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Resumo

As doencgas transmitidas por vectores ocorrem pela picada, nomeadamente
de mosquitos, fleb6tomos, ixodideos e pulgas podem ser causadas por parasitas,
bactérias ou virus. Para além de algumas apresentarem prevaléncias elevadas e/ou
serem endémicas, tém importancia acrescida por muitas serem zoonoses.

Nos ultimos anos, tem havido uma emergéncia ou reemergéncia de algumas
doencas, e muitas associadas a alteracfes epidemiolégicas, sobretudo na sua
expansao geografica. Varios factores afectaram este fenbmeno, especialmente o
aumento da temperatura, que leva a alteracdo do microclima, biologia e
comportamentos alimentares dos vectores, bem como as viagens de animais para
zonas endémicas e a sua importacéo destas zonas.

O objectivo do presente estudo foi conhecer e caracterizar a existéncia de
doencas transmitidas por vectores no cdo, numa clinica veterinaria em Cascais,
onde foram recolhidos dados retrospectivamente de 1 de Janeiro de 2010 e 29 de
Fevereiro de 2012, e relacionou-se o0 seu diagnéstico com possiveis factores de
risco, como a idade, a época do ano, sexo e ragca. A amostra foi obtida através da
base de dados da clinica, tendo sido analisados 42 cdes com suspeita de
Babesiose, 43 de Ehrlichiose, 46 de Rickettsiose e 190 de Leishmaniose.

A Leishmaniose Canina foi a infeccdo com maior nUmero de casos positivos,
53 em 190 (28%), seguida da Rickettsiose Canina com 40 em 46 (87%). A
Babesiose apresentou apenas 8 casos em 42 (19%) e Ehrlichiose com 4 em 43
(9%). Foram também verificadas co-infeccbes entre Rickettsia conorii e Ehrlichia
canis (n=4), Rickettsia conorii e Babesia canis (n=8) e Leishmania infantum e
Rickettsia conorii (n=2). Os factores analisados n&o revelaram diferencas

estatisticamente significativas no diagnéstico destes agentes.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por Vectores, Céo, Cascais, Portugal



Abstract

Vector borne diseases, caused by parasites, bacterias or viruses can be
transmitted by mosquitoes, sandflies, fleas and tick bites. The prevalence of these
diseases is increasing, and some of them have a zoonotic character, which
strengthen their importance.

The aim of this study was to determine and characterize vector borne
diseases in dogs, at a Veterinary Clinic located in Cascais (Portugal).

A retrospective study was conducted, comparing vector borne diseases
diagnosis with possible risk factors, such as age, time of year, sex and breed, in that
particular geographic location, during the period of 1 January 2010 to 29 February
2012.

There were a total of 207 patients of dogs who presented signs compatible
with vector borne diseases: 42 suspected of Babesiosis, 43 suspected of
Ehrlichiosis, 46 canine Ricketsiosis and 190 suspected of Leishmaniosis.

It was concluded that in the area covered by this study, the elected factors
didn’'t have any statistic correlation with the positive diagnosis. It was also
determined that Leishmaniasis had a bigger onset of positive cases, 53 out of 190
(28%), Ricketsiosis had 40 out 46 (87%), Babesiosis, 8 out of 42, (19%) and
Ehrlichiosis, 4 out of 43, 9%.

Key-words: Vector borne diseases, Dog, Cascais, Portugal



Abreviaturas, Siglas e Simbolos

A. phagocytophilum — Anaplasma phagocytophilum
A. platys — Anaplasma platys

B. canis — Babesia canis

DGS - Direccéo Geral de Saude

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ELISA - acronimo do inglés "Enzyme-linked immunosorbent assay*
E. canis — Ehrlichia canis

EUA — Estados Unidos da América

IFI — Imunofluorescéncia indirecta

IgG 1 — Imunoglobulina G 1

IgG 2 — Imunoglobulina G 2

IL- 2 — Interleucina 2

IFN-a — Interferdo a

LC - Leishmaniose Canina

L. infantum — Leishmania infantum

OIE — World Organisation for Animal Health

PCR - Reaccdo em cadeia de polimerase, sigla anglo-saxénica de “polymerase
chain reaction”

gPCR - Reaccdo em cadeia de polimerase quantitativa, sigla anglo-saxénica de
“quantitative polymerase chain reaction”

P. ariasi - Phlebotomus ariasi

P. perniciosus - Phlebotomus perniciosus
R. conorii — Rickettsia conorii

R. sanguineus — Rhipicephalus sanguineus
WHO — World Health Organisation

% - Percentagem
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Introducéo
As doencas transmitidas por vectores ocorrem pela picada,

nomeadamente de mosquitos, fleb6tomos e ixodideos e podem ser causadas por
parasitas, bactérias ou virus. Para além de algumas apresentarem prevaléncias
elevadas e/ou serem endémicas, tém importancia acrescida por muitas serem
zoonoses (Beugnet & Marié, 2009; Otranto & Dantas-Torres, 2010).

Nos ultimos anos, tem havido uma emergéncia ou reemergéncia de
algumas doencas e muitas associadas a alteracdes epidemiolégicas, sobretudo na
sua expansao geografica, atingindo zonas anteriormente consideradas livres de
doenca (Shaw et al, 2001). Varios factores afectaram este fendmeno,
especialmente 0 aumento da temperatura, que leva a alteracdo do microclima,
biologia e comportamentos alimentares dos vectores (Kramer, 2008), bem como as
viagens de animais para zonas endémicas e a importacdo de animais provenientes
destas zonas (Kramer, 2008; Beugnet & Marié, 2009).

Na presente dissertacdo ser8o abordadas as doengas diagnosticadas
durante o periodo de estagio que foram a Babesiose, a Ehrlichiose, a Rickettsiose e

a Leishmaniose.

1.1. Babesiose Canina

1.1.1. Taxonomia
A Babesiose, descrita pela primeira vez por Victor Babes no final do século
XIX, foi a primeira doenca transmitida por ixodideos a ser descrita nos animais
domésticos e sete anos mais tarde foi descrita pela primeira vez, em lItalia, a B.

canis em cées (Kramer, 2009).

A Babesia canis (Tabela 1) é a espécie mais importante deste estudo, uma
vez foi o agente diagnosticado durante o periodo de estagio e tem como hospedeiro
0 cdo, nado revelando importancia zoondtica, contudo existem algumas espécies

com esta caracteristica (Taboada & Lobetti, 2006).

Tabela 1 - Taxonomia B. canis

Filo Apicomplexa
Ordem Piroplasmida
Familia Babesiidae
Género Babesia spp
Espécie Babesia canis

Legenda — Nesta tabela é possivel observar-se a taxonomia referente a B. canis (Irwin, 2005)
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1.1.2. Etiologia

A identificacdo da Babesia spp é realizada segundo a

morfologia intraeritrocitaria a partir de esfregacos de sangue %,é
periférico (Kramer, 2009). Assim, de acordo com esta =
identificacdo diferenciam-se dois tipos de Babesia, a grande,

cujos parasitas medem cerca de 2 X 5 um e encontram-se B
geralmente aos pares (Shaw & Day, 2005; Taboada & Lobetti, Figura 1 — Babesia canis.

. . Adaptada de CVBD (2009)
2006), da qual faz parte a B. canis (Figura 1). Com base na

imunidade cruzada, serologia, especificidade do vector e filogenia molecular,
originou trés subespécies, a B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi (Carret
et al., 1999; Taboada & Lobetti, 2006).

A Babesia pequena, B. gibsoni, mede cerca de 0,8 a 1,2 x 3,2 um (Shaw &
Day, 2005) e encontram-se geralmente solitdrias nos eritrocitos. Mais
recentemente, foram incluidas duas novas espécies deste tipo, a B. conradae e a B.
microti-like, também denominada Theileria annae (Camacho et al., 2001; Taboada
& Lobetti, 2006).

1.1.3. Transmiss&o e ciclo de —— @L/\ a
vida da Babesia spp /./ @ \ ‘
e ) A Sy
A transmissdo ocorre pela picada da _. o / » @
carraga, sendo necessarios 2 ou 3 dias de " -~ 9 |
parasitismo para inocular o agente, que invade f ‘T~ S ! @@
os eritrécitos. Uma vez no seu interior '.h’q > 4 \‘\L "
multiplicam-se por fissdo binaria, geralmente \:/ o :// )
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Contudo, j& foi sugerida a transmisséo transplacentéria de B. canis canis
(Cardoso et al., 2010a).

No caso da B. gibsoni, hd uma forte suspeita da sua transmissdo ocorrer na
auséncia do vector, através do contacto com sangue infectado, muitas vezes
associado a raca American Pit Bull Terrier e American Staffordshire, por
mordeduras (Boozer, 2005; Yeagley et al., 2009).

A Babesiose, pode ser transmitida por transfusdo de sangue, estando

aconselhado fazer o despiste aos dadores (Wardrop et al., 2005).
1.1.4. Patogenia e sintomatologia

A severidade da doenca depende do agente em questdo, bem como de
factores intrinsecos ao hospedeiro, como a idade e estado imunitario, uma vez que
cachorros e caes jovens tém maior risco de contrair a doenca devido a baixa
resposta humoral (Taboada & Lobetti, 2006; Irwin, 2009).

Apoés a inoculagdo do agente, o hospedeiro desenvolve uma resposta
imunitaria, através da activagdo sistema de complemento, promovendo a
opsonizagdo destes eritrocitos, que sao posteriormente removidos através do
sistema fagocitario mononuclear. Como alternativa, se 0 numero de eritrcitos
infectados for baixo, podera ocorrer a destruicdo dos mesmos através de uma
resposta mediada por células, particularmente as células T citotéxicas (Tizard,
2004). No entanto, a capacidade do sistema imunitario em eliminar completamente
0 parasita € limitada, tornando-se muitas vezes portadores crénicos, apos
recuperacao clinica (Taboada & Lobetti, 2006).

A sintomatologia comum a todas as espécies de Babesia é pirexia,
anorexia, esplenomegédlia, anemia e trombocitopenia. A anemia hemolitica ocorre
por lise dos eritrécitos ou por hemdlise intra ou extra vascular (Taboada & Lobetti,
2006).

Em relacdo as estirpes, descritas na Europa e particularmente em
Portugal, a B. canis vogeli é a menos patogénica, com um curso de doenca
subclinica, excepto em cachorros com menos de 4 meses e adultos com doencas
concomitantes e factores predisponentes como esplenectomia ou imunossupressao
(Solano-Gallego, 2008c). A B. canis canis apresenta uma severidade muito variada,
desde moderada a grave e a parasitemia ndo se relaciona com a gravidade dos
sintomas (Solano-Gallego, 2008c). No caso da B. gibsoni, a doenca é
frequentemente subclinica nos American Pit Bull Terrier. A severidade da doenca é

superior quando o agente € a T. annae do que a B. canis (Camacho-Garcia, 2006).
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A B. canis rossi € 0 agente mais patogénico, devido as complicagbes decorrentes

da doenga, mas que nao foi descrita em Portugal (Solano-Gallego, 2008c).
1.1.5. Distribuicdo Babesiose Canina

A existéncia da doenca depende da distribuicdo dos vectores (Figura 3),
deste modo, Irwin (2009) considerou uma area endémica, onde o agente esta bem
estabelecido e uma area onde foram descritas infec¢des autdctones esporadicas ou
casos associados a viagens. Assim, em zonas anteriormente livres, como no Norte
da Europa, tém sido descritos varios casos (Matjila et al., 2005; Kramer, 2009;
Oines et al., 2010; Kirtz et al., 2012).

Os seus vectores, 0 R. sanguineus € mais comum em regides quentes da
Europa (Taboada & Lobetti, 2006), Australia e América Latina, jA o Dermacentor
spp, subespécie D. reticulatus, é mais comum na Europa Ocidental e Central
(Taboada & Lobetti, 2006).

ATLANTIC
OCEAN

Figura 3 - Distribuicdo da Babesiose Canina na Europa. Verde — Sem ocorréncia; Vermelho
— Ocorréncia. Adaptado de http://www.cvbd.org/en/ocurrence-maps/europe/
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A B. canis apresenta uma distribuicdo Mundial, sendo encontrada em
todos os Continentes (Taboada & Lobetti, 2006).

A subespécie B. canis canis € a mais prevalente na Europa, encontrando-
se descrita na Austria (Kirtz et al., 2012), Croacia (Beck et al., 2009; Brkljaci¢ et al.,
2010), Franca (Bourdoiseau, 2006), Alemanha (Menn et al., 2010; Hamel et al.,
2012), Hungria (Foéldvari et al., 2005), Italia (Solano-Gallego et al., 2008a), Holanda
(Matjila et al., 2005), Polénia (Adaszek & Winiarczyk, 2008), Portugal (Cardoso et
al., 2008a; Cardoso et al., 2010a), Eslovénia (Duh et al., 2004), Espanha (Tabar et
al., 2009), Suica (Sager et al., 2005) e Noruega (Oines et al., 2010), bem como
algumas zonas da Asia (Taboada & Lobetti, 2006, Irwin, 2009). Em Portugal, € uma
doenca endémica no Norte (Cardoso et al., 2008; Cardoso et al., 2010a), ocorrendo
também no Noroeste (Diz-Lopes et al., 2005), Braga (Simdes et al., 2011; Cardoso
et al., 2008a) e Setubal (Silva, 2011) (Tabela 2). O vector principal € o Dermacentor
spp (Taboada & Lobetti, 2006; Irwin, 2009).

A subespécie B. canis vogeli, tem como vector o R. sanguineus e uma vez
gque este vector apresenta uma distribuicdo Mundial (Taboada & Lobetti, 2006;
Kramer, 2009), esta subespécie podera ser encontrada nos varios continentes,
desde regibes tropicais e subtropicais até latitudes mais frias (Irwin, 2009), como
Africa (Matjila et al., 2004, Taboada & Lobetti, 2006), Asia (Taboada & Lobetti,
2006), América do Norte e Sul (Taboada & Lobetti, 2006; Birkenheuer et al., 2005),
Europa (Taboada & Lobetii, 2006) e Australia (Taboada & Lobetti, 2006; Jefferies et
al., 2003).

A subespécie B. canis rossi foi originalmente descrita na Africa do Sul
(Taboada & Lobetti, 2006; Irwin, 2009), contudo a sua distribuicdo alastrou para a
Nigéria (Sasaki et al., 2007) e Sudado (Oyamada et al.,, 2005). O seu vector é 0
Haemapahysalis leachi (Irwin, 2009).

Foi descoberta outra Babesia, na Carolina do Norte, ainda inominada
(Birkenheuer et al., 2004; Taboada & Loetti, 2006; Sikorski et al., 2010),
desconhecendo-se o seu vector (Taboada & Lobetti, 2006).

