MARIA LEONOR REIS FERNANDES DE LEMOS PIRES

ESTUDO DA INFECAO POR Leishmania spp. NUMA
COLONIA DE GATOS ERRANTES DA ILHA DE FARO

Orientador Interno: Professora Doutora Margarida Alves

Orientador externo: Dr. Jodao Soares

UNIVERSIDADE LUSOFONA DE HUMANIDADES E TECNOLOGIAS

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

Lisboa

31 de Outubro de 2016



MARIA LEONOR REIS FERNANDES DE LEMOS PIRES

ESTUDO DA INFECAO POR Leishmania spp. NUMA
COLONIA DE GATOS ERRANTES DA ILHA DE FARO

Dissertacdo defendida em provas publicas para obtencdo do

grau de Mestre em Medicina Veterinaria no curso de Mestrado
integrado em Medicina Veterinaria conferido pela

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias no dia
31 de Outobro com o Despacho Reitoral n°388/2016 com a

seguinte composicao de Jari:

Presidente: Professora Doutora Laurentina Pedroso
Arguente: Professora Doutora Isabel Pereira da Fonseca

Orientador: Professora Doutora Margarida Alves

UNIVERSIDADE LUSOFONA DE HUMANIDADES E TECNOLOGIAS

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

LISBOA

2016



Agradecimentos

A minha orientadora interna, Professora Doutora Margarida Alves por todo o tempo
despendido, paciéncia e apoio incansavel ndo sé durante a tese mas durante todo o curso.

Uma professora de valor que fica na memoria.

N

Ao Doutor Luis Cardoso e a Dr? Vera Pereira pela disponibilidade que
demonstraram para tirar qualquer davida e pelo material cedido, essencial para a execugao

desta tese.

A Professora Doutora Carla Maia por todo o apoio e tempo despendido a ajudar-me

durante esta tese.

Ao meu orientador externo, Dr. Jodo Soares, por todo o conhecimento transmitido e
por ter sempre demonstrado uma incansavel simpatia e apoio. Contribuiu para 0 meu
crescimento pessoal e profissional e ajudou-me a tomar decisdes fundamentais para o0 meu

futuro. Um veterinario e pessoa que considero um exemplo a seguir.

A toda a equipa Linda-a-Vet, pela confianca depositada em mim. Ao Dr. Pedro
Fachada, Dr® Virginia Faria e Dr® Inés Silva, por toda a paciéncia, transmissdo de
conhecimentos e amizade. As auxiliares Filipa e Catarina e & estagiaria Joana por todo o

carinho e apoio demostrado durante o estagio.

A minha mée pelo apoio incansavel desde o meu primeiro dia de vida. Por fazer
nao s6 o que é esperado de uma boa mae, mas tudo o que Ihe esta ao alcance sem hesitar.
E, ndo podia faltar, por ter aturado todos 0os meus altos e baixos durante o stress de testes e

épocas de exames.

A minha av6 e madrinha, pelo apoio e carinho ndo s6 demonstrado nesta tese mas

em toda a minha vida. Um pilar no meu crescimento.

A toda a minha familia, especialmente ao meu Pai e as minhas irmas, Mana e Inés,

por toda a atencédo e apoio nos ultimos 23 anos.

Ao meu grupo de amigos, nomeadamente & Madalena Gomes, Inés Bettencourt e

Inés Pinho por toda a amizade e apoio e por me aturarem ha tantos anos.

Aos meus caes, Raso e Zita, que me inspiraram a seguir este curso, por toda a

companhia e amor incondicional.



Resumo

A leishmaniose € uma das parasitoses mais importantes em Portugal. Apesar do
cdo ser considerado o reservatério principal, tem-se observado um aumento do namero de
casos de leishmaniose na populagédo felina. A leishmaniose felina é causada por um
protozoario do género Leishmania. A espécie mais comum em gatos € Leishmania infantum
sendo esta, até a data, Unica que afeta gatos em Portugal. A transmissao ocorre através de
um inseto vetor, o fleb6tomo, que, quando infetado, pode transmitir a doenca a um

hospedeiro vertebrado, enquanto se alimenta.

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a presenca de infecdo por
Leishmania spp. numa coldnia de gatos errantes residentes na llha de Faro, através das

técnicas de imunofluorescéncia indireta e PCR.

A populacdo em estudo foi constituida por 123 gatos. A estes animais foi feita a
colheita de sangue periférico para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania infantum em soro
por imunofluorescéncia indireta e de DNA do parasita em sangue total por Reagdo em

Cadeia da Polimerase.

Os gatos tinham acesso permanente ao exterior, e cerca de 70% apresentavam

algum tipo de sinais clinicos.
Todas as amostras analisadas deram resultado negativo em ambas as técnicas.

A realizacao deste projeto foi importante, pois, segundo o conhecimento da autora,
foi o anico feito numa peninsula, apenas com acesso ao resto do continente por uma
estrada, tendo constituido um contibuto para a compreenséo da epidemiologia do parasita

na regiao.

Palavras — Chave: leishmaniose; gato; zoonose; llha de Faro; flebétomos.



Abstract

Leishmaniosis is one of the most important parasitic diseases in Portugal. Although
the dog is considered the main resevoir, it has been observed an increase in the prevalence
of leishmaniosis in the cat population. Feline leishmaniosis is caused by a protozoan of the
genus Leishmania. The most common species in cats is Leishmania infantum and, to this
date, it’s the only species that affects cats in Portugal. Transmission occurs through a vector
insect genus Phlebotomus, which, when infected, can transmit the disease to a vertebrate
host, during its blood meal.

The main objective of this work was to evaluate the presence of infection by
Leishmania spp. in a stray cat colony that lives in llha de Faro, through indirect

immunofluorescence assay and PCR techniques.

The studied population consisted of 123 cats. Peripheral blood was collected to
search for antibodies anti-Leishmania infantum by indirect immunofluorescence and parasite
DNA from full blood by Polymerase Chain Reaction.

All samples analyzed were negative for both techniques.

The development of this project was important because, to the author’s knowledge,
it was the only one made on a peninsula, with no access to the mainland except by a road,

and contributed to a better understanding of the parasite’s epidemiology in the region.

Keywords: leishmaniosis; cat; zoonosis; Ilha de Faro; Phlebotomus.
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1. Relatério de estagio

O estagio da autora foi dividido em duas partes distintas: uma realizada em clinica

de pequenos animais e outra em laboratério de investigagéo.

O estdgio em clinica foi realizado na clinica Veterinaria Linda-a-Vet, no periodo
compreendido entre 7 de Setembro de 2015 a 9 de Janeiro de 2016. O horario coincidia com
as horas de atendimento ao publico, de segunda a sdbado. A Linda-a-Vet atende duas

espécies: cao e gato.

Completamente integrada na equipa, foi possivel desenvolver um trabalho bastante
orientativo. Na parte da manhd realizavam-se 0s controlos médicos e exames
complementares aos internados (tabela 1) e as cirurgias programadas; na parte da tarde
realizavam-se as consultas. Para além dos procedimentos cirargicos, também foi possivel
realizar alguns projetos dos quais uma lista de procedimentos cirargicos, uma lista de
procedimentos que devem ser realizados na primeira consulta e um quadro informativo de
desparasitantes que estdo, atualmente, a ser aplicados. A autora teve a oportunidade de
escrever pequenos textos na area de Medicina Veterinaria para a nova pagina da internet
que a clinica ira implementar. As atividades médico-veterinarias realizadas pela autora

foram feitas de forma auténoma, sempre acompanhada por veterinarios presentes.
Tabela 1 - Procedimentos médicos realizados em animais internados, durante o estagio

Raio-x
Ecografia
Algaliacdo
Recolha de sangue
Entubacéo
Administracoes
medicamentosas
(P.O;IM;1V;SC)
Canulacéo
Hemograma
Bioquimicas
Medicéo de pressédo
arterial
Uriandlise
Lavagens abdominais
com soro estéril
Drenagem de liquido
pulmonar
Esfregacos sanguineos
Observacbes
microscopicas
Consultas ao domicilio
Pensos de Robert-Jones
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Eletrocardiograma
Endoscopia
Biopsias
Drenagem de liquido
prostatico
Puncéao de linfonodos
Coloracéo de laminas
Sessdes de quimioterapia

P.O: “Per 0s”; IM — intramuscular; IV — intavenoso; SC - subcutaneo

As cirurgias assistidas estdo resumidas nos quadros explicativos que se seguem

(tabela 2 a 6, figura 1).

Tabela 2- Cirurgias do aparelho reprodutivo assistidas durante o estagio.

Tipo de cirurgia NUmero de cirurgias Espécie
Castracoes 17 céo e gato
Ovariohisterectomia 23 cao e gato

Tabela 3 - Cirurgias do aparelho ortopédico assistidas durante o estagio.

Tipo de cirurgia Numero de Espécie
cirurgias
Dartoplastia 1 cao
Fixac&o e reducgéo de fratura da 1 céo
epifise da cabeca do fémur direita
Amputagdo de membro/dedo 2 cédo e gato
Remocao de cavilha de fémur 2 cao
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Tabela 4 — Procedimentos e cirurgias na area de estomatologia e gastroenterologia assistidas

durante o estagio.

Tipo de cirurgia Numero de cirurgias Espécie

Destartarizacdo 9 cao e gato
Remocéao de abcesso bucal 1 cao
Introducéo de tubo gastrico 1 gato

por acesso esofagico

Tabela 5 - Cirurgias na area de oftalmologia assistidas durante o estagio.

Tipo de cirurgia Numero de cirurgias Espécie
Cirurgia corretiva de prolapso 1 cao
da terceira palpebra
Enucleacao 1 gato

Tabela 6 - Cirurgias variadas assistidas durante o estégio.

Tipo de cirurgia

NUmero de cirurgias Espécie

Sutura de mordida 1 Céao
com colocagdo de

dreno

Laparotomia 2 Céo
exploratdéria

Esplenectomia 3 Cao
Resolucdo de rutura Gato
de bexiga

Abertura de Flap na 1 Céo
pele

Remocdo de sarcoma 1 Céo
de tecidos moles

Resolugdo de hérnia 1 Céao
perineal

15



Exerese de nédulos

Cao

Tiroidectomia Céo
Mastectomia Cao e gato
Resolucdo de hérnia Céo
umbilical

Remocéo de massas Céo e gato

m Ginecologia = Ortopedia = Estomatologia e gastroenterologia

Oftalmologia

Figura 1 - Divisdo percentual das areas cirargicas assistidas durante o estagio.

Diariamente, a autora assistia a consultas dos quatro veterinarios pertencentes a

equipa, em média, assistia a 4 a 5 consultas por dia que decorriam durante a tarde. Essas

consultas podiam ser de qualquer area. Porém, sempre que necessario, realizaram-se

consultas com veterinarios especializados em areas especificas,

nomeadamente

oftalmologia, comportamento e ecografia (que incluia ecocardiografia, ecografia abdominal,

toracica e tiroideia). Durante as consultas a autora auxiliava em varias atividades que estéo

descritas abaixo:

e Contencéo
e Administragcdo de farmacos
¢ Vacinacao

o Colocacao de um microchip

16



¢ Registo dos animais no SIRA

o Exames fisicos completos

e Registo de historiais clinicos

e Uriandlise (observacao da densidade de urina, tira de urianalise, preparacao de gota
fresca e centrifugacdo do sedimento com visualizagdo em microscépio)

e Raspagens

e Colheitas de sangue, armazenamento e posterior processamento nos aparelhos
especificos (bioquimicas, hemograma e preparado para envio adequado para

Laboratério)

O estagio realizado em laboratério de investigacao decorreu entre 10 de Janeiro e
10 de Marco no Laboratério de Andlises Clinicas e Histopatologia da FMV-ULHT. O trabalho
consistiu na elaboragcédo pratica da presente dissertacdo que incluia a identificagdo, por
imnunofluorescécnica indireta, de anticorpos anti-Leishmania infantum no soro de 123 gatos

errantes da ilha de Faro e a dete¢cdo molecular de Leishmania donovani s.I. por PCR.
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2. Introducao

O parasita responsavel pela leishmaniose foi identificado no século XIX por
Cunnigham, Leishman, Borovsky, Donovan, Wright, Linderberg e Vianna. Posteriormente,
Ronald Ross atribuiu-lhe o nome de Leishmania. Em 1908, Nicolle e Comte atribuiram o
nome de Leishmania infantum e cultivaram-no em laborat6rio, pela primeira vez (Solano-
Gallego et al., 2013).

