemsa ou Diff-Quik podem ser usados na pesquisa de morulas. As morulas
aparecem como ponteados azul-escuros ou inclusdes roxas principalmente em monadcitos,
podendo ocasionalmente ser encontradas noutras células (CFSPH, 2013). A sensibilidade do
exame directo depende ndo sO de espécie de Ehrlichia e do hospedeiro vertebrado mas
também da fase da infec¢do, sendo superior na fase aguda. As mdrulas sdo raramente
detectadas na fase cronica da infeccdo (Allison & Little, 2013). De modo a aumentar a
probabilidade de detectar morulas de E. canis no sangue periférico deve-se procurar no “buffy
coat” (Allison & Little, 2013; CFSPH, 2013).

Até a data, existem poucas descricdes de moérulas em leucocitos de sangue periférico

de gatos domésticos (Allison & Little, 2013), sendo mais provavel encontrar células
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infectadas a partir de sangue colhido de veias auriculares do que a partir de vasos de maiores
dimensoes (Lappin & Breitschwerdt, 2006).

C. Cultura

As espécies de Erhlichia podem ser isoladas em cultura, com excepc¢éo de E.ewingii
uma vez que até ao momento ndo se encontrou nenhuma linha celular que suporte o seu
crescimento (Allison & Little, 2013). Apesar do isolamento das bactérias ser fundamental
para a completa descricdo e caracterizacdo das espécies/estirpes presentes nas amostras, nao é
comum, na pratica clinica, usar a cultura como metodo de diagnostico, devido a morosidade
de obtencdo do resultado (pode demorar até oito semanas para haver crescimento) (Neer et
al., 2002; Cohn, 2003; Neer & Harrus, 2006; Vieira et al., 2010; Allison & Little, 2013;
CFSPH, 2013). Até ao momento ainda ndo se isolou nenhuma espécie de Ehrlichia a partir de

amostras bioldgicas de felinos (Vieira et al., 2011).

D. Métodos Seroldgicos

Apesar dos meétodos seroldgicos serem frequentemente utilizados no diagndéstico de
erliquiose canina, as técnicas IFI ou “Western Blot” ainda ndo se encontram padronizadas
para deteccdo de anticorpos felinos anti-Ehrlichia spp. (Neer et al., 2002; Lappin &
Breitschwerdt, 2006; CFSPH, 2013). Além disso, um namero significativo de falsos positivos
pode ocorrer devido a reaccdo cruzada com outros organismos do género Ehrlichia,
Anaplasma, Neorickettsia (Neer et al., 2002; Cohn, 2003; Ortufio et al., 2005; Lappin &
Breitschwerdt, 2006; Viera et al., 2010; CFSPH, 2013).

A seroconversdo ou titulos altos de anticorpos confirmam a presenca de infeccdo
(CFSPH, 2013). Tal como acontece na infec¢do por A. phagocytophilum, os sinais clinicos
podem aparecer antes da seroconversdo e um Unico resultado negativo num gato com infeccéo

aguda ndo exclui a presenca de bactéria (Lappin & Breitschwerdt, 2012).

E. Meétodos Moleculares

As técnicas moleculares sdo usadas para confirmar a infeccao activa por Ehrlichia spp.
(Allison & Little, 2013). Os laboratérios comerciais frequentemente usam 0s “primers”

geneéricos e s6 em casos de amplificacdo € que usam “primers” especificos para a espécie

68



(Cohn, 2003). A PCR apresenta ainda a vantagem de permitir a deteccdo simultanea de

organismos em casos de co-infeccdo (Allison & Little, 2013).

Resultados positivos confirmam a infeccdo por uma determinada espécie de Ehrlichia
(elevada especificidade) ao contrario dos testes seroldgicos que apenas confirmam exposicéo
(Neer et al., 2002; Tabar et al., 2008). Amostras de sangue para PCR devem ser recolhidas
antes de se iniciar a antibioterapia para maximizar a probabilidade de detectar os organismos
(CFSPH, 2013). Este método, além de ser usado no diagndstico de erliquiose, ajuda na

confirmacéo da eliminacao da infeccdo apds o tratamento (Breitschwerdt, 2011).

Quando os resultados sdo negativos a interpretagdo € mais complexa, uma vez que 0S
testes moleculares de amostras clinicas envolvem determinadas limitagdes, tais como as
variacOes da parasitémia. Resultados negativos em animais com sintomatologia compativel
com erliquiose poderad apenas indicar que ndo se detectou material genético da bactéria na
amostra analisada, e ndo deve ser interpretada como auséncia de infec¢do (Allison & Little,
2013). A falha na amplificagdo de ADN em gatos seropositivos poderd estar relacionada com
a eliminacdo dos microrganismos pelo sistema imunitario, pelo sequestro das bactérias
noutros tecidos, pela baixa concentracdo de ADN na amostra, ou uma reac¢do cruzada da

serologia com outros agentes (Ayllon et al., 2009; 2011).

1.2.3.7. Tratamento

Apenas um namero limitado de antibidticos sdo efectivos no tratamento de erliquiose
(CFSPH, 2013). A terapéutica com tetraciclinas, doxiciclina ou dipropionato de imidocarb
tem sido usada em gatos com suspeita clinica de erliquiose monocitica (Lappin &
Breitschwerdt, 2006). Embora haja pouca informacdo disponivel sobre o tratamento em
felinos, o grupo de estudo de “American College of Veterinary Internal Medicine” recomenda
0 uso de doxiciclina (10 mg/kg, SID, PO, durante 28 dias) no tratamento de gatos com

suspeita de erliquiose (Neer et al.,2002; Lappin & Breitschwerdt, 2006).

O dipropionato de imidocarb (5 mg/kg IM ou SC, duas injeccdes com intervalo de
duas semanas) € utilizado como segunda opc¢éo no tratamento de E. canis (Neer et al., 2002;
Vincent-Johnson, 2004; Little, 2010; Allison & Little, 2013). Este farmaco é prescrito em
animais intolerantes a doxiciclina ou em casos dos donos apresentarem dificuldades na

administracao oral (Vincent-Vicent-Johnson, 2004). A terapia combinada de dipropionato de
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imidocarb e doxicilina é também utilizada quando ha suspeita de co-infeccdo com Babesia
spp. (Baneth, 2010). A enrofloxacina e outras quinolonas sdo ineficazes na eliminagédo de E.
canis (Vincent- Johnson, 2004; Neer et al., 2002).

A antibioterapia pode ser menos eficaz na fase cronica, sendo a resposta ao tratamento
mais lenta (Vincent- Johnson, 2004; CFSPH, 2013). Alguns casos de erliquiose requerem
terapia de suporte, tal como transfusfes de sangue, suplementacdo nutricional, fluidoterapia
ou antibidticos para controlo de infeccbes secundarias (Vincent-Johnson, 2004,
Breitschwerdt, 2011; CFSPH, 2013)

A administragdo de corticosterdides ou outros farmacos imunossupressores deve ser
evitada, uma vez que pode interferir com a eficécia terapéutica da doxiciclina (Breitschwerdt
et al., 2002; Breitschwerdt, 2009) e favorecer o reaparecimento de sinais clinicos em gatos

com infecgdes subclinicas (Allison & Little, 2013).

1.2.3.8. Saude Publica

A erliquiose é uma infeccdo com potencial zoondtico, tendo sido considerada
potencialmente fatal em humanos no final de 1980. A partir desse ano houve necessidade de
uma maior pesquisa sobre o agente causador desta infeccdo (Cohn, 2003). Apesar de ndo
existir evidéncia de transmissao directa de Ehrlichia spp. entre animais infectados e 0 homem
e vice-versa, 0s animais domésticos sdo susceptiveis aos mesmos organismos que afectam o
homem, pelo que podem servir como sentinelas ou reservatorios em areas endémicas (Neer et
al., 2002; Cohn, 2003).

1.3. Controlo de vectores

Os ectoparasitas incluem uma grande variedade de artrépodes que pertencem
taxonomicamente a classe Arachnida (carracas e acaros) e a classe Insecta (pulgas, mosquitos
e flébotomos) (ESCAAP, 2010). Estes artropodes sdao parasitas hematofagos com ciclos de
vida complexos envolvendo estadios no meio ambiente e outros estadios em contacto com o
hospedeiro (Marchiondo et al., 2013). As infestacGes por estes ectoparasitas podem resultar
em lesbes cutaneas, induzir uma resposta imunopatolégica e levar a transmissdo de agentes
patogénicos (virus, bactérias e parasitas) (ESCAAP, 2010; Marchiondo et al., 2013).
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Para o controlo dos ectoparasitas, os animais de companhia sdo frequentemente
tratados com desparasitantes externos que podem ser usados terapeuticamente, a fim de
eliminar a infestacdo presente, ou profilacticamente para prevenir ou reduzir picadas (Beugnet
& Franc, 2012; Marchiondo et al., 2013). Na Europa, a infestacdo por pulgas é a mais comum
entre a populacéo canina e felina (5-10%), seguindo-se a infestagdo por carracas. No entanto,
esta ultima é mais preocupante, devido ao papel das carracas como principais vectores de

infeccbes zoonoticas (Beugnet & Franc, 2012).

Dentro dos desparasitantes externos, as substancias activas que eliminam pulgas
adultas sdo chamadas de insecticidas ou adulticidas, enquanto as que eliminam carragas sdo
denominadas de acaricidas (Marchiondo et al., 2013). Para além dos insecticidas-acaricidas,
existem moléculas reguladores de crescimento de insectos (IGRs) que exercem a sua accao
por interferir com o desenvolvimento dos ovos ou outras fases imaturas que ocorrem no meio
ambiente (fora do hospedeiro) (Otranto & Dantas-Torres, 2010; Beugnet & Franc, 2012;
Marchiondo et al., 2013). Estes IGRs sdo aplicados em animais ou no meio ambiente, de
forma isolada ou em combinag&o com insecticidas-acaricidas, como o fipronil, as permetrinas
ou imidaclopride (Otranto & Dantas-Torres, 2010; Beugnet & Franc, 2012).

