Resumo

O autor apresenta os resultados de um rastreio seroldgico de febre botonosa,
ehrlichiose monocitica canina e borreliose de Lyme efectuado sobre uma amostra parcial de
100 canideos, pontualmente em cada uma das esta¢cfes do ano, perfazendo uma amostra
total de 400 canideos de uma populacédo de canideos medicalizados da regido do Algarve-
Portugal. A prova utilizada foi a da imunofluorescéncia indirecta (IFI) e os resultados
revelaram uma seroprevaléncia total de 38,5%+0,48 para febre botonosa, 5,25%+0,604
para ehrlichiose monocitica canina e de 2,25%0,043 para borreliose de lyme. Os factores
de risco foram definidos através do teste de qui-quadrado e caracterizados pelo célculo do
“Odds ratio”. A idade superior a dois anos (p<0,05) foi considerado o principal factor de risco
para a seropositividade de febre botonosa. Para a ehrlichiose monocitica canina, a aptidao
caca, a residéncia em areas rurais e o passeio em zonas de baldio foram considerados
factores de risco (p<0,05) para a seropositividade. Apesar da baixa seroprevaléncia para
borreliose de Lyme, os canideos de aptiddo caca foram considerados em risco (p<0,05) de

seropositividade para Borrelia burgdorferi s.I.

Foram recolhidos 188 ixodideos para posterior identificacdo das espécies e pesquisa
de “Rickettsia Like Organisms” na hemolinfa através do teste dos hemdécitos. Rhipicephalus
sanguineus foi a Unica espécie identificada entre a populagédo de ixodideos colhida. Os
ixodideos foram também estudados por “PCR” estimando-se uma prevaléncia de infeccao
de 22,2%+0,832 para Rickettsia conorii, de 2,2%=+ 0,062 para Ehrlichia canis e de 0% para

Borrelia burgdorferi s.1.

Foram também estudados 55 canideos presentes a consulta com quadro clinico
compativel com qualquer uma das trés doengas. Entre os sinais clinicos observados com
maior frequéncia foram a hipertermia (84%), hipertrofia dos linfonodos (60%), perda de peso
(20%) e petéquias (15%). A anemia (71%), a leucopenia (47%) e a trombocitopenia (96%)
foram as anomalias hematoldgicas mais frequentes. Tentou-se, sem sucesso, isolar R.
conorii pela técnica de “shell vial” em 55 canideos e paralelamente foi amplificado ADN a

partir do “buffy coat” com positividade de 25,4% para E. canis e de 16,3% para Rickettsia

SppP.
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Abstract

The author presents the results of an serological survey for boutounneuse fever,
canine monocytic ehrlichiosis and Lyme borreliosis conducted in each of the seasons year
over a partial sample of 100 dogs making a total sample of 400 dogs from a medicalized dog
population in the Algarve region-Portugal. An indirect fluorescent-antibody test (IFA) has
been used and the results revealed a total seroprevalence of 38,5%+0,48 for boutounneuse
fever, of 5,25%+0,604 for canine monocytic ehrlichiosis and of 2,25%0,043 for Lyme
borreliosis. Several risk factors were defined by the qui-square test and caracterized by the
Odds ratio. Age over two years was the main risk factor for the presence of antibodies for
boutounneuse fever. For the canine monocytic ehrlichiosis, hunting dogs, dogs that lived in
rural areas and that ones that walked regularly in wooded areas were considered risk factors
for the presence of antibodies against E. canis. In spite of the low seroprevalence for Lyme
borreliosis, the hunting dogs were in risk for the presence of antibodies against Borrelia

burgdorferi s.I.

188 ticks were collected from dogs for further identification and screening by the
haemocyte test for rickettsia-like organisms (RLO). Rhipicephalus sanguineus was the was
the only species identified in the collected tick population. The ticks were also studied by
PCR, an infection prevalence of 22,2 %+0,832 was estimated for Rickettsia conorii, of 2,2 %=+

0,0626 for Ehrlichia canis and of 0 % of for Borrelia burgdorferi s.1.

55 dogs presented to the clinic, with clinical signs suggesting one of the three
diseases were described. The clinical signs seen more frequentely were hipertemia (84%),
linfonode hypertrophy (60%), weight lost (20%) and petequial hemorrhage (15%). Anaemia
(71%), leucopoenia(47%) and thrombocytopenia (96%) were the more common laboratory
findings. It was tried without success to isolate R. conorii by the shell vial technique at the
same time, DNA. was amplified from the buffy coat sucessfully for E. canis in 25,4% and for
Rickettsia spp 16,3%.

Key words: boutounneuse fever, canine monocytic ehrlichiosis, lyme borreliosis,
Rhipicephalus sanquineus, IFA, seroprevalence, risk factors, PCR Rickettsia conorii,
Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi s.l., Dogs, Algarve.
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I-Revisdo bibliografica

1. Introducéo

As doencas em estudo apresentadas nesta dissertacdo, sdo a febre botonosa, a
erlichiose monocitica canina e a borreliose de Lyme tém comum serem doencas
bacterianas transmitidas por ixodideos vectores e classificadas como antropozoonoses,
desempenhando o cdo um papel fulcral como espécie sentinela e como veiculo de vectores

para o ambiente doméstico.

1.1 Febre botonosa.

A febre botonosa (FB) também conhecida pela denominacdo portuguesa de febre
escaro-nodular ou anglo-saxénica de “mediterranean spotted fever” teve os primeiros casos
clinicos descritos em Portugal por Delfim Pinheiro em 1917. E a zoonose com maior nimero
de casos anuais declarados em Portugal, cerca de 1000 casos humanos, em média desde
1950, ano em que foi introduzida a declaracéo obrigatéria desta doenca (Sousa et al, 2003).
Na regido Mediterranica o interesse por esta entidade clinica foi estimulado pelo aumento de
casos clinicos nas década de 80 (Raoult et al, 1984) e em particular pelo aumento da taxa
de letalidade que no nosso pais aumentou de 1,5% em 1995 para 2,58% em 1999 (Sousa,
2001). Em Portugal, a incidéncia foi estimada em 20 000 casos anuais (Tavares et al, 1985).
O ressurgimento desta doenca na populacdo humana, segundo alguns autores parece estar
associado aos factores climaticos: uma Primavera quente originaria um maior numero de
casos na populacdo humana no Verdo seguinte (Espejo-Arenas et al, 1986; Raoult et al,
1992). Outros sugerem que um melhor diagndstico ou um maior contacto com a natureza,
seriam responsdaveis pelo aumento da incidéncia (Segura et al, 1989; Dupont et al, 1993).
Apesar de a febre botonosa nao ser considerada uma entidade clinica no cao doméstico a
realizacdo de numerosos rastreios seroldgicos demonstraram a exposi¢cdo deste animal

doméstico ao agente etiologico desta doenca (Bacellar et al, 1995a).

A febre botonosa é causada por um coco-bacilo Gram negativo, bactéria intracelular
obrigatério pertencente a ordem Rickettsiales, Familia Rickettsiaceae, espécie Rickettsia
conorii, pertencente ao grupo das febres exanteméaticas. Com o surgimento de quadros
clinicos atipicos de febre botonosa em Israel e na regido de Astrakhan-Russia,
conseguiram-se isolar estirpes que foram diferenciadas genotipicamente sendo agrupadas
no complexo R. conorii (Roux e Raoult, 1995). Em Portugal, considera-se a existéncia de

dois genotipos de R. conorii em circulacao, Malish e Israeli tick typhus (Bacellar et al, 2003).
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1.2 ehrlichiose monocitica canina e humana

Ehrlichia canis foi identificada, pela primeira vez em 1935, no Instituto Pasteur da
Argelia, por Donatien e Lestoquard como agente de doenca em canideos. Os canideos
infestados por ixodideos desenvolviam um processo febril agudo que cursava com anemia
e os esfregacos sanguineos destes cdes apresentavam microrganismos no interior de
monadcitos, que suposeram ser uma espécie de rickettsia (Donatien e Lestoquard, 1935).
No entanto, este agente voltou a ser objecto de estudo ao ser implicado em numerosas
mortes na populacdo canina presente junto do exército americano no Vietnam no final dos
anos sessenta (Huxsoll et al, 1969; Huxsoll et al, 1970). A doenca recebeu varios
designacbes na altura, sendo a mais usada a de pancitopenia tropical canina. A
investigacdo neste campo seguiu 0 seu curso até que em 1986, ano em que se detectou
nos EUA uma doenca humana causada por Ehrlichia chaffensis, um microrganismo
intimamente relacionado com E. canis (Maeda et al, 1987). Esta descoberta deu um novo

impulso na investigacao das doencas causadas por espécies do género Ehrlichia.

O agente da ehrlichiose monocitica canina é a bactéria Ehrlichia canis, um coco
Gram negativo, intracelular obrigatério que pertence a ordem Rickettsiales e Familia
Anaplasmataceae, €. Este microrganismo é genotipicamente proximo de Ehrlichia
chafeensis e Ehrlichia ewingii. A ehrlichiose monocitica canina é especialmente prevalente
em canideos das regides sub-tropicais e tropicais embora seja ocasionalmente descrita em
canideos do norte e centro da Europa que se tenham deslocado a regides endémicas (ex:
bacia do Mediterranio). Até a data, foram isoladas e caracterizadas geneticamente quatro
estirpes de E. canis: a estirpe Florida, a estirpe Oklahoma, a estirpe Israelita e a estirpe
Venezuelana, que apesar de origens geograficas distintas estéo estreitamente relacionadas
de acordo com a sequenciacdo do gene 16S rRNA (Keysary et al, 1996; Unver et al, 2001)
Como agente de doenga em humanos até ao presente, foi descrito apenas um caso onde
E. canis foi isolada a partir do sangue de um individuo adulto saudavel residente na
Venezuela, que mantinha no seu dia a dia, um contacto profissional estreito com cées

infectados por este agente (Perez et al, 1996; Unver et al, 2001).

1.3 borreliose canina e humana

A borreliose de Lyme, foi descrita pela primeira vez nos EUA por Steere et al (1977),
ao investigar um surto de artrite na populacdo de Old Lyme, Connecticut, associaram esta
patologia & picada de ixodideo. No entanto, s6 em 1984, se isolou a partir de ixodideos a
primeira estirpe de Borrelia burgdorferi s.I. que deve o seu nome ao investigador William
Burgdorfer que a observou pela primeira vez (Johnson et al, 1984). Em Portugal, o primeiro

caso clinico em humanos, foi descrito em Evora, por David de Morais et al (1989). Entre
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1990 e 2000 foram estudados pelo Centro de Estudos de Vectores e Doencgas Infecciosas—
CEVDI, 8 586 soros de doentes com suspeita cllinica de borreliose de Lyme, registando-se
em média 46 novos casos positivos por ano sendo a prevaléncia média da populagéo
estudada de 5,8% (Nuncio, 2001). Por outro lado a populacdo de canideos domeésticos
apresenta igualmente seroprevaléncias baixas no nosso pais quando comparado com
paises do norte e centro da Europa, facto talvez explicado pelas altas taxas de parasitagédo
destes animais por ixodideos da espécie Rhipicephalus sanguineus que ndo séo vectores

dos microrganismos do complexo Borrelia burgdorferi s.l. (Bacellar, 1996; Nuncio, 2001).

As borrélias implicadas na borreliose de Lyme, em humanos e canideos, séo
eubactérias, de forma espiralada, Gram-negativas e microaerdfilas; pertencentes a Ordem
Spirochetales, Familia Spirochaetaceae, Género Borrelia. Varios trabalhos sobre a
sistematica de Borrelia burgdorferi s.I. demonstraram uma relativa homogeneidade das
estirpes deste agente isoladas nos EUA e uma grande variabilidade observada entre as
estirpes europeias do ponto de vista de perfil proteico e das reaccdes antigénicas com 0s
anticorpos mono e policlonais (Wilske et al, 1988; Barbour, 1992b). Baranton et al (1992),
demonstraram com base em critérios genéticos e fenotipicos a criagcdo do conceito de
genoespécie, demonstrando que na Europa o complexo B. burgdorferi s.l., engloba trés

genoespécies B. burgdorferi s.s., B. garinii e B. afzelii.

2. Epidemiologia
2.1 Reservatorios, artrépodes vectores e ciclos epi  demiolégicos da febre botonosa

Até a data ainda ndo se isolou Rickettsia conorii de hospedeiros vertebrados
infectados de forma natural porém julga-se serem importantes como suporte tréfico para os
ixodideos vectores. O seu papel no ciclo de transmissdo de R. conorii necessita de ser
clarificado existindo apenas evidéncias serolégicas de provaveis hospedeiros vertebrados
reservatérios (Mannelli et al, 2003). Entre os seus potenciais reservatorios encontram-se
espécies silvaticas das familias Muridae (Apodemus sylvaticus), Insectivora (Erinaceus
erinaceus), Lagomorpha (Oryctolagus cuniculus) e espécies cinegéticas de grande porte
como o javali (Sus scrofa ferus), o veado (Cervus elaphus) e o gamo (Dama dama)
(Rehacek e Tarasevich, 1988). Nos animais domésticos existem provas seroldgicas que
indicam a exposicdo a R. conorii de cées, gatos, ovinos, caprinos e bovinos. Kelly et al
(1992) provaram que o cao era susceptivel a infeccdo por R. conorii apesar desta decorrer
inaparente (Durand, 1930; Kelly et al, 1992). Adicionalmente, Norment e Burgdorfer (1984),
investigaram o papel do cdo como hospedeiro reservatorio concluindo que este animal

domeéstico é incompetente na transmisséao de rickettsias do grupo das febres exantematicas.
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Na area do Mediterranio, mar Negro e india, o ixodideo Rhipicephalus sanguineus, é
o principal vector e reservatério de R. conorii (Raoult et al, 1997). Esta espécie, designada
vulgarmente na bacia do Mediterraneo, por carraca do cdo € o vector mais importante sob o
ponto vista epidemioldgico da febre botonosa. A distribuicdo geogréfica da febre botonosa
como acontece na grande maioria das doengas transmitidas por vectores, esta associada a
distribuicdo do ixodideo vector. R. sanguineus, € o ixodideo mais comum nos carnivoros
domeésticos na Europa meridional e norte de Africa onde esta antropozoonose é considerada

endémica (Bacellar, 1996; Papazahariadou et al, 2003).

R. sanguineus é um artrépode hematéfago estrito, com um ciclo de vida trifasico, que
inclui os estadios de larva, ninfa e adulto. Apesar de ser considerado um ixodideo de trés
hospedeiros, no céo ja foi observado um ciclo de dois hospedeiros, em que a mudanca de
larva para ninfa se faz no hospedeiro (Uspensky et al, 2002). A temperatura, a humidade
relativa e o tempo de insolacdo sdo os factores climaticos que condicionam fortemente o

ciclo de vida de R. sanguineus (Caeiro, 1992).

Na area do Mediterranio, esta espécie de ixodideo consegue completar pelo menos
dois ciclos de vida em apenas um ano, contudo o tempo necessério para completar um ciclo
de vida depende da disponibilidade de hospedeiros vertebrados e das condi¢gbes climéticas.
Em condi¢Ges ideais de disponibilidade de hospedeiros o ciclo de vida foi estimado em 100
dias, a temperaturas médias de 24°C (Uspensky et al, 2002). Em Portugal, esta espécie de
ixodideo foi encontrada em todos os distritos do pais porém, as densidades deste ixodideo
sdo mais elevadas no sul do pais, onde as condi¢bes climaticas sao favoraveis ao
desenvolvimento de dois a trés ciclos de vida anuais (Caeiro, 1992). No sul do pais existem
condi¢cdes climaticas que se aproximam das ideais para R. sanguineus que s&o
designadamente: temperaturas minimas anuais acima dos 10°C-14°C, temperaturas médias
maximas acima dos 20°C (durante 8 a 9 meses) e humidade relativa entre 60 e 75%
(Caeiro, 1992). O potencial de contacto com esta espécie de ixodideo na area
mediterranica, existe sazonalmente entre Fevereiro e Outubro (Gilot et al, 1990). As formas
adultas sdo mais activas durante a Primavera enquanto os estadios imaturos podem ser

encontrados entre o Verao e inicio do Outono (Gilot et al, 1990).

Os adultos de R. sanguineus demonstram uma grande afinidade para o céo
doméstico mas as fases imaturas sao consideradas menos especificas para o hospedeiro, e
provavelmente responsaveis (nomeadamente as ninfas) pela transmissdo da infec¢do ao
homem, particularmente durante os meses de Verdo (Mannelli et al, 2003). Dependendo do
seu estado evolutivo, R. sanguineus pode parasitar uma grande variedade de hospedeiros;

as fases de larva e ninfa parasitam animais de pequena e média dimensdo (leporideo,
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murideos, etc.) enquanto os estadios adultos parasitam animais de maior porte (canideos,
bovideos, etc), (Estrada-Pefia, 1994). Porém, o cdo é o principal hospedeiro de R.
sanguineus, podendo completar neste animal todo o seu ciclo de vida (Gilot et al, 1984). A
parasitacdo do homem por este ixodideo € furtuita econsequentemente este é um
hospedeiro acidental no ciclo epidemiolégico de R. conorii. Além de que a rickettsémia no

homem tem um periodo de tempo muito curto, sendo um elo terminal na cadeia de infeccao.

O ixodideo vector adquire a bactéria essencialmente através de dois processos. As
rickettsias podem ser transmitidas aos ixodideos quando estes ingerem sangue num
hospedeiro vertebrado infectado e rickettsiémico (Rheacek, 1989). Por outro lado as
rickettsias tambem podem ser mantidas transovaricamente e transtadialmente sendo que a
eficiéncia da transmissdo transovarica pode atingir 100% em condi¢cdes de laboratério
(Rheacek, 1989). Como a postura de R. sanguineus pode variar entre 1 400 e 5 000 ovos e
associando a elevada eficiéncia de transmissao das rickettsias, podemos assim avaliar da
capacidade de dispersao desta doenca a partir de um anico vector infectado (Estrada—Pefia,
1994).

A febre botonosa caracteriza-se por uma sazonalidade marcada. Em Portugal e
Franca, a maioria dos casos (85% e 77% respectivamente) € reportada entre julho e
setembro, o que coincide com o pico de maxima actividade das ninfas (Gilot et al, 1990;
Bacellar et al, 2003) que pela sua pequena dimensédo passam despercebidas (Gilot et al,
1990). Apenas 10% dos casos humanos de febre botonosa, referem parasitismo por
ixodideos e 90% de R. sanguineus recuperados de humanos sdo formas imaturas, o que
suporta a hip6tese da transmissdo de R. conorii ao homem predominantemente pelas
formas imaturas de R. sanguineus (Gilot et al, 1990). Em relagdo aos canideos, existe um
estudo serolégico que indica a inexisténcia sazonalidade na variacdo da taxa de
seroprevaléncias 0 que se deve sobretudo a persisténcia de anticorpos por periodos que

podem atingir os 750 dias (Tesouro et al, 1993).

A espécie R. sanguineus é provavelmente o ixodideo mais amplamente disperso em
todo o mundo (Estrada-Pefia, 1994). Em areas tropicais e sub-tropicais pode-se encontrar
este ixodideo em actividade todo 0 ano enquanto nas areas de clima Mediterranico, a sua
presenca estende-se desde o principio da Primavera até ao Outono descrevendo-se uma
maior actividade dos exemplares de R. sanguineus durante a Primavera, com uma ligeira
queda na populacdo durante o Verdo, observando-se posteriormente uma segunda subida

na populagéo durante o Outono (Hoskins, 1991; Caeiro, 1992).
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Assim na febre botonosa distinguem-se dois ciclos de transmissdo: um ciclo
doméstico e um ciclo silvatico. O ciclo doméstico estabelece-se entre o cdo e o homem. Foi
demonstrado que a presenca de canideos na proximidade ou no interior das habita¢es, ndo
s6 aumenta a densidade dos varios estadios de R. sanguineus nas imediagbes das
habitacdes bem como acelera o ciclo de vida do ixodideo pela constante disponibilidade de
hospedeiros (Uspensky et al, 2002). O transporte de ixodideos vectores pelos canideos para
o interior das habitacbes é responsavel pelo estabelecimento de popula¢cdes de R.
sanguineus no interior das mesmas, em areas urbanas, por vezes distantes das zonas
consideradas endémicas para a febre botonosa. A comprovar esta evidéncia, destaca-se a
descricdo de trés casos humanos de febre botonosa diagnosticados na Holanda,
transmitidos através de R. sanguineus, transportados pelos canideos, apds umas férias na
regido Mediterranica (Ruys et al, 1994). O contacto ou a posse de cdo € um factor de risco
para a infeccdo de R. conorii no homem, facto confirmado em 92% dos pacientes afectados
por febre botonosa em Espanha (Espejo et al, 1993, Mannelli et al, 2003). Um estudo
epidemiolégico realizado no norte de Italia, demonstrou uma associacdo entre
seroprevaléncias mais elevadas de FB em canideos e a localizacdo geogréfica de casos
humanos da mesma doenca, o que evidencia ndo s6 a importdncia do cdo no ciclo de
transmissdo bem como o seu valor enquanto bioindicador de risco e espécie sentinela, para
a ocorréncia de focos da FB em humanos (Manelli et al, 2003). O mesmo estudo revelou
gque densidades elevadas da populagédo canina em ambientes rurais e semi-rurais favorecem
a ocorréncia de focos emergentes de FB em humanos (Manelli et al, 2003). Esta associacao
podera ser explicada pela maior frequéncia de parasitismo no céo, pelo ixodideo vector em
zonas rurais (69%) por oposicdo a zonas urbanas (26%), contribuindo assim o cdo nas

areas rurais, para uma maior exposi¢cdo do homem ao vector (Gilot et al, 1991).

O ciclo silvatico desta doenca é descrito entre lagomorfos silvaticos (coelhos e
lebres), diversas espécies de roedores e diversas espécies cinegéticas que incluem grandes
mamiferos tais como o veado, o gamo, o javali (Rehacek e Tarasevich, 1988). Existem
também evidéncias seroldgicas do contacto de canideos silvaticos com R. conorii,
desconhecendo-se se 0 papel destes hospedeiros se resume apenas ao suporte tréfico do
ixodideo vector (Waner et al, 1999). Todos estes intervenientes do ciclo silvatico, foram
apenas caracterizados do ponto vista seroldgico, sendo provaveis reservatorios de R.
conorii, para além de desempenharem um papel primordial na manutencéo e dispersao nas

populacdes de R. sanguineus (Bacellar, 1996).
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2.2. Reservatorios, artropodes vectores e ciclos ep idemiolégicos da ehrlichiose

monocitica canina.

Ehrlichia canis, como a maioria dos microrganismos deste género, apresenta uma
grande especificidade de hospedeiro. Os hospedeiros vertebrados para E. canis limitam-se
aos membros da Familia Canidae. O coiote (Canis latrans), a raposa vermelha (Vulpes
vulpes), a raposa cinzenta (Urocyon cinereoargenteus), o chacal de dorso prateado (Canis
aureus), o chacal de dorso negro (Canis mesomelas), o lobo (Canis lupus) e o cdo (Canis
familiaris) s&@o considerados hospedeiros reservatérios (Sainz-Rodriguez,1996). Nos
canideos selvagens, a infecgao por E. canis apresenta um quadro clinico mais benigno do

que no cao doméstico (Sainz-Rodriguez, 1996).

Em humanos, existe apenas um caso descrito de infec¢do por E. canis (Perez et al,
1996; Unver et al, 2001). Em outros primatas (Macacus inuus) foi tentada a infeccéo
experimental sem sucesso (Van Heerden e Goosen, 1981). Breitschwerdt et al (2002),
confirmaram a infeccdo por um microrganismo semelhante a E. canis em 3 gatos, na
América do Norte. Todos estes animais apresentavam um quadro clinico compativel com
infeccdo crénica por E. canis. No entanto apesar de serologicamente (através de IFI)
negativos, foram amplificados segmentos de ADN do referido agente (Breitschwerdt et al,
2002). Ap6s a amplificacdo, os amplicons foram clonados e sequenciados tendo sido
identificados como E. canis que apesar de pode causar doenca clinica no gato, falta
conhecer a sua importancia deste agente como causa de doenca nos felinos domésticos

assim como a participacao dos felinos nos ciclos epidemiolégicos de transmisséo.

A ehrlichiose monocitica canina € uma doenca transmitida exclusivamente por
ixodideos estando envolvido na transmisséo de E. canis, o ixodideo R. sanguineus (Groves
et al, 1975) . No entanto, foi conseguida a transmissdo experimental de E. canis ao céo,
utilizando o ixodideo Dermacentor variabilis (Johnson et al, 1998) sendo desconhecida a
importancia deste vector nos ciclos de transmissdo natural de E. canis aos canideos
(Johnson et al, 1998).

R. sanguineus sé apresenta uma transmissao transestadial de E. canis nédo
ocorrendo transmissdo transovarica deste agente. Por esta razdo este ixodideo néo se
considera um verdadeiro reservatério de E. canis. Os ixodideos adquirem E. canis aquando
da sua alimentacao no estadio de larva ou ninfa, em canideos que apresentem ehrlichias em
circulacao transmitindo posteriormente a infec¢do a todos os estadios de desenvolvimento.
Na transmissdo de E. canis ao hospedeiro, os machos e as fémeas do vector sdo
igualmente transmissores eficazes do agente (Groves et al, 1975). No que concerne a

transmissao de E. canis ao ixodideo pelo hospedeiro, esta ocorre mais facilmente durante
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as primeiras duas a trés semanas de infeccao, ja que nesta fase de infec¢do os leucécitos
infectados sdo mais prevalentes no sangue periférico do cdo. Os caes podem permanecer
infectados sub-clinicamente durante largos periodos de tempo, permanecendo o agente
infeccioso também por igual periodo em circulagéo periférica. Esta evidéncia explica a razdo
pela qual se considera o cédo e ndo o ixodideo como reservatorio natural de E. canis (Groves
et al, 1975; Rikihisa, 1991). Os adultos de R. sanguineus podem sobreviver até 568 dias e
transmitir a infeccdo a cdes susceptiveis até 155 dias poés-infeccao (Neer, 1998). Esta
capacidade vectorial permite que R. sanguineus infecte cées susceptiveis na Primavera
seguinte (Neer, 1998).

Os canideos residentes em regides endémicas ou aqueles que viajam para essas
regides sdo candidatos a contrairem ehrlichiose monocitica canina, estando a distribuicdo
desta doenca estritamente relacionada com a distribuicdo do vector R. sanguineus. Ainda
gque a ehrlichiose canina possa existir durante todo o ano (Harrus et al, 1999). A maioria dos
casos agudos de infeccdo por E. canis ocorre entre Abril e Novembro no hemisfério norte, o
que coincide com o periodo de maior actividade do vector R. sanguineus. Dados recolhidos
dos registos clinicos do Hospital Veterinario Universitario da “Hebrew University of
Jerusalem” demonstram que 80% dos casos admitidos de ehrlichiose monocitica canina

ocorrem durante a Primavera/Verao (Harrus et al, 1997a).

A ehrlichiose monocitica canina tal como a febre botonosa, para além das areas
rurais ou suburbanas pode provavelmente ser transmitida em areas fortemente urbanizadas
se existirem biétopos adequados a manutencédo de populacdes de R. sanguineus (Silveira,
1992). Estudos efectuados na regido de Marselha por Gilot et al (1992), sobre a cartografia
ecoldgica das populagbes de R. sanguineus em areas urbanas, demonstraram a existéncia
de vérios tipos de habitats favoraveis, em particular as vivendas com jardins que
constituiriam os melhores biétopos para R. sanguineus, suportando a possibilidade da
transmisséo de E. canis em ambiente urbano. Em Portugal, existe uma distribuicdo bastante
extensa do R. sanguineus como comprovam os estudos realizados por Bacellar et al (1991),
estimando a percentagem desta espécie de ixodideo em cerca de 60% do total dos
ixodideos recolhidos no sul do pais. Esta elevada percentagem podera ter um importante
significado epidemiol6gico na disseminacao da ehrlichiose monocitica canina e verifica-se
também que os cées, mesmo 0s de zonas urbanas, infestam-se em grande quantidade a

partir dos meses de Marco e Abril (Bacellar et al, 1991).

Regra geral, os ixodideos e as doengcas por eles transmitidas tinham
tradicionalmente uma area geografica bem delimitada por factores climaticos e pela

presenca de hospedeiros reservatorios domésticos e silvaticos. Contudo, com a crescente
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mobilidade dos canideos domésticos e as alteragdes climaticas, as areas geogréficas de
ocorréncia de ehrlichiose monocitica canina alargaram-se recentemente a paises fora da
area considerada endémica (Shaw et al, 2001). De 1995 a 1998, 36 % dos casos desta
doenca, descritos na Alemanha aconteceram em canideos que tinham viajado por curtos
periodos para paises da area Mediterranica (Gothe, 1999). Paralelamente, os limites desta
area alargaram-se porque os ixodideos vectores estdo a encontrar nichos em outras
localizacbGes sobretudo devido as mudancas climaticas. Entre 1995-1998 infestacBes por
Rhipicephalus sanguineus e infec¢cdes por E. canis foram documentadas em cdes que

nunca tinham estado fora da Alemanha (Gothe, 1999).

2.3 Reservatérios, artropodes vectores e ciclos epi  demiolégicos da borreliose de

Lyme.

A borreliose de Lyme é uma doenca transmitida por ixodideos a hospedeiros
reservatérios vertebrados. Devido ao elevado niamero de espécies de mamiferos, aves e
répteis que os ixodideos vectores podem parasitar é dificil identificar toda a gama de
hospedeiros reservatérios de B. burgdorferi s.|. Estdo identificadas 40 espécies de
mamiferos e de aves como reservatorios de B. burgdorferi s.I. (Gern et al, 1998). Com
efeito, nem todos os hospedeiros, mesmo que se encontrem infectados, sdo capazes de
transmitir a infeccdo aos ixodideos que neles se alimentam. Nesta situacdo, os hospedeiros
ndo sdo considerados reservatérios funcionando apenas como suporte alimentar dos
ixodideos, contribuindo apenas para a manutencao de uma elevada densidade populacional
dos vectores em determinada localizacdo geografica. Considera-se um reservatério
competente para B. burgdorferi s.I. aquele que mantém uma concentracdo elevada de
espiroquetas na corrente sanguinea durante um periodo prolongado de tempo, permitindo a
infeccdo dos vectores que neles de alimentam (EUCALB, 2004). As diferentes
sensibilidades das genoespécies do complexo B. burgdorferi s.I. a destruicdo mediada pelo
complemento tem implicacdes ecoldgicas ja que determina a competéncia do reservatorio.
Foi observado que os diferentes isolados de Borrelia spp diferem na sua capacidade de
activar o complemento e de resistir a destruicdo pela actividade bactericida do soro dos
diferentes hospedeiros reservatérios (Kurtenbach et al, 1998). O padrdo de sensibilidade ao
complemento das diferentes genoespécies de borrélias coincide com o estado de
reservatério de muitas das espécies de vertebrados. Estudos indicam que B. garinii e B.
valaisiana séo principalmente transmitidas aos ixodideos por aves enquanto B. afzelii sdo
transmitidas preferencialmente por roedores. Testes in vitro de sensibilidade ao
complemento de canideo demonstraram que das trés estirpes testadas (B31, B. burgdorferi
sensu stricto; pKo, B afzelii; e A87S, B.garinii), duas (B31 e pKo) séo resistentes ao

complemento do c&o (Hovius et al, 2000).

I-Revis&o bibliogréafica 9



Na Europa, os reservatérios mais eficazes para borrélias, sdo os micromamiferos,
sobretudo da espécies Apodemus sylvaticus, Clethrionomys glareolus, Apodemus flavicollis
a Apodemus agrarius (Gray et al, 1992). Em relacdo aos animais domésticos, foi
comprovado experimentalmente que o cdo, é capaz de infectar estadios imaturos do vector,
sendo considerado um reservatério competente (Mather et al, 1994). Desta forma, os
canideos infectados com B. burgdorferi s.I., quando expostos a estadios imaturos do vector
podem potencialmente introduzir ixodideos infectados em &reas nao tradicionalmente
consideradas como bidtopos do vector, como serdo por exemplo os jardins e quintais das
habitacbes (Mather et al, 1994). Nos EUA, o reservatério considerado mais competente

deste agente etiolégico € o roedor Peromyscus leucopus (Appel, 2002).

O papel das diversas espécies de aves reservatorios de B. burgdorferi s.l.,, ndo se
limita a sua capacidade de actuar como reservatérios, mas estende-se também a
capacidade de poder transportar e introduzir vectores e as diversas genoespécies de
Borrelia burgdorferi s.l. por eles veiculadas para outras localizacdes geogréficas distantes
(Nuncio, 2001). Os répteis parecem nao ser reservatorios, uma vez que limitam a
espiroquetémia e diminuem a taxa de infectividade nas formas infectadas de ixodideos que

neles se alimentam (Nuncio, 2001).

Os principais vectores da B. burgdorferi s.l. sdo as vérias espécies de ixodideos do
complexo Ixodes ricinus. Varios artropodes hematéfagos, incluindo outras espécies de
ixodideos, pulgas e de mosquitos encontram-se por vezes infectados de forma natural por B.
burgdorferi s.I. No entanto, a sua competéncia enquanto vectores € incerta e a sua
importancia na transmissao deste agente é portanto provavelmente insignificante (Greene et
al, 1998; Appel, 2002). Na Europa e na Euroasia os principais vectores sdo respectivamente
I. ricinus e I. persulcatus. No Nordeste dos EUA a espécie Ixodes scapularis é o principal
vector enquanto na regido oeste dos EUA, a espécie |. pacificus € o principal vector de B.
burgdorferi s.I. Todas as espécies do complexo Ixodes ricinus, apresentam biologia e
morfologia muito semelhantes bem como uma distribuicdo geografica e uma densidade
populacional associada a prevaléncia da borreliose de Lyme. Do ponto vista bioldgico, estas
espécies sdo de evolucdo trifasica (ciclo de trés hospedeiros), exofilica e politropica
(parasitam uma grande variedade de hospedeiros). As larvas e ninfas alimentam-se em
pequenos roedores e os adultos e em mamiferos de maior porte. A duracéo do ciclo de vida
das espécies do género Ixodes é de aproximadamente dois a trés anos; as fémeas fazem a
ovipostura na Primavera e as larvas eclodem 1 més mais tarde. Os diversos estadios
apresentam diferentes padrdes de actividade; as larvas sdo mais activas no final do Verao

infectando-se na primeira alimentacdo que fazem nos pequenos roedores; as ninfas
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apresentam maior actividade em Junho, sendo este estadio o principal responsavel pela
transmissédo da infeccdo ao cdo e ao homem (Mather et al, 1994; Greene et al, 1998). A
actividade maxima dos ixodideos adultos acontece no inicio da Primavera e Outono
(Greene et al, 1998). Apesar do maior risco zoondtico das ninfas, as formas adultas
apresentam taxas de infeccdo superiores aquele estadio (10-25% e 10-50%
respectivamente), provavelmente devido a maior longevidade e maior ndmero de
oportunidades de exposicdo (Greene et al, 1998). A transmissao transovarica de borrélias
por Ixodes spp. € relativamente rara estando apenas documentada em |. pacificus. Os
biétopos preferidos pelo vector séo usualmente bosques e zonas onde a cobertura vegetal é
densa (Gray et al, 1992). A humidade relativa do ar e do solo abaixo dos 80% € o principal

factor climético que limita a sua distribuicdo (Almeida, 1996).

Na Europa a maioria dos casos humanos manifesta-se no Verao ap6s o periodo de
actividade das ninfas, sendoa sazonalidade mais marcada nas fases iniciais da doenca
(EUCALB, 2004). Em relacdo aos canideos, o periodo de maior incidéncia clinica coincide
com o periodo de actividade dos diversos estadios dos ixodideos vectores (i.e. da Primavera

ao Outono), competentes para a transmissao da infeccdo (Levy et al, 1993).