A infecdo por Leishmania em gatos (Felis catus domesticus) ja foi descrita em
varios paises. A primeira descrigdo foi em 1912, na Argélia, num gato que coabitava com
um cdo e uma crianga, ambos com leishmaniose visceral. As formas amastigotas foram
observadas na medula 6ssea do gato.

O primeiro caso em cades a ser descrito em Portugal foi em 1910 (Ayllon et
al.,2008; Maia et al., 2008; Cardoso et al., 2010;). O primeiro caso descrito em gatos, em
Portugal, foi em Sesimbra, em 1994, tendo sido observados amastigotas em lesdes do
nédulares (Maia et al., 2008; Pereira da Fonseca et al., 2013). Na ultima década, em
paises endémicos para o parasita, tém vindo a ser descritos com maior frequéncia, casos
clinicos de leishmanisose felina e tem sido detetado um aumento da sua incidéncia no
gato doméstico (Rougeron et al., 2011; Pinto, 2013).

Nos ultimos anos, os animais de companhia tém beneficiado das alteracdes
socioecondmicas e do aumento dos cuidados médico-veterinarios preventivos e gerais, 0
que lhes permite alcancar uma longevidade que dificiimente alcancariam anteriormente.
Caes e gatos tém, hoje, um papel social muito importante ndo sendo apenas animais de
companhia, mas sim elementos da familia. Todavia, 0 abandono animal continua a existir,
bem como a alimentagdo de popula¢cdes de animais errantes que, ao ndo receberem
quaisquer cuidados médico-veterinarios, podem tornar-se reservatérios e disseminadores
de agentes etioldgicos de algumas doencas (Pinto, 2013; Pennisi, 2014).

A leishmaniose é uma das parasitoses mais importantes em Portugal, sendo
uma zoonose endémica em, pelo menos, 88 Paises (Chatzis et al., 2014). Entre as zonas
endémicas para este parasita encontram-se o Brasil e paises mediterranicos, onde se
inclui Portugal, Espanha, Franca, Italia, Grécia, Israel e Palestina. Em Portugal as zonas
com maior presenc¢a de leishmaniose canina sado Tras-os-Montes e Alto Douro, a sub-
regido da Cova da Beira, o concelho da Lousd, a regido de Lisboa e Setubal, o concelho
de Evora e o Algarve (Cardoso et al., 2010; Maia et al., 2010; Onleish, 2009).

O agente responsavel pela leishmaniose canina nos paises da bacia
mediterranica, Médio Oriente e Portugal € Leishmania infantum. Leishmania chagasi
distribui-se pela América Central e América do Sul (Pereira da Fonseca et al., 2013).

Inicialmente, as espécies L. chagasi e L. infantum foram consideradas espécies
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diferentes; no entanto, apds analise genética de estirpes de ambas as espécies, verificou-
se que eram uma s6 (Maia, comunicacdo pessoal).

Em gatos, as doencas causadas por vetores tém emergido, mostrando, cada vez
mais, uma maior distribuico geogréafica e aumento da incidéncia global. Nos ultimos
anos, na Unido Europeia, a populagcdo animal tem aumentado e os cuidados e condi¢cbes
prestados aos animais tém vindo a melhorar significativamente. O nimero de gatos é
superior ao de cées, vivendo os primeiros, em, pelo menos, 70 milhdes de habitacbes
(Pennisi, 2014).

A presenca de uma larga variante de espécies ndo convencionais, incluindo
pequenos mamiferos que ganharam popularidade devido ao pequeno tamanho e custos
reduzidos, aumentou, também, o nimero de espécies reservatorias capazes de transmitir
doenca (Pennisi, 2014).

Fatores ambientais, geograficos e humanos, como viajar com animais, em
conjunto com as bruscas alteragdes climaticas e a capacidade de distribuicdo geogréfica
do vetor, contribuiram para alteracées epidemiolégicas de doencgas causadas por vetores
(Maia et al., 2014a).

Segundo Pennisi et al (2013), a percentagem de animais infetados é muito
superior a percentagem de animais com a doenga (Pennisi et al., 2013).

A infecdo natural dos gatos por Leishmania spp. parece ser incomum. A
incidéncia baixa pode ser explicada por casos nao descritos e por resisténcia natural dos
gatos a infecdo (Ayllon et al., 2008; Maia et al., 2008; Cardoso et al., 2010).

2.1 Taxonomia

O género Leishmania pertence ao Filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e compreende 21 espécies que se
encontam distribuidadas por quatro continentes (tabela 7). O género Leishmania da
origem aos subgéneros Leishmania e Viannia que diferem no desenvolvimento no vetor.
Ao primeiro pertencem as espécies L. tropica, L. aethiopica, L.major, o complexo
L.donovani e o complexo L.mexicana. O subgénero Viannia é representado por quatro
espécies principais: L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamenesis e L. peruviana
(Garrido, 2012; Longoni et al., 2012; Solano-Gallego et al., 2013).
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Tabela 1 - Algumas espécies de Leishmania e suas caracteristicas (Adaptado de Solano-Gallego et

al., 2013)
Espécie de Leishmania Apresentacao clinica Regido Principais regides geogréficas
L. infantum Forma visceral e forma Velho Paises da bacia mediterranica (Europa,
cutanea Mundo Norte de Africa e Médio Oriente) e China
Forma visceral e forma Novo Argentina, Bolivia, Brasil, Col6mbia,
cutanea Mundo Equador, Paraguai, Republica do Suriname
e Venezuela
L. donovani Forma visceral Velho Este de Africa (Etiopia, Quénia e Sudo)
Mundo Bangladesh, India
L. major Forma cutanea Velho Norte de Africa, Quénia e Médio Oriente
Mundo
L. tropica Forma visceral e forma Velho Norte de Africa, Grécia, India, Médio
cuténea Mundo Oriente
L. aethiopica Forma cutanea Velho Etiopia e Quénia
Mundo
Complexo L. braziliensis Forma cutanea e Novo América Central e América do Sul
mucocutanea Mundo
Complexo L. mexicana Forma cutanea Novo América Central e regido de Amazonas
Mundo
Complexo L. guyanensis Forma cutanea e Novo América Central e América do Sul
mucocutanea Mundo

2.2 Ciclo de vida de Leishmania spp.

A leishmaniose é causada por protozoarios difasicos do género Leishmania.
(Garrido, 2012). Estes parasitas sdo caracterizados pela presenca celular de um organelo
de DNA mitocondrial, o cinetoplasto, localizado anteriormente ao flagelo. Este ultimo
confere motilidade a forma promastigota e amastigota que, embora seja rudimentar,
desempenha um papel na organizacdo e/ou percecdo sensorial do parasita. As
leishmanias sdo caracterizadas por trés tipos morfolégicos diferentes: amastigota,
promastigota e paramastigota, este Ultimo é considerado um estadio transitorio entre os
dois tipos morfologicos anteriores (Trainor et al., 2010; Pereira da Fonseca et al., 2013).

O ciclo inicia-se quando a fémea flebétomo ingere uma refeicdo de sangue de um
hospedeiro vertebrado infetado, que contém formas amastigotas do parasita. A forma
amastigota é caracterizada por um corpo arredondado de 2 a 6 um de comprimento e um
flagelo ausente/intracelular. Nas primeiras 24 a 48 horas apés a refeicdo, as formas
amastigotas evoluem para formas promastigotas prociclicas dando-se inicio a primeira
multiplicacdo parasitaria intravetorial. Ao fim de 48 a 72 horas, as formas prociclicas
transformam-se em formas nectomonas que migram da regido posterior para a regiao
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anterior do intestino médio, o que impede a sua eliminacdo pelo intestino posterior. Quatro
a sete dias mais tarde, desenvolvem-se as formas leptomonas que sofrem a segunda
multiplicacdo intravetorial; na valvula estemodeal observam-se as formas haptomonas que,
ao se fixarem a valvula estemodeal, provocam a degenerescéncia da mesma, permitindo
que as formas promastigotas metaciclicas atinjam a cavidade oral. Estas atingem a
cavidade oral (proboscide) sob a forma infetante que vai ser injetada na pele do hospedeiro

vertebrado (figura 2) (Garrido, 2012; Pereira da Fonseca et al., 2013).
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Figura 2 - Ciclo de vida da Leishmania infantum (Garrido, 2012).
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A forma promastigota tem formas moveis com 10-20um de comprimento e 1,5-3,0
um de largura (Figura 3), sendo caracterizada por um corpo fusiforme sem membrana
ondulante e um longo flagelo. O ndcleo encontra-se nhuma posi¢cao central e o cinetoplasto
localiza-se entre o nlcleo e a extremidade anterior da célula. Estes parasitas promovem,
ainda, a ocluséo do lumen intestinal do inseto, obrigando-o a realizar um maior niumero de
refeicGes até atingir a replecdo total, o que parece contribuir para uma maior disseminacao

do parasita (Pereira da Fonseca et al., 2013).

30 um 45 pm

Figura 3 - Formas amastigotas, intra e extracelulares, num esfregaco corado por Giemsa (setas).
Forma promastigota corada com Giemsa. (Ramos, 2012)

Apoés a infecdo do hospedeiro, os promastigotas séo fagocitados pelos neutrofilos
que foram rapidamente, recrutados para a zona de mordedura. Os neutréfilos infetados
libertam os parasitas que séo, posteriormente, fagocitados pelos macréfagos onde os
promastigotas se transformam em amastigotas (esta é a fase a partir da qual o diagnéstico
é possivel). Os amastigotas sobrevivem e replicam-se intracelularmente nos vacuolos dos
macréfagos e em varios tecidos. O fleb6tomo, ao realizar a refeicdo sanguinea, ingere o0s
macroéfagos infetados com amastigotas iniciando-se um novo ciclo (Pennisi et al., 2013;
Mir6 et al., 2014).

O papel do gato na transmisséo e ciclo da leishmaniose ndo se encontra, ainda,
bem esclarecido, sendo necessarios mais estudos que contribuam para a sua melhor

compreenséo (Pennisi, 2013; Mir6 et al., 2014).

2.3 Hospedeiro invertebrado

Os insetos responsaveis pela transmissdo de Leishmania spp. pertencem a
ordem Diptera, sub-ordem Nematocera, familia Psychodidae e aos géneros Phlebotomus
no Velho Mundo e o Lutzomyia spp. nho Novo Mundo. Das cinco espécies de fleb6tomos

atualmente conhecidas em Portugal (P. perniciosus, P. ariasi, P. papatasi, P. sergente e
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Sergentomya minuta), destacam-se P. perniciosus e P. ariasi, por serem as principais
responsaveis pela transmissao de Leishmania infantum (Pereira da Fonseca et al., 2013).
Estas duas espécies possuem tipos de evolucdo sazonal distintos. P. ariasi
possui um ciclo difasico com dois picos de eclosdes em Junho e Setembro. P. perniciosus
possui um ciclo monofasico com apenas um pico de ecloséo, em Julho (Garrido, 2012).

Morfologicamente, os fleb6tomos séo dipteros de pequenas dimensdes, com um
comprimento corporal inferior a 3 mm. Tém a cobrir 0 corpo, incluindo patas e asas, uma
densa pilosidade e apresentam uma coloracdo amarela clara. Tém patas longas e uma
armadura bucal picadora tdo longa como a cabec¢a. Quando em repouso, as asas fazem
um angulo de 45° com o abdémen. Apresentam caracteristicas comportamentais tipicas,
tais como atacar silenciosamente, rondar o hospedeiro antes de se fixar para se alimentar
e encontrarem-se, normalmente, junto aos locais de alimentac&o, pois ndo apresentam
grandes capacidades de voo (conseguem voar distancias entre os 200 m e 2,5Km)
(Solano-Gallego et al., 2009; Garrido, 2012).

Os vetores vivem perto do solo, em zonas sem vento e chuva e com elevada
humidade (> 80%). Vivem em ambientes com temperaturas entre os 20°C e 30°C e a sua
alimentacdo ocorre no periodo crepuscular e noturno. A época de atividade é,
predominantemente, entre Maio e Outubro (Solano-Gallego et al., 2009; Maia et al., 2010;
Pereira da Fonseca et al., 2013; Pinto, 2013; Renné et al., 2014;).