Nos gatos os desparasitantes externos sdo a Unica solugdo terapéutica e preventiva de
infestacdo por carracgas e pulgas, uma vez que ndo existem vacinas disponiveis para proteger

os felinos dos agentes transmitidos por artropodes (Beugnet & Franc, 2012).

1.3.1. Controlo de carracas

Sempre que sejam visiveis carragas no animal é importante remové-las para evitar a
transmissao de agentes patogénicos (controlo mecanico) seguida de aplicagcdo de acaricidas
(ESCAAP, 2010). Depois da deteccdo e tratamento da infestacdo, deve-se iniciar um
tratamento profilactico (ESCAAP, 2010).

A prevencdo com colares, “spot-on” e “sprays” sdo as formas mais comuns e mais
eficazes no controlo de infestagdo de carracas nos animais de companhia, estando disponiveis
no mercado varios produtos, que incluem permetrinas, amitraz, fipronil ou imidaclopride
(Solano-Gallego & Baneth, 2011). Apesar dos felinos serem menos afectados por doencas
transmitidas por carracas devido ao “gromming”, quando as carragas estdo presentes devem

ser controladas com acaricidas apropriados. Os piretrdides sintéticos concentrados,
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especialmente as permetrinas, ou as amidinas (amitraz) sdo tdxicos para felinos, sendo mais
usado nesta espécie, como acaricida tépico, o fipronil (ESCAAP, 2010; Hartmann et al.,
2013).

Para além disso, para controlar e prevenir infestacdo de carracas ¢ importante evitar ou
limitar o acesso a zonas com alta densidade de carracgas, principalmente nas épocas do ano
com pico de actividade, e aplicar acaricidas de ac¢do residual e resistentes a &gua (ESCAAP,
2010).

1.3.2. Controlo de pulgas

As pulgas sdo 0s ectoparasitas mais comuns em animais domeésticos, sendo mais
frequente a infestacdo em felinos do que em canideos (Schnieder et al., 2008). Em ambas as
espécies é a pulga do gato, C. felis, a espécie infestante mais prevalente (Schnieder et al.,
2008). O risco de infestacdo depende do estilo de vida do animal (com acesso ou sem acesso
ao exterior). Em areas onde a reinfestacdo por pulgas é frequente, como em areas de climas
temperados e habitagbes com varios animais, recomenda-se a realizacdo de profilaxia
(ESCAAP, 2010).

Os animais infestados podem ser tratados com ectoparasiticidas administrados
topicamente, por via oral ou sistémica (Rhodes, 2011). Os insecticidas topicos imidaclopride
(férmulas “spot-on”), selamectina (férmulas “spot-on™) e fipronil (“spray” ou férmulas “spot-
on”) sdo amplamente usados em felinos e canideos (Schnieder et al., 2008; Beugnet & Franc,
2012). Num estudo realizado com o objectivo de determinar a eficicia de varios produtos
contra a infestagdo por C. felis em gatos, concluiu-se que aplicacdo topica de imidaclopride é
a mais eficaz na eliminagdo precoce de pulgas adultas, limitando o risco de transmissdo de

agentes patogenicos e de dermatites alérgicas (Schnieder et al., 2008).

1.3.2.1. Maneio ambiental

As pulgas adultas representam apenas uma propor¢do muito pequena de populagéo
total de pulgas, pelo que o controlo dos estadios imaturos (fases de desenvolvimento fora do
hospedeiro) deve ser sempre tido em consideracédo, especialmente em casos de infestacfes
graves (ESCAAP, 2010). Além de tratar o animal, é importante a implementacdo de medidas

de controlo do ambiente para uma eliminagéo eficaz de pulgas (Rhodes, 2011).
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No mercado existem produtos especificos (adulticidas e/ou IGRs) para serem
aplicados no meio ambiente sob a forma de nebulizadores ou pulverizadores. Contudo,
existem produtos que se aplicam sobre 0 animal e que tém ac¢do também no meio ambiente
sobre os estadios imaturos (ovos, larvas e pupas) (ESCAAP, 2010). Estes produtos podem
conter uma combinacdo de adulticida e IGRs (Rhodes, 2011; ESCAAP, 2010). O fipronil, que
atua como inseticida e acaricida, pode ser combinado com S-metopreno (IGR) para actuar
também sobre os estddios imaturos das pulgas (Beugnet & Franc, 2012), ou seja, a

formulacéo ““spot-on” actua no animal e indirectamente no meio ambiente envolvente.

A populacdo de pulgas € maior em areas onde 0s animais dormem ou passam a maior
parte do tempo, e é nestas zonas onde deve ser feito o tratamento do meio ambiente (Rhodes,
2011). A eliminagdo das pupas pode ser dificil, uma vez que tendem a localizar-se em zonas
de dificil acesso e sdo resistentes a muitos produtos (Rhodes, 2011; ESCAAP, 2010). Assim,
para além da aplicacdo de produtos, é importante a aspiracdo e limpeza dos locais
frequentados pelos animais da casa (Rhodes, 2011; ESCAAP, 2010). Um estudo revela que a
aspiracdo mata 96% das pulgas adultas e 100% das fases imaturas (Rhodes, 2011).

No exterior (jardins de casa, terracos) a populacdo de pulgas é mais prevalente em
areas costeiras e localizagbes com temperaturas diurnas moderadas e de elevada humidade
(Rhodes, 2011). As medidas para controlo de infestagéo de pulgas no exterior envolvem a
remocao de detritos organicos (folhas caidas, pilhas de madeira), a rega regular do relvado e o
corte da vegetacdo para permitir a penetracdo de luz solar. Todas estas medidas inibem o
desenvolvimento larval (Rhodes, 2011). Para além disso, deverdo também ser aplicados
“sprays” com uma combinacdo de inseticida e IGR em é&reas sombreadas e protegidas
frequentadas pelos animais, tais como boxes e outros compartimentos de abrigo (Rhodes,
2011).

1.3.3. Controlo de fleb6tomos

Os fleb6tomos sdo parasitas externos intermitentes e tém uma época de actividade que
em areas endémicas pode variar de ano para ano, consoante a regido e disponibilidade de
habitats adequados (ESCAAP, 2010). Em Portugal, os fleb6tomos estdo activos entre 0s

meses de Maio a Outubro, com pico de actividade em Julho e Agosto (ONLeish, 2013).
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As medidas de prevencdo contra as picadas de flebtomos recomendadas nos canideos
incluem a reducdo de exposicdo aos flebotomos e a aplicacdo de insecticidas com ac¢éo
repelente (ESCAAP, 2010, ONLeish, 2013).

Vaérios estudos tém demonstrado que o uso regular destes compostos durante a época
de actividade flebotominica reduz significativamente o risco dos cdes serem infetados por
L.infantum (Maia & Campino, 2011; ESCAAP, 2010). Os piretrdides sintéticos aplicados sob
a forma de colar ou formulagdes “spot-on” sdo 0s produtos mais amplamente usados nos

canideos (Gramiccia, 2011).

Todos os canideos infectados com leishmaniose e que residam em &reas endémicas
devem estar protegidos contra a picada de fleb6tomos como medida de redugdo do risco de
infeccdo em humanos e restantes animais, uma vez que, mesmo que Se encontrem sob

tratamento podem transmitir o parasita atraves dos vectores (Gramiccia, 2011).

N&o existe nenhuma informacédo disponivel sobre a prevengdo da leishmaniose felina
(Pennisi et al., 2013) e a maior limitacdo no controlo da infeccdo nestes animais é a sua

toxicidade aos piretroides (Maia & Campino, 2011).

2. Objectivos

Este estudo teve como objectivo geral determinar a prevaléncia de infeccdo por
protozoarios e bactérias transmitidas por vectores, tendo por base uma amostra de felideos
residentes na Regido da Arrabida. O objectivo especifico consistiu em determinar a relacéo
das caracteristicas intrinsecas e extrinsecas (idade, sexo, raca, pelagem, modo de vida,
desparasitacbes, insecticidas, vacinacbes, presenca de ectoparasitas e infeccOes
concomitantes) dos animais da amostra com a presenca dos diferentes agentes patogénicos
identificados.

3. Material e Métodos

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

da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias de Lisboa.
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Todos os proprietarios dos gatos foram informados do estudo, tendo sido a
participacdo dos felideos (homeadamente a colheita de sangue e utilizacdo dos dados relativos

ao paciente) autorizada pela assinatura de um consentimento informado (Apendice ).

3.1.  Area geografica de estudo

Este estudo foi realizado no Hospital Veterinario da Arrabida (HVA) situado em Vila
Nogueira de Azeitdo, regido pertencente ao distrito de Setubal (figura 15). A vila Nogueira de
Azeitdo faz parte de um grupo de localidades que constitui a regido de Azeitdo. Esta regido

apresenta uma populagdo de 18.921 habitantes (Camara Municipal de Setdbal [CMS], 2013)

Setlbal, capital de distrito, fica a 32 km de Lisboa na margem norte da foz do rio Sado
ladeada pela Serra da Arrabida. Esta cidade apresenta uma populagdo de 121.185 habitantes
com uma area de 170,57 kmz dividida em 8 freguesias (CMS, 2013). Toda a regido de Setubal
apresenta um clima misto, subtropical e mediterranico, com fracas amplitudes térmicas devido
a sua proximidade com o mar e a presenca dos rios Tejo e Sado. O periodo de insolacédo é

bastante elevado ao longo de todo o ano e a precipitagdo é reduzida (CMS, 2013).

/D

Poates - Ghmbia
Alto da Gusrre

Figura 15 - Mapa de Portugal Continental com o distrito de Setubal e a regido de Azeitdo em
evidéncia (adaptado da CMS, 2013).
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3.2.  Caracterizacdo da amostra

A populacdo em estudo foi constituida por 104 gatos que se apresentaram ao Hospital
Veterinario da Arrabida, entre o inicio do més de Abril e o fim do més Junho de 2013, por
motivos cirurgicos, médicos ou para “check-up” anual (desparasitagdes e vacinagdes).
Durante a recolha da amostra foi preenchido um questionario pelos proprietéarios e concluido
pelo médico veterinario, de modo a se obter informacdes sobre a idade, sexo, raca, ambiente
e exposicdo de artropodes, desparasitacdes, insecticidas, vacinacfes, sinais clinicos,
alteracOes laboratoriais e presenca de virus imunossupressores felinos (FIV e FelLV)
(Apendice I1).