Existem vérios ciclos epidemiologicos de manutencao da borreliose de Lyme. O ciclo
silvatico que se mantém nas &reas densamente florestadas, entre os hospedeiros
reservatorios, na sua maioria roedores e os mamiferos de grande porte (ex: nos EUA, o
veado de cauda branca, é o principal suporte alimentar dos vectores). A infeccdo do homem
e do cdo resulta do contacto com os biétopos dos ixodideos vectores considerados
hospedeiros acidentais do ciclo silvatico (Greene et al, 1998). Apesar da borreliose de Lyme,
estar naturalmente associada as florestas, esta pode ser adquirida nos parques e jardins
das areas urbanas, estabelecendo-se assim um ciclo doméstico/urbano de transmisséo. O
estabelecimento deste ciclo resulta do transporte dos ixodideos vectores por canideos das
zonas florestadas consideradas endémicas para ambientes peri-domésticos nomeadamente
jardins privados, jardins publicos e parques urbanos desenvolvendo-se e mantendo-se ai
uma populacdo de ixodideos vectores que poderdo alimentar-se e amplificar a infec¢do nas

varias espécies de roedores que habitam nesses bhiétopos (Estrada-Pefia, 2004).

Apesar de alguns autores, colocarem a hip6tese dos donos de caes, apresentarem
um maior risco de infeccdo por B. burgdorferi s.|. (Mather et al, 1994), ndo existem
evidéncias concretas da transmissdo directa da infecgcdo do cdo ao homem. Um rastreio
seroldgico realizado na Holanda, demonstrou ndo haver correlagdo entre a posse de céo e a
seropositividade para borreliose de Lyme (Goosens et al, 2001). Existe apenas um caso

descrito de gonartrite numa crianca de um ano e meio de idade com alto titulo de anticorpos
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para B. burgdorferi s.l., que nunca tinha estado na floresta ou contactado com animais
domésticos com excepcao de um cao (Zajadacz et al, 2002). Os autores que descreveram
este caso sugeriram que a transmissdo mais provavel foi feita pelo referido canideo, faltando
evidéncias directas que comprovem esta hip6tese (Zajadacz et al, 2002). No entanto,
Goosens et al (2001), evidenciam a importancia do cdo enquanto bioindicador do risco de
infeccdo por B. burgdorferi s.I., em particular pelo curto periodo de manutencdo da
seropositividade quando comparado com o homem (a seropositividade mantém-se durante
anos). Foram encontrados valores semelhantes de seroprevaléncia entre cdes de caca e
cacadores, 0 que acentua a relacao epidemioldgica préxima que existe entre as duas

populacdes (Goosens et al, 2001).

A evolucédo e o estabelecimento de novos focos de borreliose de Lyme pode ocorrer
rapidamente devido a existéncia de condi¢cbes climaticas e geo-ecoldgicas favoraveis na
Europa central e do norte (Goosens et al, 2001). A utilidade dos cées de caca surge pelo
seu papel de espécie sentinela que frequenta com regularidade o biétopo do vector,
monitorizando ndo s6 o aparecimento de novos focos de borreliose de Lyme mas também
avaliando alteracdes que possam surgir nos focos conhecidos desta doenca (Goosens et al,
2001).

Tabela 1- Quadro resumo dos intervenientes nos cicl  os epidemioldgicos dos varios

agentes infecciosos.

Doencga Agente Vector Reservatorio Distribuicdo
febre botonosa | Rickettsia Rhipicephalus Membros das | Bacia do
conorii sanguineus familias Mediterranio,
Muridae mar Negro,
Insectivora regido de
Lagomorpha e | Astrakhan-

potencialmente

Russia e India

algumas
espécies
cinegéticas
ehrlichiose Ehrlichia canis Rhipicephalus Membros da | Mundial, mas
monocitica sanguineus familia canidae | especialmente
canina prevalente em
areas tropicais
e sub-tropicais
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Tabela 1 (continuacdo)- Quadro

epidemiolégicos dos varios agentes infecciosos.

Doenca Agente

borreliose de | Borrelia

Ixodes ricinus

interveni entes nos ciclos

Reservatério Distribuicdo

Na Europa, | Europa, Asia e

lyme burgdorferi s.s. micromamiferos = América do
B. garinii das espécies : Norte
B. afzeli Apodemus
sylvaticus,

Clethrionomys
glareolus,
Apodemus
flavicollis
Apodemus

agrarius

2.4 A situacdo epidemiolégica actual em Portugal e no Mundo, referentes as trés

doencas em estudo.

Nos estudos sobre a FB, tém sido realizados numerosos rastreios serolégicos na
populacdo de canideos domésticos da Europa mediterranica e norte de Africa, nas duas
Ultimas décadas. Em Portugal, foram executados rastreios serolégicos em canideos
essencialmente provenientes de canis e zonas rurais. Bacellar et al (1995), realizaram IFI
em soros provenientes de 104 cades do canil de Setdbal e determinaram uma
seroprevaléncia de 85,6% para R. conorii. Nancio et al (1999), colheram amostras de soro
em 55 canideos divididos em trés grupos de acordo com a sua proveniéncia: militares, rural
e urbana e determinaram uma seroprevaléncia para R. conorii que variou entre os 30% e 0s
80% (Nuncio, 1999).

Na provincia de Castilla e Léon no Nordeste de Espanha, foi realizado um estudo
seroepidemioldgico em 308 cdes onde se determinou uma seroprevaléncia total de 23,4%
para R. conorii. Foram também avaliados potenciais factores de risco (presenca de
ixodideos, idade, sexo, aptiddo, habitat e estacdo do ano) (Delgado et al, 1995). Entre as
conclusdes deste estudo, destaca-se também a evidéncia de uma seroprevaléncia superior
em animais provenientes de zonas rurais, utilizados em actividades de pastoricia, em
animais infestados por ixodideos e um aumento de frequéncia de seropositivos nos meses

de Verao coincidente com o periodo de maior actividade do vector R. sanguineus (Delgado
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et al, 1995). Ainda em Espanha, Rojo-Vasques (1997) realizou um estudo de
seroprevaléncia na provincia de Léon, mais concretamente na area rural de San Andrés del
Rabaniedo, onde foram rastreados 84 canideos. Todos os canideos incluidos neste rastreio,
tinham como principal aptiddo a pastoricia ou a caga. Dos 84 canideos, 14,28% foram

considerados seropositivos para R. conorii por IFI (“cut-off” de 1:40).

Melgrati et al (1999), realizaram na regido Norte de Itdlia um rastreio seroldgico de
459 cées, dos quais 39% eram positivos para R. conorii (Melgrati et al, 1999). Nao houve
associacdo estatistica com a seropositividade e os supostos factores de risco como sexo,
residéncia, a cbr da pelagem e o comprimento do pélo (Melgrati et al, 1999). Contudo, em
relacdo a idade, foi demonstrado estatisticamente que os canideos com idade superior a
dois anos apresentavam uma seroprevaléncia superior em relacdo aos de idade inferior
(44% Vs 30%) (Melgrati et al, 1999).

Em lIsrael, realizaram-se rastreios serolégicos sobretudo em areas onde ocorreram
focos de FB. Este rastreios puseram em evidéncia o cdo enquanto espécie sentinela para
avaliar a possibilidade de ocorréncia de FB no homem. A seroprevaléncia R. conorii
encontrada nesta populacdo de canideos foi de 82-84%, verificou-se adicionalmente o que
supera em 2,8 vezes os valores da populagédo canidea de Israel em geral (Keysary et al,
1988).

Através destes rastreios seroldgicos coloca-se em evidéncia, o potencial de espécie
de sentinela que o cdo apresenta. Contudo teremos que interpretar estes valores de
seroprevaléncia com alguma reserva, se tivermos em conta que a espécie R. sanguineus
ndo € apenas vector de R. conorii mas também outras espécies de rickettsias nao
patogénicas que se incluem no grupo das febres exantematicas, de entre estas destaca-se
as espécies R. massilae e Bar 29 ja isoladas na Peninsula Ibérica a partir de ixodideos do
complexo R. sanguineus (Bacellar et al, 1995a; Beati et al, 1996). Estas espécies
apresentam-se antigenicamente semelhantes a R. conorii, 0 que podera produzir reac¢cfes
serolégicas cruzadas por IFI, sobrestimando as seroprevaléncias em canideos para FB. De
referir também a alta taxa de parasitacdo (24,2%) de R. sanguineus em Portugal, por
microrganismos semelhantes a rickettsias o que cosubstancia a possibilidade de exposicao
dos canideos a outras rickettsias patogénicas e nao-patogénicas pertencentes ao grupo das
febres exantematicas (Bacellar, 1996). Mais recentemente, Bacellar et al (2002)
apresentaram o0s resultados de um estudo que resultou da colheita sistemética R.
sanguineus em canideos domésticos entre 1991-2001. Neste estudo, R. conorii de estirpe
malish foi isolada em apenas 1% dos ixodideos colhidos enquanto as rickettsias nao

patogénicas foram isoladas em 27% dos casos, 0 que poderia sugerir segundo os autores
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uma accao profilactica por parte das rickettsias ndo patogénicas impedindo a colonizagéo da

populacao de ixodideos por rickettsias patogénicas (Bacellar et al, 2002).

Existem registos de que a ehrlichiose monocitica canina apresenta uma distribuicao
mundial (Asia, Africa, Europa, América do Norte e do Sul), sendo contudo mais prevalente
em regides tropicais e sub-tropicais (Harrus et al, 1997a). Até ao momento ainda nao foi
documentado nenhum caso na Nova-Zelandia e s6 muito recentemente (em 2001) se

descreveu o primeiro caso de ehrlichiose monocitica canina na Austrdlia (Irwin, 2001).

Em Africa, rastreios seroldgico (por IFI) para E. canis, evidenciaram-se
seroprevaléncias de 68% na Tunisia, de 53% Senegal, de 28% no Chad, de 33% no Egipto,
de 43% no Zimbabwe e de 42% na Africa do Sul (Brouqui et al, 1991; Matthewman et al,
1993; Matthewman et al, 1994, Botros et al, 1995). Em Israel, os rastreios seroldgicos

demonstraram uma seroprevaléncia de 30% em canideos domésticos (Baneth et al, 1995).

Na Europa, os rastreios serolégicos realizados indicam que as seroprevaléncias mais
elevadas se encontram nos paises mediterranicos. Bacellar et al (1995) registaram uma
seroprevaléncia de 54,5%, em cées vadios, capturados na regido de Setubal-Portugal. Na
regido de Emilia-Romagna, em Itélia, 72,1% dos 154 canideos vadios capturados e
mantidos no canil municipal, apresentavam titulos de anticorpos para E. canis (Trotz-
Williams e Trees, 2002). Em Espanha, 66,36% dos canideos de caca residentes num canil
de caca localizado em Madrid, eram positivos para E. canis por IFl. Rastreios serolégicos
realizados em cées policia, concretamente num canil de Madrid demonstraram apenas uma
seroprevaléncia de 2,3% em 131 canideos rastreados (Sainz et al, 1995). Em 2077 caes
miltares aparentemente saudaveis, pertencentes ao exército dos EUA, a prevaléncia de

seropositivos foi de 11% (Harrus et al, 1997a).

Até a data tém sido executados numerosos trabalhos sobre a seroprevaléncia da
borreliose de Lyme canina. A deteccdo de anticorpos anti-borrélia tem sido documentada na
maioria dos paises europeus através de rastreios serolégicos realizados em diversas
populacdes de canideos domésticos. Os paises do centro e norte da Europa apresentam
seroprevaléncias superiores aos do sul da Europa, facto intimamente relacionado com a
distribuicdo e densidade das populacdes de lricinus. Na Eslovaquia, a seroprevaléncia
demonstrada em cées de caca foi de 40% enquanto em cées de companhia e de trabalho a
seroprevaléncia foi respectivamente de 11,80% e 29,40% (Stefancikova et al, 1998). Em
outros paises do centro e norte da Europa, nomeadamente na Republica Checa, na Croacia
e na Alemanha, as seroprelavéncias em canideos foram respectivamente de 53,7%, 40% e
35,5% (Sykora et al, 1990; Weber et al, 1991; Poljak et al, 2000). Goossens et al (2001)
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realizaram rastreio serolégico em canideos de caga e de companhia, a seropositividade
demonstrada por ELISA foi de 18% e 17% (Goossens et al, 2001). No sul da Europa os
diversos rastreios seroldgicos realizados em Itdlia, Espanha e Portugal expressaram uma
menor seropositividade, que foi respectivamente de 0%, 11,6%, 21% e 9% (Mannelli et al,
1999; Delgado et al, 1995; Merino et al, 2000; Ndncio, 2001).

Nos EUA, 85% dos casos humanos de borreliose de Lyme, tém sido notificados nos
Estados da costa leste, do Massachusetts a Virginia (Greene et al, 1998). Paralelamente na
populacdo canidea foram efectuados varios estudos de serovigilancia em varios dos
Estados considerados endémicos para a borreliose de Lyme, evidenciando valores de
seroprevaléncia que se situam entre os 25% e os 90% (Fritz et al, 2003). Dos varios
rastreios serolégicos realizados destacam-se aqueles realizados nas popula¢gdes caninas
nos estados endémicos da costa leste que revelaram seroprevaléncias superiores a 49%,
confirmando que os canideos domésticos poderdo ser bioindicadores fidveis da borreliose
de Lyme (Burgess, 1986; Falco et al, 1993; Magnarelli et al, 1997; Guerra et al, 2000;
Hinrichsen et al, 2001).

As diferengas na seropositividade associadas a aptiddo dos canideos tem sido
documentadas (Stefancikova et al, 1998; Merino et al, 2000), mas ndo foram associadas ao
sexo e a estacdo do ano (Delgado et al, 1995). A actividade ao ar livre, é o principal factor
de risco que influencia a percentagem de seropositivos para borreliose de Lyme em
gualguer das espécies animais (Bhide et al, 2004). As diferencas na seroprevaléncia entre
os grupos de canideos, devem-se sobretudo a diferentes graus de exposicao aos ixodideos
vectores que decorrem da sua aptiddao. Merino et al (2000) demonstraram que os canideos
com pélo cerdoso apresentaram uma maior seroprevaléncia se comparados com outros
cdes e que os canideos que vivem a altitudes mais elevadas (superiores 800 metros)
expressaram uma menor seroprevaléncia se comparados com 0s que vivem em baixas

altitudes.

2.5 Perspectivas futuras da evolucdo da situacdo ep  idemioldégica em Portugal e no
Mundo.

As doencas infecciosas transmitidas por ixodideos aos canideos, em foco nesta
dissertacdo tornaram-se um objecto de estudo em regides onde tradicionalmente eram
consideradas nao-endémicas. Este facto é importante ndo s6 em saude animal mas também
em saude publica, devido a possivel funcéo reservatério do cdo e ao potencial zoon6tico das
doencas transmitidas por ixodideos. A expansdo destas doencas a novas localizagbes

geograficas deriva sobretudo do aumento da mobilidade regional e internacional do céo,
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proporcionando-se um maior contacto destes animais com ambientes rurais comuns aos
reservatorios silvaticos,e podendo ser o cao um elo de ligagao entre o ciclo silvatico e o ciclo
doméstico de manutencdo da doenca (Shaw et al, 2001). Estes factores associados as
alteracdes climaticas que tendem para um aquecimento global, criam riscos reais para a
saude animal e humana. A introducdo de técnicas de biologia molecular como o “PCR” no
diagnostico laboratorial de rotina, permite uma mais rapida deteccao de agentes infecciosos
transmitidos por ixodideos em amostras biolégicas e a sua utilizagdo em rastreios
epidemioldgicos para determinacdo de prevaléncias (Shaw et al, 2001). Actualmente existe
uma necessidade urgente de conhecimento da situacdo, no que se refere a prevaléncia
destas doencas no céo e nos ixodideos das regides tradicionalmente ndo endémicas (Shaw
et al, 2001). Uma vez adquirido este conhecimento inicial poder-se-a& monitorizar-se
tendéncias futuras de crescimento nos varios intervenientes do ciclo epidemiolégico (Shaw
et al, 2001).

3. Patogenia e imunologia.

A compreensao dos mecanismos da resposta imunitéria envolvidos na patogenia das
infeccbes dos agentes transmitidos por ixodideos € fundamental para um melhor
entendimento dos sinais clinicos observados e até para uma melhor adequacdo da

terapéutica de suporte.

3.1 Vias de infeccéo e fisiopatologia.

R. conorii, E. canis e B. burgdorferi s.I. sdo agentes infecciosos transmitidos por
vectores, em que excepcionalmente pode ocorrer transmissdo mecanica. Apos a
transmissdo destas bactérias, desenrolam-se mecanismos mediados pela resposta
imunitaria que sao responsaveis pelo aparecimento dos varios sinais clinicos, anomalias

hematolégicas e bioquimicas.

3.1.1 Vias de infeccdo, periodos de incubacdo e fis iopatologia da infec¢cdo por

Rickettsia conorii

A transmissdo de R. conorii ocorre através da picada de ixodideo infectado,
enquanto este efectua a sua refeicdo sanguinea. Estudos efectuados com R. conorii,
mostraram que para haver transmissao efectiva do agente infeccioso é necessario que o
ixodideo parasite 6-20 horas (Raoult e Walker, 1990). Durante este periodo, as rickettsias
que se encontram nas glandulas salivares séo transmitidas por via sanguinea (Gilot et al,

1990). No homem para além da transmissao pela picada do ixodideo pode também ocorrer
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a transmissdo mecanica através do contacto de mucosas com macerados de ixodideos

infectados, como por exemplo na tentativa de recolha da carraca (Raoult e Walker, 1990).

O periodo de incubacdo em canideos foi apenas determinado em infeccbes
experimentais, observando-se les@es entre os 3 dias pos-inoculagéo (dpi) e os 7 dpi (Kelly et
al, 1992). No mesmo cenario experimental foi demonstrado que o cdo doméstico mantém
uma rickettsiémia detectavel entre os 2 e 10 dias dpi (Kelly et al, 1992). No homem, o

periodo de incubacdo varia entre os 5 e 7 dias dpi (Saraiva et al, 1989).

Apesar de existirem poucos relatos da patogenicidade das infeccbes de R. conoriii
em canideos, é importante o conhecimento da patogenia da infeccdo para melhor
compreender o quadro clinico quer no homem quer no cdo. As células endoteliais sdo o
principal alvo da infeccdo por rickettsias, causando uma vasculite generalizada,
caracteristica desta patologia (Walker et al, 2003). O tipo de resposta a infec¢éo por estes
microrganismos intracelulares obrigatérios é feita prioritariamente pela imunidade celular
dependente dos linfocitos T. A reducéo e a eliminacdo das rickettsias das células endoteliais
resulta da inducé@o de apoptose e posterior remogao das células pelos linfocitos T citotoxicos
CD8. O mecanismo da inducdo da apoptose inicia-se por uma activacdo da morte intra-
endotelial das rickéttsias mediada por citoquinas. Em ratinhos IFN-y, o TNF-a actuam
sinergisticamente para activar a sintetase-2 de 6xido nitrico que acabard por destruir as
rickettsias intracelulares. As células NK—“Natural Killer” contribuem também para a
imunidade celular com a produgéo de IFN-y no inicio da infeccdo. A imunidade humoral é
particularmente dirigida para epitopos como OmpA e OmpB (Walker et al, 2003). Em
humanos, IFN-y, TNF-a, IL-1B desencadeiam a actividade intra-celular rickettsicida em
varias combinacdes através de diferentes mecanismos que inclui o Oxido nitrico, radicais
livres de oxigénio e a limitacdo da disponibilidade de triptofano através da degradacéo pela

indoleamina-2,3-dioxiginase (Walker et al, 2003).

Os mecanismos de lesdo celular desencadeados pelas rickettsias, sdo evidenciados
pela vasculite produzida pela infeccao por Rickettsia rickettsi. Os radicais livres de oxigénio
(RLO) produzidos pelas células endoteliais activadas pelas diversas citoquinas, degradam
as membranas celulares pela peroxidacao lipidica (Walker et al, 2003). Em células
endoteliais cultivadas e infectadas in vitro foi demonstrada a lesdo celular causada por
stress oxidativo. Nestas células observou-se uma depleccdo de componentes celulares
como o glutatilo e de enzimas como a glucose-6-fosfato desidrogenase e glutatido
peroxidase que sdo defesas naturais contra as lesGes induzidas por RLO, verificou-se um
aumento dos niveis de catalase o que conduziu a uma elevacéo intra-celular de peroxido de
hidrogénio (Walker et al, 2003).
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Como resultado da morte de numerosas células endoteliais contiguas dos capilares
verifica-se um aumento da permeabilidade vascular o que resulta na acumulagdo de
liquidos, nos tecidos vizinhos originando edema e perda de volume vascular, 0 que conduz
a hipovolémia (Walker et al, 2003). As petéquias caracteristicas que se observam na pele
de doentes infectados por Rickettsia conorii resultam também da vasculite generalizada. As
formas graves de febre botonosa surgem em 6% dos casos humanos, apresentam
manifestacdes de coagulacdo intravascular disseminada, necrose tecidular extensa,
insuficiéncia multiorganica, sinais de afeccdo neurolégica, tromboses ao nivel do sistema
venoso profundo como resultado de uma vasculite extensa e generalizada (Raoult et al,
1997). As formas graves tem sido associadas a factores inerentes ao doente como idade
acima de 65 anos, diabetes, insuficiéncia hepética crdnica, alcoolismo crénico e deficiéncia
na enzima glucose-6-fosfato desidrogenase que, ao nivel celular, resultam numa diminuicédo
dos mecanismos de contencdo dos RLO, que desempenham um papel fundamental na

patogenia desta infeccdo (Regev-Yochay et al, 2000; Sousa, 2001).

3.1.2 Vias de infeccdo, periodos de incubagdo e fis iopatologia da infeccao por

Ehrlichia canis.

O céo infecta-se pela picada do ixodideo enquando este se alimenta do seu sangue
(Neer, 1998). O tempo minimo necessario de alimentacdo para que ocorra transmisséao de
infeccdo ainda ndo foi estabelecido para E. canis (Neer, 1998). Trabalhos recentes
utilizando animais de laboratério, sugerem que 0os componentes da saliva e das secrecbes
intestinais introduzidos durante a alimentacdo alteram a actividade imunitaria da pele
circundante e dos linfonodos regionais (Ferreira e Silva, 1999). Foram encontradas
proteinas com alta afinidade para imunoglobulinas e histamina na saliva de algumas
espécies de ixodideos. Existem evidéncias de que infestacfes por R. sanguineus causam
uma mudanca de um perfil normal de citoquinas produzido por linfécitos Thl, associado a
resisténcia a doencas transmitidas por carragas, para um perfil de citoquinas aberrante,
produzido por linfécitos Th2 (Ferreira e Silva, 1999). Estas altera¢cdes imunomodulatorias
locais e sistémicas facilitam a transmisséo de E. canis pelo ixodideo (Ferreira e Silva, 1999).
Transfusbes de sangue de caes dadores infectados podem também transmitir este

microrganismo (Neer, 1998).

Em condi¢cbes experimentais o periodo de incubacao (pi) da ehrlichiose monocitica
canina é de 9 a 14 dias, podendo variar entre 8 a 20 dias infeccdo natural (Ewing e
Buckner, 1965; Hibler et al, 1986). O pi parece depender do estadio de desenvolvimento do

vector verificando-se que quando a transmisséo € feita pelo ixodideo adulto, o pi apresenta

I-Revis&o bibliogréafica 19



valores entre 12-16 dias (Groves et al, 1975), enquanto a transmissédo se faz através de

ninfas, o pi varia entre 17 a 21 dias (Groves et al, 1975).

Apos a fixacao do ixodideo, os mondcitos ocorrem a este local atraidos por factores
de quimiotaxia e séo infectados por E. canis presente nas secrecdes das glandulas salivares
do ixodideo (Harrus et al, 1998). Os mondcitos infectados entram na circulagdo sanguinea e
linfatica e invandem varios tecidos dispersos pelo organismo (Harrus et al, 1998). A
persisténcia destes microrganismos nos varios tecidos e 6rgdos resulta em alteracbes
histologicas tipicas de plasmocitose e acumulagéo perivascular generalizada de linfécitos e
plasmécitos (Harrus et al, 1998). As ehrlichias parecem sobreviver nos macréfagos
produzindo proteinas que previnem a fusdo dos fagosomas com 0s respectivos lisosomas
(Harrus et al, 1998).

Existem cada vez mais factos que suportam o papel dos mecanismos imunitarios na
patogenia e nos consequentes sinais clinicos, anomalias hematoldgicas e bioquimicas.
Entre estas evidéncias destacam-se a hiperglobulinémia ndo correlacionada com os titulos
de anticorpos especificos de E. canis, testes de Coomb’s e de autoaglutinacdo positivos em
animais afectados clinicamente e a indugéo da producdo de anticorpos anti-plaguetas (AAP)
canideos infectados experimentalmente (Waner et al, 1995; Harrus et al, 1999, Harrus et al,
2001).

A trombocitopenia é a anomalia hematolégica mais frequente em canideos
infectados experimental e naturalmente por E. canis, é atribuida a diversos mecanismos em
diferentes fases da doenca (Harrus et al, 1999). Os mecanismos envolvidos nha
trombocitopenia presente na fase aguda da doenca devem-se ao consumo de plaquetas por
alteracBes inflamatérias do endotélio vascular (vasculite), ao aumento da sequestracao das
plaguetas pelo baco e a destruicao ou disfuncdo imunomediada de plaquetas resultando em
diminuicdo do tempo de vida util das plaquetas (Harrus et al, 1999). Adicionalmente, foi
descrito e isolado um factor de inibicdo de migracéo das plaquetas (Harrus et al, 1999). Este
factor desempenha um papel na sequestracdo e estase das plaquetas, diminuindo a sua

contagem a nivel de sangue periférico (Harrus et al, 1999).

Estudos experimentais utilizando radiois6topos demonstraram que o tempo de vida
das plaquetas foi reduzido 2 a 4 dias apds a infeccdo por E. canis dos valores normais de 9
dias para 4 dias, (Waner et al, 1995). A demonstracdo de que existem AAP no soro de cées
infectados experimentalmente com E. canis, confirma a suspeita de uma destruicdo
imunomediada das plaquetas e clarifica a patogenia da trombocitopenia na fase aguda desta

infeccdo (Waner et al, 1995; Harrus et al 1996a). No referido estudo, a deteccdo de AAP
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ocorreu aos 7 dias dpi em um cdo de um grupo de seis, detectando-se a presenca de AAP
em todos cdes do grupo aos 17 dias dpi (Waner et al, 1995). O estimulo que leva a
producdo destes anticorpos € desconhecido foram propostas véarias teorias para explicar
este estimulo. Uma delas sugere que os linfécitos B apresentando receptores naturais para
auto-anticorpos podem entrar em proliferagdo por contacto com antigénios de E. canis que
sdo antigénicamente semelhantes a antigénios “Self”. A teoria alternativa propde que os
AAP se desenvolvem secundariamente ao contacto com componentes plaquetarios
revelados pela destruicdo ndo imunolégica de plaquetas e pela libertacdo massiva de
proteinas estruturais plaquetéarias (Harrus et al, 1998). O consumo de complemento durante
a fase trombocitopénica da ehrlichiose aguda cosubstancia 0s mecanismos
imunopatolégicos envolvidos na patogenia da trombocitopenia. Paralelamente ao
desenvolvimento da trombocitopenia durante a fase aguda da infec¢cdo, observa-se um
aumento no volume médio das plaquetas, o que reflecte uma trombopoiese (Harrus et al,
1998). Na fase crénica da infeccdo, a trombocitopenia é explicada pela diminuicdo da
producao de plaguetas pela medula 6ssea devido a hipoplasia ou aplasia que se observa
nesta fase de infeccdo (Harrus et al, 1998). Nesta fase observa-se pancitopenia pela razao

explicada anteriormente.

A capacidade de adesdo das plaquetas encontra-se reduzida em cées infectados de
forma aguda por E. canis (Harrus et al, 1996b). A interaccdo de AAP com as glicoproteinas
da membrana das plaquetas foi proposta como a causa desta disfuncéo plaquetaria (Harrus
et al, 1996b). A presenca de concentacbes maximas de AAP (17 a 24 dias dpi
experimental), na mesma altura em que ocorre esta disfuncdo plaquetaria, suporta esta
teoria (Harrus et al, 1996b).

Em cées infectados por E. canis, os sinais hemorragicos séo frequentes, embora a
gravidade destes sinais, nem sempre seja explicavel nem correlacionavel com a contagem
plaguetaria (Harrus et al, 1998). Por vezes observam-se contagens plaquetarias muito
baixas, sem sinais hemorragicos; em oposicdo podem-se observar quadros hemorragicos
em cdaes, com contagens plaquetarias normais (Woody e Hoskins, 1991; Harrus et al,
1997a). A observacdo de episédios hemorragicos em caes infectados por E. canis, com
contagem plaquetaria superior a 40 000/mm? implica que exista vasculite ou disfuncéo
plaquetaria (Codner et al, 1985). Em ambos 0s grupos, 0os tempos de coagulacado activada,
tempos de protrombina, tempo parcial de tromboplastina e os niveis de produtos de
degradacdo da fibrina sdo normais (Woody e Hoskins, 1991). Todas estas evidéncias
acumuladas sugerem que 0s sinais hemorragicos de ehrlichiose ndo se devem apenas as
baixas contagens de plaguetas mas também resultam de disfuncdo plaquetaria (Codner et
al, 1985).
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Na ehrlichiose monocitica canina, ndo se observa uma predisposi¢cao em relagéo a
idade, & raca e ao sexo, contudo os cées de ra¢ca Pastor Alemao parecem mais susceptiveis
a infeccdo por E. canis, manifestando-se a doenca nestes canideos por quadros clinicos
mais severos e com pior progndstico (Harrus et al, 1999). Estdo também documentadas
infeccbes mais graves em animais jovens (Harrus et al, 1999). As diferencas com a
susceptibilidade estdo relacionadas na capacidade de estabelecer uma resposta imune
celular e/ou humoral adequada (Harrus et al, 1999). A resposta imune do tipo celular
componente mais importante na resposta imune que confere protec¢édo a infeccao por E.
canis contra esta deprimida em Pastores Alemdes quando comparada com caes de raca
Beagle (Harrus et al, 1999). Em infeccbes experimentais, a persisténcia de altos titulos de
anticorpos apds o tratamento e a eliminacdo do microrganismo, ndo € eficaz na proteccao
gquando os mesmos canideos séo re-infectados com estirpes homologas de E. canis (Harrus
et al, 1999). A resposta imune humoral desempenha uma papel importante na patogenia da
infeccdo por E. canis através da hipergamaglobulinemia, que resulta de uma resposta
humoral exagerada e aberrante a uma estimulacdo antigénica prolongada (Harrus et al,
2001). A hipergamaglobulinemia nesta situacdo, ndo é devida a producdo de anticorpos
contra E. canis mas resulta essencialmente da produgédo de anticorpos ndo especificos
(Woody e Hoskins, 1991; Harrus et al, 1997a). Deste aumento de gamaglobulinas resultam
situagdes patologicas como o sindrome de hiperviscosidade que tem influéncia na disfungéo
plaquetéria e é responsavel pelos sinais neuroldgicos e oftalmoldgicos observados nesta
infeccdo (Shaw et al, 2001).

O papel da resposta imunitaria humoral aberrante, na patogenia da infeccdo por E.
canis é documentado por Harrus et al (2001), que relacionaram a presenca de titulos
elevados de 1gG em canideos infectados naturalmente e experimentalmente com a
presenca de imunocomplexos circulantes responsaveis pelo desenvolvimento de patologias
como glomerulonefrite e uveite em animais infectados por E. canis. A administracdo de
imunosupressores, como a ciclofosfamida em associa¢do com soro anti-linfécito, a canideos
infectados experimentalmente, alterou as manifestacdes clinicas e hematoldgicas desta

infeccdo (Harrus et al, 1998).

O baco é um 6rgdo com um papel central na patogenia da infec¢do por E. canis
como foi provado por Harrus et al (1998). Os cées esplenectomizados apresentam um
quadro clinico mais suave do que num grupo controlo. O hematdcrito, a concentracéo de
hemoglobina e a contagem de eritrécitos e de plaquetas foram significativamente superiores
durante toda a duracdo do estudo, no grupo esplenectomizado. N&o houve diferenca nos
titulos de IgG e no momento do aparecimento de IgG entre os dois grupos. A remocao do

baco, 6rgdo dominante na sintese de opsoninas, complemento, citoquinas e factor de
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inibicdo de migracdo de plaquetas e um dos principais orgdos do sistema mononuclear
fagocitario resultou numa diminuicdo da destruicdo de plaquetas e sequestracdo do

microrganismo na fase sub-clinica e cronica (Harrus et al, 1998).

ApOs a fase aguda da doenca, a infec¢do por E. canis pode persistir depois de uma
recuperacao clinica espontanea, ou de uma terapéutica ineficaz, entrando, os animais na
fase sub-clinica da ehrlichiose monocitica canina. Durante esta fase observam-se apenas
ligeiras anomalias hematolégicas (Waner et al, 1997). Um estado de premuni¢cdo ou
imunidade protectora existe em cées infectados sub-clinicamente ou em cédes com infec¢céo
clinica ap06s uma terapéutica de curta duragio com oxitetraciclina (Waner et al, 1997). E
possivel a eliminacdo espontanea do microrganismo do cdo, durante a fase sub-clinica da
doenca (Waner et al, 1997). A imunidade protectora na ehrlichiose canina, sera
provavelmente mantida sobretudo pela resposta imunitaria celular em substituicdo da

resposta imune humoral.

Na actualidade, a investigacdo tem-se debrucado principalmente sobre a patogenia
das fase agudas e sub-agudas da infeccdo por E. canis assim pouco € conhecido sobre a
patogenia da fase cronica desta infec¢cdo, nomeadamente das condi¢ées que levam ao seu

desenvolvimento e da patogenia da hipoplasia/aplasia medular.

3.1.3 Vias de infeccao, periodos de incubacao e fis  iopatologia da infeccdo por Borrelia

burgdorferi s.I.

A transmissao da espiroqueta requer que o ixodideo se alimente durante 48 horas,
periodo em que o microrganismo se multiplica e atravessa o epitélio intestinal para a
hemolinfa disseminando-se posteriormente para as glandulas salivares e infectando o
canideo através da inoculacdo de saliva do ixodideo (Greene et al, 1998). Sood et al (1997),
documentaram uma subida significativa na taxa de transmissdo deste microrganismo
gquando a duracdo da alimentacéo é igual ou superior a 72 horas, 20% em oposi¢cédo a 1,1%
quando a alimentacdo é dura menos de 72 horas. A inoculacdo por via oral € um meio
extremamente ineficiente de transmisséo deste microrganismo (Grauer et al, 1988; Barthold,
1991; Moody e Barthold, 1991). Foi comprovada experimentalmente a infeccéo intra-uterina
am canideos, ap0s inoculagdo intradérmica com B. burgdorferi s.l. (Burgess, 1992a). O

periodo de incubacdao varia entre 2 a 5 meses (Straubinger et al, 1998).

ApGs a transmissao pelo ixodideo, o microrganismo prolifera na pele no local onde
foi inoculado pelo vector. A partir desta localizagdo as borrélias replicam-se e migram

através dos tecidos. Em varias semanas atingem diferentes tecidos incluindo, as
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articulagbes mais proximas do local de inoculagdo (IVIS, 2004). Apesar da resposta
imunoldgica do hospedeiro aos multiplos antigénios de B. burgdorferi s.I. e da eventual
administracdo correcta e atempada de antibioticos, estes agentes podem estabelecer uma
infeccdo persistente (Nuncio, 2001). Estudos experimentais, sugerem que as espiroguetas
existem extracelularmente e que de alguma forma conseguem iludir o sistema mononuclear
fagocitario. Existe apenas um mecanismo conhecido, pelo qual este microrganismo
consegue escapar ao sistema imunitario e que consiste na variagdo das proteinas de

superficie que séo codificadas por regides variaveis do genoma (IVIS, 2004).