Os insetos alimentam-se de fontes naturais de aclcar e secre¢fes de outros
insetos. Apenas as fémeas sdo hematdfagas sendo, portanto, as Unicas capazes de
transmitir a doenca. A alimentacdo hematofaga proporciona-lhes uma nutricdo adequada
para a producdo e maturacdo dos ovos. As fémeas tém um aparelho bucal sugador que
possui ductos salivares responsaveis pela sintese de saliva rica em biomoléculas ativas,
com capacidade de facilitar a implantagéo de Leishmania spp. nos reservatorios. Assim,
quando a fémea se alimenta, cria inicialmente um microhematoma no hospedeiro
vertebrado do qual o sangue é sugado, contrariamente aos mosquitos que sugam
diretamente dos capilares sanguineos (Afonso & Alves-Pires, 2008).

O ciclo de vida do fleb6tomo é constituido por duas fases, uma em meio aéreo,
onde estdo presentes os adultos, e outra terrestre onde os ovos, 0s quatro estadios
larvares e as pupas, se desenvolvem de forma livre. Estes insetos sédo holometabdlicos, o
que significa que apresentam metamorfoses completas. A duracdo do ciclo de vida varia
consoante a temperatura, humidade e fotoperiodo (Afonso & Alves-Pires, 2008).

Apesar da transmissdo através do vetor ser tipicamente a mais comum, também
ja foi registada transmissdo vertical, transmissdo através de transfusdes sanguineas,
agulhas contaminadas e transmisséo venérea (Morais et al., 2012).

Estudos recentes indicam que outros artropodes também podem estar
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envolvidos na transmissao de Leishmania spp. (Morais et al., 2012).

2.4 Papel dos ectoparasitas

O papel exato dos ectoparasitas, como Rhipicephalus sanguineus e
Ctenocephalides felis, na transmissdo de Leishmania infantum em cées, ainda nédo se
encontra bem definido. Ja foi detetada uma carraga Rhipicephalus sanguineus
naturalmente infetada com Leishmania infantum. Esta, em condicbes experimentais, foi
capaz de transmitir a doenca a roedores. A importancia deste possivel modo de
transmissdo secundario € incerta, desconhecendo-se, atualmente, se R. sanguineus €
capaz de transmitir a doenga, durante uma refei¢cdo sanguinea (Morais et al., 2012).

Estes métodos alternativos de transmissao direta foram sugeridos huma tentativa
de explicar a propagacdo da infecdo em canis, nos Estados Unidos da América (EUA),

onde o fleb6tomo nédo estava presente (Pennisi et al., 2013; Salvatore et al., 2014).

2.5 Hospedeiro vertebrado

A Leishmaniose afeta, principalmente, cdes como hospedeiro principal mas,
também, pode afetar gatos, cavalos, lobos, raposas e, ainda, o Homem (Garrido, 2012).

O envolvimento de outras espécies hospedeiras na epidemiologia da
leishmaniose deve ser considerado, particularmente, em zonas geograficas onde a
doenca é endémica. Os gatos sdo, frequentemente, encontrados infetados com
Leishmania spp.. Tem sido demonstrado que o facto de os gatos poderem ser infetados,
permite que atuem na transmissdo do parasita, como hospedeiro vertebrado, a vetores
competentes (Maroli et al., 2007).

Todavia, o papel dos gatos como reservatério ainda ndo se encontra bem
definido e a sua suscetibilidade a infecdo continua a ser mal compreendida.
Anteriormente, 0 gato era considerado um hospedeiro acidental; porém, atualmente, esta
a ser considerado como um hospedeiro alternativo ou secundario porque, ndo soé
transmite o parasita a um vetor competente, como também pode desenvolver a doenca
(Maia et al. 2010; Ramos, 2012).

Um hospedeiro pode ser considerado um reservatorio se nao for capaz de
eliminar o parasita e se for responsavel pela transmissdo do mesmo a individuos da
mesma ou de outra espécie (Pinto, 2013).

O aumento da utilizacdo de inseticidas/repelentes como medida preventiva para
leishmaniose em cées, pode estar a aumentar o papel epidemiolégico dos gatos como

reservatdrios para Leishmania infantum, uma vez que eles se podem tornar uma das
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principais fontes de sangue do flebétomo (Pimenta et al., 2016).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasita multiplica-se nos macréfagos da
pele e nos 6rgdos do sistema Mononuclear Fagocitario, como nddulos linfaticos, medula
Ossea e baco (Poli et al., 2002).

Também j4 foi descrita a infecdo em animais de pecuéaria como cabras, vacas,
suinos, cavalos, burros e mulas, e em animais silvaticos como raposas, lobos, guaxinins,
ouricos-cacheiros, ratos, morcegos, texugos, ginetas, lince-lbérico e saca rabos (Ramos,
2012).

2.6 Leishmaniose humana

A leishmaniose € uma das doencas parasitarias mais importantes a nivel
mundial, depois da malaria e da filariose linfatica (Solano-Gallego et al., 2013).

A leishmaniose é considerada uma doenca importante mas negligenciada que,
nos ultimos anos, se tornou um problema grave de salude publica devido ao seu potencial
zoonotico, afetando largamente as popula¢cdes mundiais mais pobres, com acesso dificil
a cuidados médicos. O impacto verdadeiro da leishmaniose na salde humana ainda néo
foi classificado. Porém, mundialmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
uma incidéncia anual de 1 a 1,5 milhdes de casos de leishmaniose cutanea e 500.000
casos de leishmaniose visceral (World Health Organization [WHO], 2010; Pennisi, 2014).

Durante a ultima década, tém sido observadas elevadas taxas de incidéncia de
leishmaniose humana. E, no entanto, dificil diferenciar entre um aumento real e artificial
devido ao progresso no diagnostico, aumento da detecdo de casos, aumento de casos a
serem registados e acessibilidade ao tratamento. Indiscutivelmente, a leishmaniose
humana e animal apresentam, atualmente, uma maior distribuicdo geogréfica (Pennisi,
2014).

Em relacdo a infecdo em humanos podem ser definidas duas entidades
epidemioldgicas:
* leishmaniose zoonética, em que animais domésticos ou selvagens atuam como
reservatorio, estao envolvidos no ciclo de transmissdo e o homem atua como
hospedeiro acidental,

leishmaniose antropondtica, na qual o homem é o Unico ou principal reservatorio

e fonte de infecdo para o vetor (Gramiccia, 2011; Renno et al., 2014).

No homem, a leishmaniose zoonoética pode ser classificada como cutanea (LC),

mucocutanea (LMC) e visceral (LV). Esta ultima é também designada por “Kala-azar” na
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India, onde é considerada estritamente uma antroponose. A LV é a que apresenta quadro

clinico mais grave, envolve os 6rgaos internos e pode ser fatal, se ndo tratada. As LMC e LC

afetam a pele ou juncbes mucocutaneas e as alteragdes podem resolver-se

espontaneamente, deixando cicatrizes desfigurantes (Solano-Gallego et al., 2009). Estas

zoonoses observam-se, principalmente, em criancas e imunodeprimidos. Atualmente,

(0]

farmaco de primeria linha utilizado no tratamento da leishmanise visceral humana na Europa

€ a anfotericina-B (Kirkpatrick et al., 1984; Gramiccia & Gradoni, 2005; Martin-Sanchez
al., 2007; Quinnell & Courtenay, 2009).

2.7 Leishmaniose em cées

Em Medicina Veterinaria a leishmaniose causada por Leishmania infantum tem
maior importancia nos cées (Solano-Gallego et al., 2009).

A leishmaniose canina é uma doenca multisistémica cronica e muitas vezes fatal,
em que o cdo atua como hospedeiro principal do parasita e é o principal reservatorio da
infecdo visceral em humanos. A gravidade da doenca depende de um equilibrio entre as
células mediadoras e a resposta imune humoral. O periodo de incubacdo € longo,
podendo variar de meses a anos. As lesbes mais comuns acontecem na pele e rins,
embora qualquer tecido ou 6rgdo possa, em principio, ser afetado (Nieto et al., 1996;
Pennisi et al., 2013).

Os mecanismos de resposta em casos de resisténcia e suscetibilidade ndo estédo
bem estabelecidos. Também néo esta provada a relagdo entre fatores de risco como a
idade, sexo, nutricdo, fatores genéticos, condigbes imunossupressoras e a variabilidade
de manifestagBes clinicas em infe¢do por Leishmania spp. Algumas ragas de cdes como
Boxer, Cocker Spaniel, Rottweiler e Pastor Alemdo parecem ser mais suscetiveis ao
desenvolvimento da doenca. O gene Solute carrier family 11 menberal (Slcllcl)
anteriormente chamado N-RAMPI e os alelos dos genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHCII, do inglés “major histocompatibility complex 11”") parecem
estar associados a susceptibilidade a leishmaniose canina. Em relacdo a idade,
observam-se dois picos principais de prevaléncia da doenca: cdes com menos de trés
anos e com mais de oito anos. O macho parece, também, ter mais suscetibilidade que a

fémea (Solano-Gallego et al., 2009; Paltrinieiri et al., 2010).

2.8 Leishmaniose em gatos
A leishmaniose é uma doenca crénica de evolugdo lenta e progressiva em que 0
gato pode, ou ndo, apresentar sinais clinicos, sendo, frequentemente, assintomético. Em

Portugal a leishmaniose felina é causada por Leishmania infantum, pertencente ao

et
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complexo donovani. Com o aumento dos casos descritos de leishmaniose felina aumenta,
também, a suspeita do gato ser um potencial hospedeiro no ciclo doméstico de
Leishmania infantum. Para o gato ser incluido no ciclo biolégico do parasita, tem de
apresentar algumas caracteristicas, como ser naturalmente suscetivel a infecdo por
Leishmania infantum, normalmente com auséncia de sinais clinicos, ser considerado uma
fonte de alimentacdo sanguinea a vetores biol6gicos competentes, conter um ndamero
suficiente de parasitas que possa ser transmitido e infetar os vetores, e ser, como 0s
cdes, um dos animais mais comuns presente em areas endémicas (Giudice & Marty,
2003; Maia & Campino, 2011).

O maior numero de casos de leishmaniose felina tem ocorrido em zonas
endémicas; porém, mesmo nessas zonas, a prevaléncia é, regra geral, baixa, o que pode
ser explicado por uma possivel resisténcia natural do gato a infecao (Ramos, 2012).

Embora a leishmaniose em gatos seja considerada uma doencga rara, tem vindo
a observar-se um aumento do numero de casos de infe¢do descritos na populagéo felina,
seja pelo aumento dos casos registados ou outros fatores (Ramos, 2012).

Numa mesma regido, regra geral, a prevaléncia de anticorpos na populagédo
felina € mais baixa do que na populacdo canina. Esta observacdo confirma o papel
primario dos caes como reservatoério (Solano-Gallego et al., 2013).

A identificagdo de infecdo natural através da dete¢do de anticorpos, isolamento
do agente infecioso ou detecdo do DNA do parasita, € um dos critérios que devem ser
obedecidos para definir um reservatorio para o hospedeiro. Em diferentes zonas
geogréficas, varios estudos serologicos foram realizados em gatos, para detetar
anticorpos anti-Leishmania, tendo sido descritas prevaléncias entre 0,6% e 59%. Porém,
na maioria dos estudos néo se detetaram anticorpos anti-Leishmania spp. especificos ou
detetaram-se em doses muito baixas, sugerindo que a serologia possa nao ser a melhor
técnica de diagndstico. A detecdo de anticorpos anti-Leishmania spp. so6 indica que o
animal esteve exposto a infecado e ndo que apresenta a doenga. Gatos seropositivos para
Leishmania infantum em zonas endémicas tém menos probabilidades de desenvolver
doenca, quando comparados com cées, 0 que sugere que a imunidade celular em gatos
€ mais competente do que nos caes no controlo da doenca (Maia & Campino, 2011;
Sobrinho et al., 2012).

O isolamento em cultura dos parasitas e/ou a detecdo do seu DNA em tecidos
infetados € um melhor indicador das espécies que podem atuar como reservatorio para o
hospedeiro. A prevaléncia de infecdo por Leishmania spp. em gatos, determinada por
métodos parasitoldégicos como cultura de parasitas, microscopia direta, amplificacdo de
DNA, identificacao histopatolégica e imunohistoquimica de amastigotas de Leishmania

spp. em células fagocitadas mononucleares de orgdos linfoides, pele e sangue periférico
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pode variar entre 0,43% e 61%. Estes resultados demonstram que o protozoario pode
colonizar gatos que vivem em zonas endémicas (Maia & Campino, 2011).