A espécie B. gibsoni encontra-se associada sobretudo as racas American Pit
Bull Terrier e American Staffordshire (Birkenheuer et al., 2006; Taboada & Lobetti,
2006; Irwin, 2009). Em Portugal ndo existem estudos que demonstrem a sua
existéncia. O principal vector é o Haemaphysalis spp, no entanto ha suspeita que o

R. sanguineus também o possa ser (Boozer, 2005; Taboada & Lobetti, 2006).
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A espécie B. microti-like € um piroplasma semelhante ao dos roedores
(Camacho et al., 2001; Zahler et al., 2000). E endémica no Norte de Espanha
(Camacho et al.,, 2001; Criado-Fornelio et al., 2003a; Camacho-Garcia, 2006),
existindo casos descritos no Mississipi (Yeagley et al., 2009), Croacia (Beck et al.,
2009), Barcelona (Tabar et al., 2009) e Nordeste Espanhol (Camacho et al., 2001).
Em Portugal foi detectada em gatos (Criado-Fornelio et al., 2003b) e cdes (Simbes
et al., 2011). O principal vector é o Ixodes hexagonus (Camacho et al., 2003;
Taboada & Lobetti, 2006; Irwin, 2009), tendo ja sido detecada por técnicas
moleculares do I. ricinus e R. sanguineus, em ltalia (Cassini et al., 2009;) e do |I.
ricinus em Espanha (Lledo et al., 2010).

A B. conradae foi identificada em cdes na California (Kjemtrup et al., 2006;
Di Cicco et al., 2012), desconhecendo-se ainda o seu vector (Irwin, 2005); B. equi e
B. annulata, isoladas num pequeno numero de caes na Europa (Criado-Fornelio et
al., 2003a; Criado et al., 2006).

A espécie Theileria spp foi isolada em cades da Africa do Sul,
desconhecendo-se ainda o seu vector (Irwin, 2009).
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Tabela 2 — Babesiose Canina — Prevaléncia

Regiédo Amostra Agente Prevaléncia %  Teste Autor
Babesia spp 59
Eslovénia n= 238 B. canis canis 4,6 PCR Duh et al. (2004)
B. canis vogeli 1,3
Hungria n= 651 B. canis 6 IFI Hornok et al. (2006)
n= 44 B. canis canis 88,6 PCR Foldvari et al. (2005)
Italia
Sicilia  n=342 B. canis 5,17 SR Torina et al. (2006)
Babesia spp 27,4
n= 164 PCR Solano-Gallego et al. (2008a)
B. canis canis 20,7
B. canis vogeli 6,7
n=1* B. gibsoni 100 PCR Trotta et al. (2009)
n=2 B. gibsoni 100 PCR Hartel et al. (2007)
n= 4681 B. canis 24 IFI Menn et al. (2010)
Alemanha Método
n=216  B. canis canis 428" Directo Hamel et al. (2012)
(56%)

Eslovaquia n= 87 B.canis canis 91,95 PCR Majlathovava et al. (2011)
Noruega n=1 B. canis canis 100 * PCR Oines et al. (2010)
Croacia Babesia spp 3,42

. B. canis canis 69
n= 848 B. canis vogeli 7
B. gibsoni 21 PCR Beck et al. (2009)
T. annae 3
Babesia spp 100
n=81" B. canis canis 96
B. canis vogeli 1,2
n= 28 B.canis canis 96,4 PCR Brkjljacic et al. (2010)
Portugal
B. canis canis
Norte n=8 (n=7) B. canis 100 PCR Cardoso et al. (2008a)
vogeli (n=1)
B. canis canis 98 PCR;
Norte n= 45 ) ] . . Cardoso et al. (2010a)
B. canis vogeli 2,22 Citologia
Portugal n=331 B. canis 58 IFI Menn et al. (2010)
Braga n=3 B. microti-like 100 PCR Simdes et al. (2011)
Setubal n =80 B. canis 20 IFI Silva (2011)

Legenda - Na tabela pode observar-se a distribuicdo de Babesia spp no mundo. *1° caso B. gibsoni
Italia; Tcaes importados da Roménia e Hungria; *10 caso B. canis canis na Noruega; = Animais
assintomaticos; © Animais sintomaticos; SR — Sem referéncia

17



1.1.6. Factores derisco

A literatura refere que na Europa Central a sazonalidade da doenca existe,
no entanto a presenca do Dermacentor spp esta fortemente dependente do clima
local (Leschnik et al., 2008). Ja em Portugal, Cardoso et al. (2010a) obtiveram um
maior nimero de casos nos meses mais frios, no Outono e Inverno. Enquanto na
Zambia, Nalubamba et al (2011) obtiveram dois picos da doenc¢a, um na época da
chuva, entre Novembro e Mar¢o e outro ha época seca, Junho e Julho.

O ambiente em que os canideos vivem contribuiu para o desenvolvimento
e manutengdo da doenca. Assim, ambientes rurais propiciam o contacto com o
vector, uma vez que estdo mais expostos a este e por muitos deles serem
cacadores. Contudo, também a prevencdo realizada nestes meios podera ser
diferente do urbano (Cardoso et al., 2010a)

Quanto ao género, Mellanby et al. (2011) constataram que machos inteiros
e castrados e fémeas inteiras tém maior risco de infeccdo, jA Cardoso et al.
(2010a), néo verificaram esta relagéo.

Em relagcdo a raca, alguns estudos revelam que a percentagem de
infeccdo € superior nos canideos de raca, como Podengo e Epagneul Breton
(Cardoso et al., 2010a) e Labradores Retrievers em comparacdo a ragas Toy
(Mellanby et al., 2011).

Em relagdo a idade, Nalubamba et al. (2011) constataram que animais
com menos de 1 ano e entre 2 e 5 anos tém maior probabilidade de serem
positivos.

1.1.7. Diagnostico

A serologia, pela técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFl), é o método
mais utilizado no diagndstico da Babesiose, ja que apresenta elevada sensibilidade.
Contudo, a sua principal limitagédo é o facto de néo diferenciar infec¢cdes agudas de
cronicas, bem como a possibilidade de ocorréncia de reac¢fes cruzadas entre as
espécies de Babesia, nomeadamente a B. gibsoni (Alleman, 2005; Taboada &
Lobetti, 2006). No entanto, ndo existem reacc¢des cruzadas entre Ehrlichia canis,
Anaplasma phagocytophilum, A. platys e Babesia spp (Irwin, 2007).

Outro método serolégico utilizado com alguma frequéncia é a técnica de
ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA acrénimo anglo-saxénico “Enzyme-
linked immunosorbent assay”), que é igualmente sensivel mas menos especifico
qgue o IFI (Taboada & Lobetti, 2006), podendo também ocorrer reac¢cdes cruzadas

com outras espécies de Babesia (Aboge, 2007).
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Os métodos moleculares, particularmente a reaccdo em cadeia da
polimerase (PCR), apresentam elevada sensibilidade e especificidade no
diagnoéstico deste agente (Irwin, 2009), permitindo a diferenciacdo das varias
subespécies de B. canis, bem como entre B. gibsoni e B. canis (Taboada & Lobetti,
2006), sendo util em casos de baixa parasitemia (Cardoso et al., 2010a). Contudo,
nos animais assintomaticos ou crénicos, podem resultar em falsos negativos, sendo
necessario realizar novamente o teste para confirmar ou ndo a infeccao (Jefferies et
al., 2007).

1.2 Ehrlichiose Canina

1.2.1. Taxonomia

Recentemente, a ordem Rickettsiales foi reclassificada originando duas
grandes familias, a Anaplasmataceae, que, com base na analise filogenética dos
genes 16 rRNA e groskEL, se subdividiu em quatro géneros: Ehrlichia spp,
Anaplasma spp, Wolbachia spp e Neorickettsia spp, e a familia Rickettsiaceae, que
engloba a Rickettsia spp e Orientia spp (Harrus et al., 2005; Irwin, 2007). Para este
estudo as espécies com mais interesse foram a E. canis (Tabela 3) e R. conorii.

O género Ehrlichia spp, inclui a E. canis, com distribuicdo Mundial, a E.
chaffeensis, apenas isolado nos Estados Unidos e a E. ewingii isolada nos Estados
Unidos e Africa (Irwin, 2007). No género Anaplasma spp, esta incluida a espécie A.
phagocytophilum, responsavel pela Ehrlichiose granulocitica canina e felina, e a
espécie A. platys, responsavel pela Trombocitopenia infecciosa ciclica canina
(Harrus et al., 2005). A E. canis foi identificada, pela primeira vez, em 1935 por

Donatien e Lestoquard, na Argélia.

Tabela 3 - Taxonomia E. canis

Ordem Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Ehrlichia
Espécie Ehrlichia canis

Legenda — Esta tabela refere-se a espécie E. canis. Adaptada de Harrus et al., 2005

1.2.2. Ehrlichia canis — Ehrlichiose Monocitica Canina
1.2.3.1. Etiologia

A E. canis (Figura 4) é uma bactéria intracelular

obrigatéria, gram-negativa, com cerca de 1 um de didmetro
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(Harrus et al., 2005), com tropismo para 0s mondcitos e macréfagos do hospedeiro
definitivo. O cdo € o principal hospedeiro definitivo, embora outros membros da
familia Canidae e os gatos, domésticos e selvagens, também possam ser

infectados (Harrus et al., 2005).
1.2.3.2. Transmissao e ciclo de vida

O principal vector de E. canis € o R. sanguineus, embora em infec¢fes
experimentais o D. variabilis também possa transmiti-lo (Harrus, 2006; Irwin, 2007).

A transmissao de E. canis ocorre através picada da carraca, que inocula
este agente no hospedeiro definitivo, sendo transportado pelo sangue e linfa,
infectando macréfagos, especialmente os do baco e figado. Nestas células, a E.
canis replica por fissdo binaria, sendo posteriormente disseminados para 0s
restantes 6rgaos (Harrus et al., 2005; Harrus, 2006). Experimentalmente sabe-se
gue o bagco desempenha um importante papel no armazenamento deste agente,
sobretudo em fases subclinicas (Harrus, 2006).

Encontra-se também descrita a transmissdo por transfusdo de sangue,

sendo necessario realizar o seu despiste nos dadores (Wardrop et al., 2005).
1.2.3.3. Patogenia e sintomatologia

O periodo de incubacao pode ir de 8 a 20 dias (Harrus et al., 2005; Harrus,
2006) e a evolucdo da doenca pode ser aguda, subclinica ou crénica. Na fase
aguda, que pode durar entre 1 a 4 semanas, a maioria dos cades recuperam se
tratados adequadamente; na fase subclinica, encontram-se normalmente os caes
gue nao foram tratados adequadamente, tornando-se portadores assintomaticos,
durante meses ou anos. Estes animais podem recuperar espontaneamente ou
evoluirem para a fase crénica, que é a mais severa e de pior prognéstico. Esta fase
apresenta grande mortalidade, ocorrendo normalmente por hemorragias ou
infecgBes secundarias (Harrus et al., 2005).

A sintomatologia relaciona-se com a fase em que a doenca se encontra.
Na fase aguda os sinais clinicos sdo muitas vezes inespecificos: depressao,
letargia, anorexia, pirexia, taquipneia e perda de peso e outros mais especificos
como linfadenomegdlia, esplenomegalia, petéquias e equimoses, variando de
suaves a severos. Na fase cronica, os sinais clinicos sdo semelhantes, embora
mais severos, sendo possivel o desenvolvimento de infec¢des secundarias (Harrus
et al.,, 2005). Tanto na fase aguda como na cronica podem ocorrer problemas

neuroldgicos e oculares. Contudo, a trombocitopenia é a alteracdo hematolégica
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mais consistente nesta infec¢do, que ocorre devido a ligacdo dos anticorpos as
plaguetas, pelo aumento do consumo destas células, pelo sequestro esplénico e
diminuicdo do tempo de semi-vida das plaquetas na fase aguda e a sua diminuigéo

na fase crénica (Harrus et al., 2005).

1.2.3.4. Distribuicdo mundial

A ocorréncia da E. canis esta dependente da distribuicdo (Figura 5) do seu
vector, o R. sanguineus. Uma vez que estes ixodideos apresentam uma distribui¢cao
Mundial (Tabela 4), a infec¢éo pode ocorrer em todo o mundo, especialmente em
climas tropicais e temperados (Irwin, 2007). Contudo, apesar da existéncia do
vector na Australia, nomeadamente no Norte e Centro, esta doenca nunca foi
descrita, por raz8es ainda desconhecidas (Irwin, 2007).

Na Europa, os paises da Bacia Mediterranica sdo os mais afectados, como
Espanha, Sul de Franca, Itdlia e Turquia, tendo ja sido descritos alguns casos na
Europa Central (Stich et al., 2008).
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Figura 5 - Distribui¢cdo da Ehrlichiose Canina na Europa:
http://www.cvbd.org/en/occurrence-maps/europe/

Legenda: Verde — Sem ocorréncias, Vermelho — Ocorréncias
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Tabela 4 — Prevaléncia de Ehrlichiose Canina - distribuicdo mundial

Regiao Amostra Proporgédo % Teste Autor
Italia
Norte 2,9
Centro n= 601 8 PCR-TR Solano-Gallego et al. (2006b)
Sul 9,7
Sicilia n= 342 21,7 SR Torina & Caracappa (2006)
Espanha
ourense 479 3,13 ,
Pontevedra IFI Amusategui et al. (2008)
Ourense!  n=170 54,7
Alemanha n= 4681" 10,5 IFI Menn et al. (2010)
Brasil
Nordeste n= 472 34,5 PCR Souza et al. (2010)
América do Norte n= 8662 0,8 ELISA Beall et al. (2012)
Costa Rica n= 310 47,7 nPCR Romero et al. (2011)

Legenda - Nesta tabela pode observar-se a distribuicdo da Ehrlichiose canina no Mundo. *
Caes importados ou que viajaram para zonas endémicas. SR — Sem referéncia; n PCR — nested PCR

1.2.3.5. Epidemiologia em Portugal

Em Portugal, varios estudos realizados comprovam a existéncia deste

agente no Pais (Tabela 5).