Este microrganismo, existe em nimero muito reduzido nos varios tecidos. Dai resulta
0 enigma do mecanismo fisiopatologico que leva a que este nimero reduzido produza uma
ampla gama de sinais clinicos (IVIS, 2004). Julga-se que os Vvarios quadros clinicos resultam
da prépria resposta inflamatéria do hospedeiro. Os mecanismos envolvidos na patogenia
sdo imunomediados. Foram detectadas reaccdes cruzadas entre anticorpos anti-borrelia e
diferentes estruturas tais como a mielina, proteinas neuroaxonais, proteinas da membrana
sinovial, hepatdcitos e musculo cardiaco (IVIS, 2004). Da interac¢ao entre a estrutura do
microrganismo e 0os macrofagos resulta a sintese de citoquinas que amplificam e perpetuam
a accao do microrganismo. As citoquinas mais implicadas nesta infeccdo séo a interleucina
1 (IL-1), a interleucina 6 (IL-6), a interleucina 8 (IL-8) e o factor de necrose tumoral a (TNF—
a), (Sraubinger et al, 1997).

Da parede celular de B. burgdorferi s.I. foi isolado um lipopolissacarido com
propriedades semelhantes a endotoxina, que estimula a sintese de IL-1 pelos macrofagos
(Straubinger et al, 1998). Esta citoquina € um dos principais imunoreguladores, estimulando
a producdo de prostaglandinas e colagenases e sendo responsavel pelas manifestacées
inflamatérias, pela febre e pela libertacdo de neutréfilos da medula 6ssea que ocorrem
durante a evolucdo da doenca (Straubinger et al, 1998). Cré-se que a libertacdo de IL-6, que
sera induzida pelas proteinas de superficie OspA e OspB do microrganismo, em conjunto
com o TNF-a funcionam como moduladores da resposta inflamatéria, recrutando para o
lugar da infeccdo células mononucleares, linfocitos e granuldcitos (Straubinger et al, 1998).
Nas membranas sinoviais de canideos infectados por B. burgdorferi s.l.,, detectou-se um
aumento da actividade de IL-8, um potente factor quimiotactico, que recruta neutréfilos para
o interior da cavidade articular (Greene et al, 1998; Straubinger et al, 1998). Este podera ser
um mecanismo importante na producao da poliartrite supurada caracteristica desta infec¢ao.
Na mesma altura em que sdo produzidas estes factores pré-inflamatdérios, alguns factores
tamp&o como IL-10 aumenta a sua actividade e inibe a producéo e libertacdo de factores
pré-inflamatdrios e, desta forma, limita a extensdo da inflamacédo e podera ser a razdo para

a natureza intermitente da poliartrite da borreliose de Lyme (Straubinger et al, 1998).
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Em humanos, o “background” genético desempenha um papel importante na
patogenia desta doenca tendo-se demonstrado uma associacdo estreita entre o sistema de
histocompatibilidade (HLA) e a borreliose de Lyme, mais concretamente os antigénios HLA
DR2 e HLA DR4 enquanto para os canideos ainda ndo foi estabelecida esta associa¢do
(Littman, 2003).

3.2 Quadros clinicos

3.2.1 Quadros clinicos da febre botonosa.

Até ao momento, foram documentadas e caracterizadas clinicamente, de forma
esporadica infecc8es naturais em canideos por R. conorii. Alexander et al (1939), isolaram
aquilo que aparentava ser R. conorii a partir do sangue de um céo de raca Fox terrier que
apresentava febre, anorexia, vomito, diarreia e prostacdo. Clerc e Lecombe, observaram
febre, linfoadenopatia, anemia e leucopenia num cdo serologicamente positivo para R.
conorii (Kelly et al, 1992). Font et al (1992), descreveram uma série de 7 casos em canideos
gue apresentavam um quadro clinico caracterizado por febre, anorexia, depresséo,
linfoadenomegalia, petéquias e equimoses. Hematologicamente observou-se leucopenia ou
leucocitose, anemia e trombocitopenia. Os canideos incluidos nesta descricdo tinham
histéria de exposicdo a ixodideos, eram serologicamente positivos para R. conorii e
negativos para E. canis e B. burgdorferi s.l. (Font et al, 1992). Nenhuma destas descri¢cdes
demonstrou de forma directa e inequivoca o envolvimento de R. conorii nos quadros clinicos
descritos e o diagnostico laboratorial foi serol6gico sendo por isso, também de considerar

reaccOes seroldgicas cruzadas (Kelly et al, 1992).

Kelly et al (1992) infectaram experimentalmente 12 canideos jovens com uma estirpe
de R. conorii proveniente do Zimbabué. Os resultados obtidos demonstraram que a
inoculacdo de cdes com R. conorii resultaram numa infeccdo assintomatica associada a
seroconversao e rickettsiémia intermitente que persistiu de 2 a 10 dias pés-inoculacao.
Neste estudo experimental, ndo foram observados anomalias hematoldgicas ou bioquimicas
e 0s Unicos sinais clinicos observados foram a dor, eritema, edema no local de inoculagéo e

linfoadenopatia regional (Kelly et al, 1992).
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3.2.2 Quadros clinicos de ehrlichiose monociticaca  nina

Os vérios sinais clinicos associados a infec¢do por E. canis séo influenciados pela
estirpe infectante, dose infectante, pela imunocompeténcia do sistema imunitario e até pela
raca do canideo, sendo documentados quadros clinicos mais severos em Pastores Aleméaes

do que nas demais racas (Cohn, 2003).

A infeccao clinica por E. canis tem sido descrita em trés estadios ou fases, aguda,
sub-clinica e crénica. Ap6s um periodo de incubacédo de 1 a 3 semanas, 0s caes entram na
fase aguda da infeccdo e podem apresentar letargia, anorexia, ligeira perda de peso,
hipertermia, linfoadenomegalia e esplenomegalia (em 20 e 25% dos casos) (Kelly, 2000;
Cohn, 2003). Na fase aguda de infeccdo 40% dos canideos apresenta-se infestado por
ixodideos no momento do diagndstico clinico (Greene et al, 1985). A maior parte dos
canideos sobrevive a fase aguda da infecg¢do, elimina o microrganismo (provavelmente
através da imunidade celular) e recupera em 4 semanas ou entra na fase sub-clinica, ndo
demonstrando sinais clinicos mas permanecendo infectados por E. canis (Waner et al,
1997). A fase sub-clinica pode ser curta, durando apenas 4 meses como o demonstrado em
canideos infectados experimentalmente ou persistindo até 10 anos em cées infectados

naturalmente (Waner et al, 1997).

Em alguns cées em fase sub-clinica de infec¢ao, desenvolve-se uma fase cronica da
doenca caracterizada por um quadro clinico de doenca com progndstico reservado. As
condi¢cdes que levam ao desenvolvimento da fase crénica ainda ndo sdo conhecidas. A
passagem da fase sub-clinica para a fase crénica pode estar relacionada com a raca,
estado imunitario, stress, terapéutica imunosupressora, co-infeccdes com outros agentes
infecciosos, estirpe de E. canis ou re-infec¢des persistentes (Harrus et al, 1999). O risco de
de desenvolvimento da forma cronica da doenca em casos sub-clinicos ndo deve ser
ignorado (Harrus et al, 1999). O diagndstico e o tratamento dos canideos em fase sub-

clinica é recomendado, com o objectivo prevenir a evolucao para a fase cronica da doenca.

Nesta fase os cdes exibem perca de peso ou até mesmo caquexia, hipertermia,
prostacdo, mucosas palidas, hemorragias e edemas periféricos particularmente do escroto e
membros pélvicos (Kelly, 2000). Sinais atribuiveis a diateses hemorragicas incluindo
epistaxis, hematuria, melena, petéquias ou hemorragias equiméticas, hifema e hemorragias
na retina ocorrem em 25% a 60% dos casos (Cohn, 2003). Nestes casos a morte surge por
hemorragia extensa e choque hipovolémico ou devido a infec¢Bes bacterianas secundarias
(Kelly, 2000). Outros sinais clinicos de infec¢ao crénica por E. canis, relacionam-se com a

persisténcia do microrganismo e com a consequente formagéo de anticorpos. Algumas das
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mais severas manifestacdes clinicas associadas com a ehrlichiose crénica, resultam de
glomerulonefrites com sindrome nefrético, e de sindrome de hiperviscosidade. Estes dois
sindromes resultam da resposta humoral ineficaz e exuberante presentes na fase cronica da
doenca (Cohn, 2003). També foram descritos recentemente uma série de casos de
dermatofitose generalizada provavelmente relacionados com a imunodepresséo decorrentes

da fase crénica da doenca (Cerundolo, 2004).

Também podem ocorrer sinais heuromusculares, oculares e reprodutivos em cées
infectados por E. canis. Este sinais incluem polimiosites, paresis, sinais de meningo-
encefalite, deficits de nervos cranianos, convulsdes, abortos e infertilidade, uveite anterior,
hifema, lesdes focais de corioretinite e deslocamento da retina (Kelly, 2000). A claudicacéo
causada por poliartrite € um sinal clinico que pode surgir em infec¢cfes por E. canis; é de
referir no entanto que as espécies de Ehrlichia ditas granulociticas (E. ewingii e Anaplasma
phagocytophilum) tém sido mais frequentemente associadas a poliartrites do que as demais

espécies de Ehrlichia (Neer et al, 2002).

A presenca de sintomatologia respiratéria pode-se desenvolver devido a existéncia
de processos inflamatérios ou hemorragicos nos intersticios alveolares (Codner et al, 1985).
Sinais respiratérios como a tosse, 0 corrimento oculo-nasal, a intolerdncia ao exercicio, a
dispneia, a cianose e 0 aumento da intensidade dos sons respiratérios, podem ocorrer na
infeccdo por E. canis (Codner et al, 1985). Radiologicamente estes animais podem
apresentar radiopacidades intersticiais difusas no pulméo (Codner et al, 1985). Nos EUA,
em canideos infectados naturalmente, nos quais a fase de infeccao ndo foi determinada, os
sinais clinicos observados com maior frequéncia foram: depressao (67%), perca de peso
(59%), epistaxis (46%), febre (40%), e linfoadenomegalia (30%) (Woody e Hoskins, 1991).

As infec¢Bes simultanes por multiplos agentes infecciosos transmitidos por ixodideos
e outros artropodes tém sido bem documentadas em relatos de casos ou em estudos
epidemioldgicos retrospectivos (Suksawat et al, 2001; Cohn, 2003; Mylonakis et al, 2004).
Esta associacdo de microrganismos é possivel porque R. sanguineus é um vector potencial
de varios agentes infeciosos. Por exemplo R. sanguineus transmite para além de E. canis,
as espécies E. ewingii, Babesia canis, B. gibsoni, Hepatozoon canis e Rickettsia spp
(Suksawat et al, 2001; Cohn, 2003). A co-infeccdo por midltiplos agentes dificulta o
diagnéstico e o tratamento (Cohn, 2003). A presenca de varios microrganismos no mesmo
hospedeiro pode explicar variagbes nos quadros clinicos, patogenicidade e resposta a

terapéutica (Suksawat et al, 2001).
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3.2.3 Quadros clinicos de borreliose de Lyme.

A doenca clinica ocorre 2 a 5 meses apds a exposi¢do ao agente, sendo a gravidade
e predisposi¢cdo para o desenvolvimento dos sinais clinicos inversamente proporcional a
idade do animal e ao estado imunitario (Greene et al, 1998). As manifestacdes clinicas de
borreliose de Lyme em canideos sao raras, apenas 5% dos canideos apresenta sinais de
doenca permanecendo a esmagadora maioria portadores assintomaticos apdés a exposicéo
ao agente. Pelo contrario, 90% dos humanos expostos a Borrelia burgdorferi s.l. apresenta

sinais de doenca (Littman, 2004).

O quadro clinico mais comum em canideos envolve claudicagdo aguda ou
intermitente, efusé@o e dor articular em uma ou mais articulacdes, febre, anorexia e por vezes
linfoadenopatia local (Littman, 2003). A poliartrite é o sindrome mais bem descrito da
borreliose de Lyme em canideos e surge em episodios de 4-6 dias que tendem a repetir-se
varias vezes em intervalos de 2 a 4 semanas e surgem associados aos sinais sistémicos
acima descritos (Appel, 2002; Littman, 2004). Apesar do seu caracter temporario, as
alteracbes degenerativas das articulagcbes sdo progressivas. As articulagcbes geralmente
afectadas séo o tarso, o carpo ou ambas (Littman, 2004). A dor articular pode estar presente
mesmo na auséncia de efusdo articular sendo a claudicacdo muito evidente (Littman, 2004).
As formas crénicas de poliartrite ndo erosivas sao frequentes em infec¢cdes mais
prolongadas e podem persistir mesmo apés antibioterapia adequada (Greene et al, 1998).
Nas formas cronicas de poliartrite, existe normalmente histéria de claudicagéo ligeira
intermitente associada a uma temperatura corporal normal ou ligeiramente elevada,

anorexia parcial e letargia (Levy et al, 1993).

Em canideos, os sinais neurolégicos foram apenas reportados em dois casos de
borreliose de Lyme, nos quais foram demonstradas concentracdes elevadas de anticorpos
intratecais (Azuma et al, 1993). Apenas um caso de bloqueio atrio-ventricular e miocardite
foi comprovadamente causado por Borrelia burgdorferi s.I (Levy e Nury, 1988). Outra forma
de borreliose de Lyme em canideos assemelha-se a meningite causado por este agente em
humanos. Como sinais clinicos desta forma de doenca, regista-se dor intensa na regido
cervical e cranio combinada com relutancia em mover-se, depressdo, anorexia e febre
(Appel, 2002). A resposta a antibioterapia adequada é esperada nestes casos (Appel, 2002).

O eritema crénico migrante é uma sinal dermatolégico quase patognomonico de
borreliose de Lyme em humanos. Nos canideos, o Unico sinal dermatolégico descrito até ao
momento consiste numa pequena lesdo eritematosa desenvolvida no local de fixagcdo do

ixodideo e que desaparece ao fim de uma semana (Greene et al, 1998).
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Foi descrita em canideos serologicamente positivos e residentes em &reas
endémicas foi descrita uma nefropatia severa com perda de proteina e insuficiéncia renal
(Littman, 2003). A incidéncia deste sindrome é desconhecida e actualmente ainda néo
existe um modelo animal para o seu estudo (Littman, 2003). Histologicamente, demonstrou-
se a presenca de uma glomerulo-nefrite imunomediada, necrose tubular difusa com
regeneracdo e uma nefrite intersticial linfo-plasmocitica (Littman, 2003). Adicionalmente, em
cortes histologicos foi demonstrada a presenca de espiroquetas através de coloracfes
especiais e em um caso foi possivel e isolar e cultivar Borrelia burgdorferi s.I a partir da
urina de um canideo (Levy et al, 1993; Littman 2003). Clinicamente, os canideos afectados
sdo mais jovens do que 0s caes que apresentam outras nefropatias e pertencem na sua
maioria a raca Labrador, Golden Retriever e Shetland Sheepdog (Littman 2003). A duracéo
deste quadro clinico varia entre 24 horas e 8 semanas e 0 canideo apresenta-se com vomito
agudo, anorexia, letargia, febre, desidratacdo e edemas periféricos, nos meses de verao e
outono (Levy, 2001; Littman, 2003). Muitos destes canideos tem hipertensao arterial e se
tratados com fluidoterapia agressiva podem-se agravar os edemas periféricos e até surgir
edema pulmonar (Littman, 2003). A grande maioria destes quadros clinicos evolui
rapidamente para a morte em 1 a 2 semanas, caracterizando-se por uma mortalidade
elevada. Estando apenas descritos trés casos de canideos que sobreviveram alguns meses
com nefropatia de Lyme (NL) (Littman, 2003). Cerca de 30% dos canideos com NL, tinham
uma histéria de claudicacdo intermitente, 3 a 6 semanas antes do surgimento da NL que
respondeu clinicamente a antibioterapia usada para o tratamento da poliartrite de Lyme
(Littman, 2003). Quase 30% dos casos de NL eram vacinados para borreliose de Lyme
(Littman, 2003). Os sinais neurolégicos (convulses e nistagmus) associados a NL surgem
em 15% dos casos e sdo provavelmente causados por eventos trombo-embdlicos,

hipertensao arterial, vasculite ou encefalopatia urémica (Littman, 2003), (Littman, 2004).

No entanto, apesar de todas estas evidéncias altamente sugestivas de uma
associacédo de B. burgdorferi s.I com esta nefropatia ainda nao foi estabelecida uma relacao

causa-efeito para esta forma de borreliose de Lyme (Levy et al, 1993).

3.3 Patologia clinica

3.3.1 Patologia clinica da febre botonosa

Em todas as inocula¢des efectuadas em canideos, com R. conorii, todos os parametros
do hemograma e perfil bioquimico se encontravam dentro dos limites considerados normais
(Kelly et al, 1992). Font et al (1992) descreveram uma série de 7 casos em canideos que

apresentavam um quadro clinico caracterizado por febre, anorexia, depressao,
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linfoadenomegalia, petéquias e equimoses que atribuiram a infeccdo por R. conorii,
baseando-se apenas em resultados positivos por IFI (Font et al, 1992). Observaram-se

também leucopenia ou leucocitose, anemia e trombocitopenia (Font et al, 1992).

Em oposigéo, os casos humanos de febre botonosa apresentam altera¢des laboratoriais
gue vao desde discretas leucocitoses com neutrofilia, ou neutropenia, anemia normocitica
moderada e trombocitopenia a aumentos da velocidade de sedimentacdo e descida da
actividade da protrombina (Pocas et al, 2002). Nos valores bioquimicos verifica-se, em geral,
um aumento das enzimas hepaticas e de algumas enzimas musculares como
creatinofosfocinase (CPK), aldolases e a outras menos especificas como a
lactatodesidrogenase (LDH) (Pocas et al, 2002). Pode também haver altera¢des da funcéo
renal com aumento da creatinina, situacbes de hiponatrémia e hipoclorémia (Pocas et al,
2002).

3.3.2 Patologia clinica da ehrlichiose monociticac  anina

Na fase aguda da infec¢do por E. canis, a anomalia hematoldgica mais comum é a
trombocitopenia (contagens de plaquetas entre 20 — 100 x 10%/ul), associada a um aumento
do volume plaquetério médio, sugerindo uma trombopoiese activa (Waner et al, 1997). Esta
alteracdo surge em 82 % dos canideos infectados naturalmente, ndo obstante existem
casos de ehrlichiose monocitica canina sem trombocitopenia (Sainz-Rodriguez, 1996;
Vicent-johnson, 2004). A trombocitopenia como anomalia hematoldgica mais consistente da
ehrlichiose monocitica canina podera ser quantificada e desta forma ser associada a
diferentes sinais clinicos. As petéquias ou equimoses surgem mais frequentemente quando
a contagem de plaquetas desce para numeros inferiores a 40 000/ul (Codner et al, 1986).
Podem ocorrer, sinais como epistaxis, hematiria ou hemorragia gastro-intestinal quando a
contagem de plagquetas diminui para 20 000/ul (Codner et al, 1986). No entanto, alguns
canideos podem apresentar contagens de plaquetas inferiores a 10 000/ul sem sinais
hemorragicos (Codner et al, 1986). Porém também podem ocorrer sinais hemorragicos
como epistaxis e petéquias, associados a uma contagem plaquetéria superior a 40 000/ul o
que indica uma falta de integridade vascular (vasculite) e/ou um defeito na funcéo
plaguetaria (Codner et al, 1986). Outras alteracbes hematolégicas descritas menos
frequentemente incluem a anemia e a leucopenia moderada a que se segue a leucocitose
(Hibler et al, 1986). A anemia durante a fase aguda sera regenerativa devido ao aumento da
destruicdo dos eritrocitos por mecanismos imunolégicos. 27% dos canideos que apresenta
anemia regenerativa na fase aguda da infecgcdo, € positivo para o teste de Coombs. Da
unido inespecifica das imunoglobulinas aos eritrocitos ou de processo auto-imune especifico

pela existéncia de anticorpos frente a superficie eritrocitaria, podera ser responsavel pelo
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despoletar de um quadro anemia hemolitica aguda presente em alguns cdes com
ehrlichiose aguda (Greene et al, 1985;Breitschwerdt, 1995). Nesta fase da infeccéo, a
medula 6ssea apresenta hipercelularidade das linhas megacariocitica e mieloide, (Hibler et
al, 1986).

Durante a fase sub-clinica, a trombocitopenia ligeira é a anomalia hematolégica mais
frequente e ,em muitos casos, o volume plaguetario médio esta aumentado (Harrus et al,
1997). Nos canideos em fase sub-clinica de infec¢do, a neutropenia absoluta foi descrita em
30% dos casos, a linfocitose absoluta em 40% dos casos e a trombocitopenia em 50% dos
casos (Codner et al, 1986). Em canideos, infectados experimentalmente, em fase sub-
clinica registou-se trombocitopenia em 6 de 9 cédes inoculados. Em 78% destes canideos
registou-se uma reducdo na contagem de leucdcitos e observou-se também em 71% dos
casos uma reducdo significativa na contagem de neutréfilos, no entanto ndo se verificou
leucopenia ou neutropenia (Waner et al, 1997). Durante este estudo experimental nenhum
dos canideos ficou anémico, no entanto alguns deles apresentaram valores de hematécrito,
concentracdo de hemoglobina e contagem de hemdcitos abaixo dos valores pré-infeccao
(Waner et al, 1997). A medula 6ssea apresenta hipercelularidade das linhas megacariocitica

e mieloide, nesta fase da infecgcao (Hibler et al, 1986).

Na forma crénica de infec¢do, a pancitopenia é uma anomalia hematol6gica que
resulta da hipoplasia ou aplasia de todas as linhas celulares percursoras da medula éssea.
A pancitopenia surge em 18% dos casos e € mais comum nas formas cronicas severas e
em canideos de raca Pastor Alemao (Neer, 1998). Durante a fase cronica a leucopenia é
severa, sendo frequente haver contagens de leucdcitos inferiores a 3 000 leucécitos/ul a
trombocitopenia surge com contagens inferiores a 30 000/ul (Neer, 1998). Foi descrito
também linfocitose granular que pode ser confundida com leucemia linfocitica bem
diferenciada (Weiser et al, 1991; Neer et al, 2002). A anemia descrita na forma crénica é
nao-regenerativa devido a perda cronica de sangue e existéncia de hipoplasia ou aplasia
medular. Na fase inicial da infeccao crénica pode observar-se hiperplasia da medula éssea
mas, a medida que a doenca progride, a medula déssea torna-se hipoplastica, afectando

todas as linhas celulares provocando a pancitopenia tipica (Kuehn e Gaunt, 1985).

A hipoalbuminemia, a hiperproteinémia e a hiperglobulinemia sdo as alteracfes
biogquimicas predominantes em cées infectados por E. canis (Harrus et al, 1999). A
hipoalbuminemia pode decorrer da perda de albumina para fluidos inflamatorios
extravasculares como consequéncia do aumento da permeabilidade vascular por vasculite
ou por perda de sangue, diminuigcdo da producdo de proteina por doenca hepética ou por

perda de proteina por via urinaria nas glomerulonefrites imunomediadas que ocorrem nesta
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infeccdo. A sintese de albumina é regulada pela presséo oncética e a diminui¢cdo da sua
sintese pode sugir como mecanismo compensador do estado de hiperglobulinemia,
mantendo desta forma a pressdo oncética e prevenindo um aumento na viscosidade do
sangue. A hipergamaglobulinemia na ehrlichiose monocitica canina é geralmente policlonal.
A gamopatia monoclonal raramente ocorre e pode resultar numa sindrome de
hiperviscosidade com manifestacbes clinicas associadas (Harrus et al, 1999). A
concentracdo de gamaglobulinas aumenta durante a fase aguda e persiste durante a fase
sub-clinica e crénica (Harrus et al, 1999). Harrus et al (1996), estudaram as alteracBes nas
proteinas do soro em canideos infectados de forma aguda e crénica e concluiram que as
globulinas a-2 , B-2 e y se encontravam aumentadas enquanto as a-1 se encontravam
diminuidas em canideos infectados de forma aguda (Harrus et al, 1996). Os mesmos
autores concluiram que os canideos com infeccdo crénica e pancitopénicos apresentam
hiperglobulinémia, y-globulina elevadas e a-1 diminuidas, as restantes globulinas
encontram-se dentro de valores normais (Harrus et al, 1996). O mesmo estudo pés em
evidéncia, as diferencas entre o grupo de canideos pancitopénicos e néo-pancitopénicos.
Quando comparados, o primeiro grupo revelou concentracfes mais baixas de proteinas
totais, globulinas e gamaglobulina do que o segundo grupo. As baixas concentracdes de
gamaglobulinas associadas a pancitopenia demonstram um comprometimento do estado
imunitario na fase cronica de infeccdo, devendo ser esperada um maior frequéncia de

infecgBes secundérias (Harrus et al, 1996).

Na fase sub-clinica surgem também alteracdes no proteinograma. Waner et al (1997)
estudaram-nas em 9 caes inoculados experimentalmente. No referido estudo a
hiperproteinemia sérica estava presente em 33% dos canideos, a hipoalbuminemia em 22%,
a hipergamaglobulinemia em 68%, a elevagéo das globulinas a-1, a-2 e B-1 em 22% e 44%
dos casos respectivamente e diminui¢cdo de globulinas -2 em 55% dos canideos inoculados

experimentalmente (Waner et al, 1996)

Os parametros laboratoriais indicadores da funcdo hepatica e renal podem
apresentar valores normais em canideos com ehrlichiose monocitica (Breitschwerdt, 1995).
Contudo, pode o aumento da actividade da alanina aminotransferase (ALT) e da fosfatase
alcalina pode verificar-se em 43% e 41% dos casos de ehrlichiose aguda (Neer, 1998).
Adicionalmente, pode observar-se também hiperbilirrubinemia (Troy e Forrester, 1990). O
aumento da ureia e creatinina acima dos valores de referéncia podem ter uma origem pré-
renal (como por ex. a desidratacdo) ou renal, podendo ocorrer uremia associada a casos de

glomerulonefrite imunomediada (Breitschwerdt et al, 1987).
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Outros achados de patologia clinica incluem proteindria, hematdaria, ratio
proteina/creatinina superior a 1,0 e tempo de hemorragia prolongado (mesmo em cées que
apresentem contagens de plaguetas normais, o que evidencia trombopatias) (Hibler et al,
1986). Os tempos de tromboplastina parcial activada, os tempos de protrombina e os
produtos de degradacao do fibrinogénio estdo dentro dos limites normais, excepto se existir

um quadro de coagulacéo intravascular disseminada (Kuehn e Gaunt, 1985).

O liquido céfalo-raquidiano dos canideos que apresentam sintomatologia
neurolégica, mostra niveis elevados de proteinas e pleiocitose mononuclear com grande
namero de linfocitos e plasmadcitos (Neer, 1998). O liquido sinovial, em casos de poliartrite
por E. canis, pode apresentar uma coloracdo amarelada com um aumento de concentracado
de proteinas e do numero de células com predominio de neutréfilos (75%) em associacao
com macréfagos e linfocitos. Em raras ocasifes é possivel visualizar mérulas tanto no

liquido sinovial como no liquido céfalo-raquidiano (Greene et al, 1985).

Entre as anomalias laboratoriais mais comuns observadas em canideos infectados
incluiam-se: a trombocitopenia (86% dos casos), a anemia nao-regenerativa (43%), a
hipoalbuminemia (43%), a hiperglobulinemia (39%), a hiperproteinemia (33%), a leucopenia
(31%), a leucocitose (20%), a pancitopenia (17%) e a anemia regenerativa (15%) (Woody e
Hoskins, 1991). A elevagéo das enzimas hepéticas foi observada em 35% dos casos, mas o
uso anterior de corticoesteroides pode ser responsavel por esta elevagédo (Woody e Hoskins,
1991).

3.3.3 Patologia clinica da borreliose de Lyme

Os achados de patologia clinica na borreliose variam com o quadro clinico
predominante. Os canideos que apresentam artrite de Lyme, tém normalmente um
hemograma, perfil bioquimico e uriandlise sem quaisquer alteracdes, contudo, os niveis de
creatina quinase podem estar ligeiramente aumentados em alguns caes, durante o0s
episodios de claudicacdo (Appel, 2002). O liquido sinovial, LCR e urina podem apresentar
alteracdes inflamatdrias. Entre as alteracBes do liquido sinovial em canideos afectados por
artrite de Lyme destaca-se um aumento da contagem celular de 5 000 para 100 000
células/pl com predominio de neutréfilos (>95 %), um aumento da concentracao de proteina
€ macroscopicamente observa-se turvidez do mesmo liquido (Greene et al, 1998). O LCR
em pacientes com neuroborreliose, evidencia uma pleiocitose linfocitica com um ligeiro
aumento na concentracdo da proteina. Alteracdes consistentes nos mesmos parametros

ndo tem sido encontradas, em canideos suspeitos de neuroborreliose (Greene et al, 1998).
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Na nefrite de Lyme, os animais afectados apresentam alteracbes em diversos
parametros (Littman, 2004). A uriandlise pode revelar proteindria, cilindros e possivelmente
hemoglobinuria/lhematuria. Nos casos em que exista envolvimento tubular pode existir
glucosuria e/ou baixa densidade urinaria (Littman, 2004). Os achados do perfil bioquimico
incluem hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, possivel azotemia, hiperfosfatemia,
hipercalemia, hiperglobulinemia e/ou hiperbilirrubinemia (Littman, 2004). O hemograma
mostra anemia nao-regenerativa, trombocitopenia e leucograma de stress (Littman, 2004).
Nos canideos que apresentem um estado de hipercoagabilidade associado a nefrite de
Lyme, o nivel de anti-trombina Ill pode estar aumentado (Littman, 2004).

Tabela 2- Quadro resumo das alteracdes de patologia clinica em canideos infectados

por R. conorii, E. canis e Borrelia burgdorferi s.I.

Doenca
Febre botonosa

ehrlichiose

monocitica canina

Borreliose de Lyme

hemograma
Sem alteracgoes.

Trombocitopenia,

leucopenia e
anemia.
Sem altercbes

excepto na nefrite
de Lyme em que
pode surgir anemia

nao-regenerativa.

3.4 Diagndsticos diferenciais.

Bioquimica
Sem alteracfes.

Hipoalbuminemia,
Hiperglobulinemia e
elevacédo das

enzimas hepaticas.

Sem alteracbes
excepto na nefrite
de Lyme, em que
pode surgir
azotemia,

hiperfosfatemia e

hipoalbuminemia.

3.4.1 Diagnosticos diferenciais de febre botonos  a.

A febre botonosa nao foi

Urianalise

Sem alteracgfes.

Proteindria e
hematuria.
Sem alteracgoes,

excepto na nefrite
de Lyme onde
ocorre proteindria,
hematiria e baixa

densidade urinéaria.

reconhecida até ao momento como uma entidade

patoldgica no cdo, dai que ndo se inclua esta doenca nos varios diagnoésticos diferenciais de

doengas transmitidas por ixodideos aos canideos (Kelly et al, 1992).

3.4.2 Diagnosticos diferenciais de ehrlichiose mono

I-Revis&o bibliogréafica

citica canina.



A sintomatologia clinica da ehrlichiose monocitica canina é muito variada e
inespecifica pelo que pode ser confundida com um grande numero de patologias. No
diagnostico da fase crénica da infeccdo por E. canis deve-se incluir no diagndsticos
diferencial, o mieloma mdiltiplo, linfoma, leucemia linfocitica cronica e lupus eritematoso
sistémico (Woody e Hoskins, 1991). Num cao, com um quadro cronico de perda de peso,
esplenomegdlia, linfoadenopatia generalizada, pancitopenia, plasmocitose na medula 6ssea
e gammopatia monoclonal o Unico modo de diferenciar a ehrlichiose monocitica canina de
mieloma multiplo é obter uma serologia positiva para E. canis. A serologia positiva para E.
canis € também a uUnica forma de diferenciar ehrlichiose crénica da leucemia linfocitica
crénica num animal com perda de peso, linfoadenopatia, hepatoesplenomegdlia, linfocitose

e gammopatia monoclonal (Breischwerdt et al, 1987).

A trombocitopénia, como ja foi referido anteriormente é a principal anomalia
hematoldgica da ehrlichiose monocitica canina, podendo por isso confundir-se com a
trombocitopénia imunomediada. No entanto, o0s canideos com trombocitopenia
imunomediada apresentam apenas quadros hemorragicos, ndo surgindo sinais sistémicos
como febre e anorexia geralmente associadas a fase aguda da infec¢éo por E. canis (Couto,
2003a).

Doencas como a babesiose canina, a hepatozoonose e a hemabartonelose, por
partilharem o mesmo vector e pela semelhanca dos quadros clinicos associados, devem ser
incluidas nos diagnésticos diferenciais (Elias e Homans, 1988). A trombocitopénia infecciosa
ciclica causada por A. platys e transmitida pelo vector R. sanguineus, ja foi descrita na area
do Mediterranio e apresenta um quadro clinico similar a fase aguda da infec¢éo por E. canis,
devendo também ser incluida nos diagnosticos diferenciais (Harrus et al , 1997b). Nos casos
com sintomatologia hemorragica nomedamente epistaxis, linfoadenopatia e hiperproteinémia
com hipergamaglobulinémia, na nossa area geografica, deve-se também excluir a presenca

de leishmaniose canina (Tesouro et al, 1993).

As anomalias da coagulacdo que ocorrem em animais que ingeriram anti-
coagulantes rodenticidas podem causar quadros hemorragicos que se podem confundir com
a fase crénica da infeccdo por E. canis. Nestes animais devido a inibicdo da sintese da
vitamina Kj;, ocorre uma reducdo na actividade dos factores Il, VII, IX e X; como
consequéncia o perfil de coagulacdo pode apresentar um aumento no tempo de coagulacao
activado, tempos de protrombina e tromboplastina activadas (Vicent-Johnson, 2004). Pelo
contrério, o quadro hemorragico que surge na ehrlichiose crénica resulta de trombocitopenia

e trombopatia sendo o perfil de coagulagcédo normal (Vicent-Johnson, 2004).
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Nos canideos infectados por E. canis que apresentarem sinais clinicos de poliartrite
(efusé@o e dor articular em varias articulacdes) devemos considerar entre os diagnosticos
diferenciais a borreliose de Lyme, infecgéo por E. ewingii e/ou Anaplasma phagocytophilum,
bem como poliartrites imunomediadas néo erosivas (Vicent-Johnson, 2004). A ehrlichiose
monocitica canina pode induzir proteinaria e/ou glomerulonefrite e deve ser incluida na lista

de causas de glomerulonefrite (Vicent-Johnson, 2004).

3.4.3 Diagnésticos diferenciais de borreliose de Ly me

Nos diagnésticos diferenciais de borreliose de Lyme temos que considerar outras
doencas infecciosas transmitidas por ixodideos bem como doencgas auto-imunes que podem

mimetizar os sinais clinicos incluidos nos varios quadros acima descritos (Littman, 2004).

Infeccdes por E. canis, E. ewingii. E. chaffeensis, Anaplasma phagocytophilum e
Bartonella spp. podem causar poliartrites que se assemelham a artrite de Lyme. Poliartrites
imunomediadas nao-erosivas idiopaticas ou reactivas (ocorrem secundariamente a
administracdo de sulfamidas-trimetropim), artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico

devem ser diagndsticos a incluir na lista de diferenciais da artrite de Lyme (Littman, 2004).

Em relacdo a nefropatia de Lyme existem numerosas nefropatias com perca de
proteina que mimetizam este quadro clinico. De entre estas nefropatias destacam-se
gomerulonefrites imuno-mediadas primarias ou secundarias a infec¢bes de entre outras por
Leishmania infantum, Hepatozoon, Brucella, nefropatias hereditarias, glomeruloesclerose e

amiloidose renal (Littman, 2004)

4. Diagn6stico laboratorial

Devido a inespecificidade dos quadros clinicos dos agentes transmitidos por
ixodideos e a possibilidade de co-infec¢do por multiplos agentes etiol6gicos. O diagnostico
laboratorial assume um maior relevo em relacdo ao diagndstico clinico, na tentativa de se

chegar a um diagndstico definitivo.