3.2.1. Critérios de inclusao

Para efeitos do estudo, visando o objectivo geral, utilizou-se apenas como critério de

inclusdo, gatos com idade superior a 3 meses e provenientes da regido da Arrabida.

4. Protocolo Clinico

4.1.  Colheita e Processamento de sangue periférico

Apds tricotomia e assepsia com alcool etilico a 70% obtiveram-se, por venopuncdo de
veias periféricas (veia cefalica, veia femoral ou veia jugular), amostras de sangue periférico.
Para a recolha das amostras foram utilizadas seringas de 2 ml e agulhas de 25 G, colhendo-se
cerca de 2 ml de sangue por gato, no qual uma pequena quantidade de amostra foi utilizada
para impregnar uma area correspondente a uma moeda de 2 euros em papel de filtro
(Whatman® numero 3) e o restante foi colocado num tubo de 1,5 ml. Posteriormente, cada
papel de filtro e correspondente tubo foram identificados com o nimero da amostra e com a
data da recolha (figura 16), tendo sido armazenados a 4°C e a -20° C, respectivamente, até

serem analisados.
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Figura 16 — Papel de filtro impregnado com sangue periférico (A) e tubo com amostra de sangue (B)
(foto da autora).

4.2. Pesquisa de ADN de Babesia spp., Bartonella spp., Ehrlichia
spp./Anaplasma spp., Hepatozoon spp. e Leishmania infantum

através da téecnica de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para realizacdo da PCR foram executados varios passos. Como primeiro passo, foi
feita a extraccdo do ADN directamente do papel de filtro, sequida de um controlo de
qualidade de extraccdo através da quantificacdo do ADN por espectrofotometria (Nanodrop

1000) e amplificacdo do gene constitutivo da p- actina felina.

Apb6s a confirmagdo da extraccdo de ADN de cada amostra, foi realizada a
amplificacdo do segmento do agente patogénico em estudo. Em todas as amplificacfes foram
utilizados controlos positivos (previamente sequenciados e especificos para cada agente que
se pretendia detectar) e controlos negativos. As técnicas de extraccdo de ADN e o PCR foram
realizadas em areas separadas, previamente desinfectadas com lixivia de forma a prevenir

possiveis contaminacdes.

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

durante 80 min), observados no transiluminador e fotografados no sistema UVIDOC.

Apbs a visualizacdo dos produtos de PCR, os que apresentavam uma quantidade
suficiente de ADN foram enviados para sequencia¢do. Alguns dos produtos foram purificados

antes de serem enviados.
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4.2.1. Extraccao de ADN a partir de papel de filtro impregnado

com sangue periférico

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

fabricante.

Deste modo, utilizaram-se 2 discos do papel de filtro, de 4 mm de diametro cada, 0s
quais foram a incubar num tubo de 1,5 ml em 150 pl de tampao de lise e 1,5 pl de Proteinase
K (20 mg/ml), durante 15 min a 65°C em placa térmica, seguida de uma incubacdo a 55°C
durante 2 horas, em banho-maria, invertendo os tubos a cada 30 minutos. Terminada a
incubacgdo, retiraram-se as amostras do banho-maria, deixando o lisado arrefecer a
temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado a cada amostra 100 pl de solucdo de
precipitadora de proteinas e, de modo a obter uma mistura uniforme, usou-se o vortex a
velocidade elevada durante vinte segundos, seguindo-se uma centrifugacdo a 84 g, durante 15

min, a 4°C, para haver a formagéo de um “pellet” compacto de proteina.

Apbs a centrifugacao, transferiu-se cerca de 220 pl de sobrenadante (ADN) para novos
tubos contendo 300 ul de Isopropanol a 100% e a mistura, depois de invertida 50 vezes, foi
centrifugada a 84 g, 5 min, a 4°C. Ap0s rejeicdo do sobrenadante, adicionaram-se 300 ul de
etanol a 70% e, para garantir a lavagem do “pellet”, inverteu-se suavemente o tubo varias
vezes. Procedeu-se a nova centrifugacéo a 84 g, durante 1 min, a 4°C, seguido da rejeicdo do
sobrenadante e colocacdo dos tubos com a tampa aberta numa posicdo invertida, sobre papel
absorvente, na estufa a 52°C até que o ADN estivesse completamente seco, tendo sido
posteriormente adicionado 30 ul de tampéo de hidratagdo de ADN a cada amostra e incubado
a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte, as amostras foram armazenadas a -
20°C até a realizacdo das PCR.

4.2.2. Controlo de extraccdo de ADN-Amplificagao de B-actina

Felina

Com o objectivo de avaliar a eficacia da técnica de extraccdo de ADN realizou-se um
controlo das amostras, ap0s a extracgdo, através da amplificagdo do gene constitutivo da f-
actina felina, usando os “primers” Bet Fell: SSCCATTTTCTGTTCCGCCTTA3’, e Bet Fel2:
3’CAACGGGCTCCTTAGTCAGAS’ (Ramos, 2012).
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Para cada amostra (3 ul de ADN), preparou-se 22 ul de mistura de reaccao constituida
por 12,3 pl de &gua bidestilada, 5 pl de tampdo de reaccdo [tampdo NH4 (5X): 160mM
(NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8.8 (25°C)], 2 pul de solucéo de Mg2+ (25mM MgClI2), 0,5
pl de dNTPs (10 mM), 1 pl de cada “primer” Bet Fell e Bet Fel2 (10 pmol/ul, cada), e 0,2 pl

da enzima Taq polimerase (5U/ul).

Em todas as amplificagdes utilizou-se um controlo negativo e um positivo. O negativo
foi constituido por 3 pl de agua bidestilada em substituicdo do ADN, e o positivo por ADN

gendémico (1pl) obtido de uma amostra de baco de um gato.

As condicGes Optimas para a amplificacdo no termociclador (Thermo Electron
Corporation® Px2 Termal Cycler) foram as seguintes: desnaturacdo de 5 min a 95°C, e 35
ciclos de 30 seg a 95°C (desnaturacdo); 30 seg a 56°C (ligacdo), e os ultimos 30 seg a 72°C
(elongacdo); apds os 35 ciclos, a elongacdo final foi de 5 min a 72°C. Os produtos de
amplificacdo, constituidos por 229 pb, foram visualizados num gel de agarose a 1,5 % em 1X
tamp&o TAE corado com 0,2 pg/ml de brometo de etidio.

4.2.3. Pesquisa de ADN de Babesia spp.

Os “primers” escolhidos para a pesquisa de piroplasmose tiveram como referéncia o
protocolo utilizado por Harrus et al. (2011), utilizando-se os “primers” Piro A: 5’
AATACCCAATCCTGACACAGGG 3’ e Piro B: 5> TTAAATACGAATGCCCCCAAC 3°.

De acordo com o protocolo, para cada amostra (3 ul de ADN), preparou-se 22 ul de
mistura de reaccdo constituida por 12,3 pl de agua bidestilada, 5 pl tampdo de reaccdo
[tamp&o NH4 (5X): 160mM (NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pl de solugéo
de Mg2+ (25mM MgCI2), 0,5 pl de dNTPs (10 mM), 1 pl de cada “primer” Piro A e Piro B
(10pmol/ul cada) e 0,2 pl de enzima Taq polimerase (5U/ul). Utilizou-se 1 ul de ADN
gendémico de Babesia spp. como controlo positivo e 3 pl de &gua bidestilada como controlo

negativo.

As condicGes Optimas para a amplificacdo por PCR foram as seguintes: uma
desnaturacdo inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos constituidos por uma
desnaturacdo a 94°C durante 30 seg, ligacdo dos “primers” a 64°C durante 45 seg e uma

extensdo a 72°C durante 30 seg. Para finalizar este ultimo ciclo, uma extenséo final a 72°C
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durante 7 min. Os produtos de PCR, constituidos por 408 pb, foram visualizados num gel de

agarose a 1,5 %, como descrito em 4.2.2.

4.2.4. Pesquisa de ADN de Bartonella spp.

Para a deteccdo de ADN de Bartonella spp. foram utilizados os “primers” Bart F: 5’
CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG 3 e Bart R: 5
GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA 3’ (Maggi et al., 2008)

Para cada amostra (3 pl de ADN) adicionou-se uma mistura de reac¢do de 22 pl
constituida por 13 pl de agua bidestilada, 5 pl de tampdo de reaccdo [tampdo NH4 (5X):
160mM (NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pl de solugcdo de Mg2+ (25mM
MgCl2), 0,5 ul de dNTPs (10 mM), 0,6 ul de cada “primer” Bart F e Bart R (10pmol/ul
cada), e 0,3 pl de enzima Taq polimerase (5U/ul). No controlo positivo adicionou-se 1 pul de
ADN gendémico de Bartonella spp e no controlo negativo adicionou-se 3 pl de agua
bidestilada.

As condic¢des Optimas para as amplificagdes por PCR foram: desnaturacdo inicial a
95°C durante 5 min, seguida de 55 ciclos com uma desnaturacdo a 95°C durante 15 seg,
ligacdo dos “primers” a 66°C durante 15 seg. e extensdo a 72°C durante 15 seg. A
amplificacdo foi completada com uma extensao final a 72°C durante 1 min, obtendo-se assim
produtos de amplificacdo de 600 pb com posterior visualizagdo em gel de agarose a 1,5 %,

como descrito em 4.2.2.