Tabela 5 — Prevaléncia de Ehrlichiose Canina em Portugal

Regido Amostra Prevaléncia % Teste Autor
Setubal n= 104 50 IFI Bacellar et al . (1995)
Algarve n=55 22 PCR Alexandre et al. (2009)
Norte n=4 25 PCR Cardoso et al. (2010b)
Portugal n= 331 24,8 IFI Menn et al. (2010)
41%
Norte 0,7
Centro 0,9
Alentejo 2,4
. n= 557 * ELISA
Lisboa 6,3
Algarve 13,9
Acores 0
Madeira 0 Cardoso et al. (2012)
16,4 %
Norte 7,6
Centro 9
Alentejo  n=628 " 25,4 ELISA
Lisboa 19,4
Algarve 23,8
Acores 0

Legenda - Nesta tabela pode observar-se a distribuicdo da Ehrlichiose canina em Portugal.
*Animais assintomaticos; T Animais sintomaticos; * prevaléncia da amostra total
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1.2.3.6. Factores derisco

A literatura refere que o ambiente em que os cées vivem € um factor muito
importante nas doencas transmitidas por artropodes, uma vez que a sua ocorréncia
depende da presenca de vectores. Assim, contrariamente aos pertencentes a
ambientes rurais, os cdes de zonas urbanas apresentam menor probabilidade de
desenvolver esta doenca, uma vez que este ndo € o ambiente ideal para o vector e
a profilaxia realizada por parte dos proprietarios podera ser mais frequente (Trapp
et al., 2006; Carlos et al., 2011; Cardoso et al.,, 2012). Também o facto de
permaneceram mais tempo no exterior € um factor de risco, uma vez que estéo
mais expostos ao vector (Cardoso et al., 2012).

Em relagdo a raca, o Pastor Alem&o parece apresentar maior
susceptibilidade a infeccdo, sendo também mais severa e com elevada taxa de
mortalidade (Harrus et al., 2005).

Relativamente a idade ha alguma controvérsia entre os autores, uma vez
que uns afirmam ndo haver relagdo entre o diagnostico deste agente e a idade
(Shaw & Day, 2005) e outros descrevem que cades com idade superior a 1 ano tém
maior risco de infec¢do (Cardoso et al., 2012), quanto ao género a literatura refere
nao haver qualquer relacdo com o diagndstico deste agente (Shaw & Day, 2005).

1.2.3.7. Diagnostico

A serologia, pela técnica de IFI, € o método de eleicdo para o diagndstico de
E. canis (Shaw & Day, 2005). Contudo, é fundamental conhecer as suas limitacdes,
de modo a serem contornadas, como o curso da doenga, as reacg¢des cruzadas
com outras espécies de Ehrlichia spp e A. phagocytophilum e a persisténcia de
anticorpos apos tratamento que podem perdurar durante meses a anos (Waner et
al., 2001, Harrus et al.,, 2005). No entanto, ndo ha possibilidade de reacc¢bes
cruzadas entre Ehrlichia canis, Anaplasma platys e Babesia spp (Irwin, 2007).

O diagnéstico molecular, em particular o PCR, é um método sensivel para
diagndstico na fase aguda (Harrus, 2006; Stich et al., 2008; Mylonakis et al., 2009;
Alexandre et al., 2009), cerca de 4 a 10 dias apoés infeccao e ainda numa fase sem
seroconversdo. O PCR realizado a partir de amostras de sangue revelou ndo ser
muito sensivel, contrariamente as provenientes do baco, especialmente para
monitorizacdo apods tratamento. Assim, esta técnica devera ser utilizada em
conjunto com a serologia, de modo a ser obtido um resultado mais fidedigno
(Harrus, 2006).
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1.3. Rickettsiose Canina
1.3.1. Taxonomia

Sera apenas referida a espécie R. conorii, uma vez que foi o agente
diagnosticado durante o estagio (Tabela 6).

Pertence ao Grupo da Febre Maculosa (Spotted Fever Group), com
distribuicdo desde a Bacia Mediterranea ao Litoral do Mar Caspio, Médio Oriente,
india e Africa. Neste grupo esta também incluida a Rocky Moutain Spotted Fever,
cujo agente € a R. rickettsii e ocorre na América do Norte e Sul e a Japonese
Spotted Fever, cujo agente € R. japonica e ocorre no Japdo. Estes grupos estao

associados a transmissédo por carracas (Greene & Breitschwerdt, 2006).

Tabela 6 - Taxonomia R. conorii

Ordem Rickettsiales
Familia Rickettsiaceae
Género Rickettsia
Espécie Rickettsia conorii

Adaptado de Raoul & Roux (1997)

1.3.2. Etiologia

O agente etiolégico responsavel pela Rickettsiose canina, na Bacia
Mediterranica, é a R. conorii. E uma bactéria, intracelular obrigatéria, gram-negativa
de forma coco-bacilar (Rovery et al., 2008).

A R. conorii € um organismo idéntico a R. rickettsii (Greene & Breitschwerdt,
2006) sendo utilizado como modelo para caracterizar o ciclo de vida, uma vez, que
ainda ndo esta totalmente esclarecido, nem mesmo a relacdo entre o vector e o

agente (Parola et al., 2009).

1.3.3. Transmisséao e ciclo de vida da Rickettsia spp

As carragas podem ser infectadas por transmissdo horizontal, transestadial
ou transovarica. O ciclo silvatico é mantido, geralmente por pequenos roedores e
formas imaturas das carragas. Também é possivel a transmissdo venérea durante a
cOpula das carragas adultas (Greene & Breitschwerdt, 2006).

Apés a picada da carraga infectada, ocorre a disseminacdo da Rickettsia
rickettsia através da circulacdo sanguinea, invadindo e replicando no endotélio de
pequenas artérias e vénulas. O dano provocado nestes vasos resulta em vasculites,

com activagdo plaquetaria e sistema de coagulacdo. Ha vasculite necroética
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progressiva, ocorrendo a activagdo do sistema de complemento, culminando em
necrose vascular e extravasamento sanguineo. Os 6rgaos mais afectados séo a
pele, cérebro, coracdo e rins. Como referido anteriormente, utiliza-se este agente
como modelo para caracterizar o ciclo de vida da R. conorii (Greene &
Breitschwerdt, 2006).

1.3.4. Patogenia e sintomatologia

A sintomatologia provocada pela R. conorii no cdo ainda ndo esta totalmente
esclarecida (Kelly et al.,, 1992; Segura-Porta et al., 1998; Solano-Gallego et al.,
2006a), tendo sido referidos na literatura, apenas 2 casos em canideos desde o
primeiro caso descrito no Homem, em 1932 (Kelly et al., 1992). Mas, mais
recentemente, foram descritos outros trés casos em Yorkshire Terriers, com febre
de aparecimento agudo, anorexia, letargia, vémito intermitente, trombocitopenia,
anemia, aumento ligeiro das enzimas hepéticas e hipoalbuminemia, confirmando a
infeccdo por R. conorii (Solano-Gallego et al., 2006a).

No entanto, sabe-se que em infec¢des experimentais em caes, 0s sintomas
apresentados séo dor, eritema e edema no local da inoculagéo e linfadenomegalia
local (Kelly et al., 1992).

A sintomatologia apresentada é bastante semelhante a manifestada pelo
homem e canideos com outras espécies de Rickettsia (Parola et al., 2005).

1.3.5. O vector e 0s hospedeiros

Actualmente considera-se o Rhipicephalus sanguineus, como o principal
vector e reservatério de R. conorii (Raoult & Roux, 1997; Levin et al., 2012).

Os principais hospedeiros sdo os canideos e os roedores (Pfeffer et al.,
2008, Greene & Breitschwerdt, 2006), embora a sua eficacia como reservatérios
ndo se encontre totalmente esclarecida devido a parasitemia transiente e infeccao
subclinica (Greene & Breitschwerdt, 2006), apesar de ja ter sido descrita infec¢éo
clinica no cé@o (Solano-Gallego et al., 2006a). Mas Levin et al. (2012) comprovaram
gue o cdo tem capacidade transmitir R. conorii e de ser infectado através do R.
sanguineus.

O cdo, dada a sua proximidade ao homem, facilita a transmissdo de
carracas ao mesmo. Em algumas zonas da Europa, a percentagem de céaes
seropositivos relaciona-se com a incidéncia da infeccdo no homem (Herrero-
Herrero et al., 1989).
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1.3.6. Distribuicdo mundial

Olmer, no Sul de Franga e Blanc & Caminopetros, na Grécia demonstraram
que a distribuicdo da R. conorii € limitada, existindo pequenos focos da doenca
dentro das areas endémicas, apresentando uma baixa propensédo para se difundir
(Blanc & Caminopetros, 1932; Rovery et al., 2008).

As estirpes que se encontram na zona do Mediterraneo sdo a R. conorii
conorii, isolado de Malish, que se encontra sobretudo no Sul da Europa e a estirpe
de R. conorii Israelensis, que ja foi isolada em lIsrael, Portugal e Sicilia (Rovery et
al., 2008).

A Rickettsiose canina é endémica na Bacia Mediterranica, bem como Sul da
Europa e Norte de Africa. Mais recentemente, foram descritos casos na Argélia,
Malta, Chipre, Eslovénia, Quénia, Somalia, Africa do Sul e zonas em redor do Mar
Preto, como Turquia, Bulgaria e Ucrania (Rovery et al., 2008).

Ja foram realizados varios estudos em diversos paises da Europa, de modo

a determinar a prevaléncia de R. conorii (Tabela 7).
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Tabela 7 - Rickettsia conorii — estudos de prevaléncia na Europa

Regido Amostra  Proporcdo % Teste Autor
Espanha
Provincias Centro n= 58 58,6 IFI Herrero et al. (1992)
Noroeste 23,4
Salamanca 93,3
Burgos
Lé
®ON =308 IFI Delgado et al . (1995)
Palencia
_ <30
Soria
Valladolid
Zamora
Léon n= 84 14,28 IFI Rojo (1997)
Vallés Occidental - n= 103
Barcelona - 36,8 IFl  Espejo-Arenas et al. (1990)
Vallés Occidental - = \_ ;40 26,1 IFI  Seguro-Porta et al. (1998)
Barcelona
Noroeste Espanha n=649
Ourense
n= 479 24,6 )
Pontevedra IFI Amusategui et al. (2008)
Ourense n= 170 50
Italia
Piemonte n=116 15,5 IFI Manelli et al. (2003)
Sicilia n= 342 73,6 SR Torina et al . (2006)
Alemanha n= 58 34,5 IFI Menn et al. (2010) *
80 - 1:32
Sul de Franca n= 481 IFI Raoul et al. (1985)
45 -1:128

Legenda: Nesta tabela é possivel observar-se a distribuicdo da R. conorii na Europa. * Cées
importados/viajaram para zonas endémicas. SR- Sem referéncia

1.3.7. Epidemiologia em Portugal

As duas principais estirpes existentes em Portugal sdo a R. conorii Malish,
isolada de amostras de sangue humano e do vector, R. sanguineus; e a R. conorii
Israelensis, apenas isolada do Homem (Bacellar et al., 1999; de Sousa et al., 2005).

Esta doenca é endémica em Portugal (Sousa et al.,, 2003) tal como
evidenciam alguns estudos em caes e no Homem, que revelaram elevadas

prevaléncias (Tabela 8).
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Tabela 8 - Estudos de prevaléncia de R. conorii em Portugal

Regido Amostra Agente Proporcédo % Teste Autor
Setabal n =104 R.conorii 85,6 IFI Bacellar et
al. (1995)
R. typhi 26,9
. Figueiredo
Braganca n=473 R. conorii 55,1 IFI
ganc (2007)
. Menn et al.
Portugal n=331 R.conorii 62,8 IFI o
(2010)
Algarve n=51* R. conorii 68 IFl Alexandre et
al. (2011)
n= 400 * R. conorii 38,5

Legenda: *Animais sintomaticos; 1 Animais saudaveis; ¥ PCR revelou 5 infectados por R.
conorii Malish e 2 com R. conorii israeli. A maior propor¢édo de seropositivos foi obtida entre Outubro e
Dezembro (45%); ¢ Amostras provenientes de canideos de canil de Portugal

1.3.8. Factores derisco

A bibliografia refere que a infecgdo por R. conorii e R. rickettsii nos Springer
Spaniel Inglés com suspeita de uma deficiéncia de fosfofrutokinase e nas pessoas
com deficiéncia na glucose-6-desidrogenase podem desenvolver a doenga com
maior severidade (Parola et al., 2005; Greene & Breitschwerdt, 2006). Também
cdes de raca aparentam desenvolver a doenga com maior severidade que os de
raca indeterminada (Greene & Breitschwerdt, 2006).

Quanto ao género, Greene & Breitschwerdt (2006), refere que os machos
aparentam ter maior risco de infeccdo, é mais severa e sao mais sero-reactivos
(Solano-Gallego et al., 2006a), contrariamente a Delgado et al. (1995) e Solano-
Gallego et al. (2008b) que ndo encontraram qualquer relagdo entre o diagnéstico
deste agente e o género.

Relativamente a idade, Delgado et al. (1995) ndo a consideram factor de
risco.

A época do ano é considerada um factor de risco por varios autores, sendo
obtidas prevaléncias superiores nos meses de Primavera e Ver&o (Delgado et al.,
1995; Rojo, 1997; Parola et al., 2005) enquanto Alexandre et al. 2011, obtiveram
maior numero de casos nos meses mais frios. J& Solano-Gallego et al. (2008b) ndo
encontraram diferencas estatisticamente significativas entre a época do ano e o
diagnostico deste agente.

O ambiente rural e semi-rural, bem como a elevada densidade populacional

dos caes contribuem para a ocorréncia da doenca (Manneli et al., 2003). Também
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Amusategui et al. (2008) justificaram a maior prevaléncia nos cades de canil por

estarem mais expostos ao vector, quando comparado com 0s que tém proprietario.
Delgado et al. (1995) e Rojo (1997) demonstraram que caes pastores

apresentam maior probabilidade de adquirir a infeccdo, quando comparado aos de

caca e guarda.
1.3.9. Diagnéstico

O diagnostico de R. conorii pode ser realizado por IFl, especialmente o
Micro-IFI, que detecta imunoglobulinas especificas, sendo o mais utilizado nas
clinicas e laboratorios (Green & Breitschwerdt, 2006). Em zonas consideradas
endémicas, este teste deve ser substituido por um mais especifico, como o Western
Blotting (WB), j& que detecta uma proteina antigénica especifica ou PCR (Babalis et
al., 1993).

O método de ELISA é outra técnica de diagnéstico, no entanto ha
possibilidade de reacgdes cruzadas com outras Rickettsia spp (Keysary &
Strenger.,1997).

O PCR permite também distinguir as diferentes espécies de Rickettsia spp
(Leitner et al., 2002), bem como detecta-las no soro antes da seroconversao (Kidd
et al., 2008).

1.3.10. Importancia Zoonética

Conor & Brunch descreveram a doenca no homem, pela primeira vez, em
1910, na Tunisia, mas que rapidamente se alastrou para zonas em redor do
Mediterrédneo (Parola et al. 2005).

A transmissdo ao homem ocorre através da picada da carraca, sendo
necessarias 6 a 20h de parasitismo para que ocorra transmissao do agente (Gilot et
al., 1990).