4.1 Diagnéstico directo

As técnicas de diagnoéstico directo apresentam vantagens sobre aquelas de
diagnostico indirecto, nomeadamente por permitirem na maioria das vezes um diagnéstico
definitivo, devido ao elevado valor predictivo positivo que se obtém dos resultados destas

técnicas.
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4.1.1 Diagndstico directo de  Rickettsia conorii

4.1.1.1 Isolamento de Rickettsia conorii em cultura de células

Apenas os laboratérios de investigacdo que possuiam um nivel 3 de bioseguranca e
pessoal com experiéncia em cultivo de rickettsias eram capazes de efectuar o isolamento a
partir de amostras bioldgicas. As diferentes doencas causadas por rickettsias podem
apresentar quadros clinicos indistinguiveis, dai que o isolamento de estirpes seguido da sua
caracterizacdo molecular é crucial para a confirmacao, diagnostico e a identificacdo de
novos agentes etioldgicos.O isolamento de rickettsias pode ser tentado a partir de véarias
amostras : “buffy coat” de sangue heparinizado ou com EDTA, sangue total desfibrinado,
codgulo sanguineo, plasma, tecidos obtidos em necrépsia, bidpsia de pele e amostras de
ixodideos (La Scola e Raoult, 1997).

A cultura de células, descrita ha mais de 60 anos, € o método de diagnéstico mais
generalizado para o isolamento de R. conorii. Mais recentemente, a técnica de “shell vial”,
desenvolvida a partir de um método comercial para cultura de citomegalovirus para a
deteccdo precoce de antigénio, foi adaptado para o isolamento de R. conorii, com a
deteccdo do microrganismo a ser possivel em 48-72 horas (La Scola e Raoult, 1997). A
inoculacédo deve ser feita em dois tipos de linhas celulares Vero ou L929, que permitem
melhores resultados (La Scola e Raoult, 1997). A centrifugacdo apds a inoculacdo é um
passo critico para aumentar a sensibilidade desta técnica, porque aumenta a fixacdo e a
penetragdo das rickettsias nas células (La Scola e Raoult, 1997). A colheita das amostras
antes da administracdo de antibiéticos e a inoculacdo das amostras em “shell vials”,
realizada no proprio dia da colheita, aumentam a taxa de sucesso desta colheita (La Scola
e Raoult, 1997).

4.1.1.2 Detecc¢ao de acidos nucleicos

A amplicacdo de ADN de R. conorii através de “PCR” faz-se a partir de amostras
obtidas de bidpsias de pele e “buffy coat”, que sdo normalmente as mais usadas . Outras
amostras biolégicas como o coagulo de sangue, 0 sangue total e o soro tem sido usadas
com sucesso em varios estudos na deteccao de ADN de R. conorii, R. ricketsii, R. typhi e R.
prowazekii. No entanto, o ADN de R. conorii ainda ndo foi amplificado com sucesso a partir
de soro (La Scola e Raoult, 1997).

E recomendado que a colheita de sangue seja feita para tubos contendo EDTA ou

citrato de sddio (La Scola e Raoult, 1997). O ADN também pode ser extraido e amplificado

I-Revis&o bibliogréafica 37



usando “PCR”, a partir de biopsias da escara de inoculagdo—"tache noire” obtidas de

pacientes humanos, LCR e tecidos conservados em parafina (La Scola e Raoult, 1997).

As técnicas actuais de “PCR” aplicadas a amplificacdo de ADN de R. conorii, utilizam
duas amplifcacdes: inicialmente é usado um par de “primers” que deriva de duas regides do
gene que codifica a enzima citrato sintetase, sendo sequenciado a partir de R. prowazekii;
na segunda amplificacdo, o par de “primers” utilizado, foi desenhado a partir de regides que
codificam a proteina antigénica rompA de 190 KDa, sequenciada de R. ricketsii (Regnery et
al, 1991; Satoh et al, 2002).

4.1.2 Diagn6stico directo de Ehrlichia canis

Apesar da presenca no canideo de determinados sintomas e da trombocitopénia
poder indiciar uma infeccdo por E. canis, devemos sempre que possivel recorrer ao
diagnéstico directo para chegarmos a um diagnéstico definitivo. O diagndstico directo de E.

canis compreende quatro técnicas de diagnostico:

4.1.2.1 O exame directo em esfregaco sanguineo

A presenca de E. canis pode ser posta em evidéncia pela observacdo de inclusdes
intra-citoplasméticas em células sanguineas mononucleadas, durante a fase aguda da
doenca e sobretudo, quando os animais apresentam um estado febril (Elias, 1991). As
inclusdes supra-citadas designam-se de mérulas e detectam-se no citoplasma de mondcitos
e linfécitos do sangue circulante (Elias, 1991). As mérulas apresentam em média 4 um de
diametro e representam um agregado de bactérias isoladas dentro de um vacuolo produzido
pela célula hospedeira (Davoust et al, 1999). Pela coloracdo de “May-Grinwald-Giemsa”
estas inclusGes surgem coradas de violeta e bem diferenciadas do nucleo da célula
(Davoust et al, 1999). Estas formas de E. canis surgem em pequeno nimero e de modo
transitorio pelo que, na maior parte dos esfregacos, ndo se visualizam (Sainz-Rodriguez,
1996). A probabilidade de observarmos mérulas aumenta se realizarmos préviamente uma
técnica de leucoconcentracdo (Davoust et al, 1999) e observarmos um esfregaco da fraccdo
enriquecida em leucécitos-“buffy coat” dai resultante. Por outro lado, se realizarmos um
esfregaco de sangue periférico apdés um pequeno corte na orelha, aumentamos igualmente
as nossas de probabilidades de um diagnoéstico definitivo, sendo também de assinalar uma
maior presenca de células infectadas na cauda do esfregaco sanguineo (Hibler et al,
1986;Troy e Forrester, 1990).
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As referidas inclusGes, podem também ser observadas em aspirados e esfregacos
de aposicado de medula 6ssea, linfonodo, baco e pulméo (Sainz-Rodriguez, 1996). Varios
estudos produziram resultados variaveis quanto a sensibilidade de observacao de moérulas
em esfregaco sanguineo, aspirados e esfregacos de 6rgdos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitario. A sensibilidade de detec¢cdo em esfregaco de “buffy coat” varia
entre 0% (Silveira, 1992), 1% (Sainz-Rodriguez,1996), 4% (Elias, 1991) e os 66%
(Mylonakis et al, 2003). Apesar de ser utilizada mais raramente, a biépsia pulmonar pode ser
usada como meio de diagnostico de ehrlichiose, dado que os mondcitos infectados sdo mais
abundantes no parénquima pulmonar porgue estes aderem ao endotélio dos capilares
pulmonares (Davoust et al, 1999). Esta forma de diagnéstico citoldégico baseia-se na
observacao do esfregaco de aposi¢cdo apds a colheita de um pequeno pedaco de pulmao

obtido de forma transcutanea (Davoust et al, 1999).

4.1.1.2 Isolamento em cultura de células.

A cultura de células é uma técnica de diagnéstico, utilizada preferencialmente para
fins experimentais, sendo necessarios no minimo 14 dias para o isolamento de E. canis
(Davoust et al, 1999). A inoculagdo do “buffy coat” dos animais suspeitos em cultura de
células, pode permitir o isolamento de E. canis mesmo nos casos em que ndo se observa
moérulas deste microrganismos em esfregagos de sangue. O isolamento faz-se recorrendo a
inoculagdo dos mondcitos infectados em cultura de células da linha celular DH 82. No caso
dos animais positivos, 50% das células DH 82 estardo infectadas 10 dias pds-inoculacéo e
80% apos 14 dias (Davoust et al, 1999).

4.1.2.3 Deteccao de antigénio de Ehrlichia canis em plasma.

Para além da cultura, a presenca efectiva de E. canis pode ser demonstrada pela
deteccdo de antigénio no plasma através de um teste “ELISA sandwich”. Até ao presente
momento, esta técnica de diagndstico laboratorial tem sido usada apenas para fins
experimentais (Warner et al, 1996). Entre as varias razbes que impediram a sua introducao
no diagndstico de rotina destaca-se o facto da antigenémia, que surge na fase aguda da
doenca, ser de duracéo variavel (varia entre 1 e 10 dias) e de surgir depois da manifestacao
dos sinais clinicos e hematoldgicos caracteristicos da doenca, tornando o uso da deteccao
de antigénio um teste menos valido no diagnéstico laboratorial de rotina desta doenca
(Warner et al, 1996).
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4.1.2.4 Técnicas de biologia molecular

A “polymerase chain reaction-PCR" tem sido utilizada com sucesso para a
amplificacdo de ADN de E. canis de cées infectados, durante a fase aguda de infecgéo
mesmo que esta exista em quantidades infimas na amostra biologica (Davoust et al,1999).
Este ensaio pode ser utilizado na deteccdo de ADN de E. canis em sangue bem como
noutros tecidos, tais como pulmao e bago, permitindo o diagndstico de ehrlichiose sobre um
fragmento de tecido fresco ou congelado (Davoust et al, 1999). Recentemente foram
adoptadas técnicas de “PCR” combinado com hibridacdo de ADN e “Nested PCR” com o
objectivo de melhorar a sensibilidade desta técnica (Mathew et al, 2000. Em 2000 foi
desenvolvida uma nova modalidade de “PCR” que usa “primers” biotinilados. A inovacao
deste ensaio baseia-se na revelacdo dos produtos do “PCR” por uma reacgao
imunocromogénica, podendo assim ser convertido num método quantitativo usando
densitometria para medir a intensidade das bandas reveladas em malha de nylon. Esta nova
modalidade de “PCR” permite a deteccdo de ADN de E. canis desde, 7 dias pds — infeccéo
e calcula-se que seja 10 a 100 vezes mais sensivel do que o “PCR” convencional (Mathew
et al, 2000). Quanto a precocidade da deteccao, o “Nested PCR” permitiu a deteccao de
ADN de E. canis no “buffy coat” de cdes infectados experimentalmente aos 4 dias pés —
infecccdo (Wen et al, 1997). Outra das vantagens desta técnica de biologia molecular é a
capacidade de distingdo de animais tratados mas com infecgdo persistente dos animais com
titulos de anticorpos elevados e persistentes mas que eliminaram o microrganismo. Esta
técnica de diagnostico tem um custo elevado o que limita a sua utilizacéo de rotina (Neer,
1998).

4.1.3 Diagnostico directo de Borrelia burgdorferi s.l.

4.1.3.1 Isolamento e visualizacado de borrélias

O isolamento e cultura de B. burgdorferi s.l. é dificil devido ao seu crescimento lento
e ao numero reduzido de bactérias presente na amostra biologica (Littman, 2003). B.
burgdorferi s.I. pode ser cultivada in vitro em meio BSKIl (Barbour, Stoenner e Kelly) apos
dias ou semanas de incubacao (Aguero-Rosenfeld, 2003). O facto das borrélias terem uma
taxa de crescimento lento (uma a quatro semanas) aliado a dificil execu¢cdo do método e a
baixa taxa de sucesso (dependente do tipo e qualidade da amostra biolégica), faz com que o
isolamento ndo seja utilizada como técnica de diagnéstico de rotina (Aguero-Rosenfeld,
2003). A dificuldade do isolamento reside essencialmente do curto periodo de
espiroquetémia e/ou da baixa concentracdo de borrélias nos tecidos. No entanto, ja foi

possivel isolar em humanos borrélias de bidpsia de pele, sangue, liquido céfalo-raquidiano,
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liquido sinovial e bidpsia de endocérdio (Nuncio, 2001). Tendo os melhores resultados sido
obtidos a partir de biépsia de pele (Nuncio, 2001). Nos canideos, apesar da amostra
sanguinea conter um baixo nimero de microrganismos durante a fase de disseminagéo
precoce ou tardia, jA foram documentados casos de isolamento de borrélias a partir de

amostras colhidas em cdes assintomaticos (Levy et al, 1993).

A observacdo directa de borrélias em tecidos provenientes de biépsia, em
esfregacos sanguineos em outros fluidos biolégicos ndo é facil e requer a utilizacdo de
microscopia de fundo escuro e/ou métodos de coloracdo especifica (como ex: a
imunofluorescéncia ou coloracbes com prata). Em humanos, os melhores resultados tém
sido obtidos a partir de bidpsias de pele obtidas de eritema migrante (Aguero-Rosenfeld,
2003). No que se refere as amostras colhidas em necrépsia, o0 musculo e os tecidos que
apresentam elevado contetdo fibroso e matriz extracelular, como fascias, pericardio,
peritoneu, meninges, capsula articular e adrenais produzem resultados mais consistentes no

que se refere a cultura (Aguero-Rosenfeld, 2003).

4.1.3.2 Deteccao de &cidos nucleicos

A sua aplicacdo ao diagnéstico de infecgbes por B. burgdorferi s.I. é ainda
experimental, permitindo detectar e amplificar sequéncias especificas de nucleétideos em
tecidos de vertebrados e em ixodideos. Actualmente existem métodos de PCR cada vez
mais sensiveis, tais como “PCR Nested” que permitem uma elevada sensibilidade se
comparados com o isolamento e cultura do agente (Skotarzack, 2002). Estas metodologias
permitem nao sO a identificacdo das borrélias até a espécie bem como a sua deteccédo

mesmo quando o nimero de agentes na amostra € muito baixo.

Embora seja um método com vantagens ébvias, ainda apresenta alguns problemas.
Um resultado positivo por “PCR” s6 indica a presenca de ADN do agente e ndo prova que
exista uma infeccdo activa. A presenca de inibidores da polimerase na amostra pode
produzir falsos negativos. Em humanos, ja foi detectado ADN de B. burgdorferi s.I. em
biépsias de pele, urina, soro, liquido sinovial e liquido sinovial (NUncio, 2001). Em canideos,
o “PCR” como método de diagnéstico de rotina ainda ndo esta estabelecida.
Experimentalmente nesta espécie, ja foi possivel detectar ADN de B. burgdorferi s.I. em

biépsias de pele, biépsias de membrana sinovial e na urina (Skotarzack e Wodecka, 2003).
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4.2 Diagnéstico indirecto

Técnicas de diagnéstico laboratorial, como a imunofluorescéncia indirecta, a ELISA
sédo utilizadas essencialmente no diagnostico seroldgico devendo contudo ser associadas a
técnicas de confirmacdo como o “Western immunoblot” entre outras, devido ao seu baixo
valor predictivo positivo. Adicionalmente, todos os resultados dos testes seroldgicos devem

ser interpretados a luz

4.2.1 Diagnéstico indirecto de  Rickettsia conorii

4.2.1.1 Imunofluorescéncia indirecta (IFI)

A imunofluorescéncia indirecta é a técnica de primeira escolha para o diagndstico
seroldgico de febre botonosa. Este teste serolégico permite a deteccdo e a titulacdo de IgG
e IgM ou ambos. A identificacdo e a titulacdo de anticorpos IgM especificos para as varias
espécies de rickettsias da-nos uma indicacao forte de uma infeccdo recente. Em infeccdes
causadas por R. conorii, € usual a persisténcia a longo prazo de anticorpos titulados por IFI
(La Scola e Raoult, 1997). A reforcar este facto foi demonstrado que na infec¢do natural de
canideos por R. conorii, 0s titulos positivos persistem durante pelo menos 750 dias apds, o
primeiro resultado positivo (Tesouro et al, 1998). Nestas circunstancias é recomendada a
titulacdo de duas amostras colhidas com intervalo de 3 a 4 semanas, considerando-se que
um aumento de 4 vezes do titulo entre as duas amostras evidencia uma infeccao activa. As
reacces serolégicas cruzadas ocorrem sobretudo entre as diferentes espécies de
rickettsias pertecentes ao grupo das febre exantematicas sendo relativamente raras as
reaccOes cruzadas com as rickettsias do grupo do tifo (La Scola e Raoult, 1997) .

4.2.1.2 Técnica de “Immunoblot”’ ou “Western immunob lot

A técnica de “Immunoblot” também designada como “western immunoblot” que utiliza
antigénios separados por electroforese de acordo com o peso molecular sobre SDS-PAGE,
Adicionalmente, devido a sua elevada especificidade é utilizada confirmacédo de diagnésticos
seroldgicos obtidos por testes convencionais como IFl. Sendo também, especialmente (til
para diferenciar resultados falsos-positivos, criados por reaccdes seroldgicas cruzadas,
observadas entre biogrupos (grupo das febres exantematicas e grupo do tifo) e entre
espécies,aparentam  direccionar-se  para Lipopolissacaridos (LPS) e ocorrem
frequentemente com IgM, apesar de se observarem também IgG contra LPS e outros
antigénios proteicos (La Scola e Raoult, 1997). O “Immunoblot” permite o estudo simultaneo
de soros para mais de 45 antigénios e foi adaptado para o diagnéstico de febre botonosa em

humanos com o objectivo de caracterizar as reac¢des serologicas positivas (La Scola e
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Raoult, 1997). Em canideos, este teste ndo tem sido utilizado no diagnostico laboratorial
devido ao seu custo e a dificuldade de interpretagdo, restringindo-se o seu uso a estudos

sero-epidemiolégicos.

4.2.1.3 Imunodeteccdo de R. conorii em sangue e tecidos

As técnicas de imunofluorescéncia ou de imunoperoxidase, permitem a confirmacao
da infeccdo por rickettsias directamente a partir da amostra, antes da seroconverséo, ou em
necropsia. Esta técnica de imunodeteccdo tem sido largamente usada na deteccdo de
antigénios de R. rickettsii, R. conorii e R. typhi com elevado sucesso (La Scola e Raoult,
1997). As amostras podem ser testadas em fresco ou apés fixacdo em formalina e inclusédo
em parafina. As amostras provenientes de bidpsias de pele de petéquias ou de pustula de

inoculacéo sdo as mais usadas para a realizacao desta técnica (La Scola e Raoult, 1997).

Em casos fatais de doenca em animais ou em pacientes humanos, a bactéria pode
ser detectada em tecidos de varios érgaos como o figado, o pulméo, o baco, o coracao, as
meninges e a pele. A técnica de imunofluorescéncia directa tem sido substituida pela técnica
de imunoperoxidase que apresenta uma maior sensibilidade e especificidade. Outra das
vantagens deste técnica sobre a imunofluorescéncia, passa pela melhor definicdo das
imagens microscoépicas das células que envolvem as rickettsias detectadas, para além de
ndo necessita de microscopio de fluorescéncia para a sua execucdo (La Scola e Raoult,
1997). Estas técnicas, tém uma especificidade de 100% e uma sensibilidade compreendida
entre 53% e 75% (La Scola e Raoult, 1997).

Drancourt et al (1992) descreveram uma técnica aplicada ao diagnéstico laboratorial
de febre botonosa, que consiste na deteccdo imunoloégica de R. conorii em células
endoteliais circulantes (CEC), isoladas a partir do sangue total utilizando esferas
imunomagnetizadas revestidas com anticorpos monoclonais especificos de CEC. Apoés
processamento da amostra em varias etapas, e efectuado um esfregaco as bactérias sédo
reveladas por imunofluorescéncia usando um anti-soro de coelho para R. conorii. A
sensibilidade deste método é de 50% e ndo parece ser influenciada pela antibioterapia nem
pela presenca de anticorpos especificos como acontece com o isolamento em cultura de
células (Drancourt et al, 1992). Pode-se utilizar no progndstico, o nimero de CEC infectadas
reveladas por esta técnica, por este aumentar com a gravidade da infeccéo (Drancourt et al,
1992).
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4.2.2 Diagnostico indirecto de  Ehrlichia canis

4.2.2.1 Imunofluorescéncia indirecta

Devido a inespecificidade dos sinais clinicos, &s dificuldades para se encontrar E.
canis em esfregaco sanguineo e ao custo elevado de execucdo de “PCR”, o diagnéstico
laboratorial de rotina de ehrlichiose monocitica canina baseia-se nos resultados de
diferentes técnicas seroldgicas. De todas estas, a mais utilizada em Medicina Humana e
Veterinaria € a imunofluorescéncia indirecta (IFI) que emprega como antigénios, células
provenientes de culturas infectadas (Sainz-Rodriguez, 1996). A técnica de IFI é considerada
a técnica de referéncia para a deteccdo e titulacdo de anticorpos para E. canis. Pois
apresentra uma elevada sensibilidade e especifidade (Sain-Rodriguez, 1996; Waner et al,
2001).

Este teste detecta anticorpos no soro desde os 7 dias pos — infec¢do (Pl) (Neer,
1998; Davoust et al, 1999). Durante os pimeiros 7 dias PI, os anticorpos consistem em IgA e
IgM e aos 20 dias a maior parte dos anticorpos séo IgG, sendo o titulo maximo destas
imunoglobulinas atingido aos 80 dias depois da infeccdo (Neer, 1998; Davoust et al, 1999).
Devido & persisténcia de titulos elevados ap0s terapéutica e/ou potencial recupera¢éo, um
titulo positivo ndo significa necessariamente que 0s sinais clinicos que o animal apresenta
sdo apenas causados por E. canis (Neer, 1998). E tambem frequente, a detec¢io em areas
endémicas de animais serologicamente positivos por IFI e com auséncia de sinais clinicos
(Neer, 1998). Tem sido documentado, a queda abrupta dos titulos de IFI nomeadamente
em cdes pancitopénicos no estado terminal da fase crénica da ehrlichiose canina monocitica
(Sainz — Rodriguez, 1996; Waner et al, 2001).

Os sinais clinicos da doen¢ca em animais com infec¢do aguda surgem normalmente
antes da seroconversdo, sendo recomendado que em casosS em que a suspeita de
ehrlichiose é forte se deva realizar uma nova IFl, em amostras colhidas 2 a 3 semanas
depois, para avaliar a seroconversao (Neer, 2002). Considera—se existir seroconversao se
houver um aumento de quatro diluicdes entre as duas amostras (Davoust et al, 1999; Neer,
2002).

Existem divergéncias entre laboratérios quanto ao limiar de positividade para IFlI,
usado para diferenciar um resultado positivo de uma resultado negativo. A interpretagcéo
adoptada considera-se que o teste de IFI é :

- seronegativo se o titulo por IFA for inferior a 1/20;

- fracamente seropositivo se o titulo de anticorpos se situar entre 1/20 e 1/80;
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- moderamente seropositivo se o titulo estiver compreendido entre 1/160 e 1/320;
- fortemente seropositivo se o titulo for superior ou igual a 1/640 (Davoust et al,
1999).

O uso da técnica de IFI ndo permite a diferenciacdo das varias espécies infectantes
de Ehrlichia spp. particularmente nas espécies que pertencem ao mesmo genogrupo
podendo verificar-se reacgfes seroldgicas cruzadas entre as varias espécies dos géneros
Ehrlichia e Anaplasma. As proteinas imunodominantes de E. canis causam reaccdes
cruzadas com os antigénios de 30 KDa da superficie de E. chaffeensis (Waner et al, 2001).
Foi demonstrado que estes antigénios sdo proteinas designadas de “outer membrane
proteins (OMP)” codificadas por uma familia multigénica polimérfica. As proteinas
codificadas por este grupo de genes em E. canis apresentam um peso molecular variavel
entre 30,5 — 31, 5 KDa e uma sequéncia de aminoacidos muito similar a OMP-1 da E.
chaffensis e a “Major antigen protein 1” (MAP-1) de Cowdria ruminantium (Waner et al,
2001). Contudo, estas tem sido encontradas apenas em baixos titulos, o que pode
representar reccbes nao especificas ou reaccbes dirigidas a antigénios altamente
conservados entre os dois géneros (Waner et al, 2001). Em infec¢cBes experimentais por E.
canis, nao foi possivel provocar qualquer reaccdo serolégica cruzada por IFI, contra A.
phagocytophilum durante a fase aguda da infec¢cdo, mas todos 0s cdes se tornaram
seropositivos para A. phagocytophilum aos 150 dias Pl (Waner et al, 2001). Em relagéo a
outras espécies, como A. platys, nunca foi descrita a presenca de reacgbes seroldgicas

cruzadas por IFl de E. canis (Waner et al, 2001).

4.2.2.2 “ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay”

A técnica de “ELISA” pode ser utilizado para detectar anticorpos IgG anti — E. canis
ou para a deteccdo de antigénio se utilizarmos um “ELISA — sandwich”. A técnica de ELISA
em fase sdélida utiliza um suporte de plastico que € sensibilizado com antigénios purificados
sobre os quais se fixam os anticorpos especificos. A revelacdo é realizada com a ajuda de
um conjugado anti—cao marcado por uma substancia cromogénica especifica da enzima do
conjugado sendo a intensidade da coloracéo proporcional a concentracdo de anticorpos na
amostra biolégica. Actualmente esta técnica utiliza como antigénio a proteina recombinante

rMAP2— “recombinant major antigenic protein 2” (Harrus et al, 2002).

Existem também disponiveis no mercado testes “dot — ELISA” que utilizam o
antigénio na forma de células infectadas por E. canis ou de proteinas recombinantes
especificas fixadas numa membrana. Estes testes tém a vantagem de poderem ser

utilizados pelo Médico-Veterinario na propria clinica, efectuando-se a leitura em poucos
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minutos. Apesar destes testes serem na maioria qualitativos, existem também quantitativos
como “Immunocomb® dot-ELISA” (Biogal, Israel), que apresenta uma escala de cores
graduada que permite avaliar se o resultado esta abaixo do titulo 1/80 de acordo com IFI
(Harrus et al, 2002). Os resultados positivos sado indicados por uma mudanca de cor na

janela onde se localiza o indicador de anticorpos de E. canis.

Harrus et al (2002) compararam varios teste de ELISA com os resultados obtidos por
IFl. Entre outros objectivos pretendeu-se avaliar a correlacao de resultados por ELISA com
IFl, bem como a sensibilidade e a especificidade de cada um deles. Houve uma
concordancia de resultados de 81% entre IFl e “rMAP2 — ELISA”, de 94% entre IFl e
“Immunocomb®” e de 91% entre IFIl e “Snap® 3Dx (IDEXX Laboratories Inc., USA) (Harrus
et al, 2002). A sensibilidade e a especificidade destes trés testes foram respectivamente de
0, 71 e 0,85 para “rMAP2 — ELISA”, de 86% e 98% para “Immunocomb®” e de 71% e
100% para “Snap® 3Dx “(Harrus et al, 2002). Qualquer um destes trés testes mostrou ser
altamente especifico na deteccao de anticorpos para E. canis. A sensibilidade mostrou ser
baixa para titulos de IFI inferiores a 1/320 e elevada para titulos superiores. A repeticdo dos
testes serolégicos uma ou duas semanas ap0s 0s primeiros resultados podera contribuir
para ultrapassar o problema da baixa sensibilidade nos titulos inferiores a 1/320 (Harrus et
al, 2002). A utilizacdo de proteinas recombinantes que sejam especificas da espécie E.
canis tem sido implementada com o objectivo de se evitarem reaccfes seroldgicas
cruzadas. Actualmente no “Snap 3Dx” utiliza-se a p30 e a p3l, duas proteinas
recombinantes imunodominantes. A rP43 é outra das proteinas recombinantes utilizadas em
estudos experimentais de “dot-ELISA”, e os resultados parecem indicar que este teste é

mais sensivel que IFI (McBride et al , 2001).

4.2.2.3 Técnica de “immunoblot” ou “Western immunob lot”

O “Immunoblot” ou “western immunoblot” tem sido utilizado para caracterizar e
distinguir reacc8es serologicas entre os diferentes microrganismos do género Ehrlichia spp.
e Anaplasma spp. Os “immunoblots” para E. canis apresentam um determinado namero de
antigénio reactivos, reagindo as imunoglobulinas de um canideo infectado com as proteinas
do microrganismo em 10 bandas com pesos moleculares que variam entre 21 e 160 KDa
(Ristic e Holland, 1993). Esta técnica detecta anticorpos contra E. canis, entre os 2 e 0s 8
dias Pl e é especialmente Util na distingdo de infec¢des entre E. canis e E. ewingii, devido a
existéncia de reaccdes seroldgicas cruzadas por IFI entre estes dois agentes e a

inexisténcia de um teste de IFI para este ultimo microrganismo (Neer, 1998).
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4.2.3 Diagndstico indirecto ou serolégico de Borrelia burgdorferi s.l.

O diagnostico serolégico € sem davida aquele a que se recorre com maior frequéncia
para o diagnostico laboratorial de borreliose de Lyme devido a dificuldade de cultivo deste

agente bem como a falta de disponibilidade e ao custo das técnicas de biologia molecular.

Na América do Norte, o diagnédstico clinico de borreliose de Lyme canina baseia-se
na presenca ou auséncia dos seguintes critérios clinicos (Skotarzack, 2002):

- presenca de sinais clinicos tipicos

- exclusdo dos varios diagnosticos diferenciais

- resposta rapida e explicita ao antibiético

- prova de contacto com ixodideos vectores ou presenca em area endémica

- titulo positivo de anticorpos no soro.

Este dltimo critério representa um importante indicador de diagnéstico. Devemos ter
presente que mesmo a presenca de anticorpos especificos ndo distingue uma infecgéo
activa de uma exposicdo ao agente. A maior parte dos cées (86%) examinados para IgG por
IFI ndo mostra sinais clinicos tipicos de borreliose de Lyme (Skotarzack e Wodecka, 2003).
Parte deste facto pode ser explicado por reaccdes seroldgicas cruzadas entre 0s antigénios
de B. burgdorferi e bactérias relacionadas, como aquelas que pertencem aos géneros

Treponema spp., Leptospira spp e Bradyspira spp (Skotarzack e Wodecka, 2003).

As diversas provas serolégicas disponibilizadas pelos varios laborat6rios permitem
detectar anticorpos especificos contra B. burgdorferi s.I. no soro, LCR e liquido sinovial.
Existem varias provas serolégicas que utilizam diferentes antigénios, métodos e critérios de
interpretacdo dos resultados originando diferencas a nivel de sensibilidade e especificidade.
Soros emparelhados enviados para 10 diferentes laboratérios produziram apenas 53% de
concordancia de resultados (Greene et al, 1998). Numa tentativa de uniformizar técnicas
laboratoriais e critérios de interpretacdo de resultados, o EUCALB, recomenda a realizacéo
do diagndstico laboratorial em duas fases: IFI ou ELISA como técnicas rastreio para a
deteccdo de soros suspeitos ou positivos seguida da confirmacdo por “immunoblot”
(EUCALB, 2004). A introducdo de antigénios recombinantes em testes ELISA, contribuiu
adicionalmente para um aumento de especificidade sem compremeter a sensibilidade da

técnica (Nuncio, 2001).
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4.2.3.1 Imunofluorescéncia indirecta (IFI)

A IFI foi a primeira técnica a ser utilizada no diagnéstico de borreliose de Lyme,
permitindo titular os anticorpos contra B. burgdorferi s.l. Sdo detectados titulos positivos de
anticorpos, em caes a partir das 4-6 semanas p0s-infeccdo (IVIS, 2004). Em caes
infectados e ndao sujeitos a terapéutica, os titulos de anticorpos continuam a subir atingindo
niveis maximos aos 90-120 dias poés-infeccao, mantendo-se na auséncia de re-exposicao
durante pelo menos 22 meses (IVIS, 2004). A testagem para IgM juntamente com IgG é
considerada desnecessaria uma vez que o cao ndo demonstra sinais clinicos antes da
subida de IgG (Littman, 2003). Alguns autores, pelo contrario, afirmam que a medicao
simultanea de IgG e IgM na mesma amostra ira produzir teoricamente informacdo mais
precisa (Littman, 2003). Apds inoculacdes experimentais, verificou-se que os titulos de IgM
aumentam e permanecem elevados durante dois meses, o que foi também observado em
infeccdes naturais quer no cdo quer no homem, em que os titulos de IgM permanecem
elevados durante muitos meses e portanto que um titulo positivo de IgM, ndo é suficiente
para distinguir uma exposi¢ao de uma infeccéo foi recente (Greene et al, 1998). Esta técnica
ndo é isenta de reacgcbes cruzadas, especialmente para epitopos de Leptospira spp
(Magnarelli et al, 1987). Estas reac¢des cruzadas foram observadas tambem em cdes com
doenca periodontal e provavel espiroquetose oral nos quais se observaram titulos de IFI
para B. burgdorferi s.I. mais elevados do que os cédes clinicamente saudaveis da mesma
populacéo (Schillhorn van Veen et al, 1993). Devido a estas seroreactividades cruzadas, a
sensibilidade diminui em relacdo a outras técnicas de diagndéstico. No entanto, as
seroreactividades verdadeiras produzem frequentemente titulos mais elevados se

comparados com as reacc¢des cruzadas ja descritas (Greene et al , 1998).

Em geral, dados reunidos em varios laboratérios sugerem que titulos de IgG por IFI,
superiores a 1/64 ou 1/128 indicam que existe um nivel significativo de seroreactividade
podendo em animais recém expostos, os titulos ser muito superiores (Greene et al, 1998).
Os titulos de anticorpos parecem diminuir quando se institui antibioterapia, mas verifica-se o
seu aumento, 6 meses apds o fim da terapéutica, provavelmente associados a proliferacao

de borrélias sobreviventes (Greene et al, 1998).

Nos cédes vacinados, demonstrou-se a presenca de seroreactividade por muitos
meses. Apesar dos anticorpos vacinais neutralizantes diminuirem com o tempo, os titulos de
anticorpos revelados por IFlI permanecem elevados durante periodos extensos interferindo

com as provas seroldgicas (Greene et al, 1998).
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4.2.3.2 “ELISA — Enzyme Linked immunosorbent Assay”

A ELISA é prova de deteccdo de anticorpos especificos contra B. burgdorferi s.l.
mais utilizada. A prova de ELISA permite quer a utilizacdo de antigénio total (sonicado ou
solubilizado) ou de fracgcdes antigénicas. Esta prova seroloégica permite a leitura
automatizada dos resultados, excluindo interpretacdes subjectivas e permitindo a analise de
um grande numero de amostras. As desvantagens desta técnica sdo semelhantes as da IFI.
A falta de padronizacéo desta técnica e a possibilidade de ocorréncia de falsos-positivos por
seroreactividades cruzadas, pelas razbes jA descritas, sdo 0s principais entraves a sua

utilizacao.

Surgiu recentemente no mercado, um teste ELISA, que pode ser utilizado por
Médicos-Veterinarios nas préprias clinicas. Este teste utiliza como antigénio um denominado
péptido recombinante C6, que pertence a regido imunodominante RI6 (regido invariavel 6)
contido no antigénio de superficie “VISE (Variable major protein-like sequence, expressed)”
tem uma sensibilidade de 94%-100% e uma especificidade superior a 99% (Liang et al,
2000; Littman, 2003). O “VISE” € um antigénio de superficie que se conserva entre as varias
genoespécies patogénicas, permitindo por exemplo na Europa o diagndstico de infec¢bes
por B. garinii ou B. afzelii (Liang et al, 2000). Este antigénio, ndo se expressa em
organismos cultivados in vitro encontrando-se apenas em borrélias presentes em vectores
ou animais com infeccdo natural (Liang et al, 2000). Os canideos sujeitos
experimentalmente a infecgcdo mostraram um resultado positivo, entre as 3 e 5 semanas
pos-infeccdo, mantendo-se positivos durante pelo menos 69 semanas, ou seja, antes de
surgirem quaisquer sinais clinicos (Liang et al, 2000). Nenhum dos cées vacinados com
bacterina ou com a vacina de sub-unidade OspA mostraram resultados positivos com este
teste (Liang et al, 2000). Devido a possibilidade de poder diferenciar anticorpos vacinais de
uma exposicdo natural, o mais dispendioso e trabalhoso “Western immunoblot” pode ser
evitado. Apesar de ser um teste qualitativo, pode-se enviar o soro para um laboratério de

referéncia para quantificar os anticorpos para o péptido C6 (Liang et al, 2000).