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

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

Para cada amostra (3 pl ADN), preparou-se 22 ul de mistura de reac¢do constituida
por 12,3 ul de agua bidestilada, 5 pl tampdo de reacgdo [tampdo NH4 (5X): 160mM
(NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pul de solugcdo de Mg2+ (25mM MgClI2), 0,5
pl de dNTPs (10 mM), 1 pl de cada “primer” EHR 16SF e EHR 16SR (10pmol/ul cada) e 0,2
pl de enzima Taq polimerase (5U/ul). Como controlo positivo utilizou-se 1 pl de ADN
gendmico de E. canis e como controlo negativo 3 pl de agua bidestilada.
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Para amplificacdo das amostras foram usadas como condi¢des Optimas: uma
desnaturacdo inicial de 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos, que incluem uma
desnaturacdo a 94°C durante 30 seg, ligacdo dos “primers” a 55°C durante 30 seg e uma
extensdo a 72°C durante 90 seg, e uma extensdo final a 72°C durante 5 min. Os produtos de
amplificacdo constituidos por 345 pb foram visualizados em gel de agardose a 1,5% como

anteriormente descrito para Babesia spp.

4.2.6. Pesquisa de ADN de Hepatozoon spp.

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

Para a sua realizacdo preparou-se, para cada amostra (3 ul de ADN),22 ul de mistura
de reaccdo constituida por 12,3 pl de agua bidestilada, 5 pl tampéo de reaccdo [tampdo NH4
(5X): 160mM (NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 2 pl de solucdo de Mg2+
(25mM MgCI2), 0,5 pl de dNTPs (10 mM), 1 ul de cada “primer” Hep F e Hep R (10pmol/ul
cada) e 0,2 pl de enzima Taq polimerase (5U/ul). Para o controlo positivo utilizou-se 1 pl de

ADN genomico de Hepatozoon spp. e para o controlo negativo 3 pl de 4gua bidestilada.

No termociclador, para a amplificagdo das amostras, foram utilizadas as seguintes
condicBes: uma desnaturacdo inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 34 ciclos que incluia
uma desnaturacdo a 95°C durante 20 seg, ligacdo de “primers” a 56°C durante 30 seg e uma
extensdo a 72°C durante 90 seg. A amplificacdo terminou com uma extensdo final a 72°C
durante 5 min. Os produtos de amplificacdo constituidos por 626-666 pb foram visualizados

num gel de agarose a 1,5 %.

4.2.7. Pesquisa de ADN de Leishmania infantum

Na pesquisa de ADN de Leishmania infantum utilizaram-se os “primers” MC1 (5’
GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3’) e MC2 (5 CACCCATTTTTCCGATTTTG 3°),

desenhados a partir de uma sequéncia de ADN cinetoplastideal (Cortes et al., 2004).

Para a amplificagéo preparou-se para cada amostra uma reaccao com 25 ul de volume
que continha 3ul de ADN da amostra e 22 ul de mistura de reaccéo. Esta era constituida por
7,3 pl de agua bidestilada, 5 pl de tampdo de reac¢do [tampdo NH4 (10X): 160mM
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(NH4)2S04; 670mMTris-HCI; pH 8,8 (25°C)], 3 ul de solugcdo Mg2+ (25mM MgCl2), 0,5 ul
dNTPs (10mM), 3 ul de cada “primer” MC1 e MC2 (5 pmol/ul) e 0,2 ul da enzima Taq
Polimerase (5U/ul). Como controlo negativo, foram utilizados 5 pl de agua bidestilada em
vez de ADN e, como controlo positivo, 2 ul de ADN extraido de uma cultura de massa de

promastigotas de L. infantum.

As condi¢des Optimas para 0 PCR foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C
durante 2 min, seguido de 30 ciclos que consistia na desnaturagdo a 94°C durante 20 seg,
ligacdo de “primers” a 60°C durante 20 seg e extensdo a 72°C durante 30 seg, e para finalizar
uma extensdo final a 72°C durante 5 min. Posteriormente, os produtos de amplificacdo

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

4.3.  Purificacdo de fragmentos de ADN a partir de gel de agarose

Apbs a visualizacdo dos produtos de PCR verificou-se a necessidade de utilizacdo da
técnica de purificacdo em alguns produtos de amplificacdo de Bartonella spp. e de
Hepatozoon spp. A purificagdo dos produtos de PCR foi realizada diretamente a partir do gel
de agarose, com o “Kit” comercial “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche®

Mannheim, Alemanha) de acordo com as instrucdes do fornecedor:

Este “kit” baseia-se na ligacéo especifica do ADN amplificado a uma fibra de vidro
existente na coluna de purificacdo, na presenca de tiocianato de guanidina. O ADN ¢é
purificado através de uma série de lavagens e centrifugacGes, com o objectivo de remover
“primers”, nucleotidos e outros sais resultantes da PCR. Por dltimo, o ADN é eluido usando

uma solucéo de baixa concentragéo salina.

Para aplicar o protocolo de purificacdo, as bandas especificas (600 pb para Bartonella
spp. e 626-666 bp para Hepatozoon spp.) foram cortadas com uma lamina de bisturi
esterilizada e colocadas, separadamente, em tubos de 1,5 ml. Adicionou-se 300 pul de tampao
de ligacdo a cada tubo, levou-se ao vortex e incubou-se em banho-maria a 56°C durante 10
min. Ap6s o gel estar totalmente dissolvido, adicionou-se 150 ul de Isopropanol,
homogeneizou-se no vortex e passou-se 0 contetdo para a coluna de purificagdo combinada
com o tubo de recolha. As amostras foram centrifugadas a 80g durante 1 minuto. De seguida,
realizou-se uma dupla lavagem, durante 1 min a 80g, com 500 ul ¢ 200 ul de tampdo de

lavagem respectivamente. Para finalizar, o produto ja purificado foi eluido da coluna de

82



purificacdo para um novo tubo de 1,5 ml com 100 ul de tampao de eluigdo ¢ centrifugado a

80g durante 1 min.

4.4,  Sequenciacdo e Anélise dos segmentos de ADN purificados

O ADN amplificado e o purificado foram enviados para sequenciacdo (empresa
StabVida, Portugal), utilizando como iniciadores de sequenciacdo os mesmos “primers”

utilizados na amplificacdo do agente patogénico em causa.

A anélise das sequéncias nucleotidicas obtidas foi realizada por comparagdo por
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com as sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Um nivel de homologia maior ou igual a 95% foi aceite como

indicativo de elevado grau de confianca.

5. Analise Estatistica

Todos os dados obtidos dos 104 gatos domésticos estudados foram armazenados no
software Microsoft Excel 2013®. Para a analise estatistica utilizou-se o programa informatico
SPSS. Statistics 21.0 (IBM SPSS Modeler). Para analise dos dados recorreu-se aos seguintes
testes estatisticos: o teste de Mann-Whitney para relacionar os resultados moleculares com a
variavel idade; e o teste Qui-quadrado para relacionar os resultados moleculares com as
variaveis pelagem, vacinacdo e presenca de ectoparasitas. O teste exacto de Fisher foi
utilizado quando ndo estavam reunidas as condi¢des para a realizacdo do teste Qui-quadrado,

usando um nivel de significancia de 5% (p <0.05).

6. Resultados

6.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra em estudo foi constituida por 104 gatos domésticos, dos quais 56 (53.8%)
eram fémeas e 48 (46,15%) eram machos. Das 56 fémeas, 13 (12,5%) eram inteiras e 43
(41,3%) eram esterilizadas. Nos machos, 19 (18,3%) eram inteiros e 29 (27,8%) eram

castrados (figura 17).
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A idade minima neste grupo foi de 3 meses e a idade maxima foi de 19 anos e uma

mediana de 4 anos.

m Fémea inteira

Fémea esterilizada

m Macho inteiro

D,
41,3% m Macho castrado

Figura 17 - Caracterizagdo da amostra quanto ao sexo (frequéncia relativa, n=104).

A racga predominante foi o Europeu comum com 86 (82,7%) gatos, seguido do Persa
com 7 (6,7%) animais, o Ragdoll com 3 (2,9%) animais e em Ex aequo as racas Siamés,
Bengala, Main Coon e cruzado de Persa com apenas 2 (1,9%) animais (figura 18). Em relacédo
ao comprimento do pélo, 91 (87,5%) gatos apresentavam pelagem curta e 13 (12,5%) longa
(figura 19).

1,9% 1,9%
19% || 1.9%
29%

6,7% _

m E.comum

m Persa

m Ragdoll

m Siames

mBengala

m Main Coon
Cruzado de Persa

m Curto

mLongo

Figura 18 - Caracterizagdo da amostra Figura 19 - Caracterizagdo da amostra quanto
quanto a raca (frequéncia relativa, n=104) a pelagem (frequéncia relativa, n=104)

A maioria dos animais, 84 gatos (80,7%), tinham contacto com outros animais de
estimacéo, 18 (17%) ndo conviviam com nenhum outro animal de estimacéo e houve apenas
num gato que ndo se conseguiu obter estes dados. Dos 103 gatos em estudo nenhum fazia
deslocacdes dentro e fora de Portugal e apenas num gato ndo se obteve informacéo.

Dos 104 gatos em estudo, 39 (37,5%) viviam exclusivamente no exterior, 41 (39,4%)
acesso ao exterior (estavam dentro e fora de casa), 23 (22,1%) eram gatos exclusivamente de
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interior (ndo tinham qualquer contacto fora da habitacao) e apenas num gato ndo se conseguiu

obter dados sobre o seu estilo de vida (figura 20).