A febre escaro-nodular é endémica em Portugal e foi descrita pela primeira
vez, em 1930 por Ricardo Jorge (Sousa et al., 2003).

Os agentes etioldgicos sdo a R. conorii Malish e R. conorii Israeli (Sousa et
al., 2003), ambos de declaracao obrigatoria (DGS, 2000-2006), sendo considerada
a Unica rickettsiose com importancia a nivel da Saude Publica (Sousa et al., 2003).
A estirpe Israeli foi isolada, pela primeira vez em Portugal em 1997 (Raoult & Roux,
1997; Aharonowitz et al., 1999).

Entre 1989 e 2000 a taxa de incidéncia nacional no Homem foi de 9,8/10°
habitantes, sendo uma das mais elevadas na Bacia Mediterranea. O distrito com

maior taxa de incidéncia foi o de Braganca, seguido de Beja, Coimbra, Castelo
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Branco, Guarda, Viseu, Leiria, Vila Real, Evora e Portalegre, enquanto o de Braga
teve a menor taxa. As criancas, entre 1 e 4 anos foram o grupo mais afectado. No
entanto ha uma subnotificacdo de casos, ja que os autores supdem que ha mais 7

casos por ano que os 1000, média diagnosticada, notificados (Sousa et al., 2003).

1.4. Leishmaniose Canina
1.4.1. Taxonomia
A espécie que sera abordada é a L. infantum (Tabela 9), uma vez que é
endémica na Bacia Mediterranea e constitui um grave problema para a saude
publica e veterinaria (Dujardin et al., 2008).

Tabela 9 - Taxonomia Leishmaniose Canina

Reino Animalia
Sub-Reino Protozoa
Filo Sarcomastigophora
Sub-filo Mastigophora /Flagellata
Classe Zoomastigophora
Ordem Kinetoplastida
Sub-ordem Trypanosomatina (1 s6 flagelo)
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania
Espécie L. infantum

Adaptado de Canine Vector Borne Diseases - www.cvbd.org

1.4.2. Etiologia

A Leishmaniose canina (LC) tem como agente etiologico a L. infantum na
Bacia Mediterrania, Médio Oriente, Asia Central e China e L. chagasi na América do
Sul (Baneth, 2006; Palatnik-de-Sousa & Day, 2011).

A L. infantum é um protozoario (Solano-Galego et al., 2009) e os seus
principais vectores, no Sul da Europa, sdo o Phlebotomus perniciosus e o P. ariasi
(Pires, 1984; Martin-Sanchez et al., 1994; Alves-Pires et al., 2001).

1.4.3. Distribuicdo Mundial

A distribuicdo da LC est4d fortemente condicionada pelas condi¢Ges
ecoldgicas do desenvolvimento do vector (Pereira, 2002; Claborn, 2010).
A sua distribuicdo cobre uma vasta area, desde a Bacia do Mediterraneo,

ao Médio Oriente e América Latina (Tabela 10), sendo a prevaléncia superior no
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Nordeste do Brasil e paises da Bacia Mediterranica (Campino, 2002a). Contudo, em
paises considerados livres da doenca, como na Europa Central, tém sido descritos
varios casos, sobretudo em animais que viajaram ou oriundos de zonas endémicas,
em especial da Bacia Mediterranica (Pereira, 2002, Menn et al., 2010) (Tabela 10).

Os varios estudos realizados, estimam que em Portugal, Espanha, Italia e
Franca existam cerca de 2,5 milhdes de cées infectados (Baneth, 2010),

Na bacia Mediterranea, o zimodemo MON-1 de L. infantum é responsavel
pelo maior numero de casos tanto da LC como da Visceral Humana (Campino et
al., 2006).

Ainda ndo estd completamente esclarecida a relagdo entre a LC e a
Leishmaniose Visceral Humana, no entanto sabe-se que os cdes tém um papel
importante na sua manutencgdo (Campino & Maia, 2010). Sabe-se que a prevaléncia
da LC é muito superior & humana, uma vez que no cdo séo incluidos os casos
sintomaticos, assintomaticos e subclinicos, enquanto no Homem s&o apenas
incluidos os casos declarados. Esta diferenca podera ser justificada pela
preferéncia alimentar do vector e a menor susceptibilidade do homem ao parasita,
contudo quando se realizam testes de hipersensibilidade retardada constata-se que
cerca de 14 a 30% da populagdo de areas endémicas ja contactaram com o

parasita, aproximando-se dos valores nos canideos (Pereira, 2002).
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Tabela 10 - Leishmaniose Canina — distribuicdo mundial

Regido Amostra  Prevaléncia % Teste Autor
Italia
Toscéania n=171 23,9 IFI Pozio et al. (1981)
Apulia n= 444 14,4 IFI Brandonisio et al. (1992)
Alpes Franceses 3al7 Jambou et al. (1986)
Espanha
Palma de Maiorca 14
Minorca 0
Mdrcia 2,4
Castafeda et al. (1999)
Granada 8,8
Salamanca 10-15
Madrid 4,7
Palma de Maiorca n= 100 67 PCR Solano-Gallego et al. (2001)
Barcelona n= 153 29,4 PCR Tabar et al. (2009)
Grécia n= 2620 20 IFI/ELISA Athanasiou et al. (2012)
Venezuela
lIha Margarita n= 3025 33 Zerpa et al . (2003)
Brasil
Municipio Minas 53437 9,7 IFI Franca-Silva et al . (2003)
Gerais
Franca
Marselha 80 PCR Berrahal et al. (1996)
China
Sichuan n= 214 24,8
Wenchuan n= 98 23,5 PCR-TR Shang et al. (2011)
Jiuzhaigou n= 145 24,1
Heishui n=71 28,2
Alemanha n= 4681 12,2 IFI Menn et al. (2010)
Europa Central n= 291 38 ELISA Mettler et al . (2005)

Legenda - Nesta tabela é possivel observar-se a distribuicdo de LC no mundo

1.4.4. Leishmaniose Canina em Portugal

Em Portugal, as principais espécies de flebétomos, responsaveis pela
transmisséo de LC s&o o P. perniciosus e o P. ariasi (Pires,1984; Pires et al.,1991;
Alves-Pires et al., 2001).

Os autores Alvares e Pereira da Silva descreveram, pela primeira vez, em
1911, a existéncia de caes parasitados por Leishmania spp. na regido Metropolitana
de Lisboa (Pereira, 2002).

Sao varios os estudos de prevaléncia de LC realizados no pais, tal como
referido pelo Observatorio Nacional das Leishmanioses e outros mais recentes
(Figura 6), como na regido de Tras-os-Montes e Alto Douro (Cardoso et al., 2002;
Cardoso et al., 2004a; Cardoso et al., 2004b; Sousa et al., 2011), a sub-regido da
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Cova da Beira (Coelho et al., 2005), concelho da Lousa (Sousa et al., 1996), a
regido de Lisboa e Setubal (Cortes, 2007), Evora (Semido-Santos et al., 1995) e
Algarve (Campino et al., 1995). Mas dada a importancia desta doencga, tém sido
realizados varios estudos mais recentes no Pais, como referido nas Tabelas 11 e
12.

Mapa da prevaléncia da leishmaniose canina em Portugal

o Concelho de Mesdo Frio
15% em 1989 0 Concelho da Lousd
6,2% em 1994

o Concelho de 5anta Marta
de Penaguido
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e Alcanena
10,3% em 2006

€) concelho de Alijé
10% em 1986/87
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18,7% em 2000

e Distrito de Lisboa
5,2% em 1981
19,2% em 2003
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o Concelho de Tabuago
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Figura 6 - Mapa da prevaléncia da LC em Portugal
www.onleish.org/index.php?article=24&visual=3

Tabela 11 — Prevaléncia da LC a nivel Nacional

Regiado Amostra  Seroprevaléncia % Teste Autor
Castelo Branco 16,16
Portalegre 11,65
Beja 11,25
Vila Real 7,79
Braganca 7,41
Santarém 7,36
Viseu 6,59
Guarda 6,35
Coimbra 5,97 Cortes et
Lishoa n=3974 5,43 TAD al. (2012)
Setlbal 4,66
Faro 4,37
Porto 0,96
Leiria 2,86
Ewvora 2,3
Braga 1,99
Aweiro 1,29
Viana do Castelo 0,88

Legenda — Esta tabela refere-se a um estudo para determinar a prevaléncia de LC a
nivel Nacional por Cortes et al., 2012
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Tabela 12 — Estudos de prevaléncia de LC em Portugal

Regido Amostra Prevaléncia % Teste Autor
] . 5,5-11,5 Abranches et al. (1983)
Lisboa e Setubal n= 572 IFI
. Abranches et al. (1992);
Vale &Ti.'\g)endlz 10-12,4 IFI Abranches et al. (1993);
J Sampaio-Silva et al . (1993)
Loulé (Algane) 7 Campino et al. (2006)
Evora n= 3614 3,9 TAD Semi&o-Santos et al. (1995)
Lisboa e Setlubal 3,8
Sul Peninsula de 8.8
Setlbal ’ Abranches et al. (1984)
Parque Natural da
Arrébida 10,9
Lisboa n= 374 19,2 IFI Cortes et al. (2007)
Alijo 18,7
Ribalonga 0
Castedo n= 1540 81,1
' TAD Cardoso et al. (2004)
Zona do Noroeste 2,5
Zona Intermédia 11,4
Zona Sul 49,9
Peso da Régua
. n= 294 20,4 TAD/FAST Cardoso et al. (2004)
(Tras-os-Montes)
Algarve 28,8
Serra n= 132 38 IFI Maia et al. (2007b)
Barrocal 13
Litoral 1,5

Legenda — Nesta tabela é possivel observar-se os varios estudos realizados em Portugal

para determinar a prevaléncia da LC

Apesar da elevada prevaléncia de LC em Portugal, o conhecimento por

parte da populacdo é ainda reduzido, uma vez que apenas 6 a 12% revelaram um

nivel de conhecimento satisfatério (Onleish).

Dada a importancia da doenca, foi criado em 2008 o Observatorio Nacional

de Leishmanioses, que tem como principais objectivos a implementagdo e

manutencdo de uma rede de vigilancia epidemiolégica e desenvolver uma estreita

colaboracdo entre profissionais de saude, Médicos Veterinarios e investigadores
(Campino & Maia, 2010).

1.4.5. Biologia e Epidemiologia do vector

O vector ¢é o fleb6tomo (Figura 7), que sao pequenos

insectos, pertencentes a familia Psychodidae e a sub-familia

Phlebotominae. Tém aproximadamente 2 a 3 mm (Afonso &

Figura 7 - Phlebotomus perniciosus
Santos-Gomes et al. (2002)



Alves-Pires, 2002) e apenas as fémeas sdo hematdfagas (Killick-Kendrick et al.,

1999).
Em Portugal, para além dos dois principais vectores, o P. perniciosus e o P.

ariasi, existem outros, como referido nas tabelas 13,14,15.

Tabela 13 — Espécies de fleb6tomos existentes em Portugal

Espécie Autor
Género Phlebotomus Rondani & Berté (1840)
Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi Scopoli, (1786)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) sergenti Parrot, (1917)
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus * Newstead, (1911)
Phlebotomus (Larroussius) ariasi * Tonnoir, (1921)
Género Sergentomyia Alves-pires et al. (2001)
Sergentomyia (Sergentomyia) minuta Rondani (1943)

Legenda - Nesta tabela é possivel observar-se os vectores de L. infantum *
existentes em Portugal (Adaptado de Afonso & Alves-Pires, 2002)

Tabela 14 — Vectores e zimodemos associados em Portugal

Regido Vector Zimodeno Autor

Tras-os Montes e
Alto Douro

P. ariasi MON-1 MON-24 Pires et al. (1991)

: , P. ici .
Lisboa e Setubal pern|9|o§us MON-1 Pires (1984)
P. ariasi
Algarve P. perniciosus MON-1 Pires et al. (2001)

Legenda - Nesta tabela é possivel observar-se os vectores e zimodenos isolados em Portugal
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Tabela 15 - Epidemiologia dos flebétomos em Portugal

Regiédo Vector Densidade % Autor
3 P. perniciosus 31,8* )
Tras-os-Montes e B ariasi 53 Pires (2000); Alves-
Alto Douro - anasi 62,3 Pires et al. (2001)
Algarve P. perniciosus 51,5* Pires (2000); Alves-
9 P ariasi 0.8 * Pires et al. (2001)
Lisboa e Setubal
P. perniciosus 58,65 *
. P. ariasi 13,83 *
Arrabida ) Afonso et al. (2005)
P. sergenti 0,45
S. minuta 27,07
P. perniciosus 90,51 *
P. ariasi 0,84 *
Algarve P. sergenti 2,11 Maia et al. (2009)
S. minuta 6,33
P. Papatasi 0,21

Legenda - Nesta tabela é possivel observar-se a epidemiologia dos vectores* que transmitem
L. infantum em Portugal.

Relativamente ao ciclo de vida do fleb6tomo, a metamorfose ocorre em 4
estagios até completar o seu ciclo de vida, ovo, larva, pupa e adulto. Ao contrario
dos mosquitos, ndo necessitam de agua para completar o seu desenvolvimento,
mas de calor e ambientes mistos, encontrados principalmente junto a abrigos de
animais, sobretudo roedores (Claborn, 2010).

A actividade das fémeas é principalmente crepuscular ou nocturna, pois
desidratam facilmente. S&o fracos voadores, realizando voos curtos, o0 maximo
registado foi de 2300 metros em ambientes desertos, restringindo o seu
desenvolvimento larvar a vizinhanga (Claborn, 2010).

O seu desenvolvimento depende da existéncia de temperaturas amenas
ou elevadas, da humidade, apesar de zonas alagadas ou de aguas paradas néo
serem as ideais, necessitam de locais humidos, bem como zonas com areal,
jardins, lixos ou presenca de matéria organica (Claborn, 2010; Afonso & Alves-
Pires, 2002) (Tabela 16).

Mais recentemente, foi sugerido como possivel vector o R. sanguineus,

sendo necessarios mais estudos para o comprovar (Dantas-Torres et al., 2011).
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Tabela 16 - Temperaturas de desenvolvimento larvar

Larvas

Temp. Altitude

T . T . Agent
Vector ,er.np . emp Maxim preferencial gente Autor
Minima Optima % causal
0
p Killick-Kendrick
ernic}osus 0°C 25°C <900 m L. infantum  (1999) Pires et
P al. (1991)
Killick-Kendrick
P. ariasi 5°C 30°C * 300-500 m L. infantum  (1999); Pires et

al. (1991)

Legenda - Esta tabela refere-se as temperaturas, humidade relativa e altitudes preferenciais
das larvas e adultos de L. infantum. HR: Humidade relativa; *Rioux et al. 1985. Adaptado Afonso &
Alves-Pires, 2002

Na regido Mediterranea e particularmente em Portugal, os meses de maior
actividade flebotominica sdo entre Maio e Outubro (Tomas & Romé&o, 2002), com
pico em Julho e Agosto (Onleish), sendo condicionado pela temperatura amena ou
elevada.