4.2.3.3 Detecc¢ao de anticorpos no liquido céfalo-ra  quidiano (LCR)

Tem sido propostos, outros testes para auxiliar o diagnostico de borreliose de Lyme.
A deteccdo de producéo intratecal de anticorpos para B. burgdorferi s.|. comprova a
existéncia de neuroborreliose. Em pacientes humanos para diagnosticar neuroborreliose
pode-se comparar os titulos de anticorpos, no liquido céfalo-raquidiano (LCR) com os do
soro tem sido feito (Nuncio, 2001). Para confirmar que a positividade ndo é consequéncia de

uma ruptura da barreira hematocefalica, com a consequente passagem de imunoglobulinas
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do soro para o LCR é frequente recorrer-se ao indice de sintese intratecal (ISI) (Nuncio,
2001) :

ISI = Concentracdo de ac no LCR x Concentracdo de albumina no soro

Concentracdo de ac no soro  Concentracdo de albumina no LCR

Se o valor de ISl é igual ou superior a dois, significa que a barreira hematoencefélica
nao se rompeu, pelo que os anticorpos detectados sdo intratecais o que indica que B.

burgdorferi s.l. invadiu o sistema nervoso central.

Em alternativa a este indice, alguns autores preferem comparar 0s anticorpos com a
concentracao de outras proteinas que nao existem normalmente no LCR ou mesmo dosear
as lgG totais nos dois liquidos ou entdo compara-las com IgG especificas para outros

agentes tais como o virus da esgana ou Toxoplasma gondii (Greene et al, 1998).

4.2.3.4 Técnica de “immunoblot” ou “Western immunob lot”

Esta prova € utilizada como teste de confirmacdo no diagnéstico seroldogico de
borreliose de Lyme. A confirmagdo de um resultado positivo por IFI ou ELISA deve ser o
proximo passo para melhorar a especificidade dos teste serolégicos sem perda de
sensibilidade (Greene et al, 1998). Esta técnica € muito Ut em estudos sero-
epidemiolégicos e permite ligar cada uma das espécies de B. burgdorferi s.I. a formas
caracteristicas de evolu¢do da doenca. A preparacdo das tiras de nitrocelulose é delicada,
mas a técnica é simples e consiste na separacao dos antigénios de acordo com 0 peso
molecular, através da aplicacdo de uma carga eléctrica (electroforese) e da sua
transferéncia para membranas de nitrocelulose ou para outro tipo de membrana. As etapas

seguintes sao semelhantes a uma prova de ELISA.

O padrao de reactividade dos anticorpos apés uma infeccdo natural difere de um
padrdo produzido por vacinacdo. O “immunoblot” permite tambem avaliar a significancia
clinica dos titulos de IFI quando existe reactividade contra outras bactérias como acontece
com Leptospira spp. Apds a exposicdo natural a B. burgdorferi s.l., desenvolvem-se
anticorpos para proteinas com 41KDa, 39KDa e 22 KDa, que representam respectivamente
a flagelina, p39 e OspC (Greene et al, 1998). A seroreactividade para OspA e OspB
(respectivamente com 31 e 34 KDa) surge em cdes vacinados ou inoculados por via
parentérica, mas faltam ou aparecem muito tardiamente em cées infectados naturalmente
(Greene et al, 1998). Em cées vacinados com a vacina de sub-unidade OspA observamos

apenas uma banda de reactividade para proteinas com 31 KDa (Greene et al, 1998).
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Os maiores problemas associados a esta técnica sdo devidas a variabilidade
antigénica das estirpes utilizadas na preparagdo das proteinas o que pode dificultar a leitura
de resultados. A utilizagdo crescente de antigénios recombinantes podera contribuir para a
resolucdo deste problema. O seu custo elevado é outro entrave a sua presente utilizacao

com maior regularidade no diagnéstico laboratorial.

5. Terapéutica especifica e de suporte

5.1 Terapéutica especifica e de suporte da febre bo  tonosa.

Até a data, nunca foi documentada uma infec¢do natural por R. conorii em canideo
que apresentasse um quadro clinico bem definido. Pelo contrario, a infeccdo por R. rickettsii,
causa uma infec¢cdo em canideos, caracterizada por um quadro clinico bastante grave com
uma taxa de mortalidade associada de 2,5% a 5% (Greene et al, 1998). As infeccbes por
este agente distribuem—se pela América do Norte e do Sul, nunca tendo sido descritas
infeccdes por R. rickettsii na Europa. Na falta de informacéo sobre a terapéutica da febre
botonosa em canideos, optou-se por apresentar uma revisdo da terapéutica da febre das
Montanhas Rochosas em canideos, uma vez que as doengas sdo semelhantes pois ambas
sdo causadas por rickettsias do grupo das febres exanteméticas com fisiopatologias de

infeccdo idénticas e provavelmente com terapéutica similar.

Breitschwerdt et al (1999), comparam a eficacia clinica dos trés principais grupos de
antibiéticos (tetraciclinas, quinolonas e macrdlidos) no tratamento de infeccbes
experimentais por R. rickettsii em canideos e concluiram que as tetraciclinas e as
quinolonas apresentam um desempenho igual no tratamento de rickettsioses, devendo ser
usados como antibiéticos de primeira escolha no tratamento desta doenca (Breitschwerdt et
al, 1999).

Os antibiéticos do grupo das tetraciclinas sdo os antibiéticos de primeira escolha
para o tratamento de infec¢des por rickettsias, designadamente as tetraciclinas lipo-sollveis
como a doxiciclina e a minociclina demonstraram eficacia clinica elevada para o tratamento
de rickettsioses se administradas durante um periodo minimo de 7 dias (Greene et al, 1998).
O cloranfenicol é igualmente eficaz no tratamento de infeccSes por microrganismos do
género Rickettsia e € indicado em cachorros com menos de 5 meses de idade para evitar a
descoloracdo dentaria causada pelas tetraciclinas (Greene et al, 1998). As fluorquinolonas
como a enrofloxacina sdo igualmente eficazes mas 0 seu uso deve ser restrito a animais

com mais de 6 meses de idade (Greene et al, 1998. Os macrolidos ja foram usados, em
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cenarios experimentais para o tratamento de rickettsioses, no entanto concluiu-se que os
macrolidos, nomedamente a azitromicina, ndo devem ser aplicados na terapéutica desta
ricketsiose (Breitschwerdt et al, 1999). Apesar destes factos, um macrélido como a
josamicina, tem sido usado com sucesso para o tratamento de mulheres gravidas quando

afectadas por febre botonosa (Raoult et al, 1988).

5.2 Terapéutica especifica e de suporte de ehrlichi  ose monocitica canina.

Tal como acontece para 0s microrganismos do género Rickettsia, os antibidticos do
grupo das tetraciclinas sdo os antibidticos de primeira escolha na terapéutica de ehrlichiose.
A excelente absorcéo por via oral e a administracdo pouco frequente tornam a doxiciclina e
a minociclina, antibiéticos de uso generalizado no tratamento da ehrlichiose canina sendo
preferidos presentemente em relacdo a tetraciclina e a oxitetraciclina (Sainz-Rodriguez,
1996). Para além das tetraciclinas, outros principios activos como o cloranfenicol, o
dipropionato de imidocarb e a amicarbalida tem sido usados com sucesso no tratamento

desta doenca (Neer et al, 2002).

Varios protocolos foram recomendados para o tratamento da ehrlichiose canina. O
mais utilizado e recomendado pelo grupo de estudo de doencas infecciosas do Colégio
Americano de Medicina Interna Veterinaria, consiste na administracdo por via oral de
doxiciclina na dose de 10mg/Kg, cada 24 horas, durante 28 dias (Neer et al, 2002).
Geralmente, com este protocolo ocorre, uma nitida melhoria nas 24 a 48 horas apés o inicio
da terapéutica, sobretudo em cées nas fases aguda ou crénica suave da doenca (Neer et al,
2002). O cloranfenicol é recomendado apenas para cachorros com menos de 5 meses de
idade, para evitar a descoloracéo que ocorre nos dentes com o uso das tetraciclinas. Sendo
existirem melhorias significativas nos sinais clinicos e nas anomalias hematoldgicas apds 1
a 2 semanas do inicio da terapéutica especifica, o diagnéstico clinico de ehrlichiose
monocitica canina deverd ser revisto (Vincent-Johnson, 2004). A auséncia de melhorias
significativas pode indiciar co-infeccdo com outro microrganismo ou a presenca de doenca
nao infecciosa (Vincent-Johnson, 2004). A duracdo do tratamento usando doxiciclina, tem
gerado grande controvérsia. O “PCR” como técnica de monitorizacdo, se utilizado 2
semanas apés descontinuar o tratamento, tem provado ser Util na distincdo de animais
tratados com sucesso dos animais persistentemente infectados (Neer et al, 2002). Se o
“PCR” efectuado a partir do sangue continuar positivo, devera prosseguir-se a terapéutica
durante mais quatro semanas (Neer et al, 2002). Na evidéncia de um segundo “PCR”
positivo apds completar um 2° ciclo de doxiciclina dever-se-a recorrer a outro principio activo

com actividade anti-ehrlichia (Neer et al, 2002).
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Na impossibilidade da administracdo oral diaria de doxiciclina ou se os animiais
apresentarem intolerancia a doxiciclina recomenda-se um aplicacdo de dipropionato de
imidocarb na dose de 5 mg/Kg por via intra-muscular ou sub-cutanea, seguida por uma
segunda aplicacdo duas semanas depois (Vincent-Johnson, 2004). A avaliacao da eficacia
clinica dos varios protocolos terapéuticos usados na pratica clinica, demonstrou que a
administracdo de dipropionato de imidocarb (uma dose de 5 mg/Kg em cada 14 dias) é téo
eficaz quanto a doxiciclina na resolu¢éo dos sinais clinicos, sendo no entanto, mais lenta a
resolucdo da trombocitopenia quando se opta pelo imidocarb (Sainz-Rodriguez, 1996). A
enrofloxacina e outras quinolonas nédo séo eficazes no tratamento de ehrlichiose monocitica
canina (Neer et al, 2002; Vincent-Johnson, 2004).

Dependendo da gravidade e do tipo de quadros clinicos, podera ser necessario
instituir em alguns animais, terapéutica de suporte consistindo em fluidoterapia, alimentacao
parentérica, esteroides anabolizantes e/ou transfusdo de sangue. A transfusédo de sangue
nao aumentara de forma significativa as plaquetas e em situa¢des de trombocitopénia, sera
se possivel, mais aconselhavel o uso de plasma rico em plaquetas (Neer, 1998). Em
situacdes de trombocitopenia severa que ameagam a vida do animal, podera ser necessario
a utilizacdo de corticoesteroides em doses imunosupressoras e durante um curto periodo de
tempo (2 a 7 dias). Os corticoesteroides sao Uteis na resolugdo da trombocitopénia em
infecgcBes por E. canis devido a sua natureza imuno-mediada, por essa razao, aconselha-se
a que se associe a terapéutica especifica com doxiciclina ou dipropionato de imidocarb
(Waner et al, 1995; Harrus et al, 1996; Vincent-Johnson, 2004).

Em infec¢des cronicas por E. canis, a estimulacdo da medula 6ssea com esteroides
anabolizantes podera ser util em animais que apresentem pancitopenia com hipoplasia ou
aplasia da medula 6ssea. Para estes casos recomenda-se a utilizacdo de oximetolona por
via oral na dose de 1 mg/Kg cada 8 horas, ou em alternativa, decanoato de nandrolona por
via intra-muscular na dose de 1-1,5 mg/Kg em injec¢Bes semanais (Sainz-Rodriguez, 1996).
Até ao momento nao foram publicados estudos clinicos, relativamente ao uso de de factores
estimulantes das coldnias de granuldcitos — “G-CSF, granulocyte colony — stimulating factor”
para o tratamento de ehrlichiose crénica grave, mas poderdo ser Uteis em situacdes de
aplasia ou hipoplasia medular associadas a pancitopenias (Neer, 1998). Nas situacfes de
anemia ndo-regenerativa presentes na fase crénica de ehrlichiose é aconselhavel utilizar

eritropoietina mas os resultados produzidos séo pouco consistentes (Neer, 1998).

I-Revis&o bibliogréafica 53



5.3 Terapéutica especifica e de suporte da borrelio  se de Lyme.

A definicdo e a escolha do protocolo terapéutico mais adequado para o tratamento
da borreliose de Lyme depende sobretudo do quadro clinico que o canideo apresenta no

momento do diagnadstico.

Os canideos que apresentam clinicamente sinais de artrite de Lyme geralmente
respondem a antibioterapia em 1 a 2 dias (Littman, 2003). Os testes de susceptibilidade
antimicrobiana in vitro de B. burgdorferi s.I. demonstraram que ceftriaxona, eritromicina,
cefuroxima, amoxicilina, doxiciclina, tetraciclina e a penicilina G sado antibidticos
potencialmente eficazes no tratamento de borreliose de Lyme (Greene et al, 1998). Dos
varios antibiéticos empregues no tratamento de artrite de Lyme, a doxiciclina é considerada
como de primeira escolha, devido a sua lipo-solubilidade e a grande capacidade de
distribuicdo tecidular. A terapéutica com doxiciclina a 10 mg/Kg cada 24 horas ou de

amoxiclina 11 mg/Kg cada 12 horas produz bons resultados clinicos (Littman, 2003) .

Macrolidos como a eritromicina e a azitromicina ou as cefalosporinas de 32 geragéo
como a ceftriaxona tem sido administrados em casos humanos refractarios aos antibiéticos
de 12 escolha (Greene et al, 1998). A penicilina G intra-venosa em doses elevadas tem sido
aconselhada para o tratamento da casos refractarios em canideos (Greene et al, 1998).
Microrganismos do género Borrelia sé&o resistentes as quinolonas e aos aminoglicosideos
(Greene et al, 1998).

Empiricamente, os clinicos geralmente tratam os casos agudos de artrite de Lyme
durante duas semanas e as artrites cronicas com sintomatologia intermitente durante 4
semanas. Até a data ainda nao foi estabelecido uma duracdo de tratamento consensual. A
maior parte dos protocolos terapéuticos utiliza como referéncia uma duracdo minima de 30
dias de antibioterapia (Greene et al, 1998). Contudo, com base em estudos experimentais, a
eliminacdo do microrganismo em canideos, apés 30 dias de terapéutica € questionavel e o
recrudescimento da infeccdo é possivel apGs a descontinuacao da antibioterapia (Greene et
al, 1998; Littman, 2003).

Os anti-inflamatérios ndo esteroides produzem alivio nos sinais clinicos como dor e
claudicacéo, associados a artrite de Lyme. O uso prolongado de alguns destes compostos
pode causar ulceragcdo gastro-intestinal (Greene et al, 1998). Os glucocorticoides em dose
anti-inflamatéria tem sido recomendados de forma cautelosa para o controlo da dor
persistente e efusdo articular associdas a artrite cronica de Lyme que ndo pode ser

completamente resolvida apenas com antibioterapia (Greene et al, 1998). As doses
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imunosupressoras de glucocorticoides devem ser evitadas devido a imunosupressdo e a

consequente exacerbar da infeccdo (Greene et al, 1998).

Como tratamento complementar da antibioterapia, em canideos que apresentem
gomerulonefrite, recomenda-se o uso de um inibidor da enzima de conversdo do
angiotensinogénio—IECA para diminuir a proteintria diminuindo a pressdo de filtragdo
glomerular e uma baixa dose de aspirina (0,5 mg/Kg cada 24 horas) como anti-trombotico
(Littman, 2003). Os acidos gordos omega—3 sdo também recomendados em associacado
com a medicacdo anterior (Littman, 2003). Nos canideos que apresentem valores
elevadores de presséao arterial, além da medicacdo com IECA, deve-se associar amlodipina
como agente hipotensor (Littman, 2003). Em casos de glomerulonefrite com quadro clinico
de vémitos, desidratacdo e anorexia recomenda-se 0 internamento e uma terapéutica de
suporte mais intensa, incluindo fluidoterapia, suporte coloide, restricdo de fésforo e proteina

na dieta, quelantes de fosforo (Littman, 2003).

A terapéutica para cdes com neuroborreliose de Lyme centra-se na resolucdo dos
sinais clinicos. As convulsdes recorrentes devem ser controladas com anti-convulsivos e a
paralisia do nervo facial deve ser tratada de forma a minimizar os efeitos da auséncia ou
diminuicdo do reflexo palpebral, recorrendo-se a lagrimas artificiais para evitar a dissecagéo
da cérnea (Levy et al, 1993). A implantacdo de “Pacemaker” é a terapéutica definitiva para a
resolugdo das bradiarritmias causadas pela cardite de Lyme simultaneamente devem ser
administrados antibiéticos apropriados (doxiciclina e amoxicilina sdo os de primeira escolha)

(Levy et al, 1993).

6. Profilaxia

Dada a inexisténcia de vacinas eficazes na prevenc¢éo da febre botonosa e da ehrlichiose
monocitica canina, a profilaxia destas doencas baseia-se sobretudo no controlo dos
ixodideos vectores no animal assim como no meio ambiente (Sainz Rodriguez, 1996). Em
relacdo a borreliose de Lyme, foram desenvolvidas varias vacinas para canideos na ultima
década do século XX (Littman, 2003).

Para a ehrlichiose monocitica canina ainda ndo foram desenvolvidas vacinas, ja em
relacdo a borreliose de Lyme, existem vacinas disponiveis no mercado, contudo o seu uso é
controverso (Couto 2003b). Estas vacinas consistem numa bacterina e numa vacina
recombinante contendo a sub-unidade OspA, atingindo-se uma proteccdo de 100%
utilizando a vacina recombinante (Conlon et al, 2000). A primo-vacinacdo consiste em duas

administracfes iniciais separadas por 3 e 4 semanas, sendo a revacinagdo anual. Da
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administracdo destas vacinas resultam efeitos adversos moderados, podendo por vezes
ocorrer reacgfes anafilacticas (Littman, 2003). Mais estudos sdo necesséarios em relacao a
possiveis reaccbes a antigénios de superficie pré-inflamatérios e a sequelas imuno-
mediadas a longo prazo. Todas as vacinas (bacterinas e recombinantes de sub-unidade
OspA) expbem o cao a OspA levando a formacdo de anticorpos anti-OspA que ingeridos
pelo ixodideo durante a sua alimentagcdo, matam as borrélias no reservatdrio antes da sua
transmissdo ao cdo. As bacterinas expdem o cdo a outros antigénios, que podem induzir
outros anticorpos bactericidas mas por outro lado, podem tambem introduzir antigénios que

sejam pré-inflamatorios, anafilactoides ou que induzam sequelas imuno-mediadas.

A utilidade da vacinacdo contra a borreliose de Lyme tem que ser ponderada que 95%
dos cades ndo desenvolvem doenca clinica apos exposi¢cdo natural a B. burgdorferi s.l.
(Littman, 2003). Deve-se ponderar as taxas de incidéncia da regido onde vive o céo, as
densidades do vector e dos hospedeiros intermediarios e que a presenca de uma grande
heterogeneidade de genoespécies em circulacdo nos varios ciclos de transmissdo torna

dificil a producédo de uma vacina realmente eficaz.

Para além de uma profilaxia quimica, o controlo dos ixodideos assenta também na
eliminacdo dos seus biétopos e na adop¢do de comportamentos preventivos de infestagéao.
Assim, em relagdo aos ixodideos do complexo I. ricinus serd aconselhavel a desmatagem e
o corte dos estratos arbustivos e herbaceos em redor das habita¢des (Littman, 2003) e, em
areas onde o risco de exposicdo a borreliose de Lyme e aos seus vectores € elevado, sera
aconselhavel evitar a permanéncia nos bidtopos dos ixodideos nas épocas de maior
actividade dos mesmos (Littman, 2003). Devido a sua grande especificidade de
hospedeiros, R. sanguineus adaptou-se prefeitamente ao meio que rodeia o cao, pelo que é
frequente encontra-lo em canis e outros lugares onde o cdo dorme todo o ano (Greene et al,
1985). Os ixodideos sdo capazes de subir pelas paredes e introduzir-se em pequenas
gretas; dai que um bom método de profilaxia seja, tapar todas as gretas das paredes dos
canis (Garris, 1991). A inspeccdo frequente dos cdes para a deteccdo de ixodideos é
também uma técnica simples que pode reduzir a presenca de futuras infestacdes (Cupp,
1991)

Por outro lado, foram desenvolvidos diversos principios activos para a destruicao rapida e
eficaz dos ixodideos. Existem presentemente diversos acaricidas disponiveis, que se
distibuem por varios grupos quimicos (Beugnet, 2003). De entre esses grupos quimicos
destacam-se pela sua frequéncia e eficicia de utilizagdo: as formadiminas representadas
pelo amitraz; as piretrinas e peritrinoides das quais se destacam os peritrinoides de segunda

geracdo, como a deltametrina, flumetrina e a cipermetrina; os fenil-pirazois exclusivamente
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representados pelo fipronil; o grupo das avermectinas/milbemicinas no qual se incluem
principios activos como a ivermectina, milbemicina oxima, selamectina e moxidectina e um
grupo no qual se incluem os organofosforados, os organoclorados e os carbamatos que
actuam pela inibicdo da acetilcolinesterase (Beugnet, 2003). Actualmente, empregam-se
cada vez mais na prevencdo de ixodideos em animais de companhia os chamados
inibidores de crescimento ou do desenvolvimento dos artropodes (“insect growth regulators”)
sendo o (s)-metopreno um analogo da hormona juvenil, o principio activo com maior

utilizacdo em animais de companhia (Beugnet, 2003).

Todos estes principios activos podem-se apresentar em diversas formas galénicas como
0s poOs, os aérossois, 0s shampoos, as coleiras, as formulacées “spot on”,0s “sprays”
liguidos e as locbes para diluicho em agua (Beugnet, 2003). Devido a facilidade de
aplicacao e ao seu efeito residual as formulacfes “spot on” e as coleiras (polimeros plasticos
onde a matriz é impregnada pelo acaricida) sdo utilizadas com cada vez maior frequéncia na

prevencéo e no tratamento de infestacdes por ixodideos (Beugnet, 2003).

Relativamente a profilaxia especifica de cada uma das doencas transmitidas por carracas
foram desenvolvidos estudos de eficacia clinica que permitem escolher com maior critério
cientifico e menor empirismo. Um método excelente para o controlo de ixodideos é a
utilizacdo da coleira de amitraz, colocada e ajustada de formar a contactar com a pele e ndo
com o pélo (Littman, 2003). Este principio activo demonstrou em estudos clinico, uma
proteccdo de 100% para Ixodes scapularis artificialmente infectados com B. burgdorferi s.1.
(Elfassy et al, 2001). Contudo, o amitraz é soluvel em agua e ndo deve ser usado em cées
gue contactam com a agua frequentemente. Nestas situacées, deve ser usado um produto
tépico que actue por contacto (Elfassy et al, 2001). O fipronil e as permetrinas tem sido
utilizadas com eficacia elevada (acima dos 94% no caso das permetrinas) (Endris et al ,
2003). Estes principios activos actuam matando os ixodideos por contacto apds estes
aderirem ao cdo. No entanto, apesar deste periodo de tempo ser inferior ao necessario para
a transmissao de B. burgdorferi s.l., existem outras doencas transmitidas por ixodideos que
necessitam de um menor periodo de tempo de alimentacdo para ocorrer transmissdo e
infeccdo, como no caso do R. sanguineus que necessita apenas de 6 a 20 horas para

efectuar a transmisséo de R. conorii (Raoult e Walker, 1990).

Em medicina humana, a aplicacao de antibioterapia tem sido utilizado como método de
profilaxia da borreliose de Lyme. Uma dose de doxiclina administrada até as 72 horas apés
a remocao de um ixodideo ingurgitado previne a seroconversdo e o aparecimento de sinais
clinicos de borreliose de Lyme (Nadelman, 2001). Em relacdo a populacdo canidea nunca

se realizou estudo similar. Em relagédo a ehrlichiose monocitica canina tem sido considerado
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0 uso de doxiciclina oral (3mg/Kg PO cada 24h) em regi6es endémicas durante as épocas
de Primavera e Verdo em que h& maior actividade dos ixodideos vectores (Breitschwerdt,
1995). A opcao de utilizar antibioterapia implica custos para além de riscos associados a
inducdo de resisténcias (Littman, 2003).
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Il - Objectivos

Os ixodideos, vulgarmente designados por carracas de corpo duro, encontram-se
entre 0s mais importantes artropodes vectores. Com efeito, a estes ectoparasitas é atribuida
a transmissdo de uma grande variedade de agentes patogénicos (virus, bactérias,
protozoarios e neméatodes) sendo, a seguir aos culicideos, os mais importantes vectores de

agentes de doenca para o homem (Artur, 1962).

Nas duas Ultimas décadas, o aumento do interesse dos clinicos e investigadores
pelas doencas transmitidas por ixodideos tem levado a descricdo recente de um nimero
elevado de doencas bacterianas transmitidas por ixodideos. Desde a identificacdo de
Borrelia burgdorferi s.I. como agente da borreliose de Lyme em 1982, foram descritas na

Europa, 11 espécies de bactérias transmitidas por ixodideos (Parola e Raoult, 2001).

Os estudos desenvolvidos em Portugal nesta area, incidirem sobretudo sobre a
populacdo humana e os ixodideos vectores. Em relacdo a populacdo de canideos, o Unico
conhecimento das seroprevaléncias da febre botonosa, ehrlichiose monocitica canina e
borreliose de Lyme que se tem foi baseado em rastreios serolégicos de amostras
direccionadas para a aptiddo e origem dos animais (Silveira et al, 1992; Bacellar et al, 1995;
Nuncio et al, 1999; Nuncio, 2001). Assim, tornava-se importante o0 conhecimento da
seroprevaléncia e factores de risco associados, para a populacdo de canideos através de
uma amostra aleatéria proveniente de uma populacdo mais diversificada numa regido que
estava pouco estudada mas em que estivesse documentada a presenca dos ixodideos

vectores. Dai que a nossa escolha recaiu na populacdo canina do Algarve.

Na Peninsula Ibérica, até ao presente existiam apenas evidéncias serolégicas que
implicavam R. conorii, E. canis e B. burgdorferi s.I. como causa de doenca em canideos nédo
existindo evidéncias directas que implicassem estes agentes em casos de doenca (Font et
al, 1992; Silveira, 1992). O presente trabalho pretende também isolar e caracterizar através
de técnicas de biologia molecular os referidos agentes infecciosos como causas de doenga
no cdo. Adicionalmente, pretende-se identificar as espécies de ixodideos que parasitam 0s
canideos da populacdo em estudo e avaliar a prevaléncia de infeccdo dos agentes, em
amostra aleat6ria simples obtida a partir dos ixodideos colhidos em canideos. O trabalho
laboratorial decorreu no Centro de Estudos de Vectores e Doencgas infecciosas (CEVDI) do

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge.
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Os principais objectivos deste trabalho foram :

» Determinar da seroprevaléncia e de factores de risco associados para febre
botonosa, ehrlichiose monocitica canina e borreliose de Lyme, numa amostra da
populacao de canideos domésticos da regiao do Algarve.

e Avaliar a existéncia de sazonalidade no surgimento de seropositivos para cada
uma das trés doencas.

« Identificar e caracterizar, através de técnicas de biologia molecular, os agentes
infecciosos transmitidos por ixodideos, implicados em casos de doenca nos
canideos domésticos.

» Caracterizar as alteragbes hematologicas associadas aos casos de doenca
causados por R. conorii, E. canis e B. burgdorferi s.I.

» Determinar a presenga dos agentes infecciosos em estudo, nos ixodideos
vectores colhidos nos canideos rastreados serologicamente e presentes a
consulta com sinais clinicos compativeis com uma das trés doencas em estudo.

* Isolamento de R. conorii por “shell vial”.
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lll - Material e métodos

1- Delimitacdo da area geografica em estudo.

A area em estudo apresentada neste trabalho corresponde ao distrito de Faro na
regido do Algarve. O distrito de Faro esta localizado no extremo sul de Portugal continental,
abrangendo 16 concelhos distribuidos por uma area de 5072 Km? A populagdo humana
neste distrito foi, segundo os censos de 2001, estimada em 391 819 habitantes. O clima
desta regido é do tipo mediterranico, e € caracterizado por uma temperatura média anual
entre 15°C e 18°C sendo a precipitacdo média variavel entre os 300 mm?® nas estacées da

Primavera/Verdo e os 1300 mm? nas estacdes de Outono/Inverno (iFrance, 2004).

Devido a variacdo de caracteristicas climaticas, geolégicas e de vegetacdo; o

territorio desta regido é sub-dividido em trés sub-regides:

- as serras, zonas montanhosas que separam o Algarve do Baixo Alentejo;
- 0 barrocal, zona de montes e planura calcéricas, situado entre a serra e o litoral;

- o litoral, situado na orla costeira, zona de terrenos planos e aluviais.

A existéncia de condigBes ecolégicas adequadas para 0s vectores possam
subsistir e a disponibilidade de hospedeiros séo factores essenciais para a a manutencao
dos ciclos naturais de qualquer doenca transmitida por artropodes. Na area geografica em
estudo existem diversos tipos de biétopos com condi¢cbes ecoldgicas para a sobrevivéncia
dos ixodideos, principalmente as espécies do complexo R. sanguineus. Os referidos
bidtopos estdo presentes ndo sé em zonas rurais mas também em zonas urbanas e sub-
urbanas e sdo tdo diversos como baldios, campos -cultivados, areas de floresta
Mediterranica, jardins publicos e campos de golfe, entre outros. O desenvolvimento das
espécies do complexo Rhipicephalus sanguineus em areas urbanas e sub-urbanas foi
demonstrado por Gilot et al (1990,1992). Paralelamente, a presenca de Ixodes ricinus foi
também descrita em areas de recreio proximas das habitacdes humanas, nomeadamente
em jardins publicos e privados onde se estabeleceram populacdes deste vector

transportados por canideos (Estrada-Pefia, 2004b).

O forte desenvolvimento turistico desta regido conduziu a um aumento de
populacdo humana, sobretudo nos meses de Verdo, e consequentemente, a um incremento
na urbanizacdo de zonas rurais, transformando o meio ambiente e criando condi¢des

favoraveis para o contacto do homem e do cao com o biétopo dos ixodideos vectores.
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2. Material
2.1 Ixodideos

Os ixodideos estudados nesta dissertacdo, foram provenientes de colheitas
realizadas em canideos presentes a consulta no Hospital Veterinario do Algarve e de
clinicas veterinarias associadas e em canideos amostrados aleatoriamente para o rastreio

serolégico das trés doencas em estudo.

2.2 Canideos

Os canideos incluidos no rastreio serolégico, sao provenientes dos registos clinicos

do Hospital Veterinario do Algarve e clinicas veterinarias associadas:

- Hospital Veterinario do Algarve

- Clinica Veterinaria de Loulé

- Clinica Veterinaria de Olh&o

- Centro Veterinario Porto Seguro

- Consultério Veterinario de Luz de Tavira

- Clinica Veterinaria de S. Bras de Alportel

- Clinica Veterinaria Império do Animal — Portim&o

- Consultdrio Veterinario de Silves

A partir destes registos foi constituida uma base de dados de aproximadamente 5
000 canideos com varias aptiddes, residentes em zonas rurais, urbanas e sub-urbanas dos
16 concelhos do distrito de Faro. O rastreio seroldgico foi executado em quatro periodos do
ano, correspondentes as quatro estacdes. As amostras bioldgicas colhidas em canideos

amostrados, consistiram em:

- sangue colhido em veia periférica para posterior IFI;

- ixodideos em fase parasitaria.

No estudo clinico foram incluidos canideos residentes no distrito de Faro, que se
apresentaram a consulta nas instituicdes associadas, entre o periodo de Novembro de 2003
e Outubro de 2004, com sinais clinicos compativeis com qualquer das trés doengas em

estudo.
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3-Métodos
3.1 Colheita e identificagdo dos ixodideos.

A colheita dos ixodideos foi realizada em canideos presentes a consulta por motivo
de doenca ou em canideos incluidos na amostra do rastreio serologico. Os canideos foram
inspeccionados para a presenca de ixodideos nos locais de parasitacdo habituais, tais
como, pavilh&o auricular, regido cervical, regido interdigital e escroto ou regido vulvar. Apés
a colheita, foram colocados em tubos plasticos contendo cartdo humedecido ou porcdes de
plantas verdes, com o objectivo de manter a humidade relativa elevada para manter viaveis
os ixodideos e mantidos refrigerados a 4°C. A identificagdo dos ixodideos foi realizada no
Centro de Estudo de Vectores e Doencas Infecciosas (CEVDI) utilizando os critérios de

Tendeiro (1962) e as chaves de identificacao simplificadas de Nuncio (1988a, 1988b).

3.2 Teste dos hemocitos

O teste dos hemdcitos consiste na visualizacdo das rickettsias na hemolinfa dos
ixodideos. Apos a identificagdo, os espécimens foram passados sucessivamente por agua
destilada e &lcool a 70° e depois secos com papel de filtro. De cada ixodideo vivo, amputou-
se a parte distal do primeiro par de patas e a gota de hemolinfa que emergiu do corte foi
colocada em laminas de vidro. O artropode foi mantido num tubo “Eppendorff’ para posterior
congelacéo a -80°C. Depois de fixadas pelo calor, as gotas de hemolinfa foram coradas pelo
método de Giménez (1964). Posteriormente, as preparacfes foram observadas ao
microscopio 6ptico (Olympus CH) com objectiva de imerséo (10 x 100). Por este método as
rickettsias ficam coradas de vermelho enquanto que a hemolinfa e os hemdcitos ficam

corados de verde azulado.

3.3 “PCR” para a detecc¢ao de acidos nucleicos de R. conorii, B. burgdorferi e E. canis

nos ixodideos.

3.3.1 Extraccdo de ADN dos ixodideos.

Depois de descongelados, os ixodideos foram secos com papel de filtro. Preparou-
se em seguida uma solucdo de hidroxiamonia, em que se adicionou 10,5 ml de aménia a
25% a 9,5 ml de agua destilada. Adicionou-se a cada um dos tubos “Eppendorf” com
ixodideos, 100 pl desta solucdo, nos casos em que o ixodideo era bastante volumoso,
adicionaram-se 200 pl da solucdo de hidroxiamonia de modo que este fosse imerso coberto

pela solugdo. Os tubos foram fervidos a 100°C durante 20 minutos numa placa de
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aquecimento, ao qual se seguiu um arrefecimento rapido dos tubos em gelo picado e foram
separados por centrifugagdo a 5 000 r.p.m. durante dois minutos. Os tubos“eppendorf’
foram abertos e colocados na placa de aquecimento a 90°C durante 20 minutos, no interior

de uma “hotte” quimica para evaporar a amonia (Rijpkema et al, 1995).

3.3.2 Amplificacdo dos segmentos de ADN de R . conorii, E. canis e B. burgdorferi s.I.
por “PCR”.

Para a amplificacdo do ADN alvo pelo método do “PCR” foi feita a mistura dos

seguintes reagentes seguindo o protocolo do fabricante (“Roche Diagnostics”) :

a) 12,5 ul de “High fidelity PCR Master” (Roche Diagnostics)
b) 1,25 ul de cada “primer” (concentracéo final de 1,0 mM)

c) 5 ul de agua esterilizada.

Por cada tubo foram distribuidos 20 ul desta mistura de reagentes, ao quais se adicionou 5

pl da amostra com o ADN a testar.

A amplificacdo de ADN de E. canis foi realizada em dois passos (“Nested PCR")
como foi descrito por Dawson et al (1996), devido a uma maior sensibilidade desta variante
de “PCR” em relacgéo a técnica convencional na deteccdo de ADN. Enquanto para R. conorii
e B. burgdorferi s.l. foi utilizado o “PCR” convencional. Para controlar o bom desempenho da
reacgao e excluir possiveis contaminag6es foram usados controlos negativos e positivos. Os
controlos negativos obtiveram-se substituindo o volume de ADN a adicionar por um volume
igual de agua estéril. Como controlo positivo para cada agente pesquisado utilizaram-se
cultura puras de R. slovaca (para R. conorii) e B. burgdorferi s.l. enquanto para E. canis se
utilizou um controlo positivo proveniente de amostra em que previamente se amplificou e
sequenciou ADN de E. canis

A amplificacdo foi realizada num termociclador (“T300 Thermocycler’, Whatman

Biometra®) segundo os programas abaixo descritos.