Gatos dadores de sangue sem sinais clinicos e sem altera¢des clinico-
patolégicas compativeis com leishmaniose devem ser testados para o parasita, uma vez
gque ja foi demonstrada transmissdo da infecao através sangue, em cdes e no homem
(Pennisi et al., 2015).

A relacdo de positividade entre doencas infeciosas como o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV, do inglés “Feline Imunodeficiency Virus”), virus da leucemia
felina (FelLV, do inglés “Feline Leukemia Virus”), peritonite infeciosa felina (PIF) e a
leishmaniose ndo esta, ainda, bem definida. Alguns estudos ndo demonstraram qualquer
tipo de relacdo entre gatos positivos para Leishmania spp. e a co-infecdo com agentes
imunossupressores (Maia et al., 2010).

Outros autores observaram uma relacdo significativa entre a sero-reatividade
anti-FIV e anti-Leishmania spp.. A alteracdo da imunocompeténcia devida a uma infecéo
retroviral é considerada, geralmente, um fator de risco que predispbde a infecdo por
Leishmania spp. em gatos. A maior parte dos gatos que desenvolvem sinais clinicos sdo
suspeitos de ter um sistema imunitario comprometido devido a FIV, FelLV, carcinoma das
células escamosas, diabetes mellitus, doengas autoimunes como Penphigus foliaceus e o
tratamento com corticosteréides ou outros farmacos imunossupressores (Solano-Gallego
et al., 2013; Pennisi et al., 2013).

Alguns comportamentos do gato podem ajudar na disseminagdo da
Leishmaniose como, por exemplo, a atividade predatéria noturna e o facto de terem

acesso constante a rua (Renno et al., 2014).

2.9 Fisiopatologia

Para que a infecdo por Leishmania spp. ocorra s8o necessarios trés
intervenientes: o agente infecioso, o vetor e 0 hospedeiro vertebrado. A expressao clinica
da doenca depende da localizagdo do parasita, estando diretamente ligada ao tropismo
da espécie em causa, assim como ao estado imunoldgico do hospedeiro. Em condi¢bes
naturais, os fleb6tomos transmitem entre 100 a 1000 formas promastigotas por refeicdo
sanguinea, um numero capaz de induzir doenga em animais suscetiveis. Contudo, a
maioria dos parasitas sdo mortos por fatores de complemento do hospedeiro vertebrado,
levando & necessidade das leishmanias desenvolverem algumas estratégias de
sobrevivéncia. Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas aderem
rapidamente as células do sistema mononuclear fagocitario, sendo os recetores mais

importantes para esta aderéncia os do complemento tipo | [complemento recetor um
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(CR1) e complemento diferenciador 35 (CD35)] e tipo Il [complemento recetor trés (CR3)
e complemento diferenciador 1lb/complemento diferenciador 18 (CD11b/CD18)], que
permitem a ligacdo a membrana plasmatica dos parasitas. Seguidamente, tem lugar a
fagocitose durante a qual se da a interiorizacdo do parasita. A sobrevivéncia da maioria
dos parasitas é dificultada pela queda do pH para 4,5-5 dentro do fagolisossoma. Devido,
no entanto, as moléculas de superficie que as leishmanias possuem, como
lipofosfoglicano (LPG), glutationa peroxidase (gp63) e glicoinositolfosfolipidos (GIPLs), a
sua capacidade de sobrevivéncia neste meio acido, rico em proteases, torna-se maior
(Faria, 2008; Ramos, 2012).

Esta resposta envolve neutrdfilos, eosindfilos e, mais tarde, macrofagos e
linfocitos. A presenca de macrofagos infetados com leishmanias est4, normalmente,
associada a uma reacao inflamatéria. Com a progressdo da doenca esta inflamacédo
inicial tornar-se-a granulomatosa. Dentro dos macrofagos ocorre a diferenciacéo para a
forma amastigota (Faria, 2008; Pennisi et al., 2013).

A infecdo pode localizar-se, sobretudo, a nivel cutaneo ou disseminar-se a nivel
visceral. Em cées, quando ocorre infecdo, a resposta humoral protetora vai ser ativada,
estimulando os linfécitos B a aumentar a producao de anticorpos. Esta resposta esta,
frequentemente, associada ao estado de doenga, uma vez que 0s anticorpos nao
possuem fungdo protetora para o hospedeiro. Apesar de conseguirem induzir a
fagocitose, 0s anticorpos ndo conseguem causar a morte intracelular das formas
amastigotas, comprometendo, assim, o controlo da infegdo. A resposta grave por parte
dos anticorpos leva a deposicdo de imunocomplexos nos rins, resultando em
glomerulonefrite e consequente insuficiéncia renal (Solano-Gallego et al., 2007; Pennisi et
al., 2013).

Por sua vez, em cées e gatos que desenvolvem uma forte resposta humoral n&o
protetora associada a uma fraca imunidade mediada por células com uma resposta mista
de citocinas Thl e Th2 observa-se o desenvolvimento de infe¢éo clinica (Solano-Gallego,
et al, 2009; Maia & Campino, 2012; Baneth, et al., 2008).

As células TCD4+ podem induzir o sistema imunitério a sofrer uma alteragéo de
uma resposta humoral (Th2) para uma resposta mediada por células (Thl). O tipo de
resposta imune (Thl ou Th2) é determinado, sobretudo, pelas citoquinas que contactam
primariamente com o antigénio (Faria, 2008). Caes saudaveis sdo caracterizados por
auséncia ou uma fraca resposta do tipo Th2 e uma resposta forte do tipo Thl. Em caes
doentes observa-se, consequentemente, um quadro inverso. Em céaes, a resisténcia a
doenca parece estar associada a producéo de citoquinas do tipo Thl e a suscetibilidade a
uma producao reduzida de citoquinas do tipo Th2 (Paltrinieri et al., 2010).

A producdo de citoquinas do tipo Thl como o interferdo gama (IFN-y),
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interleucina 12 (IL- 12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés “tumor necrosis
factor”) vao estimular a morte intracelular das formas amastigotas nos macréfagos e a
infecdo pode ter, apenas, um quadro sub-clinico. Deste modo, o elemento decisivo no
desenvolvimento da suscetibilidade ou resisténcia a infecdo por Leishmania spp. parece
ser a capacidade das células TCD4+ manterem o recetor para IL-12 mais do que as 48
horas que se seguem a infecdo (Faria, 2008).

O principal mecanismo que ocorre no interior dos macréfagos para destruicdo
dos parasitas é a producéo de radicais livres de oxigénio, principalmente o acido nitrico.
Nos gatos, na auséncia de agentes imunossupressores, esta resposta imunitaria mediada
por células pode ser suficiente para controlar a infecao, apoiando, assim, a teoria que os
gatos tém uma resisténcia natural ao protozoario (Solano-Gallego et al., 2007; Pennisi et
al., 2013).

Em gatos, a resisténcia natural a leishmaniose tem sido sugerida apdés infecado
experimental, em que estes animais demostraram cura espontanea das lesdes; em gatos
naturalmente infetados as alteracdes clinicas e patolégicas sdo minimas (Navarro et al.,
2010)

Existem, ainda, autores que referem que o desenvolvimento da doenca é
influenciado por fatores imunolégicos que estao ligados as caracteristicas genéticas dos
hospedeiros (Pennisi, 2002; Vita, et al., 2005).

2.10 Sinais clinicos

A maior parte dos casos de infecdo por leishmania spp. em gatos apresenta um
quadro assintomatico. Em estudos epidemioldgicos é frequente detetar cées e gatos com
parasitas presentes na circulacao sanguinea, sem qualquer sinal de doenca (Afonso &
Alves-Pires, 2008).

A leishmaniose em gatos tem duas formas clinicas: a visceral e a cutanea. A
cutanea parece ser a mais comum; porém, também ja foi observada sintomatologia
visceral (Ayllon et al., 2008).

Os sinais clinicos comuns num quadro de leishmaniose cutanea sao dermatite
nodular ou ulcerativa, pustular ou papular, alopécia difusa ou localizada, descamacéo,
eritemas e seborreia (figura 4). Estas alteracdes observam-se, sobretudo, na regido da
cabeca (face, pavilhdo auricular, nariz, regido periocular). Os fleb6tomos alimentam-se,
preferencialmente, nas regides do corpo que possuem menor quantidade de pelo, sendo,
assim, a cabeca uma das zonas mais afetadas. A maior parte dos casos descritos de
leishmaniose em gatos ocorreu em gatos de pelo curto (Sherry et al., 2011; Pereira da
Fonseca et al., 2013; Pennisi et al., 2013).

A leishmaniose visceral afeta o baco, figado, linfonodos, medula 6ssea, olhos e
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rins (Schubach et al., 2004; Ramos, 2012).

Quando associada a doencas sistémicas, a leishmaniose causa sintomatologia
inespecifica como perda de peso, diminuicdo de apetite, desidratacdo, mucosas palidas,
hepatomegalia, ictericia, caquexia, pirexia, vémitos, diarreia, corrimento nasal crénico,
esplenomegalia, polidria e polidipsia, dispneia, linfadenomegalia e abortos (Ayllon et al.,
2008; Pereira da Fonseca et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2013; Navarro et al., 2010).
Também ja foram descritas erosdes e Ulceras nhas mucosas e juncdes mucocutaneas e
alteracdes oculares como uveite, panuveite, glaucoma, corrimento nasal e ocular e otites
(Simbes-Mattos, 2005).

As alteracfes clinicopatoldgicas registadas sdo poucas mas, em alguns casos
em que os gatos foram acompanhados até a morte ou eutandsia, foi observada na
necrépsia doenga glomerular e sinais de insuficiéncia renal crénica (Pennisi et al., 2013).

Nenhum dos sinais clinicos apresentados € patognomonico para a doenca e,
muitas vezes, podem ser confundidos com outras doencas mais comuns em gatos, o que
pode ter levado a uma subvalorizacdo dos valores desta doenca (Martin-Sanchez et al.,

2007; Pereira da Fonseca et al., 2013).

' . . 0 ‘ skl
Figura 4 - A - Gato com leishmaniose felina. B — Nodulos cutdneos nos pavilhdes auriculares, C —

Lesdes ulcerativas nos membros posteriores, D — Lesdes ulcerativas no membro anterior direito
(Original de Alexandra Basso37; Pereira da Fonseca et al., 2013).

2.11 Alterac6es hematoldgicas e bioquimicas

Apesar de grande parte dos gatos com leishmaniose ndo apresentarem alteracdes
hematoldgicas, quando as apresentam, as mais comuns sSd0 anemia, muitas vezes nao
regenerativa, anemia normocitica normocrémica, leucocitose com eosinofilia, neutrofilia,
auto-aglutinacdo de eritrécitos, pancitopenia, trombocitopenia, linfocitose e monocitose ou
leucopenia, caraterizada, sobretudo, por neutropenia e/ou linfopenia. Foram, também,

descritas outras altera¢des bioquimicas, homeadamente hiperglobulinémia, com elevacéo
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das gama e beta-globulinas, hipoalbuminémia, fésforo e glucose elevados, assim como

alteracBes nos parametros hepéticos (aumento dos niveis de fosfatase alcalina, alanina

transferase e hipercolesterolémia) e renais (creatinina elevada, azotémia, aumento da

ureia, hipermagnesiémia, hiperproteinémia e proteinuria) 0s quais, em casos extremos,

podem indicar uma insuficiéncia renal (Solano-Gallego et al., 2013; Pinto, 2013).

2.12 Diagnostico

O diagndéstico de leishmaniose é dificil. Os diagnoésticos diferencias considerados
num quadro clinico de leishmaniose sédo diagndsticos dermatolégicos, como dermatite
atopica, infecdo bacteriana, Pemphigus foliaceous e Pénfigo eritematoso, diagndsticos
infeciosos como criptococose e esporotricose e diagnésticos neoplasicos como
carcinomas, linfomas e mastocitomas (Rufenacht et al., 2005; Cardoso et al., 2010).

Para diagnéstico desta parasitose, ndo existe nenhum teste de referéncia ou
“gold standard”, pelo que a escolha do mesmo deve ser feita consoante o caso individual.
Depois de um exame fisico e anamnese detalhada, deverd comecar-se por pedir um
hemograma completo, bioquimicas, proteinograma e uriandlise. Posteriormente, podem
fazer-se varias abordagens diagnésticas, a seguir descritas (Rifenacht et al, 2005;
Cardoso et al., 2010).