O biétopo das varias espécies é diversificado, sendo tanto endéfilos como
exofilos (Pires, 2000).

1.4.6. Transmissdo e patogenia

A transmissao da doenca ocorre através da picada do vector, tendo ja sido
descritas outras vias, como a directa, por transfusdo de sangue (Owens et al., 2001;
de Freitas et al., 2006), sexual (Riera & Valladares, 1996), vertical (Mancianti &
Sozzi, 1995; Boggiatto et al., 2011; Naucke et al. 2012).

Apos a picada do flebétomo os parasitas sdo inoculados na derme, e 0s
macrofagos em vez de os destruirem, actuam como local de multiplicacao.
Posteriormente, estes sdo destruidos libertando as Leishmanias que,
progressivamente infectam outras células. Assim, os parasitas sdo disseminados,
especialmente para os linfonodos, baco, figado e outros érgdos e tecidos, em
especial a pele (Baneth, 2006).

Os cdaes infectados sofrem uma depressdo no sistema imunitério,
desenvolvendo uma diminuigdo na contagem de linfécitos CD4+, bem como do ratio
CD4+/CD8+. A diminuicao dos linfécitos CD4+ facilita a infecgédo dos fleb6tomos. A

sintomatologia manifesta-se, maioritariamente, devido a mecanismos imuno-
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mediados, tendo sido detectados complexos imunes e anticorpos anti-nucleares
(Baneth, 2010).

Os animais que manifestam sintomatologia desenvolvem uma forte resposta
humoral, enquanto os que nao manifestam desenvolvem uma resposta celular
protectora, mediada por células T, que produzem IL-2, factor de necrose tumoral e
IFN-a e os linfécitos CD8+ e CD4+, destroem 0s

macrofagos infectados. (Baneth, 2006).

1.4.7. Ciclo de vida

D infected sandfly with
promastigotes in gut

O ciclo de vida (Figura 8) deste
parasita, intra-celular obrigatorio, ocorre em
duas fases, alternando entre o hospedeiro
vertebrado e o fleb6tomo. Pode ser necesséria
uma sO picada para que ocorra a infecgéo
(Baneth, 2010).

As fémeas de fleb6tomo sao infectadas

C Infected macrophages
acquired in the blood
meal

quando picam um hospedeiro parasitado, em

que as Leishmania spp estdo nos macréfagos

ou ho sangue periférico. Sao infectadas com a

Amastigote s

Ed

forma amastigota, posteriormente convertida
em promastigota no intestino médio do vector. De seguida ha multiplicacéo e

translocacdo para o es6fago e numa nova

B Amastigote-infected macrophages
in host tissues

Amastigote replication
and cell death

Skin lesions.

refeicio os parasitas sdo regurgitados,
infectando o hospedeiro vertebrado (Baneth,

2010).

Figura 8 - Ciclo de vida L. infantum. Legenda: A -
Flébotomo pica cdo infectado; B — Formas amastigotas
nos macrofagos do cdo; C - Macrofagos infectados
ingeridos pelo fleb6tomo; D - Flébotomo infectado com
promastigotas no intestino médio; E — Flébotomo infecta
outro cdo. Adaptado de Baneth (2006)

1.4.8. O cédo como hospedeiro reservatorio

Em 1908, Nicolle e Comte, descreveram pela primeira vez, na Tunisia, a

LC em canideos da espécie Canis familiaris (Pereira, 2002).

O céo é considerado o principal reservatério doméstico e peridoméstico de

L. infantum nos paises do Sul da Europa, Médio Oriente, Asia e Norte de Africa
(Dujardin et al,. 2008) e nos paises da América Central e Sul para a L. chagasi
(Cunha e Chagas, 1937) (Palatnik-de-Sousa & Day, 2011). Muitos autores
consideram-nas indistinguiveis (Baneth, 2006).

A sobreposicdo do habitat do cdo com o do homem e o frequente contacto

com fleb6tomos zoo-antropofilicos, torna-o um bom hospedeiro reservatério. Nesta
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espécie, a doenca tem um desenvolvimento visceral e cutaneo, com indmeros
parasitas na pele, favorecendo a sua transmissao ao vector. O facto de ser uma
doenca crénica e sazonal, permite a transmissdo para a época seguinte, uma vez
que tem um longo periodo de incubacéo, fazendo com que os sinais clinicos se
manifestem mais tarde, embora estes animais sejam infectantes para o vector
(Pereira, 2002).

Os caes domésticos mantém o ciclo doméstico, enquanto o silvatico é
mantido por cées vadios, selvagens e raposas (Pereira, 2002), contudo alguns
consideram que estes ciclos sdo dependentes, devendo ser considerado como
peridoméstico (Moreno & Alvar, 2002).

A existéncia de animais assintomaticos justifica-se pelo longo periodo de
incubacdo, que varia de 3 meses a 7 anos, ou pelo desenvolvimento de uma
imunidade celular protectora (Pinelli et al.,1994; Cabral et al. 1998; Cardoso et al.,
1998), sendo muito importantes na perpetuacdo da doenca, pois tornam-se
reservatorios do parasita (Abranches et al., 1998). Cerca de 50 a 60% de céaes
infectados naturalmente e seropositivos de zonas endémicas ndo manifestaram
sintomas (Jambou et al., 1986; Abranches et al.,1991; Brandonisio et al.,1992; Alvar
et al.,1994).

1.4.9. Outros hospedeiros reservatérios

Ja foram detectados outros hospedeiros, como a raposa, em regidées no Sul
de Franca (Rioux et al., 1968), Italia, Portugal e Espanha (Bettini et al., 1980;
Abraches et al., 1984), o chacal (Hervas et al., 1996), o lobo e o rato-negro em
Espanha e lItalia (Bettini et al., 1980; Pozio et al., 1981). O urso (Garnham, 1965),
porco-espinho (WHO, 1980) e guaxinim (Zhi et al.,, 1984) s&o considerados
hospedeiros acidentais.

Em relacdo ao papel do gato é um tema ainda controverso, alguns autores
consideram-no susceptivel a infeccdo, por ser fonte de alimento para alguns
flebétomos (P. perniciosus), ter capacidade de armazenar o parasita tornando-se
infectantes para o vector e estar presente em areas onde ocorre o ciclo doméstico e
peridoméstico (Vides et al., 2011). Sendo, por isso considerados hospedeiros
reservatorios por uns e acidentais por outros (Solano-Gallego et al., 2007; Maia et
al., 2008a; Diakou et al., 2009; Maia et al., 2010; Maia & Campino, 2011). O
parasita j4 foi isolado de tecidos felinos em Portugal, Espanha, Franca, Itélia,
Argélia e Brasil (Mancianti, 2004).
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1.4.10. Factores de risco

Os principais factores considerados de risco para a LC sdo a idade, que
afecta sobretudo animais jovens adultos e idosos (Abranches et al., 1991; Amela et
al., 1995; Campino et al., 1995; Cardoso et al., 2004a; Baneth, 2010; Cardoso et al.
2012); a genética, uma vez que a susceptiblidade e resisténcia a infec¢do parece
ter uma base genética (Ferrer,1999; Solano Gallego et al., 2000), o ambiente, ja
gue 0s cdes que permanecem mais tempo no exterior estao mais exposto ao vector
(Campino, 1995; Cortes et al., 2012) e a rac¢a, sendo as mais susceptiveis o Pastor
Alemao (Abranches et al., 1991; Campino et al., 1995; Baneth, 2010), Doberman
(Abranches et al., 1991), Perdigueiro (Campino et al.,, 1995), Boxer, Rottweiler
(Baneth, 2010), contrariamente ao Podengo de lbiza, que parece ser mais
resistente a infeccdo (Solano-Gallego et al., 2000). As ragas autdctones sdo mais
resistentes que as importadas/exéticas (Ferrer,1999; Solano Gallego et al., 2000).
Contudo Sousa et al. (2011), ndo encontraram diferengas significativas entre a raca
e LC.

A aptidao (Abranches et al., 1991) e o género (Pozio et al.,1981; Sideris et
al., 1996; Pereira, 2002; Cardoso et al.,, 2004a; Shang et al., 2011; Sousa et al.,
2011) ndo séo considerados factores de risco, embora em Franga e Brasil alguns
autores obtiveram prevaléncias superiores em machos (Lanotte et al., 1975;
Oliveira et al., 2010).

1.4.11. Sinais clinicos

Apés a picada do vector infectado, pode ocorrer uma de trés situages:
- Nao desenvolve a doenca e mantém-se saudavel;
- E infectado mas n&o manifesta sinais clinicos ou
- Torna-se sintomético.

Os animais sintomaticos podem conseguir controlar espontaneamente a
infeccdo ou evoluir para doenca cronica. Independentemente, todos sao
susceptiveis de se tornarem infectantes para o vector (Pereira, 2002).

A sintomatologia € bastante variavel e a gravidade do quadro depende dos
sintomas (Tabela 17), sendo os problemas dermatolégicos a principal manifestacao.

Alguns cées resistentes, devido a resposta celular local que impede a
disseminacao dos parasitas, apenas desenvolvem pequenos nodulos no local da
inoculacdo, moderadamente dolorosos, nao pruriticos, com remissédo ao fim de 1 a
6 meses (Ferrer, 1999).
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Tabela 17 - Sinais clinicos e altera¢des laboratoriais mais comuns na LC

Sinais Clinicos Alteracdes Laboratoriais *
Alteracdes dermatoldgicas (73,7%) Hiperproteinémia
Perda de peso (38,2%)
Onicogrifose (19,7%) Hipergamaglobulinémia

Adenomegélia (18,4%)

Anorexia (9,2%) Diminui¢do ratio proteina/albumina
Palidez das mucosas (5,3%)
Insuficiéncia renal (5,3%) Aumento enzimas hepaticas
Epistaxis (5,3%)
Diarreia (3,9%) Aumento Creatinina
Legenda - Sintomas obtidos no estudo realizado em Portugal por Cortes et al. (2012); *Adaptado de Baneth,
2010

1.4.12. Diagndstico

Encontram-se disponiveis inimeros testes de diagndstico de

Leishmaniose, contudo ndo existe um consenso quanto a sua eficacia, dada a

sensibilidade e especificidade inerente a cada um (Tabela 18).
1.4.12.1. Diagnostico Parasitologico

A citologia (Figura 9) de amostras provenientes da
medula éssea e linfonodos e as biopsias de pele sdo as mais
utilizadas (Baneth, 2010, OIE, 2008).

A citologia tem uma sensibilidade muito baixa, para

garantir por si s6 um diagnéstico definitivo, pois apesar da :

elevada especificidade, a grande dificuldade prende-se com a Figura 9 - Citologia L. infantum
~ . . Foto gentilmente cedida pela

deteccdo do parasita nas fases iniciais ou no momento do Dra. Vera Pereira

tratamento bem como na experiéncia do observador (Roura, 2007).
1.4.12.2. Diagno0stico Seroldgico

Os animais sintomaticos e assintomaticos desenvolvem uma resposta
humoral especifica, mas nao protectora, baseada em 1IgG, especialmente IgG1l e
IgG2 (Fonseca & Brito, 2002).

Apresentam elevada especificidade e sensibilidade (Tabela 18), mas nao
devem ser utilizados para diagndstico definitivo isoladamente (Baneth, 2010), uma
vez que apenas a pesquisa de anticorpos circulantes pode subestimar o nimero de

cées infectados (Baneth, 2008).
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A especificidade e sensibilidade dependem de cada técnica (Tabela 18),
sendo as de IFI, Teste de Aglutinacdo Directa e dot-ELISA, as mais especificas e
reprodutiveis (Fonseca & Brito, 2002).

Um resultado serolégico positivo ou duvidoso, num animal sem qualquer
sintomatologia, pode significar apenas o contacto com o parasita, ou seja, houve
infeccdo, mas poderd nunca vir a manifestar sintomas, mesmo sendo portador
(Fonseca & Brito, 2002).

Para as técnicas de IFlI e ELISA é necessario saber o cut-off ou limiar da
positividade que varia consoante o laboratério, sendo inferior nas zonas endémicas,
de 1:50 (Fonseca & Brito, 2002).

O teste de IFI é considerado o teste mais especifico e sensivel,
recomendado pela World Organisation for Animal Health (OIE). No entanto, é
impraticavel para muitas amostras e ndo existe consenso quanto ao cut-off, bem
como a possibilidade de ocorrerem falsos negativos, ja que para os anticorpos
serem detectados, tém de estar em concentracdes suficientes (Fonseca & Brito,
2002).

Contudo, para seguimento de tratamento ndo € o mais indicado, pois 0s
anticorpos podem permanecer por um longo periodo apds recuperacdo. A
diminuicdo do titulo ndo significa a cura, porque muitos podem manter um titulo
elevado ou diminuido durante o tratamento (Fonseca & Brito, 2002).

A técnica de ELISA é mais utilizada para estudos epidemioldgicos, pois
exigem uma grande gquantidade de amostras. Apesar da sua sensibilidade e
especificidade (Tabela 18), podem ocorrer falsos positivos (Fonseca & Brito, 2002).
No Homem e no céo, utiliza-se um antigénio para ELISA, o rk39, para deteccao de
leishmaniose visceral por L. infantum (Baneth, 2010).

No WB, Riera et al. (1999) e Rhalem et al. (1999) comprovaram que a
diminuicdo dos valores da titulagdo e do numero e/ou intensidade das bandas

moleculares coincidem com a melhoria clinica dos animais tratados.
1.4.12.3. Diagnoéstico Molecular

O método molecular considerado mais sensivel e especifico é o PCR
(Maia et al., 2006). No entanto, n&do reflecte a severidade nem a fase da doenca
(Moreira et al., 2007). Esta técnica baseia-se na amplificacdo de ADN do parasita, é
rapida e permite estudar amostras menos recentes (Fonseca & Brito, 2002).

Qualquer amostra pode ser utilizada, sendo as mais comuns provenientes

da medula éssea, linfonodos, figado, baco e sangue (Fonseca & Brito, 2002).
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Nas fases iniciais da doenca, o PCR é mais sensivel e nas fases mais
avancadas é a serologia, tanto para animais sintomaticos como assintoméaticos
(Quinnel et al., 2001).

A citologia com amostras provenientes de linfonodos € mais util como
diagnéstico inicial ou seguimento de tratamento, enquanto a de medula 6ssea
devera ser utilizada caso os popliteos ndo sejam palpaveis (Maia & Campino,
2008b). O PCR é util em casos duvidosos e para detectar persisténcia de infec¢céo
em animais tratados, clinicamente curados e portadores cronicos. No entanto, as
técnicas ndo quantitativas apresentam pouco valor diagnostico ja que apenas
revelam se o animal tem ou a n&o a doenga (Fonseca & Brito, 2002).