0,96%

m Exclusivamente de
exterior

m Com acesso ao
exterior

Exclusivamente de
interior

Sem dados

Figura 20 - Caracterizacdo da amostra quanto ao estilo de vida (frequéncia relativa, n=104)

Em relacdo a desparasitacdo externa, 71 (68,2%) gatos faziam prevencdo contra 0s
ectoparasitas e a maioria regularmente (uma vez por més), e apenas 32 (30,7%) ndo eram
desparasitados. Os ectoparasiticidas usados foram: imidaclopride (Advantage®),
imidaclopride e moxidectina (Advocate®), selamectina (Stronghold®) e fipronil e (S)-
metopreno (Frontline Combo®) (figura 21). Na prevencao contra endoparasitas, 72 (69,2%)
animais eram desparasitados internamente e a maioria de forma regular (trés em trés meses),
enquanto 31 (29,8%) gatos ndo recebiam qualquer tipo de medida profilatica para os parasitas
internos. Os endoparasiticidas usados foram: milbemicina oxima e praziquantel
(Milbemax®), emodepside e praziquantel (Profender®) e fenbendazol (Panacur®) (figura
22). Tanto para a desparasitacdo externa como para a desparasitacdo interna, ndo se obteve
dados num gato. Nenhum proprietario respondeu positivamente no questionario sobre 0 uso

de insecticidas para o ambiente.

3,8% 0,96%  0,96%
1.9% 0,96%
= Nenhuma u Nenhuma
B Advantage® = Milbemax®
m Advocate® m Profender®
Frontline Combo® B Panacur®
m Stronghold® m Sem dados
m Sem dados
Figura 21 - Caracterizacdo da amostra Figura 22 - Caracterizacdo da amostra
quanto ao tipo de desparasitacdo quanto ao tipo de desparasitacdo interna
externa (frequéncia relativa, n=104) (frequéncia relativa, n=104)
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Em relacdo ao estado vacinal, 59 (56,7%) dos animais ndo eram vacinados, 44
(42,3%) tinham a vacinacdo em dia e apenas num dos gatos ndo se obtiveram dados sobre o
estado vacinal. No momento da recolha de sangue, observaram-se ectoparasitas em 53 (51%)
animais, dos quais 35 (33,6%) estavam infestados com pulgas e carracas, 18 (17,3%)

apresentavam apenas pulgas e um gato tinham apenas carracas.

Todos os animais presentes no estudo eram assintomaticos. Relativamente & presenca
de virus imunossupressores felinos, dos 44 (42,3%) gatos testados para FIV e FelLV, apenas

um era FIV positivo.

6.2.  Resultados da pesquisa de ADN de Babesia spp., Bartonella
spp., Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Hepatozoon spp. e L. infantum

através da técnica de PCR

O gene da B-actina felina foi amplificado em todas as amostras (figura 23).

229 pb

Figura 23 — Electroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagdo do gene da B-actina
felina: M — marcador de 100pb; colunas 1-7 - amostras positivas; coluna 8 — controlo negativo; coluna
9 — controlo positivo (foto da autora).

Baseado na amplificacdo de ADN por PCR foram detectados 18 gatos (17,3%)
positivos a pelo menos um dos agentes estudados, incluindo 3 animais (2,8%) co- infectados

com dois agentes (Tabela 1).

Os agentes amplificados foram: Hepatozoon spp. (n=11), Bartonella spp. (n=5),
Leishmania infantum (n=4) e Babesia spp. (n=1). Apds a sequenciacdo das amostras que
possuiam quantidade suficiente de ADN amplificado, as especies identificadas foram H. felis

(n=4) e B. henselae (n=1). Dos gatos co-infetados, dois apresentavam co-infe¢do com
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Hepatozoon spp. e L. infantum, e um estava co-infetado com B. henselae e Babesia spp.. Os

géneros Ehrlichia e Anaplasma ndo foram detetadas na amostra em estudo.

Tabela 1 - Prevaléncia de infecgdes simples e de co-infecgBes por agentes patogénicos transmitidos
por vectores em 104 gatos da regido da Arrabida detectados por PCR convencional.

Agente (s) N° Gatos positivos Prevaléncia (%)
InfecgBes simples 15 14,4
Bartonella spp. 4 3,8
Hepatozoon spp. 5 4.8
H. felis 4 3,8
L. infantum 2 1,9
Co-infeccdes 3 2,9
Hepatozoon spp. + L. infantum 2 1,9
Babesia spp.+ B. henselae 1 0,96
Total 18 17,3

6.2.1. Babesia spp.

Apenas um dos 104 gatos estudados foi positivo por PCR para Babesia spp. e

encontrava-se co-infectado por B. henselae .

Esta fémea inteira de trés meses de idade, cruzado de Persa e com pélo longo, tinha
acesso ao exterior, ndo era vacinada nem desparasitada, quer externa quer internamente, € no
dia da colheita de sangue apresentava carracas. Apos avaliacdo estatistica ndo se encontraram

associaces significativas entre a variavel infeccdo por piroplasmas e as variaveis em estudo.

6.2.2. Hepatozoon spp.

O ADN de Hepatozoon spp. foi amplificado em 10,6% (n =11) dos animais analisados
(figura 24). Dos 11 animais positivos a Hepatozoon spp., foi possivel sequenciar quatro

amostras e identificar a espécie presente em cada amostra como H. felis (3,8%).
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Figura 24 — Electroforese em gel de agarose com os resultados da amplificacdo de Hepatozoon spp.:
M — marcador 100pb; colunas 1-9 — amostras negativas; colunas 10-13 amostras positivas; coluna 14 -
controlo negativo; coluna 15 — controlo positivo (foto da autora)

6.2.2.1.  Fatores intrinsecos dos animais positivos a Hepatozoon spp.

Na amostra em estudo observou-se que a idade meédia de gatos positivos a Hepatozoon
spp. era de 4,6 anos com um 1.C 95% [2,6-6,6] anos de idade. A idade minima nestes animais

positivos foi de 8 meses e a idade maxima foi de 10 anos.

Todos os animais positivos para Hepatozoon spp. eram da raca Europeu comum e de pélo
curto. Cinco dos gatos eram do sexo feminino (duas fémeas eram inteiras e trés eram

esterilizadas) e seis do sexo masculino (trés inteiros e trés castrados).

N&o se obtiveram diferencas estatisticamente significativas entre os factores intrinsecos

idade e pelagem e a infeccdo por Hepatozoon spp. (tabela 2).

Tabela 2 - Resultados estatisticos obtidos a partir do teste de Mann-Whitney e teste Exacto de Fisher
das variaveis intrinsecas e extrinsecas com a presenca de infec¢do por Hepatozoon spp., Leishmania
infantum, Bartonella spp.: p= indice de significancia (p < 0,05).

Leishmania
Hepatozoon spp. infantum Bartonella spp.

Y Y Y
Idade 0,932 0,051 0,187
Pelagem 0,351 1 0,494
Vacinacao 0,022 0,634 0,39
Carragas 0,008 0,118 1
Pulgas 0,052 0,618 0,363
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6.2.2.2.  Factores extrinsecos dos animais positivos a Hepatozoon spp.

A maioria dos animais positivos a Hepatozoon spp eram animais exclusivamente de
exterior (n=8), dois viviam dentro de casa e tinham acesso ao exterior e apenas um dos

animais permanecia unicamente em casa (partilhava o espaco com mais gatos).

Relativamente a profilaxia ectoparasiticida, quatro dos gatos eram desparasitados com
Advantage®, dois com Advocate® e um com Frontline Combo®. Seis dos animais eram
desparasitados externamente todos os meses e um semestralmente. Seis dos gatos eram
desparasitados internamente com Milbemax® e um com Profender®. Quatro dos animais
recebiam profilaxia endectocida a cada trés meses, dois eram desparasitados contra os
parasitas internos duas vezes por ano e um dos animais era apenas uma vez por ano. Quatro

dos animais ndo recebiam qualquer profilaxia antiparasitaria.

Dez dos animais ndo eram vacinados e apenas um tinha plano de vacinagdo. Em
relacdo a presenca de ectoparasitas, oito dos animais positivos apresentavam carracas e pulgas
e um apresentava apenas pulgas. A ndo vacinacdo (p=0,022) e a presenca de carracas
(p=0,008) apresentaram uma associacdo estatisticamente significativa com a presenca de

infecdo por Hepatozoon spp. (tabela 2).

6.2.3. Leishmania infantum

Dos 104 gatos em estudo, 3,8% (n=4) dos animais foram positivos por PCR para L.

infantum (figura 25).

M 1 2 3 45 67 %8 9101112131516 1718192021 22232

447 pb

Figura 25 — Electroforese em gel de agarose com os resultados da amplificagdo de Leishmania
infantum: M — marcador 100pb; colunas 1-20 e 22-25 — amostras negativas; coluna 21 — amostra
positiva; coluna 26 — controlo negativo; 27 — controlo positivo (foto da autora).
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6.2.3.1.  Fatores intrinsecos dos animais positivos a L.infantum

A idade média dos animais positivos a L. infantum foi de 7,5 anos com um 1.C 95%
[4,4-10,5]. A idade minima neste grupo de animais positivos foi de 6 anos e a maxima de 10

anos.

Os dados amostrais sugerem que 0s animais mais velhos apresentam uma maior
tendéncia para serem positivos. Verifica-se contudo que, as diferencas de idades entre os

animais PCR positivos e negativos nao foram estatisticamente significativas (tabela 2).

Dos quatro gatos positivos a L. infantum, trés eram do sexo feminino (duas
esterilizadas e uma inteira) e apenas um era sexo masculino e castrado. Todos 0s animais

eram da raca Europeu Comum e de pélo curto.

No entanto, a influéncia da pelagem com a presenca de infeccdo ndo mostrou ser

estatisticamente significativa (tabela 2).

6.2.3.2.  Fatores extrinsecos dos animais positivos a L.infantum

Dos felideos infectados por L. infantum, trés viviam exclusivamente no exterior e um

vivia dentro de casa mas tinha acesso a rua.

Todos os animais eram animais desparasitados externa e internamente. Dois recebiam
como profilaxia contra os ectoparasitas Advantage® e os outros dois Advocate®. O esquema
de desparasitacdo externa destes animais era mensal (n=3) ou semestral (n=1). Dois dos
animais eram desparasitados contra endoparasitas com Milbemax® e dois com Profender®.
No que diz respeito a frequéncia de desparasitacdo interna, trés dos animais eram

desparasitados a cada trés meses e um a cada seis meses.

