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RESUMO

As doencas caninas transmitidas por vetores tém vindo a aumentar significativamente
nos ultimos anos. Estas tém uma grande importancia a nivel médico e veterinario pois, muitas
delas, apresentam potencial zoonotico. O aumento tem sido, em grande parte, devido as
alteragBes climaticas que tém ocorrido pelo mundo inteiro. Vetores como os ixodideos e 0s
flebotomineos podem transmitir agentes como bactérias e parasitas. Neste trabalho foram
abordadas algumas das doencas mais comuns em Portugal, as quais sdo causadas por
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Rickettsia conorii e Leishmania infantum.

Esta dissertacdo teve como principal objetivo determinar a percentagem destes agentes
numa populacdo composta por 28 cées residentes num abrigo no concelho de Moura, regido do
Baixo Alentejo. Para isso, foi feita a colheita de sangue para tubos com EDTA e realizado
hemograma, observacdo de esfregaco de sangue e de buffy-coat, reacdo em cadeia da
polimerase, imunofluorescéncia e ensaio de imunoabsor¢do enzimatica.

Os exames moleculares permitiram identificar 18% dos animais infetados com
Ehrlichia canis e 7% com Anaplasma platys. N&do foi amplificado ADN de Leishmania spp.
nem de Rickettsia spp. em nenhum dos cdes em estudo. As analises seroldgicas indicaram uma
seroprevaléncia de 53,6% para E. canis, 100% para R. conorii, 35,7% para L. infantum e 18%
para A. phagocytophilum.

Os resultados obtidos mostram valores ndo negligenciaveis para a presenca dos agentes
em estudo nesta regido do Pais. O conhecimento sobre a distribuicdo geografica destes agentes

é relevante para o controlo e epidemiovigilancia das doencas caninas transmitidas por vetores.

Palavras-chave: Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Rickettsia conorii, Leishmania

infantum, caes, Moura



ABSTRACT

Canine vector-borne diseases have been increasing significantly in recent years. These
have great importance in medical and veterinary since many of them have zoonotic potential.
The increase has been largely due to climate change that has taken place all over the world.
Vectors such as ixodids and sand flies can transmit agents such as bacteria and parasites. In this
work we discuss some of the most common diseases in Portugal, which are caused by
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Rickettsia conorii and Leishmania infantum.

The main objective of this dissertation was to determine the percentage of these agents
in a population composed by 28 dogs resident in a shelter in the municipality of Moura, Baixo
Alentejo region. For this purpose, blood was collected for EDTA tubes and performed blood
count, blood smear and buffy-coat observation, polymerase chain reaction,
immunofluorescence and enzyme immunoabsorption assay.

The molecular tests allowed to identify 18% of the animals infected with Ehrlichia canis
and 7% with Anaplasma platys. Leishmania spp. DNA was not amplified nor of Rickettsia spp.
in none of the studied dogs. Serological tests indicated a seroprevalence of 53.6% for E. canis,
100% for R. conorii, 35.7% for L. infantum and 18% for A. phagocytophilum.

The results obtained show non negligible values for the presence of agents under study
in this region of the country. Knowledge about the geographical distribution of these agents is

relevant for the control and epidemiology of vector - borne canine diseases.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Rickettsia conorii, Leishmania

infantum, dogs, Moura



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADN — Acido desoxirribonucleico

ALT/GPT — Alanina aminotransferase, do inglés “Alanine Aminotransferase”

AST/GOT — Aspartato Aminotransferase, do inglés “Aspartate Aminotransferase”

BID — Duas vezes por dia, do latim “Bis in die”

CK — Creatinofosfoquinase, do inglés “Creatine Phosphokinase”

EMC — Erlichiose Monocitica Canina

CVBD’s — Doengas Caninas Transmitidas por Vetores, do inglés “Canine Vector-Borne
Diseases”

EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-acético, do inglés “Ethylenediaminetetraacetic acid”
ELISA — Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica, do inglés “Enzyme-Linked Imunossorbent
Assay”

ESCCAP — Conselho Cientifico Europeu de Parasitas de Animais de Companhia, do inglés
“European Scientific Counsel Companion Animal Parasites”

Et al. — E outros, do latim “et alli”

EUA — Estados Unidos da América

Fe — Ferro

FeLV — Virus da leucemia felina, do inglés “Feline Leukemia Virus”

FIV — Virus da imunodeficiéncia felina, do inglés “Feline Immunodeficiency Virus”

FMV — Faculdade de Medicina Veterinaria

fPLI — Imunorreatividade da lipase pancredtica felina, do inglés “Feline Pancreatic Lipase
Immunoreactivity”

gADN — ADN genomico

Gama-GT — Gamaglutamiltransferase, do inglés “Gamma-glutamyltransferase”

IF1 — Imunofluorescéncia Indireta

IgG — Imunoglobulina G

LACH — Laboratdrio de Analises Clinicas e Histopatologia

MSF — Febre escaro-nodular ou febre da carraca, do inglés “Mediterranean Spotted Fever”
nPCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase nested, do inglés “Nested Polimerase Chain Reaction”
pb — Par de bases

PBS — Tampao fosfato salino, do inglés “Phosphate Buffered Saline”

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés “Polimerase Chain Reaction”

PO — Via oral, do latim “Per os”


https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwin_pv74NfXAhWNalAKHQkrAF8QFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.healthline.com%2Fhealth%2Falt&usg=AOvVaw24QYhKfjvVJB1Gki1Di5y2

PTC — Pancitopenia Tropical Canina

ARN — Acido ribonucleico

rARN — Acido ribonucleico ribossémico

s.l. — Em sentido amplo, do latim “sensu lato”

s.s. — Em sentido especifico, do latim “sensu stricto”

SID — Uma vez por dia, do latim “semel in die”

SRD — Sem Raga Definida

T4 — Tiroxina

TBE — Tris-borato-EDTA

TP — Tempo de Protrombina

TTPA — Tempo de tromboplastina parcial ativada

TSH — Hormona estimulante da tiroide, do inglés “Thyroid-stimulating Hormone”
ULHT - Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias

UV — Ultravioleta

ompA — Proteina A da membrana externa, do inglés “outer membrane protein A”
OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

x g — Aceleracédo gravitacional (unidade de forca centrifuga relativa)
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RELATORIO DE ESTAGIO

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria realizado pela
autora da presente dissertacdo teve lugar no Laboratdrio de Analises Clinicas e Histopatologia
(LACH) da Faculdade de Medicina Veterindria (FMV) da Universidade Lus6fona de
Humanidades e Tecnologias (ULHT). O estagio teve inicio a 12 de setembro de 2016 e terminou
a 14 de abril de 2017, tendo a duracdo de sete meses.

Os primeiros cinco meses decorreram no laboratério interno ao Hospital Escolar
Veterindrio da FMV-ULHT, sob a orientacdo da Doutora Joana Fonseca. Durante este tempo
foram realizadas varias técnicas complementares de diagnostico como hemograma, bioquimica
sérica, ionograma, citologia, uriandlise, analise bacteriologica e parasitologica, teste
endocrinoldgico e antibiograma. Os Ultimos dois meses foram centrados na execucdo de
analises citoldgicas, moleculares e seroldgicas necessarias a realizacdo da presente dissertacdo

de mestrado, sob a orientagdo da Professora Doutora Margarida Alves.

Na area da hematologia realizaram-se seis tipos de analises (Figura 1). A contagem de
reticuldcitos foi realizada apds coloracdo do esfregaco com o novo azul de metileno, enquanto
os esfregacos sanguineos foram corados com Giemsa (Bio-Optica Index). Os hemogramas
foram realizados num equipamento BC-5300Vet (Mindray). As amostras de sangue foram
colhidas para tubos com o anticoagulante &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés

“Ethylenediaminetetraacetic acid”).
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Figura 1 — Distribuicdo dos diversos exames hematoldgicos executados durante o estagio curricular.
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As analises de bioquimica sanguinea foram realizadas num equipamento Spotchem EZ
SP 4430 Arkray (Menarini), em amostras de soro ou plasma heparinizado. Os ionogramas
foram efetuados num equipamento Vet Stat Electrolyte and Gas Analyzer (IDEXX). No total
foram analisados 21 parametros diferentes (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo dos diversos exames de bioquimica sanguinea executados durante o estagio
curricular.

Os exames endocrinoldgicos (Figura 3) foram realizados num equipamento Vet Test
8008 (IDEXX), sendo que no caso da T4 total se recorreu ao SNAP T4 Test Kit (IDEXX

Laboratories).
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Figura 3 — Distribuicdo dos diversos exames endocrinoldgicos executados durante o estagio
curricular.
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De modo a avaliar a hemostase realizaram-se trés analises diferentes (Figura 4).

WH

l

Perfil de coagulagdo TP

Figura 4 — Distribuicdo dos diversos exames de hemostase executados durante o estagio curricular.

Foram realizados quatro exames seroldgicos diferentes, efetuados por
imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio de imunoabsorcdo enzimético (ELISA) e o teste
rapido SNAP Combo Plus FeLV Antigen/FIV Antibody test Kit (IDEXX Laboratories) (Figura
5).
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Figura 5 — Distribuicdo dos diversos exames serolégicos executados durante o estagio curricular.

Realizaram-se trés exames moleculares, por reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés “Polymerase Chain Reaction™), de modo a avaliar a presenca do virus da leucemia felina
(FeLV, do inglés “Feline Leukemia Virus”).
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A analise a urina que compreende a visualizacdo do sedimento urinario, com posterior
observacao ao microscopio 6tico Olympus CX22 e o exame de urina tipo Il foram realizados
manualmente. O racio proteina/creatinina foi efetuado num equipamento Vet Test 8008
(IDEXX). A casuistica destes exames € apresentada na figura 6.
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Figura 6 — Distribui¢do dos diversos exames urinarios executados durante o estagio curricular.

Através das técnicas de Willis/flutuacdo e Baermann pesquisou-se, a presenca de

parasitas gastrintestinais e pulmonares, respetivamente, em amostras de fezes (Figura 7).

12
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Pesquisa de Parasitas Pesquisa de Parasitas
gastrintestinais pulmonares

Figura 7 — Distribuigdo dos diversos exames parasitoldgicos executados durante o estagio curricular.

Por ultimo, foram realizados exames citol6gicos que constituem uma grande parte das
analises realizadas no LACH, tendo sido efetuadas 218 analises. Tal como nos esfregacos

sanguineos, recorreu-se a coloracdo com Giemsa (Bio-Optica Index).
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INTRODUCAO

Desde o final dos anos 80 do século passado tem ocorrido um aumento significativo de
Doencas Caninas Transmitidas por Vetores (CVBD’s, do inglés “Canine Vector-Borne
Diseases”) podendo estas apresentar potencial zoondtico. Este aumento pode ser atribuido as
mudancas climéticas ou ao aumento da mobilidade do Homem a escala global. Alguns agentes
sdo considerados endémicos de cada regido, enquanto outros sao exoticos. As técnicas de
diagnostico molecular sdo 0 método de eleicdo em termos da descoberta de novas espécies e
estirpes destes agentes patogénicos. O facto de estas doengas poderem ser assintomaticas, talvez
por baixa incidéncia ou suscetibilidade por parte da populagdo, leva a um retardamento no seu
diagnostico, dificultando, assim, o seu controlo e prevencdo (Lauzi et al., 2016; Potkonjak et
al., 2016).

Dada a crescente proximidade entre os animais domeésticos, as espécies pecuarias e 0s
humanos (Proboste et al., 2015), é necessario recorrer a uma abordagem One Health, pois o
primeiro pode servir de reservatorio dos agentes infeciosos que afetam o Homem (Lauzi et al.,
2016). De modo a evitar ou prever possiveis surtos de doenca, € essencial existir uma vigilancia
epidemioldgica que avalie a sua incidéncia e prevaléncia, alertando os médicos e veterinarios

de cada regido (Kamani et al., 2013).

1.1 Agentes

O numero de agentes patogénicos transmitidos por vetores que afetam os cées é vasto.
Desde modo, no presente trabalho, foram abordados, apenas, alguns dos potencialmente mais
comuns em Portugal. Estes sdo Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia
conorii e Leishmania infantum (Figura 8). As trés primeiras sdo bactérias intracelulares
obrigatdrias infiltrando-se dentro de leucocitos (Cetinkaya et al., 2016), enquanto o ultimo &
um protozoario com tropismo para as mesmas células, especificamente, mondcitos, macrofagos
e neutréfilos (Maia & Campino, 2008).

Em Portugal ja foram descritos casos de leishmaniose e febre da carragca em humanos,
dai a importancia da divulgacéo de informacéo sobre este tema entre os tutores dos animais, de
modo a prevenir e evitar estas situacdes (Pereira et al., 2016).

Devido ao elevado nimero de vetores hemat6fagos transmissores de doenca, como 0s
ixodideos e os flebotomineos, e a facilidade com que se alojam nos hospedeiros (Yisaschar-
Mekuzas et al., 2013), existe a possibilidade de o mesmo animal apresentar infecdes

simultaneas provocadas por multiplos agentes. Esta situacao agrava bastante o estado de saude
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dos animais e dificulta o tratamento (Vichova et al., 2014). Um dos principais fatores de risco
destas co-infeccGes € os animais se encontrarem em abrigos onde o controlo de vetores €
insuficiente ou, mesmo, inexistente (Pennisi et al., 2012).

Atualmente, para além da transmissdo por vetores existe a possibilidade de a infecéo ser
iatrogénica ocorrendo atraveés de transfusdes sanguineas, pelo que, em zonas endémicas, devem
ser realizados testes moleculares para rastreio de agentes infeciosos nos animais dadores (Sainz
etal., 2015).

Bacteyia Protista
Filoo Filo
Proteobacteria Sarcomastigophora

Classe I

. Classe
Alphapr ri
phaproteobacteria Zoomastigophora

P g

€
Rickettsiales Ordem
P =y . -
Familia anl'\”a Kinetoplastida
Anaplasmataceae Rickettsiaceae I
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N ér:ero Ehelichia énero Trypanosomatidae
naplasma Rickettsia ;
N /\ énero
. . canis S Leishmania
A. phagocytophilum \_/ “conorii o
L — — “infantum
A. platys —_

Figura 8 — Classificagdo taxondmica dos agentes bacterianos e parasitarios em estudo (Adaptado de
Greene, 2015 e Taylor et al., 2007).

1.1.1 Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma platys

A. phagocytophilum é uma bactéria gram-negativa transmitida pela carraca Ixodes
ricinus e agente da anaplasmose granulocitica canina pois infecta células granulares, como
neutrdfilos e eosinofilos (Almazan et al., 2016; Cetinkaya et al., 2016; Silveira et al., 2015).
Estas bactérias unem-se as células-alvo através da sua camada superficial glicoproteica, onde
impedem a fusdo entre endossomas e lisossomas, e reproduzem-se em vesiculas formando
morulas (Pantchev et al., 2015).

A primeira identificacdo de A. phagocytophilum em cées, aconteceu em 1982, na
Califérnia. Em 1994, nos Estados Unidos da América (EUA), foi diagnosticada pela primeira

vez a infegdo por este agente em humanos (Sainz et al., 2015), desmistificando a ideia de que
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esta bactéria seria apenas de importancia veterinaria. Diagnosticar e proceder ao tratamento de
infecdes subclinicas ou assintomaticas ajuda no controlo desta patologia, pois tal como em
outras bacterioses, 0s cdes servem como reservatorios tanto para outros animais como para 0s
humanos (Vichova et al., 2014).