Podem ocorrer falsos negativos sobretudo em caes assintomaticos, ja os
falsos positivos podem ocorrer por infeccbes concomitantes ou contaminagdo
natural (Maia & Campino, 2008b).

O PCR quantitativo em tempo real (QPCR) permite obter valores
quantitativos de modo a avaliar as variacdes da carga parasitaria e a resposta a
terapéutica (Fonseca & Brito, 2002). O gPCR é aconselhado utilizar quando a
serologia é inconclusiva, quando ainda nao ha seroconversao e para monitorizacéo

do tratamento (Martinez et al., 2011).

Tabela 18 - Sensibilidade e especificidade dos varios métodos de diagndstico

Teste Local Sensibilidade % Especificidade % Autor
. 60-75 SR Ferrer, 1999; Alvar et al. (2004)
Medula Ossea
) ) 50-70 SR Roura (2007)
Citologia
. 30-50 SR Ferrer (1999); Alvar et al. (2004)
Linfonodos
=30 SR Roura (2007)
Serologia
I 85,5 94,7 Maia et al. (2007)
96 98 OIE (2008)

70,6 SR Mohebali et al. (2004)

TAD 100 SR Silva et al. (2006)

100 Neogy et al. (1992); Schallig et al. (2002a)
FAST 93,6-97,7 89-93 Schallig et al.(2002b;2004)
ELISA 100 90,5 Fonseca & Brito,( 2002)
94,1-100 *
SR Mettler et al . (2005)
100 **
Baco 83,3 Solca et al. (2012)
dot-ELISA 100 ** 100 ** Fisa et al. (1997)
Método Molecular
PCR Baco 88,9 Solca et al. (2012)

Legenda - Esta tabela refere-se a sensibilidade e especificidade dos vérios testes de
diagnostico de L. infantum. *Animais assintomaticos; **Animais sintomaticos; SR- Sem referéncia
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1.4.12.4. Outros métodos de diagnhostico

Para além dos referidos anteriormente existemm muitos outros, menos
utilizados na rotina clinica, como a cultura, mais utilizada na investigacdo (Fonseca
& Brito, 2002), a histopatologia, que tem baixa sensibilidade devido a dificuldade na
observacado dos parasitas (Xavier et al., 2006), a imunohistoquimica, mais utilizada
como suplemento para confirmar o diagnéstico (Maia & Campino, 2008b) e a
Reaccdo de Montenegro, que consiste na inoculacdo intradérmica do antigénio
(Leishmanina) (Fonseca & Brito, 2002) e o xenodiagnostico, realizado no préprio
vector, sendo mais utilizado em estudos epidemiologicos (Maia & Campino, 2008b).

1.4.13. Importancia zoonética em Portugal

Dionisio Alves diagnosticou, pela primeira vez em 1910, Leishmaniose
numa crianga de 9 anos residente em Lisboa (Campino & Maia, 2010).

Anualmente, em Portugal, sdo notificados cerca de 15 casos de
Leishmaniose Humana a Direccdo Geral de Saude (DGS). Entre 2001 e 2005 a
DGS referiu que sdo notificados cerca de 10 casos de Leishmaniose Humana na
regido do Norte e 43 em Lisboa e Vale do Tejo (Pereira, 2002). Entre 2000 e 2009
foram diagnosticados 173 novos casos de Leishmaniose Visceral Humana, mas a
DGS foram notificados apenas 133, o que denota uma subnotificacdo da doenca,
apesar de ser de declaracdo obrigatoria desde os anos 50. Dados oficiais da DGS,
revelaram que a regido do Alto Douro era o foco mais activo da infeccdo humana
até 1991 (Campino & Maia, 2010).

1.5. Breve revisdo sobre os ixodideos existentes em Portugal

Os ixodideos, pertencentes a familia Ixodidae sdo artropodes ectoparasitas
hemat6fagos e sao veiculos na transmissdo de inUmeros agentes patogénicos
(Silva et al., 2006).

A sua eficacia como vector depende fundamentalmente de dois parametros,
a capacidade vectorial, que € a capacidade de transmitir, no tempo e espago, um
agente patogénico e a competéncia do vector, que é a capacidade intrinseca em
manter a infecgéo e transmiti-la durante a alimentacéo (Silva et al., 2006).

Como algumas doencas partilham o mesmo vector, € frequente a pesquisa

de hemoparasitas em perfis.
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1.5.1. Ixodideos existentes em Portugal

A familia mais comum € a Ixodidae, deste modo serdo abordados os
vectores existentes pertencentes & mesma (Santos-Silva et al., 2011).

Santos-Silva et al. (2011) estudaram a fauna de ixodideos existente no Pais,
dividido em 18 regides administrativas, tendo sido recolhidas 15044 carracas em

animais domeésticos, selvagens e da vegetacdo, como referido na Tabela 19.

Tabela 19 - Ixodideos existentes em Portugal (Santos-Silva et al., 2011)

Espécie N° Regibes de captura
R. sanguineus 15
Ixodes ricinus 11
Dermacentor marginatus 11
Hyalomma margunatum 10
Ixodes hexagonus 10
R. pusillus 10
R. bursa 9
Hyalomma lusitanicum 8
D. reticulatus 6
I. ventalloi 5
Haemaphysalis punctata 4

Legenda — Espécies de Ixodideos existentes em Portugal, estudo realizado por Santos-Silva
etal, 2011

1.5.2.1. Género Rhipicephalus

A espécie R. sanguineus (Figura 10) ocorre em
Portugal, com maior actividade e densidade nos meses de
Julho e Agosto, dai a importancia da temperatura na sua
actividade, ao contrario da humidade relativa que ndo tem
qualquer influéncia, sobrevivendo facilmente em ambientes
secos. Os adultos sdo encontrados em qualquer altura do

ano, com um pico na Primavera e Verdo, enquanto as

formas imaturas tém maior actividade nos meses de www. cvbd.org
Veréo. Santos-Silva et al. (2011) recolheram os adultos da vegetacao,
mamiferos domésticos e selvagens; as ninfas de carnivoros, insectivoros,
ungulados e roedores e as larvas de carnivoros e insectivoros (Silva et al., 2006).
Esta espécie pode transmitir agentes como a B. canis vogeli, E. canis, A.

platys, R. conorii e R. massiliae (Santos-Silva et al., 2011).
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1.5.2.2. Género Ixodes

A espécie com maior interesse € o |. ricinus e esta |
muito dependente do estado higrométrico do ar e

temperatura, sendo essencial este equilibrio. Assim, a sua

sazonalidade justifica a frequéncia das doencas

. A . .. Figura 11 — Fémea de |. ricinus
associadas, uma vez que os adultos tém maior actividade (CVBD 2008)

nos meses menos quentes (Setembro a Marco), cessando actividade no Verao,
enguanto as formas imaturas tém maior actividade entre a Primavera e Verao (Abril
a Julho) (Silva et al., 2006).

Em Portugal, a sua distribuicdo ndo é igual em todo o pais, no entanto é
possivel encontra-la de Norte a Sul, especialmente em zonas com muita vegetacao
e elevados niveis de humidade (Silva et al.,, 2006). Santos-Silva et al (2011)
recolheram os adultos e as formas imaturas da vegetacdo, mamiferos domeésticos
(apenas adultos) e selvagens e do Homem, denotando a sua grande capacidade de
adaptacdo a uma variedade de hospedeiros.

Foi também encontrada a espécie I. ventalloi, nos distritos de Beja, em
Moura, de Lisboa, em Mafra, Loures, Sintra, Amadora e Lisboa e Setubal, em
Alcacer do Sal. Os adultos foram recolhidos da vegetacdo, mamiferos domésticos e
selvagens e passaros, enquanto as ninfas encontravam-se na vegetacéao, roedores
e passaros. As recolhas feitas em passaros, caes, gatos e o rato preto sdo novos
achados. Esta espécie pode transmitir A. phagocytophilum (Santos et al, 2004) e R.
helvética (Santos-Silva et al., 2011).

1.5.2.3. Género Dermacentor

O habitat ideal consiste num clima temperado e seco,
mas facilmente suporta temperaturas mais elevadas, sendo
pouco exigente quanto a humidade. As formas imaturas tém
maior actividade na Primavera e Verdo e os adultos no
Outono e Inverno, contudo podem ser encontrados durante
todo o ano (Silva et al., 2006).

A espécie D. reticulatus (Figura 12), associado a

transmissdo de Babesia spp no cdo e Francisella tularensis  Figura 12 —CF\%"S"J(‘Z%% g)- reticulatus
no Homem, é encontrada em Aveiro, Braganca, Castelo Branco, Leiria, Lisboa,
Porto, Vila Real e Viseu (Santos-Silva, et al., 2011).

A espécie D. marginatum esta descrita em quase todo o territério Nacional e

transmite Rickettsia slovaca e Borrelia lusitaniae (Santos-Silva, et al., 2011).
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Em ambas as espécies, os adultos foram isolados da vegetacdo, mamiferos
domésticos e selvagens (ungulados, carnivoros), contudo o D. marginatum foi

também isolado a partir do Homem (Santos-Silva, et al., 2011).
1.5.2.4. Género Hyalomma

As espécies descritas em todo o territério Nacional foram o H. lusitanicum,
que transmite a B. burgdorferi, sendo os adultos recolhidos da vegetacao,
mamiferos domésticos e selvagens (ungulados, insectivoros e carnivoros), Homem,
pombos e corgos, enquanto os adultos de H. marginatum encontravam-se na
vegetacdo, ungulados e esporadicamente no Homem. As ninfas e larvas de H.
lusitanicum tém como hospedeiros principais roedores, lagomorfos e insectivoros
enquanto as formas imaturas de H. marginatum tém os passaros e lebres como
principais hospedeiros (Santos-Silva et al., 2011).

Adaptados a climas quentes e secos, sendo por isso pouco exigente do
ponto de vista higrométrico, as formas adultas tém maior actividade na Primavera e

Verdo enquanto as imaturas no Outono e Inverno (Silva et al., 2006).
1.6. Co - Infeccdes

Os diversos agentes patogénicos podem partilhar o mesmo vector, dai que
um animal possa estar infectado com apenas um ou Varios agentes em simultaneo,
sendo um factor importante no decorrer da doenca, diagndstico e tratamento. Este
fendmeno ocorre sobretudo em areas endémicas, dependendo da abundéancia dos
vectores (Kramer, 2007).

As infec¢Bes concomitantes entre Anaplasma spp, Ehrlichia spp, Rickettsia
spp e Bartonella spp sdo bastante frequentes (Kramer, 2007).

Em Portugal séo varios os estudos em que foram diagnosticadas infec¢des
concomitantes, nomeadamente entre B. canis canis e L. infantum, B. canis canis e
Hepatozoon canis, B. canis vogeli, E. canis e L. infantum (Cardoso et al., 2010a), B.

canis vogeli e A. platys (Cardoso et al., 2008b).
1.7. Outras doencas transmitidas por vectores existentes em Portugal

Para além das doencas referidas anteriormente, existem outras que
partiiham os mesmos vectores, nomeadamente o R. sanguineus e o I. ricinus, mas
gue nao foram diagnosticadas durante o periodo de estagio.

A existéncia destes vectores possibilita a transmissdo de outros agentes,

como A. platys (Cardoso et al., 2008b; Cardoso et al., 2012), A. phagocytophilum
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(Figueiredo, 2007; Santos et al., 2009; Cardoso et al.,, 2012), Hepatozoon canis
(Figueiredo, 2007; Cardoso et al., 2010b), Borrelia burgdorferi (Doenca de Lyme)
(Cardoso et al.,, 2012) (Tabela 20). A Dirofilaria immitis, responsavel pela
Dirofilariose, é transmitida por membros da familia Culicidae e ocorre no Pais
(Cardoso et al., 2012) (Tabela 20).

Tabela 20 - Doencgas transmitidas por vectores

Vector Agente Doenca Células-alvo Distribuicdo Zoonose Autor
Mediterraneo,
Asia, Africa,
Anaplasma Trombocitopénia Austrélia, ~
P f p. Plaquetas ’ Nao Santos et al. 2009
platys ciclica infecciosa Estados
R. Unidos, Médio
sanguineus Oriente
Sul da Europa,
Hepato; oon Hepatozoonose Leucdcitos M?dlo Oriente, N&o Kramer, 2011
canis Asia e Estados
Unidos.
Borreli S 8lul E Central Greene &
orrelia em células Europa Central . .
burgdorfer Doenca de Lyme alo e Ocidental Sim Straubingercap,
2006
L.ricinus Hemisférios
Anaplasmose
Anaplasma Canina; Norte da
P . ' Neutrdfilos Europa e Sim Kohn et al. 2008
phagocytophilum Anaplasmose L Py
o América, Asia e
Granulocitica P
Africa
quqmtos Europa,
genero- - . __ Sem células Estados .
Culex, Dirofilaria immitis Dirofilariose canina . - Sim McCall et al. 2008
alvo Unidos, Japéo,
Aedes, L
Australia
Anopheles

Legenda — Na tabela estéo referidas outras doengas transmitidas por vectores que ocorrem em Portugal.

1.8.

O objectivo geral do presente estudo foi determinar a incidéncia das doencas
transmitidas por vectores, Babesia canis, Ehrlichia canis, Rickettsia conorii e Leishmania
infantum, numa clinica veterinaria, em cées pertencentes ao concelho de Cascais. E os

objectivos especificos foram identificar a influéncia dos factores idade, época do ano, género

Objectivos

e raga no diagnostico dos varios agentes.
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2. Material e Métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo de hemoparasitoses, compreendendo
dados do periodo entre 1 de Janeiro de 2010 e 29 de Fevereiro de 2012, em
canideos habitantes no concelho de Cascais. Foram por isso excluidos todos os
canideos que ndo habitam neste concelho.

A amostra foi obtida a partir da base de dados da clinica em questao, sendo
o diagndstico realizado em dois laboratérios externos, o Segalab® ou o DNA
Tech®. Os principais critérios de inclusdo para que sejam considerados animais
suspeitos de Babesia spp, Ehrlichia spp e Rickettsia spp foram febre, prostaccéo e
trombocitopenia. JA para a LC muitas das pesquisas sao realizadas apenas por

rotina, ndo havendo por isso critérios especificos de incluséo.
2.1. Método Analitico

O método analitico utilizado foi a IFI para pesquisa de anticorpos contra B.
canis, E. canis, R. conorii e L. infantum. Em apenas uma amostra foi utilizado o

PCR, apos realizacdo de IFI para pesquisa de L. infantum.
2.2. Limiar da Positividade da técnica IFI

O limiar da positividade varia consoante o laboratério, sendo avaliada pelo
operador a fluorescéncia a partir da qual a amostra € positiva. De acordo com o
Segalab®, considera-se positivo a E. canis se valor superior a 1:10, para B. canis a
partir de 1:64, L. infantum de 1:80 e R. conorii de 1:64. Segundo o DNA Tech®,
considera-se positivo a E. canis a partir de 1:50, B. canis de 1:32, L. infantum de
1:160 e R. conorii de 1:64.