[lI-Material e métodos 65



Tabela 3. Descricdo do programa utilizado no termoc  iclador para amplificar ADN de
R. conorii.

N° de Duracao/Funcéo Temperatura
ciclos
1 3 minutos 94°C
30 Desnaturacdo de | 94°C
34 segundos | ADN
30 Emparelhamento | 53°C

segundos | de “primers”

1 minuto | Extenséo do | 72°C
e 30 | segmento de
segundos | ADN pela
enzima taq
polimerase
1 7 minutos | Continuagdo da | 72°C
extensdo

O tempo total da amplificacéo foi cerca de 4 horas.
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Tabela 4. Descricdo do programa utilizado no termo

E.canis.

N° de ciclos | Duracado/Funcéao Temperatura
1 3 minutos 94°C
1 minuto Desnaturacao de | 94°C
39 ADN de alvo
2 minutos | Emparelhamento de | 45°C
“primers”
30 Extensao do | 72°C
segundos | segmento de ADN
pela enzima taq
polimerase
1 5 minutos | Continuagéo da | 72°C
extenséo
O tempo total da amplificacéo foi cerca de 4 horas.
Segundo passo
N° de ciclos Duracgao/Funcéao Temperatura
1 3 minutos 94°C
1 minuto Desnaturacdo de | 94°C
ADN alvo
2 minutos Emparelhamento | 55°C
de “primers”
39
15 Extensao do | 72°C
segundos segmento de
ADN alvo pela
enzima taq
polimerase
1 5 minutos Continuacdo da | 72°C
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Tabela 5. Descri¢cdo do programa utilizado no termoc  iclador para amplificar ADN de B.
burgdorferi s.I.

N° de | Duragdo/Funcgéao Temperatura
ciclos
1 3 minutos Desnaturacdo de | 94°C
ADN de alvo
1 minuto Emparelhamento | 63°C
45 de “primers”
30 Extenséo do | 72°C
segundos segmento de
ADN pela
enzima taq
polimerase
1 minuto Desnaturacdo de | 94°C
ADN de alvo
1 1 minuto Emparelhamento | 63°C
de “primers
1 5 minutos | Extensao do | 72°C

segmento de

ADN pela
enzima taq
polimerase

Na amplificagdo de ADN de R. conorii, 0 par de “primers” descrito por Regnery et al
(1991), utilizado nesta reaccéo deriva de duas regides do gene que codifica a enzima citrato
sintetase, sequenciado a partir de Rickettsia prowazekii (tabela 6). Na primeira reaccao de
amplificacdo de ADN de E. canis utilizaram-se os “primers” ECC e ECB (tabela 6) descritos
por Dawson et al (1996). Para os estudos de pesquisa de ADN de B. burgdorferi s.l. foram
utilizados os “primers” C e B (tabela 6) descritos por Postic et al (1994), que permitem a

deteccdo ADN de todas as dez geno-espécies englobadas no complexo B. burgdorferi s.I.
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Tabela 6. Sequéncia das bases dos oligonucleotideos sintéticos (“primers”) utilizados

para a multiplicacdo do ADN de  R. conorii, E. canis e B. burgdorferi s.I.

Sequéncia nucleotidica

Primer | Espécie (5-3) Produto
(bp)
RpCS. | R.prowazekii | GGGGCCTGCTCACGGCGCGG 381
877p
RpCS. | R.prowazekii | ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 381
1258n
ECC E. canis AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 300
ECB E. canis CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA 300
HE3 E. canis TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 390
HCS E. canis CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA | 390
C B. AATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAGC 300
burgdorferi
s.l.
B B. AAGAAGATGGCAAAACATTAGTAT 300
burgdorferi
s.l.

O “PCR nested” realizado para a amplificacdo de ADN de E. canis utilizou 3 ul do
produto da 12 amplificacéo e os “primers” HE3 e HCS, descritos na tabela 6. Nesta segunda
amplificacdo foram adicionados os mesmos componentes utilizados na primeira reaccéo de

amplificagdo nos seguintes volumes:

a)12,5 pl de “High fidelity PCR Master” (Roche Diagnostics)
b)1,25 ul de cada primer (concentracédo final de 1,0 mM)

¢)7 ul de &gua esterilizada.

Por ultimo adicionou-se 3 ul do ADN obtido a partir da primeira reacdo de amplificacéo,
obtendo-se um volume total de 25 pl da mistura dos reagentes, volume esse que foi
distribuido por cada tubo. Os tubos “Eppendorf’ foram colocados no aparelho termociclador
onde decorreu a primeira reaccdo de amplificacdo Esta segunda amplificacdo decorreu

durante 40 ciclos consecutivos, segundo o perfil de termociclagem descrito na tabela 4.
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Apos o fim da reaccéo de “PCR” a existéncia de ADN amplificado foi verificada por
electroforese, em gel agarose (1,5%, p/v), em tamp&o TBE pH (tris-Borato 0,045 M, EDTA
0,001 M), (Invitrogen Life Technologies), num aparelho de electroforese horizontal (Horizon
58, Life Technologies™). Os pocos de aplicacdo da amostra foram feitos utilizando um
pente. O gel foi submerso no tampdo TBE contendo 50 ul/l de brometo de etideo (10mg/ml).
Os produtos de reaccdo de “PCR” foram revelados adicionando-se 3 ul da mistura do
produto de “PCR” a 2 pl de uma substancia corante com uma densidade maior do que a
agua (neste caso azul de bromofenol) (Sambrook et al, 1989). Esta mistura foi colocada no
poco do gel agarose. Paralelamente reservou-se um poc¢o para a colocacdo do marcador de
peso molecular (DNA Molecular Weight Marker XI1V-100 bp ladder, Roche Diagnostics) com
graduacao de 100 pares de bases . A electroforese processou-se a 100 V 400 mA durante
25 minutos, com uma fonte de alimentacdo EPS 600 (“Electrophoresis Power Supply“-
Pharmacia). O gel foi colocado num aparelho transiluminador (“Ultraviolet transilluminator”
UVP, model TM-15 E, 220- 240 V, 50 Hz, 80 Amps) e a presenca de ADN foi verificada e

fotografada com a maquina digital .

3.4 Imunofluorescéncia indirecta em soros de canide 0S.

O teste de imunofluorescéncia indirecta (IFI) foi realizado em soros de canideos,
com o objectivo de detectar e titular os anticorpos presentes contra R. conorii, E. canis e B.
burgdorferi s.I. O soro foi separado de cada amostra de sangue por centrifugacdo, 2 horas
apos a sua colheita. Até se realizarem os ensaios serolégicos, os soros foram armazenados
a —80 °C. O protocolo do teste de IFI para R. conorii e E. canis é realizado tal como esta
indicado no manual da ESCMID (2004) e nos trabalhos de Bacellar e Filipe (2001). Os
antigénios utilizados na preparacao das laminas para IFI eram provenientes de cultura de R.
conorii estirpe malish isolada em Portugal enquanto o antigénio de E. canis utilizado foi
proveniente de culturas de células infectadas com E. canis estirpe Oklahoma, gentilmente
cedidas pelo “Center of Diseases control” na pessoa da investigadora J. Dawson. Na
preparacdo das laminas para IFI de borrelia foi utilizado como antigénio diferentes estirpes
das genoespécies B. burgdorferi s.s. e B. garinii cedidas ao CEVDI por laboratérios de

referéncia internacionais.

Cada um dos soros obtido por centrifugacao foi diluido com PBS pH 7,4, na razdo de
um para dois, e testados na diluicdo de 1:128 IgG para Rickettsia conori, (Brouqui et al,
2004), Ehrlichia canis (Davoust et al, 1998), Borrrelia burgdorferi s.l. (Doby et al, 1985)

seguindo os passos abaixo descritos.
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a) Imediatamente antes da prova da IFl, as laminas foram descongeladas e a
seguir fixadas em acetona durante 15 minutos. Secaram-se em seguida e numeram-se de
acordo com a seguinte frequéncia:

- 0s primeiros dois circulos foram reservados ao controlo positivo (antigénio+soro
testemunha positivo), na diluicdo de 1:64 e ao controlo negativo (antigénio+soro testemunha
negativo na diluicdo de 1:64.

- Os circulos seguintes foram destinados aos diversos soros a rastrear, na
diluicdes mencionadas acima.

b) foram colocados cerca de 50 pl de soro diluido de modo que cada gota
cobrisse todo o0 antigénio que estava no circulo, para cada soro foi destinado um circulo;

c) as laminas foram incubadas em camara himida a 37°C durante 30 minutos
apoOs este periodo, o soro foi arrastado por lavagem com PBS pH 7,4, por duas vezes
durante 10 minutos cada, com agitacdo magnética;

d) depois de secas ao ar, foram colocados 50 pl de conjugado fluoresceinado. O
conjugado utilizado foi o “anti-dog IgG FICT” (Sigma Immunochemicals) na diluicdo de 1:40,
com azul de Evans e PBS, sendo as laminas novamente incubadas em camara himida a
37°C durante 30 minutos. A preparacdo do conjugado para IFI de borrélia dispensa a
utilizacdo de azul de Evans ;

e) de seguida foram lavadas como ja descrito anteriormente e novamente secas,

montadas com lamela e glicerina tamponada.

Em seguida as laminas foram observadas num microscépio OLYMPUS BH-2
equipado com uma fonte de luz ultravioleta com uma ampliacdo de 10X40. Houve o cuidado
de efectuar sempre a leitura da reac¢do no centro dos circulos, ndo considerando a
fluorescéncia periférica ainda que esta fosse intensa. Nas laminas utilizadas para a titulacéo
de anticorpos para R. conorii e E. canis, 0os resultados positivos manifestam-se pela
visualizacdo das rickettsias e ehrlichias com fluorescéncia verde-macad no interior das
células de cultura aparecendo por seu lado as borrélias verdes-fluorescentes sobre um
fundo escuro. Nas amostras que ndo apresentam anticorpos, ndo se forma o complexo
antigénio-anticorpo, permanecendo o campo escuro para borrélias e para rickettsias e
ehrlichias observam-se apenas as células utilizadas para a sua cultura coradas de vermelho.
A leitura da fluorescéncia tipica e especifica de coér verde-maca e a sua graduacdo estdo
ligadas a subjectividade do observador. A fim de n&o depender os resultados, somente de
um anico observador, sempre que possivel as observacfes das laminas foram feitas em

simultdneo com outro técnico experiente na leitura deste teste de diagnostico.
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3.5 Isolamento dos agentes infecciosos em estudo.

O isolamento de agentes infecciosos restringiu-se a R. conorii. Optou-se por ndo se
realizar o isolamento de E. canis devido a morosidade do processo (até 8 semanas) e a
baixa sensibilidade desta técnica quando comparada com o “PCR”. Ja em relacdo ao
isolamento de B. burgdorferi s.I, ndo se observou nenhum quadro clinico ou laboratorial
compativel com borreliose de Lyme entre os 55 canideos consultados, o que invalidou a
tenativa de isolamento deste agente. As colheitas de sangue realizaram-se em canideos
presentes a consulta com quadro clinico compativel ao causado pela infec¢cdo por R. conorii.
O sangue foi obtido por colheita asséptica em veia periférica para tubo com EDTA, (S-
monovette®1, 2 ml, Sarstedt), mantendo-se refrigerado a 4°C durante um periodo maximo
de 48 horas. Seguindo-se uma centrifugacdo a 5 000 r.p.m. durante 10 minutos (em
centrifuga refrigerada) com o objectivo de separar o “buffy coat “ das restantes frac¢des do
sangue. A abertura do tubo apés centrifugacao, realizou-se em camara de fluxo laminar tipo
Biohazard Il, procedendo-se depois a separacao das trés fraccdes do sangue para trés
distintos tubos esterilizados, sendo logo de seguida congelados a —80 °C, permanecendo

assim até posterior processamento.

As tentativas de isolamento foram realizadas a partir do “buffy coat” aplicando a
técnica denominada de “shell vial”. Esta consiste na centrifugacdo da amostra sobre uma
camada de células em crescimento continuo em cultura. O fundamento da técnica consiste
em obrigar pela forca da centrifugacdo que os microrganismos (parasitas intracelulares
obrigatdrios) que estejam na amostra penetrem na camada celular. Os microrganismos
extracelulares, bem como o material da amostra, que figuem no sobrenadante s&o

decantados. O procedimento utilizado foi o seguinte:

a) a metodologia aplicada implica que seja iniciado antes da inoculagédo, o
crescimento de uma cultura de células Vero E6 no fundo plano de frascos com 3 cm® de
capacidade e 1,5 cm de didmetro, de modo que no dia do isolamento se tenha uma camada
celular continua.

b) Trabalhando numa camara de fluxo laminar tipo Biohazard Il, emulsionaram-se
200 pl de “buffy coat” com 0,5 ml de meio de cultura de células (Eagle’s minimum essential
medium — MEM-Gibco) adicionado de de 1% de glutamina, 8% de soro bovino e sem adi¢céo
de antibioticos (este meio serd referido nesta dissertacdo como MEM completo).

¢) Esta emulséo foi depositada sobre uma camada de células Vero E6 a crescer no
fundo dos frascos, que foram de imediato centrifugados a 5000 r.p.m., a 20°C durante 45
minutos.

d) O meio foi decantado e substituido por 1,5 ml de MEM completo;

e) Os frascos foram incubados, a 32 °C durante 5-6 dias;
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f) Apoés este periodo de tempo, nos frascos em que ao fim de 48 horas ndo se
observou contaminacdo com bactérias e/ou fungos, as células foram suspensas no meio de
cultura, pela accdo de esferas de vidro esterilizadas de 0,5 mm de diametro;

g) Esta suspensao foi transferida para um frasco de cultura de células de 25 ml de
capacidade, onde foi cultivada uma camada de células Vero E6. Deixou-se adsorver,
durante 30 minutos, com agitacdo horizontal ocasional, a temperatura ambiente;

h) Foram adicionados 5 ml de MEM completo e os frascos colocados na estufa a
32 °C, durante 5-6 dias.

Para controlo da infec¢do, ao fim deste periodo de tempo, com uma pipeta de
Pasteur, raspou-se uma pequena quantidade de células as quais foram colocadas em
laminas de vidro de microscopia e fixadas pelo calor, para posterior coloracdo de Gimenez
(Gimenez, 1964) e observacdo ao microscépio 6ptico (Olympus CH) com objectiva de
imerséo (10 x 100).

3.6 “PCR” para a deteccao de ADN dos agentes infecc  i0sos em sangue de canideo.

Neste trabalho utilizou-se a técnica de “PCR” para a detec¢cdo de ADN de E. canis
e R. conorii em sangue de canideos presentes a consulta apresentando sintomatologia de
infeccdo por um destes agentes. O sangue foi colhido tal como foi descrito anteriormente no
ponto 3.5. A deteccdo do ADN alvo dos agentes atras referidos, realizou-se no “buffy coat”
(fraccao enriquecida de leucécitos do sangue total) devido ao tropismo dos microrganismos

intracelulares em estudo pelos mondcitos.
3.6.1 Extraccdo de ADN em “buffy coat”

A extraccdo do ADN de R. conorii e E. canis a partir do “buffy coat” realizou-se
utilizando o “Flexigene ADN Kit” (Qiagen Gmbh). O protocolo (anexo I) utilizado para esta
técnica seguiu as instrugcbes do fabricante para a extraccdo de ADN em 100 pl de “buffy
coat”. Até posterior amplificacdo de ADN por “PCR”, os tubos contendo o ADN extraido
foram conservados a —20°C.

3.6.2 Amplificacdo dos segmentos de ADN de  R. conorii

A partir do ADN extraido, os segmentos de ADN de R. conorii foram amplificados

por “PCR” seguindo a metodologia ja descrita no ponto 3.3.2 desta dissertacao.
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3.6.3 Amplificagdo dos segmentos de ADN de  E. canis

Utilizando o ADN extraido pela metodologia descrita anteriormente, procedeu-se a
tentativa de amplificacdo dos segmentos de ADN de E. canis por “PCR” seguindo o

protocolo descrito no ponto 3.3.2 desta dissertacao.

3.6.4 Purificacdo e sequenciacdo dos amplicons

A purificacdo dos segmentos de ADN amplificados nos pontos 3.6.2 e 3.6.3 foi
realizada com o objectivo de uma posterior sequenciacdo para caracterizar a espécie e/ou
estirpe dos microrganismos envolvidos nos quadros clinicos observados em canideos. Este
procedimento iniciou-se a partir do ADN extraido (segundo o protocolo descrito no ponto
3.6.1) e continuando pela amplificacdo dos segmentos de ADN seguindo o protocolo
descrito anteriormente em 3.3.2 e 3.3.3. A purificacdo do ADN amplificado anteriormente
dos restos de “primers” e Taq polimerase, foi realizada utilizando o kit de purificacdo de ADN
JETquick (Genomed Gmbh) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Ap6s a
purificacdo, executou-se uma amplificacdo de sequenciacdo utilizando os seguintes
reagentes por cada amostra de ADN purificado :

™ «

- 8ul de “Big Dye ™ * terminator cycle sequencing” (PE Applied Biosystems) ;

- 1yl do “primer” RpCS. 877p para R. conorii e para E. canis o “primer” ECC;

- 3ul (sinal forte do amplicon em gel de agarose) a 5 pl (sinal fraco do amplicon em gel
de agarose) por amostra de ADN positivo na primeira reaccao de amplificacao;

- completar com agua estéril até se perfazer o volume total de 20 pl por cada amostra.

Os tubos contendo os componentes descritos anteriormente foram colocados no aparelho
termociclador onde ocorreu a reaccao de amplificacdo (“T300 Thermocycler”, Whatman
Biometra®),. Neste termociclador a amplificacdo foi realizada em programa descrito na

tabela 7 com uma duracao aproximada de 3 horas :

Tabela 7 — Programa da amplificacdo de sequenciacéo

N° de Duracgéo Temperatura
ciclos
25 30 segundos | 96°C

15 segundos | 96°C
1 segundo 50°C

4 minutos 60°C
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Os segmentos de ADN amplificados nesta Ultima reaccao foram guardados a — 80°C, sendo
enviados posteriormente para a Unidade laboratorial de utilizagdo comum do Instituto
Nacional de Saude Ricardo Jorge, onde as sequéncias foram determinadas no
sequenciador 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). ApoOs revisdo e edicao, a

procura da homologia das sequéncias foi feita pela analise BLASTN do GenBank.
3.7. Exames hematolégicos.

3.7.1 Técnicas de concentragcdo leucocitdria e visua lizacdo de agentes

infecciosos em esfregaco.

Devido ao escasso numero de morulas de E. canis habitualmente presentes no sangue
periférico, é importante proceder a uma concentracao de leucécitos a fim de se efectuar uma
melhor visualizacdo dos mondcitos e de outros leucécitos que habitualmente contém
moérulas deste microrganismo. A concentracdo leucocitaria baseou-se na técnica descrita
por Davoust et al (1998) para a pesquisa de morulas de E. canis e compreendeu 0s

seguintes passos:

1- Recolheu-se de 2,5 ml de sangue para tubo contendo EDTA.

2- Centrifugacéo do tubo a 2000 r.p.m., durante 5 minutos.

3- Retirou-se o plasma.

4- Centrifugacdo a 10000 r.p.m. durante 10 minutos.

5- Retirou-se a camada leucocitéria e efectuar esfregacos finos.

6- Corou-se os esfregacos com Giemsa.

7- Observou-se os esfregacos ao microscopio 6ptico (Olympus CH) com objectiva
de imerséo (10 x 100).

3.7.2 Hemograma.

A avaliacdo de alguns pardmetros hematoldgicos apresentam inegavel interesse
se tivermos em conta a importancia do sistema hematopoiético como alvo preferencial de
dos agentes em estudo, nomeadamente E. canis e R. conorii. Na tentativa de melhor
caracterizar as alteracdes hematoldgicas causadas por estes agentes, realizaram-se
hemogramas em todos os canideos presentes a consulta com quadro clinico suspeito. O
sangue foi colhido em veia periférica para tubo com EDTA e processado em contador de
células automaticas (Hemavet® 850, CDC technologies, Inc.) até duas horas apos a sua
colheita. Os valores de referéncia utilizados para os diversos parametros hematologicos sao
o0s descritos por Brockus e Andreasen (2000). De entre os parametros hematoldgicos

medidos destacam-se:
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- Ne° total de eritrocitos

- Ne° total de leucdcitos

- Valor de hematocrito

- Hemoglobina (g/dl)

- N° total de plagquetas

- Contagens diferenciais de leucécitos

- Volume globular médio (MCV)

- Concentracdo da hemoglobulina globular média (MCHC)
- Hemoglobina globular média (MCH)

- Volume plaquetar médio (MPV)

3.8 Procedimentos especiais/rotina utilizados em s  ituagdes clinicas .

Em canideos presentes a consulta com um quadro clinico de ehrlichiose monicitica
canina, febre botonosa ou borreliose de Lyme, para além de uma avaliagdo dos varios
parametros hematoldgicos, realizou-se também uma avaliagdo da funcdo hepética e renal
sempre que as condicdes financeiras do proprietario o permitiram. Na maior parte dos
canideos executaram-se testes de ELISA comerciais de ehrlichiose monocitica canina e
borreliose de Lyme. A urindlise efectuou-se sempre que se observaram sinais urolégicos.
Nas situag@es clinicas que pela sua evolugdo conduziram a morte, procedeu-se a necrépsia
do animal até as 12 horas post-mortem. Em todas as necrépsias colheram-se amostras de
6rgaos ricos em sistema mononuclear fagocitario como pulmao, baco, figado e linfonodos
regionais. As amostras destes 6rgaos foram conservadas em formol a 10% e processados
para analise histopatolégica pelo servico de anatomia-patolégica do Hospital Veterinario da

Universidade de Evora.

3.9 Métodos estatisticos

Nesta dissertacdo, foram rastreados serologicamente 100 canideos amostrados de
forma aleatoria simples, em cada um dos 4 trimestres correspondentes as quatro estagdes
do ano perfazendo uma amostra total de 400 animais. A dimensdo minima da amostra foi
calculada em 48 canideos, utilizando a férmula de Cannon e Roe (1982) para um intervalo
de confianca de 99%. Os valores de seroprevaléncia utilizados como referéncia para o
calculo da referida amostra, foram de 54% (Bacellar et al, 1995), 44,4 % (Silveira, 1992) e
9% (Nuncio, 2001) respectivamente para febre botonosa, ehrlichiose monocitica canina e
borreliose de Lyme. Tendo em conta a disparidade destes valores optou-se por utilizar o

valor de 9% para este célculo, uma vez que este produzia a amostra de maior dimensao.
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A amostra aleatéria simples foi gerada pelo programa Microsoft Excel (Microsoft®
corporation) através da funcdo “Random between” que devolve uma amostra aleatéria da
populacao de aproximadamente 5000 registos clinicos fornecidos pelas instituicdes referidas
no ponto 2.2. Os dados epidemioldgicos recolhidos através de fichas individuais de inquérito
epidemiolégico (em anexo) e de dados provenientes das analises laboratoriais foram
armazenados num base de dados construida com o programa Microsoft Acess (Microsoft®
corporation) e posteriormente tratados estatisticamente pelo programa SPSS 11.5 (SPSS
Inc). Para determinacdo de factores de risco utilizou-se o teste estatistico de independéncia
de variaveis, qui-quadrado. Naqueles factores em que se demonstrou a dependéncia,
calculou-se o “Odds ratio” utilizando o programa Win Episcope 2.0, permitindo uma melhor

caracterizacao dos factores de risco.

Os dados recolhidos através de fichas de inquérito (em anexo), em canideos
presentes a consulta com quadro clinico compativel com uma das doencas em estudo foram
armazenados em base de dados construida pelo programa Microsoft Acess (Microsoft®
corporation) e tratados estatisticamente pelo programa Microsoft Excel (Microsoft®
corporation). O tratamento estatistico destes dados implicou sobretudo a utilizagdo de

métodos de estatistica descritiva.

A populagcdo de ixodideos foi colhida em canideos presentes a consulta ou
enquadrados no rastreio serolégico, sendo estes numerados e identificados para posterior
amostragem aleatéria simples. A dimensdo da amostra a estudar foi calculada em 45
ixodideos, utilizou-se a férmula de Cannon e Roe e um nivel de confianca de 99% para
chegarmos a este niumero. Como valores de referéncia para a prevaléncia de infeccéo
utilizamos os valores de 24,2% (Bacellar et al, 1996) e 8,5% (Felek et al, 2003)
respectivamente para R. conorii e E. canis, tendo em conta a diferenca de valores optou-se
por este dltimo, por produzir uma amostra de maior dimensdo. Apesar dos ixodideos
colhidos e identificados corresponderem na sua totalidade & espécie R. sanguineus e de até
ao momento ndo se considerar esta espécie de ixodideos como vector de B. burgdorferi s.I.
tentou-se a sua amplificacdo de ADN nos 45 ixodideos amostrados. A amostra aleatoria foi
contruida utilizando a funcdo “random between” do programa Microsoft Excel (Microsoft®

corporation).
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4. Diagrama de execugao

Ixodideos:
Colheita de
ixodideos no
canideo.
Identificacdo da
espécie de
ixodideo
“PCR” para a
deteccdo de
acidos nucleicos
Teste dos Congelagéo dos agentes
hemaécitos a—-380°C infecciosos em
estudo
Canideos :
Colheita de

sangue/EDTA em veia
periférica de canideos.

Canideos saudéaveis
rastreados de forma
aleatoria.

Canideos presentes a
consulta com quadro clinico
compativel com uma das
doencas em estudo

AN

Centrifugacao/separagéo
do plasma e
congelamento do mesmo
a-80°C

Centrifugacao/sep
aracdo do plasma
e “buffy coat” e
congelamento dos
mesmos a —80°C

Realizacdo de
hemograma

v

Realizacdo da técnica de
imunofluorescéncia indirecta

Técnicas de concentracao
leucocitaria e visualizacdo
dos agentes infecciosos
em esfregaco
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IV Resultados

1. Ixodideos

Entre o Outono de 2003 e o Verdo de 2004 colheram-se 188 ixodideos pertencentes a
espécie R. sanguineus que se distribuiram como mostra a tabela 6.

Tabela 8 — Distribui¢cdo dos ixodideos colhidos dura  nte as quatro estagdes.

Estacdo do
ano Outono Inverno Primavera Verao Total
N° de M F M F M F M F
ixodideos 0 0 24 21 11 31 2 44 133
adultos
N° de 59
ninfas 0 0 8 51
N° de 6
larvas 0 0 3 3
Total 0 45 53 90 188
% 0% 23 % 29 % 48 % 100

%

Figura 1 — Evolucdo das capturas dos diferentes est  adios de ixodideos, ao longo das
quatro estacoes.
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Figura 2 — Evolucdo da captura de ixodideos em cani deos, durante as quatro

estacoes.

Evolucédo da captura de ixodideos em canideos durante
as quatro estacoes

100+
80+

_ 60 H Outono

N° de ixodideos
401 OlInverno
E Primavera
201 @ Verio
O |
Outono Inverno  Primavera  Verdo
Estacdes

1.1 Resultados do teste dos hemécitos.

Em todos os ixodideos vivos adultos foi realizado o teste dos hemdcitos com o

objectivo de se visualizarem “RLO-rickettsia like organisms”, observando-se o seguinte

resultado:
Tabela 9 — Resultados do teste dos hemacitos utili zado no estudo dos ixodideos.
N° de ixodideos em que se observou 1(2,3%)

“rickettsia like-organisms” na hemolinfa/
(%)

N° de ixodideos vivos estudados 43

1.2 Prevaléncias de infecc¢do dos ixodideos estudad  os por PCR.
Dos 188 ixodideos, foram amostrados 45 ixodideos de forma aleatéria simples com o

objectivo de se determinar a prevaléncia de infeccdo dos agentes infecciosos, na populacao

de ixodideos capturados, utilizando a técnica de “PCR” para amplificagdo do ADN alvo.
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Tabela 10 — Prevaléncias de infecc¢cdo em ixodideos

Agente

infeccioso

N° de ixodideos
em que se
amplificou ADN
(n=45)
Prevaléncia de
infecgéozx IC
99%

2. Canideos

2.1 Estudo epidemioldgico.

2.1.1 Resultados das seroprevaléncias.

Os canideos foram estudados em duas vertentes, epidemioldgica e clinica. O estudo
epidemiolégico consistiu num rastreio serolégico executado em quatro pontos do ano
correspodentes as quatro estacdes do ano, nos quais se utilizou a técnica de IFI para o
estudo dos referidos soros. O valor do limiar de positividade considerado para as trés
doencas, foi um titulo de anticorpos igual ou superior a 1/128. A seroprevaléncia foi

determinada para as trés doencas, pontualmente em cada uma das estacbes e para

Rickettsia

conorii

10

22,2%+ 0,832

Ehrlichia canis

2,2%+ 0,0626

estudados por “PCR”.

Borrelia

burgdorferi s.I.

0%=+0

totalidade da populacdo estudada, como é dado observar pela tabela 9.

Tabela 11 — Distribuicdo sazonal das seroprevalénci

quatros estacoes.

Doenca

Seroprevaléncia
Outono=IC 99%

Seroprevaléncia

Invernox IC 99%

IV-Resultados

febre

botonosa

45%310,36
(n=100)
38%:+0,96
(n=100)

ehrlichiose
monocitica
canina
6%z0,14
(n=100)
4%:+0,089
(n=100)

81

borreliose de

Lyme

6%:0,14
(n=100)
290,036
(n=100)

Total

11

24,4%

as das trés doencas, durante as



Tabela 11 (continuagdo)— Distribuicdo sazonal dass  eroprevaléncias das trés doencas,

durante as quatros estacdes.

Doenca febre ehrlichiose borreliose de
botonosa monacitica Lyme
canina
Seroprevaléncia 36%+0,91 7%0,16 1%=+0
Primaveraz IC (n=100) (n=100) (n=100)
99%
Seroprevaléncia 35%+0,88 4%=+0,089 1%+0
Verdoz IC 99% (n=100) (n=100) (n=100)

Seroprevaléncia 38,5%+0,48 5,25%+0,604 2,25%20,043
total+ IC 99% (n=400) (n=400) (n=400)

Figura 3 — Distribuicdo sazonal das seroprevaléncia s das trés doencas, durante as

quatro estacdes do ano.

Seroprevaléncias das trés doencas em estudo

100+
90+
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70 botonosa
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10 borreliose de Lyme
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Outono Primavera
estacdes do ano
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Figura 4 — Distribuicdo das seroprevaléncias totais para cada uma das trés doengas.

Seroprevaléncias totais das trés doencas

100
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80
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% 50 38,5
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10 | 5,25 2,25
0 ‘ ‘ [ ‘
Seroprevaléncia Seroprevaléncia Seroprevaléncia
febre botonosa ehrlichiose borreliose de
monocitica canina Lyme

2.1.2 Caracterizagdo da amostra.

Antes de qualquer andlise, apresenta-se succintamente as caracteristicas da amostra

gerada para cada um dos trimestres.

Tabela 12 — Caracterizacdo da amostra do 1° trimest  re.

Aptidao Sexo Area de residéncia Idade Profilaxia
de
N° de ixodideos
canideos 84 63 36 residentes em | 83 tem | 75
rastreados | canideos machos | areas rurais mais de | canideos
companhia 2 anos fazem
profilaxia
100 10 37 39 residentes em | 17 tem | 25
canideos canideos fémeas | areas urbanas menos canideos
de guarda de 2 | ndo fazem
4 canideos 25 residentes em | @nos profilaxia
de caca areas sub-urbanas
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Tabela 13 — Caracterizacdo da amostra do 2° trimes tre.

N° de

canideos

rastreados

100 canideos

Aptid&o

84
canideos
de

companhia

12
canideos

de guarda

4 canideos

de caca

Sexo

54

machos

46

fémeas

Area de

residéncia

43 residentes em

areas rurais

35 residentes em

areas urbanas

22 residentes em
areas sub-

urbanas

Tabela 14 — Caracterizacdo da amostra do 3° trimest  re.

N° de
canideos

rastreados

100

canideos

IV-Resultados

Aptidao

81 canideos
de

companhia

8

canideos

de guarda

11 canideos

de caca

Sexo

69

machos

31

fémeas

Area de

residéncia

48 residentes em

areas rurais

34 residentes em

areas urbanas

17 residentes em
areas sub-

urbanas

Idade

64 tem
mais de

2 anos

36 tem
mais de

2 anos

Idade

67 tem
mais de
2 anos
de
idade

33 tem
menos
de 2
anos de
idade

Profilaxia
de

ixodideos

67
canideos
fazem

profilaxia

23
canideos
nao fazem

profilaxia

Profilaxia
de

ixodideos

66
canideos
fazem
profilaxia
de

ixodideos

24
canideos
fazem
profilaxia
de

ixodideos



Tabela 15— Caracterizacdo da amostra do 4° trimestr  e.

N° de Aptidao Sexo

canideos

rastreados
86 58
canideos machos
de
companhia

100

canideos 11 42
canideos fémeas
de guarda
3 canideos
de caca

Area de residéncia

43 canideos
residem em areas

rurais

31 canideos
residem em areas

rurais

26 canideos
residem em areas

sub-urbanas

2.1.2 Associagbes encontradas entre 0s animais sero

variaveis, para cada um dos trimestres e na totalid

Idade

73 tem
mais de
2 anos
de
idade

27 tem
menos
de 2
anos de
idade

positivos e

ade da amostra.

Profilaxia

de

ixodideos

73
canideos
fazem
profilaxia
de

ixodideos

17
canideos
ndo fazem
profilaxia
de

ixodideos

as diferentes

Em cada um dos trimestres, tentou-se estabelecer uma associacdo entre 0s animais

seropositivos para cada um das doencas e 0s Vvarios

factores de risco considerados,

utilizando o teste de independéncia de variaveis, qui-quadrado. Nos factores de risco

considerados dependentes da seropositividade, foi calculado o “Odds ratio”. Os factores de

risco avaliados nesta dissertacdo encontram-se descritos na tabela 18.

Tabela 16 — Factores de risco testados para a depen

Factores de

risco:

Idade >2 anos

<2 anos
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Factores de risco:

Animais coabitantes

85

déncia de variaveis.

Cao
Gato

Coelho

Outros



Tabela 16 (continuacdo) — Factores de risco testado

s para a dependéncia de variaveis.

Factores Factores de risco:
risco:
sexo Macho Frequéncia de contacto | Diério
Fémea com o exterior Ocasional
Nunca
Aptidao Companhia Local de contacto com | Baldios
Caca 0 exterior Jardim publico
Guarda Praia
outros
Raca Definida Presenca de ixodideos | Sim
Indefinida no momento do rastreio | Nao
Profilaxia Coleiras Frequéncia de | Uma ocasido
Pipetas parasitacdo por | Duas ou mais
“Sprays” ixodideos ocasibes
Banhos
Area Rural Cargas de parasitacdo @ Uma
residéncia Urbana por ixodideos localizacdo
Sub-urbana Duas
localizacbes
Generalizada
Concelho 16 concelhos | Presenga de doengas | Sim
residéncia do distrito de | imunosupressoras N&ao
Faro
Tipo Curta Portador de | Sim
Pelagem Longa Leishamniose N&o
Médio

Foi possivel nesta dissertacdo estabelecer dependéncia entre os factores acima
descritos e a seropositividade para os agentes infecciosos estudados neste trabalho,
mediante o teste de qui-quadrado, demostrando assim a existéncia de relacdes
estatisticamente significativas para algumas delas, considerando um nivel de significancia

de 5%, como se reconhece pelas seguintes tabelas.
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Tabela 17 — Demonstracdo de dependéncia de factores e a seropositividade para os

agentes infecciosos no 1° trimestre.