Dos animais positivos, trés ndo eram vacinados, trés apresentavam carragas e trés
apresentavam pulgas. No entanto estas varidveis ndo mostraram influéncia estatisticamente

significativa para a presenca de infec¢do por L. infantum (tabela 2).

6.2.4. Bartonella spp.

Cinco dos gatos (4,8%) foram positivos para Bartonella spp. (figura 26). Apenas numa
das amostras foi possivel caracterizar a espécie por sequenciacdo, identificando-a como B.
henselae (0,96%).
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Figura 26 — Electroforese em gel de agarose com os resultados da amplificacdo de Bartonella spp.: M
— Marcador 100pb; colunas 1-24 — amostras negativas; coluna 25 — amostras positivas; coluna 26 —
controlo negativo; coluna 27 — controlo positivo (foto da autora).

6.2.4.1.  Fatores intrinsecos dos animais positivos a Bartonella spp.

Na amostra em estudo verificou-se que a idade dos felideos positivos a Bartonella spp.
foi de 2,7 anos com um I.C 95% compreendido entre [0,5-4,7] anos de idade. A idade

minima neste grupo de animais positivos foi de 3 meses e a méxima de 5 anos.

Apesar da maioria dos animais infectados por Bartonella spp. serem jovens, néo se
verificaram diferencas estatisticamente significativas entre as idades dos animais positivos e

negativos para Bartonella spp. (tabela 2).

Os gatos positivos a Bartonella spp. eram todos do sexo feminino, quatro das gatas
eram esterilizadas e apenas um era inteira. Em relacdo a raca, quatro animais eram de raca

Europeu Comum e pélo curto e apenas um era cruzado de Persa de pélo longo.

N&o se observou associagdo estatisticamente significativa entre o tipo de pelagem e
estar infectado pelo agente (tabela 2).

6.2.4.2.  Fatores extrinsecos dos animais positivos a Bartonella spp.

Relativamente ao estilo de vida, trés dos gatos infectados a Bartonella spp. viviam
dentro de casa e tinham acesso ao exterior, um permanecia exclusivamente dentro de casa

(sem convivo com outros animais) e um permanecia exclusivamente no exterior.

Apenas um dos animais era desparasitado externamente com Frontline Combo® a

cada trés meses e internamente com Milbemax® de 6 em 6 meses.
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Dos cinco animais positivos para Bartonella spp., quatro ndo eram vacinados, dois
apresentavam carragas e quatro tinham pulgas. Contudo, ndo se observou uma associagdo
estatisticamente significativa entre a presenca de ADN de Bartonella spp. e a presenca de
ectoparasitas e a vacinacao (tabela 2).

6.2.5. Co-infeccdo

Dos 18 animais infetados, trés estavam co-infectados por dois agentes. O animal co-
infectado com B. henselae e Babesia spp. foi abordado anteriormente (6.2.1). Os outros dois
gatos apresentavam co-infec¢cdo com Hepatozoon spp. e L. infantum. Estes dois animais eram
do sexo feminino, uma inteira e outra esterilizada, com seis e dez anos, respectivamente.
Ambas as gatas eram de raca Europeu Comum de pélo curto, vivam exclusivamente no
exterior e faziam a desparasitacdo externa de forma regular (uma vez por més) com
Advantage® e desparasitacdo interna com Milbemax® (trés em trés meses). Ndo eram
vacinadas e na altura da recolha de sangue ambas apresentavam ectoparasitas (pulgas e

carracas). Estas duas gatas conviviam juntas e eram mae e filha.

A tabela 3 representa a base de dados (variaveis intrinsecas e extrinsecas) dos 18

animais positivos a pelo menos um dos agentes estudados.

92



Tabela 3 - Descri¢do dos 18 casos positivos por PCR a pelo menos um dos agentes em estudados: A- anos, FI- fémea inteira; FE- fémea esterilizada; MI-
macho inteiro; MC- macho castrado; E.C- Europeu Comum; C.P- cruzado de Persa; C- carragas; P- pulgas.

Gato Idade (A) Sexo Raca Pelagem Estilo de vida

1

6

9

17
2
25
26
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Cutta
Curta
Curta
Curta
Cutta
Cutta
Curta
Curta
Curta
Curta
Cutta
Curta
Curta
Curta
Longa
Cutta
Cutta
Curta

Exterior
Exterior
Exferior
Exterior
Exterior
Interior
Interior
Exterior
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7. Discussao

O presente estudo teve como objectivo determinar a prevaléncia de agentes
patogénicos transmitidos por vectores artrépodes em gatos residentes na regido da Arrabida.
Para tal, foi estudada uma amostra de 104 gatos domésticos com mais de trés meses de idade,
tendo-se obtido uma prevaléncia total de 17,3 % (n=18). Quinze dos animais estavam
infectados por um Unico agente, tendo-se detectado co-infecgcdo por dois agentes em apenas

trés gatos. Nenhum animal do estudo se encontrava infectado por Ehrlichia spp./Anaplasma
spp.

N&o se verificou uma relacdo estatisticamente significativa entre a idade dos gatos
infectados e a presenca dos agentes estudados. No entanto, no caso da infeccdo por L.
infantum a idade média dos gatos infetados foi de 7,5 anos e, apesar de ndo terem sido
observadas diferencas estatisticamente significativas, o valor (p=0,051) foi muito préximo do
nivel de significancia, sugerindo que os animais mais velhos apresentam uma maior
probabilidade de serem infectados por Leishmania, provavelmente por terem tido mais tempo
para entrarem em contacto com os fleb6tomos (Cardoso et al., 2010; Maia & Campino, 2011;
Sobrinho et al., 2012).

A maioria dos gatos positivos em estudo viviam ou tinham acesso ao exterior (apenas
dois permaneciam exclusivamente dentro de casa), e portanto eram gatos com elevada
exposicdo aos vectores artropodes. De facto, no caso da infeccdo por Hepatozoon spp.,
observou-se uma relacdo estatisticamente significativa entre a presenca de carragas (oito dos
gatos positivos encontravam-se infestados com estes artropodes) com a infec¢do por este
parasita, 0 que corrobora os resultados obtidos por Ortufio et al. (2008). No estudo de Baneth
et al. (2013) observou-se uma associacdo significativa entre o estilo de vida dos animais com
a presenca de infeccdo por Hepatozoon spp., onde gatos de exterior ou com acesso ao exterior

eram mais afetados do que os animais que viviam exclusivamente dentro de casa.

Além disso, a maioria dos gatos positivos do presente estudo, apresentavam
ectoparasitas ao exame fisico, apesar de alguns deles receberem tratamento profilactico contra
parasitas externos. Estes dados enfatizam a importancia de alertar os proprietarios que, para
além de uma desparasitacdo adequada no animal, é necessario um controlo ambiental, como a

remocdo de detritos organicos, corte e rega regular do relvado e aplicagdo de insecticidas
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ambientais com lavagens regulares dos locais mais frequentados pelos animais, para uma
eliminacdo eficaz destes vectores (ESCAAP, 2010).

Curiosamente, e apesar de todos 0s gatos positivos por Bartonella spp., e Babesia spp.
se encontrarem infestados por carracas e/ou pulgas no momento da recolha de sangue, nao foi

encontrada uma associacao entre a infecgcdo por estes agentes com a presenca de ectoparasitas

A detecéo de ADN dos agentes em estudo foi predominante em gatos de raga Europeu
comum de pélo curto, possivelmente porque esta raca era a mais prevalente na amostra em

estudo.

Relativamente a associacdo entre a presenca de infeccdo e a ndo vacinagdo, apenas
para o0 parasita Hepatozoon spp. é que se verificou uma maior susceptibilidade dos gatos néo
vacinados. No entanto, ndo existe plano de vacinagédo para este parasita e esta associacao pode
estar relacionada com o facto dos animais que sao vacinados serem na maioria das vezes gatos
cujos proprietarios tém uma maior preocupac¢ao com a sua saude, restringindo ndo s6 0 acesso

ao exterior, mas mantendo um esquema de desparasitacdo externa e interna actualizado.

7.1. Prevaléncias

7.1.1. Babesia spp.

A babesiose felina € menos comum que a babesiose canina e tem sido principalmente
reportada em areas costeiras na Africa do Sul (Baneth et al., 2004). Varios casos de infeccio
por Babesia spp. em gatos ja foram reportados na Europa, inclusivé em Portugal. No estudo
realizado recentemente no Norte e Centro do Pais, Vilhena et al., (2013) obtiveram uma
prevaléncia de infeccdo por Babesia spp. de 9,4% . No presente estudo apenas se detectou
ADN de Babesia spp. num animal, representando um prevaléncia de 1% no total da amostra
estudada. Esta diferenca de prevaléncias dever-se-a possivelmente a técnica de PCR usada no
estudo de Vilhena et al. (2013), a gPCR, que apresenta uma maior sensibilidade
comparativamente com a técnica de PCR convencional utilizada no presente estudo (Maia &
Campino, 2008).
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7.1.2. Hepatozoon spp.

A infecdo por Hepatozoon spp. é frequentemente reportada na espécie canina e muito
raramente na espécie felina (Vilhena et al., 2013). Em Portugal, casos de infec¢do por H.
canis e por H. felis encontram-se reportados em gatos do Sul e Centro e Norte do Pais,

respectivamente (Vilhena et al., 2013).

No presente estudo, a prevaléncia de gatos infectados por Hepatozoon spp., 10,6%
(11/104), foi semelhante ao resultado obtido por Vilhena et al. (2013) de 15,6% (50/320).
Este valor foi mais elevado que os 4% de prevaléncia obtida por Tabar et al. (2008), e
semelhante ao obtido por Ortufio et al. (2008) com 16% de prevaléncia. Num estudo
recentemente desenvolvido por Baneth et al. (2013) foi detectada uma prevaléncia de 36%
(55/152) em gatos domésticos em Israel, sendo a grande maioria animais de exterior ou com

acesso ab mesmao.