2.12.1 Diagnéstico parasitolégico

O exame direto é feito através da observacdo macroscopica de formas
amastigotas a partir de aposicdes ou esfregacos de baco/figado/ganglio/pele/medula.
Para este tipo de andlises, normalmente, as amostras sdo obtidas através de técnicas
invasivas, o que geralmente ndo é praticdvel para a detecdo do parasita em animais
assintomaticos (Ramos, 2012).

Quando corado com Giemsa, os esfregagcos parasitados mostram formas
amastigotas livres ou intracelularmente em mondcitos, macrofagos e neutrofilos (figura 5).
O citoplasma apresenta uma coloragdo azul pélida com um ndcleo relativamente grande
basofilico e o cinetoplasto vermelho escuro ou violeta. O exame direto € considerado
vantajoso, econémico e a melhor forma de diagnostico, pois € o Unico capaz de detetar

diretamente o parasita (Ozon et al., 1998; Ramos, 2012).
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Figura 5 - Macréfago parasitado com amastigotas corado com Giemsa (1000x) (Adaptado de Gontijo

& Carvalho, 2003).

Podem, também, observar-se amastigotas através de citologia e histologia das
lesbes cutaneas como Ulceras, nédulos e vesiculas hemorragicas. Na analise histolégica
coram-se as amostras com hematoxilina e eosina. Porém, a detecdo do parasita é dificil
visto ser uma técnica que requer tempo e experiéncia. No exame histopatoldgico utilizam-
se amostras de lesdes oculares, cutaneas e lesbes das jungbes mucocutaneas. Em
casos positivos, observa-se uma inflamacdo granulomatosa difusa com amastigotas
presentes em macrofagos, um nimero variavel de linfocitos e células plasmaticas e, em
menor extensao, neutrofilos, eosindfilos e mastécitos. Em casos de carga parasitaria
baixa, como auxilio ao diagnéstico, pode fazer-se um exame imuno-histoquimico aos
cortes histolégicos (Ramos, 2012; Solano-Gallego et al., 2013).

O exame cultural baseia-se na observacdo microscopica de culturas
promastigotas de material biol6gico infetado. Estas observacdes ocorrem semanalmente
e, apesar de apresentarem 100% de especificidade, esta técnica €, atualmente, pouco
utilizada pois necessita de um longo periodo de incubagcédo e é dependente da carga
parasitaria. Ainda assim, é utilizada para obter nimero suficiente de parasitas para
identificacdo isoenzimatica que é, em seguida, utilizada como antigénio para diagndsticos
imunoloégicos, modelos de infecdo experimental e para fazer avaliagbes in vitro de

farmacos (Ramos, 2012; Solano-Gallego et al., 2013).

2.12.2 Diagnéstico molecular

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés “Polimerase Chain
Reaction”) convencional como método de diagnostico tem sido cada vez mais utilizada. E
considerada rapida e fiavel pois permite que sejam amplificadas quantidades minimas do
DNA do parasita. A técnica faz uma amplificacdo enzimatica in vitro de um ndmero de
cépias de segmentos especificos de DNA do parasita. A detecdo de DNA é possivel em
varias amostras de tecidos, como medula Ossea, biopsias de pele, aspirados de

linfonodos, sangue periférico, cortes histoldgicos de tecidos embebidos em parafina e no
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préprio vetor. A técnica utiliza oligonucleétidos iniciadores (primers), que sdo desenhados
para amplificar sequéncias alvo do parasita, proporcionando um diagndstico especifico
quando se utiliza uma amostra do hospedeiro (Paltrinieiri et al., 2010). A eficacia da
técnica depende dos primers, método de extracdo de DNA, material biol6gico utilizado e
do tipo de PCR escolhido. A PCR é uma boa técnica para avaliar o papel dos gatos na
transmissado da doenca, devido a sua elevada especifidade (Braga et al., 2014; Maia et
al., 2014b; Rennd et al., 2014).

2.12.3 Diagnostico serolégico

O diagndstico serolégico pode fazer-se através de imunofluorescéncia indireta
(IFI), contraimunoelectroforese (CIE), ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés
“Enzyme-Linzed Imunossorbent Assay”), teste de aglutinagdo direta (DAT, do inglés
“Direct Antiglobulin Test”), entre outros (Cardoso et al., 2010).

Todos sdo métodos de elevada sensibilidade e especificidade, embora tenham
algumas limitagcdes, nomeadamente ndo permitirem diagnosticar a infe¢cdo quando ndo ha
producdo de anticorpos, durante o periodo de seroconversdo e em alguns animais
assintomaticos (Pereira da Fonseca et al., 2013).

Um estudo recente indica que o pico de anticorpos nos gatos s6 se verifica 20
semanas apos a infe¢do, quando as lesdes cutaneas estdo ja em fase de resolugéo,
verificando-se, assim, uma baixa relacdo entre o tamanho das lesGes e os titulos de
anticorpos. Deste modo, a auséncia de anticorpos anti-Leishmania no soro dos gatos com
lesdes cutaneas pode levar a um diagnostico clinico errado, uma vez que se pode tratar

de uma fase inicial com baixa producéo de anticorpos (Ramos, 2012).

Técnicas diagnésticas:

ELISA — Ensaio imunoenziméatico — E um método simples e rapido que
permite testar, simultaneamente, varias amostras e utilizar uma gama diversa de
antigénios. Este método utiliza um complexo que contém um anticorpo, chamado
conjugado, que é caracterizado por se encontrar ligado a uma enzima. A adicdo de um
substrato especifico da enzima origina uma reacdo cromogénica que permite identificar
a presenga do complexo enzima/anticorpo/antigénio (Nasereddin et al., 2008; Ramos,
2012).

IFI — Teste de imunofluorescéncia indireta - Esta técnica é considerada o
método de referéncia para o diagndstico serolégico, devido a sua elevada sensibilidade

e especificidade. A IFI faz pesquiza de anticorpos presentes no soro e utiliza todo o
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corpo do parasita como antigénio. A detecdo de anticorpos em gatos € mais dificil do
gue em céaes pois, ao contrario destes, quando os gatos sao infetados/expostos nao
sofrem imunossupressao com consequente sobre producdo de anticorpos. A técnica tem
desvantagens, como o facto de requerer equipamentos dispendiosos, ser trabalhosa
devido a necessidade das diluicbes em série do soro, sendo pouco pratica para o
rastreio de um grande numero de amostras. A técnica, quando aplicada a soros de
gatos, apresenta titulos muito baixos ndo sendo suficientemente sensivel para detetar a
infecdo. Desta forma os limiares de positividade ou “cut-off’ assumidos para soros
felinos tém sido mais baixos (entre 1:40 e 1:100), mas sem uniformidade entre
laboratérios (Figueiredo et al., 2009; Sarkari et al., 2009; Maia et al., 2010; Rennd et al.,

2014).

TAD - Teste de aglutinagdo direta — O DAT é pouco dispendioso e pode ser
utilizado em grande escala apresentando resultados de facil leitura e interpretacdo. Esta
técnica utiliza reagentes estaveis e, como antigénios, faz uso de formas promastigotas
integrais em suspensdo ou huma forma liofilizada, permitindo a pesquisa de anticorpos
em plasma e/ou soro. Uma variante deste teste € o teste de aglutinacdo rapida que
utiliza uma concentracdo parasitaria superior e um menor volume de reagentes. Pode
ser realizado com apenas uma diluicdo e os resultados sé&o lidos apés trés horas. Os
resultados sdo quantitativos, pelo que o teste pode ser utilizado para triagem,

especialmente em areas endémicas (Ramos, 2012).

Para o diagndstico de leishmaniose em gatos ndo existe uma s6 técnica que
possa ser considerada ideal, pois nenhuma tem todas as caracteristicas desejaveis
como, execucao facil, custos acessiveis, rapidez e elevada sensibilidade e especificidade.
Por isso, recomenda-se uma combinagdo de técnicas acompanhadas por avaliacdo dos
sinais clinicos, caracteristicas epidemiolégicas da zona e exames laboratoriais (Renné et
al., 2014)

As falhas frequentes no diagnostico de leishmaniose em gatos devem-se, ndo sé
a falta de conhecimento por parte dos profissionais, incluindo veterinérios, mas também a
falta de estudos sobre o tema e a existéncia de proprietarios que nao levam os gatos
frequentemente ao veterinario, impedindo o diagnéstico, ou levando a um diagndstico
tardio (Renno et al., 2014).

2.13 Tratamento
Em cées, para o tratamento da leishmaniose utilizam-se como farmacos de

primeira linha o antimoniato de meglumina (Glucantime® e o alopurinol (Ziloric®). Os
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farmacos considerados de segunda linha sdo a aminosidina (Gabrocol®), o levamisol
(Ripercol® e a miltefosina (Milteforan®) O esquema e dosagem dos diferentes farmacos
utilizados no tratamento da leishmaniose canina é muito variavel. E muito importante
avaliar, periodicamente, a funcéo renal pois o alopurinol, os outros farmacos e o préprio
parasita tém poder nefrotoxico, levando a casos de insuficiéncia renal (aguda e crénica). E,
também, importante fazer regularmente ecografias abdominais para ver a bexiga, pois é
comum a formacao de urélitos de xantina, secundaria a administracdo de alopurinol (Pinto,
2013).

A combinacao de antimoniato de meglumina com alopurinol é considerada a forma
terapéutica mais eficaz e o protocolo de primeira linha para a doenca. Os cées tratados
com esta combinacao tém apresentado um periodo de remissdo mais longo, comparado
quando os tratados s6 com um farmaco (Olivia, et al., 2010).

A miltefosina em combinag¢do com o alopurinol tem sido sugerida como alternativa

a combinacado de antimoniato de meglumina com alopurinol (Solano-Gallego et al., 2009).

N&o existem vacinas para o controlo da leishmaniose humana e felina. A
terapéutica é limitada, onerosa e com eventuais efeitos colaterais. A falta de eficacia dos
farmacos e de ensaios de novos agentes terapéuticos esta a levar ao aparecimento de
resisténcias, o que cria um grave problema de saude publica. Atualmente, ndo ha registos
que evidenciem o melhor tratamento para leishmaniose pelo que a eleicdo do farmaco
deve basear-se na opg¢do mais segura para cada caso individual (Solano-Gallego et al.,
2013).

No tratamento da leishmaniose em gatos o farmaco mais utilizado é o alopurinol.
Este administra-se por via oral, sendo a posologia entre 10-15mg/kg e 20mg/kg SID. A
apresentacdo comercial € composta por comprimidos de 100mg cada, pelo que a
administracdo da dose adequada é dificil. Porém, tal como nos cées, quando se péra de
administrar alopurinol € comum reaparecerem sinais clinicos. O alopurinol atua através da
inibicdo da xantina oxidase, provocando a diminuicdo da producédo de acido Urico através
do blogueio na converséo de hipoxantina em xantina e xantina em acido urico. Regra geral,
0s animais toleram bem o alopurinol. Em alguns casos, pode-se observar um aumento das
enzimas hepaticas ou um quadro de insuficiéncia renal aguda (Pinto, 2013).

O antimoniato de meglubima também ¢é utilizado nos gatos em doses de 5mg/kg
SID, em trés periodos de quatro semanas combinado com cetaconazol e alopurinol. O
antimoniato de meglumina, nos casos em que foi utilizado, produziu uma boa resposta
clinica. Este farmaco interfere na glicolise dos parasitas e no mecanismo dos acidos gordos,
atuando ao nivel da sintese de adenosina trifosfato (ATP). Administrado habitualmente por

via subcutanea ou intramuscular €, depois, eliminado essencialmente através dos rins, ndo
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tendo sido registados casos de danos renais induzidos pelo antimoniato. O tratamento com
este farmaco induz diminuicdo da carga parasitaria e restauracdo de resposta imune
mediada por células, observa-se uma diminuicdo dos titulos de anticorpos especificos no
soro. O efeito secundario mais comum ¢é dor e inchago na zona de injecdo (Olivia et al.,
2010; Pinto, 2013).

Podem, também, administrar-se farmacos com atividade inibitéria da doenca,
como anfotericina B (antifingico), cetoconazol (antifingico), metronidazol (antiprotozoério)
e fluoroquinonas (antibiotico). A anfotericina B atua ao nivel da parede do parasita
formando poros que provocam desequilibrio osmotico e, consequentemente, a lise do
parasita. Porém, esta tem muitas desvantagens como a via de administracao intravenosa
(IV) e os seus efeitos nefrotoxicos (Solano-Gallego et al. 2009). Nos casos em que ha
lesBes cutaneas nodulares, pode recorrer-se a excisdo cirlrgica; porém, ja foram descritos
casos de recorréncia apds a excisao. Casos cutaneos de apresentacdo difusa devem ser
tratados com antifingicos e antibidticos topicos e parenterais (Solano-Gallego et al., 2013;
Pennisi et al., 2013; Manolis et al., 2014).