Factores de risco Seropositividade Seropositividade Seropositividade

para febre | para ehrlichiose para borreliose
botonosa monocitica de Lyme
canina
Idade Sim N&ao N&o
p=0,026<0,05 p=0,359>0,05 p=0,568>0,05
Sexo Sim N&o N&o
p=0,03<0,05 p=0,365>0,05 p=0,653>0,05
Aptidao Nao Nao Nao
p=0,177>0,05 p=0,679>0,05 p=0,321>0,05
Raca N&o N&o N&o
p=0,120>0,05 p=0,464>0,05 p=0,506>0,05
Profilaxia N&o N&o N&o
p=0,327>0,05 p=0,144>0,05 p=0,319>0,05
Area de residéncia N&o N&o N&o
p<0,1 p=0,178>0,05 p=0,239>0,05
p=0,072>0,05
Concelho de residéncia N&o N&o N&o
p=0,466>0,05 p=0,365>0,05 p=0,0,54>0,05
p>0,1
Mudancas de residéncia N&ao N&o N&o
p=0,92>0,05 p=0,146>0,05 p=0,377>0,05
Tipo de Pelagem Sim N&o N&o
p=0,037<0,05 p=0,0492>0,05 p=0,277>0,05
Animais coabitantes N&o N&o N&o
p=0,391>0,05 p=0,373>0,05 p=0,250>0,05
Frequéncia de contacto | Nao N&ao N&o
com o exterior p=0,463>0,05 p=0,367>0,05 p=0,633>0,05
Local de contacto com o | Nao N&o N&o
exterior P=0,138>0,05 p=0,238>0,05 p=0,377>0,05
Presenca de ixodideos Nao Nao Nao
p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Tabela 17 (continuacgdo)

seropositividade para os agentes infecciosos no 1°

Factores de risco

Frequéncia de
parasitacdo por
ixodideos

Cargas de parasitacao

por ixodideos

Portador de doencas
imunosupressoras
Portador de

Leishmaniose.

Tabela 18 — Demonstracdo de dependéncia de factores

agentes infecciosos

Factores de risco S

Idade

Sexo

Aptidao

Raca

Profilaxia

IV-Resultados

Seropositividade

Demonstracdo de dependénc

ia
trimestre.

Seropositividade

para febre | para ehrlichiose
botonosa monocitica canina
N&o N&o

p=0,325>0,05 p=0,632>0,05

N&o N&o

p=0,378>0,05 p=0,568>0,05
Valor de teste ndo | Valor de teste néo
valido. valido.

N&o N&o

p=0,465>0,05 p=0,677>0,05

no 2° trimestre.

eropositividade
para febre
botonosa

N&o

p<0,1
p=0,0,85>0,05

N&o

p=0,343>0,05

N&o

p=0,39>0,05

N&o
p=0,453>0,05
N&o
p=0,219>0,05

Seropositividade
para ehrlichiose
monocitica canina
N&o
p=0,545>0,05

Nao
p=0,372>0,05
Sim
p=0,013<0,05

N&o
p=0,365>0,05
N&o
p=0,55>0,05

88

de factores e a

Seropositividade
para borreliose

de Lyme

N&o
p=0,632>0,05

Nao
p=0,568>0,05
de

ndo valido.

Valor teste

Nao
p=0,323>0,05

e a seropositividade para os

Seropositividade
para borreliose de
Lyme

N&o
p=0,593>0,05

N&o
p=0,298>0,05
N&o

p<0,1
p=0,092>0,05
N&o
p=0,526>0,05
N&o
p=0,463>0,05



Tabela 18 (continuagdo) -

seropositividade para os agentes infecciosos no 2°

Factores de risco

Area de residéncia

Concelho de

residéncia

Tipo de Pelagem

Animais coabitantes

Frequéncia de
contacto com o]
exterior
Local de contacto

com o exterior

Presenca de
ixodideos
Frequéncia de
parasitacdo por
ixodideos
Cargas de
parasitacdo por
ixodideos

Presenca de doencas

imunosupressoras

Portador de

Leishmaniose.
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Seropositividade
para febre

botonosa

N&o
p=0,117>0,05
N&ao
p=0,247>0,05

N&o
p=0,270>0,05
N&ao
p=0,220>0,05
N&ao
p=0,123>0,05

N&o
p=0,121>0,05
N&o
p=0,567>0,05
N&ao
p=0,197>0,05

Nao
p=0,19>0,05

Valor de teste néo
valido.

N&o

p=0,618>0,05

89

Demonstracdo de dependénc

Seropositividade
para ehrlichiose

monocitica canina

N&o
p=0,597>0,05
N&o
p=0,240>0,05

N&o
p=0,383>0,05
N&ao
p=0,614>0,05
N&o
p=0,745>0,05

N&o
p=0,682>0,05
N&o
p=0,554>0,05
N&ao
p=0,267>0,05

Nao
p=0,256>0,05

Valor de teste nédo
valido.

N&o

p=0,778>0,05

trimestre.

ia de factores e a

Seropositividade
para borreliose de

Lyme

N&ao
p=0,486>0,05
N&ao

p<0,1
p=0,058>0,05
N&o
p=0,695>0,05
N&o
p=0,167>0,05
N&ao
p=0,618>0,05

N&o
p=0,173>0,05
N&o
p=0,671>0,05
N&o
p=0,618>0,05

N&ao

p<0,1
p=0,55>0,05
Valor de teste
valido.

N&o
p=0,883>0,05



Tabela 19 — Demonstracdo de dependéncia de factores e a seropositividade para 0s

agentes infecciosos no 3° trimestre.

Factores de risco Seropositividade Seropositividade Seropositividade

para febre | para ehrlichiose para borreliose de
botonosa monaocitica canina Lyme
ldade Sim N&o N&ao
p=0,024<0,05 p<0,1 p=0,670>0,05
p=0,054>0,05
Sexo N&ao N&o N&ao
p=0,564>0,05 p<0,1 p=0,690>0,05
p=0,067>0,05
Aptidao Nao Sim Néao
p=0,123>0,05 p=0,003<0,05 p=0,110>0,05
Raca N&o N&o N&o
p=0,327>0,05 p<0,1 p=0,680>0,05
p=0,061>0,05
Profilaxia N&ao N&o N&ao
p=0,330>0,05 p=0,367>0,05 p=0,510>0,05
Area de residéncia N&o Sim N&o
p=0,185>0,05 p=0,033<0,05 p=0,485>0,05
Concelho de | Nao Sim N&o
residéncia p=0,361>0,05 p=0,008<0,05 p<0,1
p=0,090>0,05
Tipo de Pelagem N&o N&o N&o
p=0,374>0,05 p=0,248>0,05 p=0,586>0,05
Animais coabitantes N&ao N&o N&ao
p=0,339>0,05 p=0,133>0,05 p=0,758>0,05
Frequéncia de | Nao N&ao Nao
contacto com o | p=0,401>0,05 p=0,189>0,05 p=0,70>0,05
exterior
Local de contacto @ N&o Sim N&o
com o exterior p=0,138>0,05 p=0,041<0,05 p=0,44>0,05
Presenca de | Nao N&o N&ao
ixodideos p=0,384>0,05 p=0,336>0,05 p=0,860>0,05
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Tabela 19 (continuacdo) — Demonstragdo de dependénc ia de factores e a

seropositividade para os agentes infecciosos no 3° trimestre.

Factores de risco

Seropositividade

Seropositividade

Seropositividade

para febre | para ehrlichiose para borreliose de
botonosa monaocitica canina Lyme
Frequéncia de | Nao N&o N&o
parasitacdo por | p=0,119>0,05 p=0,160>0,05 p=0,160>0,05
ixodideos
Cargas de | Nao N&o N&ao
parasitacdo por | p=0,269>0,05 p=0,271>0,05 p=0,190>0,05
ixodideos
Presenca de doencas | Nao Nao Nao
imunosupressoras p=0,9>0,05 p=0,87>0,05 p=0,89>0,05
Portador de | Nao N&o N&o
Leishmaniose. p=0,359>0,05 p=0,397>0,05 p=0,880>0,05

Tabela 20 — Demonstracdo de dependéncia de factores

agentes infecciosos no 4° trimestre.

Factores de risco

Seropositividade

Seropositividade

e a seropositividade para os

Seropositividade

para febre | para ehrlichiose para borreliose de
botonosa monocitica canina Lyme

Idade Sim N&o N&o
p=0,008<0,05 p=0,278>0,05 p>0,05

Sexo N&o Nao N&o
p=0,175>0,05 p=0,439>0,05 p>0,05

Aptidao N&ao N&o N&ao
p=0,430>0,05 p=0,458>0,05 p=0,140>0,05

Raca Néao Nao Néao
p=0,290>0,05 p=0,563>0,05 p=0,650>0,05

Profilaxia Nao N&o Nao
p=0,287>0,05 p=0,104>0,05 P=0,170>0,05

Area de residéncia N&o N&o N&o
p=0,127>0,05 p=0,318>0,05 p=0,430>0,05
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Tabela 20 (continuagdo) -

seropositividade para os agentes infecciosos no 4°

Factores de risco

Concelho de
residéncia
Mudanca de
residéncia

Tipo de Pelagem

Animais coabitantes

Frequéncia de
contacto com o

exterior

Local de contacto

com o exterior

Presenca de
ixodideos
Frequéncia de
parasitacdo por
ixodideos
Cargas de
parasitacdo por
ixodideos

Presenca de doencas

imunosupressoras

Portador de

Leishmaniose.

IV-Resultados

Seropositividade

para
botonosa

Sim
p=0,039<0,05
N&o
p=0,489>0,05
N&o
p=0,287>0,05
N&o
p=0,306>0,05
N&o
p=0,247>0,05

N&o
p=0,249>0,05
N&o

p<0,1
p=0,084>0,05
N&o
p=0,498>0,05

Nao
p<0,1
p=0,087>0,05

Valor de teste nao

vélido.
N&o
p=0587>0,05

Demonstracdo de dependénc

Seropositividade
para ehrlichiose
monocitica canina
Sim
p=0,029<0,05
N&o
p=0,265>0,05
Nao
p=0,234>0,05
N&o
p=0,414>0,05
N&o
p=0,812>0,05

N&o
p=0,334>0,05
Sim
p=0,049<0,05

Nao
p=0,595>0,05

Nao
p=0,434>0,05

Valor de teste nédo
valido.

N&ao

p=0,579>0,05

92

trimestre.

ia de factores e a

Seropositividade
para borreliose de
Lyme

N&o
p=0,610>0,05
N&o
p=0,820>0,05
N&o
p=0,50>0,05
N&o
p=0,570>0,05
N&ao
p=0,457>0,05

Valor de teste néo
valido.

N&o

p=0,960>0,05

Nao
p=0,820>0,05

N&o
p=0,150>0,05

Valor de teste néo
valido.

N&o

p=0,880>0,05



Tabela 21 - Demonstracdo de dependéncia de factores

agentes infecciosos para a totalidade da amostra.

Factores de risco

Idade

Sexo

Aptidao

Raca

Profilaxia

Area de residéncia

Concelho de

residéncia

Mudancas de

residéncia

Tipo de Pelagem

Animais coabitantes

Frequéncia de

contacto com

exterior

Local de

com o exterior

Presenca de

ixodideos

IV-Resultados

contacto

Seropositividade

para febre

botonosa

Sim
p=0,0008<0,05
N&o
P=0,482>0,05
N&o
P=0,108>0,05
N&o
P=0,347>0,05
N&o
P=0,380>0,05
N&o
P=0,143>0,05
N&o
P=0,183>0,05
N&o
P=0,492>0,05
N&o
P=0,308>0,05
N&o
P=0,473>0,05

Nao
P=0,528>0,05

N&ao
P=0,120>0,05
N&o
P=0,216>0,05

Seropositividade
para ehrlichiose
monocitica canina
Sim
p=0,007<0,05
N&o
p=0,115>0,05
Sim
p=0,001<0,05
N&o
p=0,165>0,05
N&o
p=0,280>0,05
Sim
p=0,018<0,05
N&ao
p=0,132>0,05
N&o
p=0,278>0,05
N&o
p=0,135>0,05
N&o
p=0,058>0,05
p<0,1

N&ao
p=0,509>0,05

N&o, p=0,075>0,05
p<0,1

N&o

p=0,382>0,05

e a seropositividade para os

Seropositividade
para borreliose de
Lyme

N&ao
p=0,429>0,05
N&o
p=0,419>0,05
Sim
p=0,013<0,05
N&o
p=0,623>0,05
N&ao
p=0,227>0,05
N&o
p=0,556>0,05
N&o
p=0,134>0,05
N&ao
p=0,629>0,05
N&o
p=0,306>0,05
N&o
p=0,254>0,05

Nao
p=0,214>0,05

N&ao
p=0,451)>0,05
N&o
p=0,325>0,05



Tabela 21

(continuagdo)-Demonstracéo

de dependéncia de

seropositividade para os agentes infecciosos para a

Frequéncia de
parasitacéo por
ixodideos

Cargas de
parasitacdo por
ixodideos

Portador de

Leishmaniose.

Nao
P=0,453)>0,05

Nao

p=0,10>0,05

N&o
p=0,290>0,05

2.1.4. Resultados do “Odds ratio”.

factores e a

totalidade da amostra.

N&o N&o
p=0,224>0,05 p=0,214>0,05
N&ao N&o
p=0,299>0,05 p=0,108>0,05
Nao Nao
p=0,091>0,05 p=0,577>0,05
p<0,1

Na tentativa de melhor caracterizar os factores de risco, procederam-se aos calculos

do “Odds ratio” para os factores de risco para 0s quais se provou existir uma associacao

estatistica com a seropositividade para uma das doencgas.

Tabela 22-Resultados do “Odds ratio” para os factor

botonosa.
Factor | 1° trimestre
de risco
Idade OR=4,780

2%trimestre

Canideos com

idade superior

a 2 anos tem

mais

4,780

probabilidades

de

seropositivo.

IV-Resultados

ser

3° trimestre

OR=2,835

Canideos com
idade superior
a 2 anos tem
2,835
probabilidades

mais

de ser

seropositivo.

94

es de risco para a febre

4° trimestre

OR=4,244

Canideos com
idade superior
a 2 anos tem
4,244
probabilidades

mais

de ser

seropositivo.

Estatisticas
globais
OR=3,071
Canideos com
idade superior
a 2 anos tem
3,071
probabilidades

mais

de ser

seropositivo.



Tabela 22 (continuagédo)—Resultados do “Odds ratio”

febre botonosa.

Factor

de risco

Sexo

Pelagem

1° trimestre

OR=2,127
Canideos de
sexo feminino
tem mais
2,127
probabilidades
de ser

seropositivo.

OR=2,563
Canideos com
pelagem curta
tem mais
2,563
probabilidades
de ser

sropositivo.

2%trimestre

3° trimestre

Tabela 23—-Resultados do “Odds ratio” para os factor

monocitica canina.

Factor de
risco 10 2° trimestre
trimestre
Aptidao OR=41,00
Canideos de

IV-Resultados

caca tem mais
41,00
probabilidades
de ser

seropositivo.

3° trimestre

OR=6,933
Canideos de
caca tem mais
6,933
probabilidades
de ser

seropositivo.

95

4° trimestre

para os factores de risco para a

Estatisticas

globais

es de risco para a ehrlichiose

4° trimestre

Estatisticas

globais

OR=3,625
Canideos de
caca tem mais
3,625
probabilidades
de ser

seropositivo.



Tabela 23 (continuagdo) — Resultados do “Odds ratio

ehrlichiose monocitica canina.

Factor de
risco 1°

trimestre

Area de

residéncia

Local de
contacto
com o]

exterior -

Presenca -
de

ixodideos

IV-Resultados

2° trimestre

3° trimestre 4° trimestre

OR=8,333

Canideos de

areas rurais

tem mais -
8,333

probabilidades

de ser

seropositivo.

OR=3,462
Canideos que

passeiam em

areas de -
baldios tem
mais 3,462 de
ser
seropositivo
- OR=11,00
Canideos

parasitados
por ixodideos
tem 11,00
mais
probabilidades
de ser

seropositivo.

96

" para os factores de risco para a

Estatisticas

globais

OR=2,797
Canideos de
areas rurais
tem mais
2,797
probabilidades
de ser

seropositivo.



Tabela 23 (continuacdo) — Resultados do “Odds ratio " para os factores de risco para a

ehrlichiose monocitica canina.

Factor de

risco 10 2° trimestre 3° trimestre 4° trimestre Estatisticas
trimestre globais

ldade OR=8,390

Canideos com
idade superior
- - - - a 2 anos tem
8,390 mais
probabilidades
de ser

seropositivo.

Tabela 24—Resultados do “Odds ratio” para os factor  es de risco para a borreliose de

Lyme.

Factor de 1° trimestre 2° trimestre 3%rimestre  4°trimestre 2 statisticas

risco globais
Aptidédo OR=8,368
Canideos de

caca tem mais

- - - - 6,933
probabilidades
de ser

seropositivo

2.1.5. Demonstracdo de sazonalidade na variacdo de  seroprevaléncias.

Em relacdo a febre botonosa e a ehrlichiose monocitica canina demonstrou-se a nao
existéncia de uma relacdo estatisticamente significativa entre as variagbes da
seroprevaléncia e a estacdo do ano, podendo-se afirmar que as diferengas existentes sdo
devidas ao acaso e ndo ao factor estacdo do ano. J4 em relagdo a borreliose de Lyme, o
valor de teste estatistico foi considerado ndo valido devido ao baixo niumero de positivos
registados que conduziram a que o numero de valores esperados fosse inferior a 5 em

todas as células, condicao obrigatoria verificar para validar este teste.
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Tabela 25 — Valores do teste estatistico qui-quadra  do para a sazonalidade.

Doenca febre botonosa  ehrlichiose borreliose de
monocitica canina Lyme

Sazonalidade na | p=1584>0,05 | p=1,286>0.05 Valor de p néo

seroprevaléncia valido.

2.2 Estudo clinico

Paralelamente ao estudo epidemioldgico, realizou-se um estudo clinico que consistiu
na caracterizacdo clinica de 55 canideos presentes a consulta com um quadro
sintomatolégico compativel com o das doencas em estudo. Em todos eles realizaram-se
exames hematoldgicos, tentativa de isolamento de Rickettsia conorii em “shell vial”, estudos
serolégicos por IFI, PCR a partir de “buffy coat” e sequenciacdo dos respectivos produtos

amplificados.

2.2.1 Caracterizacdo dos canideos incluidos no est  udo clinico.

Tabela 26 - Caracterizacao dos canideos incluidos  no estudo clinico.

Idade, n/ % 23 canideos tinham menos 32 canideos tinham mais
de 2 anos de idade/42% de 2 anos de idade/58%

Sexo, n/ % 29 fémeas/53% 26 machos/47%
Raca, n/ % 14 canideos de raca 41 canideos de raca
indeterminada/25% definida/75%
Aptidao, n/ % 6 canideos de 43 canideos de 6 canideos de
caca/ll% companhia/78% guarda/11%
Area de 36 canideos 11 canideos 6 canideos
residéncia, n/ residiam em area | residiam em area residiam em
% rural/65% urbana/24% area sub-
urbana/11%
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Tabela 26 - Distribuicdo dos canideos incluidos no
residéncia.
Concelho de residéncia
Albufeira
Faro
Loulé
Olhdo
Portiméo
S&o Bras de Alportel
Tavira
Vila Real de Santo
Antonio

Total

Figura 5 — Distribuicdo dos canideos incluidos no e

residéncia.

estudo clinico por concelho de

n/%
1/2%
19/35%
7/13%
7/113%
2/14%
9/16%
8/15%
1/2%

55/100%

studo clinico por concelho de

Distribuicdo dos canideos por concelho de residénci a

O Albufeira

W Faro

O Loulé

O Olhdo

H Portiméo

O Séo Brés de Alportel
W Tavira

[ Vila Real de Santo
Antonio
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2.2.2 Quadros clinicos observados

Os canideos presentes a consulta apresentando sinais clinicos sugestivos das trés
doencas abordadas nesta tese, foram sujeitos a exame clinico com o objectivo de se
colherem todos os achados clinicos e apresenta-los de forma a conhecerem-se os quadros
clinicos mais frequentemente associados aos agentes E. canis, R. conorii e B. burgdorferi

s.l. Os sinais clinicos foram colhidos e registados em ficha de exame clinico em anexo.

Tabela 28 - Distribuicdo dos diferentes sinais clin  icos enquanto estimulos

iatrotrépicos.

Estimulo iatrotropico n/%
Anorexia 49/89%
Claudicacéao 7/113%
Febre 49/89%
Epistaxis 5/9%
Hematoquézia 2/4%
Hematuaria 1/2%
Hemorragia gengival 0/0%
Petéquias 6/11%
Perda de peso 24/44%
Outros 16/30%
Figura 6 - Distribuicdo dos  diferentes sinais clin  icos enquanto estimulos
iatrotépicos.
Frequéncia de estimulos iatrotrépicos
60 49 49
8 50 — —
o 40 -
S 30 24 o
8 i87 5 6 1 2 7 ] & ‘I
© == \v)
..L' " sk R ¢ O & &
e R W oy N &
R AR R S S I
LA & v &
\?\?.- e QQ/ oéfb"
S
S
sinais clinicos
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Tabela 29-Distribui¢cdo da informagao recolhida na h istéria pregressa.

n=55 Sim (n/%) N&o (n/%)
Canideos portadores de doenca 6/11% 49/89%
imunosupressora
Canideos que faziam profilaxia de 24/23,6% 31/77,4%
ixodideos
Canideos que apresentavam 23/42% 32/58%
ixodideos no momento do exame
clinico
Canideos, aos quais ja tinham sido 1/2% 54/98%

diagnosticados previamente uma das

trés doencas em estudo

Canideos vacinados para borreliose 0/0% 55/100%

de Lyme

Tabela 30 - Distribuicdo dos achados do exame clini  co.

Sinais clinicos: n/%
Hipertermia 46/84%
Petéquias 8/15%
Epistaxis 3/5%
Hematoquézia 1/2%
Melena 0/0%
Hematuria 1/2%
Claudicacéao 5/9%
Efusao articular 1/2%
Perda de peso 11/20%
Mucosas pélidas 20/36%
Ictericia 2/4%
Sinais oftalmol6gicos 1/2%
Sinais digestivos 7/13%
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Tabela 30 (continuacao)- Distribuicdo dos achadosd 0 exame clinico.

Sinais clinicos: n/%
Sinais neurolégicos 0/0%
Hipertrofia de linfonodos 33/60%
Outros sinais clinicos 2/4%

Figura 7 - Distribuicdo dos achados do exame clinic  o.

Distribuicdo dos achados do exame clinico

O Hipertermia

Ml Petéquias

[ Epistaxis

O Hematoquézia

B Melena

O Hematuaria

W Claudicacéo

O Efuséo articular

W Perca de peso

B Mucosas pélidas

O Ictericia

O Sinais oftalmologicos
B Sinais digestivos

Bl Sinais neuroldgicos
M Hipertrofia de linfonodos

W Outros sinais clinicos

2.23 PCR.

Todos os 55 canideos incluidos no estudo clinico foram estudados por PCR, tentando-
se amplificar ADN de R. conorii e E. canis.

Tabela 31 — Distribuicdo dos animais estudados por PCR.

Agente infeccioso R. conorii E. canis Total

N° de animais | 9 (16,3%) 14 (25,4%) | 23(42%)

positivos (n=55)

IV-Resultados 102



Figura 8 — Distribuicdo dos animais estudados por P

CR.

Distribuicdo dos animais estudados por PCR

60
50+
40+

N° de animais

20
10+

PCR +
para E.
canis

N° de
animais
estudados

EPCR + para E. canis
EPCR + para R. conorii
O N° de animais estudados

2.2.4 Comparacdao dos resultados de PCR com IFI.

Os resultados obtidos na investigagcdo dos casos clinicos

por PCR foram

comparados com os resultados obtidos por IFI na tentativa de demonstrar a técnica de PCR

enguanto meio de diagnostico precoce.

Tabela 32 — Comparacéo dos resultados obtidos por P

N° de animais 14
positivos por PCR

para E. canis

(n=55)

N° de positivos 6 (48%)
por PCR

seronegativos por
IFI (%), (N=55)

2.2.5 Sequenciacao dos produtos de “PCR”".

CR com os obtidos por IFI.

N° de
positivos por PCR

animais 9

para R. conorii
(n=55)

N° de positivos por 2 (22,2%)
PCR seronegativos

por IFI (%)

(n=55)

Os segmentos de ADN amplificadas por “PCR” utilizando os primers acima descritos

para R. conorii e E. canis foram sequenciados de modo a que a sequéncia de nucledtidos

produzida, foi introduzida na base de dados Genbank obtendo-se 0s seguintes resultados:
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Tabela 33 - Resultados da sequenciacdo dos amplicon s de ADN, utlizando os
“primers” descritos.
n Espécie sequenciada
9 Rickettsia spp.
10 Ehrlichia canis

2.2.6

2.2.7

Isolamento de agentes infecciosos

O isolamento de R. conorii foi tentado sem sucesso, em 55 animais.

Hemograma

Através do hemograma foi possivel medir varios parametros hematoldgicos referidos

em 3.2. Os dados provenientes de 55 hemogramas realizados em igual nimero de

canideos, foram tratados estatisticamente através de medidas de localizacédo e dispersao,

de forma a resumir o grande volume de dados produzidos.

Tabela 34- Estatistica descritiva dos varios param  etros de hemograma estudados.

Parametro estudado Media Desvio Valor Valor n | Mediana K Moda
padrdo | minimo | maximo

Ne° total de eritrécitos 4,31 1,59 0,81 7,37 55 4.8 4,01

(x10° /)

N° total de leucdcitos 8,49 6,73 0,28 44,02 55 6,1 6,1

(x10°/ul)

Valor de hematdcrito 30,27 11,19 7,4 54,5 55 30,7 30

(%)

Hemoglobina (g/dl) 10,45 3,98 1,7 17,3 55 10,8 7

N° total de plaquetas 90,83 47,77 29 221 55 78 102

(x10%/ul)

Volume globular 71,20 7,64 60,5 107,2 55 69,65 74

médio — MCV (fl)

Concentracao da 33,59 3,72 23 42,4 55 33,5 36,1

hemoglobulina
globular média -

MCHC (g/dl)
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Tabela 34 (continuacao) - Estatistica descritiva d

estudados.

Hemoglobina

globular média -
MCH (pg)
Volume plaquetar

médio — MPV (fl)

Contagem de
neutrofilos

(x103 /)

Contagem de
linfécitos

(x103 /ul)

Contagem de
monaQcitos

(x103 /ul)

Contagem de
eosindfilos

(x10%/ul)

Contagem de
basofilos

(x103 /)

Tabela 35-Distribuicdo das principais anomalias hem

24,12 3,04
11,47 1,68
4,61 3,59
2,57 3,71
1,47 2,27
0,12 0,12

0,01 0,015

19,4

6,9

0,05

0,08

0,00

0,00

0,00

hemograma.
Anemia Leucopenia
N=55 (<5,5x10° (< 6 000
eritrécitos/pl) leucécitos/pl)
n/ % 39/71% 26 147%
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35,5 55
15 55
19,26 55
21,34 55
14,27 55
0,46 55
0,05 55

23,85

11,4

3,95

1,22

0,9
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Figura 9 — Distribuicdo das principais anomalias he ~ matoldgicas.
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Tabela 36— Distribuicéo das principais anomalias do leucograma.
n=55 Neutropenia |Neutrofilia Linfopenia Linfocitose Eosinopenia |Eosinofilia
n/ % 14/25% 4/7% 19/35% 8/15% 8/15% 6/11%

Figura 10 — Distribuicdo das principais anomaliasd o leucograma.
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2.2.8 Visualizacao de agentes infecciosos em esfreg  aco sanguineo.

Em todos os canideos incluidos neste estudo clinico realizaram-se esfregacos

sanguineos, verificando-se o0s seguintes resultados.
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Tabela 37 — Distribuicdo da obervacao dos varios pa  rasitas sanguineos.

Agente Mérulas | Hepatozoon Microfilarias Merozoitos Total
infeccioso de E. | canis de Dirofilaria A de Babesia
canis spp. canis

N° de esfregacos

em que se

observou 3/ 5,4% 1/1,8% 4/ 7,27% 1/1,8% 9/
agentes 16,3%
infecciosos/ %

(n=55)

Figura 11 — Distribuicdo da observacédo dos varios p  arasitas sanguineos.
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2.2.9 Imunufluorescéncia indirecta (IFI)
A todos canideos incluidos neste estudo clinico foram realizados exames seroldgicos
por IFI, com o objectivo de se determinar a seropositividade para os agentes em estudo. Os

resultados por IFI foram os seguintes:

Tabela 38 — Distribui¢céo dos resultados por IFI.

Titulode Ig G Titulo de Ig Titulode Ig G Titulo de Ig
n=55 21:128 para R. G 21:128 21:128 para B. G 21:128
conorii para E. canis | burgdorferi s.l. para R.
conorii e E.
canis
N/ % 28/51% 11/20% 0/0% 7/13%

Figura 12 — Distribuicdo dos resultados de serologi a por IFI em animais presentes a
consulta.

Distribuicéo dos resultados da serologia por IFI

OTitulode Ilg G > =1:128
para R. conorii

ETitulode lg G >=1:128
para E. canis

OTitulode Ilg G >=1:128
para B. burgdorferi s.I.

OTitulo de lg G > =1:128
para R. conorii e E.
canis
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2.2.10 Terapéutica especifica.

Em todos os canideos incluidos no estudo clinico, foi instituida terapéutica segundo

diferentes protocolos, observando-se as seguintes frequéncias.

Figura 13 — Distribuicdo dos varios protocolos tera péuticos utilizados no estudo
clinico.

Terapéutica especifica

@ Doxiciclina 10mg/Kg
SID 28 dias +
Dipropionato de
imidocarb 5 mg/Kg SC
cada 14 dias

22% Ml Doxiciclina 10mg/Kg
BID 28 dias

0,
15% 63% | O Doxiciclina 10mg/Kg
SID 28 dias
Figura 14 — Resposta a terapéutica especifica.
Resposta a terapéutica especifica.
60
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Sim N&o
Remissao dos sinais clinicos em 24-48 horas ap0s
administracéo de doxiciclina
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2.2.11 Outros procedimentos

Em alguns dos canideos, foi possivel realizar um perfil bioquimico de modo a avaliar
as funcdes renais e hepaticas, assessoriamente executaram-se medi¢cdes da albumina,
globulinas e proteinas totais. Nos canideos incluidos neste estudo, que morreram no

decurso do mesmo foram sujeitos necrépsia registando-se as alteracdes a nivel histolégico.

Tabela 39-Distribuicdo das alteracdes de perfil bio  quimico

N° de perfis bioguimicos n=19 %
realizados.
Elevagéo de BUN (27,0mg/dI) 1 5%

e Creatinina (>1,80mg/dl)

Elevacédo de ALT (>100U/L) 4 21%
Elevagéo de ALKP (>212U/L) 1 5%
Hipoalbuminémia (<2,70 g/dl) 13 68%
Hiperproteinémia ((>8,20g/dl) 3 16%
Hiperglobulinémia (>4,50g/dl) 11 58%

Durante o estudo clinico realizaram-se trés necrépsias, onde foram colhidos
pedacos de figado, baco, pulmdo e linfonodo para exame histopatoldégico. Entre as

alteracdes histoldgicas observadas registaram-se as seguintes:

Tabela 40-Altera¢Bes histoldgicas dos orgédo colhido s em necrépsia.

Orgdo |Canideo 1 - “PCR” Canideo 2- “PCR” Canideo 3-“PCR” negativo
positivo para E. canis e | negativo para R. para R. conorii e E. canis
negativo para R. | conorii e E. canis
conorii.

Baco | Hiperplasia inflamatéria | Hiperplasia Imagens de eritrofagocitose.
linfoplasmocitaria inflamatéria Hipoplasia da polpa branca.

linfoplasmocitaria.

Figado | Congestéo. Lesbes de hepatite | Congestéo.
Degenerescéncia focal necroética. Degenerescéncia vacuolar
vacuolar dos hepatdcitos. dos hepatécitos
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Tabela 40 (continuacado)-Alteracdes histoldgicas dos

Orgéo Canideo 1 - “PCR”
positivo para E. canis e
negativo para R.
conorii.

Pulméo Congestado e hemorragia.
Proliferacdo de células
mononucleadas nos

septos interalveolares.

Linfonodo | Congestdo e hemorragia.
Imagens de
eritrofagocitose.  Ligeira

hiperplasia linfocitéaria.

IV-Resultados

Canideo 2- “PCR”
negativo para R.

conorii e E. canis

Congestéao e

hemorragia.

hiperplasia folicular
linfocitaria

inflamatoria.
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orgao colhidos em necrdépsia.

Canideo 3-“PCR” negativo

para R. conorii e E. canis

Congestao e edema

alveolar.

Congestao e hemorragia.



V—Discussao de resultados.

Antes da descricdo do trabalho realizado, foi considerado de interesse que na
presente dissertacdo constasse um enquadramento tedrico ao tema abordado. Assim,
apresentou-se uma revisao bibliografica no ambito das trés doencas estudadas abordando
aspectos como o diagnéstico laboratorial, epidemiologia, quadro clinico e terapéutica
especifica. A bibliografia citada constou de documentos classicos e de alguns trabalhos

mais recentes, que contém contribuicdes significativas ao tema.

Ixodideos

Durante o periodo em que decorreu a fase experimental desta dissertacdo, todos os
ixodideos colhidos foram identificados como Rhipicephalus sanguineus, facto esperado se
tivermos em conta que todos as colheitas foram executadas em canideos do Sul do pais.
Existem varios estudos que vdo de encontro aos resultados apresentados nesta
dissertacdo. Papazahariadou et al (2003) demonstraram que 90,3% dos ixodideos colhidos
em canideos pertenciam a espécie R. sanguineus. Bacellar et al (1991) demostraram que de
todos os ixodideos colhidos no sul do pais em mamiferos domésticos, 60% pertenciam a
espécie R. sanguineus. Outro facto que suporta a existéncia desta espécie no Algarve,
relaciona-se com as condi¢des climaticas presentes nesta regido que se aproximam das
ideais para esta espécie de ixodideos, nomeadamente uma temperatura média anual que
oscila entre os 15°C e os 18°C (iFrance, 2004), valores compreendidos entre a temperaturas

médias minimas e maximas consideradas ideais para R. sanguineus (Caeiro, 1992).

O nuamero e os diferentes estadios desta espécie colhidos ao longo das quatro
estacbOes permitiu evidenciar uma evolugcdo compativel com o que seria de esperar para a
dindmica de popula¢cdes observada e descrita para R. sanguineus na area do Mediterranio.
A auséncia de colheita de ixodideos no Outono prende-se com o facto de as colheitas se
terem realizado no final de Novembro e Dezembro, meses onde as temperaturas induzem a
diapausa nesta espécie de ixodideo. Durante o Inverno foi possivel colher R. sanguineus;
esta colheita deu-se nos meses de Fevereiro e Marco, periodo onde no Algarve se regista
uma temperatura adequada a actividade dos adultos, suportando os resultados obtidos por
Gilot et al (1990) que indicam a existéncia de condicBes climaticas na bacia do
Mediterraneo, para a actividade de R. sanguineus entre os meses de Fevereiro e Novembro.
Durante os meses de Primavera e Verdo, como seria de esperar, foram colhidos a maioria
dos ixodideos, respectivamente 29% e 48% do total dos ixodideos. A presenga de ninfas e
larvas, foi notada apenas na Primavera e Verdo, contribuindo as ninfas para 57% dos
ixodideos colhidos neste ultimo periodo, facto j& demonstrado por Gilot et al (1990) que

localizaram o pico de actividade dos estadios imaturos (larvas e ninfas) nos meses

V- Discusséo de resultados 112



compreendidos entre Julho e Setembro, enquanto os adultos desta espécie sdo mais activos

€ numerosos nos meses de Primavera.

Em relacéo ao teste de hemdécitos, observaram-se “rickettsia like organisms-RLO” em
2,3% dos ixodideos estudados, valor ligeiramente mais elevado do registado por Bacellar et
al (2003) que em 3000 ixodideos do complexo R. sanguineus colhidos em Portugal, apenas

1,6% destes ixodideos apresentavam um teste de hemacitos considerado positivo.