No ano de 2001, com base na sequéncia do gene que codifica a subunidade 16S do &cido
ribonucleico ribossémico (rARN), trés espécies diferentes (E. equi, E. phagpcytophila e o
agente da erlichiose granulocitica humana) foram agrupadas num sO género que hoje
conhecemos por Anaplasma phagocytophilum (Granick et al., 2009).

Estudos recentes mostraram que a probabilidade de infecdo é maior em cées adultos, e
gue esta ocorre nos meses em que existe um maior nimero de vetores em fase de ninfa ou adulta
em circulacdo (Santos et al., 2013).

Clinicamente, os sinais observados séo letargia, anorexia, hipertermia e, em raros casos,
polidipsia, vomitos, diarreia e sintomatologia neurolégica (Cardoso et al., 2012). O diagnoéstico
laboratorial permite detetar um maior nimero de casos, do que o clinico, pois nem todas as
infecdes exibem sintomatologia no hospedeiro, sendo assintomaticas (Lee et al., 2017). A
claudicacéo pode, também, ser um sinal clinico relevante pois, em estudos realizados através
de citologia do fluido sinovial de animais com poliartrites, foi detetada a presenca desta bactéria
(Theodorou et al., 2015). A anaplasmose raramente causa a morte do hospedeiro, embora a
ocorréncia de coinfeccBes agrave o quadro clinico do mesmo (Smith & Wall, 2013) .

O diagnostico deve ser realizado através da complementaridade entre diversas técnicas,
como a observacdo em esfregacos sanguineos, de mérulas em neutréfilos e, mais raramente,
em eosinofilos, a detecdo de anticorpos anti-A. phagocytophilum por serologia e a detecdo, por
PCR, de acido desoxirribonucleico (ADN) do agente (Kohn et al., 2011).

No Brasil, através da técnica de PCR em tempo real, foi possivel diagnosticar
anaplasmose por A. phagocytophilum em cées, ndo havendo qualquer informacdo sobre a
detecdo de anaplasmose granulocitica humana (Silveira et al., 2015). Neste pais existe
igualmente um registo de coinfec¢do entre A. phagocytophilum e E. canis. Este estudo é
suportado e aprovado pela realizacdo de técnicas moleculares, parasitoldgicas e hematologicas
simultaneamente em 3 ocasides diferentes (Silveira et al., 2015).

O agente A. phagocytophilum encontra-se disperso por todo o continente Europeu, tem
como principal hospedeiro o cdo, embora possa afetar espécies como cavalos, ruminantes, gatos
e 0 Homem (Scorpio et al., 2011; Silveira et al., 2015; Cetinkaya et al., 2016; Lee et al., 2017).

Em Portugal foi descrita uma seroprevaléncia de 4,5% a 9,2% em animais aparentemente
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saudaveis ou clinicamente suspeitos, respetivamente (Maia et al., 2015). Em Espanha, foram
descritas seroprevaléncias entre 5% a 19%, em cdes com quadro clinico entre subagudo a agudo
(Solano-Gallego et al., 2006; Couto et al., 2010; Mir6 et al., 2013). Na Europa, encontram-se
descritas prevaléncias de infecéo, detetadas por PCR, entre 0,8% e 23,6% e seroprevaléncias
detetadas por ELISA ou IFI entre 7,5% e 56,5% (Kohn et al., 2011; Sainz et al., 2015; Starkey
etal., 2016).

O tratamento usado em cdes com anaplasmose granulocitica consiste na administragdo
de um antibidtico do grupo das tetraciclinas, a doxiciclina [5 mg/kg por via oral (PO, do latim
“Per 0s”) duas vezes por dia (BID, do latim “Bis in die”) durante 2 semanas], sendo que a
maioria dos animais mostra melhorias 24 a 48 horas apds o inicio da antibioterapia (Carrade et
al., 2009).

A prevencdo da transmissdo de A. phagocytophilum em cées tem sido possivel através
do controlo do vetor, usando uma combinacg&o de varios principios ativos como imidaclopride,
permetrina, fipronil e (S)-metopreno, com resultados até 25 dias ap6s a aplicacdo no animal
(Carrade et al., 2009).

A. platys é outra espécie responsavel pela anaplasmose trombocitica canina que tem
como células alvo as plaguetas sanguineas. Este agente é transmitido pelo ixodideo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) tendo sido identificado, pela primeira vez em cées,
no ano de 1978, na Florida (Bouzouraa et al., 2016). Esta espécie encontra-se distribuida em
todo 0 mundo e o seu papel como agente zoon6tico nao foi, ainda, comprovado. Normalmente,
os sinais clinicos apresentados pelo hospedeiro sdo ligeiros, apesar da viruléncia desta bactéria
poder variar de acordo com a regido geografica em que se encontra (Cicuttin et al., 2014).
Alguns dias apds a exposicdo ao agente ocorre uma diminuicdo repentina no nimero de
plaquetas. Dada a natureza ciclica desta bacteremia a maioria dos animais permanecem
assintomaticos. Quando ocorre expressdo dos sinais clinicos estes podem incluir emese,

diarreia, febre, depresséo e anorexia (Rufino et al., 2013).

1.1.2 Ehrlichia canis

A descoberta de E. canis remonta ao ano de 1935 na Argélia, por Donatien e Lestogquard
(Harrus & Waner, 2011), quando cées de servico militar exibiram sinais de anemia e febre
ganhando, na altura, o nome de Pancitopenia Tropical Canina (PTC) (Sainz et al., 2015). Mais
tarde, em 1995, foi novamente descrita em cées, na Costa Rica, com base na avaliacéo clinica

e em resultados microscopicos e serologicos (Romero et al., 2011).
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Esta € uma bactéria gram-negativa transmitida, maioritariamente, pelo vetor
Rhipicephalus sanguineus, na sua fase de ninfa ou adulta (Cicuttin et al., 2016), veiculo da
antiga PTC, agora chamada Erlichiose Monocitica Canina (EMC) (Alves et al., 2014). Este
agente apresenta tropismo para 0s mondcitos e macrofagos (Aguiar et al., 2016; Ferrolho et al.,
2016). Nas carracas podemos encontrar estas bactérias nas glandulas salivares, epitélio
intestinal e nas células da hemolinfa (Aguiar et al., 2014). Existem, também, registos de
transmisséo deste agente pelo vetor Dermacentor variabilis (Starkey et al., 2014).

E. canis tem um periodo de incubagdo de oito a 20 dias (Waner et al., 2014) e,
dependendo da fase da doenca em que o animal se encontra - aguda, subaguda ou crénica
(Bottari et al., 2016) - os sinais clinicos variam entre febre, letargia, apatia, anorexia, mucosas
palidas, esplenomegalia, distirbios hemorragicos (petéquias e/ou equimoses, por exemplo) e
uveites, podendo ocorrer a morte do cdo (Cicuttin et al., 2016). Disturbios gastrintestinais, como
vomitos e diarreia tendem a manifestar-se em 10 a 15% da populagdo afetada (Mylonakis et al.,
2014). Tal como a anaplasmose, também a EMC pode ser assintomatica e 0s animais serem
portadores cronicos da doenca (Almazan et al., 2016; Cetinkaya et al., 2016). A gravidade desta
doenca deriva do fato de existir, ou ndo, mielossupressao (Mylonakis et al., 2014; Theodorou
etal., 2015).

Segundo Sainz et al. (2015), a transmissdo do agente pelo vetor ocorre passadas trés
horas do seu contacto com o hospedeiro. O fato de existirem, no mesmo animal, co-infec¢bes
com dois agentes diferentes, pode aumentar a probabilidade deste exibir sinais clinicos (Gaunt
etal., 2010).

No Mundo, E. canis € a bactéria com maior prevaléncia diagnosticada em cées (Starkey
et al., 2016). Esta apresenta uma distribuicdo geografica abrangente, tendo sido confirmada a
sua presenca na América, Europa, Asia e Africa. Esta confirmacao foi feita através de dois
métodos moleculares, por amplificacdo do gene que codifica a subunidade 16S do rARN e/ou
do gene trp36 (Almazan et al., 2016; Cicuttin et al., 2016; Pat-Nah et al., 2015). Apesar da sua
larga distribuicdo geografica, as sequéncias do gene 16S rARN avaliadas nos varios continentes
sdo praticamente idénticas o que, apesar da pouca informacéo que isto nos da sobre este agente,
indica um alto nivel de conservacdo (Aguiar et al., 2013).

Em 1986 foi descrito o primeiro caso de EMC em gatos (Braga et al., 2014),
continuando a surgir casos em que os hospedeiros sdo felinos e até canideos selvagens
(Carvalho et al., 2016). Na Venezuela, E. canis ja foi identificado como agente patogénico em
humanos (Cardoso et al., 2015; Lauzi et al., 2016).

21



Segundo Bottari et al. (2016), animais com EMC exibiram alteracdes no metabolismo
do ferro (Fe). Isto foi baseado na hipotese de que E. canis tinha desenvolvido métodos proprios
na aquisicdo deste elemento. A importancia do estudo prende-se com o fato de um dos sinais
clinicos de EMC ser a anemia e de o Fe ter um papel importante no seu desenvolvimento.

O diagnostico da EMC, pode ser feito recorrendo a varios métodos, como a visualizacao
de mérulas de E. canis em esfregagos de sangue total ou buffy-coat, serologia para anticorpos
imunoglobulina G (IgG) anti-E. canis, cultura de tecidos para isolamento do agente e PCR para
detecdo do ADN do agente patogénico (Waner et al., 2014), normalmente por amplificacdo do
gene que codifica a subunidade 16S rARN (Alexandre et al., 2009).

Ramos et al. (2009) realizaram um estudo sobre a diferenca no numero de diagnosticos
realizados por esfregaco sanguineo quando comparado com uma técnica de PCR nested
(nPCR), tendo verificado que, por observacdo do esfregaco, apenas em 9% dos animais
estudados foi observada doenca, enquanto que por analise molecular o valor aumentou para
57%. Os autores concluiram, que no diagnostico por esfregaco existe um grande numero de
resultados falso negativos.

Em Portugal, em animais sauddveis ou assintomaticos foi encontrada uma
seroprevaléncia para E. canis de 4,1%, enquanto que em animais com suspeita de doenca foi de
16,4% (Maia et al., 2015). Em Espanha, foram descritas seroprevaléncias entre 3,1% e 19% em
animais domésticos (Mird et al., 2013; Sainz et al., 2015) e 54,7% em animais de canil
(Amusategui et al., 2008). Devido ao periodo de seroconversdo de até 15 dias podem ocorrer
resultados falso negativos nos testes de imunofluorescéncia (Mylonakis et al., 2009).

O tratamento da EMC consiste na administracdo oral de um antibiético como a
doxiciclina, na dosagem de 10mg/kg uma vez por dia (SID, do latim “semel in die”) (Morar et
al., 2015). Ap6s o tratamento, e consequente eliminacdo de E. canis, pode ocorrer uma
persisténcia dos anticorpos durante meses ou mesmo anos (Harrus & Waner, 2011).

Fourie et al. (2013) comprovaram a eficacia do uso combinado de imidaclopride e
permetrina (Advantix®) na prevencdo da transmissdo de E. canis ao hospedeiro por R.
sanguineus durante quatro semanas. Num outro estudo foi avaliada a combinag&o entre fipronil,
amitraz e (S)-metopreno (CERTIFECT®) com o mesmo objetivo do anterior; os autores
concluiram que este protocolo também ¢é eficaz na prevencdo da transmissdo deste agente
(Fourie et al., 2013).
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1.1.3 Rickettsia conorii

Rickettsia conorii € uma bactéria gram-negativa, agente da febre escaro-nodular ou
febre da carraga (MSF, do inglés “Mediterranean Spotted Fever”) transmitida maioritariamente
pelo ixodideo Rhipicephalus sanguineus (Lauzi et al., 2016). Esta bactéria é endémica,
principalmente, na Bacia Mediterranica e, em alguns casos, no norte e centro da Europa e Asia.
Nestas areas a seroprevaléncia é de 26% a 60%, em cées, com infe¢do subaguda (Nicholson et
al., 2010; Solano-Gallego et al., 2015). Um estudo realizado no Uganda encontrou uma
seroprevaléncia de 95% para Rickettsia spp., tendo sido o valor mais alto descrito até ao
momento, naquela zona, em relacdo a Rickettsia spp. em animais de meios rurais. Espanha
apresenta valores que rondam os 82%. No entanto, os métodos moleculares ndo detetaram a
presenca de ADN deste agente (Proboste et al., 2015).

Esta rickettsiose pode ser transmitida da fémea adulta para os seus ovos (transmissao
transovarica) e/ou ao longo das varias fases do ciclo de vida do ectoparasita vetorial
(transmissdo transtandial). A transmissdo em humanos pode ocorrer, também, atraves da
inoculacdo acidental da membrana mucosa das carragas, ap0s esmagamento aquando da sua
remocao dos cdes (Nicholson et al., 2010). Os caes sdo o hospedeiro preferencial embora
tenham sido descritos casos em outros mamiferos e aves (Levin et al., 2012). Até ao momento,
existe pouca informacédo sobre a suscetibilidade que os hospedeiros, principalmente os caes,
apresentam a infecdo por R. conorii e a duracdo desta bacteremia (Solano-Gallego et al., 2015).

A sintomatologia apresentada pelos humanos afetados comeca por um episodio agudo
de febre alta, com o local da mordida da carraca assinalado por uma escara. Pode, também,
apresentar adenopatia regional e erup¢do maculopapular disseminada com envolvimento das
superficies palmares e plantares. Os casos mais graves podem apresentar faléncia
multiorganica, manifestagbes neuroldgicas e, mesmo, a morte (Levin et al.,, 2009),
possivelmente devido a um diagndstico errado ou tardio (Kidd et al., 2008).

Apos o inicio da antibioterapia, sdo raros os casos de mortalidade, embora 6% da
populacdo afetada apresente um quadro clinico grave (Levin et al., 2012). Os cées séo,
normalmente, assintomaticos, apesar de estudos recentes indicarem uma evolucdo do quadro
clinico apresentado pelos animais afetados (Nicholson et al., 2010).

Existem relatos que sugerem que ap0s serem infetados com este agente, 0s hospedeiros,
seja 0 cdo ou 0 Homem, desenvolvem uma imunidade contra a re-infecdo pelo mesmo ou outro

agente da mesma familia (Levin et al., 2014).
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Os meios complementares de diagnostico utilizados em humanos incluem a
imunofluorescéncia como teste de referéncia, e mais recentemente, a PCR seguida de
sequenciacgdo. Esta ultima tem auxiliado na melhor caracterizacdo desta bactéria (Sfar et al.,
2009).

A MSF foi descrita em humanos, pela primeira vez, em 1909 na Tunisia (Parola et al.,
2009). Anualmente, em Italia, sdo registados, em humanos, mais de 1000 casos. Em paises
endémicos como a Itélia, a seroprevaléncia encontra-se entre 15.5% e 74%, em cées (Solano-
Gallego et al., 2015).

Em Portugal, € uma doenca de notificacdo obrigatoria devida a sua alta incidéncia com
o desenvolvimento de vasculites graves e faléncia de varios érgdos (Maia et al., 2014).

Em 1998 foram realizados estudos seroepidemioldgicos em que os cdes eram usados
como sentinelas na propagacdo da doenga para 0s humanos. Estes ndo tiveram um resultado
satisfatorio na identificacdo da espécie envolvida devido a ocorréncia de reacBes cruzadas
dentro do seu grupo (Alexandre et al., 2011).

1.1.4 Leishmania infantum

Leishmania infantum é um protozoario, agente da leishmaniose, que tem no cdo um dos
seus principais hospedeiros e reservatdrios. Este tltimo pode ter um papel crucial na propagacao
do agente ao Homem.