2.3. Anédlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada no SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) e os resultados foram considerados significativos quando o p-
value (significancia) foi inferior a 0,05. Para avaliar se existia relagdo entre o
diagnostico destes agentes e o sexo, época do ano e raca, foi efectuado o Teste
Exacto de Fisher. Na avaliagdo da varidvel numérica, a idade, efectuaram-se os
testes de normalidade de Shapiro-Wilk quando amostras inferiores a 50 e
Kolmogorov-Smirnov quando superiores a 50. Quando a normalidade foi constatada
aplicou-se uma abordagem paramétrica: Teste T para amostras independentes.
Quando o0 pressuposto de aplicacio do Teste T, normalidade e

homocedastecidade, ndo foram constatadas aplicou-se o teste nao paramétrico de

49



Mann-Whitney. Assim, para avaliar a influéncia da idade no diagnostico destes
agentes utilizaram-se o Teste T e Mann-Whitney.

Adicionalmente, para efeito de analise, as variaveis da estacdo do ano foram
reclassificadas em meses quentes (Primavera e Verao) e frios (Outono e Inverno) e
as racas em pura e indeterminada.

Para todos os agentes foi determinada a razdo de riscos dos factores em
estudo e quando este € inferior a 1 considera-se factor protector e se superior a 1

factor de risco.
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3. Resultados
3.1. Avaliacdo Global

Foram analisadas 207 amostras, das quais 42 foram testadas para
Babesiose, 43 para Ehrlichiose, 46 para Rickettsiose e 190 para Leishmaniose.

A Leishmaniose foi a doenga em que se verificou o maior nimero de casos
positivos (n=53), seguida da Rickettsiose (n=40). Na Babesiose foram obtidos 8
casos positivos e na Ehrlichiose foram obtidos 0 menor nimero de casos (n=4).

Foram verificadas co-infeccbes com Rickettsia conorii e Ehrlichia canis
(n=4), Rickettsia conorii e Babesia canis (n=8) e Leishmania infantum e Rickettsia

conorii (n=2) (Figura 13).

Leishmania infantum (53)

il
51 //m

26 /
/
/
( / //
-~

Babesia canis (8)

Figura 13 - Diagrama de Venn com quatro variaveis relacionando o nimero de infectados e as co-
infecgbes

3.1.1. Percentagem de canideos suspeitos positivos

Para cada agente foi determinada a proporgédo de canideos suspeitos com
resultados positivos, sendo a R. conorii 0 agente com maior percentagem com
86,9%, seguida da L. infantum com 27,89%, a B. canis com 19,05% e a E. canis
com 9,3% (Tabela 21).
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Tabela 21 - Proporcéo dos animais suspeitos positivos a B. canis, E. canis, R.
conorii e L. infantum

Agente Proporgao nos suspeitos positivos % Positivos  Total
B. canis 19,05 8 42
E. canis 9,3 4 43
R. conorii 86,9 40 46
L. infantum 27,89 53 190
3.1.2. Idade

A média de idades nos canideos positivos a B. canis foi de 7,9 anos, com
variagdo entre 1 e os 15 anos de idade, nos positivos a E. canis a média foi de 8
anos, sendo a idade minima 5 anos e a maxima 14 anos, para a R. conorii, 0s
positivos apresentaram uma média de idade de 6,9 anos, em que a idade minima
foi de 1 ano e a maxima de 16 anos e na L. infantum, a média foi de 8,5 anos nos
positivos, sendo a idade minima 1 ano e a maxima 15 anos (Tabela 22).

Para avaliar a influéncia da idade, foi utilizado o teste de Mann-Whitney, que
sugere que néo existem diferencas estatisticamente significativas entre a idade e o

diagnostico destes agentes, ja que o p foi superior a 0,05 para todos (Tabela 22).

Tabela 22 - Média de Idades dos canideos da amostra em estudo

Agente Média de Idades (anos) Min - Max p -value
B. canis
Positivo 7,9 1-15 0,235
E.canis
Positivo 8 5-14 0,504
R. conorii
Positivo 6,86 1-16 0,053
L. infantum
Positivo 8,5 1-15 0,319
3.1.3. Epoca

Para todos os agentes em estudo, as suspeitas foram superiores nos meses
guentes do que nos frios (Tabela 23). Mais especificamente, para a B. canis as
suspeitas nos meses quentes foram de 67% (28/42) e nos frios de 33% (14/42),
para a E. canis foi de 67% (29/43) nos meses quentes e 33% (14/43) nos frios, para

a R. conorii foi de 65% (30/46) nos meses quentes e 35% (16/46) nos frios e para a
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L. infantum foi de 52% (99/190) nos meses quentes e 48% (91/190) nos frios
(Tabela 23).

Para a B. canis, foi obtida uma percentagem de positivos de 21% (6/28) nos
meses quentes e de 14% (2/14) nos meses frios, para a E. canis foi de 7% (2/29)
nos meses quentes e de 14% (2/14) nos meses frios, para a R. conorii foi de 93%
(28/30) nos quentes e 75% (12/16) nos frios e para a L. infantum foi de 27% (27/99)
nos quentes e 29% (26/91) nos frios (Tabela 23).

Efectuou-se a razao de riscos (odd’s ratio) entre os meses quentes e frios e
este teste sugere que ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre a
época e o diagndstico destes agentes.

Para a L. infantum (Tabela 24) e R. conorii (Tabela 25), foram discriminados
0S numeros de casos por més, ja que foram os agentes com mais casos. Os meses
em que foram diagnosticados mais casos de R. conorii foram Maio com 9 casos,
Junho com 5 e Agosto com 6 e para a L. infantum foram Janeiro com 9 casos, Julho
e Agosto com 6 cada, Setembro e Outubro com 7 cada.

Tabela 23 - Relagdo entre o numero de positivos a B. canis, E. canis, R.

conorii e L. infantum e época do ano

Quentes Frios Total
B. canis
Negativo 22 12 34
Positivo 6 2 8
28 14 42
E. canis
Negativo 27 12 39
Positivo 2 2 4
29 14 43
R. conorii
Negativo 2 4 6
Positivo 28 12 40
30 16 46
L. infantum
Negativo 72 65 137
Positivo 27 26 53
99 91 190
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Tabela 24 - Casos mensais de L. infantum

Casos/més Positivo Negativo Total

Janeiro 9 12 21
Fevereiro 1 14 15

Margo 3 6 9

Abril 2 4 6
Maio 1 9 10
Junho 4 23 27
Julho 6 14 20
Agosto 6 11 17
Setembro 7 11 18
Outubro 7 11 18
Novembro 4 14 18
Dezembro 3 8 11
53 137 190

Tabela 25 - Casos mensais de R. conorii

Casos/més Positivo Negativo Total
Janeiro 1 1

Fevereiro
Margo
Abril
Maio
Junho
Julho
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro

N BN PO DNV O R EFEP W
W o W bh NNOO R P W

Dezembro

N
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N
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3.1.4. Género

Os resultados apresentados evidenciam que o género masculino obteve um
maior nimero de suspeitas quando comparado ao feminino, para todos os agentes
em estudo (Tabela 26). Para a B. canis a propor¢cao de suspeitos foi de 59,52%
(25/42) no masculino e 40,48% (17/42) no feminino, para a E. canis foi de 60,47%
(26/43) no masculino e 39,53% (17/43) no feminino, para a R. conorii foi de 58,7%
(27/46) no masculino e 41,3% (19/46) no feminino e para a L. infantum foi de
65,79% (125/190) no masculino e 34,21% (65/190) no feminino (Tabela 26).

A propor¢do de cées positivos a B. canis foi superior no género masculino

com uma proporcdo de 24% (6/25), comparativamente com o género feminino com
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12% (2/17), para a E. canis foi de 3,8% (1/26) nos machos e 17,6% (3/17) nas
fémeas, para a R. conorii foi de 88,9% (24/27) nos machos e de 84% (16/19) nas
fémeas e para a L. infantum foi de 30% (38/125) nos machos e de 23% (15/65) nas
fémeas (Tabela 26).

Efectuou-se a razdo de riscos (odd’s ratio) entre o género e este teste
sugere que ndo ha diferencas estatisticamente significativas entre o género e o

diagndstico destes agentes.

Tabela 26 - Relacdo entre B. canis, E. canis, R. conorii e L. infantum e o

género
M F Total
B. canis
Negativo 19 15 34
Positivo 6 2 8
25 17 42
E. canis
Negativo 25 14 39
Positivo 1 3 4
26 17 43
R. conorii
Negativo 3 3 6
Positivo 24 16 40
27 19 46
L. infantum
Negativo 87 50 137
Positivo 38 15 53
125 65 190
3.1.5. Raca

Para todos os agentes, as suspeitas foram superiores nos canideos de raca
pura comparativamente aos de raca indeterminada (Tabela 27). A percentagem de
suspeitos para a B. canis foi de 69% (29/42) nos canideos de raca pura e 31%
(13/42) para os de raca indeterminada, para a E. canis foi de 67% (29/43) para os
de raca pura e 32,6% (14/43) para os de raca indeterminada, para a R. conorii foi
de 70% (32/46) para os de raca pura e 30% (14/46) para os de raca indeterminada
e para a L. infantum foi de 70% (133/190) para os de raca pura e 30% (57/190) para

os de raga indeterminada (Tabela 27).
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Em relacdo a raca, a propor¢cdo de caes positivos para a B. canis foi de
13,8% (4/29) nos de raca pura e de 30,7% (4/13) nos de raca indeterminada, para a
E. canis a proporcao de caes positivos foi de 6,9% (2/29) nas racas puras e de 14%
(2/14) nas de raca indeterminada, para a R. conorii foi de 84% (27/32) nos de raca
pura e de 92,9% (13/14) nos de raca indeterminada e para a L. infantum foi de 24%
(32/133) nos de raca pura e de 36,8% (21/57) nos de raca indeterminada (Tabela
27).

As racas mais representativas em cada amostra estao referidas nas figuras
abaixo (Figura 14,15,16,17).

Efectuou-se a razdo de riscos (odd’s ratio) para a raca e este teste sugere
que nao ha diferencas estatisticamente significativas entre a raca e o diagndstico
destes agentes.

Tabela 27 - Relagao entre B. canis, E. canis, R. conorii e L. infantum e araca

Pura Indeterminada  Tota
B. canis
Negativo 25 9 34
Positivo 4 4 8
29 13 42
E. canis
Negativo 27 12 39
Positivo 2 2 4
29 14 43
R. conorii
Negativo 5 1 6
Positivo 27 13 40
32 14 46
L. infantum
Negativo 101 36 137
Positivo 32 21 53
133 57 190
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Figura 14 - Racas mais representativas no diagnéstico de Babesia canis

Negativo ® Positivo

Outras 0 18
Pastor Alem&o 0 3
Retriever do Labrador | 3
Bouvier Bernois | 3
Rottweiler 9 3
SRD 12

Figura 15 - Ragas mais representativas no diagnéstico de Ehrlichia canis
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Figura 16 - Ragas mais representativas no diagndéstico de Rickettsia conorii
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Figura 17 - Racas mais representativas no diagndstico de Leishmania infantum

3.2. Influéncia da época do ano, género e raca no diagnostico de B.

canis, E. canis, R. conorii e L. infantum

Tal como referido na tabela 28, a relagé@o entre o diagndstico de B. canis, E.
canis, R. conorii e L. infantum e factores como a época de diagndstico, género e
raca foi calculada através do teste Exacto de Fisher, que mostrou ndo haver relacao
entre estes parametros e o diagnostico destes agentes, para um nivel de

significancia de 5%.

Tabela 28 - Valores de p calculado através do teste Exacto de Fisher

Agente Epoca Sexo Raca
B. canis p=0,697* p=0,439* p= 0,226*
E. canis p=0,585* p=0,284* p=0,585*
R. conorii p=0,155* p=0,672* p= 0,647*
L. infantum p=0,872* p=0,393* p=0,08*
Legenda: *Nao significativo
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4. Discusséo
4.1. Babesiose Canina por Babesia canis

Na amostra em estudo foi obtida uma propor¢cdo de canideos positivos a
Babesia canis de 19%, valor bastante inferior ao obtido por Menn et al. (2010), de
58% em canideos portugueses, pertencentes a canis, com o mesmo método de
diagndstico. Esta discrepancia podera ser o resultado do tipo de amostra, sendo 0s
animais desse estudo pertencentes a canis e por isso com um risco de infeccao
bastante superior. Em contradicdo, o resultado obtido no presente estudo foi
superior ao obtido por Hornok et al. (2006) na Hungria, com 6% de um total de 651
cées provenientes de ambientes urbanos e rurais, 0 que podera ser explicado pelas
diferencas existentes em termos de clima, presenca dos vectores, geografia e
condigbes socio-econdmicas entre 0s dois paises.

A média de idades da amostra dos canideos infectados neste estudo foi de
8 anos, contrariamente ao verificado por Nulabamba et al. (2011) em que canideos
com menos de 1 ano tém maior probabilidade de desenvolver infec¢cdo. No entanto,
esse estudo foi realizado na Zambia, e provavelmente o risco de infeccdo é mais
alto, devido a vérios factores como as condi¢bes climatéricas, a presenca de
vectores e as condi¢cdes ambientais em que os caes vivem.

N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre a
época do ano e a propor¢cdo de caes infectados. Estes resultados ndo estdo de
acordo com os de Diz-Lopes & Rodrigues (2009), no Nordeste Transmontano, onde
detectaram uma ocorréncia superior em meses mais frios, em Outubro e Novembro,
bem como Cardoso et al. (2010) no Norte de Portugal. J& Nalubamba et al. (2011)
na Zambia, obtiveram dois picos, um na época da chuva e outro na época seca. O
valor obtido no presente estudo poderd ser explicado pelo facto do vector R.
Sanguineus poder ser encontrado durante todo 0 ano, mesmo que o seu clima ideal
seja um clima quente, apresentando por isso uma suposta maior densidade em
Julho e Agosto (Silva et al., 2006).