Para rickettsias do grupo das febres exanteméticas foi possivel determinar a sua
prevaléncia de infeccdo utilizando o par de “primers” RpCs877p e RpCS1258n amplificados
por PCR. Nos ixodideos estudados determinou-se uma prevaléncia de infeccdo de 22,2%
para as rickettsias do grupo referido anteriormente, valor acima do esperado para a regido
do Mediterranio se comparado com o rastreio efectuado por Psaroulaki et al (2003) em
ixodideos do complexo R. sanguineus capturados na provincia de Fokida-Grécia em que a
prevaléncia de infec¢éo calculada foi de 1,6% em 439 ixodideos. A prevaléncia de infeccéo
por E. canis na amostra de ixodideos estudada por PCR, foi calculada em 2,2%, valor
inferior ao registado (8,5%) por Felek et al (2003) em R. sanguineus colhidos de canideos
do estado de Oklahoma-EUA, desconhecendo-se porém se estes valores estdo acima ou
abaixo do esperado para a regido Mediterranica, uma vez que ndo existem estudos
publicados visando a prevaléncia de infec¢do de R. sanguineus por E. canis. Nos ixodideos
estudados por “PCR”, ndo se amplificou ADN de Borrelia burgdorferi s.l. Este facto ja era
esperado, uma vez que sO foram colhidos ixodideos da espécie R. sanguineus, espécie
nunca incluida até ao momento no conjunto de vectores desta espiroqueta. Estrada-Pefia et
al (1995), estudaram por IFl a hemolinfa de diversas espécies de ixodideos nas quais se
incluiam 835 R. sanguineus e concluiu pelos mesmos valores de prevaléncia para B.
burgdorferi s.I demonstrados nesta dissertacdo. Em Portugal, Nuncio (2001), tentou isolar e
cultivar B. burgdorferi s.I. sem sucesso a partir 221 R. sanguineus capturados em
canideos. Na tentativa de melhor caracterizar os segmentos de ADN amplificados por
“PCR”, estes deveriam ter sido sequenciados com objectivo de identificar espécies
envolvidas, sendo sobretudo importante para diferenciar as varias espécies de rickettsias
patogénicas das ndo patogénicas. A presenca de rickettsias ndo patogénicas, como R.
massilae e Bar 29 em R. sanguineus, tem sido documentada por varios autores (Bacellar et
al, 1995; Bacellar, 1996; Psaroulaki, 2003), o que nos leva a supor que a prevaléncia de
infeccdo para R. conorii em ixodideos podera estar sobrestimada devido a possibilidade de

amplificacdo de ADN de rickettsias ndo-patogénicas pelo par “primers”.
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Estudo epidemiolégico

As seroprevaléncias para cada uma das doencas foram estimadas globalmente e
trimestralmente, tentando-se estabelecer adicionalmente um padréo de sazonalidade para

estes Ultimos valores.

Os valores estimados de seroprevaléncia para a febre botonosa calculados na
totalidade e trimestralmente ficaram abaixo do valor de 84,6% encontrado por Bacellar et al
(1995) numa populacdo de canideos do canil de Setubal. Existem varios factores que
podem explicar esta diferenca, entre eles o limiar de positividade (1/128-1gG) para IFI que
nesta dissertacao foi superior ao utilizado pelos referidos autores (1/64). O valor de 1/128 é
aconselhado pela ESCMID (Brouqui et al, 2004), na tentativa de a este titulo se diminuir as
reaccdes cruzadas entre as varias espécies de rickettsias ndo patogénicas e R. conorii. Os
canideos incluidos na amostra estudada sédo provenientes de uma populacdo medicalizada
onde uma grande maioria (82,8% dos 400 canideos) faz profilaxia de ixodideos sob diversas
formas, em oposi¢cao aos canideos estudados por Bacellar et al (1995) que sdo provenientes
de uma populacdo de canideos errantes, mais expostos a ixodideos e ndo medicalizados,

explicando-se deste modo as diferengas existentes ao nivel da seroprevaléncia.

A existéncia de factores de risco para a seropositividade foi testada utilizando o teste
de qui-quadrado, sendo possivel determinar estatisticamente uma dependéncia de variaveis
entre 0 sexo, a idade, a pelagem e a seropositividade para febre botonosa, no primeiro
trimestre. Em relac@o ao terceiro e quatro trimestre estabeleceu-se uma dependéncia de
variaveis entre o factor idade e a seropositividade para febre botonosa o mesmo
acontecendo para a totalidade dos animais rastreados. No quarto trimestre foi ainda possivel
estabelecer uma associacdo entre a variavel concelho de residéncia e a seropositividade

para febre botonosa.

O estabelecimento de uma associacéo entre o factor sexo e a seroprevaléncia da
febre botonosa foi apenas estabelecida no primeiro trimestre, ndo tendo sido descrito como
um factor de risco para a febre botonosa nos dados publicados até ao momento, devemos
porém interpretar esta associagcdo com alguma reserva devido a assimetria existente na

amostra estudada para os dois sexos (65 machos e 35 fémeas).
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A existéncia de uma associacao entre o tipo de pelagem e o estado serolégico do
canideo ndo tinha sido estabelecida nos rastreios seroldgicos realizados anteriormente em
populacdes de canideos. A andlise estatistica demonstrou a existéncia de uma
seroprevaléncia superior nos animais de pelo curto e médio, que teremos que interpretar
com cautela devido ao baixo numero de animais de pélo longo (apenas 12) incluidos na
amostra quando comparados com os canideos de pélo curto e médio (respectivamente 52 e
34). Esta associacao foi apenas demonstrada num trimestre, ndo se repetindo nos restantes
trimestres e na analise global de dados. Contudo é possivel que os ixodideos tenham mais
dificuldades em fixar-se em canideos de pélo longo, devido a preferéncia deste artrépodes
por se fixarem em zonas glabras e é provavel por essa razao que as cargas parasitarias de
ixodideos sejam mais elevadas em canideos de pélo curto explicando-se desta forma os

valores mais elevados de seroprevaléncia neste grupo de canideos.

A associacdo entre o factor idade e seropositividade demonstrada pela andlise
estatistica, permitiram concluir que a frequéncia de seropositivos nos canideos com idade
superior a dois anos é estatisticamente superior aos de idade inferior a dois anos sendo
considerado por isso um factor de risco (OR=4,780, OR=4,244, OR=3,071, OR=2,835),
relagdo j4 anteriormente demonstrada em rastreios anteriormente realizados em outros
paises (Delgado e Carmenes, 1992; Melgrati et al, 2000). Pensamos que a existéncia desta
dependéncia de variaveis estd relacionada com um maior nimero de oportunidades de
exposicdo ao agente, pela razdo que a medida que a idade do canideo aumenta, os
periodos de exposicdo ao vector serdo na sua totalidade cada vez maiores e as
oportunidades de exposicdo ao agente serdo igualmente superiores, explicando-se assim

uma maior seroprevaléncia nos canideos com idade superior a dois anos.

No quarto trimestre estabeleceu-se uma associacdo estatistica entre o factor
concelho de residéncia e o estado seroldgico dos canideos para febre botonosa, que se
interpreta com reserva pela razdo de que 75% dos canideos incluidos nesta amostra
pertencem a quatro concelhos (Faro, Loulé, Olhdo e Tavira), facto que retrata com fidelidade
0 que se passa ha populacdo em estudo, onde a grande maioria dos canideos residem nos
concelhos do sotavento algarvio, ndo sendo por isso de atribuir grande relevo e dai tirar
conclusdes que se direccionam para uma maior de seroprevaléncia nestes quatros

concelhos em relacdo aos restantes.

A inexisténcia de uma associacdo entre factores como a aptiddo (nomeadamente a
aptiddo de trabalho), area residéncia (rural, urbana, sub-urbana) e valores de
seroprevaléncia ndo foi demonstrada neste estudo ao contrario de outros autores (Delgado

e Carmenes, 1992; Melgrati et al, 2000) em cujos estudos se determinaram valores de
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seroprevaléncia para febre botonosa estatisticamente superiores e dependentes das
variaveis aptidao trabalho e residéncia em é&reas rurais. Contudo Estrada-Pefia (2004), nos
seus estudos sobre distribuicdo e bidtopos preferidos de R. sanguineus, refere a existéncia
de condi¢des ecolbgicas para o desenvolvimento desta espécie ndo s6 em areas rurais mas
também em areas urbanas, nomedamente em locais que sao comuns no interior das
cidades tais como jardins (publicos ou privados) e parques, suportando 0S N0OSSO0S
resultados em que € possivel o contacto entre canideos de companhia de areas urbanas e
R. conorii e a posterior seroconversdo, conduzindo a valores de seroprevaléncia nestas
populacdes que se aproximam dos encontrados em populagdes rurais ou sub-urbanas. A
nossa experiéncia pessoal e conhecimento que temos das cidades desta regido,
comprovam a existéncia de areas de baldios (onde predominam os estratos arbustivos e
herbaceos) no interior das mesmas, adequadas ao desenvolvimento e contacto com
populacdes de R. sanguineus sendo por isso possivel aos canideos de origem urbana

seroconverterem para R. conorii.

Ao longo dos quatro trimestres as diferencas existentes nas seroprevaléncias de
febre botonosa ndo foram consideradas estatisticamente significativas para um nivel de
significancia 5%, (p=1,584>0,05), concluindo-se pela inexisténcia de sazonalidade na
seroprevaléncia de febre botonosa. Tesouro et al (1998), demonstraram que nos canideos,
apos contacto com R. conorii, 0s titulos de anticorpos podem persistir até 750 dias anulando
ndo sO a seronegativacdo que se daria nos meses de menor exposi¢cdo a R. sanguineus
(compreendidos entre Feveriro e Novembro) mas também as diferencas na seroprevaléncia

existentes entre as diferencas estacfes do ano (Gilot et al, 1990).

As seroprevaléncias trimestrais e total de ehrlichiose monocitica canina, situaram-se
abaixo dos valores registados para outras populaces de canideos da area do Mediterranio.
Em Portugal, os rastreios realizados préviamente nos anos 90 por Silveira (1992) e Bacell ar
(1995), documentaram niveis de seroprevaléncia de respectivamente 44,4% e 54,5%. As
diferencas registadas entre estes valores e 0s apresentados nesta dissertacdo derivam
sobretudo destes autores incluirem na amostra rastreada canideos errantes provenientes de
canis municipais que nao realizavam profilaxia de ixodideos e que apresentavam um
contacto com os biétopos dos vectores mais intenso, enquanto a amostra sujeita a rastreio
nesta dissertacdo é proveniente de uma populacdo medicalizada, heterogénea nas suas
aptiddes e constituida por animais residentes em zonas urbanas, sub-urbanas e rurais que
realizavam profilaxia de ixodideos em 82,6% dos casos no momento do rastreio. E um facto
conhecido que populacdes medicalizadas apresentam niveis de seroprevaléncia inferiores
aqueles registados para populacdes em risco, como sdo 0s cdes de caca e 0s cées

errantes. Tomando como exemplo varios estudos: Sainz et al (1995) registaram
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seroprevaléncias de 2,29% numa populacdo de caes policias que fazia profilaxia de
parasitas externos com regularidade, enquanto a seroprevaléncia em 2077 cées do Exército
Americano foi de 11% (Harrus et al, 1997a), o que nos leva a concluir que as populagfes de
canideos que cumprem programas de salde preventiva apresentam valores de
seroprevaléncia mais baixas do que a populacdo em geral. Como limiar de positividade
utilizou-se o titulo de 1/128 (considerado por Davoust et al como um titulo moderadamente
positivo) em oposi¢cdo aos titulos de 1/40 e 1/64 utilizados pelos rastreios referidos

anteriormente, factor que contribui obviamente para as diferencas observadas.

A andlise estatistica dos dados permitiu estabelecer varias associacdes estatisticas
entre os factores testados e a seropositividade para E. canis. A dependéncia entre
seropositividade para E. canis e o factor de risco aptiddo do animal (OR=6,933, OR=3,625,)
foi demonstrada na andlise dos dados epidemiol6gicos colhidos no terceiro trimestre e
adicionalmente na analise global de dados. Nos periodos referidos anteriormente o0s
canideos pertencentes a aptiddo caca evidenciaram uma seroprevaléncia estatisticamente
superior as demais aptiddes (companhia e guarda), tal como ja tinha sido demonstrado por
Sainz et al (1996) em estudo semelhante, facto provavelmente relacionado com um maior
risco de contacto com os vectores e seus bidtopos. No terceiro trimestre e na analise global
de dados, observaram-se seroprevaléncias mais elevadas nos canideos que residiam em
areas rurais relativamente aos que residiam em &reas urbanas e sub-urbanas,
provavelmente devido ao maior risco de exposi¢cao a ixodideos que se observa nas areas
rurais. O concelho de residéncia foi também incluida entre as variaveis que influenciavam o
estado seroldgico dos canideos no terceiro e quarto trimestre, tal como em outras
associacOes estatisticas feitas anteriormente para os mesmos factores temos que manter a
mesma reserva, pela razdo de que as seroprevaléncias mais elevadas registam-se em
apenas quatro concelhos (Faro, Loulé, Sdo Bras de Alportel e Tavira) que constituiem 82%
dos canideos da amostra. Esta situacdo verifica-se porque a maioria das clinicas que
forneceram os registos clinicos, tem como area de influéncia os concelhos referidos
anteriormente. Factores como o local de contacto com o exterior (OR=3,462), idade
(OR=8,390) e a presenca de ixodideos (OR=11,00), foram também classificados como
factores de risco no terceiro trimestre, quarto trimestre e na analise global dos dados. No
primeiro caso verificou-se uma maior seroprevaléncia nos animais que passeavam
regularmente em baldios (12,8%) em oposicéo aos que passeavam no jardim publico (8%) o
que esta provavelmente relacionado com um maior risco de exposicdo ao vector no biétopo
baldio. Em relagédo ao factor idade observou-se uma maior seroprevaléncia em canideos
com idade superior a dois anos de idade, o que estara relacionado, tal como se reconhece
para a febre botonosa, com uma maior nimero de oportunidades de exposi¢cdo ao vector R.

sanguineus. A associacao do factor presenca de ixodideos a uma maior seroprevaléncia
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para E. canis, demonstrada por esta dissertacdo, ndo tem grande relevancia uma vez que
0s rastreios sdo estudos epidemioldgicos transversais, em que a observacdo de
determinadas caracteristicas se restringe a um ponto no tempo ou seja através desta
evidéncia ndo se invalida o contacto anterior com ixodideos. Contudo o parasitismo por R.
sanguineus foi reconhecido como factor de risco apenas em populacdes hospitalares (Trapp
et al, 2002).

Apesar de o vector R . sanguineus ser comum aos agentes R. conorii e E. canis, a
analise estatistica produziu diferencas sobretudo ao nivel dos factores de risco relacionados
directamente ou indirectamente com a exposicdo ao vector. Assim para a febre botonosa
nao se verificou uma associacdo estatistica entre a aptiddo caca, a residéncia em areas
rurais e a seroprevaléncia para esta doenca. Pelo contrario, para ehrlichiose monocitica
canina verificou-se uma associacéo estatistica para aqueles factores de risco anteriormente
referidos o0 que nos leva a supdr a possibilidade de existéncia de diferencas de prevaléncia

de infeccdo por E. canis entre as populacfes de ixodideos de areas urbanas e areas rurais.

Neste estudo ndo se verificaram diferencas significativas na seroprevaléncia para o
factor raca, apesar de existirem referéncias bibliograficas que relacionam os canideos de
raca Pastor Alemdo com uma maior frequéncia e um quadro clinico mais severo nas formas
cronicas de ehrlichiose monocitica (Nyindo et al, 1980), em geral a ra¢ga ndo € considerada

um factor risco para esta doenca (Kuehn e Gaunt, 1985).

Em relacdo a ehrlichiose monocitica canina demonstrou-se a inexisténcia de um
padrao de sazonalidade para a seroprevaléncia (p=1,286>0,05), o que podera ser explicado
pela persisténcia de anticorpos que se mantém até 12 meses ap0Os contacto com E. canis
(Weisiger et al, 1975), estando também descritos casos clinicos em que o titulos de
anticorpos se mantem elevados até 31 meses depois do inicio da terapéutica (Perille e
Matus, 1991), evidéncia que podera resultar na auséncia de seronegativacdo que se daria

nos periodos de menor contacto com o vector R. sanguineus.

Para a borreliose de Lyme os valores de seroprevaléncia registados nesta
dissertacdo sdo nitidamente inferiores aos registados na Peninsula lbérica, respectivamente
9% (Nuncio, 2001), 11,6% (Delgado et al, 1995) e 21% (Merino et al). Entre as varias razdes
que podem implicar estas diferencas, destacam-se as baixas taxas de parasitacdo do céo
por I. ricinus em Portugal em especial no sul do pais (Nuncio, 2001). No Algarve, tal como
em outras regides Mediterranicas, a humidade relativa situa-se abaixo dos 85% e a
temperatura média anual acima dos 12°C serdo os principais factores que limitaram a

sobrevivéncia das populacdes de I. ricinus (Estrada-Pefa, 2004b) e consequentemente a
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dispersdo da borreliose de Lyme nesta regido. Manelli et al (1999), realizaram rastreio
serolégico numa populacdo de canideos da Itdlia central, determinando uma
seroprevaléncia de borreliose de Lyme de 0%, confirmando que na bacia do Mediterraneo
0s canideos apresentam seroprevaléncias muito inferiores aos dos paises do norte e centro
da Europa onde existem condi¢fes climaticas que permitem a sobrevivéncia de populacées
de 1. ricinus. Outro aspecto a ter em atencdo na interpretacdo destes resultados de
seroprevaléncia, prende-se com o valor predictivo dos testes em areas nao-endémicas,
nomeadamente testes serolégicos como IFI que permitem reacc¢des cruzadas com
espiroquetas orais presentes sobretudo em canideos com doenca periodontal. O resultado
da seroprevaléncia global (2,25%) registado nesta dissertacdo aproxima-se da
seroprevaléncia registada na populacdo humana saudavel do nosso pais que se situa nos
3,7% (Nuncio, 2001), comprovando que a exposi¢ao a este agente ndo apresenta relevancia
nas doencas transmitidas por ixodideos. Para a borreliose de Lyme, registou-se apenas uma
associcdo de variaveis, nomeadamente entre a aptiddo e o estado serolégico do animal ou
seja demonstrou-se que existia uma maior seroprevaléncia para os canideos de aptidao
caca quando se procedeu a analise global dos dados. Apesar de ja ter sido demonstrado por
diversos autores (Goossens et al, 2001) que a aptidao caca é um factor de risco para a
borreliose de Lyme temos que interpretar esta associacdo com reserva devido ao baixo
valor predictivo dos resultados de IFI em zonas ndo-endémicas como o Algarve, devido a

possiveis reac¢des cruzadas.

Nao foi possivel demonstrar um padrdo de sazonalidade para borrliose de Lyme,
devido ao baixo numero de animais positivos registados em cada trimestre o que invalidou a

realizacdo do teste estatistico de qui-quadrado.

Estudo clinico

No estudo clinico apresentando nesta dissertacdo, incluiram-se canideos presentes
a consulta com um quadro clinico e achados laboratoriais compativeis com febre botonosa,
ehrlichiose monocitica canina e borreliose de Lyme. A informaccéo recolhida na histéria
pregressa e exame clinico permitiu caracterizar os quadros clinicos observados. Entre os
casos incluidos nesta dissertacdo, registaram-se apenas casos de ehrlichiose monocitica

canina e febre botonosa.

Entre outras informacg6es colhidas na historia pregressa verificou-se que os canideos
incluidos neste estudo clinico pertenciam na sua maioria a 5 concelhos (Faro, S. Bras de
Alportel, Tavira, Olhdo e Loulé) o que se relaciona com o facto, das instituicbes que

forneceram as amostras bioldgicas para estudo clinico terem como &rea de influéncia os
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concelhos acima referidos. Os casos clinicos observaram-se quer em canideos de trabalho
guer em canideos de companhia, no entanto a maioria dos 55 canideos (65%) residiam
areas rurais 0 que estara relacionado com uma maior exposi¢cdo ao biétopo do vector, A
maior frequéncia de canideos de raga definida entre os 55 canideos provavelmente estara
relacionada com a populacdo medicalizada de onde sdo provenientes os canideos
estudados, na qual os canideos de raca definida sdo mais abundantes do que os de raca
indeterminada. No entanto a raca ndo é considerada um factor de risco para doencas
transmitidas por ixodideos em particular para ehrlichiose monocitica canina (Kuehn e Gaunt,
1985). No momento do diagnéstico apenas 23,6% dos canideos, faziam algum tipo de
profilaxia para ixodideos o0 que se compatibiliza com a elevada frequéncia de parasitacédo
(42%) por ixodideos dos canideos presentes a consulta. Destaque para a auséncia de cdes
vacinados para a borreliose de Lyme entre os 55 canideos doentes, 0 que vem ao encontro
do risco negligenciavel de exposicdo a B. burgdorferi s.|. demonstrado pelas baixas

seroprevaléncias encontradas por este trabalho.

A hipertermia, perda de peso, hipertrofia dos linfonodos, mucosas palidas e
petéquias foram os sinais clinicos observados com maior frequéncia, respectivamente 84%,
60%, 20%, 36% e 15% respectivamente. A presenca de ixodideos foi observada em 42%
dos canideos. Todos estes sinais contituem quadros clinicos bastante inespecificos mas
gue na generalidade sdo compativeis com febre botonosa (Font et al, 1992) e ehrlichiose
monocitica canina (Harrus et al, 1997) em fase aguda. A observacdo de mucosas palidas
em 36% dos casos, apesar de se considerar um sinal subjectivo acompanha a alta
frequéncia de anemia que se verifivou nesta dissertagdo. A presenca de sinais que indicam
tendéncias hemorragicas em particular petéquias e epistaxis foi registado em 15% e 5% dos
casos estudados, valores que ficaram aquém do observado por Woody e Hoskins (1991)
que observaram epistaxis em 46% dos canideos com ehrlichiose monocitica canina. Nem
sempre as hemorragias sdo um factor de risco para ehrlichiose monocitica ou febre
botonosa (Trapp et al, 2002). Apesar dos sinais hemorragicos ocorrerem com maior
frequéncia a contagens de plaquetas inferiores a 40 000/ul (Codner et al, 1986), tanto E.
canis como microrganismos do género Rickettsia spp. nao causam obrigatoriamente
trombocitopenia em todos os casos clinicos (Bulla et al, 2004), além disso temos de
considerar a existéncia de diferencas na patogenicidade entre as varias estirpes que se
podem reflectir por diferencas na magnitude da trombocitopenia e por consequéncia na

prevaléncia de sinais hemorragicos.

As técnicas de biologia molecular, sdo cada vez mais utilizadas no diagnostico de
doencas transmitidas por ixodideos, em particular nesta dissertagdo utilizou-se PCR para

amplificar segmentos de ADN de E. canis e Rickettsia spp. o que foi conseguido em 25,4%
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e 15%, respectivamente. A prevaléncia de E. canis por PCR demonstrada nesta dissertacao
€ proxima do reportado por outros autores porém existem referéncias que indicam o PCR
como técnica que subestima a prevaléncia (Bohai et al, 1997). Na Tailandia, em 49 cées,
apresentando anemia, trombocitopenia e febre, conseguiu-se a amplificacdo de ADN de E.
canis em 10 cées (20%), (Suksawat et al, 2002). No Brasil, o ADN de E. canis foi
amplificado em 20% dos canideos com febre, anemia, trombocitopenia e ixodideos
(Dagnone et al, 2003).

Até ao momento, nunca foi documentada a amplificacdo de ADN de microrganismos
do género Rickettsia spp. a partir de canideos infectados naturalmente ou
experimentalmente, existindo apenas referéncias a isolamentos de R. conorii a partir de
canideos infectados experimentalmente (Kelly et al, 1992). Nesta dissertacdo conseguiu-se
pela primeira vez a amplificacdo de ADN de microrganismos Rickettsia spp. a partir do “buffy
coat” obtido de cées infectados naturalmente, utilizando o par de “primers” descritos por
Regnery et al (1991). A sequenciacdo dos produtos obtidos por PCR, permitiu identificar os
microrganismos envolvidos em casos de doenca como pertencentes ao género Rickettsia
spp. Dos canideos em que se amplificou ADN alvo de microrganismos do género rickettsia,
em nenhum deles se amplificou ADN de E. canis o que implicaria este microrganismo como

causa de doenga no céo.

A amplificacdo de segmentos de ADN de E. canis por PCR foi conseguida pela
primeira vez em Portugal e na Peninsula Ibérica. A sequenciacdo dos produtos de PCR
permitiu identificar os microrganismos como pertencentes a espécie Ehrlichia canis. A
técnica de PCR provou ser um meio de diagndstico precoce, registando-se 43% de casos
positivos por esta técnica que ndo apresentavam IgG por IFI, comprovando as observacdes
de Matthew et al (2000) que conseguiram amplificar ADN de E. canis aos 7 dias pos-

infeccdo antes de detectar IgM e IgG por IFI.

O isolamento de R. conorii foi tentado sem sucesso em 55 canideos, evidéncia que
se afasta dos resultados obtidos por Bacellar et al (2003) que conseguiram isolamentos em
4,8% das amostras de 228 pacientes humanos com quadro clinico de febre botonosa
remetidas. Entre as possiveis razdes que possam estar na origem destas diferencas
destacam-se dificuldades logisticas em realizar o isolamento no préprio dia da colheita, o
que segundo La Scola e Raoult (1997) pode inviabilizar o sucesso no isolamento de R.

conorii.
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A trombocitopenia foi a anomalia hematologica mais frequente entre os canideos
incluidos neste estudo, registando-se em 96% dos casos, destacando-se destes 58% com
contagens inferiores a 100 000 plaquetas/ul. Nos EUA, a trombocitopenia é um achado
comum em caes nos quais se diagnosticou ehrlichiose monocitica canina (Neer et al, 2002).
Em varios estudos retrospectivos realizados neste pais, registaram-se trombocitopenia em
77% dos casos (Frank e Breitschwerdt, 1999) e em 86% dos casos (Woody e Hoskins,
1991) de ehrlichiose monocitica canina, valores que suportam o0s registados nesta
dissertacdo. Contudo temos que ter em atencdo que neste estudo clinico registaram-se
casos de ehrlichiose monaocitica e alguns casos de rickettsioses em canideos, que
contribuiram obviamente para um aumento da frequéncia da trombocitopenia. As alteracfes
do leucograma registadas tenderam marcadamente para a leucopenia, que se observou em
47% dos casos em oposicdo a leucocitose que se verificou em apenas 4% dos casos,
resultados que sdo compativeis com os registados por Kanayama et al (2003) que
reportaram 29,17% e 12,50% de leucopenia e leucocitose respectivamente em canideos
afectados por formas agudas de ehrlichiose. Apesar de néo existirem casos documentados
de febre botonosa canina, os casos humanos de febre botonosa s&o também

acompanhados de leucopenia ou de leucocitose (Pogas et al, 2002).

A anemia foi observada em 73% dos casos. A prevaléncia de anemia registada até
hoje em estudos semelhantes € bastante variavel; Frank e Breitschwerdt (1999) registaram-
na em 43% dos casos e Baneth et al (1996) em 41% dos casos. As diferencas registadas
podem dever-se sobretudo a diferencas na patogenicidade das estirpes implicadas ou na
definicdo de critérios laboratoriais de anemia. Temos que considerar também infeccbes
mistas por outros microrganismos como Babesia canis que podem conduzir a frequéncias
mais elevadas de anemia, para além de que nos 55 casos clinicos incluem-se também
casos de infec¢do por outros microrganismos do género Rickettsia spp. cuja a influéncia na
inducdo de anemia é ainda desconhecida, sabendo-se apenas que Rickettsia rickettsii
agente da febre das montanhas rochosas em canideos pode causar anemia por perda de

sangue (Couto, 2003a).

A observacdo de agentes infecciosos em esfregaco de “buffy coat” apéds
leucoconcentracdo foi outro dos aspectos abordado durante a investigacdo dos 55 casos
clinicos. Observaram-se mérulas de E. canis, em 5,4% dos esfregacos observados, valor
préximo do observado por Elias (1991) que observou morulas em apenas 4% dos
esfregacos pertencentes a 221 canideos infectados naturalmente por E. canis. A detec¢éo
de morulas em mondcitos pela observagdo em microscopio € um achado ocasional nédo
tendo grande relevancia no diagnostico laboratorial de ehrlichiose. Contudo a presenca de

morulas tem valor de diagnéstico definitivo sendo porém mais frequente na fase aguda da
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doencga (Harrus et al, 1997a). A presenca de outros microrganismos transmitidos por R.
sanguineus foi também observada em esfregaco sanguineo, nomedamente Hepatozoon

canis e Babesia canis em 1,8% dos casos.

A seroprevaléncia de ehrlichiose monocitica canina e febre botonosa nos 55
canideos estudados, foi respectivamente de 20% e 51%. No primeiro caso, a
seroprevaléncia é semelhante a valores registados por Dagnone et al (2003), que
determinaram uma seroprevaléncia de 21,7% de ehrlichiose monocitica canina, em 129
canideos suspeitos de doenca transmitida por ixodideos. Apesar das semelhancas nas
prevaléncias, a IFl ndo diferencia entre canideos com infeccdo activa e os préviamente
expostos ao microrganismo (Waner et al, 2001), sobrestimando o nimero de canideos com
ehrlichiose. Os valores da seroprevaléncia de ehrlichiose monaocitica canina e febre
botonosa que resultaram do estudo destes 55 canideos, sao nitidamente superiores aos
registados para a populacéo de canideos em geral tal como o observado por Dagnone et al

(2003) que observaram igualmente valores superiores na populacéo hospitalar.

A resposta a terapéutica poderd ser um bom indicador de progndéstico em doencas
transmitidas por carracas (Greene et al, 1998), manifestando-se esta resposta pela
remissaos dos principais sinais clinicos como febre, recuperacdo de apetite e vitalidade. Na
presente dissertacdo, dos 55 canideos estudados, 48 responderam a terapéutica especifica
instituida; dos 7 que ndo responderam, 3 acabaram por morrer. O protocolo instituido com
mais frequéncia constou da administracdo de dipropionato de imidocarb e doxiciclina,
apesar de um estudos clinico (Sainz-Rodriguez, 1996) referir que a associacado destes dois
principios activos ndo apresenta vantagem sobre a administracdo individual de cada um
deles, acreditimos porém que na pratica clinica a administracdo destes dois principios
activos em conjunto é vantajosa devido a possibilidade de infeccbes mistas que incluem
para além de E. canis e Rickettsia spp., protozoarios como Babesia canis que sédo apenas

sensiveis ao dipropionato de imidocarb.

Entre as alteracBes do perfil bioguimico, as anomalias registadas com maior
frequéncia foram a hipoalbuminemia e a hiperglobulinemia, respectivamente observadas em
68% e 58% dos casos. Estes valores apesar de se aproximarem dos valores registados por
Woody e Hoskins (1991) para hipoalbuminemia (43%) e hiperglobulinemia (39%) em cées
infectados naturalmente por E. canis e de estas alteracfes serem comuns em doentes com
febre botonosa (Pocas et al, 2002), devemos ter em atencdo que o perfil bioquimico
realizou-se em apenas 19 canideos por razfes financeiras, podendo estes valores estarem
enviesados pelo que referimos anteriormente. Adicionalmente verificaram-se elevagfes das

enzimas hepaticas em 26% dos casos estudados. O aumento dos niveis de enzimas
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hepaticas € uma anomalia laboratorial reportada em infec¢des por E. canis, Woody e
Hoskins (1991) observaram a elevagdo de enzimas hepéticas em 35% dos canideos com
ehrlichiose. Em relacdo ao agente da febre botonosa, apesar de se referir o aumento de
enzimas hepaticas em pacientes humanos nos canideos ndo se registou esta alteragdo

bioquimica (Kelly et al, 1992).

A andlise histopatoldgica dos tecidos ricos em sistema mononuclear fagocitario,
permitiu observar algumas alteracdes que serdo relacionaveis com as anomalias
hematoldgicas e a fisiopatogenia das infec¢des por E. canis e Rickettsia spp. A hemorragia
e a congestdo ao nivel dos alvéolos pulmonares podera ser explicada pela trombocitopenia
e vasculite associadas a infeccBes pelos microrganismos referidos anteriormente. As
alteracBes de hiperplasia linfoplasmocitaria observadas no bacgo estardo relacionadas com
o tipo de resposta imunitaria celular associada a infec¢des por E. canis e R. conorii sendo o
baco um orgéo central neste tipo de resposta como foi comprovado por Harrus et al (1998).
A elevacdo das enzimas hepaticas observada nestas doencas tem correspondéncia a nivel
histopatolégico, como se verificou pela presenca da degerescéncia vacuolar dos
hepatdcitos, lesdo que poderd advir da hipéxia associada a anemia verificada nas infec¢des
por E. canis ou Rickettsia spp ou até pelo efeito citopético resultante da libertacdo de
radicais livres de oxigénio descritos em infecgbes por rickettsias (Walker et al, 2003). Em
nenhum dos cortes histol6gicos se observou moérulas de E.canis apesar da riqueza dos

orgdos em células do sistema mononuclear fagocitario.
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VI-Conclusbdes

O cao enquanto animal doméstico cada vez mais numeroso e frequente nas nossas
casas, desempenha um papel fundamental como espécie sentinela de zoonoses. A partilha
do espaco doméstico e de actividades de exterior com este animal transformam este animal
num veiculo ideal para o transporte de ixodideos e dos agentes infecciosos que estes
transmitem para o contacto com o homem. As altera¢Bes climéticas verificadas actualmente
criaram condicbes para o proliferar de ixodideos nomeadamente do complexo R.
sanguineus e das doencas transmitidas por estes 0 que associado a o desenvolvimento de
técnicas de biologia molecular aplicadas ao diagnostico laboratorial permitiram implicar
novas espécies de microrganismos como agentes de doenca em Medicina e Medicina

Veterinaria.

Os resultados desta dissertagdo demonstraram que uma populacdo de canideos do
Algarve foi exposta a febre botonosa, ehrlichiose monocitica canina, borreliose de Lyme e
podera ser utilizada no futuro como bioindicador de febre botonosa e borreliose de Lyme
para a populagdo humana, provou-se também a inexisténcia de um padrdo de sazonalidade
nos resultados serolégicos de febre botonosa, ehrlichiose monocitica canina e borreliose de
Lyme. Tal como em outros rastreios executados no sul de Portugal, concluiu-se neste
trabalho que a espécie R. sanguineus é o principal ixodideo a parasitar a populacao de
canideos do Algarve, depreendo-se por isso que existe a possibilidade de transmisséo de
determinados agentes infecciosos (ex: R. conorii, E. canis, Hepatozoon canis e Babesia
canis) em detrimento de outros microrganismos (ex: Borrelia burgdorferi s.l. e Anaplasma

phagocytophilum) ndo associados a esta espécie de vector.

Através de técnicas de biologia molecular foi possivel também implicar pela primeira
vez microrganismos do género Rickettsia spp. como agentes de doenc¢a no cdo bem como a
existéncia de Ehrlichia canis em circulacdo na populacdo de canideos do sul de Portugal.
Estas evidéncias sdo sem duvida a principal inovacéo desta dissertacdo devendo a infec¢céo
por microrganismos do género Rickettsia spp. ser considerada entre os diagnosticos
diferenciais de quadros sintomatolégicos que incluam febre, anorexia e petéquias
associados a anomalias laboratoriais como trombocitopenia, leucopenia e anemia.
Adicionalmente podemos também concluir que o risco de contacto da populacdo de

canideos com Borrelia burgdorferi s.l. nesta regido € negligenciavel.

Todos estes resultados levantaram véarias questdes que deverdo ser em nossa

opinido objecto de futuros estudos:
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* Quais serdo as espécies de microrganismos (para além daqueles estudados
neste trabalho) transmitidos por ixodideos que terdo importancia enquanto

agentes de doenca no cao e em saude publica veterinaria em Portugal?

* Qual seria a importancia da construcdo de uma rede de clinicos veterinarios

sentinela para as doencas transmitidas por ixodideos?
e Qual serd a importdncia do cdo enquanto hospedeiro reservatério de

microrganismos do género Ehrlichia spp enquanto agentes de doenca no

homem?
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