Recentemente, ocorreu um surto de leishmaniose visceral humana em Madrid em que
o0s hospedeiros ndo eram cdes mas sim, animais silvestres como coelhos e lebres (Bravo-Barriga
et al., 2016). A leishmaniose visceral humana afeta, maioritariamente, criangas e adultos com
0 sistema imunitario comprometido (Cardoso et al., 2015).

A transmissdo de leishmaniose visceral humana poder ocorrer quer pela via zoondtica,
em que o cdo é o hospedeiro reservatério, quer pela via antropondtica, tendo como Unico
hospedeiro e reservatério do parasita outros humanos. No cdo, a patogenia da doenca varia
consoante a raga, a viruléncia da estirpe e a resposta imunitaria do hospedeiro contra o parasita
(Oliveira et al., 2010).

A disseminacdo do agente acontece, na maior parte das vezes, através de fémeas de
Phlebotomus perniciosus (Bourdeau et al., 2014) que se infetam aquando da picada do
hospedeiro para realizarem a sua refeicdo sanguinea (Maia et al., 2013; Mir0 et al., 2011).
Phlebotomus ariasi é outro vetor importante presente na Peninsula Ibérica (Bravo-Barriga et

al., 2016). Na sua fase infetante de promastigotas, as leishmanias tém como microbi6topo os
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ganglios linfaticos, a medula dssea, 0 bago e o figado, podendo também ser encontradas na
circulacdo sanguinea, durante a fase de amastigota, embora seja mais raro (Maia et al., 2009).

A Bacia Mediterréanica, que inclui o sul de Portugal, é uma das zonas endémicas deste
parasita tanto em relacdo aos animais como aos humanos, tendo esta doenca uma
seroprevaléncia, a nivel nacional, de 6.3% enquanto que no Sul de Portugal a seroprevaléncia
é de 69%, ambas descritas em cées assintomaticos (Maia et al., 2015; Maia et al., 2016). Na
década de 80 do século passado, a regido do Algarve foi considerada um foco endémico da
leishmaniose visceral humana (Maia et al., 2009).

Estima-se que, no sudoeste da Europa existam pelo menos 2,5 milhdes (16,7%) de caes
infetados (Bourdeau et al., 2014). Segundo Mir¢ et al. (2013), em Espanha a seroprevaléncia é
de 3% no Norte e de 34,6% no Sul.

A leishmaniose € uma doenga sistémica crénica em que 0s animais podem apresentar
linfadenomegalia, lesbes cutdneas com ou sem ulceragdo, caquexia, anemia, sinais oculares,
epistaxis, onicogrifose, insuficiéncia renal e claudicacdo (Gomez-Ochoa et al., 2009; Maia et
al., 2016). O nivel de manifestacdo dos sinais clinicos depende da resposta imunitaria do
individuo afetado e dos mecanismos patogénicos envolvidos. Tal como as infe¢fes bacterianas
expressas anteriormente, a leishmaniose pode ser assintomatica, apesar do animal continuar a
servir de reservatorio para os vetores flebotomineos, embora com uma taxa de infecdo menor
que os sintomaticos (Maia & Campino, 2008; Mir0 et al., 2011).

O diagnostico é feito, principalmente, através da observacdo dos parasitas
microscopicamente, seja por citologia ou histopatologia, e identificacdo do ADN do parasita
por PCR. Os resultados de IFI devem ser acompanhados de uma avaliacdo clinica consistente
com a doenca, pois, por si so, ndo sao suficiente para um diagnostico definitivo (Noli & Auxilia,
2005).

Maia et al. (2013) sugerem que a imunossupresséo é o principal fator de risco para a
suscetibilidade dos humanos para com a doenca, apesar da sua prevaléncia ter diminuido
significativamente na Ultima década. Nos Ultimos anos, principalmente no centro de Espanha
foram descritos varios casos de leishmaniose humana visceral e cutanea (Bravo-Barriga et al.,
2016).

O tratamento instituido depende do estado clinico do cdo. Nos primeiros estagios da
doenca pode-se administrar, durante pelo menos trés semanas, um antimonial pentavalente, o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) ou a miltefosina (Milteforan®), caso haja

insuficiéncia renal, associados ao alopurinol, passando no Gltimo estagio a administracao,
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apenas, do alopurinol (Solano-Galego et al., 2011). Este ultimo tem ajudado na remisséo de
varios animais, apesar de estes continuarem a ser portadores do agente. Estudos feitos através
de xenodiagnostico, apoiam estes dados, confirmando que o grau de infecdo, do cédo, depois do
tratamento diminui significativamente, afirmando mesmo que 0s animais tornam-se nao
infeciosos durante a época de transmissdo da doenca (Gomez-Ochoa et al., 2009; Miro et al.,
2011).

Existem algumas limitagdes no uso destes medicamentos tais como o alto custo, a
administracdo durante um extenso periodo de tempo, alteracfes renais irreversiveis por
deposicdo de imuno-complexos, resisténcias adquiridas e toxicidade. Todos estes fatores,
especialmente o alto custo, tém levado a rejeicdo do tratamento, por parte dos tutores de cées
(Gomez-Ochoa et al., 2009).

Um estudo conduzido por Gémez-Ochoa et al. (2009) avaliou os efeitos que a
administragio de domperidona - Leisguard® (antagonista do recetor D2 de dopamina) teve em
cdes infetados com leishmaniose, tendo chegado a conclusédo que este principio ativo controla
e reduz tanto os sinais clinicos como a titulacdo de anticorpos séricos.

Atualmente, na Europa existem duas vacinas disponiveis. A CanilLeish® que induz
imunidade mediada por células, estimulando uma resposta das células Thl (Bourdeau et al.,
2014) e a LetiFend®, que tem por base a avancada tecnologia de ADN recombinante e permite
conseguir uma resposta imunitaria direcionada, eficaz e com um elevado nivel de seguranca
(Ramalho, 2017).

A leishmaniose é apontada pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) como uma
doenca emergente uma vez que a sua prevaléncia tem vindo a aumentar, principalmente nos

paises em vias de desenvolvimento (Gomez-Ochoa et al., 2009).

1.2. Vetores
A prevencdo de CVBD’s passa, em primeiro lugar, pelo controlo dos parasitas vetoriais

como os ixodideos (carracas) e os flebotomineos (Figura 9). Deste modo, o Conselho Cientifico
Europeu de Parasitas de Animais de Companhia (ESCCAP, do inglés “European Scientific
Counsel Companion Animal Parasites”) elaborou um conjunto de diretrizes. Estas séo
destinadas aos medicos veterinarios e aos tutores dos animais de companhia, enfatizando a
importancia que o controlo destes parasitas e o tratamento das parasitoses associadas tém na

salde publica e na prevencéo de zoonoses (Pereira et al., 2016).
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Reino Animalia

Filo Arthropoda

Classe Arachnida Classe Insecta
Ordem Acarina Ordem Diptera
Familia Ixodidae Familia Psychodidae

Género

Rhipicephalus || Género Phlebotomus

Género Ixodes ][

I. ricinus ][ R. sanguineus P. perniciosus ][ P. ariasi

Figura 9 — Classificagdo taxondmica dos vetores artropodes (Adaptado de Taylor et al., 2007).

1.2.1. Ixodideos

Os ixodideos, mais conhecidos por carragas, sdo invertebrados hemat6fagos. Aquando
da sua alimentacdo as carracas podem transmitir aos seus hospedeiros virus, bactérias e
parasitas (Liu et al., 2016). Registos fosseis mostram que estes antecederam os hominideos
existindo desde, pelo menos, a era do Cretaceo ha 65-146 milhdes de anos (Baneth, 2014).

Atualmente, existe uma elevada disseminacdo de agentes transmitidos por carragas,
especificamente por Ixodes ricinus (Borrelia burgdorferi e Anaplasma phagocytophilum),
Dermacentor reticulatus (Babesia canis) e Rhipicephalus sanguineus s.l. (Ehrlichia canis,
Rickettsia conorii e Anaplasma platys). E importante conhecer o ciclo de vida e a distribuicio
epidemioldgica destes ectoparasitas, de modo a controlar o seu aparecimento e o impacto a
nivel da satde publica humana e animal dos agentes por estes transmitidos. Este conhecimento
ird, também, ajudar a produzir um diagnéstico mais rapido e eficaz, diminuindo a morbilidade
e a mortalidade da doencga (Estrada-Pefia et al, 2017; Starkey et al., 2016).

A transmissdo de doenca pode ocorrer de forma transestadial, em que o agente
infeccioso sobrevive dentro do hospedeiro artropode entre as diferentes fases do seu ciclo de
vida (Larva - Ninfa - Adulto) ou transovérica, em que o agente é transmitido verticalmente
da fémea para o ovo e a larva (Almazan et al., 2016; Pfaffle et al., 2013).

O uso de acaricidas de longo espetro € o método de elei¢do para controlar as populagdes
de carracas, embora o seu uso indevido e excessivo tenha levado ao aparecimento de espécies
resistentes (Borges et al., 2015). Estes tém um efeito repelente/irritante que inibe a infestacéo

e a fixagéo das carragas no hospedeiro, antes destas poderem transmitir qualquer agente. Estas
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moléculas atuam no vetor causando uma desordem neurohormonal que afeta a sua fixacdo e

capacidade de alimentacdo (Fourie et al., 2013).

1.2.1.1 Ixodes ricinus

Ixodes ricinus € a espécie de ixodideo mais cosmopolita e presente em maior numero
na Europa, distribuindo-se por todo o continente (Figura 10) (Nunes et al., 2015; Sainz et al.,
2015). Esta tem a capacidade de transmitir agentes infeciosos com importancia na comunidade
médica e veterinaria como B. burgdorferi e A. phagocytophilum (Kiewra et al., 2014). Em
Portugal existem varios relatos de parasitismo em humanos por parte desta carraca (Carvalho
et al., 2008).

I. ricinus é o principal vetor da anaplasmose granulocitica canina, podendo ser
encontrada em locais com uma percentagem de humidade relativamente alta, como florestas e
pastos (Sainz et al., 2015). O seu alcance e tempo de atividade tem vindo a aumentar, talvez

devido as alteracGes climaticas que se tém vindo a verificar (Dumont et al., 2015).
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Figura 10 — Distribuicdo de Ixodes ricinus na Europa em janeiro de 2018 (Adaptado de “European
centre for Disease Prevention and Control”, 2018).
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Sendo sensivel as condicdes climaticas, e como ja referido anteriormente, requerendo
uma humidade relativa de, pelo menos, 80% para sobreviver quando se encontra livre do
hospedeiro, a sua area de implantacdo esta circunscrita a locais de média a alta pluviosidade,
com vegetacdo que retenha um alto nivel de humidade. Condigdes como a existéncia deste tipo
de vegetacdo e de hospedeiros para as diferentes fases do seu ciclo de vida e a competéncia para
a alta dispersao, sdo essenciais para a sobrevivéncia de Ixodes ricinus (Gassner et al., 2011;
Milne, 1949).

Dada a sua natureza oportunista, € provavel que, caso surja a ocasido, parasite 0 Homem.
A abundancia e a composic¢édo da fauna presente no seu meio envolvente, afeta o ciclo de vida
da carraca podendo levar ao seu aumento ou diminuicdo (Parola & Raoult, 2001).

Cada fase do seu ciclo de vida é realizada em trés hospedeiros diferentes. A larva coloca-
se em locais altos enquanto espera pelo hospedeiro, agregando-se a este a sua passagem. Antes
da mudanca a fase seguinte de ninfa, liberta-se, repetindo este processo até a fase adulta em que
as fémeas, posteriormente a sua libertacdo, colocam os ovos. O seu alto nivel de dispersao é
provocado pelo transporte destas carracas por aves e mamiferos de grande porte (Medlock et
al., 2013).

A incidéncia de esta¢des de Inverno mais amenas e estacdes de Verdo mais quentes leva
a que as carragas surjam mais precocemente, enquanto o excesso de calor e tempo seco
provocam uma suspensdo da sua atividade (Perret et al., 2000). No final do Verdo, apds o
periodo de infestacdo dos hospedeiros a quantidade de carracas livres diminui, aumentando
apenas no Outono seguinte quando surgem as novas geracoes (Randolph et al, 2002).

Ainda ndo existem estudos sobre a capacidade deste ixodideo transmitir os agentes
infeciosos para a descendéncia (transmissdo transovarica). Assim, o principal fator que permite
a conservacdo de uma infecdo ativa nos diversos focos enzodticos é, a presenca de hospedeiros
vertebrados, durante o ciclo de vida da carraga (Vichova et al., 2014).

O uso combinado de acaricidas como o fipronil e a permetrina (Frontline Tri-Act®)
quando aplicados no cdo, provou ser eficaz a repelir e eliminar esta carraga durante até quatro
semanas (Dumont et al., 2015). Nos ultimos anos foi langado um novo ectoparasiticida que tem
como principio ativo o Fluralaner (Bravecto®), com eficacia comprovada contra esta e outros

géneros de carraga durante até 12 semanas (Wengenmayer et al., 2014).
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1.2.1.1 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

De acordo com Estrada-Pefia et al. (2017) a carraga Rhipicephalus sanguineus s.l. é o
principal vector de doenca dentro do grupo dos ixodideos, estando presente em mais de metade
da populacgéo-alvo do seu estudo (53%). As areas rurais sdo as mais afectadas existindo um pico
de infestacdo entre os meses de Marc¢o a Julho. A infecdo pelo agente ocorre apds a carraca se
alimentar de um hospedeiro que apresente infecdo aguda ou crénica, podendo, em refeicGes
subsequentes, infetar novos hospedeiros (Moraes-Filho et al., 2015).

Além dos sinais clinicos resultantes da presenca de um ou mais agentes infecciosos, a
presenca de infestacdo por este vetor, pode, ainda, resultar em anemia, eczema e paralisia
flacida (Borges et al., 2015).

Esta carraca sobrevive adaptando-se a canis, casas de habitacdo e climas quentes e frios
(Parola et al., 2009), sendo que as trés fases do seu ciclo de vida ocorrem em trés hospedeiros
distintos, apesar de pertencerem todos a mesma espécie (Pat-Nah et al., 2015). O ambiente
indoor revelou ser propicio a reprodugdo e sobrevivéncia deste ixodideo dada a sua
proximidade com fonte de alimentagdo permanente, temperatura e humidade ideais . Caso o
cdo ndo se encontre devidamente desparasitado externamente, o nimero de carracas pode
atingir valores muito altos (Sainz et al., 2015).

Embora tendo o cdo como hospedeiro preferencial, este ixodideo tem uma alta variedade
de hospedeiros, incluindo outros mamiferos, aves, répteis e anfibios.

Nesta espécie, 0s machos apresentam placas espiraculares estreitas e compridas, sendo
que a largura da extremidade é metade da largura dos festGes adjacentes. As fémeas possuem
um poro genital com o formato de U (Coimbra-Dores et al., 2016).

Dada a sua capacidade de infetar tanto animais como humanos e o mercado de
antiparasitarios existente, R. sanguineus tem uma grande importancia sanitaria e econémica,
respetivamente (Cicuttin et al., 2015).

Em relacdo a sua epidemiologia, esta especie encontra-se dispersa pelos varios
continentes, sendo uma das mais cosmopolitas de entre todas a espécies de ixodideos (Borges
et al., 2015) (Figura 11). Recentemente, a sua distribui¢do tem vindo a modificar-se devido as
alteracOes climéticas e ao uso dado aos terrenos, seja para 0s urbanizar ou, apenas, desflorestar.
O comércio de animais entre paises e continentes é outro fator para esta alteracéo

epidemioldgica (Dantas-Torres et al., 2017).
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Figura 11 — Distribui¢do de Rhipicephalus sanguineus na Europa em janeiro de 2018 (Adaptado de
“European centre for Disease Prevention and Control”, 2018).