Este estudo revela ainda que as suspeitas dos Médicos Veterinarios
recaem sobretudo nos meses quentes. A pesquisa de Babesia spp e dos restantes
hemoparasitas € requisitada pelos clinicos perante um animal com sintomatologia
sugestiva e ndo como um teste de rotina, como acontece na Leishmaniose. No
entanto, estes sintomas nao sao especificos, podendo ser encontrados com muitas
outras doencas. Neste estudo os resultados indicam que apesar do maior nimero
de suspeitos, o numero de cées infectados ndo é estatisticamente diferente dos

encontrados nos meses frios, sugerindo que nos meses quentes, devido as
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elevadas temperaturas e pelo facto de ser o clima ideal do vector, o clinico esta
mais sugestionado a requisitar estas analises, levando a uma maior percentagem
de suspeitos negativos.

Relativamente ao género, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a propor¢do de animais infectados. Num
estudo de Mellanby et al. (2011) constatou-se que machos inteiros, castrados e
fémeas esterilizadas apresentavam um risco superior quando comparadas a
fémeas inteiras. Neste estudo ndo ha referéncia destes pardmetros, nao se
podendo por isso, relacionar. Estes resultados sé@o de dificil interpretagdo uma vez
que se desconhece a percentagem de machos e fémeas desta clinica.

Em relagdo a raca, ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas entre a proporcdo de cdes positivos has racas puras
comparativamente com as ragas indeterminadas. Diz-Lopes et al. (2009) obtiveram
uma percentagem de 62% nos cdes de caca, em que 52% eram Podengos,
diferindo do presente estudo, Cardoso et al. (2010) obtiveram uma percentagem
superior em Podengos, Rafeiros e Epagneul Breton e Mellanby et al. (2011)
constataram que o risco de infeccao € inferior em racas toy comparativamente a
Labradores Retrievers. No presente estudo partiu-se de uma populacdo
heterogénea de base hospitalar na qual a prevaléncia de cada raga e das ragas
indeterminadas € desconhecida, sendo por isso impossivel concluir se uma
determinada raga tem ou ndo maior risco de infeccdo. No entanto observou-se que
a maioria das suspeitas ocorreu em canideos de raga, sendo o Labrador Retriever a
raga mais representativa da amostra, com 3 suspeitas, mas apenas uma positiva.
Os canideos de raca indeterminada revelaram um numero de suspeitas inferior,
mas igual nimero de infectados, 4. Estes resultados podem ser devido ao acaso,
mas podem levantar a hipétese de que nesta amostra, proveniente da zona de

Cascais, a prevaléncia de cades de raca ser superior aos de raga indeterminada.
4.2.  Ehrlichiose Canina por Ehrlichia canis

Na amostra em estudo a proporcao de canideos positivos a Ehrlichia canis
foi de 9%, semelhante ao obtido por Figueiredo (2007) com 15% e Menn et al.
(2010) em cées de canil, com 9%, ambos por IFl. J& em relacdo ao de Bacellar et
al. (1995) no canil de Setubal, que foi de 50%, também por IFI, foi muito inferior. A
explicacdo podera residir no ambiente em que os canideos vivem e na prevencao

contra ectoparasitas (Dantas-Torres, 2010), ja que no estudo de Bacellar et al.
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(1995) foram testados cades de canil, estando mais expostos ao vector e
provavelmente a prevencao aplicada podera ser diferente.

A média de idades obtida neste estudo foi de 8 anos nos canideos positivos
a E. canis e ndo se observou qualquer relacédo entre a idade e o diagndstico da
doenca, o que esta de acordo com outros estudos (Harrus et al., 2005).

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a
época do ano e a positividade a E. canis, que podera ser explicado, por o vector
estar presente ao longo de todo o ano (Silva et al., 2006).

Verifica-se no entanto que a maioria das suspeitas tendem a ocorrer nos
meses quentes, provavelmente devido as mesmas razfes apontadas para a
pesquisa de Babesia canis. A infec¢do por E. canis foi a que obteve a menor taxa
de positivos, o que podera revelar que nesta zona ndo € um agente frequente,
guando comparado com os restantes.

Em relacdo ao género, também ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas. Estes resultados estdo de acordo com a literatura
que refere ndo haver qualquer relacdo com o seu diagnéstico (Harrus et al., 2005).

A raca também nédo revelou diferencas estatisticamente significativas no
diagndstico de E. canis. Os autores (Harrus et al., 2005) referem o Pastor Aleméo
como sendo mais susceptivel & infecgéo por E. canis. Neste estudo verificou-se que
canideos de ragca obtiveram um maior numero de suspeitas com 29,
comparativamente com os de racgas indeterminadas, apenas 14. As mesmas
explicacdes apresentadas para a B. canis podem ser aplicadas na E. canis para
explicar estes valores. As racas mais representativas neste estudo foram os
canideos sem raga definida e o Rottweiler, cada um com dois casos positivos. No
Pastor Alemao recairam 3 suspeitas, mas nenhuma revelou ser positiva, ndo sendo

possivel relacionar esta raga com o estudo referido anteriormente.
4.3. Rickettsiose Canina por Rickettsia conorii

Na amostra em estudo a proporcédo de canideos infectados com Rickettsia
conorii foi de 87%, semelhante ao obtido por Bacellar et al. (1995) em Setubal, com
86%, em ambos por IFI, sugerindo uma possivel endemia. Este valor foi superior ao
obtido por Alexandre et al. (2011) em Portugal, com 62%, pelo mesmo teste e com
amostra semelhante e outro realizado em Braganca por Figueiredo (2007) com uma
prevaléncia de 55%. Estudos realizados em varios paises da Europa, através de
IFIl, apresentaram resultados bastante inferiores, como Herrero et al. (1992), com

59% em provincias do centro de Espanha, Rojo (1997) em Léon, com 14%, Seguro-
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Porta et al. (1998) perto de Barcelona, com 26%, Solano-Gallego et al. (2008) em
Italia, com 0,4% no Norte, 1% no Centro e 3% no Sul e Menn et al. (2010) na
Alemanha, com 35%, este Ultimo em cades de canis, sendo de esperar que fosse
superior ou semelhante ao do presente estudo.

Em Portugal, um estudo preliminar realizado por Fonseca et al. (2012)
estimou uma proporcdo de infeccdo por Rickettsia spp de apenas 5 a 36% nos
ixodideos analisados, através de qPCR, enquanto Milhano et al. (2010) obtiveram
uma prevaléncia de infeccdo de Rickettsia spp de 55% também por PCR, no Safari
Parque do Alentejo. Este ultimo realizou a sequenciacdo de Rickettsia spp de modo
a determinar as subespécies, mas nenhuma revelou R. conorii. Assim, seria Util a
pesquisa especifica de R. conorii nos ixodideos de modo a determinar a sua taxa
de infeccéo.

Tal como Delgado et al. (1995), o factor idade ndo se correlacionou com o
seu diagndstico.

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o
diagnostico e a época, tal como Solano-Gallego et al. (2008b). Também para este
agente, no entanto, se verifica uma superioridade de suspeitas nos meses quentes,
embora a proporcao de infectados em cada grupo seja semelhante. Este resultado
vai no sentido oposto ao encontrado por Delgado et al. (1995) e Rojo (1997), em
que obtiveram frequéncias superiores nos meses quentes da Primavera e Verao, ao
contrério do obtido por Alexandre et al. (2011) com uma maior propor¢ao de casos
positivos entre Outubro e Dezembro. Mais uma vez a explicacdo poderé residir no
facto do vector, R. sanguineus poder ser encontrado durante todo o ano (Silva et
al., 2006).

Relativamente ao género, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas. Este resultado ndo vai de encontro com o obtido por
Green et al. (2006), que referem que os machos aparentam ter maior risco de
infeccdo. As suspeitas recairam, no entanto, uma vez mais, nos machos com 27,
enquanto nas fémeas foram 19, mas em propor¢do de animais infectados ndo ha
diferencas estatisticamente significativas. Estes resultados sdo de dificil
interpretacdo visto ndo estar disponivel o0 nimero exacto de cé@es existentes nesta
regido e se a prevaléncia de machos versus fémeas ser desigual a partida ou nao.
No entanto é plausivel especular-se, visto ser esta uma zona de vivendas e haver
uma preferéncia natural dos proprietarios, por caes machos para a funcao de cao

de guarda.
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Também ndo se observaram diferencas significativas entre as racas e a
infeccao por R. conorii.

Os resultados obtidos sdo muito interessantes, pois comparativamente com
0S outros agentes a taxa de infec¢do por R. conorii € muito elevada. Curiosamente
todos os animais deste estudo, testados no ano de 2011, foram positivos a este
agente.

As analises efectuadas foram enviadas para dois laboratérios diferentes com
iguais resultados, o que descarta em principio um erro laboratorial. O meio de
diagnostico utilizado, o IFI, acarreta algumas limitagdes, nomeadamente o facto de
pesquisar anticorpos que poderd apenas indicar que o animal contactou com o
agente e este ndo estar, no momento da pesquisa, com infec¢do activa. A literatura
refere que a pesquisa em areas endémicas deve ser realizada através de testes
mais especificos, como o WB, por detectar uma proteina antigénica especifica, ou
PCR, uma vez que pesquisa o0 agente etiolégico e ndo o anticorpo (Babalis et al.,
1993).

A infeccdo por R. conorii € geralmente subclinica (Green & Breitschwerdt,
2006), e estes testes, ao contrario da leishmaniose sdo geralmente feitos em caes
sintomaticos, pelo que é possivel que: i) ocorram infecgdes concomitantes, tal como
aconteceu em 14 canideos deste estudo; ii) a possibilidade de reac¢fes cruzadas
na leitura dos IFI com outras espécies de Rickettsia spp; iii) e o grau de
subjectividade subjacente dependente do observador.

Seria til realizar-se este teste numa amostra de cées assintomaticos e sem

infecgBes concomitantes de modo a avaliar a sua real incidéncia.
4.4, Leishmaniose Canina por Leishmania infantum

Na amostra em estudo foi obtida uma proporcéo de cées infectados de 28%,
semelhante ao obtido por Maia et al. (2007) com 29% no Algarve e Cortes et al.
(2007) em Lisboa, de 19%, pela mesma técnica. Também em lItalia, pela mesma
técnica, Pozio et al. (1981) obtiveram um valor semelhante, com 23,9%,
provavelmente devido ao clima semelhante entre paises. Este valor foi superior ao
obtido, pelo mesmo teste, por Abranches et al. (1983) na regido de Lisboa e
Setubal, com 10%, cuja explicacdo poderd ser a alteracdo do clima global,
afectando a distribuicdo do vector e do agente (Kramer, 2008), ou devido a regido e
prevaléncia dos vectores em Cascais comparativamente com Lisboa e Setubal.
Também Brandonisio et al. (1992) em Italia, obtiveram um valor inferior, com

14,4%, provavelmente pelo mesmo motivo que o anterior.
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A média de idades dos animais infectados foi de 8,5 anos. Tal como refere a
literatura, a infeccdo ocorre com mais frequéncia nos animais mais velhos, como
referiram Sousa et al. (2011) cuja prevaléncia da infeccdo foi superior nos adultos,
Amela et al. (1995) que consideraram que o0s idosos e jovens adultos tém maior
risco, Abranches et al. (1991) verificaram uma prevaléncia superior em canideos
com mais de 9 anos e Cortes et al. (2012) verificaram que caes entre 0os 5 e 8 anos
apresentam maior risco de infec¢ao.

N&ao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em relacéo
a época do ano e ao seu diagnostico e mesmo 0 niumero de animais suspeitos foi
muito semelhante ao longo de todo o ano. E provavel que esta doenca esteja a
perder alguma sazonalidade, uma vez mais devido a alteracdo do clima global,
afectando a distribuicdo do vector e do agente (Kramer, 2008), alargando por isso a
época favoravel dos flebétomos.

Em relacdo ao género, ndo se observaram diferencas estatisticamente
significativas, tal como a literatura (Pozio et al.,1981; Sideris et al., 1996; Pereira,
2002; Cardoso et al., 2004; Shang et al., 2011; Sousa et al., 2011 e Cortes et al.,
2012).

As suspeitas foram no entanto muito superiores nos machos, com 125
contra 65 nas fémeas. Estes resultados séo de dificil interpretacdo uma vez que
nao esta disponivel o nimero exacto de cées existentes nesta regido e se a
prevaléncia de machos versus fémeas é desigual a partida ou ndo. Mas, tal como
referido para os restantes agentes, é plausivel especular-se, visto ser esta uma
zona de vivendas e haver uma preferéncia natural dos proprietarios, por caes
machos para a funcéo de céo de guarda.

Em relacdo a raga, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas, tal como Sousa et al. (2011). As suspeitas foram no entanto bastante
superiores nos caes de raca com 133 casos, comparativamente com os cées de
racas indeterminadas, com 57. A interpretacdo destes resultados fica dependente
do conhecimento da prevaléncia de cdes de racas puras comparativamente com 0s
caes de racga indeterminadas na zona de Cascais. Sendo uma regidao com um nivel
sOcio-econémico mais elevado é possivel que o nimero de cées de raca seja em
namero superior. De acordo com a literatura, como Abranches et al. (1991) os caes
de racas, especialmente Doberman e Pastor Alemdo sao mais susceptiveis a
doenca. As racas autdctones sdo mais resistentes que as importadas (Ferrer 1999;
Solano-Gallego et a., 2000) ja Cortes et al. (2012) referem que canideos sem raca

definida pode ser um factor protector ao contrario das racas exoticas, que é de
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risco. Curiosamente as racas mais representativas sdo todas racas de grande porte
e muitas das quais associadas como sendo caes de exterior, estando por isso mais

expostas ao vector.

65



5. Concluséao

No presente estudo, a semelhanca de outros, foram obtidas propor¢des
elevadas de agentes transmitidos por vectores em caes, nomeadamente
Leishmaniose, Rickettsiose, Ehrlichiose e Babesiose. Os factores analisados néo
revelaram diferencas estatisticamente significativas no diagndstico destes agentes.

Os resultados obtidos demonstraram que a pesquisa destes agentes nao
deve estar restringida aos meses guentes, mas sim durante todo o ano.

Este estudo pretende contribuir para um melhor conhecimento das
hemoparasitoses que afectam o cdo na zona de Cascais, por parte dos clinicos
para que possam também sensibilizar os proprietarios a realizar uma correcta
profilaxia destas doencas.

No futuro, seria util a pesquisa de outros agentes que ocorrem no Pais e
nesta zona, como A. phagocytophilum, A. platys e Dirofilaria immitis, bem como
tentar relacionar a profilaxia aplicada com a pesquisa de varios agentes, de modo a
avaliar a sua eficacia.

Este tipo de estudos sdo fundamentais uma vez que contribuem para um
melhor conhecimento dos agentes que ocorrem em Portugal, nomeadamente as
zonas onde ocorrem, permitindo instituir uma melhor profilaxia consoante a sua

ocorréncia.
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