2.14 Progndstico

O correto diagnéstico e escolha do tratamento s@o fundamentais para um
prognostico favoravel. O prognostico depende da carga parasitaria, estado imunitario, tipo
de lesdes, cronicidade da infecdo e nivel de dedicagdo do proprietario do animal
parasitado. E fundamental que o dono seja bem informado sobre as possiveis
complicacdes e o melhor tratamento a ser aplicado para cada caso individual. E, também,
importante transmitir a mensagem de que ndo existe nenhum tratamento ideal nem cura e

gue as recidivas sdo muito comuns (Solano-Gallego et al., 2013).

2.15 Profilaxia

Ha varios aspetos a ter em conta quando é necessario decidir sobre o melhor
método profilatico a utilizar. Assim, por exemplo, um dono que pretenda viajar com 0 seu
cdo para uma zona endémica devera, antes de mais, ter a no¢ao que a ativacdo do produto
que pretende utilizar (pipeta, coleira etc...) pode demorar varios dias, pelo que se devera
planear com a devida antecedéncia a protecédo a utilizar para o seu animal (Pinto, 2013).

Animais que ja tenham sido anteriormente infetados necessitam, também, de
continuar a fazer profilaxia para que ndo haja lugar a reinfecdo. Esta ndo s piora o quadro
clinico do animal, pois aumenta a carga parasitaria, como permite a infecdo dos vetores e a

transmisséo do parasita a outros animais e/ou ao homem (Pinto, 2013).

Os métodos profilaticos mais utilizados séo:
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e Vacinacao — s6 disponivel para a espécie canina. O sucesso da mesma ainda nao

esta completamente determinado (Solano-Gallego et al. 2009).

¢ Piretroides sintéticos - apresentam uma baixa toxicidade para cdes bem como uma

eficacia elevada sendo, por isso, um dos repelentes de insetos mais usado.

e Coleiras — 0 seu inseticida (deltametrin) € libertado de forma lenta mas eficaz com
uma protecdo de cerca de seis meses, a funcionar em pleno uma semana apos a
colocacdo no animal. Se o animal se encontrar huma zona ou regido nao
endémica ou fora do principal periodo de atividade dos insetos a duracdo da

protecdo podera ir até 12 meses (Pinto, 2013).

e Pipetas - de libertagéo lenta, abrangem um periodo de protecdo menor do que as
coleiras. No caso das pipetas de permetrina combinada com imidacloprid, a
duracdo da protecdo é de, apenas, 21 dias. Devido a curta duracdo da atividade
ectoparasiticida, as pipetas e aerosso6is exigem um maior acompanhamento por
parte dos donos, ja que a sua aplicacdo devera ter lugar frequentemente. E, ainda,

importante que seja feita uma aplicacéo correta do produto (Pinto, 2013).

Para controlo ambiental € possivel a utilizacdo de inseticidas, quer pela
pulverizacdo do ambiente, quer pela impregnagédo de redes mosquiteiras. As sustancias
que sdo utilizadas nestes métodos séo iguais ou semelhantes as utilizadas nas
formulacbes a aplicar aos animais. E preciso ressalvar que, apesar de existirem Varios
inseticidas/repelentes no mercado, todos eles séo toxicos para 0s gatos, pois estes sédo
sensiveis as moléculas dos piretroides (Pinto, 2013).

Nao existe informacado disponivel sobre a prevencdo da leishmaniose em gatos.
Algumas medidas que podem ser implementadas sdo a diminuigdo ou impedimento do
acesso ao exterior por estes animais nas horas de maior atividade do vetor e realizar um
controlo do ambiente com inseticidas, eletrocutores, aparelhos de ultrassom repelentes de
insetos e redes mosquiteiras (Pereira da Fonseca et al., 2013; Pinto, 2013).

E, também, importante tomar medidas de redugdo dos microhabitats favoraveis
aos fleb6tomos na periferia da casa onde o animal e o seu dono habitam. E, portanto,
fundamental a consciencializacdo das populacdes para os cuidados higieno-sanitarios
basicos, nomeadamente para o correto acondicionamento do lixo, como forma de reducédo
das areas de multiplicagdo dos hospedeiros errantes (Pereira da Fonseca et al., 2013).

O lancamento recente de uma coleira que contém flumeterina, um quimico da
classe dos piretroides, que é bem tolerado pelos gatos, pode representar uma boa medida

profildtica para reducdo do risco de infecdo em gatos residentes de zonas endémicas
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(Pennisi et al., 2015)

2.16 Objetivos

O objetivo principal do presente trabalho foi avaliar a presenca de infe¢cdo por
Leishmania infantum numa col6nia de gatos errantes, que habitam na llha de Faro, através
das técnicas de imunofluorescéncia indireta e PCR. Com esta investigacao pretendeu-se,
também, contribuir para melhorar a compreenséao actual do papel do gato no ciclo de vida

do parasita naquela regido.
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3. Material e Métodos

3.1 Populagdo em estudo

A presente investigacdo surgiu na sequéncia de um projeto de colaboracéo entre a
“Change for animal Foundation” e a FMV-ULHT, que teve como objetivo esterilizar,
desparasitar e vacinar uma coldnia de gatos errantes residentes na llha de Faro. A ilha tem
aproximadamente 230 gatos errantes. Desses 230 gatos foi recolhido sangue e posterior

analise laboratorial de 123 gatos (Agéncia Lusa, 2014).

A llha de Faro, também conhecida por Praia de Faro, € uma Peninsula, chamada
Peninsula de Ancéo, que separa o mar da Ria Formosa e esta ligada a terra firme do lado
leste. No inverno, os gatos passam alguma fome. No verdo, tém excesso de comida,
porque sdo alimentados pelos pescadores e pelos turistas. Secundariamente, nesta época,
a reproducdo aumenta provocando, assim, um maior numero de reservatérios para

Leishmania spp. (Agéncia Lusa, 2014).

Todos os animais envolvidos no projeto foram identificados numa folha de registo
com um numero individual, tipo de acondicionamento do sangue periférico (sangue em
EDTA, sangue em tubo seco), faixa etaria, espécie, género, presenca de pulgas e/ou
carracas e sinais clinicos (lesbes dérmicas, linfadenopatia, lesbes oculares, atrofia

muscular, epistaxis, palidez das mucosas, diarreia, entre outros).

3.2 Recolha de amostras

Previamente a colheita de sangue efetuou-se a assepsia da zona de venopungao
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com &lcool a 70°. A zona de colheita foram as veias jugulares. Esta foi realizada com
seringas B.Braun de 5 ml. As agulhas foram B.Braun de 21 e 22G com comprimento de

21X1 e 22X1, respetivamente.

Apébs a colheita de sangue total, este foi colocado num tubo que continha como
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA, do inglés “Ethylenediamine
tetraacetic acid”) e num tubo seco. O sangue no tubo de EDTA foi homogeneizado
suavemente, de forma a ndo danificar o material bioldégico. No sangue colhido para tubo
seco, apOs retracdo do coagulo, foi efetuada uma centrifugacdo a 3500 rpm, por 10
minutos, para separacdo do soro. Este foi, de seguida, separado para um microtubo
devidamente identificado e conservado a -20°C. Todos os tubos foram identificados com o

namero da ficha correspondente ao animal.

3.3 Detecdo laboratorial de anticorpos anti-Leishmania infantum por IFI

A IFI foi a técnica laboratorial utilizada para a detecdo de anticorpos IgG anti-
Leishmania infantum, tendo sido utilizado o kit comercial “MegaScreen® FLUOLEISH”
(Megacor Diagnostik).

O soro do gato foi diluido em tampao fosfato salino (PBS. do inglés “Phosphate
Buffered Saline”) e incubado em pogos individuais de uma lamina que contém o antigénio.
ApoOs incubacéo e lavagem com PBS, para remoc¢éo dos produtos que ndo tenham ficado
ligados ao antigénio, o conjugado anti-IgG, especifico de gato, é adicionado indo ligar-se
aos anticorpos da amostra. A observacdo do resultado foi efetuada, num microscopio

OLYMPOUS BX51, por visualizagéo da fluorescéncia emitida.

Execucédo do teste

1. Retirar para a temperatura ambiente o kit do teste MegaScreen®FLUOLEISH que

se encontra refrigerado a uma temperatura entre os 2 e os 8°C.

2. Preparar, para cada soro a testar, uma diluicdo de 1:10, pipetando 3ul de soro e
27ul de PBS para um microtubo e homogeneizar. O cut-off utilizado foi 1:10. (Maia,

C., 2015, comunicacéo pessoal)

3. Em cada lamina identificar os po¢os com as amostras e 0s controlos positivo e
negativo. Os controlos sdo referentes a espécie canina, pois a técnica esta
otimizada para a mesma. De forma a facilitar a leitura, o controlo positivo colocou-se
sempre no poc¢o 1 (canto superior esquerdo) e 0 pogo negativo no pocgo 10 (canto

inferior esquerdo).
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Aplicar 20ul (uma gota) de cada controlo, nos respetivos pocos.
Aplicar 20ul do soro diluido nos restantes pocos.

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

N o o &

Apbs retirar da incubadora, lavar a lamina duas vezes com PBS em esguicho. O

esguicho ndo deve ser apontado diretamente para 0s pocos.

8. Adicionar em cada po¢o com as amostras e no controlo negativo uma gota de
conjugado isotiocinato de fluoresceina (FITC, do inglés “Fluorescein
Isothiocyanate”) anti-lgG especifico para gato (Megacor Diagnostik GmbH, Austria).
No controlo positivo foi utilizado um conjugato anti-lgG especifico de céao
(providenciado com o kit.) Colocar, novamente, em camara humida e incubar a
37°C, durante 30 minutos.

9. Apds incubacdao lavar com PBS em esguicho.

10. Adicionar o meio de montagem na lamina, e colocar uma lamela por cima,

cuidadosamente, para ndo criar bolhas de ar.

11. Observar ao microscopio de fluorescéncia com um filtro para isotiocianato de
fluoresceina. A observacéo foi efetuada com uma objetiva de 40x e uma ocular de

10x, pelo que a observacéo foi feita a uma ampliacdo de 400x.

Interpretagcdo dos resultados

O resultado é considerado positivo, quando a observacao microscopica da
amostra se apresenta com fluorescéncia igual & do controlo positivo. O controlo positivo
apresenta uma fluorescéncia nitida e brilhante onde se podem observar as formas
promastigotas de Leishmania infantum. O resultado negativo € apresentado por
fluorescéncia fraca ou inexistente e promastigotas escurecidos e/ou avermelhados (figura
6).
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Figura 6 - Fotografia de um resultado de IFl para detecdo de IgG anti-Leishmania infantum. A-
Resultado positivo, B — resultado negativo (original do autor).

3.4 Extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total

O DNA foi extraido a partir de sangue total, usando o “ISOLATE Genomic DNA
Mini Kit” (Bioline®).

A extracao liberta o acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés “desoxiribonucleic
acid) das células. Para que este possa ser libertado, tem de ocorrer a lise da parede celular
e das membranas celular e nuclear. O tampé&o de lise permite a lise celular e participa na
desnaturacdo das proteinas. A proteinase K hidrolisa as proteinas celulares e participa na
inativagdo das DNases. Esta hidrélise deixa o DNA menos compacto, o que facilita a sua
posterior amplificacdo. Seguidamente, isola-se o0 DNA, separando-o de outros
componentes em suspensédo. A separacao ocorre devido & adsor¢cdo do DNA & membrana
de silica ativada, presente no interior da “Spin Column D”. O “Binding Buffer” proporciona

as condi¢des de salinidade e pH necessérias para a adsorgéo ocorrer.

Posteriormente séo realizadas lavagens consecutivas com o “Wash Buffer D”,
sendo a eluicdo do DNA feita em &gua desionizada estéril. As lavagens permitem remover
impurezas, detritos celulares e/ou contaminantes que tenham ficado adsorvidos a

membrana de silica (Rapley, 2000).

Execucéo experimental
1. Num microtubo de 1,5 ml, adicionar 400 pl de Lysis Buffer AL, 25ul de Proteinase K
e 100 pl de sangue total.
2. Agitar no vortex e incubar a 50°C, em banho-maria (Precistern, P-selecta®), durante
10 minutos.
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12.
13.
14.