O conjunto denominado de Rhipicephalus sanguineus s.l. € composto por um variado
namero de espécies. Este numero varia entre 11 (Gray et al., 2013), 12 (Moraes-Filho et al.,
2015; Nava et al., 2015) ou 17 (Dantas-Torres & Otranto, 2015) espécies, consoante o autor.
Esta divergéncia entre autores deve-se ao desconhecimento da sua constituicdo morfoldgica,
genética e, consequente, taxonomia (Borges et al., 2015). Estudos recentes, baseados em
analises moleculares, bioldgicas e morfoldgicas (Moraes-Filho et al., 2015), sugerem que esta
apresente duas linhagens diferentes: nortenha (temperada) e sulista (tropical), sendo que existe
uma forte probabilidade de, em Portugal, apenas subsistir a linhagem temperada (Dantas-Torres
et al., 2017; Hekimoglu et al., 2016). De acordo com algumas informacdes genéticas iniciais,
certos autores sugerem que a linhagem do sul representa a verdadeira espécie R. sanguineus
sensu stricto (s.s.) (Dantas-Torres et al., 2013).

Segundo Moraes-Filho et al. (2015) enquanto ndo existir um consenso sobre a
designacgéo desta espécie, 0 nome Rhipicephalus sanguineus s.s. deve ser substituido por grupo
R. sanguineus. Enquanto isso, carracas identificadas como R. sanguineus podem, na verdade,
estar a ser confundidas com outra espécie muito similar, Rhipicephalus turanicus (Latrofa et
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al.,, 2014) que, apesar da semelhanca, morfologicamente apresenta caracteristicas
comportamentais, ecoldgicas e vetoriais diferentes (Gray et al., 2013).

Existe quem defenda a ideia de que a linhagem tropical € a Gnica com a capacidade de
se encontrar infetada com o agente da EMC ao contrério da linhagem temperada (Cicuttin et
al., 2015). Esta hipotese foi testada e, recorrendo a exames moleculares, foi detetado ADN de
E. canis em cées provenientes de quase toda a regido do Brasil (presenca da espécie tropical),
exceto no Rio Grande do Sul (presenca da espécie temperada). Foram, também, realizados
exames seroldgicos que revelaram uma seroprevaléncia de 30% a 75% nas zonas tropicais e de
5% na zona temperada do Rio Grande do Sul (Moraes-Filho et al., 2015).

Segundo Borges et al. (2015), existem opinides divergentes em relacdo a possibilidade
de os cées desenvolverem resisténcia contra R. sanguineus. Autores como Becharaet al. (1994)
e Ferreira e Bechara (1995) defendem que essa possibilidade ndo existe. Mais tarde, estudos
conduzidos por Inokuma et al. (1997), Jittapalapong et al. (2000) e Louly et al. (2009)

acreditam que a possibilidade existe, embora possa variar de acordo com a raca do animal.

1.2.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo hemat6fagos (fémeas) e os principais vetores de Leishmania
infantum (Mufioz et al., 2017). Em Portugal, predominam as espécies Phlebotomus perniciosus
e Phlebotomus ariasi que dada a sua natureza zoofilica, ttm o cdo como principal hospedeiro.
Quando comparada com a taxa de infecdo em cées, Cortes e colaboradores (2007) observaram
que, em Lisboa o nimero de flebotomineos infetados é pequeno, mostrando a necessidade de
estudos mais extensos sobre este vetor.

Os animais de rua sdo o alvo preferencial deste vetor devido a sua méa condicao fisica e
vida ao ar livre (Cortes et al., 2007). As fémeas de fleb6tomo alimentam-se do sangue dos cées,
nas zonas com pouco pélo, como a cabeca, o focinho, as orelhas e as zonas inguinais e perianais
(Solano-Gallego et al., 2009).

O primeiro registo de fleb6tomos em Portugal foi feito em 1913, pelo autor Franca
(Afonso et al., 2007). Dada a predilecéo por climas quentes, a sua distribui¢do geografica inclui,
principalmente, o sul da Europa, Asia, Africa, Australia e América do Sul, podendo ser
encontrada em outros locais, em menor quantidade (Alten et al., 2015) (Figura 12).

32



*?%5 " efsam Phlebotomus perniciosus - Distribuicéo em ianeiro de 2018
Legenda

mm Presente

[ Introduzido

I Antic. Absent
I Observagao ausente
[ Sem registo

I Desconhecido

Paises/Regides
ndo visualizadas
no mapa principal

S Malta

U Gibraltar d
E Liechtenstein
"\ o Acores (PT)
['.., . Islas Canarias

o I

ES)
[ -
‘ N\ Madeira (PT)

" Jan Mayen

(NO)

ECDC and EFSA. Map produced on 25 Jan 2018. Data presented in this map is collected through the VectorNet project. The maps are. va\rdated by desngnated external experts prior to publltatlon Please note that the datd
do not represent the official view or position of the countries. * Countries/Regions are displayed at different scales to facilitate their ive boundaries: ©Eur s; ©@UN-FAQ; ©Turkstat.

Figura 12 — Distribui¢do de Phlebotomus perniciosus na Europa em janeiro de 2018 (Adaptado de
“European centre for Disease Prevention and Control”, 2018).

Na Bacia Mediterranica o seu pico de atividade é entre o pér e o nascer do sol,
normalmente desde o inicio da Primavera até o final do Outono; na América do Sul ¢é anual,
sendo a temperatura 6tima entre os 15°C e os 28,8°C, a humidade alta e auséncia de vento e
chuva as condicgdes ideais. As distancias percorridas por estes vetores podem atingir os 2,5 km,
e devido ao seu fototropismo positivo, sdo atraidas para as casas familiares durante a noite
(Solano-Gallego et al., 2009).

Os fleb6tomos sdo essenciais na transmissdo de leishmaniose pelo mundo inteiro,
incluindo na Bacia Mediterranica. Em Madrid foram encontrados lagomorfos, como coelhos e
lebres, que apresentam elevada seroprevaléncia, a desempenhar o papel de reservatérios
selvagens da doenca, devido & sua capacidade de transmitirem o parasita as colonias de
fleb6tomos da regido. Tudo isto sugere dois ciclos de vida independentes, um centrado na
infecdo de animais selvagens e outro de animais domésticos. Estudos recentes referem algumas
mudancas a nivel da distribuicdo dos fleb6tomos, assim como a possibilidade do seu

aparecimento em locais onde anteriormente ndo se encontravam (Gonzalez et al., 2017).
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Estes vetores podem ser encontrados em caves, edificios abandonados, lixeiras, paredes
de pedra, cavernas e tocas de animais. De modo a estudar a sua distribuicdo é necessario apanha-
los e, para isso, recorre-se a armadilhas de luz ou de 6leo de ricino. As primeiras séo as mais
eficazes e atraem espécies fototropicas como o P. perniciosus e P. ariasi, apesar da amostra
poder ndo ser representativa da populacdo. A segunda € a mais usada prendendo-os em folhas
de papel viscosas embebidas com o Oleo. Estas técnicas sdo dependentes do estado
meteoroldgico e da luminosidade do local (Mufioz et al., 2017).

Dado o potencial zoondtico da leishmaniose é essencial apostar na prevencdo e
tratamento precoce desta doenca. O uso de coleiras repelentes de insetos com deltametrina
(Scalibor®), lactonas macrociclicas (Advocate®) e permetrinas spot-on (Advantix®) sdo alguns
dos métodos profilaticos atualmente disponiveis (Maia et al., 2013, 2016; Noli & Auxilia,
2005).

1.3 Exames complementares de diagnostico

Dada a crescente emergéncia das CVBD’s, atualmente podem encontrar-se, na maior
parte das clinicas e hospitais veterinarios, diversos métodos relativamente simples e rapidos
para as diagnosticar (Liu et al., 2016).

O exame complementar escolhido deve ter em conta vérios fatores como a
epidemiologia do local onde o animal vive, se € um exame de diagndstico ou de controlo da
doenca, a especificidade e sensibilidade de cada método, o seu custo e a facilidade ou ndo de
executar cada um (Maia & Campino, 2008). O diagnostico ndo deve ser feito tendo como base
apenas os sinais clinicos pois estes podem ser influenciados pela presenca de co-infeccdes,
podendo mesmo diferir dependendo da localizacdo geografica (Cicuttin et al., 2016).

O diagndstico da doenca pode ser realizado a partir da observagéo e avaliagdo dos sinais
clinicos e identificagdo microscopica de agentes infeciosos observados em esfregacos
sanguineos. Porém, apenas, recorrendo ao uso de PCR se podera confirmar a identidade do
agente causador, pois morfologicamente visualizados ao microscépio sdo muito semelhantes.
A serologia também é um método bastante utilizado embora ndo permita diferenciar uma

infecdo ativa de uma exposicao prévia (Aktas et al., 2015).

1.3.1 Hemograma com esfregaco sanguineo

As patologias bacterianas podem ser diagnosticadas atraves da realizacdo de

hemogramas e esfregacos sanguineos, de preferéncia de buffy-coat em detrimento de sangue
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total. Nestes, caso 0 animal esteja infetado, poderdo ser visiveis pequenas morulas no
citoplasma das células. Na maior parte dos casos, 0 hemograma devera acusar trombocitopenia,
anemia e leucopenia (Cetinkaya et al., 2016).

Normalmente, um animal infetado com A. phagocytophilum pode apresentar anemia
normocitica normocrémica ndo regenerativa, anemia regenerativa (raro), linfopenia,
neutropenia, neutrofilia com desvio a esquerda e trombocitopenia (Sainz et al., 2015). O
esfregago, por si sO, € considerado insuficientemente nesta dete¢do devido a sua baixa
sensibilidade (Silveira et al., 2015). A identificacdo de mérulas presentes no citoplasma de
neutrofilos (Figura 13) surge em 60% dos casos clinicos (Sainz et al., 2015). O seu tamanho
encontra-se entre 4 a 6 um e podem ser observadas 4 a 18 dias apds a infe¢do, permanecendo

neste local durante 4 a 8 dias (Tsachev, 2011).
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Figura 13 — Observacao de uma morula de A. phagocytophilum (seta) no citoplasma de um neutrofilo
(Shaw et al., 2001).

Numa infecdo por A. platys € possivel observar, ao hemograma, trombocitopenia ciclica,
anemia normocitica ndo regenerativa e leucopenia ligeira. No esfregaco sanguineo, de sangue
total ou buffy-coat, podemos encontrar inclusdes basofilas no interior das plaguetas, mas devido
a ciclicidade deste agente, a tarefa da sua detecdo torna-se mais ardua (Rufino et al., 2013).

No caso de E. canis os achados laboratoriais podem envolver anemia normocitica
normocromica ndo regenerativa, neutropenia, neutrofilia, linfopenia, monocitose,
trombocitopenia, pancitopenia e no esfregaco sanguineo podem ser visiveis linfécitos
granulares (Sainz et al., 2015). O esfregago sanguineo tem uma baixa sensibilidade e
especificidade pois as mérulas de E. canis podem ser confundidas com plaquetas sanguineas,
granulos linfociticos azurofilicos, corpos linfoglandulares ou material nuclear fagocitado

(Cicuttin et al., 2016). Normalmente, podem ser encontradas no citoplasma de mondcitos e

35



macrofagos (Figura 14). A sua detecdo ocorre em, apenas, 4% a 6% dos casos clinicos
encontrados, podendo este valor ser aumentado, como ja foi referido anteriormente, ao realizar

esfregacos de buffy-coat (Sainz et al., 2015).
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Figura 14 — Observacgdo de uma morula de Ehrlichia canis (seta) no citoplasma de um monacito
(Shaw et al., 2001).

Ao diagnosticar um animal suspeito de erlichiose e sem sinais de outras doengas, muitos
membros da comunidade veterinaria confiam nos resultados laboratoriais como a existéncia de
trombocitopenia para chegar ao diagndstico final e iniciar o tratamento. Alguns consideram
trombocitopenia quando o nimero de plaquetas é inferior a 100 x 10%L enquanto outros
argumentam que deve ser inferior a 200 x 10%L. Considerando este Gltimo, como valor de
referéncia, o nUmero de animais infetados, sera mais elevado (Santos et al., 2009).

Na fase inicial de infecdo por R. conorii, os resultados do hemograma podem ser algo
inespecificos. O achado mais comum é a trombocitopenia, sendo que, numa fase aguda, pode
apresentar leucopenia seguida de leucocitose e leucograma de stress moderados. Caso o0 animal
ostente uma necrose tecidual grave, pode ser observado um desvio a esquerda e neutrofilos
toxicos (Shaw et al., 2001).

A observacdo de L. infantum na sua forma de amastigota, pode ser feita atraves da
realizacéo de esfregacos com aspirados de medula 6ssea, ganglio linfatico ou sangue infetados.
Apos a coloracdo destes com o corante Giemsa é possivel observar, microscopicamente, as
amastigotas livres ou no interior do citoplasma de mondcitos, macréfagos e neutrofilos. Estas
apresentam um corpo oval ou redondo com aproximadamente 2 a 4 mm de didmetro, com o
citoplasma azul, o nucleo de grandes dimensdes corado de violeta e da mesma cor uma pequena

haste denominada cinetoplasto. Ao usar um aspirado de medula Ossea (Figura 15) a
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probabilidade de observar estas formas € maior, em relacdo ao aspirado de ganglio linfatico. A
observacdo de buffy-coat é preferivel ao sangue total, pois este apresenta uma maior

percentagem de células nucleadas por campo visual (Maia & Campino, 2008).

Figura 15 — Observagao de amastigotas intracelulares de Leishmania spp. (setas) num aspirado de
medula 6ssea (Shaw et al., 2001).

O hemograma de um animal com leishmaniose pode apresentar trombocitopenia e

anemia nao regenerativa (Noli & Auxilia, 2005).

1.3.2 Diagnostico Molecular

O diagnostico molecular tem como base a amplificacdo de pequenas quantidades de
ADN do agente infecioso ou parasita (Nelson & Couto, 2010). A PCR é um método mais
sensivel e especifico para o diagndstico de uma infecdo aguda (Cetinkaya et al., 2016). A
subsequente sequenciacdo do ADN identifica e diferencia entre as varias espécies de cada
agente transmissor de doenca (Cardoso et al., 2010). A PCR em tempo real possibilita
quantificar a carga bacteriana presente no animal a dado momento (Sainz et al., 2015).

A amplificacdo da sequéncia certa depende do desenho cuidadoso dos primers
especificos do gene em causa. A amplificagdo de fragmentos pequenos é mais eficiente do que
de fragmentos maiores (Wang et al., 2012).

O sucesso da amplificagdo por PCR depende de vérios fatores como o protocolo a ser
aplicado, os primers usados, as condi¢des da reagdo, 0 método pelo qual foi extraido o ADN da
amostra e a integridade do material biologico a ser testado (Maia & Campino, 2008).

Podem ocorrer resultados falso positivos devido a uma deficiente higienizacdo dos
laborat6rios com consequente contaminacdo das amostras por ADN exdgeno. Alguns fatores
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como a presenca de inibidores de PCR presentes na amostra (Maggi et al., 2014), a bacteremia
intermitente ou abaixo do nivel de detecéo da reacdo e a administracdo de antibioterapia pode
causar a ocorréncia de resultados falso negativos (Sainz et al., 2015).

A PCR é um método especifico, simples, direto (Wang et al., 2012) embora deva ser
realizada por técnicos devidamente qualificados e em laboratorios com material especializado
(Waner et al., 2014). A existéncia de co-infeccdes pode, também, limitar o resultado da PCR
ao detetar apenas o0 agente que se encontre em maior concentragdo (Maggi et al., 2014).