Dos 11 gatos positivos a Hepatoozoon spp, sé foi possivel sequenciar quatro produtos
de PCR amplificados, onde se confirmou a presenca de H. felis (3,8%). Este foi o primeiro
estudo a reportar infeccdo por H. felis em gatos no distrito de Setubal e o segundo em

Portugal.

Os resultados obtidos no presente trabalho juntamente com os estudos realizados em
Portugal e Espanha, indicam que a hepatozoonose felina é muito difundida nos gatos da
Peninsula Ibérica (Ortufio et al., 2008; Tabar et al., 2008; Vilhena et al., 2013).

7.1.3. Leishmania infantum

A infeccdo por L.infantum em gatos tem sido descrita em muitos paises Europeus,
principalmente em paises na base do mediterraneo, mostrando uma ampla distribuicéo
geografica. As prevaléncias de infeccdo em gatos em habitats peridomésticos variaram entre
0,3% a 61% (Pennisi, 2002; Martin-Sanchez et al., 2007; Maia et al., 2008; 2010; Nasereddin
et al., 2008; Tabar et al., 2008; Diakou et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Coelho et al., 2010;
Ayllon et al., 2011; Maia & Campino, 2011; Sobrinho et al., 2012; Pennisi et al., 2013b;
Vilhena et al., 2013).

No presente estudo observou-se uma prevaléncia de 3,8% (4/104) em gatos
assintomaticos, semelhante ao resultado de 3% (3/100) encontrado por Tabar et al. (2008) em
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Barcelona, mas superior ao estudo de Ayllén et al. (2011) em gatos errantes e domésticos na
cidade de Madrid, onde se registou uma prevaléncia de 0,6% (4/680) através da PCR.
Comparativamente as prevaléncias obtidas em vérios estudos desenvolvidos em Portugal,
utilizando a mesma técnica molecular (PCR convencional) e o mesmo tipo de amostra
(sangue periférico impregnado em papel de filtro), Maia et al. (2008) realizaram na RML um
rastreio de infeccdo por Leishmania spp. em gatos errantes assintomaticos, tendo-se obtido
uma prevaléncia de 30,4 % (7/23). Posteriormente, 0 mesmo grupo realizou um estudo
semelhante em gatos domésticos, tendo obtido uma prevaléncia de 20,3% (28/138) (Maia et
al., 2010). No presente estudo a prevaléncia foi mais baixa do que estes estudos realizados em
2008 e 2010 mas mais elevada que os estudos de Carreira (2012) e de Ramos (2012) em que
se obteve uma prevaléncia de 1,2% (1/86) na RML e de 0,5% (1/217) na regido de Olh&o,

respectivamente.

A prevaléncia deste estudo foi também superior a um estudo recentemente reportado
por Vilhena et al. (2013) com 0,3% (1/320) de prevaléncia de gatos do Norte e Centro de
Portugal com ADN de Leishmania em sangue periférico detetado por gPCR. Apesar da
técnica usada por Vilhena et al. (2013) ser mais sensivel, a prevaléncia neste presente estudo
foi mais elevada provavelmente pelas diferencas relativamente as areas geograficas em estudo
(Norte e Centro do pais versus Sul) (Vilhena et al., 2013). J& no estudo de Garrido (2012)
obteve-se por qPCR uma prevaléncia de 10% (4/40) em gatos domésticos e errantes na RML
e em Viseu, respectivamente, e recentemente no estudo desenvolvido no concelho de Cascais
por Pinto (2013) obteve-se uma prevaléncia de 4,9% (10/204). As oscilagbes observadas nas
prevaléncias de infeccdo ao longo dos anos estdo provavelmente relacionadas com a

actividade flebotominica e o niUmero de vectores infectados.

Por outro lado, o sangue periférico ndo é o tecido de primeira escolha para o
diagndstico de leishmaniose como ja demonstrado em canideos e felinos, uma vez que o0s
parasitas raramente sdo encontrados em circulagdo sanguinea (Vita et al., 2005; Maia &
Campino, 2008) e dependendo das alturas de recolha de amostra podem-se obter valores de
prevaléncia distintos, como verificado no estudo realizado na cidade de Lisboa (Maia et al.,
2010).

A leishmaniose além de ser um grave problema médico-veterinario, constitui um
crescente problema de Saude Publica principalmente nos paises da bacia Mediterranica (como

Espanha lItalia e Portugal). Em Portugal, desde 2000 a 2009 foram diagnosticados,
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laboratorialmente na Unidade de Leishmanioses do IHMT, 173 novos casos de LV humana e
0 aparecimento de novos factores imunossupressores, como 0 virus da imunodeficiéncia
adquirida (VIH), contribui para o aumento significativo de casos em adultos (Campino &
Maia, 2010). O nimero de casos de leishmaniose canina tem vindo a aumentar em Portugal e
desde 2002 esta zoonose encontra-se incluida no grupo das infec¢des de notificacdo
obrigatdria durante as campanhas de vacinacdo anti-rabica (Campino & Maia, 2010). Nestes
ultimos anos, a leishmaniose felina tem vindo a aumentar, particularmente em &reas
endémicas de leishmaniose canina. A importancia epidemioldgica dos gatos na leishmaniose
continua controversa, existindo ainda autores que consideram estes animais hospedeiros
acidentais, enquanto outros consideram os gatos hospedeiros reservatérios secundarios, sendo
necessario mais estudos para provar a capacidade infectante do gato para o vector de forma
natural (sem ser laboratorialmente) e para determinar a persisténcia de Leishmania spp. dos
gatos naturalmente infectados, tal como acontece nos cdes que mantém presente a infeccdo

subclinica por longos periodos de tempo (Maia et al., 2008; Maia & Campino, 2011).

Os gatos deste estudo provém de uma regido (zona da Arrabida, Setubal) que
apresenta todas as condicdes favoraveis para a presenca e desenvolvimento destes vetores: (i)
clima misto (subtropical e mediterranico); (ii) fracas amplitudes térmicas com proximidade
com o mar e rio Tejo e Sado; (iii) periodos de insolacdo bastante elevado ao longo de todo o
ano; e (iv) precipitacdo reduzida (CMS, 2013). A prevaléncia de infeccdo por L. infantum,
obtida neste estudo, mostrou que nesta zona endémica para leishamaniose canina, 0s gatos
estdo frequentemente expostos aos fleb6tomos e que mesmo infectados mantém-se

assintomaticos.

Os piretrdides sintéticos sdo o0s produtos mais amplamente usados nos canideos para o
controlo de fleb6tomos tendo sido eficaz na reducdo da incidéncia de leishmaniose canina e
humana (Gramiccia, 2011). No entanto, nos gatos este controlo torna-se limitado pela
toxicidade desta espécie aos piretroides e, até a data, ainda ndo existe no mercado nenhum
produto testado para 0s gatos para proteccdo contra este vector (Maia & Campino, 2011,
Pennisi et al., 2013Db).

7.1.4. Bartonella spp.

Muitos estudos tém reportado elevadas prevaléncias de gatos infectados por

Bartonella spp. em areas onde as condi¢fes sdo mais favoraveis para a presenca de vetores
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artropodes, especialmente as pulgas (Guptill, 2010; Haubenstriker, 2010). Estas areas
caracterizam-se por apresentarem um clima quente e himido (como os paises do
Mediterraneo) (Guptill, 2010; Haubenstriker, 2010).

A prevaléncia de Bartonella spp. neste estudo de 4,8% (5/104) foi superior a dos
estudos realizados por Tabar et al. (2008) e por Ayllon et al. (2011) com prevaléncia de 1%
(1/200) na populacdo felina em Barcelona e de 0,3% (2/680) em gatos errantes e gatos
domésticos da cidade de Madrid, respectivamente. No entanto, estudos anteriores realizados
também em Espanha, mostraram prevaléncias moleculares de 20% (8/40) através da PCR
convencional (Solano-Gallego et al., 2006), diferindo bastante dos resultados obtidos neste
estudo, possivelmente devido ndo s6 ao tamanho reduzido da amostra de gatos testados no
estudo espanhol, como também a populacdo estudada (metade dos animais apresentava uma

ampla variedade de sinais clinicos).

Em Portugal, Alves et al. (2009) obtiveram por PCR uma prevaléncia de bacteriemia
de 67,7% (25/51) em gatos domésticos e errantes da regido de Lisboa e Evora. Esta elevada
prevaléncia pode ser provavelmente devido ao facto da maioria dos animais serem de exterior
ou ter acesso ao mesmo, e ao facto de apresentarem um elevado nimero de pulgas (Alves et
al., 2009).

Apenas se conseguiu realizar a sequenciacao de um produto de PCR e verificou-se a
presenca de B. henselae, a espécie mais comum na populacao felina e humana. Este agente é

também o mais comum a ser transmitido do gato para 0 homem. (Brunt et al., 2006).

Como descrito na literatura (Chomel et al., 2006; Varanat et al., 2011; Pennisi et al.,
2009; 2013a; Stutzer & Hartmann, 2012), neste estudo os gatos bacteriémicos eram
assintomaticos, representando um risco para a saude publica, principalmente para pessoas
imunodeprimidas ou criancas (Brunt et al., 2006; Pennisi et al., 2013a). E importante os
médicos veterinarios alertarem os proprietarios sobre a existéncia desta infeccao e recomendar
um programa adequado de controlo de pulgas no animal e no meio ambiente através do uso de

ectoparasiticidas para reducéo do risco zoondtico (Brunt et al., 2006; Kaplan et al., 2009).
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7.2.  Co-infeccao

Neste estudo foram observados trés gatos co-infectados por dois agentes em estudo,
dois co-infectados por L. infantum e Hepatozoon spp. e um co-infectado por Babesia spp. e B.

henselae.

Os dois gatos co-infectados com 0s mesmos agentes eram mde e filha, ambas
assintomaticas, e partilhavam o mesmo espaco, sendo gatas de exterior e, como tal,
apresentavam um maior contacto com vectores artropodes. No estudo recente realizado no
Norte e Centro de Portugal por Vilhena et al. (2013) observou-se co-infec¢do de um dos gatos
em estudo por estes dois agentes, tendo obtido uma prevaléncia mais baixa (0,3%)
comparativamente a obtida neste estudo (1,9%). A co-infeccdo por estes dois agentes também
se encontra reportada noutros paises (Baneth et al., 1998; Baneth, 2006; 2011; Tabar et al.,
2008).