15.
16.
17.

Agitar no vortex e adicionar 200 pl de Binding Buffer.

Agitar no vortex, durante 15 segundos, e fazer um short spin numa centrifuga
(Galaxy, 14D, VWR®).

Transferir a amostra para a Spin Column D que se encontra num tubo coletor novo.
Centrifugar a 10,000 x g, durante 2 minutos.

Descartar o tubo coletor e colocar a Spin Column D num novo tubo coletor.
Adicionar 700 pl de Wash Buffer D.

Centrifugar a 10,000 x g, durante 1 minuto.

. Descartar o filtrado e reutilizar o tubo coletor.

11.

Repetir os passos 8 e 9.
Centrifugar a 13,000 x g, durante 2 minutos. Descartar o tubo coletor.
Colocar a Spin Column D num microtubo de 1,5 ml.

Identificar os tubos e adicionar 100 pl de &gua desionizada diretamente na
membrana da Spin Column.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.
Centrifugar a 6000 x g, durante 1 minuto

Descartar a Spin Column D e guardar o tubo com DNA eluido a -20°C.

3.5 Avaliagdo da integridade fisica do DNA extraido

A avaliagéo da integridade fisica do DNA extraido foi realizada por eletroforese em

gel de agarose. A migracdo ocorreu numa tina Enduro™ Horizontal Gel Box —

Electrophoresis (Labnet®). O gel de agarose foi preparado a uma concentracédo de 0,8%

(m/v).

Execucédo experimental

1.
2.
3.

Pesar 1,6 g de agarose (SeaKem® LE Agarose, Lonza®), num erlenmeyer.
Adicionar 200 ml de tampé&o Tris-Borato (90mM) —EDTA (2mM), pH 8,3, (TBE 1x).

Aquecer no micro-ondas até fusdo completa da agarose. O gel devera apresentar-

se translucido.
Arrefecer o gel, passando o exterior do erlenmeyer por agua corrente e agitar.
Colocar no suporte de eletroforese os pentes para formar os pogos do gel.

Adicionar ao gel 0,56 pl de GelRed Nucleic Acid Stain® (Biotium®).

44



7. Colocar o gel no suporte de eletroforese e deixar solidificar.

8. Colocar o gel solidificado na tina de eletroforese e adicionar tampao TBE 1x até que

este cubra todo o gel.

9. Em cada poco de uma placa de 96 pocos, adicionar 2 ul de Loading Buffer [glicerol
30% (m/v), azul de bromofenol 0,25% (m/v)] e 8ul de DNA extraido de cada

amostra.

10. Homogeneizar a mistura de cada po¢o com varios movimentos de up and down

efetuados com a micropipeta.
11. Aplicar as amostras nos poc¢os do gel.

12. Efetuar a eletroforese a uma voltagem de 100 volts (V), durante, aproximadamente,

60 minutos.

13. A visualizac&o do resultado é feita num transiluminador Alfa Gene®, por emiss&o da
fluorescéncia do GelRed.

3.6 Amplificacéo, por PCR, de um fragmento do gene beta-glucoronidase felina

A amplificagdo de um fragmento do gene beta-glucuronidase felino (fGUSB, do
inglés “feline Beta-glucuronidase” foi feita em todas as amostras para avaliar a integridade

do DNA extraido das mesmas e a auséncia de inibidores da DNA polimerase.

A enzima beta-glucoronidase felina esta localizada nos lisossomas, estruturas
contidas nas células, que digerem e reciclam diferentes tipos de moléculas. A beta-
glucoronidase estd envolvida na divisdo de grandes moléculas chamadas
glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs sdo compostos por moléculas de aclUcar que estédo
ligadas entre si formando uma longa cadeia. Para quebrar estas grandes moléculas, séo
removidos acUcares individuais de uma ponta da molécula, um de cada vez. A beta—
glucoronidase remove um acucar chamado éacido glucorénico, quando esta no fim da
cadeia de GAG.

Todo o material utilizado (pontas, micropipetas, suportes e microtubos) foi
previamente exposto a luz UV, durante 20 minutos, numa camara de fluxo laminar Bio48M
(Faster®). Toda a area de trabalho foi, ainda, limpa com cloreto de s6dio a 10%. Para a
amplificacdo de um fragmento do gene fGUSB, foi efetuada uma reacdo de PCR
convencional com 25 pl de mistura reacional. Esta continha 1x MyTaq Reaction Buffer
(Bioline®), 1 U de MyTaq ™'DNA Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer, 100 ng de
DNA gendmico e agua destilada estéril até perfazer o volume final. O MyTag Reaction
Buffer € uma solucdo tampdo que contém 1mM da mistura de dNTP's

(desoxirribonucleosidos trifosfato) e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl,).
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O fragmento amplificado tinha a dimensdo de 177 pares de bases (pb). A

sequéncia de primers foi a apresentada a seguir (tabela 8).

Tabela 2 - Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo do gene fGUSB

Primers Sequéncia (5— 3)
fGUSB Fw GCGTTCCTTTTGCGAGAGAG
fGUSB Rev GCTGTGGAAGTTGCCCCTTA

A reacdo de amplificacdo ocorreu num termociclador Rotor Gene-Q (QIAGEN®),

de acordo com as condigfes da tabela 9.

Em todas as reacg6es de PCR realizadas foram incluidos um controlo positivo e um

controlo negativo.

Tabela 3 - Condi¢Bes da reacao de PCR na amplificacdo de fGUSB

Temperatura Tempo N° de Ciclos
95°C 1 min --

950C 20 seg

55°C 20 seg 30
72°C 20 seg

72°C 5 min --

3.7.1 Visualizac&o dos produtos amplificados por PCR

As amostras foram sujeitas a electroforese em gel de agarose a 1,5%(m/v), de

acordo com o seguir descrito.

Execucdo experimental
1. Pesar 3 g de agarose (SeaKem® LE Agarose, Lonza®), num erlenmeyer.
2. Adicionar 200 ml de tampéo TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x.

3. Aquecer no micro-ondas até fusdo completa da agarose. O gel devera apresentar-

se translucido.
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Arrefecer o gel, passando o exterior do erlenmeyer por 4gua corrente e agitando.
Colocar no suporte de eletroforese os pentes para formar 0s varios pocos.
Adicionar ao gel 0,86 pl de GelRed Nucleic Acid Stain® (Biotium®).

Colocar o gel no suporte de eletroforese e deixar solidificar.

© N o 0 &

Colocar o gel solidificado na tina de eletroforese e adicionar tampdo TBE 1x até que

este cubra todo o gel.

9. Adicionar 1,5 pl de Loading Buffer [glicerol 30% (m/v), azul de bromofenol 0,25%
(m/v)] a 8 pl de cada produto de PCR, incluindo os controlos positivo e negativo, e
homogeneizar a mistura com varios movimentos de up and down, efetuados com a
micropipeta.

10. No primeiro poco do gel, colocar 6 pl de Hyperladder 100 bp (Bioline®).

11. Aplicar os produtos de PCR e os controlos nos pogos seguintes.

12. Efetuar a eletroforese a uma voltagem de 100 volts (V), durante, aproximadamente,
60 minutos.

13. A visualizacdo do resultado ocorre num transiluminador Alfa Gene® por emiss&o da
fluorescéncia do GelRed Nucleic Acid Stair® (Biotium®).

3.8 Detecdo de DNA de Leishmania donovani s.I. através da técnica de PCR

Nos organismos do género Leishmania, junto a base do flagelo, a mitocéndria
diferencia-se numa estrutura denominada cinetoplasto.
O cinetoplasto é uma estrutura muito rica em DNA, que se encontra sob a forma

de minicirculos e maxicirculos (figura 7).

Os minicirculos sdo pequenas moléculas de DNA circular de 800 pb e constituem
um alvo molecular ideal para a detecdo de Leishmania spp. porque se encontram
presentes em milhares de cépias (10.000/parasita). Os primers utilizados no presente
protocolo de PCR amplificam uma regido de 447 pb do DNA dos minicirculos do

cinetoplasto especifica de Leishmania donovani s.l. (Cortes et al., 2004).

cinetoplasto

N\
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Figura 7 - |Identificacdo do cinetoplasto num organismo do género Leishmania
(http://www.leishrisk.net/leishrisk/Default.aspx?Menu=MenuMain&MIID=34&WPID=40&L=E)

Todo o material utilizado (pontas, micropipetas, suportes e microtubos) foi,
previamente, exposto a luz UV, durante 20 minutos, numa camara de fluxo laminar Bio48M
(Faster®). Toda a area de trabalho foi, também, limpa com cloreto de sédio a 10%. A
amplificacdo foi efetuada por PCR convencional com 25 pl de mistura reacional. Esta
continha 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®™), 1 U MyTaq"™'DNA Polymerase (Bioline®), 10
pmol de cada primer (MC1 e MC2, tabela 10) e 10 ul de DNA de cada amostra. O MyTaq
Reaction Buffer & a solugdo tampdo que contém 1mM de mistura de dNTP's e 3 mM de

cloreto de magnésio (MgCl,).

Tabela 4 - Sequéncia dos primers MC1 e MC2.

Primers Sequéncia (55— 3)
MC1 (Fw) GTTAGCCGATGGTGGTCTTG
MC2 (Rev) CACCCATTTTTCCGATTTTG

A reagdo de amplificacdo ocorreu num termociclador Rotor Gene-Q series

(QIAGEN®), de acordo com as condi¢bes da tabela 11.

Em todas as reacbes de PCR realizadas, foram incluidos um positivo e um

controlo negativo.

Tabela 5 - Condi¢8es da reacdo de amplificacdo de Leishmania donovani s.1.
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Temperatura Tempo N° de Ciclos

95°C 7 min --

95°C 30 seg

60°C 30 seg 30
72°C 30 seg

72°C 7 min --

3.8.1 Visualizacéo dos produtos amplificados por PCR

As amostras foram sujeitas a electroforese em gel de agarose a 1,5%(m/v),

conforme anteriormente descrito em 3.7.1.

3.9 Anélise estatistica
O programa utilizado para a analise estatistica deste trabalho foi o Microsoft Excel
2013.

De forma a facilitar a interpretacdo dos dados recolhidos, foram definidos dois
grupos etarios distintos: i) 0 grupo jovem, que correspondia a gatos com idade inferior a um
ano ii) o grupo adulto, que correspondia a gatos com idades compreendidas entre um e dez

anos.

4. Resultados

4.1 Estatistica descritiva
A amostra populacional foi constituida por 136 animais. Destes, dez eram cées e

trés nao tinham espécie identificada, pelo que foram excluidos do estudo.
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Relativamente ao género dos gatos envolvidos no estudo, 46,3% (57/123) eram
fémeas, 50,4% (62/123) eram machos e 3,3% (4/123) ndo apresentavam informacao no
registo (figura 8).

W Fémeas

[VALUE]
B Machos

[VALUE]

W Sem informagdo

Figura 8 - Distribuicdo da amostra populacional por género

Relativamente a idade, 22,8% (28/123) dos gatos eram jovens (idade inferior a 1
ano), 72,4% (89/123) eram adultos (idade compreendida entre 1 e 10 anos) e 4,8% (6/123)
ndo apresentavam informacao no registo (figura 9).

[VALUE]
[VALUE] M Jovem
H Adulto
[VALUE] Sem
informagao

Figura 9 - Distribuicdo da amostra populacional por faixa etéria.
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Relativamente a presenca de ectoparasitas, 30,9% (38/123) dos gatos participantes
do estudo tinham pulgas, 61,8% (76/123) ndo tinham e 7,3% (9/123) ndo apresentavam
informacdo no registo (figura 10). Nenhum gato apresentava carracas e quatro nao

apresentavam informacao no registo.

B Sim
Nao
[VALUE]
H Sem
informagao

Figura 10 - Presenca de pulgas na amostra populacional.

Relativamente a presenca de sinais clinicos, 69,9% dos gatos apresentavam, pelo
menos um, e 30,1% nao apresentavam qualquer sinal clinico (figura 11). Dois gatos
apresentavam lesdes dérmicas, um linfadenopatia, um lesdes oculares, nove diarreia e 30

palidez das mucosas.
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Figura 11 - Presenca de diferentes sinais clinicos na amostra populacional.

4.2 Resultados laboratoriais
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4.2.1 Pesquisa de anticorpos por IFI
Na técnica de imunofluorescéncia indireta todas as amostras foram negativas para

a presenca de anticorpos IgG anti-Leishmania infantum.