A nPCR é uma modificagdo da PCR convencional e tem como principal objetivo a
reducao da amplificacdo inespecifica (Li et al., 2012). Nesta ocorre a amplificacdo de ADN em
duas fases diferentes, usando dois conjuntos de primers distintos, sendo que o segundo par de
primers é interno ao primeiro. O produto resultante da primeira parte é utilizado como ADN
alvo e amplificado na segunda parte, com o segundo par de primers. Assim, este método € mais
sensivel e especifico em relagdo a PCR convencional (Lilenbaum et al., 2012).

A sequenciacdo , subsequente a PCR, é util na correta interpretacdo dos resultados,
permitindo a detecdo de resultados falso positivos e confirmando a espécie do agente infecioso
(Harrus & Waner, 2011).

1.3.2.1 Anaplasmose
Esta bactéria é detetavel por PCR, na circulacdo sanguinea, durante mais tempo do que
por microscopia. As amostras utilizadas para este teste podem ser, além do sangue, liquido

sinovial e cefalorraquidiano (Shaw et al., 2001).

1.3.2.2 Erlichiose

Apesar de a PCR ser um método mais sensivel e especifico do que a observacéo de
esfregacos sanguineos para o diagnoéstico de E. canis, este deve ser complementado com a
serologia. Dado que a PCR mostra se existe infecdo e a serologia confirma a exposi¢édo ao
agente €, assim, possivel fazer a distingdo entre animais com uma infecdo aguda (PCR e
serologia positiva) ou crénica (PCR negativo e serologia positiva) (Cicuttin et al., 2016).

A nPCR provou ser um método mais eficaz e sensivel do que a reacdo simples para a
detecdo de E. canis (Pat-Nah et al., 2015).

E possivel obter um resultado de PCR positivo para E. canis em, apenas, quatro a dez
dias apo6s o inicio da infecdo. A maior parte dos testes de nPCR tém como alvo o gene 16S

rARN ou o p30. Ao amplificar o gene p30 aumenta-se a sensibilidade do teste pois E. canis
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apenas apresenta uma copia do 16S rARN enquanto que do p30 apresenta varias, aumentando a
probabilidade da sua detecdo. A utilizacdo de amostras de baco para este teste revelou ter uma
maior sensibilidade, quando comparado com amostras de sangue ou medula déssea (Harrus &
Waner, 2011).

1.3.2.3 Rickettsiose

Dado que durante a fase aguda da doenca, as rickettsias circulam em baixo nimero no
sangue, a PCR ¢ util para ajudar ao diagnostico previamente a seroconversdo ajudando na
diferenciacdo entre exposicdo e infecdo ativa. Em cdes existem poucos estudos que avaliem a
especificidade e a sensibilidade deste teste. O gene-alvo amplificado é a proteina A da
membrana externa (ompA, do inglés “outer membrane protein A”’) devido a possibilidade de

permitir distinguir entre as diferentes espécies de Rickettsia (Kidd et al., 2008).

1.3.2.4 Leishmaniose

A PCR é um método de diagndéstico relativamente rapido, sendo que, no caso de
Leishmania infantum os materiais bioldgicos que podem ser utilizados sdo um aspirado do
ganglio linfatico popliteo, e caso este ndo esteja disponivel, uma amostra de medula 6ssea,
sangue total ou buffy-coat, uma amostra de pele ou uma zaragatoa conjuntival (Maia &
Campino, 2008; Maia et al., 2009).

Existem algumas informacdes divergentes em relacdo ao uso de sangue total ou mesmo
de buffy-coat. Deste modo, na procura de um método ndo invasivo mais sensivel, a zaragatoa
conjuntival apresentou uma sensibilidade de 92% e especificidade de 100% (Strauss-Ayali et
al., 2014).

A PCR ¢é usada, ndo s6 para diagnosticar a presencga do parasita em patologias agudas,
como tambeém para monitorizar a sua presenca ap0s o inicio da terapéutica. Dada a pequena
quantidade de amostra biologica necessaria para se proceder a PCR, um resultado negativo ndo
é suficiente para descartar a presenga do agente. O mesmo pode ser dito em relacdo ao sangue
total e buffy-coat, pois ainda ndo é conhecida a duragdo, consisténcia e intensidade da

parasitemia (Maia & Campino, 2008).

1.3.3. Serologia
A serologia estuda, in vitro, as interacdes entre os antigéenios e os anticorpos (Day,

2015). Ao avaliar os niveis de anticorpos, num dado momento, tem a vantagem de detetar
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infecdes cronicas em que 0 agente ou se encontra abaixo do limiar de detecdo por PCR, ou esta
isolado em tecidos que, normalmente, ndo séo recolhidos (Maggi et al., 2014). Contudo, a falta
de padronizacdo entre os diferentes laboratorios de anélises veterinrias, limita a comparagao
dos resultados obtidos. O periodo de incubacéo e o fato de alguns animais poderem estar na
fase aguda da infecdo, pode levar a ocorréncia de resultados falso negativos (Sainz et al., 2015).

Os testes serologicos, como a IFI e o ELISA, dependem de uma resposta imunitaria
apropriada da parte do hospedeiro contra os diferentes agentes patogénicos e carecem na
competéncia de distinguir se 0s anticorpos detetados sdo o resultado de uma infecdo presente

ou passada (Maggi et al., 2014).

1.3.3.1. Ensaio de imunoabsorc¢éo enzimatica

Atualmente, o ELISA é um dos testes mais especificos e sensiveis disponiveis. Tem a
capacidade de detetar uma determinada substincia, seja anticorpo ou antigénio (O’Connor,
2015) e fornece dados semiquantitativos, por exemplo, dos anticorpos IgG para anti-Anaplasma
phagocytophilum, no soro ou plasma sanguineo. A sua sensibilidade na detecdo deste agente
encontra-se nos 97% sendo especifico em 96% dos casos (Carrade et al., 2009; Tsachev, 2009).

Neste teste utilizam-se microplacas, constituidas por um numero variavel de pocos, a
cujo fundo foi adsorvido um antigénio para o qual é feita a pesquisa de anticorpos da amostra
em estudo (Day, 2015). Também € possivel pesquisar antigénio nas amostras sendo que, neste
caso, sao adsorvidos anticorpos no fundo dos pocos. Deste modo, o ELISA tem, como principal
vantagem a possibilidade de testar um elevado nimero de amostras ao mesmo tempo (Maia &
Campino, 2008). O protocolo experimental, no caso da pesquisa de anticorpos, compreende a
ligacdo destes ultimos, quando presentes na amostra, ao antigénio presente no pogo, a juncao
de um anticorpo conjugado com uma enzima e a adigdo do respetivo substrato. Caso haja
presenca de anticorpos no soro ou plasma, vai acontecer uma reagdo colorimétrica, sendo 0s
resultados determinados atraves da leitura da absorvancia em cada pogo, num
espectrofotometro (Callahan & Yates, 2014; Day, 2015; O’Connor, 2015).

1.3.3.2. Imunofluorescéncia Indireta

A IFI consiste na dete¢do de anticorpos, no soro ou plasma, cuja visualizagdo, num
microscopio de fluorescéncia, ocorre apo6s a ligagdo de um segundo anticorpo conjugado com

um fluorocromo (Janeway et al., 2001).
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Oito dias ap0s a primeira exposicao a A. phagocytophilum ou dois a cinco dias apés o
aparecimento de morulas no citoplasma das células granulares é possivel detetar, por IFlI,
anticorpos 1gG no soro ou plasma (Kohn et al., 2011).

Este teste é considerado como referéncia para a detecdo de anticorpos IgG anti-E. canis.
Os resultados sao considerados positivos com titulacdes de 1gG superiores a 1:40 (cut-off). Em
caso de infecdo aguda, a IFI deve ser repetida num intervalo de sete a 14 dias, sendo que um
aumento de quatro vezes nos titulos de anticorpos é indicativo de uma infecdo ativa (Harrus &
Waner, 2011). Tem como desvantagens o fato de poder apresentar uma reatividade cruzada
entre as varias espécies de Ehrlichia spp. e o género Anaplasma (Cicuttin et al., 2016).

No caso da pesquisa de anticorpos de Rickettsia conorii, podem ocorrer reagdes
cruzadas entre esta e as varias espécies do género Rickettsia, o que pode conduzir a resultados
sobrevalorizados, aquando do estudo de apenas uma espécie em concreto (Parola et al., 2005).

Dado que a maior parte dos caes com leishmaniose apresenta uma resposta imunitaria
humoral especifica, os testes seroldgicos sdo a escolha de eleicdo para o seu diagnostico (Shaw
et al, 2001).

A presente dissertacdo teve como objetivo avaliar a taxa de infecdo por agentes
transmitidos por vetores num canil no concelho de Moura, regido do Alentejo. Recorreu-se a
técnicas hematoldgicas (hemograma e esfregaco sanguineo), moleculares (PCR) e seroldgicas
(ELISA e IFI) para pesquisar o contacto ou presenca de Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia
canis, Rickettsia conorii e Leishmania infantum nos cées que habitam o canil. Durante o Veréo,
o concelho de Moura exibe temperaturas altas com humidade relativamente baixa, sendo uma

zona endémica para 0s agentes acima referidos.
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MATERIAL E METODOS
2.1 Populacéo estudada

A amostra estudada compreendeu 31 cdes sem raga definida (SRD) pertencentes a
Associacdo SOS dos Animais de Moura, tendo a recolha de sangue decorrido no dia 12 de
janeiro de 2017. Estes apenas se encontravam desparasitados internamente sendo que a
desparasitacdo externa é efetuada, somente, no Verdo. Dos animais em estudo, ja tinha sido
realizado o diagnostico de leishmaniose a trés.

A cada animal foi atribuido um ndmero de identificagdo e todos os tubos foram
identificados com o respetivo nimero. Foi, também, preenchida uma ficha com alguns dados
epidemioldgicos dos animais envolvidos no estudo (Figura 37 no Apéndice ).

As amostras de sangue foram recolhidas da veia jugular ou da veia cefélica, para tubos
com EDTA e acondicionadas num saco térmico durante o transporte até ao LACH. Apoés a
chegada ao laboratério, foram armazenadas no frigorifico a temperatura de 4°C, até a realizacédo
do hemograma e esfregacos, o que aconteceu no dia seguinte. Os animais com 0s nUmMeros
quatro, cinco e 30 foram excluidos, devido a formacdo de codgulos sanguineos no tubo de
EDTA.

Depois de realizados, para cada amostra, 0 hemograma e esfregaco de sangue total e
buffy-coat, foi feita a separacdo dos varios componentes do sangue (plasma e buffy-coat), para
microtubos de 1,5ml, que foram congelados a -20°C. O plasma foi usado para os testes
seroldgicos e o buffy-coat para os testes moleculares. A camada eritroide foi descartada.

2.2 Extracéo de ADN

A extracdo de ADN foi realizada com recurso ao kit “ISOLATE Il Genomic DNA”,
(Bioline®), de acordo com as instrugdes do fabricante, a sequir descritas.

Num microtubo de 1,5ml, juntaram-se 200 ul de buffy-coat, 25 pl de Proteinase K e 200
pl de Buffer G3. Agitou-se no vortex para homogeneizar e incubou-se a misturaa 70°C, durante
10 a 15 minutos. Fez-se um short spin e adicionaram-se 210 pl de etanol a 96%. Agitou-se no
vortex, durante alguns segundos, realizando, de seguida, um short spin. Colocou-se uma coluna
dentro de um tubo coletor de 2 ml, adicionou-se toda a amostra preparada anteriormente e
centrifugou-se a 11.000 x g, durante 1 minuto. Rejeitou-se o liquido do tubo coletor e, apds
colocar a coluna, de novo, no tubo, adicionaram-se 500 pl de Buffer GW1. Centrifugou-se a
11.000 x g, durante 1 minuto. Rejeitou-se o liquido do tubo coletor e, reutilizando-o,
adicionaram-se a coluna 600 pl de Buffer GW2. Centrifugou-se a 11.000 x g durante 1 minuto.
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Rejeitou-se o liquido do tubo coletor, colocou-se a coluna, de novo, no tubo e centrifugou-se a
11,000 x g durante 1 minuto, de modo a remover qualquer residuo de reagentes. Colocou-se a
coluna num novo microtubo de 1,5 ml e adicionaram-se 100 pl de &gua desionizada estéril
diretamente no centro da membrana da coluna, tendo o cuidado de n&o a danificar. Incubou-se
a temperatura ambiente durante 1 minuto e centrifugou-se a 11.000 x g, durante 1 minuto.

Rejeitou-se a coluna e o ADN contido no tubo foi armazenado a -20°C.

2.3 Avaliagéo da integridade fisica do ADN genomico

A avaliacdo da integridade fisica do ADN gendémico (gJADN) isolado foi feita por
eletroforese em gel de agarose a 0,8% (m/v) em tampéo Tris-Borato (90 mM) — EDTA (2mM),
pH 8,3 (TBE 1x), num sistema Enduro Horizontal Gel Box-Electrophoresis, (Labnet®) de
acordo com o procedimento a seguir descrito.

Numa balanca técnica EK-600H (AND®), pesou-se, num erlenmeyer, a massa de
agarose Seakem® LE Agarose, (Lonza®) necessaria. De seguida, adicionou-se o tampdo TBE
1x. Levou-se a mistura ao micro-ondas (600 watts) até esta ficar transltcida, homogeneizando
conforme necessario. Deixou-se arrefecer ligeiramente e adicionou-se GelRed Nucleic Acid
Stain (Biotium®) (0,42 pl/100 ml gel). Colocou-se o gel de agarose ainda em estado liquido,
num suporte de eletroforese e aguardou-se a sua polimerizagdo. Prepararam-se as amostras para
aplicar no gel adicionando 1,5 pl de loading buffer 10x [6ml glicerol + 6ml &gua + 0,25% (m/v)
de azul bromofenol] a 8ul de gADN. Ap6s homogeneizacdo, aplicaram-se as amostras nos
pocos do gel de agarose ja solidificado e ligou-se a fonte de alimentacdo (Pharmacia LKB-GPS
200/400). A eletroforese foi realizada a 100-120 V durante, aproximadamente, 60 minutos. A
visualizacdo do ADN foi feita num transiluminador de luz ultravioleta (UV) Alfa Gene, por

emissdo de fluorescéncia do GelRed.

2.4 Reacdo em cadeia da polimerase

Antes de cada anélise de PCR procedeu-se a higienizacdo das bancadas e do material
utilizado como a minicentrifuga, pipetas, pontas, microtubos e suportes, com lixivia a 10%. De
seguida, todos eles foram expostos & luz UV numa camara de fluxo laminar Bio48M, (Faster®),
durante aproximadamente 20 minutos, para descontaminar eventuais aerossois de ADN

exogeno.
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2.4.1 Amplificacéo de um fragmento do gene da g-actina canina

Comecou-se por avaliar a auséncia de inibidores de ADN nas amostras, amplificando
um fragmento do gene da fS-actina canina. Preparou-se a mistura reacional para a reagdo de
PCR convencional num volume final de 25ul. A mesma era composta por uma concentracao
final de 1x MyTaq Reaction Buffer (Bioline®), uma solugdo tampio que contém 1mM da
mistura de desoxirribonucle6sidos trifosfato (ANTP's) e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl>),
por 1 U de My Taq DNA Polimerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer forward e reverse,
100 ng de gADN e agua desionizada estéril até perfazer o volume final. Para cada uma das
reacOes de PCR realizadas para amplificacdo do gene da f-actina foram preparados e incluidos
um controlo positivo e um negativo. Os primers utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na
tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo de um fragmento do gene S-actina (Maia
et al., 2010).