O Uanico animal co-infectado com Babesia spp. e B. henselae era uma fémea inteira
muito jovem (trés meses de idade), com acesso ao exterior. Este gato ndo fazia qualquer tipo
de desparasitacdo, e, no momento da recolha de sangue, ndo apresentava qualquer tipo de
sinal clinico, mas tinha carracas. A idade jovem (< 1 ano), 0 acesso ao exterior e a presenca
de pulgas no ambiente sdo importantes factores de risco para infeccdo por B. henselae (Brunt
et al., 2006; Pennisi et al., 2013). Apesar do papel das carracas na epidemiologia de B.
henselae ainda ndo estar bem esclarecido, tém sido detectadas carracas contendo material
genético desta bactéria (Chomel et al., 2006; Cotté et al., 2008; Dietrich et al., 2010; Guptill,
2010; Breitschwerdt, 2011; Ebani et al., 2011; Pennisi et al., 2013). A idade jovem (< 3 anos)

é também um factor de risco para a infeccdo por Babesia spp. (Vilhena et al., 2013).
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8. Conclusao

Este estudo, que consistiu na detec¢do molecular de protozoarios e bactérias em gatos
da regido da Arrabida (Setubal), veio demonstrar que os gatos podem ser infectados por

agentes patogenicos que afectam frequentemente os cées.

Mais estudos e com maior nimero de animais testados sdo necessarios para melhor
definir a importancia clinica destes agentes patogénicos em gatos, assim como para,
determinar as possiveis influéncias das co-infec¢des no diagnostico, prognostico e tratamento,

e para definir o papel epidemioldgico dos gatos nas infec¢bes zoonoticas.

As doencas transmitidas por vectores deverdo também ser estudadas na populacéo felina
errante devido ao facto de: (i) ser uma populacdo de elevado risco de contacto com
artropodes; (ii) ndo receber cuidados médico-veterinarios (nem tratamento profilactico contra
ectoparasitas); (iii) ser uma populacdo subnutrida, o que contribui para a susceptibilidade de
algumas DTV; e (iv) poderem actuar como reservatorios para a transmissdo de agentes

patogénicos para outros animais domésticos e humanos (principalmente proprietarios).

Desta forma, este trabalho veio alertar as instituigdes medico-veterinrias para a
importancia destas infec¢Ges nos gatos, especialmente felinos que tenham contacto frequente
com o exterior e sem proteccdo contra ectoparasitas, e que, apesar de serem infec¢des na
maioria das vezes assintomaticas, devem ser incluidas nos diagnosticos diferenciais,
especialmente em &reas endémicas. Para além disso, veio realcar a importancia dos gatos na
Saude Publica, devido ao caracter zoondtico de alguns dos agentes abordados. Assim, é
importante sensibilizar médicos veterinarios, profissionais de salde e sobretudo os
proprietarios dos animais domésticos para um controlo profilactico regular dos animais e do
meio ambiente envolvente, com o objectivo de manter os animais livres de infestacGes por

ectoparasitas e, desta forma, evitar possiveis transmissdes de agentes zoondticos.

Na bacia mediterranica, nomeadamente em Portugal, alguns vectores, como as
carracas e as pulgas, tém-se mostrado activos durante todo o ano, levando os animais a
estarem em risco de ficarem infectados por alguns agentes (como Ehrlichia spp.e Bartonella
spp.) durante todo o ano. A actividade prolongada destes vectores destaca a necessidade de
implementacao de medidas profilacticas regulares e durante todo o ano, sendo primordial para

a reducdo da circulacdo de agentes patogénicos. No caso dos vectores de Leishamania spp. no
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mercado sO existem insecticidas/repelentes para a administragdo em canideos, sendo
necessario num futuro proximo tentar obter um produto em substituicdo aos piretroides para
proteccdo dos gatos contra estes vectores. Além disso, mais estudos deveriam ser
desenvolvidos sobre o papel das carracas e pulgas como vectores na transmissdo deste

protozoario.
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Apendice | — Termo de responsabilidade e certificado de autoriza¢do dos proprietarios dos
animais testados para protozoarios e bactérias transmitidos por vectores artropodes

Termo de Responsabilidade e Certificado de Autorizacédo de participacao no projecto

VectorFel

Eu, , proprietario/a do Felino

“ ”, autorizo a sua participagdo no Projecto VectorFel, nomeadamente

a colheita de sangue periférico pelo médico veterinario e a utilizacdo dos dados referentes ao

meu animal, atestando ter sido informado/a das condi¢des do mesmo.

de de

(assinatura do proprietario/a)



Apendice Il — Inquérito apresentado aos proprietarios dos gatos testados.

Inquérito dirigido aos proprietarios dos gatos do Hospital VVeterinario da Arrabida (HVA)

1‘ Projecto Vectorfel

Parte | — Preenchido pelos proprietarios

Nome do animal Idade Raca
Sexo
[ ] Macho inteiro [ ]Macho castrado [ ] Fémea inteira [ ] Fémea esterilizada

Area de residéncia (Cidade/Pais)

Modo de vida do seu gato?

[ ] Gato doméstico sem acesso ao exterior
[ ] Gato doméstico com acesso ao exterior
[ ] Gato de exterior

[ ] Gato errante (gato de rua)

Tem mais algum animal em casa?
[ ]Sim. Quais?
[ ] N&o

Faz desparasitacdo externa (carracas/pulgas) ao seu gato?
[ ]Sim
[ ] Néo

Com gque frequéncia desparasita externamente o seu gato?
[ ]1 vez por més

[ ]3 em 3 meses

[ ]6 em 6 meses

[ ] Anualmente

Nos ultimos 3 meses, que tipo de desparasitacao externa fez?
[ ]Activyl ®

[ ] Advantage®

[ ] Advocate ®

[ ] Frontline Combo®

[_]Frontline®

[_]Program®

[]Stronghold®

Outros. Qual?




Costuma aspirar/limpar/desinfectar a cama do seu gato?
[ ]Sim
[ ] Néo

Se sim, com que frequéncia? vez (es) por més

Usa algum insecticida para o ambiente?
[ ]Sim
[ ] Néo

Se sim, qual o insecticida usado pela ultima vez?
[ ]Biokill

[ ] Ectokill

[ ]Raid

[ ] Outro. Qual?

Faz desparasitacdo interna (parasitas intestinais)?
[ ]Sim
[ ] N&o

Com gue frequéncia desparasita internamente o seu gato?
[ ]1 vez por més

[ ]3 em 3 meses

[ ]6 em 6 meses

[ ] Anualmente

Nos altimos 3 meses, que tipo de desparasitacdo interna fez?
[ ] Drontal Plus®
[ ] Milbemax®

[ ] Panacur®

[ _]Profender®

[ ]Strongid®

[ ] Outros, Qual?

Os restantes animais de casa sdo também desparasitados externamente de forma
regular?

[ ]Sim [ _]Néo

E internamente?

[ ]Sim [ ] Néo

Quando viaja o seu gato acompanha-o?
[ ]Sim [_]Algumas vezes [ | Raramente [ ] Néo
Se sim, quando foi a ultima vez que viajou e local?




Na sua opinido, acha que as pulgas transmitem doencas?
[ ] Sim, aos animais

[ ] Sim, aos animais e a0 Homem

[ ] Néo transmitem

[ ] Néo sei

Na sua opinido, acha que as carracas transmitem doencas?
[ ] Sim, aos animais
[ ] Sim, aos animais e a0 Homem
[ ] Né&o transmitem
[ ] Néo sei
Obrigado pela sua Colaboracéo!! ©

Parte 11 — Preenchido pelo Médico Veterinario
Presenca de carracas ao exame fisico? [_|Sim [ ] Néo
Presenca de pulgas ao exame fisico? [ ]Sim [ | N&o

Quando foi realizada a recolha de amostra de sangue o gato apresentava sinais clinicos?

[ ]Sim [ ]Né&o

Se sim, quais os sinais clinicos apresentados?

[ ] Febre [ ] Perda de peso [ JHemorragias

[ ] Letargia [ ] Linfadenopatia [ ] Claudicacéo

[ ] Perda de apetite [ ] Alteracdes Neuroldgicas [ ] Lesdes cutaneas

[ ] Lesdes oculares [ ] Vémito e/ou Diarreia [ ] Ictericia

[ ] Estomatite [ ] Alteracoes Cardiacas

[ ] Atrofia muscular [ ] Mucosas Palidas

[ ]Outros.Qual/quais?

Ha quanto tempo 0 gato apresenta sintomatologia?

Pessoas que tiveram contacto com o animal apresentaram alguma sintomatologia?

[ ]Sim [ ]Nao

Se sim, Qual/quais 0S sinais
apresentados?

Foram realizados exames laboratoriais (Hemograma e Perfil Bioquimico)? [ ] Sim []
Né&o



Se sim, Quais as alteracdes

Foram realizados exames complementares? [ ] Sim [ ] Nao

apresentadas?

Se sim, Quais foram os exames realizados e quais as alteragdes observadas em cada um

deles?

[ ] Ecografia abdominal

[ ]Raio x

[ _]Ecocardiografia

[ ] Outros

Foi realizado algum teste serolégico? [ |Sim [ | N&o

Se sim, Qual (com indicacéo

Foi realizada cultura de sangue? [_]Sim.Resultados:

dos

resultados)?

[ ] Néo
Foram realizados testes FIV e FeLV? [ ]Sim [ ] N&o

Se sim, Quiais os resultados?
FIV FeLV

No caso de gato sintomatico:

Foi instituido algum tratamento? [ ] Sim [ ] Néo

Se sim, Qual o tratamento instituido?

Houve melhorias? [ ] Sim.  Quanto  tempo

tratamento? [ ] N&o

do

inicio do