4.2.2 Avaliacao da integridade fisica do DNA gendmico
O DNA extraido foi considerado com boa integridade fisica quando, apés
eletroforese em gel de agarose, se observou uma banda de elevado peso molecular e sem

arrastamento (figura 12).

Figura 12 - Migracéo eletroforética em gel de agarose a 0,8%, do DNA extraido. 1-5: DNA gendmico
de cinco dos gatos em estudo.

Apbs estes resultados, podemos afirmar que a integridade fisica do DNA néo se

encontrava comprometida e, assim, foi possivel prosseguir para a reagéo de PCR.

4.2.3 Amplificacao, por PCR, de um fragmento do gene fGUSB

A amplificacdo de um fragmento de gene fGUSB (figura 13) foi bem sucedida em
todas as amostras em estudo, evidenciando a auséncia de inibidores da DNA polimerase
gue pudessem comprometer o sucesso da amplificacdo. A boa integridade fisica dos DNA’"s
isolados, bem como a auséncia de inibidores minimizam a probabilidade de ocorréncia de

resultados falso negativos na amplificagdo do DNA de Leishmania donovani s.|..
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Figura 13 - Resultado de amplificacdo, por PCR, do gene fGUSB. M — Marcador de pesos
moleculares (Hyperladder 1V, Bioline). 1-4: Produto de PCR de quatro das amostras em estudo. C+ :
controlo positivo. C- : controlo negativo.

4.2.4 Amplificagdo, por PCR, de DNA de Leishmania donovani s.I.

A amplificagéo, por PCR, do DNA de Leishmania donovani s.l. foi negativo para
todos os gatos em estudo (figura 14). O controlo negativo nunca foi amplificado o que nos
permite afirmar que ndo houve contaminacdo com DNA exdégeno. O controlo positivo

apresentou sempre amplificagéo.

M 46 47 48 81 82 83 84 8 C+ C+ C-

Figura 14 - Visualizacdo de produtos de PCR para Leishmania donovani s.l., de algumas amostras.
M: marcador de pesos moleculares (Hyperladder IV Bioline), 46, 47, 48, 81, 82, 83, 84 e 85: oito das
amostras em estudo. C+: controlo positivo, C- : controlo negativo.

5. Discusséao de resultados
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Portugal € um Pais endémico para a leishmaniose, encontrando-se as regides de
Lisboa, Vale do Tejo e Algarve entre as mais afetadas (Maia et al., 2010). Apesar de 0s caes
serem considerados o principal reservatdrio de Leishmania spp., o verdadeiro papel dos
gatos como reservatério e a sua importancia no ciclo de vida do parasita ndo se encontra,
ainda, bem definido (Maia & Campino, 2008).

No Algarve, a seroprevaléncia de anticorpos anti-Leishmania spp. em cées varia de
3,8%, em animais aparentemente saudaveis e aleatoriamente selecionados, a 40,6% em
cdes clinicamente suspeitos de terem leishmaniose. Em gatos, a seroprevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania infantum varia de 1,3% na zona centro (Lisboa, Setubal, Sintra e
Loures), 2,8% no Norte (Tras-os-Montes e Alto Douro), a 3,7% no Algarve (Maia et al.,
2014b). Em gatos, estudos em que foi feita a detecdo de DNA do parasita por PCR,
descreveram taxas de infe¢cdo entre 0,3% em Tras-os-Montes e Alto Douro e 12,5% no
distrito de Faro (Maia et al., 2014b). Independentemente do método de diagndstico utilizado,
os resultados mais elevados foram sempre encontrados no Algarve. Isto pode ser justificado
por fatores, como a existéncia de maior nimero de animais de rua ou com acesso
permanente ao exterior, ou ao facto da regido apresentar caracteristicas climaticas mais
favoraveis a proliferagéo e abundanica do vetor (Maia et al., 2014a). No presente trabalho,
tanto a percentagem de seroprevaléncia como de dete¢cdo de DNA do parasita foram nulas.
Estes resultados ndo sao, contudo, comparaveis com os anteriormente publicados, uma vez
gue nunca um trabalho desta natureza havia, anteriormente, sido realizado na llha de Faro.
Acresce, ainda, a particularidade deste local se encontrar geograficamente isolado e possuir
algumas caracteristicas que proporcionam um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento
do fleb6tomo. Este vetor apresenta uma ma capacidade de voo; o facto da llha de Faro ser
uma zona isolada, para onde ele teria de voar durante uma distancia significativa, pode
dificultar o seu acesso ao local. Porém atualmente atualmente é possivel os vetores serem
transportados através de correntes edlicas. As caracteristicas ventosas da llha provocam
um efeito direto no vetor, ndo Ihe proporcionando muita protecdo. A restricdo de alimentos
também ndo parece ser um ponto favoravel as necessidades do fleb6tomo pois, para além
da fémea se alimentar de sangue, tanto fémeas como machos se alimentam de fontes
naturais de acucar, que séo escassos. Por fim, a llha, também pelas suas caracteristicas,

nao apresenta muitas zonas de aguas estagnadas.

Atualmente, as organiza¢des de saude publica recomendam a realizacdo de, pelo
menos, dois testes diagndsticos, com base em metodologias diferentes, para a detecdo e
confirmacéo de infecdo por Leishmania spp., uma vez que ndo existe um teste totalmente
sensivel e especifico (OMS, 2010). No presente trabalho, foi feita, ha popula¢do em estudo,
a pesquisa por PCR, de DNA de Leishmania donovani s.l. e, por imunofluorescéncia
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indireta, a pesquisa de IgG anti-Leishmania infantum. A utilizac@o da técnica de PCR para
diagndstico é fiavel, relativamente rapida, reprodutivel e muito mais sensivel do que os
métodos parasitoldgicos convencionais e seroldgicos (Paltrinieiri et al., 2010). Em cées, a
detecdo do parasita através desta técnica é mais sensivel a partir de amostras de medula
Ossea e de linfonodo, do que a partir de sangue periférico (Maia & Campino, 2008). Nesta
espécie, utilizam-se amostras de colheita mais invasivas porque, regra geral, € necessario
fazer o diagnéstico em caso de suspeita de leishmaniose. Relativamente aos gatos, a maior
parte dos estudos utiliza como amostra o sangue periférico por ser menos invasivo e
apresentar maior facilidade de obtencédo (Maia 2016, comunicacdo pessoal). A analise de
amostras biolégicas como aspirados de linfonodos ou medula poderia ter aumentado a
sensibilidade dos resultados obtidos. No entanto, dada a natureza e delineamento do
presente trabalho, tal ndo foi nem seria exequivel. A realizacdo de um PCR nested para
detecdo do DNA do parasita, poderia, ter permitido aumentar a sensibilidade dos resultados.
Relativamente a serologia, o alcance dos resultados obtidos podera ser limitado devido ao
facto da técnica avaliar a resposta imunitaria humoral do hospedeiro a infecdo por L.
infantum, e os gatos, ao contrario dos caes, apresentarem um titulo de anticorpos muito

reduzido, o que pode ser explicado por uma resposta celular mais competente.

O estudo realizado utilizou uma amostra populacional elevada, tendo sido estudada
mais de 50% da populacdo de gatos residentes naquela zona geogréafica. A colheita de
sangue ocorreu no més de Outubro, més com elevada época de atividade do vetor,
excluindo, assim, a hiptese de um resultado negativo de natureza sazonal. A repeticao da
colheita de sangue cerca de 20 semanas depois, poderia ter eliminado a hipétese de alguns
gatos estarem num periodo de seroconversao. Contudo, dada a natureza do projeto e a

particularidade de ser uma coldnia de animais errantes, tal ndo foi possivel.

Maia e colaboradores (2014a), realizaram um estudo, para detetar agentes
bacterianos e protozoarios de doengas transmitidas por vetores em gatos domésticos e
errantes do Sul de Portugal. Os gatos testados em centros veterinérios e gatis provinham
dos Distritos de Lisboa, Setubal e Faro. Os gatos que provinham da zona de Lisboa viviam,
maioritariamente, em apartamentos e os do distrito de Faro passavam a maior parte do
tempo no exterior. Nestes Ultimos, através da técnica de PCR, em amostras de sangue
periférico, os autores encontraram 12,5% de gatos positivos para Leishmania infantum.
Apesar de terem estudado diferentes varidveis, os autores so6 identificararm trés
estatisticamente significativas. A percentagem de leishmaniose foi superior em gatos com
mais de 12 meses de idade, em gatos que viviam em zonas rurais e em gatos protegidos
contra ectoparasitas. Em relacdo a variavel da idade, esta pode, provavelmente, ser
explicada por uma exposicdo cumulativa dos gatos mais velhos ao parasita. Gatos que
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vivem em zonas rurais tém mais exposicdo ao vetor, aumentado a probabilidade de infecao.
Em relacdo aos acaricidas/inseticidas, uma vez que os piretroides sdo 0s Unicos repelentes
eficazes para o fleb6tomo e esta substancia é téxica para o gato, este resultado nédo parece
ser surpreendente. Os animais do presente estudo apresentavam caracteristicas
semelhantes aos de Maia e colaboradores (2014a), homeadamente, a maioria ter idade
superior a um ano e viverem em ambiente rural. Posto isto, parece improvavel que, na

presenca do parasita, nenhum gato fosse exposto/infetado.

Quase 70% dos gatos estudados apresentava uma alteragéo clinica sugestiva de
imunossupressao, como palidez das mucosas e diarreia, ndo tendo nenhum deles recebido
cuidados médico-veterinarios. Apesar de estes poderem estar mais suscetiveis, em nenhum

foi encontrado um resultado positivo.

Todos os aspetos aqui discutidos parecem apontar para a hipotese de que o vetor
e/ou o parasita podem néo estar presentes na llha de Faro. A ser assim, esta populacdo de
gatos ndo parece estar a atuar como reservatério de Leishmania donovani s.l.. Sem dados
concretos e esclarecedores sobre a presenca/auséncia do vetor e/ou do parasita na llha de
Faro, também nédo é possivel adiantar qualquer hipétese sobre uma eventual resisténcia

natural dos gatos ao protozoario.

Que seja do conhecimento da autora, este projeto tem a particularidade de ser o
primeiro a nivel mundial que tem como populacdo alvo gatos habitantes de uma peninsula,
gue apenas se encontra ligada ao continente por uma estrada e por onde ndo ha migragéo

voluntaria de animais.

Apesar dos resultados negativos, estes estudos sdo importantes, ndo sO para
aumentar o conhecimento do papel do gato no ciclo de vida de Leishmania infantum, mas,
também, para aprofundar os conhecimentos do comportamento do parasita que podem
ajudar numa profilaxia mais efetiva no futuro, contribuindo para o controlo desta zoonose

tdo importante em Portugal.
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6. Concluséo

A leishmaniose é uma importante parasitose, ndo sé pelo seu potencial zoonético

mas, também, por ser considerada endémica em Portugal.

A melhor maneira de controlar a doenca é através da prevencao. Devido a falta de
métodos preventivos em gatos, esta é uma area que carece de investigacdo mais
aprofundada.

Em gatos, do ponto de vista clinico, a leishmaniose felina deveria ser considerada
com mais frequéncia na lista de diagndsticos diferencias, ndo s6 em casos de
sintomatologia sugestiva, mas, também, nos casos em que o tratamento de outras doencas
ndo esteja a evolur como esperado, suspeitando-se, assim, de uma doenca
imunossupressora. E, portanto, fundamental aprofundar os conhecimentos sobre a doenca

por parte dos médicos veterinarios e profissionais envolventes.

No presente trabalho em nenhum dos animais estudados foi encontrado DNA do
parasita ou anticorpos anti-Leishmania infantum. Apesar dos resultados negativos, o objetivo
principal deste trabalho foi atingido, tendo sido importante realizad-lo, uma vez que a
populacédo de gatos errantes da llha de Faro tem uma dimenséo consideravel e a presenca

de infecdo por Leishmania spp. nunca, antes, havia sido avaliada.

No futuro, este estudo poderia ser continuado e enriquecido através da utilizacdo de
outras técnicas de diagndstico seroldgico como a ELISA ou uma reacdo de PCR nested que
€ mais sensivel que a PCR convencional (Paltrinieri et al., 2010). Seria, também, muito
interessante testar os caes errantes da llha de Faro, de forma a averiguar se o hospedeiro

principal se encontra infetado/exposto, e avaliar a presenca do fleb6tomo no local.
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