Primers Sequéncia (5’ 2 3°)
B-ACT.-Fw TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CATCTA
B-ACT.-Rev | CTAGAAGCATTG CGG TGG ACG ATG GAG GG

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series, (QIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 — Condigdes da reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento o gene da S-actina.

Temperatura Tempo Numero de ciclos

Desnaturacao inicial 95°C 7 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos

Ligagéo dos primers/Anealing 66°C 30 segundos 30 Ciclos
Extenséo 72°C 30 segundos

Extensao final 72°C 7 minutos 1 Ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pl dos mesmos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em 2.3.
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2.4.2 Amplificacdo de ADN de Leishmania spp.

Para a identificacdo de ADN de Leishmania spp. foi amplificado um fragmento de 447
pares de bases (pb) do gene minicirculo do cinetoplasto. A amplificacdo foi efetuada por PCR
convencional com 25 pl de mistura reacional. Esta continha 1x MyTaq Reaction Buffer
(Bioline®), 1 U MyTagTMDNA Polymerase (Bioline®), 10 pmol de cada primer e 10 pl de
ADN de cada amostra. O MyTaq Reaction Buffer é a solucdo tampéo que contém 1mM de
mistura de dNTP’s e 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl>). Para cada uma das reacfes de PCR
realizadas foram preparados e incluidos um controlo positivo e um negativo. Os primers

utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo de um fragmento do gene do minicirculo
do cinetoplasto (Cortes et al., 2004).

Primers Sequéncia (5’ 2 3°)
MC1 GTTAGCCGATGGTGGTCT TG
MC2 CACCCATTTTTCCGATITTG

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series, (QIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Condices da reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento o gene do minicirculo do
cinetoplasto para Leishmania spp.

Temperatura Tempo Numero de ciclos

Desnaturacéo inicial 95°C 5 minutos 1 Ciclo
Desnaturagéao 95°C 30 segundos

Ligagéo dos primers/Anealing 56°C 30 segundos 30 Ciclos

Extensao 72°C 30 segundos
Extenséo final 72°C 7 minutos 1 Ciclo
25°C 5 minutos 1 Ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pl das mesmas a

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em 2.3.
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2.4.3 Amplificacéo de ADN de Anaplasma spp./Ehrlichia spp.

Para a detecdo de organismos dos géneros Anaplasma e Ehrlichia, foi realizada uma
PCR convencional que teve como alvo uma regido de 300 pb do gene 16S rARN. A mistura
reacional foi feita num volume de 25ul com a seguinte constituicdo: 1x MyTaq Reaction Buffer
(Bioline®), 12 pmol de cada primer forward e reverse, 1 U de My Tagq DNA Polimerase
(Bioline®) e dgua desionizada estéril até perfazer o volume final. Para cada uma das reaces de
PCR realizadas foram preparados e incluidos um controlo positivo e um negativo. Os primers

utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo do gene 16S rARN (Maggi et al.,2006).

Primers Sequéncia (5’ 2 3°)
GEPs | CTG GCG GCA AGC YTA ACA CAT GCA AGT CGA ACG GA
GEPas CTTCTRTRG GTACCGTCATTATCTTCCCYAYTG

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series, (QIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 — Condicoes da reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento do gene 16S rARN de
Anaplasma spp./Ehrlichia spp.

Temperatura Tempo Numero de ciclos

Desnaturacao inicial 95°C 10 minutos 1 Ciclo

Desnaturacéo 94°C 15 segundos

Ligacdo dos primers/Anealing 60°C 15 segundos 55 Ciclos

Extenséo 72°C 15 segundos

Extensdo final 72°C 1 minuto 1 Ciclo
25°C 5 minutos 1 Ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pl das mesmas a

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em 2.3.

2.4.4 Amplificacdo de ADN de Ehrlichia spp.
Para amplificagdo de ADN de organismos do género Ehrlichia, foi realizada uma reagéo

de nPCR, dirigida para um fragmento, com 300 a 400 pb, do gene 16S rARN. A mistura
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reacional foi feita num volume final de 25ul constituida por 1x MyTaqg Reaction Buffer
(Bioline®), 20 pmol de cada primer forward e reverse, que diferiam da 12 para a 22 parte, 1 U
de MyTag DNA Polimerase (Bioline®), 10 ul de ADN e 4gua desionizada estéril até perfazer o
volume final. Para cada uma das reacdes de PCR realizadas, foram preparados e incluidos um
controlo positivo e dois negativos, um da 12 parte e outro da 22 ambos com 10 ul de agua
destilada em detrimento do ADN. Os primers utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na
tabela 7.

Tabela 7 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo de um fragmento do gene 16S rARN de
Ehrlichia spp. (Dawson et al., 1996).

Primers Sequéncia (5’ 2 3°)

ECC Fw AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG C
rarte ECB Rev CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A
Parte || HE3 Fw TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT

ECAN5 Rev  CAATTATTT ATA GCC TCT GGC TAT AGG A

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series, (QIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 8.

Tabela 8 — Condicdes da reacdo de nPCR para amplificacdo de um fragmento do gene 16S rARN de
Ehrlichia spp.

Temperatura Tempo Numero de ciclos

12 Parte
Desnaturacéo inicial 94°C 3 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 1 minuto
Ligacdo dos primers/Anealing 45°C 2 minutos 40 Ciclos
Extenséo 72°C 30 segundos
Extenséo final 72°C 5 minutos 1 Ciclo
25°C 5 minutos 1 Ciclo
22 Parte
Desnaturacéo inicial 94°C 3 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 1 minuto ]
Ligacdo dos primers/Anealing 55°C 2 minutos 40 Cielos
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Extenséo 72°C 15 segundos
Extenséo final 72°C 5 minutos 1 Ciclo
25°C 5 minutos 1 Ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pl das mesmas a

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em 2.3.

2.4.5 Amplificacéo de ADN de Rickettsia spp.

Para amplificacdo de ADN de organismos do género Rickettsia, foi realizada uma reacéo
de nPCR, dirigida para um fragmento, com 532 pb, do gene que codifica o antigénio 190-kDa.
A mistura reacional foi feita num volume final de 25ul constituida por 1x MyTaq Reaction
Buffer (Bioline®), 20 pmol de cada primer, forward e reverse, que diferiam da 12 para a 22 parte,
1 U de MyTag DNA Polimerase (Bioline®), 10 pl de ADN na 1? parte e 10 pl do produto de
PCR da 1?2 parte na 22 parte e agua desionizada estéril até perfazer o volume final. Para cada
uma das reacdes de PCR realizadas, foram preparados e incluidos um controlo positivo e dois
negativos, um da 1° parte e outro da 2%, ambos com 10 pl de 4gua destilada em detrimento do

ADN. Os primers utilizados e a sua sequéncia, estdo descritos na tabela 9.

Tabela 9 — Sequéncia de primers utilizados na amplificagdo do gene que codifica o antigénio 190-kDa
de Rickettsia spp. (Regnery, et al., 1991; Sousa, et al., 2005).

Primers Sequéncia (5* 2 3’)
12 Parte Fw Rr190.70p = ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
Rev Rr190.602n | AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
2 Parte ompA FW1 CGCAGCGATAATGCTGAGTA

ompA RV2 CACCAAAACCATGATTTGCAG

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q series, (QIAGEN®),

de acordo com as condicdes apresentadas na tabela 10.
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Tabela 10 — Condic6es da reacdo de nPCR para amplificacdo de um fragmento do gene que codifica o
antigénio 190-kDa de Rickettsia spp.

Temperatura Tempo Numero de ciclos
12 Parte
Desnaturacéo inicial 95°C 3 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Ligagéo dos )
orimers/Anealing 54°C 30 segundos 35 Ciclos
Extenséo 72°C 90 segundos
Extenséo final 25°C 2 minutos 1 Ciclo
2% Parte
Desnaturacao inicial 95°C 3 minutos 1 Ciclo
Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Ligacgéo dos )
orimers/Anealing 56°C 30 segundos 35 Ciclos
Extenséo 72°C 90 segundos
Extenséo final 25°C 2 minutos 1 Ciclo

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita submetendo 10 pl das mesmas a

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), de acordo com o procedimento descrito em 2.3.

2.5 Purificacao e sequenciacdo dos produtos de PCR
Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados e, posteriormente, submetidos
a reacdo de sequenciacdo para identificagdo/confirmacao do agente infecioso. A purificacdo
foi realizada com o kit comercial “Jetquick PCR Product Purification Spin Kit” (Genomed®),
de acordo com as instrucGes do fabricante, a seguir descritas.
1. Preparou-se uma mistura com 100 pl de solucdo H1 e 25 pl do produto de PCR;
2. Colocou-se uns segundos no vortex para homogeneizar e fez-se short spin;
3. Colocou-se uma coluna dentro de um tubo coletor de 2 ml e adicionou-se toda a amostra
preparada anteriormente;
4. Centrifugou-se a 12.000 x g, durante 1 minuto, rejeitou-se o filtrado no tubo coletor e
reutilizou-se o tubo;

5. Adicionaram-se 125 pl de solugdo H2 e centrifugou-se a 12.000 x g, durante 1 minuto;
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6. Rejeitou-se, novamente, o filtrado do tubo coletor, reutilizou-se 0 mesmo e procedeu-
se a uma centrifugacéo a velocidade maxima, durante 1 minuto, para remocéo de etanol
residual;

7. Colocou-se a coluna num microtubo de 1,5ml e adicionaram-se 30ul de agua esteéril
diretamente no centro da membrana da coluna, tendo o cuidado de nédo a danificar;

8. Centrifugou-se a 12.000 x g, durante 2 minutos, rejeitou-se a coluna e guardou-se o

produto de PCR purificado & temperatura de 4°C.

Os produtos de PCR assim purificados foram enviados para a empresa STABVida, onde
foram submetidos a reacdo de sequenciacdo pelo método de Sanger. As sequéncias de ADN
foram determinadas em ambos os sentidos, tendo sido obtida uma sequéncia consenso, por
comparacdo das sequéncias direta e reversa.

As sequéncias nucleotidicas consenso foram, depois, analisadas através do programa
“Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) (disponivel em
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch).

2.6 Pesquisa de anticorpos por Imunofluorescéncia Indireta

A detecdo de anticorpos IgG anti-Ehrlichia canis, anti-Leishmania infantum e anti-
Rickettsia conorii, foi realizada com recurso aos Kits comerciais “MegaFLUO® EHRLICHIA
canis” (Megacor), “MegaFLUO® RICKETTSIA conorii” (Megacor) e “MegaFLUO®
LEISHMANIA infantum” (Megacor), respetivamente. Para cada agente, foram realizadas
dilui¢bes do plasma em tampao fosfato salino (PBS, do inglés “Phosfate-Buffered Saline”) de
acordo com a tabela 11.

Tabela 11 — Diluigdo do plasma para pesquisa de 1gG por IFI.

Ehrlichia canis | Leishmania infantum | Rickettsia conorii
12 Diluigdo 1:40 1:80 1:64
22 Diluicdo 1:80 1:160 1:128

O procedimento experimental que se seguiu foi igual para todos os agentes.
1. Colocou-se uma gota de controlo positivo e outra de controlo negativo nos dois primeiros

pocos da lamina;
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2. Colocaram-se 20 ul da 22 diluicdo nos cinco pocos inferiores e 20 ul da 1° diluicdo nos
CiNco pogos superiores;

Incubou-se a lamina, em camara humida, a 37°C, durante 30 minutos;

Lavou-se a lamina com PBS 1x, e adicionou-Sse uma gota de conjugado em cada poco;

Incubou-se, em cdmara himida, a 37°C, durante 30 minutos;

o o k~ w

Lavou-se a lamina com PBS 1x, colocou-se 0 meio de montagem e, por cima, uma lamela
de 5¢cm, tendo o cuidado de retirar as bolhas e absorver com papel 0 meio em excesso;

7. Observou-se hum microscopio de fluorescéncia Olympus BX51, com uma ampliacdo de
400x.

O resultado foi considerado positivo quando era observada uma fluorescéncia de
intensidade igual ou superior a do controlo positivo (Figuras 16, 17 e 18). Para cada um dos
agentes em estudo, o cut-off correspondeu ao valor da 12 diluicdo da amostra.

Figura 16 — Resultado do controlo positivo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos IgG anti-E. canis (400x) (original da autora).

Figura 17 — Resultado do controlo positivo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos IgG anti-R. conorii (400x) (original da autora).
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Figura 18 — Resultado do controlo positivo de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de
anticorpos IgG anti-L. infantum (400x) (original da autora).

2.7 Pesquisa de anticorpos anti-A phagocytophilum por ELISA

A ELISA foi a técnica laboratorial utilizada para a detecdo de anticorpos IgG anti-

Anaplasma phagocytophilum, tendo sido utilizado o kit comercial “Anti-Anaplasma
phagocytophilum ELISA Dog (1gG)” (EUROIMMUN®). Todas as amostras foram testadas nas
dilui¢des 1:50 e 1:100.

O procedimento experimental foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante,

a seguir descritas.

1.
2.
3.

Diluiram-se as amostras em PBS 1x;

Dilui-se o tampdo de lavagem em &gua desionizada, na proporc¢éo de 1:10;

Pipetaram-se 100 pl do calibrador, controlo positivo, controlo negativo e das amostras nos
poc¢os da microplaca;

Protegeu-se com papel e incubou-se a 37°C + 1°C, durante 30 minutos;

Removeu-se o papel, esvaziaram-se 0s pocos e lavou-se trés vezes com 300 pl de tampéo
de lavagem, cada. A cada lavagem deixou-se o tamp&o nos pocos durante 30 a 60 segundos.
No final, virou-se a microplaca com forca em cima de papel absorvente, para remover todo
o liquido residual;

Pipetaram-se 100 pl de conjugado em todos 0s pogos, protegeu-se com papel e incubou-se
a 37°C % 1°C, durante 30 minutos;

Repetiu-se o ponto 5;

Pipetaram-se 100 pl de solugdo de substrato em cada pogo e incubou-se & temperatura
ambiente durante 15 minutos, dentro de uma gaveta para proteger da luz solar direta;

No final, pipetaram-se 100 pl da solucéo de paragem em cada pogo, pela mesma ordem e a

mesma velocidade que foi introduzido o substrato;
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10. No espectrofotdbmetro Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific),
mediu-se a absorvancia no comprimento de onda de 450nm, com agitacéo da placa antes da
medicéo;

11. Fez-se o calculo do récio, de acordo com a equacdo 1 e interpretaram-se os resultados, de
acordo com o estabelecido pelo fabricante (Tabela 12). A diluicdo considerada para

avaliacdo dos resultados foi a 1:100, conforme definido pelo fabricante do Kit.

Récio = Absorvancia Controlo ou Amostra . %0 1
aco = Absorvancia Calibrador (Equagdo 1)

Tabela 12 — Interpretagdo dos resultados de ELISA para A. phagocytophilum.

Resultado Racio (r)

Negativo <0,8
Indeterminado = 0,8<r<1,1

Positivo >1,1
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RESULTADOS

3.1 Caracterizacéo da amostra estudada

A amostra analisada era constituida por 28 cées de canil, sem manifestagdes clinicas e
cuja aplicacdo de antiparasitarios externos era, apenas, realizada no Veréao.

Na amostra estudada, 75% (21/28) caes eram machos e, apenas, 25% (7/28) eram fémeas
(Figura 19).

= Fémea = Macho

Figura 19 — Distribui¢do da amostra relativamente ao género (n=28).

Em relacédo a idade, 5,6% (2/28) eram cées jovens com idade inferior ou igual a um ano,
85,7% (24/28) eram adultos entre 0s dois e 0s nove anos e 5,6% (2/28) tinham mais de dez anos
(Figura 20).

5,6% 5,6%

W/

—

85,7%

= Jovem = Adulto = Sénior

Figura 20 — Distribui¢do da amostra relativamente a faixa etaria (n=28).
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No que respeita ao tempo de presenca no canil, 21,4% (6/28) encontravam-se ha menos
de um ano, 32,1% (9/28) entre dois a cinco anos e 46,4% (13/28) entre seis e dez anos (Figura
21).

=

m<lano =2-5anos = 6-10anos

Figura 21 — Distribui¢do da amostra relativamente ao tempo em que 0s animais se encontravam no
canil (n=28).

3.2 Achados no hemograma
Os valores eritrocitarios encontravam-se normais em quase todos os animais, havendo

apenas 3,6% (1/28) com ligeira eritrocitose. Os niveis de hemoglobina sanguinea
apresentavam-se ligeiramente elevados em 32,1% (9/28) dos cées (Figura 22).
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Eritrocitose Hemoglobina Alta

Figura 22 — Percentagem de animais com alteragdes nos valores eritrocitérios e de hemoglobina
(n=28).

Dos 28 animais estudados, 17 nao apresentavam qualquer alteracdo a nivel leucocitario.
Dos restantes 11 cdes, 3,6% (1/28) apresentava neutrofilia, 3,6% (1/28) neutropenia, 7,1%
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(2/28) eosinopenia, 17,9% (5/28) eosinofilia, 10,7% (3/28) linfocitose e 14,3% (4/28)
monocitopenia. Alguns animais apresentavam até duas alteracfes em simultaneo, sendo que,

apenas um apresentava quatro alteragdes. O grafico a seguir expressa estes valores (Figura 23).

20
17,9%
18

16

14,3%
14

12 10,7%
10
7,1%

PERCENTAGEM (%)

o N B OO

3,6% 3,6%

Neutrofilia Neutropenia Eosinopenia Eosinofilia Linfocitose Monocitopenia
Figura 23 — Percentagem de animais com alteracdes nos valores leucocitarios (n=28).

Em relacdo aos valores plaquetarios, dos 28 animais, apenas 11 ndo apresentavam
qualquer alteracdo. Dos restantes 17 cées, 57,1% (16/28) apresentavam trombocitopenia com
valores de plaquetas inferiores a 200 x 10%L, havendo apenas 3,6% (1/28) com trombocitose

ligeira. O grafico que se segue expressa estes resultados em percentagem (Figura 24).
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Plaquetas < 200 x 10"9/L Plaquetas > 500 x 10"9/L

Figura 24 — Percentagem de animais com alteracfes nos valores plaquetéarios (n=28).
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3.3 Esfregacos de Sangue Total

Ap0s observagdo ao microscopio 6tico dos esfregagos de sangue total, ndo foi observada
a presenga de quaisquer formas infetantes dos diversos agentes estudados.

Foi, também, realizada a visualizacdo das plaquetas ao microscépio, em que se observou
que 12 dos 16 animais com plaquetas inferiores a 200 x 10%/L, possuiam agregados plaquetares.

Apos esta correcdo, apenas se confirmou a trombocitopenia em 14% (4/28) dos animais.

3.4 Esfregacos de Buffy-coat
Apo6s observacdo ao microscopio Otico dos esfregacos de buffy-coat ndo foram

observadas formas infetantes dos agentes em estudo.

3.5 Avaliacédo da integridade fisica do ADN genomico

As amostras de ADN isoladas das amostras apresentavam boa integridade fisica, uma
vez que foi observada a presenca de bandas de elevado peso molecular e a auséncia de

arrastamentos (Figura 25).

1 2 3 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Henl B B B BTR _ K

Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose a 0,8% de algumas amostras de ADN genémico isolado.

3.6 Avaliacéo da auséncia de inibidores nas amostras de ADN genomico

A amplificagdo de um fragmento do gene da p-actina foi bem-sucedida em todas as
amostras de gADN, confirmando, assim, a auséncia de inibidores da ADN polimerase (Figura
26).
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Figura 26 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% ap6s amplificacdo de um fragmento do gene /-
actina. M — Marcador de pesos moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®); 1-6 — Amostras em
estudo; 7 — Controlo positivo; 8,9 — Controlos negativos.

3.7 Resultados das analises moleculares e serologicas

3.7.1 Infecdo por Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.

Ap0s a realizagdo da PCR convencional para amplificacdo de um fragmento do gene
16S rARN, especifico dos géneros Anaplasma e Ehrlichia, foi observada a presenca de ADN
em 11% (3/28) dos cdes estudados (Figuras 27 e 28).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

: (W) —

Figura 27 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% ap6s amplificacdo de um fragmento do gene 16S
rARN. M - Marcador de pesos moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®); 7,13 — Amostras
positivas; 1-6,8-12,14 — Amostras negativos; 15 — Controlo positivo; 16 — Controlo negativo.
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= Positivo = Negativo

Figura 28 — Resultados da PCR convencional para Anaplasma spp. e Ehrlichia spp. (n=28).

Apds a sequenciacdo do ADN amplificado confirmou-se que, dos trés animais positivos,
dois estavam infetados por Anaplasma platys e um por Ehrlichia canis.

Pela técnica de ELISA, na pesquisa de anticorpos 1gG anti-A. phagocytophilum, foram
identificados, na diluicdo de 1:50, 25% (7/28) de animais positivos e 11% (3/28) com resultado
indeterminado. Na diluicdo de 1:100, 18% (5/28) eram positivos e 11% (3/28) apresentavam
um resultado indeterminado (Tabela 13 e Figura 29).

Tabela 13 — Resumo dos resultados obtidos por ELISA.

Resultados
Positivo | Indeterminado | Negativo
n % n % n | %

Diluicdo 1:50 | 7 | 25 3 11 18 | 64
Dilui¢do 1:100 5 18 3 11 20 71

Como as instrugdes do fabricante definem a diluicdo 1:100 como o adequado para a

avaliacdo dos resultados, foram identificados, na totalidade da amostra em estudo, 18% de
positivos.

6 7 8 9 10 11 12 13

r
~—— ————— ~— '

Figura 29 — Placa de ELISA para avaliacdo da presenca de anticorpos 1gG anti-A. phagocytophilum.
C — Calibrador; CP — Controlo Positivo; CN — Controlo Negativo; 1-13 — Amostras em estudo.

59



3.7.2 Infecdo por Ehrlichia spp.

Apds a realizacdo da PCR nested (nPCR) para amplificacdo do gene 16S rARN, foi
possivel detetar a presenca de ADN de Ehrlichia spp. em 18% (5/28) dos cées estudados
(Figuras 30 e 31).

Figura 30 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% ap6s amplificacdo de um fragmento do gene 16S
rARN. M - Marcador de pesos moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®); 1 — Amostra positiva; 2
— Controlo positivo; 3 — Controlo negativo.

= Positivo = Negativo

Figura 31 — Resultados da nPCR para Ehrlichia spp.(n=28).

Ap0s a sequenciacdo do ADN das amostras positivas confirmou-se a infecdo dos cinco
cdes com a bactéria Ehrlichia canis. Sendo que um deles ja tinha sido confirmado ao sequenciar
as amostras do PCR convencional para Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.

Os resultados da IFI indicaram maior nimero de resultados positivos com 53,6% (15/28)
dos animais positivos na diluicdo de 1:40 (cut-off) e 39% (11/28) positivos na diluicdo de 1:80
(Figura 32).
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Figura 32 — Resultados da imunofluorescéncia indireta para E. canis (n=28).

3.7.3 Infecdo por Rickettsia spp.

Apbs a realizacdo da nPCR para amplificacdo de um fragmento do gene que codifica o

antigénio 190-kDa, foi possivel detetar a presenca de ADN de Rickettsia spp. em 11% (3/28)
dos cdes estudados (Figuras 33 e 34).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 33 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% ap6s amplificacdo de um fragmento do gene que

codifica o antigénio 190-kDa. M - Marcador de pesos moleculares (Hypper Ladder 100pb, Bioline®);

2 — Amostra positiva; 1,3-10 — Amostras negativas; 11 — Controlo negativo (Parte 11); 12 — Controlo
negativo (Parte ).
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/

= Positivo = Negativo

Figura 34 — Resultados da nPCR para Rickettsia spp. (n=28).

Apds a sequenciacdo dos produtos de PCR, o ADN amplificado foi identificado como
pertencente a espécie Rickettsia rickettsi. Como esta espécie ndo se encontra descrita em
Portugal e o ADN desta havia sido utilizado anteriormente, no LACH, como controlo positivo
da PCR, assumiu-se que estas amplifica¢fes se deviam a contaminacdo com esse ADN sendo,
por isso, resultados falso positivos.

Tal como na erlichiose, os resultados da IFI indicaram uma maior frequéncia de

resultados positivos com todos os animais positivos em ambas as diluigdes testadas (Figura 35).

120
100% 100%

100
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0 0 0 0

Positivo Negativo Duvidoso

m Diluicdo 1:64 mDiluigdo 1:128
Figura 35 — Resultados da imunofluorescéncia indireta para R. conorii (n=28).

3.7.4 Infecdo por Leishmania spp.
Ap0s a realizacdo da PCR convencional para amplificacdo de um fragmento do gene
que codifica o minicirculo do cinetoplasto, ndo foi possivel detetar a presenca de ADN de

Leishmania spp. em nenhum dos 28 cdes estudados.
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Os resultados da IFI, na diluicdo 1:80, permitiram identificar anticorpos em 35,7%
(10/28) dos animais, tendo em 10,7% (3/28) o resultado sido duvidoso. Na diluicdo 1:160,
apenas 28,6% (8/28) se apresentaram positivos e 3,6% (1/28) duvidoso (Figura 36).
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m Diluicdo 1:80 m Diluicdo 1:160
Figura 36 — Resultados da imunofluorescéncia indireta para L. infantum (n=28).

3.7.5 Avaliacao da presenca de co-infecGes e/ou co-exposi¢des
Analisando em conjunto os resultados da sequenciacao para os agentes Ehrlichia spp.,

Rickettsia spp. e Anaplasma spp. observou-se que em nenhum dos animais havia presenca de
co-infegdo.

Os resultados da serologia evidenciam a presenca de anticorpos, contra dois ou mais dos
agentes em estudo, em 79% (22/28) dos animais (Tabela 14).

Tabela 14 — Frequéncia de cdes com co-exposicao a dois ou mais agentes.

Co-exposicao

Frequéncia absoluta (n) | Frequéncia relativa (%)
Dois agentes 15 54
Trés agentes 4 14
Quatro agentes 3 11
Total 22 79
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Tabela 15 — Resultados positivos por PCR e comparag¢do com outros dados adquiridos.

Tempo de )
Idade o Achados Achados PCR Serologia
permanéncia o o . .
(anos) ) leucocitérios plaquetérios | positiva positiva
no canil
Céo §
Desde ) R. conorii e E.
7 6 - - E. canis ]
cachorro canis
3
R. conorii, L.
Céo ] ]
Desde ) ) | infantum, E. canis
11 5-6 Eosinopenia - E. canis
3 cachorro eA.
phagocytophilum
Cao R. conorii, E.
21 5 3—4anos Neutropenia e - E. canis canis e A.
monocitopenia )
? phagocytophilum
Céo By
’3 o Desde Monocitopenia ] A, platys R. conorii e E.
cachorro e eosinofilia canis
?
Céo y
Desde ] ) ) R. conorii e E.
24 8 Monocitopenia - E. canis )
cachorro canis
3
Céo §
) R. conorii e L.
28 7-8 6 anos - - E. canis )
infantum
3
Cao R. conorii, E.
29 6 4 anos - - A. platys canis e A.
3 phagocytophilum

Na tabela 16 no Apéndice Il encontram-se em paralelo, alguns dados epidemioldgicos
e os resultados obtidos nas diferentes técnicas realizadas nos cdes em estudo.
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DISCUSSAO

As CVBD’s abordadas neste estudo sdo preocupantes para a saude publica a nivel
mundial. A ocorréncia de alteracGes climaticas, o aguecimento global, as viagens e comércio
internacionais, as novas préaticas agricolas e as mudancas de populagdes de zonas rurais para
urbanas, tém vindo a causar variagfes na distribuicdo mundial de cada agente e respetivos
vetores, originando a sua disseminacdo para areas onde outrora ndo se encontravam (Lauzi et
al., 2016; Potkonjak et al., 2016). O presente trabalho foi realizado numa regido endémica para
as CVBD’s em estudo (Cardoso et al., 2012). A pesquisa dos agentes foi realizada com base na
complementaridade entre as técnicas hematoldgicas, moleculares e seroldgicas, tal como ja
descrito por outros autores (Kohn et al., 2011).

Os resultados, apresentados pelo hemograma, de eosinopenia, neutropenia,
monocitopenia e trombocitopenia (Figura 5) estdo, na generalidade, de acordo com o estudo
realizado por Cetinkaya et al. (2016), os quais descreveram a presenca de trombocitopenia,
anemia e leucopenia na maioria dos animais infetados com estes agentes. Contudo, neste
trabalho, a presenca de trombocitopenia foi refutada, na maioria dos casos, através da
observacao dos esfregacos sanguineos.

O esfregaco sanguineo, tal como descreveram Silveira et al. (2015), tem uma baixa
sensibilidade e deve ser considerado insuficiente na detecdo de agentes bacterianos e
parasitarios. Neste trabalho, ndo foram observadas morulas bacterianas, nem quaisquer formas
amastigotas de L. infantum. No caso de A. platys, uma das razBes desta incapacidade de detecdo
pode ser a natureza ciclica da presenca do agente em circulacdo (Rufino et al., 2013). Outras
razBes, de acordo com Cicuttin et al. (2016) é o fato das mérulas de E. canis se confundirem
com plaquetas sanguineas, granulos linfociticos azurdéfilos, corpos linfoglandulares e material
nuclear fagocitado. Sainz et al. (2015) descreveram esta dete¢do, em animais sintomaticos,
apenas em 4 a 6% dos casos. Todos os animais em estudo no presente trabalho eram
assintomaticos, diminuindo a j& baixa sensibilidade da detecdo, o que pode justificar os
resultados obtidos. Maia & Campino (2008) descrevem que a probabilidade de se observarem
leishmanias no esfregaco aumenta ao usar uma amostra de medula 6ssea. Contudo, dada a
natureza invasiva dessa recolha, tal ndo foi possivel de realizar no presente trabalho. Encontrar
amastigotas na circulacdo sanguinea pode suceder, apesar de ser um evento raro (Maia et al.,
2009).

A PCR, com posterior sequenciagdo, € um método sensivel, especifico e util para detetar

e diferenciar entre as varias espécies dos agentes infeciosos (Cetinkaya et al., 2016; Cardoso et
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al., 2010), tendo a capacidade de detetar a infe¢do durante um maior periodo de tempo, quando
comparada com a microscopia (Shaw et al., 2001). No presente trabalho, foi possivel
identificar, por estas técnicas, Anaplasma platys em dois e Ehrlichia canis em cinco dos 28
animais estudados. Contrastando com estes resultados, na visualizagdo do esfregaco ao
microscopio 6tico, ndo foram observadas quaisquer formas infetantes, amastigotas ou morulas,
dos agentes em estudo.

Dado que a PCR convencional para pesquisa de Anaplasma spp./Ehrlichia spp., apenas
detetou infecdo por Ehrlichia spp. num animal, enquanto que a nPCR especifica para esta
espécie encontrou cinco animais com este agente, confirma-se o descrito por Pat-Nah et al.
(2015), que a nPCR é um método mais sensivel do que a técnica convencional, para a detecao
de E. canis. Estes cinco animais positivos para E. canis, vdo ao encontro da literatura, onde esta
descrito ser esta a bactéria diagnosticada, tanto por PCR como por serologia, com maior
prevaléncia em cées (Starkey et al., 2016). Os resultados falso positivos na amplificacdo de
ADN de Rickettsia spp. sdo, por vezes, atribuidos a uma deficiente higienizacdo dos
laboratdrios, com consequente contaminacdo das amostras (Maggi et al., 2014). No caso do
presente estudo, foram tidos todos os cuidados e cumpridas as boas préaticas de laborat6rio no
sentido de evitar a contaminagdo por ADN exdgeno. Nao obstante, ndo foi possivel evitar a
presenca de contaminacao.

Os resultados negativos na PCR, para detecdo de ADN de Leishmania spp., ndo
permitem afirmar que o parasita ndo se encontra presente, uma vez que é, ainda, limitado o
conhecimento sobre a duragéo, consisténcia e intensidade desta parasitemia (Maia & Campino,
2008). Também ndo é possivel excluir a possibilidade de resultados falso negativos pois,
segundo Maia & Campino (2008), o protocolo de PCR aplicado, os primers usados, 0 nimero
de réplicas, 0 método de extracdo do ADN da amostra e o estado do material biol6gico a ser
testado tém influéncia nos resultados deste teste molecular. Os testes moleculares, na
generalidade, s&o, ainda, influenciados por fatores como a carga do agente em circulagdo, a sua
intermiténcia ou a eventual administracdo de farmacos (Sainz et al., 2015). A sensibilidade do
teste molecular poderia ter sido aumentada caso tivesse sido possivel colher amostras de medula
0ssea ou ganglio linfatico, o que ndo aconteceu.

Cardoso e colaboradores (2012) descreveram uma seroprevaléncia para A.
phagocytophilum, em animais aparentemente saudaveis com proprietario, de 4,5% em Portugal
Continental e mais especificamente na regido do Alentejo de 3,5%. Em Espanha, para 0 mesmo

tipo de animais, o valor de seroprevaléncia foi de 5%, similar ao encontrado em Portugal
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(Solano-Gallego et al., 2006; Couto et al., 2010; Mird et al., 2013). No presente estudo, através
datécnica de ELISA, foi encontrada uma seroprevaléncia de 18%. A diferenca entre a literatura
e os resultados encontrados neste estudo, pode ser justificada pelo fato de os proprietarios dos
animais, eventualmente, realizarem, com mais regularidade, a aplicacdo de ectoparasiticidas o
que, devido a falta de meios financeiros, ndo acontece no canil alvo do presente estudo. Para
além disso, a elevada densidade populacional no canil, facilita a transmisséo pelos vetores. O
fato de terem sido identificados alguns animais positivos na diluigéo de 1:50 (Figura 13) pode
significar, que se encontram, ainda, na fase aguda da infecdo, em que a resposta imunitaria se
encontra numa fase inicial, em resultado de uma exposicéo recente.

Num estudo realizado em Portugal, cdes assintomaticos com proprietario apresentavam
seroprevaléncia para E. canis de 4,1% (Maia et al., 2015). Num outro estudo efetuado por
Cardoso e colaboradores (2012) em 85 cdes com proprietario, aparentemente saudaveis da
regido do Alentejo, observou uma seroprevaléncia de 2,4% para E. canis, em que o principal
fator de risco encontrado foi a ndo aplicacdo de desparasitantes externos. Em Espanha, foram
descritas seroprevaléncias entre 3,1% e 19%, também em cdes com proprietario, (Miré et al.,
2013; Sainz et al., 2015) e 54,7% em animais de canil (Amusategui et al., 2008) todos,
aparentemente, saudaveis. Neste estudo foram identificados 53,6% de animais seropositivos,
sendo 39% seropositivos, também, na segunda diluicdo. Estes valores elevados, em que mais
de metade da populacéo do canil foi exposta, podem ser fundamentados com o fato da regido
onde decorreu o estudo ser endémica para este agente infecioso e o seu vetor (Cardoso et al.,
2012), a aplicagdo de ectoparasiticidas ser reduzida e inconstante e a elevada densidade
populacional de cées no abrigo.

A seroprevaléncia de 100%, em ambas as dilui¢bes, obtida na IFI para R. conorii,
indicam uma forte presenca do agente naquela regido. Em Italia, apesar de ser um pais
endémico, a maior seroprevaléncia descrita foi 74% (Solano-Gallego et al., 2015); em Espanha,
o valor mais alto foi de 82% (Proboste et al., 2015). Alexandre e colaboradores (2011)
realizaram um estudo que abrangem 400 cées saudaveis com proprietario da regido do Algarve,
no qual encontraram uma seroprevaléncia de 38,5% para 0 agente R. conorii. Os valores mais
baixos de seroprevaléncia em estudos anteriores podem ser explicados, tal como para A.
phagocytophilum, por os estudos terem sido realizados em animais com proprietarios, em que
0 uso de desparasitantes externos é provavel que seja mais frequente. Contudo, é necessaria
alguma cautela na comparacédo destes resultados, dado o reduzido nimero de cées do presente

estudo e o fato de todos eles habitarem o mesmo e restrito espaco fisico. Existe também a
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possibilidade de ocorrerem reagdes cruzadas entre as diferentes espécies do género Rickettsia,
0 que pode sobrevalorizar os resultados da IFI para o agente Rickettsia conorii (Parola et al.,
2005).

A bacia mediterrdnica € uma area endémica para a leishmaniose, com uma
seroprevaléncia de 6,3% (Maia et al., 2015). Cardoso e colaboradores (2012) descrevem, apds
um estudo na regido do Alentejo que abrangia 85 cdes com proprietario, aparentemente
saudaveis, uma seroprevaléncia de 5,9% para Leishmania infantum enquanto que, no sul de
Espanha, Mir6 e colaboradores (2013) descreveram uma seroprevaléncia de 34,6%. No
presente trabalho foram avaliados animais de um canil no concelho de Moura, tendo sido
encontrada uma frequéncia de anticorpos anti-L. infantum de 35,7%, valor proximo ao
encontrado no sul de Espanha. Este valor permite-nos obter um panorama sobre a exposi¢éo
destes animais ao parasita, apesar de ndo poder ser feita uma extrapolacdo dos resultados para
a restante populagdo canina do concelho de Moura e para a regido do Alentejo.

Os testes seroldgicos, quando realizados durante o periodo de incubagdo da doenca ou
durante a fase aguda da mesma, podem apresentar resultados falso negativos (Sainz et al.,
2015). O céo 28 (Tabela 15) parece encontrar-se na fase aguda da infecdo, pois apresenta
resultado positivo na PCR e negativo na IFI para Ehrlichia canis, o que sugere poder encontrar-
se no periodo de seroconversao, o qual pode durar até 15 dias (Mylonakis et al., 2009).

Lee et al. (2017), afirmam que, quando comparado com o diagndstico ao exame clinico,
o diagnostico laboratorial deteta um maior nimero de infegBes presentes em animais
assintomaticos. Na avaliacdo clinica, todos os animais em estudo estavam, aparentemente,
saudaveis, ndo exibindo manifestacdes clinicas compativeis com as doencas em estudo ou
outras patologias. Os resultados laboratoriais permitiram identificar cinco animais infetados
com E. canis e dois com A. platys, o que corrobora o descrito pelos referidos autores.

No presente trabalho ndo podemos excluir a hipotese de existirem co-infec¢bes em que
ocorreu amplificacdo, apenas, do agente presente em maior quantidade, tal como descrito por
Maggi et al. (2014). Sendo que um dos maiores fatores de risco para este acontecimento é o
fato dos animais serem de canil, onde o controlo de vetores é insuficiente ou mesmo inexistente
(Pennisi et al., 2012), o que é o caso do canil em estudo, onde a utilizacdo de ectoparasiticidas
é limitada, acontecendo de forma irregular. Também, considerando todos estes fatores,
justifica-se a presenca de co-exposi¢cdo na maior parte dos animais, sendo que 54% foram

expostos a dois agentes, 14% a trés agentes e 11% aos quatro agentes em estudo (Tabela 14).
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Uma limitacdo do presente estudo foi ter sido feita uma recolha Unica de sangue, o que
pode ter levado a resultados falso negativos na serologia, caso 0s cdes se encontrassem no
periodo de seroconversdo. Devido a bacteriemia poder ser intermitente, podem ter sido obtidos
resultados falso negativos na PCR (Harrus & Waner, 2011).

O fato de em alguns animais a colheita de sangue ter sido na veia cefalica e ndo na veia
jugular pode ter dado origem as alteracGes observadas no hemograma, nhomeadamente a baixa
contagem de plaquetas que, apds observacdo do esfregago sanguineo ao microscopio, revelaram
ser artefactos. Isto porque a recolha na veia jugular é mais facil e rapida, reduzindo, assim, a
probabilidade de se obter trombocitopenia como consequéncia de uma colheita lenta.

De acordo com a Tabela 15, os animais com infecdo ativa, ou seja, cujos resultados por
PCR foram positivos, encontravam-se no canil ha quatro anos ou mais. Este fato, aliado a
caréncia na administracdo de ectoparasiticidas e/ou inseticidas, a préxima convivéncia dos
animais, o tipo de vegetacdo do local propicio a proliferacdo de ixodideos e a endemicidade da
regido para estes agentes e seus vetores, podem justificar os resultados encontrados.

Na avaliacdo de animais de abrigo existe sempre algum grau de desconhecimento em
relacdo ao seu historial médico, tipo de habitacdo e aplicacdo de antiparasitarios anterior a sua
vinda para aquele local. Pode, também, ter havido uma escassez de informacéo relativamente
aos sinais clinicos que os cdes pudessem demostrar. O tamanho reduzido da amostra e o fato de
0s animais analisados estarem confinados a um reduzido espaco fisico, impede a extrapolacédo
dos resultados para a restante populacdo canina do concelho de Moura e para a regido do
Alentejo.

Em estudos futuros, seria aconselhada a recolha do material bioldgico ideal para cada
teste, utilizar técnicas de nPCR para pesquisa de ADN e fazer, pelo menos, duas recolhas de
amostras, com um intervalo de duas semanas.

Este estudo mostrou o quao importante é realizar uma correta vigilancia e controlo da
presenca de vetores como os ixodideos e os flebotomineos no ambiente. Os resultados
seroldgicos e moleculares obtidos, evidenciam a dimensdo da presenca dos agentes infeciosos
e seus vetores no local, alertando para a urgéncia de se proceder a devida profilaxia por parte

dos responséaveis do abrigo.
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CONCLUSAO

As CVBD’s apresentam potencial zoono6tico e sdao endémicas no Sul de Portugal, local
onde decorreu o presente estudo.

A prevencéo e o tratamento destas bacterioses e parasitoses sdo cruciais para o bem-
estar animal, antecipando a infecdo e a transmisséo de doenca. O seu potencial zoondtico exige
maior atencdo a esta realidade, no sentido de serem tomadas as corretas medidas de prevencao.

O objetivo de avaliar a frequéncia de doencas caninas transmitidas por vetores num
abrigo no concelho de Moura, regido do Alentejo foi alcangado ao terem sido identificados E.
canis e A. platys, em 25% dos animais, e a evidéncia serolégica de exposicao, a pelo menos
dois agentes, em 79% dos cdes. O facto de todos estes cdes se apresentarem assintomaticos,
mostra a importancia e a dimensdo do problema. Os resultados obtidos por serologia, alertam
para a elevada exposi¢do dos animais em estudo a estes agentes, muitos deles, durante a maior
parte da sua longa vida no canil.

Os resultados obtidos evidenciam a importancia de, em zonas endémicas como o
Alentejo, existir uma maior consciéncia por parte da populacdo sobre a existéncia destes agentes
patogénicos e seus vetores e da possibilidade da sua transmissdao ao ser humano. Reveste-se,
assim, de grande importancia a aposta na partilha desta informacéo com os tutores de animais
domésticos. O controlo de ixodideos e flebotomineos através do uso de antiparasitarios e
inseticidas, respetivamente, sdo o primeiro passo na reducdo de infecBes causadas por estes

agentes.
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APENDICE |

Projeto “SOS dos Animais de Moura™
12 de Janeiro de 2016

Identificagdo do animal:

Sexo: Fémea Macho

Ha quanto tempo o animal se encontra no canil?

Doengas/Cirurgias anteriores.

Idade aproximada: Jovem (<lano) _  Adulto(>lano) _ Sénior (=10 anos)

Uso de desparasitante externo? Sim _~ Ndo __ Qual?
Uso de desparasitante interno? Sim _~ N3o__ Qual?

Presenca de carragas? Sim __ Nao

Presenca de pulgas? Sim __ Nio__ Talvez

Figura 37 — Questionario preenchido pela responsavel pelo canil em relacdo a cada animal ao qual foi

recolhido sangue para andlise.
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APENDICE II

Tabela 16 — Comparacao dos resultados obtidos nas diferentes técnicas serolégicas e moleculares para todos os cdes em estudo.

Idade Tempo de Achados Achados

o ) o o PCR positiva Serologia positiva
(anos) | permanéncia no canil leucocitarios plaquetarios

Céo1l
()
Céo 2
(@)
Céo 3
()
Céo 6
(@)
Céo7
(@)
Céo 8
(@)
Céo 9
()
Cao 10
@)

Leucocitose, _ _ N
15-2 24 horas neutrofilia, linfocitose | Trombocitopenia - R. conorii

e monocitopenia

8 Desde cachorro Eosinopenia - - R. conorii e L. infantum

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

1 2 semanas - Trombocitopenia - ]
A. phagocytophilum
5-6 3 anos - - - R. conorii
6 Desde cachorro - - E. canis R. conorii e E. canis
3-4 Desde cachorro - - - R. conorii
10 7 anos - - - R. conorii
5—-6 anos - - - R. conorii
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Céo 11
(@)
Céo 12
()
Céo 13
(@)
Céo 14
()
Céo 15

(?)
Cdo 16

()
Cao 17

(%)
Cao 18

()
C&o 19

()
C&o 20

(&)

Desde cachorro

4 —5 anos

Desde cachorro

Desde cachorro

7 — 8 anos

1ano

1 més

6 meses

Desde cachorro

4 anos

Eosinopenia

Linfocitose

Eosinofilia

Linfocitose e
eosinofilia

Trombocitopenia

Trombocitopenia

E. canis

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

A. phagocytophilum

R. conorii e E. canis

R, conorili, L. infantum e E. canis

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

A. phagocytophilum

R. conorii e L. infantum

R. conorii e A. phagocytophilum

R. conorii e L. infantum

R. conorii e E. canis

R. conorii e E. canis
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Céo 21

(?)
C&o 22

&)
Céo 23

(?)
Céo 24

()
Cao 25
()
Céo 26

&)
Cao 27

&)
Céo 28

@)
Céo 29

()
Cao 31

(&)

3 -4 anos

7 anos

Desde cachorro

Desde cachorro

5—6 anos

5 anos

3 anos

6 anos

4 anos

Desde cachorro

Neutropenia e
monocitopenia

Monocitopenia e
eosinofilia

Monocitopenia

Eosinofilia

Eosinofilia

E. canis

A. platys

E. canis

E. canis

A. platys

R. conorii, E. canis e A.
phagocytophilum

R. conorii e E. canis

R. conorii e E. canis

R. conorii e E. canis

R. conorii e L. infantum

R. conorii e E. canis

R. conorii e L. infantum

R. conorii e L. infantum

R. conorii, E. canis e A.

phagocytophilum

R. conorii
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